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RESUMEN

Esta tesis de investigacion se dividid en nueve capitulos, en el capitulo dos se presentd una
revision bibliografica sobre las caracteristicas proteicas del pescado y del proceso de optimizacion de
la hidrdlisis enzimatica de proteinas. En el tercer capitulo se expusieron los objetivos planteados para
esta tesis. En el capitulo cuatro se presentaron los materiales y métodos utilizados para el proceso
de optimizacion, caracterizacion y separacién del hidrolizado enzimatico. En el capitulo cinco se
describieron los resultados y se realizd una discusion de los mismos. Las conclusiones obtenidas a
partir del trabajo experimental se presentaron en el capitulo seis y en el capitulo siete se expusieron

las recomendaciones hechas para trabajos posteriores sobre este mismo tema de tesis.

Se evalué el grado de hidrdlisis, nitrégeno recuperado y el perfil de los pesos moleculares del
hidrolizado proteico de subproductos de carpa obtenido por medio de Flavourzyme (complejo
comercial de exo y endopeptidasas). A través de un andlisis de superficie de respuesta, de un andlisis
de nitrégeno recuperado por unidad enzimadtica, del perfil de pesos moleculares de las fracciones
peptidicas obtenidas y del estudio de la actividad de Flavourzyme se optimizd el proceso de
recuperacion de proteina en las siguientes condiciones: pH 7, T=53°C, S:B=40% y E=50 LAPU/g.

Por medio de ultrafiltracion se recuperaron dos fracciones peptidicas (1 a 10 kDa y > 10 kDa)
con propiedades emulsificantes y alto contenido de aminodcidos esenciales. Se recuperé un 9.5% de
nitrégeno en forma de péptidos mayores de 10 kDa con propiedades emulsificantes comparables a la
de albumina de huevo. La fraccion entre 1y 10 kDa presentd el mayor porcentaje de aminodcidos
esenciales.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La actividad pesquera en México, desde la captura de diferentes especies
hasta su procesamiento o venta en fresco, produce descargas residuales tanto
liquidas como sélidas. Las interacciones del sector pesquero con el medio ambiente
son multiples, por lo que el cuidado en la manipulacion de los recursos pesqueros y
sus subproductos son fundamentales para su aprovechamiento econémico, asi como

en el marco del cuidado ambiental.

El gobierno de México, en su Programa Nacional de Pesca y Acuicultura
1995-2000, indica que la alternativa de desarrollo sustentable de los recursos
pesqueros no sblo debe favorecer adecuaciones ecologicas, sino también tomar en
cuenta los procesos socioecondmicos sectoriales en el manejo de tales recursos.
Asi, resultan elementos clave los instrumentos de ordenamiento ecologico y de

evaluacion de impacto ambiental.

El destino de la captura pesquera puede ser el consumo en fresco o la
industrializaciéon, la cual tiene como funcién incorporar un valor agregado a la
materia prima y ofrecer productos pesqueros diversificados y de alta calidad al
consumidor. El uso de las diferentes especies de pescado esta limitado por su talla,
estructura anatdmica y propiedades sensoriales del musculo. Estas caracteristicas
determinan la capacidad de procesamiento y consumo de las mismas por parte de la
industria pesquera.

En 1992, el rendimiento insumo/producto de la industria pesquera en el
ambito mundial fue del 48%. Lo que significa que un gran volumen de materia se
pierde durante el proceso (lavados, fileteado, tratamientos térmicos, etc.) o se

desecha en forma de visceras, cabeza, huesos y tejido muscular (FAQ, 1992).
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El sistema de comercializacién en fresco debe manipularse con rapidez y
eficiencia ya que el pescado es un producto muy perecedero. De todos los alimentos
de origen muscular, el pescado es el mas sensible a la autdlisis por sus propias
enzimas, a la oxidacion de grasas por su alto contenido en acidos grasos
insaturados, asi como a la alteracion microbiologica debido a la flora microbiana de
su habitat y porque tiene un pH menos acido que favorece la muitiplicacién de las
bacterias (Frazier y Westhoff, 1993). En nuestro pais, las practicas de
comercializacion de los productos pesqueros en fresco propician una baja calidad
sanitaria. En general, el producto se traslada congelado a bodegas locales para su
reembarque a las areas de mercado, la forma predominante de transporte es a
granel, a bordo de camiones en los que se alternan capas de hielo y pescado.

El inadecuado manejo del producto a lo largo de la cadena comercial propicia
la existencia de una gran cantidad de mermas, que se estima puede liegar al 30% de
la produccion total mexicana (Programa de Pesca y Acuicultura, México 1995-2000).

Una vez en el centro de acopio para su venta en fresco, a consecuencia del
deviscerado y fileteo del pescado, se desechan las visceras, piel, cabeza, esqueleto,
escamas y una porcion considerable de tejido muscular unido a éstos. Dependiendo
de la especie (atun, carpa, etc.) este subproducto puede representar hasta el 60%
del peso total de pescado (Aitken y col. 1982).

En Mexico, para 1999 se registraron 66,500 toneladas de desechos a partir de
la industria del congelado y enlatado (Anuario estadistico de pesca, 1999) (figura 1).
El destino de un gran volumen de subproductos no esté registrado por las
estadisticas oficiales, por lo que se deduce que gran parte de éstos son vertidos en

basureros estatales o regresados al mar, por lo que representan un importante foco
de contaminacion ambiental.
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Desechos de la industria del
congelado y enlatado
66,500 Tons

Mermas durante la cadena 8%
de comercializacion ‘
343,000 Tons

Figura 1. Mermas y desechos de |a Industria Pesquera para 1999.

El principal destino de estos subproductos es la produccién de harina y aceite
de pescado. En el proceso de fabricacion de harina, debido a las altas temperaturas
que se utilizan, se destruyen aminoacidos esenciales (lisina y alanina) y suele tener
altos niveles de aminas biogénicas (histamina, cadaverina, putrescina, tiramina y
mollerosina). Ademas, como insumo alimenticio para animales, el valor agregado del

producto final es muy bajo (Hardy, 1990).

Una alternativa de aprovechamiento de estos subproductos pesqueros es la
hidrélisis enzimatica. Con la hidrélisis proteica de subproductos de la industria
carnica (Surowka y Fik, 1994; Linder y Fanni, 1995), y de especies de pescado
baratas (Quaglia y Orban, 1987a, 1987b; Baca y col., 1991; Diniz y Martin, 1996;
Hoyle y Merrit, 1994) y subproductos vertidos por la industria pesquera (Shahidi y
Synowiecki, 1994; Baek y Cadwallader, 1995; Benjakul y Morrisey, 1997), se
pretende recuperar y aprovechar una fuente de proteina de excelente calidad
nutricional y funcional, que de otra forma es subutiizada o desechada

inadecuadamente de manera que representa un foco de contaminacién ambiental.

Es importante enfatizar que la harina de pescado proveniente de subproductos

de pescado contiene entre 55-60% de proteina y 18-24% de cenizas, mientras que
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en los hidrolizados enzimaticos proteicos estos valores son de 75-83 % y 4-13%
respectivamente (Hardy, 1990). En estos Ultimos, el perfil de aminoacidos es similar
al tejido muscular (Benjakul y Morrisey, 1997), lo que no sucede con la harina de
pescado, ya que las altas temperaturas y compuestos quimicos (solventes, acidos y
bases concentrados) utilizados durante el proceso causan la perdida de
aminoacidos esenciales (Hall y Ahmad, 1992).

Con la hidrdlisis enzimatica se puede recuperar fracciones peptidicas con
propiedades nutricionales y funcionales atractivas para la industria alimentaria (Hall y
Ahmad, 1992; Benjakul y Morrisey, 1997). Dependiendo de la enzima utilizada, la
hidrélisis se realiza en condiciones neutras o alcalinas y a una temperatura promedio
de 55°C, lo que minimiza la pérdida de aminoacidos. Ademas, durante el proceso no

se vierten efluentes contaminantes.

Las proteasas comerciales mas estudiadas en hidrolizados de pescado han
sido la Alcalasa® y Neutrasa® (Quaglia y Orban, 1987a, 1987b; Hoyle y Merrit,
1994; Baek y Cadwallader, 1995; Shahidi y Synowiecki, 1995; Benjakul y Morrisey,
1997), ambas enzimas son endopeptidasas de amplio espectro. Con Ia Alcalasa se
ha obtenido mayor extraccidon de proteina, mayor grado de hidrolisis y menor
produccién de peéptidos amargos, éstos ultimos producidos por la presencia de
aminodacidos hidréfobicos en los extremos del péptido (Adler-Nissen, 1986). En la
literatura ha sido poco reportado el uso de Flavourzyme®, complejo de enzimas
proteoliticas con accién endo y exopeptidasas dependiendo del pH del medio, S5y7
respectivamente, por lo cual resulta de especial interés su estudio.

El objetivo de la presente tesis fue optimizar el proceso de hidrdlisis
enzimatica de subproductos de carpa dorada (Carassius auratus) con Flavourzyme,

para la recuperacion de fracciones peptidicas con propiedades nutricionales y
funcionales.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Proteinas del pescado
El contenido de proteina en el pescado depende de varios factores: |la especie,
el estado de nutricion, el ciclo reproductivo, la estacion del afio, entre otros. El

promedio se encuentra en el rango de 15 a 20 % en base humeda (tabla 2.1).

Tabla 2.1 Composicién porcentual del pescado

Agua 65-80
Proteinas 15-20
Lipidos 1-20
Minerales Trazas
Vitaminas A, B,Cy D Trazas
(Sikorski, 1994) N e

El contenido de proteina en el pescado generalmente se calcula en términos
de proteina cruda, valor que incluye a las proteinas sarcoplasmicas, miofibrilares y

del estroma asi como a los componentes nitrogenados no proteicos.

Las proteinas sarcoplasmicas pertenecen a una familia de proteinas que se
caracterizan por ser solubles en agua o en soluciones salinas diluidas (u @ = 0.06),
son fundamentalmente globulinas y albuminas pertenecientes a los sistemas que
intervienen en el metabolismo celular (hemoproteinas, hemoglobina, mioglobina,
hemocianinas y enzimas). El contenido en el pescado de dichas proteinas es mayor
que en los animales terrestres (Brow, 1962). Las enzimas sarcopldsmicas mas
importantes en la tecnologia de alimentos por su efecto en la calidad comestible del

pescado son las hidrolasas, oxidoreductasas y transferasas (Haard, 1991).
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Por su parte, las proteinas miofibrilares en el musculo de pescado representan
entre 40-60% del total de proteinas (Sikorski, 1994). Son solubles en soluciones
salinas de baja fuerza idnica (un @ = 0.6) y contienen cantidades importantes de
aminoacidos esenciales. Se dividen en proteinas contractiles (miosina y actina) y
proteinas reguladoras de la contraccion (tropomiosina, troponinas). La miosina (475
kDa) representa un 40% de las proteinas totales del musculo de pescado, mientras
que la actina (41.7 kDa) constituye el 20%. En los mamiferos el contenido de dichas
proteinas es de 27 y 11%, respectivamente. Cabe mencionar, que la miosina del
pescado es mas sensible a la desnaturalizacion (por calor-secado) y a la proteolisis
que la miosina de mamiferos (Cheftel, 1989).

Las proteinas del estroma son las menos solubles del musculo. Esta fraccion
proteica contiene las proteinas del sarcolema, del reticulo sarcoplasmatico,
membranas mitocondriales y las proteinas del tejido conectivo. El tejido conectivo
contiene los fibroblastos, las fibras de colageno, reticulina y elastina. El conteniqo de
proteinas del estroma en el musculo de pescado representa entre 3 al 10%, mientras
que en mamiferos este porcentaje alcanza el 16% (Cheftel, 1989). El colageno §300
kDa) es el constituyente principal del tejido conectivo, se encuentra en los huesos,
piel, musculo y sistema cardiovascular. La composicion de aminoacidos del colégeno
de pescado difiere del coldgeno muscular de mamiferos en ser mas rico en
aminoacidos esenciales, ademas, la solubilidad del colageno de pescadq es
significativamente mayor que la de los mamiferos. El contenido promedio de
colageno en el hueso, piel y musculo es de 25%, 50% y 2 %, respectivamente
(Sikorski, 1994).

Los componentes nitrogenados no proteicos (NNP) mas abundantes en el
pescado son los aminodcidos libres, péptidos, guanidinas, urea, betaninas,
nucledtidos y amonio cuaternario. En el tejido muscular blanco el NNP llega a ser
entre un 9 y 15% del total de nitrégeno, por su parte, el porcentaje de aminoacidos
libres esta en el rango de 0.5 a 2% (Sikorski, 1994).
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2.1.1. Calidad proteica

La calidad de una proteina alimenticia depende de la naturaleza y cantidad de
aminoacidos esenciales, es decir aquellos aminoacidos que el organismo no puede
producir y necesita ingerirlos en su dieta, para el ser humano son la valina, leucina,
isoleucina, fenilalanina, triptofano, lisina, treonina y metionina (Badui, 1994). En
general, las proteinas de origen animal son de mejor calidad que las de cereales, ya
que éstas Ultimas son pobres en lisina, triptofano y treonina. Asimismo, la calidad
proteica del pescado es superior que la carne de res y la soya, debido a que el
pescado presenta un mayor contenido de aminoacidos esenciales tales como valina
y lisina (Cheftel, 1989, Frokjaer, 1994) (tabla 2.2).

Tabla 2.2. Composicion de aminoacidos esenciales de diversos alimentos proteicos

Aminoacido (mglg) Pescado Res Soya Norma FAO-OMS

Fenilalania + tirosina 76 80 88 60
Isoleucina 48 48 50 40
Leucina 77 81 85 70
Lisina 91 89 70 55
Metionina +cisteina 40 40 28 35
Treonina 46 46 42 40
Triptofano 11 11 14 10
Valina 61 50 53 50
Total 450 445 430 360

Cuando las proteinas son ingeridas por el organismo, las proteasas digestivas
se encargan de romper las largas cadenas peptidicas de proteinas en aminoacidos
libres y cadenas de di ¢ tripéptidos, a este proceso se le conoce como digestion.
Posteriormente, gracias a sistemas de transporte especificos, cada uno de estos

productos es absorbido por el aparato digestivo e incorporado a la sintesis de
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proteinas en los tejidos. Los aminodacidos de las proteinas animales se digieren y
absorben en una proporcién del 90%, mientras que los de algunas proteinas
vegetales sélo pueden ser liberados y absorbidos en un 60 a 70%. A este respecto,
la proteina de pescado muestra una digestibilidad mayor del 90% (Cheftel, 1989).

2.1.2. Proteinas de los subproductos de la industria pesquera

En la industria pesquera, alrededor de sélo el 25% del peso total del pescado
es utilizado como filetes y el resto se desecha como subproducto (Piggott, 1986). A
partir de éste subproducto se puede recuperar un 25% de musculo, tejido conectivo
y piel utilizando procedimientos mecanicos de deshuesado. La cantidad y la calidad
de proteina en el subproducto dependera de la seccion del cuerpo del pescado que
se considere, ya que el contenido y el tipo de proteina varian de acuerdo a su
ubicacion anatomica (tabla 2.3).

Tabla 2.3. Contenido de proteina en diferentes partes del pescado

Componente %
Mduscuio 156-20
Huesos 10-21
Piel 19-33
Escamas 19-36
Vejigas de nado 18-37
Aletas 12-21

'Base himeda
(Zaitsev, 1969)

Por ejemplo, en la tabla 2.4 se presenta la composicién porcentual del
musculo de Bacalao y del subproducto del fileteado de Bacalao. Ademas de
observarse una menor cantidad de proteina en el subproducto, la calidad de ésta es

menor debido a una mayor presencia de coldgeno; lo que provoca que aumente el
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contenido de ciertos aminoacidos no esenciales como glicina, prolina e hidroxiprolina

y disminuya la cantidad de aminoacidos esenciales (tabla 2.5).

Tabla 2.4. Composicion porcentual del Bacalao

“Componente (%)  Bacalao " 'Subproducto de Bacalao
Agua @ 82 7716
Proteinas 18.8 143
Lipidos 0.6 37

Cenizas 1.1 1.9
‘(Adaptado por Shahidi y col., 1991, 1992) | .

Tabla 2.5. Composicion de aminoacidos en el Bacalao

Aminoacido (mg/g) Bacalao Subproducto de Bacalao
Esenciales
Fenilalanina + tirosina 7.28 5.54
Isoleucina 461 3.3
Leucina 8.13 6.18
Lisina 9.18 6.53
Metionina +cisteina 4.03 3.63
Treonina 4.39 415
Triptofano 1.12 1.01
Valina 5.15 3.8
No esenciales
Alanina 48 6.82
Arginina 5.99 6.5
Acido aspartico 10.24 9.05
Glicina 6.05 11.72
Acido glutamico 14.92 12.56
Histidina 2.94 1.79
Hidroxiprolina 0.38 2.38
Prolina 3.54 5.57
Serina 4.08 535
Tasa de eficiencia proteica (PER) 2.9-2.99 2.31-2.33

(Adaptado por Shahidi y col., 1991, 1992)
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En estudios recientes de hidrolizados enzimaticos de proteina a partir de
subproductos que incluian cabeza, piel, hueso, visceras y tejido muscular, se
observé que el perfil de aminoacidos del hidrolizado era similar al del musculo de
Pacific Whiting. Sin embargo, el hidrolizado contenia una menor cantidad de
triptofano y acido glutamico y una mayor cantidad de prolina y glicina, debido a que
el subproducto contenia piel y tejido conectivo con diferente composicién de
aminoacidos que el musculo (Benjakul y Morrissey, 1997).

2.2, Hidrélisis enzimatica de proteinas

La hidrolisis de proteinas es la degradacion de las mismas en péptidos
solubles de diversos tamarios y puede ser quimica 6 enzimatica.

En los hidrolizados quimicos se emplean condiciones acidas ¢ alcalinas
drasticas (>100°C bajo presién). Durante la hidrélisis acida (HCI 6N, 110°C, 24-72
horas) se pierden parcialmente algunos aminoacidos (lisina, serina, treonina y
triptofano), mientras que en la hidrélisis alcalina resultan dafados ciertos
aminoacidos (lisina, arginina, treonina, serina y cisteina) y puede producirse una
fuerte racemizacién de aminoacidos residuales. Lo anterior favorece la formacion de
compuestos nefrotdxicos como la lisinoalanina (Cheftel, 1989) y neurotéxicos como
lantionina y B-aminoalanina (Lahl y Grindstaff, 1989). Por lo cual el producto
resultante presenta una disminucién en el valor nutricional, ademas de que es
necesaria la remocion de los compuestos quimicos utilizados durante la hidrdlisis.

La hidrdlisis enzimatica tiene varias ventajas sobre la hidrélisis quimica:

1. El perfil de aminoacidos del hidrolizado es igual al de la proteina original ya que
se lleva a cabo a temperaturas entre 50 y 60°C y en condiciones neutras o
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ligeramente alcalinas, por lo que los aminoacidos originales no son afectados

durante el proceso (Cheftel, 1989).

2. No se producen reacciones de Maillard de produccién de color y pérdida de

lisina, ocasionadas por altas temperaturas (Cheftel, 1989).

3. Se puede separar fracciones peptidicas con propiedades nutricionales y
funcionales, por medio de procesos de ultrafiltracion, precipitacion isoeléctrica y
electrodialisis (Nishikawa, 1983, Vega, 1987; Quaglia y Paoletti, 1988, Mahmoud,
1994).

4. Se puedn llevar a cabo procesos in continuo en reactores de membrana
(Nakajima y col., 1992, Garem y col., 1992; Eyal y Bressler, 1993; Bohdziewicz,
1994; Lanl y Braun, 1994, Parham y Davis, 1995;).

5. Es una tecnologia limpia ya que no utiliza solventes que se viertan al agua o al
aire.

Por lo tanto, la hidrélisis enzimatica de proteinas de pescado es un atractivo
proceso alternativo para convertir los subproductos de la industria pesquera en
productos con un mayor valor agregado, que poseen propiedades funcionales y alto
valor nutricional (Mohr, 1978; Quaglia y Orban, 1987; Rebeca y col., 1991; Benjakul y
Morrisey, 1997). La fraccidn insoluble que queda al final del proceso puede utilizarse
como suplemento alimenticio y fertilizante (Mohr, 1978).

2.2.1. Proteasas

Las enzimas proteoliticas o proteasas hidrolizan los enlaces peptidicos con
diferentes grados de intensidad y selectividad. En un proceso de hidrolisis se

utilizard la enzima mas adecuada de acuerdo a la necesidad de la transformacion
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requerida (Badui, 1994). Las proteasas se clasifican de acuerdo a su origen (animal,

vegetal o microbiano), accion catalitica y naturaleza del sitio catalitico.

Por su accién catalitica, las proteasas se clasifican como endopeptidasas y
exopeptidasas; las endopeptidasas rompen la cadena polipeptidica en puntos
particulares distribuidos a lo largo de la cadena, mientras que las exopeptidasas
liberan un aminoacido a la vez, de la terminal N (aminopeptidasa) o terminal C
(carboxipeptidasa); (Adler-Nissen, 1993).

Dentro del catalogo enzimatico ('EC) todas las proteasas pertenecen a la
subclase 3.4, la que a su vez se subdivide en 3.4.11-19 para las exopeptidasas y
3.4.21-24 para las endopeptidasas (Adler-Nissen, 1993)..

2.2.1.1. Endopeptidasas

Por su importancia, las cuatro principales clases de endopeptidasas son las
serina-proteasas (EC 3.4.21), cisteina-proteasas (EC 3.4.22), aspartico-proteasas
(EC 3.4.23) y las metaloproteasas (3.4.24). Como su nombre lo indica, en la serina,
cisteina y aspartico proteasas se encuentra la serina, cisteina y acido aspartico como
una parte esencial del sitio catalitico. Alguna modificacion o bloqueo de ese punto en
la cadena produce una completa inactivacion de la enzima.

Cada uno de estos grupos de enzimas tiene condiciones &ptimas de accion,
por ejemplo, las serina proteasas tienen una actividad maxima a pH alcalino, la
cisteina proteasas a pH neutro y la aspartico proteasas a pH &cido. Esta
especificidad la podemos encontrar en el organismo humano, por ejemplo, las
enzimas proteoliticas digestivas presentan su méxima actividad de acuerdo con el pH

del tracto digestivo (acido en el estdmago y alcalino en los intestinos) (Adler-Nissen,
1993)..
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La especificidad de las endoproteasas es considerada en términos de los dos
aminoacidos que forman el enlace peptidico y que es susceptible a la hidrdlisis por la
enzima en cuestion. Dependiendo del mecanismo de catdlisis, la especificidad esta
asociada con el lado carboxilo, amino o ambos lados de la cadena. Un ejemplo de
especificidad es la tripsina (serina-proteasa) que rompe todas los enlaces peptidicos
con lisina o arginina en el lado del carboxilo (Adler-Nissen, 1993). Por su parte, la
Alcalasa (serina-proteasa) presenta un amplio rango de especificidad hidrolizando
varios tipos de enlaces peptidicos y algunos enlaces éster, preferentemente los que
contienen residuos de aminoacidos aromaticos. Por su sitio activo, la Alcalasa tiene

una mayor afinidad por aminoacidos hidrofébicos (Ward, 1983).
2.2.1.2. Exopeptidasas

Las aminopeptidasas (EC 3.4.11) son abundantes en la naturaleza ya que se
localizan intracelularmente o unidas a la membrana celular, sin embargo, es dificil
encontrarlas en preparaciones comerciales. Por ejemplo, |la preparacion enzimatica
Pronase® (aislada de Strepfomyces griseus) contiene aminopeptidasas y
carboxilasas, pero su costo es muy alto como para utilizarse en la industria
alimentaria. Ademas, algunos extractos de tejido animal han sido empleados

industrialmente como fuente de actividad aminopeptidasa (Clegg y col.,1978).

Por su parte, las carboxipeptidasas se dividen de acuerdo a la naturaleza del
sitio catalitico en serina-carboxipeptidasa (EC 3.4.16), metalocarboxipeptidasas (EC
3.4.17) y cisteina-carboxipeptidasa (EC 3.4.18). Muchas proteasas comerciales, en

particular de origen fungico, contienen apreciables cantidades de carboxipeptidasas
(Adler-Nissen, 1993).

Por lo que respecta al mecanismo hidrolitico de las exopeptidasas, éste es
similar al de las endopeptidasas dependiendo si pertenece a la clase de las serina o
a las metaloenzimas (Adler-Nissen, 1993).
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2.2.1.3. pHy temperatura de actividad y estabilidad

Las presentaciones comerciales de enzimas, generalmente proporcionan
informacion sobre el pH y temperatura de actividad, asi como el pH y temperatura de
estabilidad (pH 5-8, T=40-60°C para Flavourzyme), esta informacion es presentada
mediante curvas. Por ejemplo, las curvas de estabilidad muestran la actividad
residual después de la exposicion a un rango de valores de pH y temperatura
durante un periodo definido de tiempo.

Sobre la base del pH de actividad 6ptima es usual clasificar las proteasas
como alcalinas, neutras o acidas, esta clasificacidn no es rigurosa y se sugiere la
comprobacion del pH 6ptimo por medio de trabajo experimental. Por ejemplp, la
metaloproteasa Neutrasa se clasifica como proteasa neutra y la serina-proteasa
Alcalasa es considerada alcalina, de acuerdo al pH de maxima actividad (Adler-
Nissen, 1993).

Una importante consideracion es que las curvas de pH-actividad muestran la
actividad relativa inicial bajo condiciones de ensayo en cierto sustrato y estas varian
con las caracteristicas de la proteina. Por ejemplo, el pH éptimo de actividad de la
papaina sobre gelatina es de 5, mientras que sobre albumina y caseina es de 7
(Yamamoto, 1975).

Por su parte, las curvas de pH-estabilidad se utilizan para elegir las mejores
condiciones de hidrélisis. En ciertos casos una proteasa es muy estable en un valor
de pH al cual no hay actividad, un caso tipico de esta situacion se da con |a tripsina,
la cual tienen una gran estabilidad a pH 3 y su actividad maxima se da a pH 7-9. En
otros casos, la exposicion a valores extremos puede causar que la molécula de la
enzima se despliegue lo que incrementa la posibilidad de degradacién proteolitica,
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de esta forma, la proteasa se inactiva rapidamente por una reaccién autolitica, este
fendmeno se observa con la Alcalasa a un pH &cido (Ottesen y Svendsen, 1970).

La posibilidad de inactivacién de proteasas a valores extremos de pH es, en
algunos casos, una gran ventaja ya que el cambio de pH puede llevarse a cabo
réapidamente cuando se desea terminar la reaccién de hidrolisis. Igualmente, con
altas temperaturas la inactivaciéon térmica de la enzima es pronunciada (Novo Inc.,
1982).

2.2.1.4. Aplicaciones

Las endopeptidasas son las proteasas mas utilizadas en la industria
alimentaria debido a la hidrélisis extensiva que producen, aunque en ocasiones su
accién se complementa con exopeptidasas con el fin de eliminar aminoacidos
hidrofébicos de los extremos N y C, que producen el sabor amargo en los
hidrolizados proteicos (Adler-Nissen, 1993; Noboru y Tokoyasu, 1997). Las
aminopeptidasas (Clegg y col, 1978; Minagawa, 1989) y las carboxipeptidasas
(Umetsu y col., 1983; Noboru, 1997).

Las proteasas comerciales mas estudiadas en hidrolizados de pescado vy
crustaceos han sido la Alcalasa y Neutrasa. Ambas enzimas son endopeptidasas de
amplio espectro, sin embargo, con la Alcalasa se ha obtenido un mayor porcentaje
de recuperacion de nitrégeno, mayor grado de hidrélisis y un perfil de pesos
moleculares menor (Quaglia y Orban, 1987a, 1987b; Hoyle y Merrit, 1994; Baek y
Cadwallader, 1995; Diniz y Martin, 1996; Benjakul y Morrisey, 1997).

2.2.2. Mecanismo de hidrélisis

Las enzimas proteoliticas o proteasas hidrolizan los enlaces peptidicos con
diferentes grados de intensidad y selectividad. El mecanismo de catélisis en la
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mayoria de las proteasas ocurre secuencialmente: 1) formacion del complejo de
Michaelis entre el sustrato y la enzima, 2) rompimiento del enlace peptidico y 3) la
liberaciéon de la enzima (Adler-Nissen, 1993).

ket k+2 k+3
E+S &= ES —> EP+HP —> E+P-OH+H-P

K-, +H,0

donde S es el sustrato, P y P’ son los péptidos resultantes

Durante el proceso de reaccion proteolitica, el pH cambiara, excepto en la
region de 5.0-6.0 donde la captura y liberaciéon de protones esta en equilibrio. A pH
menor a 3.1-3.6 el grupo carboxilico estara mas del 50% disociado y el agrupo amino
completamente protonado; presentandose una captura de 0.5 a 1.0 equivalentes de
H* por cada equivalente de enlaces peptidicos rotos, incrementando el pH- si éste no
es controlado. Si el pH es superior a 7.5-7.8, el grupo amino estara menos del 50%
protonado y el carboxilico completamente disociado, liberandose de 0.5 a 1.0
equivalentes de H", disminuyendo en consecuencia el pH si éste no es controlado.
De modo que, si se quiere realizar una hidrélisis a pH constante, debera adicionarse
acido o base para titular los grupos carboxilo o amino liberados.

Durante las condiciones tipicas de los procesos de hidrédlisis de proteinas
alimentarias, la saturacion de sustrato prevalece durante todo el curso de la reaccion;
los péptidos resultantes del primer ataque de la proteasa sobre la molécula de
proteina actuan posteriormente como sustrato para siguientes degradaciones a
peptidos mas pequefios. Este proceso da como resultado una competencia de

sustratos entre la proteina original y los péptidos formados (Adler-Nissen, 1986).

La velocidad de la reaccion disminuye con el tiempo y termina cuando no
existen mas enlaces peptidicos para la enzima. El grado de hidrélisis maximo que se

puede obtener depende de la proteina y la especificidad de la enzima, ademas, el
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tiempo de reaccion para obtener cierto grado de hidrélisis puede reducirse

aumentando la concentracion de la enzima (Novo Inc., 1982).

Es importante mencionar que la velocidad a la que una enzima rompe diversos
enlaces peptidicos es diferente en cada sustrato. Por ejemplo, la quimosina
(aspartico-proteasa) en leche hidroliza répidamente el enlace Fen-105-Met-106,
mientras que con otros sustratos exhibe una capacidad proteolitica ordinaria (Adler-
Nissen, 1993).

Se sabe que muchas proteinas son mas féacilmente hidrolizables si
previamente han sido desnaturalizadas, debido a que la desnaturalizacion implica un
desenvolvimiento de las cadenas polipeptidicas de su particular estructura terciaria a
un estado abierto y menos definido, lo que significa que si en su estado nativo
muchos enlaces peptidicos estaban ocultos en el interior de la estructura terciaria,
con la desnaturalizacion estos enlaces peptidicos son expuestos y viables para el
ataque enzimatico. Lo anterior explica cualitativamente el incremento de la velocidad

de hidrdlisis en una proteina desnaturalizada (Linderstrom-Lang, 1952).
2.2.3. Optimizacion de las condiciones de hidrdlisis

Las variables de control mas importantes en la reaccién enzimatica son:
temperatura, pH, la naturaleza de la proteina utilizada como sustrato, actividad
especifica y concentracién de enzima (Adler-Nissen, 1986).

La eleccion adecuada de la proteasa para una hidrolisis en particular requiere
de una investigaciéon sistematica, donde deben ser estudiadas las condiciones
optimas de accion de la proteasa sobre el sustrato. Ademas, se debe tomar en
cuenta su accesibilidad comercial, bajo costo, especificidad en el rompimiento de
enlaces peptidicos y las caracteristicas del sustrato. Por ejemplo, el tejido muscular

de pescado se caracteriza por ser rico en compuestos nitrogenados, reflejado en un
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pH postmortem mayor de 55 (Frazier y Westhoff, 1993), provocado por la
transformacién del glucogeno muscular en acido lactico. Por lo tanto, seria deseable
llevar la hidrélisis sin ajustes drasticos de pH, esto se logra con proteasas cuya

actividad proteolitica se de en condiciones neutras o ligeramente alcalinas

Para la optimizaciéon de las condiciones de una reaccién de hidrdlisis, es
necesario definir el efecto de las variables de control sobre las variables de
respuesta del proceso: porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados o Grado de
Hidrélisis (GH), cantidad de hidrolizado obtenido o porcentaje de Nitrogeno
Recuperado (NR) y el Perfil de Pesos Moleculares de las fracciones peptidicas
obtenidas (PPM).

Las funciones que relacionan GH, NR y PPM dependen de la proteasa
utilizada. Por o general, a mayor grado de hidrélisis corresponde un mayor
porcentaje de nitrogeno recuperado y un menor perfil de pesos moleculares de las
fracciones peptidicas resultantes (Adler-Nissen, 1993). La caracterizacién de las
fracciones peptidicas resultantes de la hidrdlisis enzimatica, se puede llevar a cabo
por técnicas de electroforesis y filtracion en gel.

A través de un anélisis de superficie de respuesta (ASR) se puede obtener
una funcién que describa el comportamiento y el efecto de cada una de las variables
de control (pH, T, relacién sustrato:buffer, concentraciéon de enzima) sobre el grado
de hidrélisis, con lo que se podra predecir el comportamiento de este parametro
conforme cambien las condiciones del proceso. El ASR ha sido aplicado para la
optimizacion de operaciones en la industria alimentaria (Thompson, 1982; Joglekar y
May, 1987; Floros y Chinnan, 1988; Garrote y col., 1993, 1994) y en el analisis de
hidrdlisis proteicas (Linder y Fanni, 1995; Diniz y Martin, 1996; Baek y Cadwallader,
1995).
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2.2.3.1. Andlisis estadistico de superficie de respuesta (ASR)

El ASR es un conjunto de disefios estadisticos y técnicas de analisis, para
estudiar el efecto de un conjunto de variables sobre una variable respuesta y la
relacion que existe entre ellas postulando un modelo matematico (Myers, 1971; Box
y col., 1978).

El primer paso es definir las variables y el rango de valores que se van a
estudiar, esta informacion suele obtenerse de la literatura o de experimentacion
previa. Posteriormente, se lileva a cabo el disefio experimental y por medio de un
analisis de regresion muitiple, se determina cual de las variables afecta la respuesta
media mostrando efectos significativos en la region experimental. Por ultimo, se

presentan los resultados en forma de graficas de contorno.

El éxito del ASR depende de la aproximacién de la funcion por un polinomio
de bajo grado en la region experimental, ya que la ecuacion generada es valida

solamente dentro de los rangos de las variables de estudio.

El disefio de composicién central utiliza disefios factoriales de varios niveles
construidos como bloques. El bloqueo puede ser Util para controlar ciertos factores
externos que podrian de otro modo causar un incremento en el estimador de la
variabilidad de la respuesta, lo cual puede ser Util en el caso de sustratos muy
heterogéneos como lo son los subproducto de pescado.

Dos propiedades importantes en estos disefios son la rotabilidad y
ortogonalidad, las cuales se definen a partir de los niveles + o de cada una de las

variables del disefio y mejoran la prediccién del modelo.

La rotabilidad es la propiedad del disefio que hace que la varianza de la

respuesta predicha sea igual para cualquier distancia radial del centro del disefio y
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no dependa de la direccion del punto al centro. Por lo tanto, no importa como este
orientada la verdadera respuesta, la informacién se obtiene simétricamente acerca
del origen cuando se usa un disefio rotable, esto es importante para la prediccion.

Por su parte, si un disefio es bloqueado con ortogona'lidad en mente, entonces
la estimacion de los coeficientes del modelo no es afectada por diferencias en la
respuesta asociadas con los bloques, excepto para el término constante, en otras
palabras, la ecuacion se puede usarse tal y como se obtiene en el analisis, y los

efectos de factores de bloques pueden ser ignorados (Vargas, 1989).

La ortogonalidad al igual que la rotabilidad, depende del numero de puntos del
disefio en el bloque factorial. Tanto para rotabilidad y ortogonalidad existe una
ecuacién que determina «, para un disefio con ambas caracteristicas o debe ser el

mismo (Vargas, 1989).
2.3. Hidrolizados proteicos

Con un adecuado control del proceso de hidrélisis se puede reducir la
produccion de sabores amargos y obtener tamafos de péptidos con propiedades
nutricionales y funcionales atractivas para el mercado. Las principales caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas que debe tener un hidrolizado proteico son: ausencia de
peptidos amargos, presentar un patrén de pesos moleculares acorde a su destino
comercial y propiedades funcionales adecuadas que permitan utilizarlo como
suplemento proteico (Mahmoud, 1994).

2.3.1. Sabores amargos

Un fendmeno ampliamente analizado en los hidrolizados proteicos es la
presencia de sabores amargos generados por péptidos de cadena corta que poseen
un alto contenido de aminoacidos hidréfobicos (Adler-Nissen, 1986).
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En 1971, Ney formula la llamada regla Q que establece que los péptidos
serian amargos si la hidrofobicidad promedio (Q) es alrededor de +1400 cal/mol, en
cambio, no presentaria sabor amargo si Q es menor de + 1300 cal/mol. Laregla Q y
correlaciones similares basadas en el promedio de hidrofobicidad calculada han sido
aceptadas y verificadas para péptidos pequefios individuales. Sin embargo, no se
cumple para hidrolizados proteicos, ya que estos consisten de peptidos que
muestran una amplia distribucion de promedio de hidrofobicidad (Adler-Nissen,
1986).

El sabor amargo se produce por la interacciéon de las partes hidrofébicas de
los péptidos con los receptores de la lengua. En las proteinas intactas las regiones
hidrofébicas se encuentran en el interior de la molécula, pero cuando la molécula es
degradada en pequefios péptidos, dichas regiones son expuestas al exterior y se
provoca un sabor amargo. Un aminoacido hidrofébico produce un mayor sabor
amargo cuando se ubica en el interior del péptido, que cuando esta en una posicion
terminal o cuando se encuentra libre. Por lo anterior, a valores muy altos de GH
donde se producen péptidos de muy bajo peso molecular y aminoécidos libres, el
sabor amargo disminuye (Adler-Nissen, 1978; Novo, 1986).

El grado de amargor en un hidrolizado proteico puede ser influenciado por las
siguientes variables (Matoba y Hata, 1972; Adler-Nissen, 1984; Cheftel, 1989; Lahl
y Braw, 1994):

1. La hidrofobicidad del sustrato, los hidrolizados ricos en prolina presentan un
mayor sabor amargo.

2. El grado de hidrolisis que determina la longitud de los péptidos resultantes.
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3. La enzima, que en combinacién con el GH, influye en la distribucion de la

hidrofobicidad de los péptidos.

4. Alguna etapa adicional de remocion de péptidos amargos. Este proceso puede
ser por precipitacion isoeléctrica o por filtracion en columnas de intercambio
idnico (Aaubes-Dufau y Seris, 1995; Lee y Warthesen, 1996, Stevenson y col,,
1998).

5. Adicién de compuestos enmascarantes de sabor amargo. Cominmente son
acidos organicos como citrico y malico.

Noboru y col (1997), trataron los hidrolizados proteicos amargos de caseina
y soya con aminopeptidasas producidas por Aeromonas caviae T-64 y se observo
una marcada disminucion del sabor amargo con un incremento en la cantidad de
aminodacidos libres. Los aminodacidos hidrofobicos como valina, isoluecina, leucina,
tirosina y fenilalanina formaban el 76% de aminoacidos libres liberados por la
aminopeptidasa, o que sugiere que esta enzima hidroliza los péptidos amargos que
presentan aminoacidos hidrofobicos en su terminal N y que el amargor se reduce por
la remocién de estos aminoacidos.

A partir de la composicion de aminoacidos de una proteina se puede predecir
la tendencia al amargor. Por ejemplo, la caseina, la hemoglobina y la proteina del
maiz tienen una alta predisposicion a producir hidrolizados con sabor amargo;
mientras que los hidrolizados de carne, pescado y gelatina son bajos en amargor
(Novo, 1986).

2.3.2. Propiedades funcionales

La funcionalidad de un hidrolizado proteico depende de las propiedades

fisicoquimicas de sus péptidos, impartidas por su peso molecular, composicién de
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aminodcidos, estructura, carga y reactividad. Estas caracteristicas determinan su
solubilidad, la capacidad de emulsificacion, gelificacion, retencion de agua, formacion
de espuma y propiedades organolépticas. Estos aspectos definen la naturaleza del

alimento final al cual se podra adicionar el hidrolizado (Hall, 1992).

La solubilidad es una propiedad funcional importante ya que la emulsificacion,
gelificacion, etc., son afectadas por ésta (Wilding y col., 1984, Kretzschmar, 1992).
La solubilidad depende del peso molecular, la secuencia de aminoacidos, la
conformacién y asociacion entre las moléculas y la relacién de grupos hidrofébicos
en la proteina (Borderias y Montero, 1988).

Una hidrdlisis excesiva produce péptidos muy pequefios y aminoacidos libres
que son solubles pero carecen de otra propiedad funcional. En contraste, péptidos
de cadena larga pueden no ser lo suficientemente solubles para tener propiedades
funcionales; por lo tanto, la solubilidad de las fracciones peptidicas es siempre un
prerrequisito de la funcionalidad (Hall y Ahmad, 1992).

El pH juega un papel muy importante en la solubilidad del hidrolizado. Quaglia
y Orban (1990) reportaron que en los hidrolizados de proteina producidos a partir de
sardina, un GH del 20% tiene una solubilidad mayor del 90% en un rango de pH 2-9;
mientras que un GH del 5% presenta una solubilidad del 56% a pH 2 y se incrementa
a 95% a un pH de 5-9.

Por otra parte, los factores que afectan las propiedades de emulsificacion son
la velocidad de adsorcion en la interfase aceite/agua, la cantidad de proteina
absorbida, la extensién de la reduccion en la tension interfasial y la formacion de una
pelicula cohesiva (Damodaran, 1994). Para poder funcionar como un emulsificante
ideal, las proteinas deben poseer varias propiedades: alta hidrofobicidad superficial,

tendencia limitada a agregacion proteica, suficiente hidrofobicidad para asegurar la
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solubilidad sobre un rango amplio de pH, alta capacidad de adsorcion y capacidad
para abatir la tension interfacial, entre otras (Das y Kinsella, 1990).

Asimismo, la capacidad de emulsificacién del hidrolizado proteico depende
del pH debido al efecto que tiene éste sobre su solubilidad. En todos los valores de
pH, los hidrolizados con un GH bajo son mejores agentes emulsificante que las que
tienen GH altos. Con un GH del 5% la capacidad de emulsificacion es en prorrledio
de 146 mil aceite/400 mg de proteina, pero con un GH del 20% es de 88 ml de
aceite/400 mg de proteina (Quaglia y Orban, 1990).

2.3.3. Propiedades nutricionales

El efecto del grado de hidrolisis sobre la antigenicidad ha sido estudiade en
proteinas del suero (Asseliny col., 1989) y caseina (Cordle y col., 1991). Clemente y
col. (1999) reportaron la produccién de un hidrolizado proteico hipoalergénico a
partir de garbanzo, en el cual con una hidrdlisis sucesiva de Alcalasa y Flavourzyme
se logré un grado de hidrdlisis del 34% y una disminucién de la actividad antigénica
de mas del 90%. '

En los hidrolizados proteicos de caseina para formulas hipoalergénicas
infantiles se busca que menos del 20% del producto final sean aminoéacidos libres y
el resto sean péptidos con 15 aminoacidos como maximo (Siemensma, 1993). Lo
anterior se debe a que un alto contenido de aminoacidos libres puede alterar los
tiempos de absorcidn y residencia de los aminoacidos en el plasma sanguineo; se
provocan tasas mas rapidas de desaminacion y catabolismo de aminoacidos, con lo
que se reduce el aprovechamiento del nitrégeno contenido en la dieta. Ademas,
aumenta la osmolaridad en el estdmago y se provocan diarreas (Webb, 1990; Hardy,
1992).

24




Revision bibliografica

Por su parte, para suplementos nutricionales de adultos se utilizan
hidrolizados con pequefas cantidades de aminodcidos libres y una proporcion mayor

de péptidos de cadena mediana mayores de 5 KDa (Mahmoud, 1994).

En humanos y mamiferos los sistemas de absorcion de aminoacidos y
péptidos son independientes, el sistema de péptidos favorece la absorcion y
transporte de di y tripéptidos y la presion osmética provocada por péptidos es menor
gue la de aminodcidos libres (Freitas, 1993; Webb, 1990). Por lo tanto, debido a que
los péptidos son menos hipertdnicos que las mezclas de aminoacidos, se han
utilizado como fuente de nitrégeno en alimentacion enteral mejorando la eficiencia de
absorcion de aminoacidos y reduciendo los problemas osméticos (Clegg y McMillan,
1974; Parker y Pawlett, 1986; Brinson y col., 1989; Minami y col., 1992, Garbutt,
1993; Siemmensma y col., 1993; Mahmoud, 1994).

2.3.4. Hidrolizados proteicos comerciales

Por su capacidad de espumado, emulsificacion y solubilidad los hidrolizados
de proteina de pescado se han utilizado como sustituto de albumina de huevo en
helados, galletas y postres (Miller y Groninger, 1976; Ostrander y col., 1977). Se ha
reportado que péptidos de cadena corta producidos por la hidrdlisis con Alcalasa y
separados por ultrafiltracidn, tienen una gran capacidad de formaciéon de espuma

parecida a la que presenta la clara de huevo (Panyam y Kilara, 1996).

Por otra parte, péptidos con una secuencia especifica de amino4cidos (Val-
Tri-Pr y Val-Tre-Leu) se han utilizado para prevenir hipertension y arterioscle}osis
(Kagawa y col., 1994). Otros usos de los hidrolizados de proteina han sido en medios
de cultivo de microorganismos, como fertilizantes, como sustrato en procesos
fermentativos, como estabilizantes de vacunas, en productos veterinarios y en
cosmetologia (Hall, 1992; Mahmound, 1994; Linder, 1996; Panyam, 1996; Batista y

Nunes, 1997). Por ejemplo, con la hidrélisis enzimatica de Macarela se prodycen
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fracciones peptidicas con un peso molecular de 0.6 a 10 kDa, que se pueden utilizar
en la industria cosmética, farmacéutica y alimentaria (Nouchi y col., 1994).

Por Ultimo, las soluciones de aminoacidos a partir de hidrolizados de proteina
son utilizadas como fertilizantes, sazonadores de alimentos, con capacidad de
impartir sabor, color y viscosidad (Nishikawa, 1983,19885; Iguchi y Sugita, 1992,
Loosen y col., 1994).

En el mercado de la industria alimentaria en los Estados Unidos,\ se
comercializa un concentrado de hidrolizado de proteina con un perfil de pesos
moleculares de 1.5 a 4 kDa, con propiedades funcionales y nutricionales. Dicho
hidrolizado lo produce la comparia Protein Recovery .

2.4. Separacion de fracciones peptidicas

2.4.1. Ultrafiltracion

En procesos de hidrdlisis enzimatica, el fraccionamiento por ultrafiltracién
permite la separacién de péptidos por rango de peso molecular, con propiedades
nutricionales y funcionales especificas (Vega, 1987; Quaglia y Paoletti, 1988).
Ademas, es posible recuperar la enzima por ultrafiltracion y llevar a cabo procesos in
continuo en reactores de membrana (Lanl y Braun, 1994; Nakajima y col., 1992).

La separacion de fracciones peptidicas por ultrafiltracién (UF) en los
hidrolizados se ha estudiado desde los afios 70. Un proceso de este tipo se realizo
con una membrana con un corte de 10 kDa, con el objetivo de retener la enzima
dentro del reactor y extraer los péptidos producidos a partir de la hidrélisis enzimatica
de subproductos de pescado, no obstante, el crecimiento bacteriano en la membrana
no permitié continuar el experimento después de 4 dias (Cheftel y col., 1970, 1972).
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En trabajos posteriores, Quaglia y Paoletti (1988) mencionan el uso de
diafiltracion acoplado con ultrafiltracion para remover péptidos pequefios y sales de
hidrolizados de proteinas de sardina. Por su parte, Jaouen y col. (1990) utilizaron
membranas para |a recuperacion de proteinas presentes en las aguas de lavado de

fabricas de surimi.

En procesos de hidrolisis enzimaticas, se ha utilizado la ultrafiltracién como un
paso previo O posterior a una operacidn de concentracion o purificacion
(electrodialisis, 6smosis inversa, evaporacién al vacio) (Nishikawa,1983; Yamamoto,
1983). Por ejemplo, en hidrolizados proteicos para uso terapéutico, se utiliza
ultrafiltracion y dsmosis inversa para eliminar aminoacidos libres y péptidos de bajo
peso molecular (Kagawa y col., 1994).

Lossen y col. (1994) patentaron un proceso por lotes para la obtencidn de
hidrolizados enzimaticos a partir de varios sustratos proteicos, en el cual después
de la inactivacion de la enzima se realiza un proceso de centrifugacion y
ultrafiltracién obteniéndose un producto final rico en di y tripéptidos. Para la
separacion de fracciones peptidicas constituidas principalmente de di y tripéptidos,
se ha utilizado la ultrafiltracion con membranas de corte de 1 y 10 kDa (Nishikawa,
1983,1985; Iguchi y Sugita, 1992; Nakajima y col., 1992).

2.4.2. Otros métodos

La separacion de péptidos puede realizarse también por medio de técnicas
como la precipitacion isoeléctrica, filtracion en columnas de intercambio iénico y

6smosis inversa (Aaubes-Dufau y Seris, 1995; Lee y Warthesen, 1996; Stevenson y
col., 1998).

27




Materiales y métodos

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

Optimizando las condiciones de hidrélisis enzimatica de subproductos de
Carpa Dorada (Carassius auratus) con Flavourzyme, se podra recuperar
fracciones peptidicas con propiedades funcionales y nutricionales.

Objetivo General

Optimizar el proceso de hidrdlisis enzimatica de subproductos de Carpa
Dorada (Carassius auratus) con Flavourzyme® (complejo comercial de exo vy
endopeptidasas) para la recuperacion de fracciones peptidicas con propiedades
nutricionales y funcionales.

Objetivos Especificos

v Evaluar la actividad proteolitica de Flavourzyme® y Alcalasa® (endopeptidasa)
con base en el porcentaje de nitrégeno recuperado, grado de hidrélisis y perfil de
pesos moleculares.

v/ Establecer a través de un Andlisis de Superficie de Respuesta un modelo
matematico que maximice el grado de hidrdlisis producido por Flavourzyme en
funcion de la temperatura, pH, relacién sustrato/buffer y concentracion de enzima.

v Obtener las condiciones de hidrdlisis donde se obtenga la mayor recuperacién de

nitrdgeno, en forma de fracciones peptidicas con una amplia distribucién de pesos
moleculares y con propiedades funcionales y nutricionales.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Sustrato

El Centro de Investigacion Pesquera unidad Tampico, Tamaulipas, doné un
lote de 15 Kg de subproductos sélidos de Carpa Dorada (Carassius auratus),
originados del fileteo de Carpa (pescada en rio Tamezi y laguna Champallan) y
constituidos principalmente de esqueleto y musculo adherido. Los subproductos se
transportaron congelados por via aérea y se trituraron, homogeneizaron y empacaron
al vacio en bolsas de polietileno en lotes de 250 g para posteriormente almacenarse

a —-20°C hasta su uso.
4.2. Enzimas

Las enzimas utilizadas en el presente trabajo son de la comparia Novo y fueron
donadas por Industrias Serma:

a) Alcalasa®, es una endopeptidasa de origen bacteriano (Bacillus licheniformis),
tiene una actividad especifica de 3 AU/g (Anon., 1988). Una unidad Anson (Au)
es la cantidad de enzima que hidroliza hemoglobina, a una tasa inicial. que
produce una cantidad de péptidos solubles igual a 1 meq de tiirosina liberada por
minuto (Novo). Su éptimo de actividad enzimatica ocurre en un rango de pH de 8
-10 y temperatura de 50 - 60°C.

b) Flavourzyme®, es un complejo de proteasas de origen fungico con accién endo y
exopeptidasa dependiendo del pH del medio, tiene una actividad de 1000 LAPU
Una unidad de Leucina aminopeptidasa (LAPU) es la cantidad de enzima que
hidroliza un pmol de L-leucina-p-nitroanilida por minuto (Novo). Las condiciones

de mayor actividad se dan en un pH de 5.5 - 6.5 y temperatura de 50 - 55°C.
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4.3. Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron adquiridos de Sigma®,

excepto los de electroforesis (Bio-Rad®)
4.4. Caracterizacién de los subproductos de Carpa (SC)
4.4.1. Humedad

La humedad se determiné mediante diferencia de peso (Egan y col., 1993). El
procedimiento fue el siguiente:

a) Se pesaron 2.5 gde SC (P)).

b) Se expuso a una temperatura promedio de 120°C hasta peso constante (Ps), en
una termobalanza (Ohaus® modelo 610). El tiempo de exposicion fue de
aproximadamente 20 minutos.

c) El porciento de humedad en la muestra se definié como:

% Humedad =( Pi— Ps)/ Pi x 100.

4.4.2. Proteina

La cuantificacion de proteina se realizd a partir de la determinaciéon del
nitrégeno total (N;), por medio de un analizador de carbono/nitrégeno/hidrégeno
(CHNS/O analyzer 2400, Perkin Elmer). Se utilizé un factor de conversion de

nitrogeno a proteina de 6.25, correspondiente al musculo de pescado (Egan y
col.,1993).

% Proteina total = % N; X 6.25
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4.4.3. Nitrégeno no proteico

Para la determinacion del nitrégeno no proteico (NNP) en el SC se utilizd el

método de Lees (1985). El procedimiento se presenta a continuacion:

a) Se determind el nitrégeno total (N) contenido en 5 g de SC.

b) Una muestra de 5 g de SC se suspendié en una solucién de TCA al 50% con el
fin de precipitar las proteinas presentes en el SC.

c) La suspension se centrifugd a 6 500 x g por 15 minutos.

d) Se cuantificd el Ng presente en el sobrenadante.

e) El porciento de NNP se definié como:

% Nitrégeno no proteico = N/ Nt x 100.

4.5. Estandarizacion de técnicas para la determinacién de
grado de hidrdélisis gGH)

Para la hidrolisis enzimatica se utilizé caseina al 1% como sustrato y Alcalasa a
las condiciones de maxima actividad segun el proveedor de la enzima. La cinética
de hidrdlisis se llevd acabo como sigue:

a) En un reactor con temperatura controlada a 55°C y en agitacién constante, se
colocaron 100 mL de una solucién de caseina al 1%.

b) El pH se ajustdé a 9 con NaOH 6N y se monitored durante toda la cinética con un
potenciémetro Conductronic®.

c) Se adicion6 Alcalasa en una concentracion de 2% enzima/sustrato (Novo Inc.).

d) En caso necesario se ajust6 el pH a 9 con NaOH 6N y HCI 6N.

e) Alos tiempos 0, 5, 10, 20, 30, 40, 70, 90 y 100 minutos se tomaron por duplicado
alicuotas y se determind el GH por dos métodos: el primero con base en la

227613
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cuantificacion de los péptidos solubles en TCA 0.3 M (Baek y Cadwallader, 1995)
y el segundo en la determinacién de grupos c-amino terminal (Benjakul y
Morrisey, 1997).

4.5.1. Péptidos solubles en TCA 0.3 M

a)
b)
c)
d)

Se adiciond una muestra de 0.5 mL de hidrolizado a 1 mL de TCA 0.3 M.

Se conservo a temperatura ambiente por 20 minutos.

Se filtrd en papel Whatman del numero 40.

Se transfirid una alicuota de 0.25 pl del filtrado a un tubo de 5ml, donde se le
adicionaron 0.225 mL de agua destilada, 1.25 mL de NaOH 0.5 Ny 0.25 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu.

La mezcla se agitdé inmediatamente y se incubd a 30°C por 15 minutos,

Se ley6 la absorbancia de la muestra a 578 nm (Shimadzu®, UV-160), el valor
obtenido se extrapolé en una curva estandar de tirosina (anexo 1).

E! grado de hidrolisis se definié como:

GH = (Dt - Do) /(Dmax - Do)

Dt, son los péptidos solubles en TCA 0.3 M al tiempo t, expresados como tirosina.
Do, corresponde a los péptidos solubles en TCA 0.3 M al tiempo 0.

Dmax son los péptidos solubles en TCA 0.3 M totales después de una hidrolisis
acida total del sustrato, realizada de la forma siguiente:

En una ampolleta de vidrio se mezclaron 0.5 mL de sustrato inicial con 4.5 mL
HCI N, la ampolleta se sell6 al vacio y se mantuvo a 100 °C por 24 horas. La
muestra hidrolizada se filtré a través de papel Whatman de numero 40 para
remover cenizas y el filtrado se neutralizé con NaOH 6N.
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4.5.2. Grupos o-amino terminal

a)

b)

d)

En tubos ambar de 2 mL con rosca, se colocaron 1 mL de buffer de fosfatos (pH
8.2), 63 pl del hidrolizado y 0.5 mL de TNBS al 0.01%.

La mezcla se agité inmediatamente en un vortex y se conservé en un bafo de
agua (Lauda®) a 50°C durante 30 minutos, en completa oscuridad.

Para finalizar la reaccion se adiciond 1 mL de sulfito de sodio 0.1 N.

Se dejo reposar a temperatura ambiente por 15 minutos y se midié la absorbancia
a 420 nm, el valor obtenido se extrapold en una curva estandar de L-leqcina
realizada el mismo dia (anexo 1).

El GH se determiné utilizando el método modificado de Baek y Cadwallader
(1995), en el cual el GH se definié como:

GH = (D¢ - Do) /(Dmayx - Do)
D; son los grupos a-amino terminal al tiempo t, en términos de L-leucina.
D, corresponde a los grupos a-amino terminal al tiempo O.
Dmax, Son los grupos a-amino terminal totales determinados después de una

hidrélisis acida total del sustrato inicial (ver seccién 4.5.1).

4.6. Evaluacién de Flavourzyme y Alcalasa

4.6.1. Cinética de hidrélisis

La hidrdlisis enzimatica para cada enzima se llevd a cabo a las condiciones de

méxima actividad marcadas en la ficha técnica del proveedor. E! procedimiento fue
el siguiente:

a)

El SC se descongeld a 4°C durante toda la noche.
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En un reactor en agitacion constante, se mezclaron 75 g de SC con 150 mL de
buffer de fosfatos a pH 6 para Flavourzyme y de boratos a pH 9 para Alcalasa.

La mezcla se homogeneizd y se incubd a la temperatura de reaccion durante 30
minutos antes de la adicion de la enzima. La concentracién de enzima que se
manejé es la maxima reportada en la ficha técnica (60 AU/kg de proteina para
Alcalasa y 50 LAPU/g de proteina para Flavourzyme).

La temperatura se mantuvo constante a 55°C para Alcalasa y 50°C para
Flavourzyme, el pH se monitored durante toda la cinéticay se ajusté con NaOH
6Ny HCI 6N.

A los tiempos 0, 5, 10, 30 y 60 minutos se tomaron por duplicado alicuotas de
0.25 mL y se colocaron en viales con 1 mL de SDS al 1%. Para finalizar la
reaccidn enzimatica, las muestras se mantuvieron a 85°C por 15 min.

Las muestras se centrifugarona 9 000 x g por 10 min.

Para cada tiempo de hidrélisis se realizd una caracterizacion del hidrolizado

enzimatico con base en: grado de hidrdlisis, porciento de nitrégeno recuperado y

perfil de pesos moleculares.

4.6.2. Grado de hidrélisis

El GH se determiné con base en los grupos a-amino terminal. Para una

cuantificacion adecuada con valores dentro del rango de la curva estandar de L-

leucina, se realiz6 previamente la siguiente dilucién: se tomé una alicuota de 10 ul de

la fraccion soluble del hidrolizado y se llevé a 100 pl con SDS, a partir de esta

muestra se aplico la metodologia descrita en el punto 4.5. 2.

4.6.3. Nitrégeno recuperado

El porcentaje de nitrégeno recuperado se determino en la forma siguiente:
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a) Para cada tiempo de hidrdlisis se tomaron muestras de 1 mL y se mantuvieron a
85°C durante 15 minutos.

b) Las muestras se centrifugaron a 9000 x g por 10 minutos.

c) El volumen del sobrenadante se registrd y las muestras se deshidrataron hasta
peso constante.

d) Se determinoé el nitrégeno en el sobrenadante por medio del equipo CHN.

e) El porciento de nitrégeno recuperado se definié como:

%NR = N en el sobrenadante del hidrolizado (mg) / N en la suspension inicial (mg)

4.6.4. Perfil electroforético de pesos moleculares

A partir de la determinacién de nitrogeno recuperado para cada tiempo de
hidrélisis, la muestras se diluyeron con SDS al 1% para obtener una concentracidon
de 4 ug de proteina/ul. El proceso de electroforesis se realizd en geles de dodecil
sulfato de sodio — poliacrilamida (SDS-PAGE) con una dimension de 6x8 cm x 0.75
mm. Se utilizé una cdmara de electroforesis Mini-Protean (BIO-RAD®). En cada carril
del gel se inyectaron alicuotas de 5 uL de muestra correspondiente a cada tiempo de
hidrdlisis. Se aplicaron dos técnicas de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes:

1. Método de Laemmli (1970). Se utilizé un gel de 12% de acrilamida-bisacrilamida y
un estandar de proteinas de alto peso molecular (BIO-RAD®). La preparacion de

las soluciones y el procedimiento seguido se presenta en el anexo 2.

2. Modificacién del método de Schagger y Jagow (1987). El método original reporta
el uso de geles de 10x14 cm y un tiempo de corrida de 16 horas a 95 V, por lo
tanto, se adapto la técnica para el Mini-Protean. Se utiliz6 un gel de corrida de

acrilamida-bisacrilamida del 16.5% con urea 6M y un estandar de proteinas de
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bajo peso molecular (BIO-RAD®). La preparacion de las soluciones y el

procedimiento seguido se presenta en el anexo 2.
4.6.5. Filtracion en Gel

Se utilizé un equipo FPLC (fast Performance Liquid Cromatography) de la
marca BIO-RAD® Biologic LP® acoplado a una columna de vidrio (50 x 1.5 cm), de
un volumen de aproximadamente 90 mL y empacada con la resina de exclusion
Sephadex G-50 (SIGMA®). Ei eluente fue un buffer de fosfatos 2 mM con un pH 7.6.
Una alicuota de 1ml de hidrolizado se filtré a través de una membrana de 0.45 um
(Phenomenex ®) y se eluyd en la columna (flujo = 0.5 mi/min). Como esténdar se
utilizé una mezcla de vitamina B12 (1.5 kDa), lysosima (14.4 kDa) y ovoalbumina (45
kDa).

4.7. Andlisis de superficie de respuesta (ASR)

Se aplicd un ASR para analizar la influencia del pH, temperatura, relacion
sustrato:buffer (S:B) y concentracién de enzima (E) sobre el grado de hidrdlisis y
obtener la regidon donde se méaximiza la actividad proteolitica de Flavourzyme sobre
los SC.

Para la seleccién del punto central del ASR, previamente se realizd un disefio
factorial (Box y Behnken, 1960; Box y col., 1987), con tres variables independientes
(T, pH S:B) y 3 niveles: T (40, 50, 60 °C), pH (4.5, 5.5, 6.5), S:B (1:1, 1:2. 1:3),
manteniendo constante la concentracion de enzima (E) en 50 LAPU/g. La variable
respuesta fue el grado de hidrélisis (GH) a los 30 minutos.

Para el ASR se utilizé un disefio de composicién central, ortogonal y rotable de
cuatro variables y bloqueado por cantidad de muestra (Vargas, 1989). E! rango de

cada variable independiente se definié con base a las especificaciones del proveedor
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4.9.3. Liofilizacién

En matraces bola de 1 litro se colocaron 250 mL de las fracciones peptidicas y
se congelaron con nitrégeno liquido. El proceso de liofilizacién se llevo a cabo

durante 12 horas en un equipo Labconco ® 4.5.

4.9.4. AnaAlisis de funcionalidad
4.9.4.1. Solubilidad

La solubilidad de las fracciones peptidicas se determind con base en el método
de Quaglia y Orban, 1987b:

a) Se dispersé 0.1 g de la fraccidn peptidica en 5 mL de una solucién 1 M de NaCl.
b) El pH se ajustd a 7 con la adicién de HCI 0.1 My NaOH 0.1M.

c) Lasolucién se mantuvo en constante agitacion por 20 minytos.

d) Se centrifugé a 9 000 x g por 10 minutos a 4°C.

e) Se determind nitrégeno en el sobrenadante y en la muestra originaI.

f) El porcentaje de solubilidad se calculd con la siguiente formula:

%Solubilidad=Nitrégeno en el sobrenadante/ Nitrégeno en la muestra original x 100.

4.9.4.2. Capacidad de emulsion

La capacidad de emulsion se determind por conductividad eléctrica, el cual es un
metodo basado en la resistencia eléctrica de una emulsion (Swift y col., 1961):
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Para cada fraccion peptidica se preparé una solucion de 5 mg de fraccion
peptidica/ mL de NaCl 1 M.

Se fabricé un tubo de silicon de 3.2 cm de didametro por 10 cm de aito. A medio
centimetro del fondo se insertaron dos alambres de cobre No. 14 como
electrodos. En dicho tubo se colocaron 5 mL de aceite de maiz y 5 mL de la
solucion de fraccidn peptidica.

Se homogeneizd la mezcla por 5 segundos con un equipo Ultra-turraxt (Janke &
Kunkel) a una velocidad de 10 000 rpm. Inmediatamente después se adiciond
aceite con una bureta a una velocidad de 1 mL/6-7 segundos, registrando la
resistencia eléctrica con un multimetro digital, hasta que ésta se vi6 interrumpida.
Se determinaron los mililitros de aceite adicionados y se reportaron por 100 mg
de fraccidn peptidica.

4.9.4.3. indice de actividad emulsificante

El indice de actividad emulsificante se midié por el método de Pearce y

Kinsella (1978), modificado por Dagorn-Scaviner y col. (1987):

o~ 0D

. Se prepard una solucién de cada fraccion peptidica al 1% en buffer de fosfato de

sodio 01 M, pH 7.0 Se pesaron los gramos de fraccién peptidica
correspondientes a 100 mL de buffer y sélo se agregaron 70 mL de buffer, ya
que posteriormente se aforaria a 100 ml.

Se homogeneiz6 a 8 000 rpm en un equipo Ultra-turrax durante 1 minuto.

Se midi6 el pH y se ajusté a pH=7.0.

Se vaci6 el homogeneizado y se aford con el buffer de fosfatos a 100 mil.

Se colocaron 50 mL de una solucion SDS 0.1%-NaCl 0.1M, pH=7.0 en matraces

Erlenmeyer de 125 mi. Se tomaron 200 pul de ésta solucion y se desecharon.

6. Se homogeneizd a 20 000 rpm durante 30 segundos en el Ultra-turrax.

Se tomaron 200 ul del homogeneizado y se agregaron al matraz con la solucion
SDS-NaCl.
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8. Las muestras se leyeron a 500 nm por triplicado.

El indice de actividad emulsificante (IAE) se determind de la siguiente forma:

IAE= 2TD/¢$C
En donde:
T=Turbidez = 2.303x(densidad 6ptica)/0.01
d=Fraccion volumétrica de |a fase dispersa (aceite). En este caso ¢=0.25.
D= Dilucién.
C=Concentracion de proteina.

4.9.4.4 indice de estabilidad de emulsion

Se determiné por el método de resistencia a la coalescencia de Dargorn-
Scaviner (1987):

1. Se prepard una solucién de cada fraccidn peptidica al 1 % en buffer de fosfato de
sodio 0.1 M, pH 7.0. Se sigui6 el mismo procedimiento que en el punto 4.9.4.3..
Se homogeneizd a 8 000 rpm en un equipo Ultra-turrax durante 1 minuto.

Se midié el pH y se ajustd a pH=7.0.

Se vacié el homogeneizado y se aford con el buffer de fosfatos a 100 ml.

o K 0N

Se colocaron 75 mL de la solucion en un matraz Erlenmeyer de 200 mL y se
agregaron 25 mL de aceite de maiz (medido con bureta) a velocidad constante.

6. Se homogeneizé a 20 000 rpm durante 2 minutos en el Ultra-turraxt.

7. Inmediatamente se vacio la emulsién en 4 tubos de centrifuga y se balancearon.

8. Se centrifugaron a 2 000 x g durante 10 minutos. Al término de este tiempo se
midio lo siguiente de los tubos:

227513

Vi= volumen inicial de aceite en la emulsion (aprox .2.5 ml)

Volumen de fase apolar dispersa= vol. parcial/vol. total=25/(75+25)=0.25
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% de aceite coalescido= vol. de aceite coalescido x 100/(vol. total tubo x 0.25).
La estabilidad de emulsion se determiné con la siguiente formula:
Estabilidad de emulsion = 100 - % de aceite coalescido

4.9.5. Perfil de aminoacidos

La composicidon de aminoacidos de las fracciones peptidicas se determind
después de la hidrdlisis de 0.5 mg de muestra con 2 mL de una solucién de HCI 6N,
0.05% de 2-mercaptoetanol y 0.02% de fenol, a 115°C por 24 horas (Benjakul y
Morrisey, 1997). Para determinar el triptofano en las muestras, se realizé una
hidrolisis de 0.2 mg de muestra en 1 mL de acido metanosulfénico 4M por 24 horas a
110°C (Penke y col.,, 1974). Se utilizd6 un sistema analizador de aminodcidos
Beckman 6300 (Beckman Instruments, Inc.).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion de los subproductos de Carpa (SC)

Un importante criterio para seleccionar los SC como sustrato fue su contenido de
grasa menor al 5% (Sikorski, 1994). Debido a que ademas de reducir la aparicion de
olores desagradables por la oxidacion de grasas, se evita realizar alguna operacion
unitaria para remover o estabilizar con antioxidantes la grasa del hidrolizado.

Los SC utilizados en este trabajo son producto del fileteado de carpa y estan
constituidos principalmente de musculo, esqueleto y piel. Por lo tanto, su
composicion de humedad, y proteina difieren de los valores reportados en la
literatura para el musculo de carpa (tabla 5.1). Ademas del contenido de proteina, la
composicién de aminoacidos esenciales es diferente ya que el colageno es la
principal proteina presente en el SC (Sikorski, 1994).

Tabla 5.1. Composicion porcentual del SC y del musculo de carpa

SC Musculo de Carpa’
Humedad 82.50+0.35 72.50
Proteina  14.25+0.42 18.90
NNP? 0.15 +0.005 No reportado

"Sikorski, 1994
?Nitrégeno no proteico

5.2. Estandarizacién de técnicas para la determinacion de
grado de hidrélisis

Por las condiciones de pH neutro en las que se realiza la hidrélisis con
Flavourzyme (Novo) se evaluaron dos métodos para la cuantificacion de grado de

hidrélisis (GH), en los cuales no influye el pH del hidrolizado en la cuantificacién de
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GH. El primero con base en los péptidos solubles en TCA 0.3 M y el segundo a partir

de los grupos a-amino terminal determinados por TNBS.

Los criterios de validacion de las metodologias se basaron tanto en el andlisis
de los valores experimentales como en las posibles interferencias reportadas para
cada método (Lowry y col, 1951; Adler-Nissen, 1979). Ademas, para controlar el
efecto de otras variables se utilizd6 como sustrato caseina grado reactivo.

En la figura 5.1 se presenta la hidrélisis de caseina con Alcalasa durante 2
horas, determinando el GH por los dos métodos antes mencionados. La forma de la
curva de la cinética obtenida por ambas técnicas es caracteristica de este tipo de
procesos enzimaticos. En los primeros 30 minutos se observd una rapida tasa de
reaccion y luego de este tiempo la velocidad de reaccion decrecié. Curvas similares
se han reportado en hidrolisis enzimaticas de subproductos pesqueros (Quaglia y
Orban, 1987, Baek y Cadwallader, 1995; Shahidi y col., 1995; Diniz y Martin, 1996;
Benjakul y Morrisey, 1997).

~ 100 -
P
> 89.2%
K
p=
=
¥ =
3
o 27.1 %
S
o
S
1
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

Figura 5.1. Cinética de hidrdlisis de caseina con Alcalasa 55°C, pH 9, 40% S:B

y 60 AU/Kg. + Péptidos solubles en TCA 0.3 M. = Grupos a-amino
terminal
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Archer y col. (1973) propusieron que la tasa de rompimiento de enlaces
peptidicos en los concentrados de proteina, controla la velocidad del proceso de
hidrolisis. Adler-Nissen (1986) menciona que este comportamiento resuita de un tipo
de inhibicién por producto, donde el sustrato original compite por la enzima con los

péptidos resultantes de la hidrolisis.

En la figura 5.1. se puede observar que el GH final determinado por el método
de grupos a-amino terminal (GH=27%) es cercano al reportado por el proveedor de

Alcalasa (GH=20%), el cual fue cuantificado por el mismo método (Novo).

En contraste, el valor de GH calculado como péptidos solubles en TCA 0.3 M
fue muy superior (GH=89%) del valor referido por el proveedor (GH=20%). Lo cual
pudo ser ocasionado por una cuantificacién del contenido total de péptidos solubles
en TCA 0.3 M por debajo de lo real, lo que provoca un valor de GH elevado (ver
capitulo 4.5.1). Lo anterior puede ser resultado de la alteracion de la estructura
quimica de ciertos aminoacidos como tirosina y triptofano durante la hidrélisis acida
(necesaria para la determinacién de péptidos solubles totales en TCA 0.3 M), con los
cuales reacciona el reactivo de fosfomolibdeno-wolframato del método de Lowry para
la determinacidbn de proteina utilizado para este método. Ademas, eh la
cuantificacion de proteina por Lowry puede interferir el SDS, los lipidos y en menor
proporcidn los carbohidratos del SC (Badui, 1994).

Por otra parte, una ventaja de la determinacién del GH por medio de los
grupos terminales, es la posibilidad de cuantificar tedéricamente la concentracion
(mM) de los grupos a-amino total a partir del tipo y contenido de proteina del sustrato
(Spendler, 1990): (mg/l proteina /6.25)/(14 mg N/meqv) = [mM]

Para la cinética anterior la concentracion total en el sustrato de grupos o-

amino correspondi6 a 115 mM vy el valor experimental fue de 100 mM, lo cual puede
ser un indicador de la reproducibilidad del método.
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Cabe mencionar que durante la reaccion de los grupos a-amino terminal con
el reactivo TNBS, fue muy importante el control de la temperatura y las condiciones
de obscuridad ya que el reactivo TNBS es termo y fotosensible. Por lo cual fue
necesario utilizar tubos dmbar con rosca sumergidos en un bafno a temperatura

controlada.

Por la reproducibilidad de los resultados de GH y su cercania con los
reportados por el proveedor de Alcalasa, se decidié utilizar el método de grupos o-

amino terminal para la determinacion de GH de las proteasas estudiadas en este
trabajo.

5.3. Evaluacién de Alcalasa y Flavourzyme

Una de las proteasas comerciales mas estudiada en hidrolizados de pescado
ha sido la Alcalasa® con accién de endopeptidasa, el rango de pH donde presenta
mayor actividad es de 8 a 9.5 (Novo). Con esta enzima se ha obtenido la mayor
extraccion de proteina, sin embargo, se requiere de la adicibn constante de NaOH
6N para mantener el pH alcalino. Lo cual puede ser indeseable en un proceso
industrial ya que aumenta el costo y eleva el contenido de cenizas en el producto
final (Quaglia y Orban, 1986).

Por otra parte, en la literatura ha sido poco reportado el uso de
Flavourzyme®, el cual es un complejo de enzimas proteoliticas con accién endo y

exopeptidasas dependiendo del pH del medio (5 — 7), por dichas caracteristicas
resulta de especial interés su estudio.

Para evaluar la actividad proteolitica de la Alcalasa y Flavourzyme sobre los
SC, se llevd a cabo una hidrélisis enzimatica a las condiciones de maxima actividad

de cada enzima proporcionadas por el proveedor (Novo). Se evalué el grado de
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hidrdlisis, el nitrdgeno recuperado y el perfil de pesos moleculares de las fracciones

peptidicas obtenidas con ambas enzimas.
5.3.1. Grado de hidrdlisis

El GH obtenido con Alcalasa después de 60 minutos de hidrolisis fue de
29.3%, mientras que, con Flavourzyme se obtuvo un GH de 25.8 % (figura 5.2). En
ambas cinéticas no se consideré la accién de las enzimas endogenas del SC, las

cuales se discutiran mas adelante.

En la hidrdlisis con Alcalasa se requirié de la adicién constante de NaOH 6N
para mantener el pH en 9. En contraste, en la hidrédlisis con Flavourzyme a pH 6 no
se requirio de este ajuste. Lo anterior ocurre porque los pK del grupo carboxilo y del
grupo amino resultantes de la hidrdlisis (3.1 a 3.6 y 7.5 a 7.8. respectivamente),
provocan que durante el proceso de reaccion proteolitica a pH 6, la captura y
liberacion de protones esté en equilibrio, lo que aumenta la capacidad amortiguadora

del sistema.

50 -
X 40 -
3 29.3 %
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Figura 5.2. Cinética de hidrdlisis de SC:
(A) ¢Alcalasa a 55°C, pH 9, 40% S:B y 60 AU/Kg.
(B) m Flavourzyme a 52°C, pH 6, 40% S:B y 50 LAPU/g.
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En la tabla 5.2 se presentan los valores de GH reportados en diferentes

estudios de hidrélisis con Alcalasa sobre diferentes sustratos de organismos

acuaticos, determinados por grupos a-amino terminal, péptidos solubles en TCA

0.3 My pH-Stat.

La diversidad de valores que se observa responde a que el grado de hidrolisis

en este tipo de reacciones enzimaticas depende de las caracteristicas del sustrato,

de las condiciones de hidrolisis (pH y T), de la concentracién de enzima y su

especificidad para con el sustrato, asi como del tiempo de reaccion, entre otros

factores (Adler-Nissen, 1986).

Tabla 5.2. GH reportado con Alcalasa determinado por diversos métodos

Sustrato Tiempo GH Condiciones

Min.

Grupos a-amino terminal

Musculo de Foca 190
Subproductos de Blanco del 30
Pacifico.

Péptidos solubles en TCA

Musculo de Arenque. 60
Subproducto de Cangrejo 90
pH- Stat

Musculo de Dogfish 120
Musculo de Sardina 120

(%)

23
63

45
55

19
23

pH 8.5,60°C
pH 9.5, 60°C

pH 8, 50°C
pH 9, 70°C

pH 8.3, 53°C
Nr

Autores

Shahidi y Synowiecki, 1994
Benjakul y Morrisey, 1997

Hoyle y Merrit, 1994
Beak y Cadawallader, 1995

Diniz y Martin, 1996
Quaglia y Orban, 1987

Nr. No reportado
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5.3.2. Nitrogeno recuperado

La importancia de la cuantificacion del NR radica en que refleja la cantidad de
proteina que puede ser recuperada en el proceso de hidrélisis, mientras que el GH

es usado como indicador de la ruptura de enlaces peptidicos (Adler-Nissen, 1993).

En la figura 5.3, se observa que el NR después de 60 minutos de hidrdlisis
con Alcalasa fue de 77.5%, en cambio, de la hidrélisis con Flavourzyme se obtuvo
un NR de 51.8%. Ademas, después de 5 minutos de hidrélisis con Alcalasa se logra
un NR parecido al que se logra al minuto 30 con Flavourzyme. En otros estudios con
Alcalasa sobre sustratos de productos marinos, el NR reportado ha sido de 92%
(Shahidi y col., 1994) y 70% (Benjakul y Morrisey, 1997) después de 30 minutas de
hidrélisis.
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Figura 6.3. Nitrégeno recuperado en una cinética de hidrélisis de SC con:
(A) eAlcalasa a 55°C, pH 9, 40% S:B y 60 AU/Kg.
(B) m Flavourzyme a 52°C, pH 6, 40% S:B y 50 LAPU/g.
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Por otra parte, en la figura 54 se observa que NR es directamente
proporcional al GH. Los coeficientes de determinacién (R? =0.9624 y R?*=0.9959
obtenidos por Alcalasa y Flavourzyme, respectivamente) muestran una cercana
relacién entre el NR y el GH, siendo ésta marcadamente lineal para la hidrolisis de
Flavourzyme sobre los SC.

—;100 7
o
< y=1.77x + 27.9
S 80 - 2
8 R? =0.9624
E
S 60
e
2 40 -
a N
§ 20 - R*=0.995
=z y=1.30x + 18.1
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Grado de hidrélisis (%)

Figura 5.4. Relacién entre GH y NR durante 60 minutos de SC con:
(A) ¢ Alcalasa a 55°C, pH 9, 40% S:B y 60 AU/Kg.
(B) » Flavourzyme a 52°C, pH 6, 40% S:B y 50 LAPU/q.

La diferencia entre los coeficientes de determinacién para ambas enzimas
puede ser resultado de su actividad y afinidad por el DS.

5.3.3. Perfil electroforético de pesos moleculares

El perfil de pesos moleculares (PPM) de las fracciones peptidicas después de
las cinéticas de hidrdlisis con Flavourzyme y Alcalasa se presenta en la figura 5.5.
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El PPM del SC sin hidrolizar (C) presenta bandas que corresponden a
miosina, actina, tropomiosina, troponinas, etc,, de éstas la actina con un peso
molecular de 41.7 kDa es la que predomina en el SC. Por otra parte, la region de
bandas poco definidas de alrededor de 97.4 kDa puede ser resultado de la
degradacién de la cadena pesada de miosina (475 kDa) debido a la autdlisis
durante la generacion y el manejo del desecho. Benjakul y Morrisey (1997) reportan
que el 45% de la miosina de cadena pesada en el musculo de Bianco del Pacifico se
degrado después de 8 dias de almacenamiento en hielo, sin embargo, no se

encontré una degradacioén significativa en la actina.

kD M C Fy F3 Fg Fpy M C Ay Ay Ag Aagy

a
974
66.2
45.0

Actina (41.7 kDa)
310
215

144

Figura 5.5. Patrones electroforéticos de las fracciones peptidicas durante la cinética
de hidrdlisis con Flavourzyme (F) y Alcalasa (A), método tradicional de
SDS-PAGE. La numeracién corresponde al tiempo de reaccion en

minutos, (C) muestra sin hidrolizar y (M) marcador.

Después del tratamiento con Flavourzyme y Alcalasa, las bandas con altos
pesos moleculares disminuyeron paulatinamente con el tiempo de hidrdlisis y
desaparecieron casi por completo después de 60 minutos. La mayor densidad de
bandas se concentr6 debajo de 14.4 kDa, sin embargo, esta region no se pudo
definir adecuadamente debido a que péptidos menores de 10 kDa no puéden

227613
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separarse por el procedimiento estandar de SDS-PAGE. Lo anterior se debe a que
las moléculas del complejo SDS-péptido que se forman tienen dimension y carga

similar, lo que provoca que emigren juntas durante la corrida.

Este problema se resolvid al disminuir el tamario de las micelas formadas por
el SDS gracias a la adicién de urea 6M y utilizando tricina en vez de glicina en el
buffer de corrida (Schagger y Jagow, 1987). Con esta modificacion se logré una
mejor separacion de bandas de las fracciones peptidicas de mediano y bajo peso

molecular que la obtenida con el procedimiento clasico de SDS- PAGE.

En la figura 5.6 se presenta el perfil electroforético de la hidrdlisis de SC con
Alcalasa, se observa que al minuto 60 los peptidos resultantes tienen un peso
molecular por debajo de 17 kDa y la mayor parte de éstos inferior a 5 kDa. Lo cual
aumenta la probabilidad de aminoacidos libres y péptidos de cadena corta menores
de 1kDa y con ello sus propiedades nutricionales y funcionales se restringen (Cui y
Piggot, 1995; Hall, 1992, Cowey, 1988, Webb, 1990; Hardy, 1992).

M C FS F10 F30 F60 M C AS AlO A30 A60

26.6
Actina (417 kPa)

144

6.5

1.4

Figura 5.6. Patrones electroforéticos de las fracciones peptidicas durante la
cinética de hidrdlisis con Flavourzyme (f) y Alcalasa (A), método
modificado para péptidos de bajo peso molecular. La numeracion
corresponde al tiempo de reaccion en minutos, (C) muestra sin

hidrolizar y (M) marcador.
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En cambio, la hidrélisis con Flavourzyme a los 60 minutos resulta en
fracciones peptidicas con un mayor rango de pesos moleculares, la mayoria de ellas
menores de 26.6 kDa. Por lo que, con una adecuada separacion por ultrafiltracion se
pueden obtener fracciones peptidicas con diferente funcionalidad (Vega y Brernan,
1987; Quaglia y Paoletti, 1989).

Resumiendo, la Alcalasa con actividad de endopeptidasa lievé a cabo una
hidrdlisis mas extensiva que Flavourzyme con actividad endo y exopeptidasa. La
hidrélisis con Alcalasa produjé mayor cantidad de péptidos solubles en menos
tiempo que con Flavourzyme, sin embargo, se generé una mayor cantidad de
péptidos de peso molecular menor a 5 kDa, lo que disminuye las propiedades
nutricionales y funcionales del hidrolizado. Ademas, durante la hidrdlisis con Alcalasa
se requirid de un ajuste constante de pH con NaOH, lo cual puede ser indeseable a

nivel industrial ya que es necesario la separacion del dicali en el producto final.

Para continuar el estudio de la actividad proteolitica de Flavourzyme sobre los
SC, se realizd un anadlisis de superficie de respuesta con el objetivo de optimizar las
condiciones de hidrdlisis de Flavourzyme. Ademas, se analizd la influencia del pH,
temperatura, relacion sustrato:buffer (S:B) y concentracién de enzima (E) sobre el
grado de hidrdlisis y se obtuvé la regién donde se maximiza la actividad proteolitica
de Flavourzyme sobre los SC.

5.4. Anilisis estadistico de superficie de respuesta de Flavourzyme

Como en la seccion 5.3.2 se verificd la relacion lineal que existe entre GH y
NR, fue posible elegir el GH como variable de respuesta para el ASR y extrapolar
su modelo matematico al NR.
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Tabla 5.3. Valores de la variable respuesta del disefio experimental

Blogue 1 Bloque 2 Blogue 3
E* V1P VRel [E V.I° VR°| |E V.1° V.R®
# IT JpH [SB]E [GH # |T [pH|[SBJ[E |GH # |T [pH[SB [E |GH
1 {+1 ] +1 | -1 [+ 15,220 {2+t [+1] -1 [-1]1ro3)| {23]-270] o [ ol1829
2 |+11 -1 | -1 |-1]1636| [13|+1[-1]+1] -1 l1605] [24]+2] 0] 0o o] 965
31 1 [ -1 f-1f1se64] [1a]-1+1] -1 | +1]2173] {250 [-2] 0 | 0] 1698
4 || +1 [+ [-1f9o0s]{15)-1]-1]-1]-1]1875] [26]0]+2] 0o 101131
s -1 [+1[-1]1526][16]-11-1]+1]+112106] [27] 0T 0] 2071624
6 | +1] -1 | +1 [+1}1870) 117 +1]-1 | -1 | +1]2316] {281 0] 0| +2 ] 0 {1653
Tl st [+ {1+ +x1]-1]1503] [29[0o] o] o [-2]1266
8 1 -11 -1 | -1 F+1f2502) 1ol +tf+1]+t{+1[1176] [30 0] 0] 0o |+2]23.75
9o o[ ofo]230]{200]0] o] o0]263] [31]0]0] 01]o0]1893
100 o | ofol23i{211f0olo] o] o 1992} (3210071 01} 07]1953
11fo] o o |of18g13f[22]0]0o] o o ]2004] [33]0] 0] 0 | 0] 2008

®Experimento (Las combinaciones de tratamientos se asignaron al azar en los ensayos).
®Variables independientes.
“Variable respuesta.

El disefio experimental, asi como los valores de GH a los 30 minutos de
hidrélisis enzimatica con Flavourzyme se presentan en la tabla 5.3. A partir de los
valores de GH en los puntos centrales de cada bloque, se obtuvo un error estdndar
de 0.81 el cual representd el error experimental durante el andlisis.

5.4.1. Prueba de normalidad
Para realizar el analisis de regresion fue necesario verificar que los valores de
la variable de respuesta GH se distribuyeran normalmente. En la figura 5.7, se

presenta el histograma de la distribucion de frecuencias de GH, se observa una
distribucion normal con una media en GH=17.5% y una desviacidn estandar de 3.9.
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Figura 5.7 | Grado de Hidrélisis 21 ASR.

5.4.2. Prueba de varianza y ajuste del modelo

En la tabla 5.4, se presenta el analisis de regresion para el ajuste de los datos
a un modelo matematico de segundo orden. Se observa que las variables pH, Ty E
en su forma lineal, junto con pH y T cuadraticas son las que mas significativamente
influyen en el GH.

Tabla 5.4. Analisis de regresion

Factor Coeficiente Nivel de Significancia
Constante -321.242 .000
pH 46.033 .000
T 7.131 .000
E 0.267 .000
SB 0.291 013
pH2 -2.409 .000
T2 -0.049 .000
S:B2 -0.00276 012
pHxT -0.325 .001
ExSB -0.00262 074
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A continuacion se presenta la ecuacion ajustada para los coeficientes

significativos (p<0.075) del analisis de regresioén:
GH=-321.2+46pH-2.4pH’+7.13T-0.494T-0.32pHxT+0.29S:B-0.0027S:B%+0.26E-0.0026EXS:B

El modelo matematico revela un valor maximo (GH=26.8%) en las
condiciones: pH=5.9, T=53°C, $:B=25 y E=80 LAPU/g. El valor R?*=0.928 del modelo
nos indica que solo el 7.2 % del total de la variacidn no lo explica y el 92.8% de las
veces podra predecir el grado de hidrdlisis. Por su parte, el efecto de bloques esta

considerado en el diserio experimental (capitulo 2.2.3.1).

Cabe mencionar que el analisis estadistico anterior es valido unicamente

dentro de los rangos estudiados de las variables independientes.
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5.4.3. Graficas de contorno
Las gréficas de contorno se realizaron a partir del modelo de prediccion de

GH, con el fin de tener una mejor apreciacion de la influencia de cada par de
variables independientes (pH, T, S:B, E) sobre el GH.

Temperatura (°C)

Figura 5.8 Gréfica de contorno de GH de SC con Flavourzyme
enfuncibnde pHy T, S:B=25% y E=80 LAPU/g.

En primer término, se observé la reduccién del GH a medida que el pH y la
temperatura se alejaban de la regién de maxima respuesta (figura 5.8); lo cual se
explica por la paulatina disminucién de la actividad proteolitica de la enzima, hasta
su desnaturalizacién en los valores mas altos de pH y temperatura.

Una dependencia similar, entre la actividad enzimatica, el pH y la temperatura
se ha observado en procesos de hidrélisis de proteinas alimenticias utilizando
proteasas de origen animal (Surowka y Fik, 1994), asi como de origen microbiano
(Surowka vy fik., 1992; Ferreira y Hultin, 1994; Baek y Cadwallader, 1995; Diniz y
Martin, 1996; Benjakul y Morrisey, 1997).
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20>

Enzima (LAPU/g)
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Relacion Sustrato:Buffer

Figura 5.9 Gréfica de contorno de GH de SC con Flavourzyme
en funcion de E y S:B, T=53°C y pH=5.9.

Por otra parte, mientras se incrementd la concentracion de enzima el GH
aumento (figura 5.9). En un estudio de Cheftel y col. (1971) sobre concentrados de
proteina de pescado, se concluye que un incremento en la concentracion de enzima
tiene un efecto positivo sobre el proceso de hidrélisis con el subsecuente incremento
de la solubilizacién de proteina. Shahidi y col. (1995), reportaron que no se observa

un incremento considerable en el GH cuando la enzima se adiciona durante la fase
estacionaria de hidrélisis.

Un comportamiento parecido se ha reportado en la hidrélisis de subproductos
pesqueros hidrolizados con Alcalasa, donde la relacion entre la concentracion de
enzima y el GH es logaritmica (Beak y Cadwallader, 1995; Diniz y Martin, 1996;
Benjakul y Morrisey, 1997). Cabe mencionar, que lo mismo se ha reportado en la
hidrolisis con Alcalasa de diversos sustratos: carne de res (O’Meara y Munro, 1984) y
proteina de soya (Constantinides y Adu-Amankwa, 1980); donde a elevadas

concentraciones enzimaticas se ha presentado algun tipo de inhibicidon e hidrdlisis de
la propia enzima.
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Temperatura (°C)

/

10 20 30 40 50 60 70

Relacion Sustrato:Buffer

Figura 5.10 Grafica de contorno de GH de SC con Flavourzyme
enfuncionde Ty S:B, E=80 LAPU/gy pH 5.9.

.

20 30 40 50 60 70
Relacion Sustrato:Buffer-

Figura 5.11 Grafica de contorno de GH de SC con Flavourzyme
en funcion de pH y S:B; E=80 LAPU/g T=53°C.

Asi también, al aumentar la relacién sustrato/buffer (figuras 5.9, 510y 5.11) el
GH disminuyd. Como resultado de agregar mas sustrato a la mezcla de reaccion,
aumentd la viscosidad de la mezcla y se redujo la superficie de contacto entre la
enzima y el sustrato (Suréwka y Fik, 1992, 1994; Benjakul y Morrisey, 1997);
ademas, se pudo incrementar la cantidad de minerales presentes lo cual merma la
actividad enzimatica (Beak y Cadwallader, 1995).
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5.4.4. Validacion del analisis de superficie de respuesta

Para comprobar la validez del modelo de prediccion, se realizaron tres
cinéticas de hidrolisis a las condiciones de pH y temperatura de maxima respuesta y
variando unicamente S:B y E. En la figura 5.12 se presenta la grafica de contorno
gue predice GH en funcidon de S:B y E después de 30 minutos de hidrdlisis
enzimatica con Flavourzyme, y con un asterisco se marcan el valor teérico pred‘icho
por el modelo correspondientes a las condiciones de E y S:B que se presentan en la
tabla 5.5.

18.7%

Enzima (LAPU/g)

1
20\\

20 30 40 50 60 70

Relacion Sustrato:Buffer

Figura 5.12 GH de SC con Flavourzyme en funcién Sy E, pH 5.9,
53°C, t=30 min.

Tabla 5.5 GH tedrico y experimental en funcion de S:B y E, pH=5.9, T=53°C

Condiciones de GH predicho GH experimental
SByE por el modelo (%) (%)

25%, 80 LAPU/g 26.8 24.8

70%, 80 LAPU/g 18.7 20.7

40%, 50 LAPU/g 20.5 18.8
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Se puede observar que el valor experimental es muy cercano al predicho, sin
embargo, la diferencia entre ellos es mayor que la desviacion estandar del modelo
de prediccion (0.81), lo que significa que existe una fuente de variacion extra no

contenida en el modelo y que influye en los resultados.

En las figuras 5.13 y 5.14, se presentan las cinéticas de hidrolisis de GH y NR
en las condiciones de S:B y E antes mencionados. Ademas, se cuantificd la
hidrolisis que se lleva a cabo sin adicion de enzima y que se realiza por las enzimas

enddgenas del SC, tales como catepsinas y enzimas lisosomales (Penny, 1980).

Se puede apreciar, que la aportacion de las enzimas endogenas del SC al GH
después de 120 minutos de hidrdlisis fue sélo del 1.2%, lo cual se explica por la
frescura del SC y que no contenia visceras. En estas condiciones se recuperd hasta
un 18% de nitrégeno (figura 5.14), lo cual corresponde a las proteinas miofibrilares
solubles en soluciones de baja fuerza idnica, a las fracciones peptidicas producto de
la autdlisis, a los péptidos de bajo peso molecular y aminoacidos libres propios del
SC

100,
£ 8o
B
5 SOJ
5 (A) 43.6 %
2 a0 —4 (C) 35.1%
o 20, (B) 34.5 %
©
o
O

0 —— 9= , . 4 (D) 1.2%

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min
po (min) 297

Figura §.13 Cinética de hidrélisis de SC con Flavourzyme, pH=5.9, T=53°C,

(A) ¢ S:B=25%, E=80LAPU/g, (B) A S:B=70%, E=80 LAPU/g,
(C) mS:B=40%,E=50 LAPU/g, (D) @ S:B=40%, Sin enzima.
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< 100]
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Figura 5.14 Nitrégeno recuperado de SC con Flavourzyme, pH=5.9, T=53°C,

(A) ¢ S:B=25%, E=80LAPU/g, (B) m S:B=70%, E=80 LAPU/g,
(C) A S:B=40%,E=50 LAPU/g, (D) ® S:B=40%, Sin enzima.

Por otra parte, después de 120 minutos de hidrdlisis las condiciones donde se
presenta el mayor GH (43.6%) y NR (78.1%), corresponden a la relacion
sustrato/buffer y concentracion de enzima predichas por el modelo matematico
(S:B=25% y E=80 LAPU/g). Sin embargo, en estas condiciones se requiere de un
60% mas de enzima que la recomendada por el proveedor. Ademas, la cantidad de
buffer utilizado es 60% mayor, por [0 que aumenta el gasto energético requerido
para el secado del hidrolizado.

Por lo anterior, fue necesario incluir un nuevo parametro definido como
nitrégeno recuperado por unidad enzimatica (tabla 5.6). Del andlisis de este valor se
observa que las condiciones donde es mas alto (1.26) se dan en S:B=40 % y E=50
LAPU/g, las cuales coinciden con las recomendadas por el proveedor (Novo).
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Para las tres condiciones de hidrdlisis, entre los 10 y 30 minutos de hidrdlisis
es el tiempo donde se observa una mayor distribuciéon de bandas de diversos pesos
moleculares. Por lo tanto, éstos péptidos podran presentar mayores propiedades
funcionales y nutricionales (capitulo 2.3.2 y 2.3.3).

5.5. Evaluacién de actividad de Flavourzyme

Dependiendo del pH del medio donde se lleve a cabo la hidrélisis con
Flavourzyme puede predominar la actividad endopeptidasa (pH 5.9) 6 exopeptidasas

(pH 7). En las figuras 5.16 y 5.17 se presentan las cinéticas de hidrolisis de GH y NR
apH59y7.

100 _

$ 80 _

@

2 60 _]

°

©

= 40 _

S (A) 25%
3

o (B) 20%
G)

T 1
20 40 60
Tiempo (min)

Figura 5.16. Cinética de hidrdlisis de SC con Flavourzyme a condiciones de pH
donde se promueve la actividad (A) A endopeptidasa (pH 5.9),
(B) M exopeptidasa (pH 7), T=53°C, S:B=40%, E=50 LAPU/g.
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El GH después de 60 minutos de hidrdlisis fue mayor a pH 5.9 (25%) que a pH
7 (20%), lo cual puede explicarse por una mayor actividad endopeptidasa a pH 3.9
que a pH 7. Sin embargo, el NR a pH 7 fue mayor (69%) que a pH 5.9 (57%), lo que
significa que las fracciones peptidicas recuperadas a pH 7 presentaron un peso
molecular mayor que las resultantes a 9, y esto influyo en un mayor porcentajé de
nitrégeno recuperado.

-
o

8 o
1 A

s (B)60%
(A) 57 %

(o214
o

N B
o ©

Nitrégeno recuperado (%)
o

0 20 40 60
Tiempo (min)

Figura 5.17 Nitrégeno recuperado de SC con Flavourzyme a condiciones de pH
donde se promueve la actividad (A) m endopeptidasa (pH 5.9) y
(B) A exopeptidasa pH 7, T=53°C, S:B=40%, E=50 LAPU/g

Por su parte, el perfil electroforético de las fracciones peptidicas a pH 5.9
muestra una marcada densidad por debajo de 26 kDa (figura 5.18), lo que nos habla
de una hidrdlisis mas extensa que a pH 7, donde se puede observar bandas
correspondientes a péptidos de alto peso molecular. Esta tendencia se presenta en

el cromatograma de FPLC (figura 5.19), donde la mayor distribucion de pesos
moleculares corresponde a pH 7.

65




Resultados y discusion
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144
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Figura 5.18. Patron electroforético de las fracciones peptidicas resultantes
después de 30 minutos de hidrélisis de SC con Flavourzyme (f),
53°C, 40% S:B, E= 50 LAPU/g, pH 7y pH5.9.

0.8 14.4 kDa 1.35 kDa
E 0.07 3 _ ‘Eafgﬂdar
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Figura 5.19. Cromatograma de filtracion en gel de las fracciones peptidicas
resultantes de la hidrdlisis de 30 minutos de SC con Flavourzyme (53°C, 40% S:B,
50 LAPU/g) a condiciones donde predomina la actividad exopeptidasa (pH 7) y
endopeptidasa (pH 5.9). (Columna empacada con Sephadex G-50, 0.5 mi/min, buffer de

fosfatos, estandares: vitamina B12 (1.5 kDa), lysosima (14.4 kDa) y ovoalbamina (45 kDa).
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Finalmente, para caracterizar el producto final que se obtiene después de una
hidrélisis de SC con Flavourzyme, fue necesario conocer el patrén electroforético de
la fraccién insoluble (figura 5.20). Esta permanece como sedimento al final del
proceso de hidrolisis y estd constituida principalmente por actina y colégeno

parcialmente hidrolizados.

M C, Fl, Fl, FSg
kDa o -

26.6
169
144
6.5
1.4

Figura 5.20. Patron electroforético de la fase soluble (fS) e insoluble (fl)
después de 60 minutos de hidrélisis de SC con Flavourzyme a pH 7, 53°C,
40% S:B y 50 LAPU/g.

5.6. Produccion y andlisis de dos fracciones peptidicas

El objetivo de esta fase del trabajo fue el de separar por ultrafiltracion dos
fracciones peptidicas: la primera entre 1 y 10 kDa y la segunda mayor de 10 kDa. Se
analizaron algunas de sus propiedades funcionales (solubilidad, capacidad de
emulsion, indice de actividad emulsificante e indice de estabilidad de emulsién) y su
composicion de aminoacidos esenciales.
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5.6.1 Hidrolisis

A partir del andlisis del PPM de las fracciones peptidicas resultantes de la
hidrolisis de SC con Flavourzyme (capitulo 5.5), se procedi6 a realizar una hidrdlisis
en las siguientes condiciones: pH=7, T=53°C, S/B=40%, E=50 LAPU/g y t=15

minutos.

En la figura 5.21 se presenta el cromatograma del PPM de la fraccion soluble
inicial antes de la adicién de Flavourzyme. Dicha fracciéon la componen proteinas
miofibrilares solubles en soluciones de baja fuerza idnica, productos de autdlisis,
péptidos de bajo peso molecular y aminoacidos libres propios del SC (Sikorski,
1994).

'g 0.121 = = = Estandar

c 0.11 e Eraccion soluble
§ 0.06- 14.4 kDa sin hidrolizar

= \ 1.35 kDa

T J 4

g 0.061 44«kDa AR . a

0 0.04 1 F£Y 4 ’

[ . \ \

8 0.02- :- N A

30 60 90 120 150 180
Tiempo de elucién (min)

Figura 5.21 Cromatograma de la fraccion soluble sin hidrolizar, pH=7,

T=53°C, S:B=40%, sin enzima, t = 0 minutos. (Columna empacada con
Sephadex G-50. 0.5 mi/min. buffer de fosfatos, estandares: vitamina B12 (1.5 kDa),

En la figura 5.22, se observa el PPM del hidrolizado después de 15 minutos
de hidrdlisis, donde GH=10.6 % y NR=45%.

68




Resultados y discusion

0.12W - = = Estandar
3 0.1- Fraccion soluble
§ . hidrolizada
ﬁ 0.08 14.4 kDa
© \
‘c 0.061 "\ -
c 1
] ’
£ 0.047 \
o \
2 0.021 \
< “
-y Ll -' L . L)
30 90 120 150 180

Tiempo de elucién (min)
Figura 5.22 Cromatograma de la fraccidén soluble hidrolizada, pH=7,
T=53°C, S:B=40%, E=50 LAPU/g, t = 15 minutos. (Columna empacada con

Senhadex G-50. 0.5 mi/min. huffer de fosfatns. estandares: vitamina B12 (1.5 kDa)

5.6.2. Separacion

El seguimiento del proceso de separacion por ultrafiltracion se llevo acabo a
través de cromatogramas de FPLC del filtrado y el retenido. La separaciéon de las

fracciones peptidicas con una membrana de 10 kDa, se presenta en las figuras .23,

524y 5.25
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Figura 5.23 Cromatograma del retenido después de 12 horas de ultrafiltracion en

una membrana de 10 kDa. (Columna empacada con Sephadex G-50, 0.5 mi/min, buffer de
fosfatos, estandares: vitamina B12 (1.5 kDa), lysosima (14.4 kDa) y ovoalbumina (45 kDa).
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Figura 5.24. Cromatograma del retenido después de 16 horas de ultrafiltracién en

una membrana de 10 kDa. (Columna empacada con Sephadex G-50, 0.5 mi/min, buffer de
fosfatos, estandares: vitamina B12 (1.5 kDa), lysosima (14.4 kDa) y ovoalbimina (45 kDa).
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A las 16 horas de ultrafiltracion se obtuvo una separacién adecuada de fracciones
peptidicas, la mayoria de los péptidos mayores de 10 kDa permanecieron en el
retenido y los menores de 10 kDa en el filtrado. Cabe mencionar que en la
ultrafiltracion no fue posible una completa separacién de las fracciones, debido a las

caracteristicas del proceso.
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Figura 5.25. Cromatograma del filtrado después de 16 horas de ultrafiltracién en

una membrana de 10 kDa. (Columna empacada con Sephadex G-50, 0.5 ml/min, buffer de
fosfatos, estandares: vitamina B12 (1.5 kDa), lysosima (14.4 kDa) y ovoalbimina (45 kDa).

Para la eliminaciébn de sales y aminoacidos libres fue necesario una
ultrafiltracion posterior a través de una membrana de 1 kDa. El seguimiento de la
separacion de fracciones no fue muy claro debido a que el rango de resolucion de la
columna de filtracion en gel es superior a 1 kDa (figura 5.26). Sin embargo, se opté
por detener la filtracidbn después de 20 horas para evitar algun riesgo de
contaminacion microbiologica.
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Figura 5.26. Cromatograma del retenido y filtrado después de 20 horas de

ultrafiltracién en una membrana de 1 kDa. (Columna empacada con Sephadex G-50, 0.5 ml/min,
buffer de fosfatos, estandares: vitamina B12 (1.5 kDa), lysosima (14.4 kDa) y ovoalbimina (45 kDa).
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5.6.3. Liofilizacion y balance de materia

El balance de proteina del proceso se realizd a partir del peso de cada

fraccion después de su liofilizacion (tabla 5.7).

Es importante mencionar, que las sales de fosfatos del buffer donde se llevd a
cabo la hidrolisis se restaron del peso de la fraccion menor de 1 kDa. Ademas, la
cantidad de Flavourzyme (peso molecular > 20 kDa) utilizada para la hidrélisis se

resto de la fraccion mayor de 10 kDa.

Tabla 5.7 Balance de proteina de la hidrdlisis de SC con Flavourzyme,
pH=7, T=53°C, S:B=40%, E=50 LAPU/g, t =15 minutos.

Peso | Nitrégeno | Proteina NR
(9) (9) (g) (%)
Subproducto de Carpa 640 14.3 89.6
Fracciones peptidicas
Mayor de 10 kDa 11.3 1.36 8.5 9.5
Entre 1 kDay 10kDa 16.9 1.99 12.4 13.9
Menor 1 kDa 4.8 0.57 3.5 3.9
Total 27.3

En las condiciones de hidrélisis estudiadas el valor teérico de NR es de
aproximadamente 45% (figura 5.17). Por lo que es necesario optimizar el proceso

principaimente en los pasos de centrifugacion y recuperacién de la fraccion
liofilizada.
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5.6.4. Propiedades funcionales

El andlisis de las propiedades funcionales (solubilidad, capacidad, actividad y
estabilidad de emulsiéon) de las fracciones peptidicas recuperadas (1 a 10 kDa vy
mayor de 10 kDa) se llevé a cabo a pH 7, con la finalidad de mantener constante
esta variable de control que influye en las caracteristicas funcionales de las

proteinas.

5.6.4.1. Solubilidad

Para las fracciones peptidicas recuperadas el porcentaje de solubildad fue
elevado (tabla 5.8). La fraccion de 1 a 10 kDa presenta mayor solubilidad (93%) que
la fracciéon arriba de 10 kDa (90%). Lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura (Quaglia y Orban, 1987b; Cui y Piggot, 1995) ya que a medida que el
tamafio promedio de pesos moleculares disminuye, la capacidad de solubilidad
aumenta. Quaglia y Orban (1987b), reportan que con un GH de 20% con Alcalasa, se
tiene un hidrolizado de sardina con una solubilidad mayor del 90% en un rango de pH
de 2-9.

Tabla 5.8. Solubilidad de las fracciones peptidicas
Fraccion Solubilidad (%)

1 kDa - 10kDa a3
Mayor de 10 kDa 90

3
5.6.4.2. Capacidad de emulsion 2276 1

La mayor capacidad de emulsién (CE) la presento la fraccién arriba de 10 kDa
(31.5ml de aceite/100 mg de FP) (tabla 5.9). Quaglia y Orban (1990) obtuvieron un
valor de 30 ml de aceite/100 mg de proteina con un hidrolizado de sardina a pH 7
y con un GH de 10%, en cambio, con un GH de 20% fue de 22 mi de aceite/ 100 mg

de proteina. En otro estudio de hidrolizados proteicos de subproductos de bacalao,
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después de 20 min de hidrélisis con tripsina, el hidrolizado tenia una CE en
condiciones neutras de 23.6 g de aceite/g proteina, en este mismo trabajo se
reporta una CE de la albumina de huevo de 31.6 g de aceite/g proteina. Cabe
mencionar, que por sus propiedades funcionales la albumina de huevo es una de

las proteinas mayormente utilizadas en la industria alimentaria.

Tabla 5.9. Capacidad de emulsion de las fracciones peptidicas

Fraccidon ml aceite /100 mg FP
1 kDa - 10kDa 27.1
Mayor de 10 kDa 31.5

Por lo tanto, por su CE a pH 7 la fraccién peptidica mayor de 10 kDa podria
ser utilizada como sustituto de albimina de huevo en helados, galletas y postres
(Miller y Groninger, 1976; Ostrander y col., 1977). Sin embargo, es necesario un
analisis microbioldgico y sensorial.

5.6.4.3. Indice de actividad emulsificante

En la tabla 5.10 se observa que la fraccién peptidica que obtuvo un mejor
indice de actividad emuisificante (IAE) fue la fraccién mayor de 10kDa (32.8). Este
valor fue superior al obtenido a las mismas condiciones para albimina de huevo
(19.9) y para peptona de soya (7.6). Por otra parte, los valores reportados de IAE
para diferentes proteinas utilizando una concentracion de proteina del 0.5% y pH
8.5 son los siguientes: caseinato de sodio (149) fraccion B de proteina de soya (26)
y proteina de levadura (8) (Pierce y Kinsella, 1978).

Tabla 5.10. Indice de actividad emulsificante de las fracciones peptidicas

Fraccion IAE (mZ/g)
1 kDa - 10 kDa 28.3
Mayor de 10 kDa 32.8
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5.6.4.4. Indice de estabilidad de emulsion

La fraccidon que presentd un mayor indice de estabilidad de emulsion fue la

fraccion peptidica mayor de 10 kDa (tabla 5.11).

Tabla 5.11. Porcentaje de aceite coalescido de las fracciones peptidicas

Fraccién Estabilidad de emulsion (%)
1 kDa - 10 kDa 10.0
Mayor de 10 kDa 81.6

Por lo tanto, la fraccion peptidica recuperada superior de 10 kDa presenta las

mejores propiedades emulsificantes.

5.6.5. Perfil de aminoacidos de las fracciones peptidicas

En la tabla 5.12, se observa que la composiciéon porcentual de aminoacidos
esenciales es diferente para cada fraccidn peptidica..

Tabla .12 Composicion porcentual de aminoacidos esencjales
de las fracciones peptidicas recuperadas
1 kDa-10kDa >10kDa

Isoleucina 6.21 4.17
Leucina 10.90 7.65
Lisina 0.10 6.85
Metionina 1.93 0.98
Treonina 568 3.95
Triptofano * *

Valina 5.44 2.82

Total (%) 30.26 26.42
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La fraccion de 1 a 10 kDa presenté un mayor porcentaje de aminoacidos
esenciales, tales como leucina, isoleucina, metioning, treonina y valina. El porcentaje
total de aminoacidos esenciales (30.26) de esta fraccién es superior al de la fraccion
peptidica mayor de 10 kDa (26.42). Esto puede explicarse por la especificidad de
rompiento de Flavourzyme sobre el SC, que da como resultado una diferente
distribuciéon de aminoacidos en cada fraccién peptidica. Ademas, pudo ser
ocasionado por la destruccidn de aminoacidos durante la hidrolisis acida de la

fraccion mayor de 10 kDa.

Los valores reportados de aminoacidos esenciales en otros estudios de
hidrolizados de pescado (tabla 5.13) difieren de los obtenidos en las fracciones
peptidicas recuperadas, debido a que en estos trabajos no se realizé una separacion

por peso molecular de fracciones peptidicas.

Tabla 5.13. Composicion porcentual de aminoacidos esenciales en
hidrolizados de sustratos de origen acuatico

Subproductos de Mdusculo de Musculo de Musculo de

~ Blanco del Pacifico'  Tiburén? Lisa® Sardina®
Isoleucina 4.30 475 4.09 3.87
Leucina 7.16 8.10 4.71 8,41
Lisina 8.33 8.94 7.48 9.66
Metionina 3.02 2.65 - -

Treonina 512 4.59 3.99 4.97
Triptofano 0.14 0.84 0.94 1.22
Valina 4.72 450 478 5.17
Total (%) 32.79 34.38 25.99 33.3

' Benjakul y Morrisey, 1997, “Diniz Martin, 1996, “Baca y col., 1991, ‘Quaglia y Orban, 1986

Por lo tanto, las fracciones peptidicas recuperadas a partir de subproductos de

carpa y separadas por ultrafiltraciéon, presentaron un alto contenido de aminoacidos
esenciales.
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6. CONCLUSIONES

—

E! mejor método para la cuantificacion de GH fue como grupos a-amino

terminal.

La hidrélisis con Alcalasa produjo un GH y NR superior al obtenido con
Flavourzyme, sin embargo, la mayoria de los péptidos resultantes de la

hidrélisis con Alcalasa son menores de 5 kDa.

A través del andlisis de ASR, NR/unidad enzimatica, PPM y actividades de
Flavourzyme se logro optimizar el proceso de recuperacion de proteina en
las siguientes condiciones: pH 7, T=53°C, S:B=40% y E=50 LAPU/g.

La fraccion entre 1 y 10 kDa presenté el mayor porcentaje de aminoacidos
esenciales.

A partir del subproducto de carpa se recuperdé un 9.5% de nitrégeno por
ultrafiltracion, en forma de péptidos mayores de 10 kDa con propiedades

emulsificantes comparables a la de albuimina de huevo.
Se optimizé el proceso de hidrélisis enzimatica de subproductos de Carpa

con Flavourzyme, para la recuperacion de fracciones peptidicas con
propiedades nutricionales y funcionales.
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7. RECOMENDACIONES

1. Es necesario un riguroso cuidado sanitario en la manipulacion de las
fracciones peptidicas durante su produccion, separacion, liofilizacion y
congelacion, ya que son un excelente sustrato de hongos y bacterias.
Para asegurar su calidad sanitaria se recomienda realizar un analisis
microbiolégico de las fracciones peptidicas obtenidas.

2. Para un analisis mas completo de las propiedades funcionales de las
fracciones peptidicas recuperadas, es necesario montar un disefo
experimental en un rango mas amplio de pH, ya que la funcionalidad se

ve influenciada por el pH.

3. Para el uso de las fracciones peptidicas menores de 10 kDa en formulas
hipoalergenicas de pescado, seria necesario analizar la antigenicidad del
hidrolizado con una prueba de ELISA. Esta técnica detecta y cuantifica
los antigenos en el hidrolizado proteico, el cual tiene la capacidad de

ligar los anticuerpos IgE que poseen las personas alérgicas al pescado.

4. Para continuar la busqueda de las condiciones de hidrélisis donde se
obtenga la mayor recuperaciéon de fracciones peptidicas con un perfil de
pesos moleculares amplio, se sugiere realizar una cinética enzimatica
con Flavourzyme manipulando las condiciones de pH. De tal forma que
se alterne la actividad endopeptidasa con la exopeptidasa y analizar el
perfil pesos moleculares de las fracciones peptidicas resultaptes.
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Anexo 1

. Curva estandar de tirosina

La curva estandar que se utilizé en el método de péptidos solubles en TCA

0.3 M se realizo con tirosina, en la siguiente forma:

a) Se prepard una solucion patron de tirosina con una concentracion de 3 mg de
tirosina/ml de TCA 0.3 M

b) A partir de la solucion patrdn se realizaron las siguientes diluciones: 2.7, 2.4, 2.1,
1.8, 1.5, 1.2, 0.9 y 0.3 mg de tirosina/m| de TCA 0.3 M.

¢) Se transfirié una alicuota de 0.25 pl a un tubo de 5ml, donde se le adiciond 0.225
ml de agua destilada, 1.25 ml de NaOH 0.5 N y 0.25 ml de reactivo de Folin-
Ciocalteu.

d) La mezcla se agitd inmediatamente y se incubé a 302C por 15 minutos,

e) Se leyo la absorbancia de cada muestra a 578 nm y los valores obtenidos se
ajustaron a una recta. El coeficiente de correlacion fue mayor de 0.99. La curva
patrén caracteristica se muestra en la figura 1A.

£ 060 T
; 0.50 +

v 040 T

[1+]

g 0.30 T

8 020 + y = 0.1774x - 0.0114
o R =0.9932
2 0.10 T

< 0.00 , ; !

Tirosina (mg/ml)

Figura 1A. Curva estandar de Tirosina.
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Il. Curva estandar de L-leucina.

La curva estandar que se utilizé en el método de a-amino terminal fue con L-

leucina:

Se prepar6é una solucién patrén de L-leucina 3 mM en SDS 1%.

A partir de la solucion patrdn se realizaron las siguientes diluciones en SDS 1%:
3,2.25,1.5y0.75 mM.

En tubos ambar de 2 ml con rosca, se colocaron 1 ml de buffer de fosfatos (pH
8.2), 63 ul de la muestra y 0.5 ml de TNBS al 0.01%.

La mezcla se agité inmediatamente en un vortex y se conservd en un bafio de
agua (Lauda®) a 50°C durante 30 minutos, en completa oscuridad.

Para finalizar la reaccién se adicioné 1 ml de sulfito de sodio 0.1 N.

Se dejo reposar a temperatura ambiente por 15 minutos y se midié la absorbancia
a 420 nm, los valores obtenidos se ajustaron a una recta. El coeficiente de
correlacion fue mayor de 0.99. La curva patréon se muestra en la figura 2A:

T 0.30 7

S 0.25 -

S 020 - /

£ 0.15 -

§ 0.10 1 y = 0.0847x + 0.0054

S 0.05 - H = 0.9966

§ 0.00 . l '
0 1 2 3

Leucina (mM)

Figura 2A. Curva estandar de L-leucina
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Ahexo 2

l. Electroforésis para proteinas de alto peso molecular (Laemmli, 1970).

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Solucién A. (Solucién Stock de acrilamida)
29.2 g de acrilamida (BIO-RAD®)
0.8 g de bis-acrilamida (BIO-RAD®)

Solucion B. (Buffer de separacion 4x)
75 ml de Tris-Hci 2M (pH 8.8)
4 mi de SDS al 10% H,0 (BIO-RAD®)

Solucién C. (Buffer concentrador 4x)
50 ml de Tris-Hci 1 M( pH 6.8) (BIO-RAD®)
4 ml de SDS al 10%

46 m| de H>O

Solucién D. (Persulfato de amonio al 10%)
0.5 g de persulfato de amonio (BIO-RAD®)
5ml de H,O

Solucioén E. (Buffer de electroforesis)
3 g de Tris(BIO-RAD®)

14.4 g de glicina(BIO-RAD®)

1 g de SDS

Agua suficiente para 1 litro.
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Solucién F. (Buffer de muestra 5x)

0.6 mi de Tris-HCI 1M (pH 6.8)

5 ml de glicerol al 50% (Sigma®)

2 ml de SDS al 10%

0.5 ml de 2-mercaptoetanol (BIO-RAD®)

1 ml de azul de bromofenol al 1%(BIO-RAD®)
0.9 ml de H;O

Solucién G. (Azul de Coomasie, solucion tefnidora)
1 g de azul de Coomasie R-250 (BIO-RAD®)

450 ml de metanol

450 ml de H,O

1000 ml de acido acético glacial.

Solucioén H. (azul de Coomasie, solucion destenidora)
100 m! de metanol

100 ml de &cido acético glacial

800 ml de H,O

La preparacion del gel de separacion fue la siguiente:

Solucidon A x/3 mi
Solucién B 2.5 mi

H.O (7.5 —x/3) ml
Persulfato de amonio al 10% 50 ul
TEMED 5 pl

Volumen total 10 mi

Para este caso x= 12

Anexo 2
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a)

)

Anexo 2

Se mezclaron las soluciones A, B y el agua. La mezcla se desgasifico durante 15
minutos, posteriormente se adicion6 la solucién de persulfato de amonio vy el
TEMED.

Esta solucion se colocé en una camara de electroforésis, la cual se armd segun
especificaciones del fabricante. Se dejé polimerizar durante 30 minutos. Pasado
este tiempo se procedié a preparar el gel concentrador de acuerdo a la siguiente

tabla:
Solucién A 0.670 ml
Solucion C 1 mi
H.O 2.3 ml
Persulfato de amonio al 10% 30 ul
TEMED 5u
Volumen final | 4 ml|

Se mezclaron las soluciones A, C y el agua. La solucidn resultante se desgasifico
durante 15 minutos. Posteriormente se adicion6 la solucion de persulfato y el
TEMED.

La mezcla se vacid a la camara de electroforésis y se inserté cuidadosamente el
peine para formar los carriles donde correran las muestras de proteina. El gel se
dejo polimerizar durante 30 minutos.

Se removio cuidadosamente el peine y los geles se ensamblaron con el
electrodo para enseguida colocarse dentro de la camara de electroforésis,
adicionando el buffer de electroforésis dentro y fuera de la camara.

Las muestra de proteina se prepararon mezclando 20 ul de muestra con 5 ul de
la solucion F. Por otra parte, 10 ul de marcadores de alto pesé molecular (BIO-
RAD®) se mezclaron con 5 pl de la solucién F. Todas las muestras se sometieron
a una ligera centrifugacion con el fin de homogeneizarlas adecuadamente.

Las muestras se introdujeron a los carriles de electroforésis con ayuda de una
jeringa Hamilton.
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h) El gel se corri6 a un voltaje constante de 150 v durante una hora
aproximadamente.

i) Pasado este tiempo se procedié a destefiir el gel de la siguiente manera: el gel se
puso en contacto con la solucién G durante 30 minutos y posteriormente se lavo

repetidas veces con la solucion H para destenir.

Il. Electroforésis para péptidos (Schagger y Jagow, 1987)

En la tabla siguiente se presenta la composicion de las soluciones stock para
la preparacién de los buffers y geles de electroforésis para separar péptidos de bajo
peso molecular:

Tris (M) Tricina (M) pH SDS (%)
0.2 - 8.9 .
Bufter del anodo
Buffer del catodo 0.1 0.1 8.25° 0.1
Buffer del gel 3 - 8.45 0.3

4Ajustado con HCI

®No es necesario la correccion de pH, el cual es alrededor de 8.25

Mezcla de Porcentaje de acrilamida | Porcentaje de bis-acrilamida
acrilamida/bis-acrilamida (W/v) (w/v)
495%T,3%C 48 1.5
495% T,5% C 46.5 3
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La composicion de los geles se presenta a continuacién:

Gel concentrador Gel espaciador Gel separador
4%T,3%C 10% T3 % C 16.5 %, 6%C, Urea6 M
49.5% T,3% C 0.5 ml 1ml -
495T7T,6%C - - 3.3 ml
Buffer del gel 1.55 1.65 ml 3.3ml
Urea 3.6¢9
Agua 4.2 ml 2.35 ml 3.3ml

a)

b)

c)
d)

e)

El gel separador se desgasificé por 15 minutos y se adiciond 35 ul de persulfato
de amonio al 10% y 5ul de TEMED.

El gel espaciador se desgasificd por 15 minutos y se adiciond 20 ul de persulfato
de amonio al 10% y 5ul de TEMED.

Ambos geles se prepararon y polimerizaron al mismo tiempo.

Se adiciond el gel separador a la camara de electroforésis e inmediatamente
después el gel espaciador. Este Ultimo se cubrié con una capa de agua.

El gel concentrador se desgasifico y se adiciond 50 ul de persulfato de amonio
al 10% y 5 ul de TEMED.

Se remplazé el agua con el gel concentrador y se insertd cuidadosamente el
peine. Se dejo polimerizar durante 30 minutos.

Se removio el peine y los geles se ensamblaron con el electrodo para enseguida
colocarse dentro de la camara de electroforésis, Los geles se dejaron durante 12
horas en refrigeracion en el buffer del anodo.

Las muestra de proteina se prepararon mezclando 20 pl de muestra con 5 ul de
la solucidon F. Por otra parte, 10 ul de marcadores de bajo pesé molecular (BIO-
RAD®) se mezclaron con 5 ul de la solucién F. Todas las muestras se sometieron

a una ligera centrifugacion con el fin de homogeneizarlas adecuadamente.
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i) Las muestras se introdujeron a los carriles de electroforésis con ayuda de una
jeringa Hamilton.

j) La corrida inicio a 30V por 15 minutos y después se aumento el voltaje a 75V por
3 horas

k) Una vez terminada la electroforésis, las bandas de proteina se fijaron con una
solucién conteniendo 50% de metanol y 10% de acido acético por 30 minutos.

[) Se tifiieron con 0.025 % de azul de Coomasie en acido acético al 10% por 1 hora.

m) Para desteiir se utilizo acido acético al 10 % por 2 horas en agitaciéon constante y
renovando la solucion constantemente.
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