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RESUMEN

Las proteinas de origen animal y vegetal son empleadas como aditivos en
alimentos por sus caracteristicas funcionales las cuales pueden ser mejoradas
mediante una hidrdlisis enzimatica. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
funcionalidad de hidrolizados de proteina de pescado, para lo cual se emplearon
subproductos de carpa dorada como sustrato. La enzima utilizada fue
Flavourzyme™ y se trabajé a pH 7 para favorecer la actividad exopeptidasa. Se
establecié un tiempo de hidrdlisis de 15 minutos, lo que permitié la obtencion de
fracciones de alto y de bajo peso molecular (mayores y menores de 30 KDa
respectivamente), las cuales fueron separadas mediante ultrafiltracion vy

posteriormente liofilizadas.

Se evalud la solubilidad, el indice de actividad emulsificante (IAE) y la capacidad
espumante al hidrolizado sin fraccionar, a las fracciones mayor y menor de 30
KDa, empleando como referencia un hidrolizado comercial de soya; la evaluacion
se realizé a diferentes valores de pH (4, 5, 6 y 7). La mayoria de las muestras
presentaron una solubilidad superior al 80 % excepto la muestra del hidrolizado sin
fraccionar a pH 5. La fraccion mayor de 30 KDa presento valores de IAE similares
a los reportados para algunas proteinas tomadas como referencia de funcionalidad
como la lactoglobulina, mientras que la fraccion menor de 30 KDa presento IAE"s
muy bajos, pero comparables con los valores obtenidos para el hidrolizado
comercial de soya. El hidrolizado sin fraccionar y la fraccion mayor de 30 KDa
presentaron valores de capacidad espumante similares a los reportados para
ovoalbumina a pH 4; y superiores a los reportados para caseina. Por otro lado la
fraccion menor de 30 KDa aunque con valores de capacidad espumante bajos
(s6lo el 30% del valor obtenido para la fraccion mayor de 30 KDa) presentd una

buena estabilidad de espuma.



Se determind el contenido de aminoacidos como parametro para evaluar la calidad
nutricional, tanto el hidrolizado de subproductos de carpa dorada (HSCD) como las
fracciones mayor y menor de 30 KDa presentaron valores de aminoacidos
esenciales superiores a los reportados por la FAO. El contenido de aminoacidos
del hidrolizado de subproductos de carpa dorada fue muy similar al de los
subproductos de carpa dorada. Se evalud el sabor amargo mediante un andlisis
sensorial, el hidrolizado y las dos fracciones presentaron sabor amargo apenas
perceptible, mientras que el hidrolizado comercial de soya presenté un sabor
amargo claramente perceptible. Las propiedades funcionales son importantes para
la utilizacion de los hidrolizados de proteina, pero es importante considerar otras
caracteristicas como las sensoriales y las nutricionales, es por eso que este
trabajo pone de manifiesto que el hidrolizado obtenido de los subproductos de
carpa dorada mediante la hidrdlisis con Flavourzyme™, puede ser considerado
como un buen aditivo en alimentos ya que no solo posee buenas propiedades
funcionales como se menciono con anterioridad sino que este es aceptable

sensorial y nutricionalmente.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

Las proteinas constituyen uno de los principales componentes en los alimentos,
razén por la cual la industria alimentaria requiere de nuevos concentrados
proteicos para la elaboracion de los mismos. Existen tres caracteristicas que
determinan el uso de las proteinas en la industria alimentaria: su calidad
nutricional, sensorial y funcional (Charum y Galvéz, 1993). Por sus propiedades
funcionales las proteinas de soya, los caseinatos y la clara de huevo deshidratada
son claro ejemplo de las proteinas que son ampliamente usadas en la industria
alimentaria. Sin embargo el alto costo de estas proteinas hace necesario, desde

el punto de vista econdmico, su reemplazo por fuentes alternas de proteinas.

El musculo de pescado es una fuente de proteina altamente nutritiva, la cual es
consumida en todo el mundo. Una gran fuente de proteina con alto valor
nutricional esta presente en los subproductos generados durante el procesamiento
de las especies comerciales de pescado para obtener filetes o durante las
operaciones de enlatado, asi como en todas aquellas especies de pescado que no
son comerciales (fauna de acompafamiento). Aunque esta proteina tiene una
excelente calidad nutricional, no es atractiva por sus caracteristicas sensoriales y

por sus limitadas propiedades funcionales (Barzana y Garcia-Garibay, 1994).

El objetivo de este trabajo es llevar a cabo una hidrélisis parcial de la proteina de
musculo de pescado mediante accion enzimatica, para mejorar sus propiedades
funcionales. Se presenta primero una revision de los trabajos relacionados con el
tema; posteriormente, la estrategia experimental y las metodologias empleadas
para la obtencién del hidrolizado, mas adelante la discusion de los resultados
obtenidos, asi como las conclusiones del trabajo y finalmente las

recomendaciones para futuras investigaciones.
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Antecedentes

2 ANTECEDENTES

Las proteinas son empleadas en diversos sistemas alimenticios, no soélo por sus
propiedades nutricionales sino también por las caracteristicas que confieren a
dichos sistemas. Ejemplos son: las del suero de leche y de huevo, solo que éstas
tienen un alto costo, razén por la cual se han buscado otras fuentes de proteina
que puedan ser utilizadas en la industria alimentaria. De acuerdo con la FAO, la
cantidad de pescado capturado a nivel mundial en 1994 fue de aproximadamente
100 x 10° toneladas, del cual cerca del 70-80% no es usado para consumo
humano (Shahidi et al., 1994). En este sentido los subproductos de proteina de
pescado representan una excelente alternativa para la obtenciéon de la deseada
fuente de proteina. Sin embargo, esta proteina aunque posee buena calidad
nutricional carece de propiedades funcionales adecuadas que permitan su uso

directo en sistemas alimenticios.

2.1 PROPIEDADES FUNCIONALES

Las propiedades funcionales son las caracteristicas que determinan el
comportamiento de proteinas en alimentos durante su procesamiento,
almacenamiento y preparacion (Matil, 1971). De acuerdo con Nakai y Powrie

(1981), las propiedades funcionales estan clasificadas de la siguiente manera:

» Sensoriales: olor, sabor, color y textura

A\

Hidratacién: dispersabilidad, solubilidad y humectabilidad

» Tensoactivas: emulsificacion, espumado, adsorcion, incluyendo unién de
grasa.

» Reoldgicas: incluyendo gelacién y textura.

» Otras propiedades: adhesividad, cohesividad.
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Antecedentes

Las propiedades fisicas y quimicas que afectan la funcionalidad de las proteinas
son el tamafo molecular, la forma, composicién y secuencia de aminoacidos,
carga neta y la distribucion de cargas, hidrofobicidad, tipo de estructura,
flexibilidad y rigidez molecular y la habilidad para interactuar o reaccionar con

otros componentes (Damodaran, 1996).

Existen otros factores que pueden afectar la funcionalidad de las proteinas como
son el pH, agua, iones, temperatura y la presencia de agentes oxidantes o

reductores (Kinsella y Srinvasan, 1981).

De tal manera que se busca por un lado la recuperacion de proteina presente en
algunos subproductos (o desechos) de la industria alimentaria, pero por otro lado
se desea que estas proteinas posean buenas propiedades funcionales. Por lo
tanto se presentan a continuacion los métodos empleados para la recuperacion de
la proteina de subproductos de la industria pesquera haciendo énfasis en las
ventajas y desventajas que se presentan para la obtencion de productos con

aplicaciones potenciales.

2.2 METODOS DE PROCESAMIENTO DEL PESCADO

2.2.1 HARINAS

Las harinas de pescado son productos obtenidos a partir de pescado fresco
entero que se cuece, se prensa (para extraer parte del aceite), se seca
generalmente en tambores rotatorios con calor directo y se muele. El proceso es
sencillo pero el costo es elevado con respecto al precio del producto final. El valor
nutricional del producto es bajo debido al método de secado empleado,
adicionalmente presenta desventajas como un alto contenido de material no
deseable, escamas huesos y visceras, olor y sabor fuertes, ocasionados por los

residuos de lipidos en el producto.
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Otra desventaja de los productos obtenidos por este método son los problemas de
rancidez debida a la oxidacion acelerada de las grasas del pescado (cuando no se
usan antioxidantes adecuados) y la falta de solubilidad y capacidad de
emulsificacién. Finalmente, a pesar de contener entre 50 y 60% de proteina cruda,
el proceso de secado directo al que se somete el pescado, reduce marcadamente
la digestibilidad de la proteina y su valor nutricional. Por estas razones las harinas
de pescado son utilizadas principalmente como complemento proteico en alimento

para ganado (Rivera, 1990)

2.2.2 CONCENTRADOS

Un concentrado de proteina de pescado es un producto estable para consumo
humano, preparado a partir de pescado entero, de otros animales acuaticos o
parte de ellos. La concentracion de proteina es incrementada al remover el agua y
el aceite. El producto se deshidrata y su apariencia es la de un polvo, con olor y
sabor que dependen del proceso empleado. Los productos asi obtenidos tienen un
elevado contenido proteico, generalmente entre 75 y 85%, y un bajo contenido de
lipidos, comunmente menor del 1%, tienen poco olor y sabor pero carecen de
propiedades funcionales como solubilidad en agua y capacidad de emulsificacion.
Por estas razones los concentrados de proteina de pescado sélo se emplean
como enriquecedores proteicos para alimentos en los que la solubilidad en agua y

otras propiedades funcionales no son necesarias (Finch, 1977).

El costo del proceso para la obtencidén de los concentrados de proteina es elevado
y la infraestructura necesaria requiere de inversiones elevadas. Una de las etapas
del proceso que explican su elevado costo es la recuperacién de los solventes

empleados en la eliminacion de la fraccion lipidica del pescado.
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2.2.3 AISLADOS

Los aislados de proteina de pescado son productos similares en composicion
quimica a los concentrados de proteina de pescado. En estos productos la
proteina se separa por precipitacion en su punto isoeléctrico, y el aceite es
eliminado por extraccién empleando solventes organicos como el hexano o el
isopropanol. La proteina asi obtenida es practicamente incolora y con un olor muy
suave. Al igual que los concentrados los aislados proteicos son poco solubles en
agua (Walton et al., 1972).

Los procesos requeridos para la elaboracion tanto de concentrados como de
aislados y la recuperacion de estos por evaporaciéon, es una de las partes mas
caras del proceso. Ha sido reportado que los residuos de algunos solventes
utilizados en los procesos de extraccion como el dicloroetano son téxicos para

diversas especies animales, como los becerros (Makdani, 1971).

La preparacion de harinas, concentrados y aislados de proteina de pescado
permiten la recuperacion de proteina. Sin embargo, los productos obtenidos por
estos métodos presentan propiedades nutricionales y funcionales pobres, ademas
de que podrian tener residuos téxicos, por esta razén se ha empleado la hidrélisis

de las proteinas para mejorar las propiedades funcionales.

2.2.4 HIDROLIZADOS

Los hidrolizados pueden ser definidos como proteinas que son quimica o
enzimaticamente divididas en péptidos de diferentes tamafos (Skanderby, 1994).
Los hidrolizados de proteina tienen una amplia aplicacion en la industria de
alimentos, incluyendo sustitutos de leche, suplementos proteicos, estabilizantes en
bebidas, potenciadores de sabores en productos de confiteria, etc. (Kristinsson y
Rasco, 2000a).
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2241 HIDROLIZADOS QUIMICOS

La hidrdlisis quimica involucra la acetilacion o succilacién de las proteinas con
acidos anhidridos, fosforilacion, glicosilacion, tiolacion y la alcalizacion reductiva.
Esas modificaciones fueron sefaladas para un cambio en la carga neta de la
proteina por substitucion de los grupos amino, con los cuales se influencia la
solubilidad de las proteinas. Sin embrago, un cambio en la solubilidad no siempre
va acompanada de cambios favorables en otras propiedades funcionales. Ademas
la modificacién quimica de las proteinas altera su digestibilidad (Panyam vy Kilara,
1996).

El uso de sustancias alcalinas, las cuales han sido empleadas en algunos
procesos, puede inducir la formacion de compuestos téxicos como lisinoalanina y
reducir considerablemente el valor biolégico del producto (Sikorski y Nack, 1981),
sin embargo, bajo condiciones controladas, la calidad nutricional de la proteina

puede ser mantenida a niveles adecuados (Mackie,1983).

2.2.4.2 HIDROLIZADOS ENZIMATICOS

Las primeras preparaciones de pescado hidrolizado enzimaticamente fueron
elaboradas empleando las enzimas propias del tracto intestinal del pescado. Se
obtenian productos con olores y sabores fuertes que tenian una vida de anaquel
larga. Este proceso tenia como objetivo principal la conservacion del pescado y los
productos obtenidos presentaban un contenido elevado de proteinas pero su
manejo era dificil ya que el proceso es largo y no se tenia control sobre la

hidrélisis.
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La hidrélisis enzimatica de las proteinas por protedlisis controlada puede
incrementar sus propiedades funcionales sobre un amplio rango de pH y otras
condiciones de procesamiento (Panyam y Kilara,1996). La seleccion del sustrato y
enzima empleados y el grado de hidrdlisis de la proteina puede afectar
enormemente las propiedades fisicoquimicas de los hidrolizados resultantes
(Mullally et al., 1995).

La especificidad de la enzima al sustrato es también importante para la
funcionalidad de los hidrolizados porque ésta influencia fuertemente el peso
molecular y el balance hidrofébico / hidrofilico (Gauthier et al., 1993; Mullally et al.,
1994). La especificidad proviene del sitio de la proteina original en donde actua la
enzima; de aqui que algunas enzimas son denominadas endopeptidasas, las
cuales dividen enlaces entre la cadena de la proteina, mientras que otras son
llamadas exopeptidasas, ya que actuan sobre enlaces al final de la cadena de la
proteina. Algunas enzimas atacan enlaces formados entre ciertos aminoacidos
especificos. Tal especificidad definira la extension de la protedlisis y el tamafo de

los péptidos obtenidos.

Flavourzyme™ es un complejo enzimatico que posee actividad endo vy
exopeptidasa dependiendo del pH del medio, asi a pH 5 se favorece la actividad

endopeptidasa, mientras que a pH 7 la actividad exopeptidasa es favorecida.

En la tabla 2.1 se muestran diferentes tipos de proteinas que han sido modificadas
enzimaticamente, indicandose también la enzima empleada. Aqui podemos
observar que también se han empleado concentrados y aislados de proteinas que
no poseen buenas propiedades funcionales, demostrando de esta manera que la
hidrolisis enzimatica es considerada la mejor manera de incrementar las
propiedades funcionales de las proteinas. Por lo anterior la hidrdlisis de proteinas
por métodos enzimaticos presenta una mayor atraccion comparada con los

medios quimicos, particularmente aquellos que involucran acidos y alcalis.
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Tabla 2.1 Proteinas hidrolizadas enzimaticamente

PROTEINA ENZIMA RESULTADOS
Concentrado de tripsina Mejora en solubilidad y absorcion de
proteina de pescado agua.

Recuperacion de Proteina del 76%'
Sardina Alcalasa™ Solubilidad superior a 80%?
Pescado Pescadasa™ 560 Solubilidad de 70 — 80%, lisina

Proteasa™ HT — 200
Proteasa™ N

biodisponible 70 - 85%°

Concentrado de
proteina de trigo

Tripsina 'y
a — quimotripsina

Solubilidad 70 - 95%, emulsiones
estables a pH 4 y fuerza i6nica 0.6*

Caseina

Pancreatina porcina

Musculo de arenque

Alcalasa™ y Papaina

Alcalasa™ produjo menos amargor
que Papaina, la extraccién con
etanol redujo marcadamente el
amargo y olor a pescado®

Aislado de proteina de
soya

Pancreatina
Pronasa™
Alcalasa™, Tripsina,
Liquozyme™
Pancreatina

Buena solubilidad y claridad. Mejora
de solubilidad y actividad
emulsificante’

Subproductos de
langostino

Optimasa™

Condiciones optimas de hidrdlisis®

Blanco del Pacifico

Alcalasa™ vy
Neutrasa™

Hidrolizado con alto contenido de
proteina y composicién de aac.’

Aislado de garbanzo

Alcalasa™

Mejora de calidad nutricional y
reduccién de alergenicidad®

Gluten de trigo

Alcalasa™, Neutrasa™
Papaina y Pepsina

Buenas propiedades espumantes
con el uso de Pepsina y Papain.
Buena emulsificacion usando
deamidacion, Pepsina y Papaina"’

Pollo, bonito a — quimiotripsina Hidrolizado de pollo con Bromelina
Pepsina, Tripsina y favorecié sabor umami'?
Bromelina.

Merluza roja Flavourzyme™ y Hidrolizado con gran potencial como
Savorasa™ saborizante

Salmoén del Atlantico Alcalasa™, Alta solubilidad a todos los GH's

Flavourzyme™ 1000 L,
Corolasa™ PN-L, y
Corolasa™ 7089

probados™

Bhumiratana y Amundson, 1977. “Quaglia y Orban, 1987. °Rebeca et al., 1991. *“Turgeon et al.,
1992. *Mahmoud et al., 1992. *Hoyle y Merrit, 1994. "Mangino, 1994. Deesli y Cheryan, 1988; 1991.
Lee et al, 1990. Hettiarachchy y Kalapathy, 1997. ®Baek y Cadwallader, 1995. 9Benjisakul y
Morrisey, 1997. "°Clemente et al., 1999. ""Mimouni et al., 1999. ®Maeshashi et al., 1999. “*Imm y
Lee, 1999. "“Kristinsson y Rasco, 2000b.

Funcionalidad de Hidrolizados Enzimaticos de Pescado
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2.3 ESTUDIOS DE HIDROLISIS ENZIMATICA PARA MEJORAR
LAS PROPIEDADES FUNCIONALES EN PROTEINAS DE
DIVERSAS FUENTES.

2.3.1 SOLUBILIDAD

Entre las propiedades funcionales de las proteinas, la solubilidad es
probablemente la mas critica porque afecta a otras propiedades tales como la

emulsificacién, espumado y gelacion (Kinsella, 1976; Hettiarachchy et al., 1996).

Los factores que afectan la solubilidad de los hidrolizados son el pH, tamafio
molecular, hidrofobicidad, fuerza idnica, el grado de hidrdlisis que éstos presenten,
la composicion y proporcion de aminoacidos polares y apolares, asi como la

secuencia en los polipéptidos.

El incremento en la solubilidad de diversas proteinas a través de la hidrdlisis
enzimatica ha sido ampliamente reportado (Jost y Monti, 1977; Adler-Nissen y
Olsen, 1979; Kester y Richardson, 1984; Turgeon et al.,1992). Esos estudios han
demostrado que la hidrdlisis limitada o parcial produce incrementos substanciales
en la solubilidad de los hidrolizados resultantes, particularmente en el punto

isoeléctrico de las proteinas nativas (Mahmoud, 1994).

El rompimiento enzimatico de proteinas involucra un importante cambio estructural
en la proteina cuando ésta es gradualmente dividida en pequefias unidades de
péptidos, proporcionando mayor solubilidad que aquella de proteina sin hidrolizar.
El incremento en la solubilidad se debe parcialmente al menor tamano de los
péptidos, pero mas importantemente al delicado balance de las fuerzas
hidrofébicas e hidrofilicas de los péptidos. Los péptidos mas pequefios
proveniente de las proteinas miofibrilares estdan expuestos para tener
proporcionalmente residuos mas polares y poseen mayor capacidad para formar
puentes de hidrogeno con el agua incrementando la solubilidad comparada con la

de la proteina intacta (Kristinsson y Rasco, 2000a).
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Kristinsson y Rasco (2000b) evaluaron la solubilidad de hidrolizados de salmén del
Atlantico a diferentes grados de hidrdlisis (5, 10, 15%) empleando como referencia
albumina de huevo y un concentrado de proteina de soya. Ellos encontraron que
la solubilidad de los hidrolizados de salmén fue mucho mayor a pH 7 (con NaCl
0.1M) teniéndose en la mayoria de los casos una solubilidad entre 95 y 100%. La
solubilidad de la albumina de huevo fue muy similar a la de los hidrolizados de
salmon, mientras que el concentrado de proteina de soya fue marcadamente
menos soluble que los hidrolizados de salmén. Esta excelente solubilidad de los
hidrolizados de salmén comparada con la del concentrado de proteina de soya
indica que pueden tener muchas aplicaciones potenciales en sistemas de

alimentos formulados en donde se requiera de proteina soluble.

Los resultados de la proteina soluble obtenida por la hidrdlisis de pescado con
Pescadasa 560, Proteasa HT-200 y Proteasa N, fueron reportados por Rebeca
et al. (1991). Ellos encontraron que la proteina fue solubilizada mas rapido con
Pescadasa 560 que con las proteasas HT-200 y N. Ademas reportan que el
incremento en la solubilidad presenta una relacién lineal con el tiempo cuando la
hidrdlisis se lleva a cabo con Proteasa HT-200, mientras que con Proteasa N y
Pescadasa 560, el 98% de la variacion experimental de la solubilizacion en funcién

del tiempo queda explicado por un modelo exponencial.

Los hidrolizados de salmén mostraron una solubilidad similar a la del musculo de
arenque hidrolizado con Alcalasa™ y Papaina (Hoyle y Merrit, 1994) y la del
musculo de sardina hidrolizada con Alcalasa™ (Quaglia y Orban, 1987). Otros
estudios con hidrolizados de proteina de pescado han presentado la solubilidad
como una funcién del pH, en donde se ha observado que la solubilidad decrece
ligeramente cerca del punto isoeléctrico (Vieira et al., 1995; Onodenalore y
Shahidi, 1996).
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Quaglia y Orban (1987) definieron como buena solubilidad aquellos péptidos que
presentaron valores superiores al 80% en hidrolizados de proteina de pescado de
sardinas en un rango de pH de 5 a 9, independiente del grado de hidrdlisis, sin
embargo en un rango de pH de 2 a 5 la solubilidad decrece, siendo mas

pronunciado en esos alimentos con un bajo grado de hidrdlisis.

Existen otros reportes que indican que la solubilidad se incrementa conforme el pH
se aproxima a la alcalinidad, en algunos casos la maxima solubilidad se alcanza
en la neutralidad a pH 7, como se report6é para el aislado de proteina de trigo, el
huevo blanco seco y el caseinato de sodio, los cuales mostraron un maximo valor
de solubilidad a pH 7.5, siendo éste ligeramente superior al 60%, mientras que a
pH 4.5 el aislado de proteina de trigo y el caseinato de sodio fueron practicamente
insolubles (Ahmedna et al., 1999).

2.3.2 CAPACIDAD EMULSIFICANTE

Las propiedades de emulsificacion de las proteinas juegan un papel importante en
diversas aplicaciones en alimentos y son algunas de las propiedades mas
importantes que necesitan ser evaluadas. Varios factores y condiciones influyen
en las propiedades de emulsificacion, éstos incluyen: caracteristicas estructurales
y quimicas, grado de hidrolisis, contenido y arreglo de los aminoacidos, peso
molecular, regiones hidrofobicas y condiciones que prevalecen en el medio

(temperatura, pH y efectos iénicos) (Kinsella, 1979; Parker, 1987).

Durante la emulsificacion toman lugar tres procesos: rompimiento de las gotas
formadas durante la formacion de la emulsidén, las moléculas de proteina son
adsorbidas dentro de la nueva superficie creada. La coalescencia durante la
emulsificacion es mas probable durante la agitacion vigorosa que durante el

subsiguiente almacenamiento (Walstra, 1983).
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Durante la adsorcion en la interfase, las proteinas se desdoblan para formar una
pelicula interfacial cohesiva con los residuos hidrofobicos interactuando con el
aceite y los residuos hidrofilicos con agua (Phillips, 1981). Asi la flexibilidad
molecular facilita que suceda un cambio conformacional o desdoblamiento en la
interfase. Las medidas de la capacidad emulsificante pueden ser consideradas
como un indice de la habilidad de la proteina o péptidos a adsorber dentro de la
nueva superficie creada y retarda la coalescencia durante la emulsificacidon
(Dagorn—Scaviner et al., 1987). La capacidad emulsificante puede representar una

medida de la afinidad del emulsificador por el aceite (Turgeon et al., 1992).

Generalmente, el peso molecular de los hidrolizados tiene una mayor influencia
sobre sus propiedades de emulsificacion. Varios reportes (Kuehler y Stine, 1974;
Adler- Nissen y Olsen, 1979; Lee et al.,1987) han sugerido que existe un peso
molecular o tamafo de cadena 6ptimo para que los péptidos proporcionen buenas
propiedades emulsificantes. Lee et al (1987) postularon que los péptidos deberian
tener una longitud de cadena mayor de 20 residuos para tener buenas
propiedades emulsificantes. Aunque péptidos pequefios difunden rapidamente y
se adsorben en la interfase, éstos tienen menos eficiencia en la reduccion de la
tensioén superficial ya que no pueden desdoblarse y reorientar en la interfase como

las proteinas o los péptidos de mayor tamario.

La hidrofobicidad de las proteinas hidrolizadas es también un factor que influencia
sus propiedades de emulsificacion (Nakai et al.,1980). Mahmoud et al (1992)
reportaron una fuerte correlacion entre actividad emulsificante y la hidrofobicidad
de los hidrolizados de caseina durante una hidrdlisis extensiva por pancreatina
porcina. Ellos demostraron que la actividad emulsificante de los hidrolizados

decrece linealmente con el aumento en el grado de hidrdlisis.
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Quaglia y Orban (1990) reportaron la influencia del grado de hidrdlisis sobre la
estructura y propiedad emulsificante de sardina (Sardina pilchardus) realizada con
Alcalasa. Ellos encontraron que la hidrdlisis enzimatica extensiva tiene una
influencia negativa sobre la capacidad de los hidrolizados para formar y estabilizar
emulsiones. Mientras que los hidrolizados con bajo grado de hidrdlisis tienen

mejores propiedades emulsificantes.

Hettiarachchy y Kalapathy (1997) Compararon el efecto del pH sobre las
propiedades de emulsificacion de un aislado de proteina de soya hidrolizado con
Pancreatina (APSP) con un grado de hidrélisis de 15%, un control de aislado de
proteina de soya con 120 minutos de incubacion (CAPS — 120) y un aislado de
proteina de soya (APS). EI APSP, CAPS-120 y APS tuvieron los indices de
actividad emulsificante (IAE) mas bajos a pH 4.0 — 5.0 (region isoeléctrica del
APS), y el IAE incremento por arriba y por debajo de esa region. Los bajos IAE’s a
pH 4.0- 5.0 pueden deberse al incremento de la interaccion proteina — proteina,
resultando en baja hidrofobicidad superficial y decremento de la carga neta, y
solubilidad de las proteinas. En la region isoeléctrica, la proteina de soya asume
una estructura mas rigida y estable lo cual es mas resistente al desdoblamiento y
formacion de la pelicula en la interfase. De cualquier manera la estabilidad de la
emulsiéon se incrementd conforme se incrementd el pH. El incremento de la
concentracion de la proteina en la interfase podria incrementar la formacion de la
pelicula interfacial y de ahi que mejore la estabilidad de la emulsion (Mangino,
1994). Los IAE’s del APSP fueron mas altos significativamente (p < 0-05) a pH's
mayores de 5, comparados con los de CAPS y APS, este incremento se puede
deber a la mayor exposicion de los grupos hidrofilicos / hidrofébicos del APSP a

valores mas altos de pH.
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Turgeon et al (1992) evaluaron la capacidad emulsificante (CE) de un concentrado
de proteina de trigo hidrolizado con tripsina sobre un rango de pH de 3 a 9 a dos
fuerzas idnicas (0 y 0.6) y se encontr6 que en el agua desionizada (fuerza ionica =
0) la CE del concentrado de proteina de trigo hidrolizado decrecié gradualmente
de pH 3 a 9, mientras en la presencia de sales la capacidad emulsificante fue
estable a pH acido y neutro e incrementé a pH 9. La repulsion electrostatica
incrementada de pH 4 a 9 a una fuerza ionica de 0, podria haber sido cancelada
en la presencia de sales. Ademas las sales pueden inducir algunos cambios de
conformacién, liberando regiones hidrofébicas para una interaccién mas efectiva
con el aceite. Los mismos autores evaluaron la CE del hidrolizado total de trigo y
ademas de la mezcla de los polipéptidos (MP) obtenidos después de la separacion
por ultrafiltracion de los pequeiios componentes como una funcién de pH a dos
fuerzas ionicas. El comportamiento de las fracciones peptidicas fue mas compleja
que el de las proteinas sin hidrolizar. La CE del hidrolizado total y de las fracciones
de MP fue mas baja que la de las proteinas nativas en el rango de pH acido,
mientras que algunas fracciones tuvieron una mejor CE a pH 7 y 9. El hidrolizado
total y las fracciones de la MP mostraron un comportamiento similar a varios

niveles de pH y fuerza iénica.

2.3.3 CAPACIDAD ESPUMANTE

La capacidad de las proteinas para formar y estabilizar espumas depende de
varios parametros tales como el tipo de proteina y grado de desnaturalizacion, la
presencia o ausencia de iones de calcio, pH, temperatura, métodos de batido y
otros componentes quimicos (lipidos, carbohidratos) (Fenema, 1996; Townsend y
Nakai, 1983). Las espumas son sistemas coloides bifasicos con una fase liquida o
acuosa y una fase de gas o de aire dispersa. Las espumas de alimentos son
normalmente producidas por agitacién o batido, y el método usado influencia las

caracteristicas de la espuma.
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La capacidad espumante (medida como el volumen de espuma formada y
usualmente expresada como porcentaje de sobre volumen) y la estabilidad (la
cual se mide como el tiempo que tarda en colapsarse la espuma) son dos de las

caracteristicas comunes de espumas.

En un estudio realizado por Ahmedna et al.,, (1999) en donde se evalud la
capacidad espumante de un aislado de proteina de trigo solubilizado, huevo
blanco seco, aislado de proteina de soya y caseinato de sodio, todas las
suspensiones se prepararon al 3% (p/v). Se observd que la capacidad espumante
del aislado de proteina de soya solubilizada (1.67 mL/ mL de suspension) fue mas
alta que la del aislado de proteina de soya (1.35), y que la del huevo blanco seco
(1.35), pero menor que la del caseinato de sodio (2.0). Sin embargo en presencia
de 0.5% (p/v) de cloruro de calcio incrementd (p < 0.05) la capacidad espumante
del aislado de proteina de trigo solubilizada de 1.67 a 2.47 y consecuentemente
fue mas alta que la del caseinato de sodio. La capacidad del aislado de proteina
de trigo para formar espumas alrededor del pH neutro en este estudio puede ser
atribuido a su mayor solubilidad. Porque la proteina solubilizada requiere altas
cargas netas, las cuales influencian la adsorcion de las proteinas en la interfase
agua — aire (Cherry y Watters, 1981), la proteina altamente soluble mejora la
capacidad espumante. La estabilidad de la espuma del aislado de proteina de trigo
fue comparable a la de las otras proteinas. Aunque la solubilidad de la proteinas
se requiere frecuentemente para la formacion de espuma, esto no siempre puede
ayudar a estabilizar la espuma, como en el caso del caseinato de sodio. Por
ejemplo, la solubilidad y capacidad espumante del caseinato de sodio fue mas alta
que las del aislado de proteina de trigo, pero la estabilidad de la espuma fue
ligeramente menor que la del aislado de proteina de trigo solubilizada. La
capacidad espumante de las proteinas del trigo incrementa con la hidrdlisis

limitada pero la estabilidad de la espuma decrece.
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Cuando fueron obtenidos péptidos pequenos con Alcalasa y separados por
ultrafiltracidn, la capacidad y estabilidad de las espumas de los permeados fueron
comparables con aquellas de huevo blanco. Esos resultados indican que los
péptidos mas grandes y proteinas sin hidrolizar ejercen un efecto inhibitorio sobre
la propiedad espumante que los péptidos pequenos, por interaccion hidrofobica o

por impedimento estérico en la interfase (Ahmedna et al., 1999).

Phillips (1992) reporté que la espuma formada por B- lactoglobulina a pH 5
presenta la mas alta estabilidad pero no el mas alto sobrevolumen. A pH 5 (cerca
del punto isoeléctrico) fue observada una agregacion, la cual reduce notablemente
la cantidad de proteina disponible para la formacién de la pelicula. Sin embargo,
las peliculas formadas son probablemente delgadas y mas estables, lo cual facilita
la formacion de la estructura de la red en la pelicula de proteina que resulta en un
incremento de las propiedades reoldgicas de la pelicula, por o que se incrementa
la estabilidad de la espuma (Phillips et al., 1989, 1990).

2.3.4 CALIDAD NUTRICIONAL

La calidad nutricional de la proteina esta caracterizada por tres factores: el
contenido de aminoacidos esenciales, digestibilidad de la proteina y el contenido
de aminoacidos biodisponibles. El valor biolégico de las proteinas en los
hidrolizados de proteina de pescado es generalmente tan bueno como el de la
especie de pescado de la que son obtenidos. Sin embargo se ha reportado que el
hidrolizado obtenido por tratamiento con Alcalasa y Pancreatina ha mostrado una
reduccién en el contenido de valina, con una correspondiente reduccién sobre la

utilizacién neta de proteina (NET) y valor biolégico (Lalasidis y Sjoberg, 1978).
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La composicion de aminoacidos del material inicial es esencial como evidencia de
la destruccion durante la hidrdlisis. Dependiendo del tipo de hidrdlisis usada se
puede presentar la pérdida de sulfuro de los aminoacidos como cisteina, metionina

y también de triptofano lo cual puede reducir la calidad nutricional (Mackie, 1983).

La composicion de aminoacidos proporciona un importante parametro cuantitativo
en la caracterizacién de muestras de aislados de proteina o péptidos. EI método
de hidrolisis mas utilizado en la determinacion de aminoacidos emplea HCI 6 N e

incubacion a 110°C durante 20 6 24 horas bajo condiciones de vacio.

La pérdida de peso en ratas alimentadas con formulas elaboradas con
hidrolizados de proteina de pescado como unica fuente de proteina fue reportada
por Rebeca et al. (1991). Ellos reportan ademas que el valor nutricional fue 10 6
15% mas bajo que el de las ratas alimentadas con caseina. Sin embargo, a pesar
de esto, los autores manifiestan que estos resultados sugieren que los
hidrolizados de proteina de pescado por su valor nutricional, pueden ser usados

como substitutos de leche para becerros.

Benjakul y Morrisey (1997) reportaron los resultados de la hidrdlisis de
subproductos solidos de Blanco del Pacifico llevada acabo con Alcalasa™ vy
Neutrasa™, ellos encontraron que las condiciones 6ptimas para la hidrdlisis
fueron: 60°C a pH de 9.5 y 55°C a pH de 7, respectivamente. Ademas notaron que
el hidrolizado de solidos de Blanco del Pacifico tiene un alto contenido de

aminoacidos y este es similar al del musculo de Blanco del Pacifico. Tabla 2.2.
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Tabla 2.2 Contenido de aminoacidos del hidrolizado de los desechos sdlidos
de Blanco del Pacifico (DSBP)

AMINOACIDO PORCENTAJE DE PROTEINA TOTAL
Hidrolizado seco DSBP Musculo de BP
Alanina 6.53 6.45 5.51
Arginina 7.29 7.71 7.28
Ac. Aspartico 10.10 9.72 10.50
Cisteina 0.92 0.82 1.13
Ac. Glutamico 13.80 18.50 15.00
Glicina 7.88 8.09 3.87
Histidina 2.10 2.19 2.35
Isoleucina 4.30 4.28 4.97
Leucina 7.16 7.08 8.05
Lisina 8.33 8.19 10.20
Metionina 3.02 2.96 3.20
Fenilalanina 3.80 3.87 4.06
Prolina 6.00 6.25 4.04
Serina 5.33 5.35 4.80
Treionina 512 4.86 4.86
Triptofano 0.14 0.65 0.95
Tirosina 3.50 3.38 4.18
Valina 4.72 4.61 4.94

Benjakul y Morrissey, (1997)
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2.3.5 CALIDAD SENSORIAL

Los atributos responsables de la calidad sensorial de las proteinas que pueden ser
utilizadas como aditivos en alimentos son: color, olor y sabor. En el caso de los
hidrolizados de proteina de pescado el color depende de los pigmentos de la pulpa
presentes en especies particulares usadas como materia prima. Algunos
productos, tales como los hidrolizados secos son polvos con un ligero color café.
El hidrolizado liquido producido por una compania japonesa fue rosa cuando fue
obtenido de salmon rojo, mientras que el producto fue blanco cuando la materia
prima fue Pollack y beige si este era obtenido del Cangrejo nieve (Sikorski y Nack,
1981).

El olor especifico de los productos del pescado es debido principalmente a la
oxidacion de los lipidos. La composicidon y concentracion de esos lipidos depende
de la especie de la cual proviene la materia prima (si tiene alto o bajo contenido de
grasa), la polaridad del solvente o solventes usados durante la extraccion y las
condiciones de extraccion. Si los lipidos residuales estan presentes en
concentraciones de alrededor de 0.1% la vida del producto puede ser totalmente
aceptable, sin embargo so6lo con concentraciones de lipidos de 0.05% o menos se
pueden obtener productos con estabilidad aceptable. Otro factor importante en
términos de olor son los compuestos que contienen aminas y sulfuros. Estos
compuestos son volatiles y pueden ser removidos por operaciones de
deodorizacion. La calidad del sabor de los hidrolizados depende de varios
parametros, entre éstos las caracteristicas de la materia prima juega un papel
critico en la determinaciéon de la calidad del sabor. Las especies grasas de
pescado no son deseables por su alta susceptibilidad a la oxidacién de lipidos y el

alto costo para remover el exceso de grasa (Richie y Mackie, 1982).
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Los hidrolizados de proteina de pescado adquieren un sabor amargo y a umami
(sabor a glutamato monosddico, que es un potenciador de sabor), ambos producto
de las reacciones de hidrdélisis; mientras el primer sabor es indeseable, el
segundo puede ser un atributo deseable (tiene una actividad potenciadora de
sabor), particularmente si el producto es usado como un extensor de carne o

adicionado a sopas.

Cuando los hidrolizados tienen sabores amargos éstos estan relacionados con el
rompimiento de las proteinas durante la hidrélisis. Debido a que la secuencia
primaria de aminoacidos en la proteina nativa dicta fuertemente el grado de
amargor en el producto. La intensidad del sabor amargo depende del grado de
hidrdlisis y la especificidad de la proteasa, por ejemplo el tamano de los péptidos y
el tipo de enlace peptidico que fue dividido. El sabor amargo de los péptidos esta
relacionado con la hidrofobicidad de los péptidos liberados durante la hidrélisis. La
protedlisis por endopeptidasas provoca el desarrollo de sabor amargo, mientras
que una extensiva hidrdlisis usando exopeptidasas libera una considerable
cantidad de aminoacidos con amargor casi imperceptible (Lalasidis y Sjoberg,
1978; Barzana y Garcia-Garibay, 1994).

Kato et al (1989) reportaron que los umbrales de amargor para arginina, leucina
fenilalanina y valina fueron 50, 190, 90 y 40 mg/100mL, respectivamente. Mas
tarde Fuke en 1994 confirmd que aminoacidos hidrofébicos tales como arginina,

leucina, fenilalanina y valina contribuyen principalmente al amargor.

Yu y Fazidah (1994) encontraron una conexién entre el grado de hidrdlisis y la
intensidad de amargor cuando hidrolizaron Aristichthys nobilis con una proteasa
comercial. El amargor se incrementé con el grado de hidrdlisis no se observo
amargor después de 4 horas de hidrdlisis, pero después de 5 horas de hidrélisis

las muestras fueron descritas como “muy amargas”.
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La proteina de Arenque hidrolizado con papaina tuvo valores mas altos de
amargor que cuando se hidrolizé con Alcalasa. Las muestras hidrolizadas con
Alcalasa™ a mayores grados de hidrdlisis (GH) fueron menos amargas que las

muestras hidrolizadas con papaina a los mismos GH (Hoyle y Merrit, 1994).

Deeslie y Cheryan (1988) realizaron la evaluacion del sabor amargo de un
hidrolizado de proteina de soya (HPS), se evalué también un hidrolizado
comercial. Las fracciones obtenidas del aislado de soya hidrolizado con Pronasa y
otro hidrolizado con Alcalasa fueron separados por ultrafiltracion. Las muestras
fueron preparadas al 1% (p/v), se emple6é dihidrocloruro de quinina como
compuesto referencia de amargor a concentraciones 0.0001 — 0.0008% (p/v)
(Ricks et al., 1978). Los resultados del analisis de la evaluacion sensorial indicaron
que las fracciones obtenidas con Pronasa™ vy el aislado de soya fueron
significativamente menos amargos que las fracciones obtenidas con Alcalasa™ y
el producto comercial. Esto se pudo deber a que Alcalasa™ no posee actividad
exopeptidasa, ya que las exopeptidasas son enzimas que tienen la particularidad
de generar péptidos poco amargos (Novo,1977; Barzana y Garcia-Garibay, 1994).
Estos resultados son particularmente interesantes debido a que el amargor esta
mas frecuentemente asociado con los péptidos de bajo peso molecular. El peso
promedio del peso molecular de los hidrolizados separados por ultrafiltracién fue

de aproximadamente 2000 Da.

Arai et al (1970) reportaron que un tamafio molecular de 2400 Da o menos es
suficiente para promover el amargor, pero Fujimaki et al (1968) encontraron que
los péptidos de los hidrolizados de proteina de soya con mayor amargor fueron los
que tenian un peso molecular de 1500 Da o menos. Los resultados de Deeslie y
Cheryan (1991) concuerdan con lo reportado por Adler—Nissen (1986), que el
amargor se incrementa con la protedlisis limitada, pero decrece sobre una

hidrdlisis extensiva.
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Maeshashi et al., (1999) reportaron la evaluacion de las propiedades del sabor de
proteinas de soya, caseina, bonito y pollo hidrolizadas con 4 proteasas: Pepsina,
Tripsina, a—Quimotripsina y Bromelina. Para caracterizar el sabor emplearon
soluciones de glutamato monosdédico (0.05%) para sabor umami, NaCl (0.5%)
para salinidad, acido tartarico (0.05%) para sabor agrio, sacarosa (0.2%) para
dulzor y cafeina (0.1%) para amargor (como estandares de sabor promedio (+ +)).
El sabor de los hidrolizado de proteina de soya y de caseina fue sélo amargor,
mientras que en las proteinas de pollo y bonito fue principalmente amargor, se
detectd en algunos hidrolizados sabor umami o agrio. Los autores indicaron que el
amargor podria presumiblemente enmascarar los otros sabores (umami o agrio)
en los hidrolizados, asi que el sabor del hidrolizado podria ser reconocido como

amargo, siempre que la variedad de sabores pueda existir.

Otro estudio para evaluar el sabor amargo en hidrolizados de pescado fue
realizado por Imm y Lee (1999), ellos realizaron la hidrdlisis de merluza roja
(Urophycis chuss) empleando Flavourzyme™ y Savorasa™ y evaluaron el sabor
amargo. Las soluciones de los hidrolizados fueron preparadas al 3% (p/v) en agua
(20°C) y el sabor se evalu6 empleando una escala hedoénica de 9 puntos. El
hidrolizado de Savorasa™ mostré un valor de amargor relativamente mas alto que
el hidrolizado de Flavourzyme y ademas tuvo un GH también mas alto (40.7 y
35.8% para Savorasa™ y Flavourzyme™, respectivamente). Barzana y Garcia-
Garibay (1994) sugirieron que la intensidad de amargor depende del grado de
hidrolisis y especificidad de la enzima porque los aminoacidos hidrofobicos
responsables del amargor pueden ser liberados por endopeptidasas. De cualquier
modo con un incremento en el grado de hidrélisis, mas aminoacidos hidrofobicos
podrian ser generados del interior de las cadenas peptidicas, resultando en un
incremento de amargor como en el caso de Savorasa™. Los hidrolizados tuvieron
una intensidad de sabor umami mucho mas alto que el de las muestras sin

hidrolizar, pero no hubo diferencia significativa en amargor entre ellos.
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Aunque que los hidrolizados de proteina de pescado (HPP) son altamente
nutritivos y seguro que sus propiedades funcionales son buenas, las propiedades
sensoriales son extremadamente importantes para la adaptacion y aceptacion final
por la industria de alimentos y los consumidores. Por tanto es importante
considerar la especie de pescado con la que se desea obtener estos hidrolizados
y tener un control del proceso de hidrdlisis que garantice la obtencion de

hidrolizados aceptables sensorialmente.

De acuerdo a todo lo anterior la obtencion de hidrolizados de proteina de pescado
con buenas propiedades funcionales, y calidad nutricional y sensorial aceptables
dependen de factores que incluyen: la especie de pescado a trabajar, el tipo de
enzima a emplear asi como las condiciones a las cuales se lleva acabo el proceso
para garantizar un grado de hidrdlisis que permita obtener fracciones con el
tamafo molecular adecuado, el cual puede ser seleccionado mediante la
utilizacion de ultrafiltracion. Todos estos factores pueden ser controlados para
obtener productos con aplicaciones potenciales y dirigidas a usos especificos en la

industria alimentaria.
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3 OBJETIVOS

GENERAL:

Evaluar la funcionalidad de péptidos obtenidos por hidrélisis enzimatica de

subproductos de carpa dorada (Carassius auratus).

PARTICULARES:

Establecer las condiciones de hidrdlisis para la obtencion de péptidos por la
hidrélisis enzimatica de los subproductos de carpa dorada con Flavourzyme™.

Evaluar el efecto del tamafio molecular de los péptidos del hidrolizado de
subproductos de carpa dorada sobre las propiedades funcionales de solubilidad,
capacidad emulsificante y capacidad espumante de los péptidos obtenidos.

Evaluar el efecto del pH sobre la solubilidad, capacidad emulsificante y capacidad

espumante.

Evaluar la calidad sensorial y nutricional de los péptidos del hidrolizado de

subproductos de carpa dorada.

Comparar las caracteristicas funcionales, sensoriales y nutricionales del
hidrolizado de subproductos de carpa dorada y sus fracciones con un hidrolizado

comercial de soya.
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4  MATERIALES Y METODOS.

4.1 MATERIALES

4.1.1 MATERIA PRIMA

Se emplearon subproductos de carpa dorada (Carassius auratus), provenientes
del fileteado de pescado que no cumple con el tamafo especifico del filete por lo
que solo esta constituido por musculo y piel. Dicho material fue donado por el
Centro Regional de Investigacion Pesquera, Tamaulipas. Se empledé un

hidrolizado comercial de soya como referencia.

4.1.2 ENZIMA

Se empled la enzima Flavourzyme ™ 1000 L, proporcionada por Novo Nordisk.
Flavourzyme™ es un complejo fungico proteasal/peptidasa producido por
Aspergillus oryzae (la cual no ha sido modificada genéticamente) mediante
fermentacion sumergida, este complejo enzimatico contiene ambas actividades
endo y exopeptidasa. El rango de pH 6ptimo para el complejo enzimatico es de 5 a
7. La actividad endopeptidasa se ve favorecida a pH 7, mientras que la actividad

exopeptidasa se presenta en mayor proporcion a pH 5.

La actividad de la enzima se expresé en Unidades Amino Leucina Peptidasa por
gramo (LAPU g'1), un LAPU es la cantidad de enzima que hidroliza 1ymol de L-
leucina —p nitroanilida por minuto a 50°C, pH 7 (Novo Nordisk, 2000).

4.1.3 REACTIVOS

Se emplearon reactivos grado analitico de Bio-Rad, Beckman, Sigma y Baker.
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4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 DETERMINACION DE PROTEINA

El contenido de proteina se determiné empleando el método modificado de Lowry
(Peterson, 1977) para lo cual se construyé una curva patron empleando como

proteina de referencia sero albumina bovina (BSA) (Anexo A).

SOLUCIONES:
Carbonato de sodio 10%
Tartrato de sodio 0.1%
Potasio y sulfato de cobre (CTC) 0.2%
Hidréxido de sodio (NaOH) 0.8N
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%

Solucion A: mezclar volumenes iguales de CTC, NaOH y SDS.
Solucién B: reactivo de Folin- Ciocalteu — Fenol, 1:6 ( 1 volumen de reactivo + 5

volumenes de agua desionizada).

Se tomo6 1mL de muestra y se adiciond 1 mL de solucion A con agitacion continua.
Se dejo 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se adicioné 0.5 mL
de solucién B, con agitacion continua. Se dejé 30 minutos a temperatura ambiente
(para desarrollo de color) y se leyé absorbancia a 750 nm en un
espectrofotometro Shimadzu (el color es estable en un intervalo de 30 a 120

minutos).
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4.2.2 DETERMINACION DE HUMEDAD

Se determind empleando el método de peso seco.

Se pesaron 10 g de carpa dorada y se colocaron en una charola de aluminio
puesta a peso constante previamente. Se coloco la charola en una estufa a 60°C,
durante 24 horas. Después se llevd la charola a temperatura ambiente en un
desecador y finalmente se tomo6 el peso de la muestra seca y se obtuvo el

porcentaje de humedad con la siguiente férmula:

(Peso inicial de la muestra — Peso final de la muestra)
%H = X100

Peso inicial de la muestra

4.2.3 DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

El grado de hidrdlisis se realizd empleando la técnica del acido
trinitrobencensulfénico (TNBS) reportado por Benjakul y Morrisey (1997), la cual
determina los grupos o-amino liberados durante la hidrélisis. Para esta

determinacién se empled una curva estandar de L — leucina (Anexo B).

Se tomaron alicuotas de 64 uL de cada dilucion por duplicado y se colocaron en
frascos ambar de 4mL. Se adicioné 1mL de buffer de fosfatos 0.2 M a pH 8.2y 0.5
mL de TNBS al 0.05%, con agitacion. Posteriormente se colocaron en un bafio
maria a 50°C, durante 30 minutos; la reaccién se detuvo adicionando 1mL de
sulfito de sodio 0.1M. Se mantuvieron las muestras a temperatura ambiente

durante 15 minutos y se leyd absorbancia a 420 nm.
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4.2.4 ELECTROFORESIS

Se realizé de acuerdo con la técnica de Laemmli, (1970) con un gel de separacién
al 12% de la mezcla acrilamida bis-acrilamida y un gel de concentracion al 4%,
empleando un equipo miniprotean BioRad™ (Los reactivos empleados se

muestran en el Anexo C).

4.2.5 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

Se realizé una cromatografia de filtracion en gel, en un sistema de cromatografia
de baja presion (FPLC) Biologic LP, Bio—Rad™. Se empled un soporte de
Sephadex G - 50 y una fase moévil de buffer de fosfatos 0.2 M, pH 6.8 con NaCl
0.15M y azida de sodio 0.01M, para evitar que el soporte se contaminara con las
muestras. El flujo de la fase movil fue de 0.5 mL /min., y se colectaron fracciones
de 5 mL para posteriores analisis. Los estandares empleados fueron ovoalbumina,
lisosima y vitamina Biz, con pesos moleculares de 44, 144 y 1.5 KDa
respectivamente. El volumen de inyeccion fue regulado por medio de un “loop” de
1.5 mL.

4.2.6 ULTRAFILTRACION

La separacion de las fracciones del hidrolizado se realizé por ultrafiltracion en un
ultrafiltro Minitan, Millipore ®, empleando 2 membranas de polisulfona de 6 x 10
cm con tamafio de exclusion de 30 KDa y una area de filtracion de 120 cm? . Las
condiciones de operacion del ultrafiltro fueron: presién de entrada de 16 a 18 Psig

y flujo de permeado de 2.1 mL min™".
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Para establecer el tiempo de permanencia del hidrolizado en el ultrafiltro se evalué
la eficiencia en la separacion de las fracciones mediante cromatografia de
filtracion en gel del retenido a diferentes tiempos hasta obtener una eficiencia de

por lo menos 70%.

4.2.7 LIOFILIZACION

Las muestras fueron liofilizadas en una liofilizadora Labconco Lyph 6®. Se
colocaron 250 mL de muestra en un matraz de bola de 1L y se congelaron con
una mezcla de hielo seco y acetona. Este tipo de congelacion permite la formacién
de capas delgadas homogéneas dentro del matraz, lo cual hace mas eficiente el

proceso de liofilizacion.

4.2.8 CARACTERIZACION FUNCIONAL

4.2.8.1 SOLUBILIDAD

La evaluacion de la solubilidad de los péptidos obtenidos se realizé empleando la
técnica reportada por Parrado et al (1991). Se pesé la cantidad de muestra
necesaria para preparar 100 mL de solucion de proteina al 1% (p/v), se
adicionaron 75 mL de buffer de fosfatos (0.1M) al pH a trabajar (4 a 7) y se ajusto
el pH, posteriormente se afor6 a 100 mL. Se agitdé durante 15 minutos en un
agitador orbital y se dej6é reposar por 5 minutos. Posteriormente se centrifugé a
5,400 x g durante 15 minutos, se determiné el contenido de proteina por el método

de Lowry modificado descrito en el inciso 4.2.1.
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La solubilidad se report6 como el porcentaje de proteina presente en el
sobrenadante tomando como referencia la cantidad de proteina inicial en la

suspension.

4.2.8.2 CAPACIDAD EMULSIFICANTE Y ESTABILIDAD DE EMULSION

Se evalud la capacidad emulsificante del hidrolizado y de las fracciones mayor y
menor de 30 KDa determinando el indice de actividad emulsificante (IAE) por el
método de Pearce y Kinsella (1978). Se pesoé la cantidad de muestra necesaria
para tener 100 mL de suspension de proteina al 1% en un matraz erlenmeyer de
250 mL. Se agregaron 75 mL de buffer de fosfatos al pH a trabajar (4 a 7) y se
homogeneiz6 durante 1 minuto con un homogenizador Ultra turrax marca Janke &
Kunkel . Posteriormente se ajusto el pH y se aforé a 100 mL con el mismo buffer.
Se homogeneizé por dos minutos a 20, 000 rpm y se tomaron 200 uL de la
emulsion formada y se colocaron en un vaso de precipitados que contenia SDS al
1% con NaCl (a la cual previamente se le eliminaron 200 pL de solucién), se leyo

la absorbancia a 500 nm empleando como blanco la solucion de SDS — NaCl.

El resto de la emulsion se vacido en tubos de centrifuga para determinar la
estabilidad de emulsién segun la técnica reportada por Dagorn-Scaviner et al.,
(1987). Las muestras fueron centrifugadas a 1,350 x g durante 10 minutos y se
midié el volumen total en los tubos y el volumen de aceite coalescido. Se reportd
la estabilidad de emulsion como el porcentaje de aceite coalescido por la accién

fisica de la centrifugacion.
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El IAE se calculé de acuerdo con la siguiente formula:
IAE =2TD / QC

Donde: T = turbidez = densidad optica (DO) / Longitud de la celda (cm)
Q = fraccion volumetrica de la fase dispersa (aceite) = 0.25
C = concentracion de la solucion protéica (g /m?) = 1
D = dilucién = 250

4.2.8.3 CAPACIDAD ESPUMANTE Y ESTABILIDAD DE ESPUMA

La capacidad espumante se determind de acuerdo con la técnica reportada por
Deeslie y Cheryan, (1988). Se prepararon 10 mL de suspensiones de proteina al
1% (p/v) de cada muestra, la suspensién se colocé en tubos cénicos graduados y
se homogeneizaron con un homogenizador Ultra turrax, Janke & Kunkel durante
10 minutos. Posteriormente, se midio el volumen de espuma formado y los tubos
se mantuvieron en un bafio a 25°C, durante 30 minutos para posteriormente medir

la estabilidad de la espuma formada.

Se reporté la capacidad espumante como el volumen de espuma formado
expresado en mL por cada 100mL de suspensién de proteina y la estabilidad de
espuma se reportdé como el porcentaje de espuma mantenido después de 30

minutos a 25°C.
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4.2.9 COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Para evaluar la calidad nutricional se consider6 el contenido de aminoacidos
como indice de calidad nutricional. Se realizé la determinacion del contenido de
aminoacidos a los subproductos de carpa dorada, al hidrolizado sin fraccionar, a
las fracciones mayor y menor de 30 KDa y el hidrolizado comercial de soya se
empled como referencia. Los analisis se hicieron a partir de las muestras

liofilizadas.

El contenido de aminoacidos totales se determin6 colocando 25 mg de proteina de
cada muestra en una ampolleta de vidrio y se adicionaron 2.5 mL de una solucién
de HCI 6N, adicionada con fenol al 0.1% y mercaptoetanol al 0.05%. Para
determinar triptofano se colocaron 20 mg de proteina en una ampolleta en la que

se adicion6 1 mL de acido metanosulfonico 4M (Rayner, 1985).

Para la determinacion cisteina y cistina se prepard una solucién de acido
perférmico con 0.5 mL de peroxido de hidrogeno al 30% y 4.5 mL de acido
férmico al 88%. La mezcla se dejo en reposo durante 1 hora. Se colocaron 20 mg
de proteina y se adicionaron 100 pL de la solucion de acido perférmico
previamente preparada, se mantuvieron las ampolletas a 0°C durante 4 horas y
posteriormente se adicionaron 2 mL de agua destilada y 2.5 mL de HCI 6N. Las
ampolletas se sellaron al vacio y se mantuvieron a 110°C durante 24 horas. La
determinacién del perfil de aminoacidos se llevd a cabo en un analizador de

aminoacidos marca Beckman modelo 6600 (Hirs, 1954).
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4.3 METODOS EXPERIMENTALES

4.3.1. ACONDICIONAMIENTO

Los subproductos de carpa dorada (SCD) congelados fueron triturados en un
molino y empacados al vacio en bolsas que contenian entre 250 y 300 g, para

posteriormente ser almacenado a — 4°C hasta el momento de su uso.

4.3.2 ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA

A cada bolsa de subproducto previamente acondicionado se le determind proteina
y humedad. Para determinar el contenido de proteina se pesaron 10 g de SCD y
se homogeneizaron con 50 mL de buffer de fosfatos (0.2M, pH 7), se aforé a 100
mL con el mismo buffer, posteriormente se realizé una dilucion 20:1000 y se tomd
1mL de esta dilucion y se realizd6 la determinacion de acuerdo al método
modificado de Lowry — Peterson (1977) descrito en el apartado 4.2.1.

El contenido de humedad se determin6é de acuerdo con el método descrito en el
apartado 4.2.2.

4.3.3 CONDICIONES DE HIDROLISIS

4.3.3.1 CINETICA DE FLAVOURZYME™ SOBRE LOS SUBPRODUCTOS DE CARPA
DORADA

Para establecer la cinética de hidrolisis con Flavourzyme™ sobre los subproductos
de carpa dorada se llevd a cabo una hidrdlisis en un reactor a temperatura
constante (50°C), en el cual se colocaron 100 g de muestra previamente
homogeneizados con buffer de fosfatos (0.2M, pH 7) en wuna relacién
sustrato/buffer (S/B) de 40%,. La hidrdlisis se realiz6 de acuerdo a las condiciones
reportadas por Sumaya (2000) para la hidrdlisis con Flavourzyme™ de
subproductos de carpa dorada, las cuales son: T = 50°C, pH = 7 y concentracion

de enzima de 50 LAPU g™ proteina.
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Se realizaron dos cinéticas, en la primera se llevé a cabo una filtracién de la
suspension de pescado en un tamiz No. 100 previo al proceso de hidrdlisis y en la
segunda cinética se omitio la etapa de filtracion. Para determinar la actividad
endégena de las enzimas presentes en el pescado se realizdé una cinética con la
suspension de SCD sin filtrar a las mismas condiciones que las cinéticas

anteriores.

Durante las cinéticas se tomaron alicuotas de 250 yL y 1 mL alos O, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 60, 90 y 120 minutos de hidrdlisis para determinar el grado de hidrdlisis y el
perfil de pesos moleculares respectivamente. Las muestras se colocaron en viales
con 1 mL de SDS (1%) a 80°C y se incubaron durante 15 minutos a ebullicion para

inactivar la enzima.

4.3.4 PRODUCCION DEL HIDROLIZADO

4.3.4.1 HIDROLISIS

La produccién del hidrolizado se llevé a cabo en un reactor de 4 L, con agitacién y
control de temperatura. Se coloc6 una suspension de pescado con una relacion
S/B del 40% y una concentracion de enzima de 50 LAPU g™'. La hidrdlisis se llevo
a cabo a 50°C, a pH 7 y durante 15 minutos, la hidrdlisis se detuvo por inactivacion
de la enzima por calor en un bafio a ebullicion durante 15 minutos. Se tomaron
alicuotas de 250 pyL y de 2 mL del hidrolizado para determinar el grado de

hidrolisis y el perfil de pesos moleculares (las alicuotas se tomaron por duplicado).

El hidrolizado se centrifugé durante 10 minutos a 16,800 x g a 4°C en una
centrifuga Beckman J2-M1. Una tercera parte del sobrenadante fue liofilizada, el
resto del sobrenadante fue separada en fracciones peptidicas mayores y menores
de 30 KDa mediante ultrafiltracion. Una vez obtenidas las fracciones, éstas y la
muestra de hidrolizado sin fraccionar fueron liofilizadas para su posterior

caracterizacién funcional, nutricional y sensorial.
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4.3.5 CARACTERIZACION SENSORIAL

Para caracterizar sensorialmente las muestras del hidrolizado sin fraccionar, las
fracciones mayor y menor de 30 KDa y el hidrolizado comercial de soya se realizd
una evaluacion del sabor amargo empleando cafeina como referencia (Platting
1984; Maeshashi et al., 1999).

4.3.5.1 SELECCION DEL PANEL

El panel estuvo integrado por 10 personas seleccionadas a partir de un grupo de
50 personas. El criterio de seleccion del panel se basé en la capacidad para
ordenar muestras de cafeina a diferentes concentraciones y la sensibilidad para
detectar la presencia de cafeina en una bebida comercial (en este caso se empled

Gatorade sabor naranja).

4.3.5.2 EVALUACION DEL SABOR AMARGO

Para la evaluacion del sabor amargo en los hidrolizados se realizé una prueba de
rango. A los panelistas se les presentaron muestras de cafeina a diferentes
concentraciones (0.05, 0.14, 0.18, 0.23 y 0.3 gL™" )(Platting, 1984), muestras del
hidrolizado sin fraccionar, la fraccion mayor de 30 KDa, la fraccion menor de 30
KDa y el hidrolizado comercial de soya y agua como control. Las muestras de los
hidrolizados se prepararon al 1% (p/v) de acuerdo a lo reportado por Maeshashi
et al., (1999). Los panelistas tenian que probar primero las 5 muestras de cafeina
y después probar las muestras de los hidrolizados e indicar a que concentracion
de cafeina correspondia la intensidad del sabor amargo de los hidrolizados
probados. El cuestionario empleado en la evaluacién sensorial se muestra en el

Anexo D.
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4.3.5.3 ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados fueron analizados mediante una prueba paramétrica de analisis de
varianza y la prueba no paramétrica de Friedman empleando el paquete

estadistico Number Cronch Statistic System (NCSS).
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 CONTENIDO DE PROTEINA Y HUMEDAD DE LA MATERIA

PRIMA

El material que se empled para realizar la produccién del hidrolizado es un

subproducto del fileteado de pescado por lo que esta constituido principalmente

por musculo y piel.

El contenido de proteina de SCD se encuentra por arriba del valor reportado para

los subproductos de Blanco del Pacifico y para la proteina de Arenque, esto puede

deberse a que los SCD estan constituidos principalmente por musculo, mientras

que los SBP estan constituidos por cabeza, piel, espinas, visceras y tejido

muscular (tabla 5.1).

Tabla 5.1 Contenido de Proteinay humedad de SCD

PROTEINA (%)

HUMEDAD (%)

B.S
Subproductos de Carpa dorada 83.98+ 0.33 81
(SCD)
Subproductos de Blanco del 69.36 + 3.28 N.R
Pacifico (SBP)’
Proteina de Arenque?® 62.0+0.3 N.R

'Benjakul y Morrissey, 1997. “ Liceaga-Gesualdo y Li- Chan, 1999
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5.2 CONDICIONES DE HIDROLISIS

La hidrolisis de proteinas con una enzima proteolitica adecuada ofrece la
posibilidad de controlar el grado de rompimiento de la proteina. Usando las
proporciones de enzima/sustrato y tiempo de reaccidn adecuados es posible la
produccion de hidrolizados con diferente tamafio molecular y diferentes
propiedades funcionales que podrian encontrar aplicacion en varias formulaciones

alimenticias (Onodenalore y Shahidi, 1996).

Dentro de los parametros mas importantes que determinan las caracteristicas de
los hidrolizados de proteina se encuentran el grado de hidrdlisis (GH), que indica
el grado de rompimiento de la proteina y el perfil de pesos moleculares (PPM), el
cual permite conocer el rango de peso molecular en el que se encuentran los
péptidos presentes en el hidrolizado. EI GH por si solo no es de mucha utilidad
cuando se busca obtener péptidos de un tamafno molecular especifico, lo cual
dependera del tipo de sustrato y de enzima empleados, esto es corroborado con
lo reportado por Clemente et al. (1999) quienes encontraron que al realizar una
hidrdlisis con Flavourzyme™ y Alcalasa™ sobre proteina de garbanzo se obtienen
grados de hidrdlisis similares (27%); sin embargo, los patrones electroforéticos
fueron muy diferentes en ambos casos. A diferencia con lo obtenido con
Flavourzyme™ los hidrolizados de Alcalasa™ y Alcalasa™ — Flavourzyme™ no
mostraron bandas electroforéticas visibles, lo cual se puede deber a una alta
proporcion de péptidos pequenos y aminoacidos libres. De acuerdo con esto, los
criterios empleados en este trabajo para establecer las condiciones de hidrélisis

fueron el grado de hidrdlisis (GH) y el perfil de pesos moleculares (PPM).
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Para establecer el tiempo de hidrélisis para obtener el hidrolizado de subproductos
de carpa se realizaron dos cinéticas para medir la accion de Flavourzyme™ sobre
los subproductos de carpa dorada (Carassius auratus) a las condiciones de
hidrolisis optimas reportadas por Sumaya (2000). Dichas condiciones fueron: S/B
= 40%, T=50C, pH7 y [E] = 50 LAPU g proteina. Las cinéticas se realizaron
en un reactor con agitacion y temperatura controlada. Para lo cual se
homogeneizé una muestra de carpa dorada con buffer de fosfatos 0.2 M a pH 7, la
primer cinética se realizé filtrando la suspensién de pescado previamente a la

hidrdlisis; la segunda se realiz6 sin filtrar la suspension.

5.2.1 PERFIL DE PESOS MOLECULARES (PPM)

El perfil de pesos moleculares de las dos suspensiones de carpa empleadas en
las cinéticas (filtrada y sin filtrar) fue determinado por cromatografia de filtracion en
gel empleando una columna de Sephadex G-50. En la figura 5.1 se puede
observar que la distribucion de pesos moleculares de ambas suspensiones
presentan un rango de pesos moleculares similar que va de 44 KDa a menores de
1.5 KDa. Sin embargo se observa una variacidén en la proporcién de los péptidos
obtenidos, ya que en la suspension sin filtrar se observa la presencia de péptidos
de alto (> 30 KDa), mediano (10 — 30 KDa) y bajo ( < 10 KDa) peso molecular
mientras que en la suspension filtrada el mayor porcentaje corresponde a péptidos
de bajo peso molecular (< 10 KDa), lo cual no es deseable debido a que estos
péptidos pequenos serian rapidamente hidrolizados a aminoacidos libres los
cuales son responsables de caracteristicas funcionales y sensoriales indeseables
(Hoyle y Merrit, 1994).
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Figura 5.1. Cromatogramas de las suspensiones de subproductos de carpa dorada
(filtrada vy sin filtrar) realizados por filtracion en gel empleando Sephadex G-50, con fase
movil de buffer de fosfatos 0.2 M (pH 6.8). Los marcadores empleados fueron: A)

ovoalbumina (44 KDa), B) lisosima (14.4 KDa) , C) vitamina B4,. (1.5 KDa)

5.2.2 GRADO DE HIDROLISIS

Se determin6 el GH sobre las muestras de las dos cinéticas realizadas con la
suspension de SCD filtrada y sin filtrar. En la figura 5.2 se observa que durante los
primeros 60 minutos las cinéticas de las dos suspensiones de pescado (filtrada y
sin filtrar) presentan un comportamiento muy similar en donde se aprecia que la
velocidad de hidrélisis en esa etapa es lineal con respecto al tiempo.
Posteriormente la velocidad de hidrdlisis en la suspension filtrada decrece a mayor

velocidad que la de la curva de la suspension sin filtrar.
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Esto probablemente se debe a que en la suspensién filtrada ya se ha liberado una
gran cantidad de péptidos lo que dificulta la accién de la enzima por inhibicién de
los productos de hidrolisis (Whitaker, 1972; Rebeca et al., 1991; Mullally et al.,
1995; Linder et al., 1996). Esto concuerda con lo reportado por Shahidi et al (1995)
quienes encontraron que una alta concentracion de péptidos solubles en la mezcla
de reaccion, liberados durante la fase inicial de hidrélisis reduce tanto la velocidad
de hidrdlisis como la recuperacion de proteinas solubles. Esto no ocurre con la
suspension no filtrada ya que al encontrarse presentes fracciones de mayor peso
molecular la cantidad de péptidos solubles liberados es menor, porque la proteina

no se encuentra tan expuesta como en la suspension filtrada.
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Figura 5.2. Cinética de Flavourzyme™ sobre subproductos de carpa dorada (Carassius
auratus) a S/B = 40%, T=50°C, pH =7, [E] = 50 LAPU g'1 proteina.
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Las curvas obtenidas son similares a las reportadas por Clemente et al (1999)
quienes encontraron que la accion de Flavourzyme sobre aislado de proteina de
garbanzo presenta una fase de aceleracion hasta los 120 minutos, después de
este tiempo la velocidad de hidrdlisis se vuelve constante. Ellos obtuvieron un
grado de hidrélisis de 25% en 120 minutos, mientras que para los subproductos de
carpa dorada se obtuvo un GH de 24 y 36% para la cinética de la suspensién
filtrada y sin filtrar respectivamente para los mismos tiempos de hidrélisis. Asi
mismo resultados similares fueron reportados por Benjakul y Morrisey (1997),
quienes encontraron que al mismo nivel de enzima, Alcalasa mostré una actividad
hidrolitica mas alta que Neutrasa, medido en términos de grado de hidrolisis
determinado por los grupos amino liberados. Ellos obtuvieron una rapida velocidad
de reaccion en los primeros 10 minutos. Posteriormente, la velocidad de reaccion
decrecid. Una curva similar fue reportada para la hidrélisis enzimatica de
subproductos de langostino (Baek y Cadwallader, 1995), capelin (Shahidi et al.,
1995), sardina (Quaglia y Orban, 1987) y hueso de ternera (Linder et al., 1996)
caracterizados por una fase inicial rapida, después la velocidad de hidrdlisis
decrece y llega a una etapa estacionaria donde aparentemente la hidrdlisis ya no

toma lugar.

De acuerdo al perfil de pesos moleculares y a los grados de hidrdlisis obtenidos
para ambas cinéticas en este trabajo se decidi6 llevar a cabo la hidrdlisis de los
subproductos de carpa dorada sin filtrar la suspension de proteina antes de
realizar la hidrdlisis, por lo que se realizd una tercer cinética para medir la

actividad de las enzimas enddgenas presentes en el sustrato.

La cinética de la actividad endégena se muestra en la figura 5.2, el grado de
hidrélisis por estas enzimas es de apenas el 0.44% a los 120 minutos de hidrdlisis,
lo cual es practicamente despreciable por lo que se puede considerar que la

hidrolisis se debe unicamente a la accidén de Flavourzyme™.
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5.2.3 PERFIL DE PESOS MOLECULARES POR ELECTROFORESIS SDS —
PAGE

De la cinética de reaccion de Flavourzyme™ sobre la suspension de subproductos
de carpa dorada sin filtrar se determiné el peso molecular por electroforesis SDS-
PAGE (Laemmli,1970); y de esta manera establecer el tiempo de hidrdlisis que
presentase una distribucion de pesos moleculares que nos permitiera obtener
péptidos de alto y bajo peso molecular. En la figura 5.3 se muestra el perfil
electroforético de los hidrolizados de subproductos de carpa dorada a diferentes
tiempos de hidrdlisis (0 - 30 minutos). A partir de los 10 minutos se observa la
desaparicion de las dos primeras bandas de mayor peso molecular (205 y 79 KDa)
que se observan al tiempo cero. A los 15 minutos se observa la presencia de
bandas en un rango de pesos moleculares de aproximadamente 40 KDa y
menores de 6.6 KDa que corresponden a péptidos de alto y bajo peso molecular.
Posteriormente, a los 20 minutos se reduce considerablemente la proporcién de
péptidos de alto peso molecular (40 KDa aproximadamente) mientras que se

incrementa la fraccion de péptidos de bajo peso molecular (menores a 6.6 KDa).

A un menor tiempo de hidrélisis (10 minutos) se obtienen péptidos de alto y bajo
peso molecular; sin embargo, el porcentaje de nitrégeno recuperado (%NR, que
refleja el rendimiento de nitrdgeno que puede ser recuperado mediante el proceso
de hidrdlisis) bajo de acuerdo con lo reportado por Benjakul y Morrissey (1997)
sobre Blanco del Pacifico y posteriormente, por Sumaya (2000) sobre
subproductos de carpa dorada. Asimismo ellos encontraron que el %GH esta
altamente correlacionado con el %NR, de esta manera a menor grado de hidrélisis
el nitrdgeno recuperado es menor. Por otro lado, a un mayor tiempo de hidrélisis
(20 minutos) la cantidad de nitrégeno recuperado es mayor y el perfil de pesos
moleculares muestra que a mayor tiempo de hidrélisis la fraccion mayor de 30

KDa se reduce casi en su totalidad.
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Figura 5. 3. Electroforesis SDS — PAGE del hidrolizado de subproductos de carpa dorada
a diferentes tiempos de hidrdlisis (0 —30 minutos). S/B =40%,T= 50 °C, pH= 7, [E]= 50
LAPU g proteina.

Ademas, un grado de hidrolisis excesivo puede generar un alto contenido de
aminoacidos libres, lo que puede traer como consecuencia propiedades
funcionales pobres y caracteristicas sensoriales indeseables (Hoyle y Merrit,
1994). En este trabajo se busca obtener fracciones peptidicas en rangos de alto y
bajo peso molecular para evaluar el efecto del tamafio molecular sobre las
propiedades funcionales, tratando al mismo tiempo de recuperar la mayor cantidad
de proteina posible. De acuerdo con el perfil electroforético obtenido en la cinética
se decidio realizar la produccion del hidrolizado a un tiempo de hidrolisis de 15
minutos ya que a este tiempo se obtiene un perfil de pesos moleculares que nos

permite caracterizar péptidos de alto (> 30KDa ) y bajo (< 10 KDa) peso molecular.
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5.3 HIDROLISIS DE LOS SUBPRODUCTOS DE CARPA DORADA

La hidrdlisis de los subproductos de carpa dorada se llevé a cabo en un reactor
con agitacion y temperatura controlada, el cual estaba provisto de un electrodo
que permitié monitorear el pH durante la hidrdlisis. Las condiciones de la hidrélisis
fueron: S/B = 40%, T = 50°C, pH =7, [E] = 50 LAPU g'1 proteina y t = 15 minutos.
La hidrdlisis se detuvo por inactivacion de la enzima en un bafo a ebullicion
durante 15 minutos, después de este tiempo el hidrolizado se centrifugd a 4°C a
16, 800 x g durante 10 minutos. Se eliminé la parte sedimentada y se trabajo con

la parte soluble del hidrolizado.

El hidrolizado obtenido presenté un GH de 11% determinado por a-amino
terminales (TNBS) ademas, se determind el perfil de pesos moleculares por
cromatografia de filtracién en gel empleando una columna de Sephadex G-50. La
figura 5.4 muestra que el hidrolizado contiene péptidos que van de menores a 1.5
KDa hasta 44 KDa, de acuerdo con este perfil se realizdé la separacién por

ultrafiltracién de fracciones peptidicas mayores y menores de 30 KDa.
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Figura 5.4. Cromatograma del hidrolizado de subproductos de carpa dorada.
Cromatografia realizada por filtracion en gel sobre Sephadex G-50, se emplearon como
marcadores: A) ovoalbumina (44 KDa), B) lisosima (14.4 KDa) y C) vitamina By, (1.5
KDa).

5.4SEPARACION DE PEPTIDOS POR ULTRAFILTRACION

El tamafio molecular de las proteinas hidrolizadas es un factor clave en la
produccion de hidrolizados con propiedades funcionales deseables. Uno de los
métodos para controlar el tamafio molecular es el uso de ultrafiltracion (Cheryan y
Mehaia, 1990). Para establecer las condiciones para la separacion de las
fracciones se realizaron varias pruebas con la fraccion soluble. Se pasé la
muestra a través de un ultrafiltro Minitan™ con dos membranas de polisulfona con
tamafo de corte de 30 KDa. Para evitar una posible contaminacion microbiana
tanto el retenido como el filtrado se mantuvieron en un bafo de hielo durante todo

el proceso.
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5.4.1 EFICIENCIA EN LA SEPARACION DE LAS FRACCIONES PEPTIDICAS

Una primer prueba consistié en hacer pasar el hidrolizado por el ultrafiltro hasta
que el volumen del retenido se redujo al 10% del volumen inicial. En esta primer
prueba se observd que el retentado aun contenia un alto porcentaje de péptidos
menores de 30 KDa (fig. 5.5).

Para mejorar la eficiencia en la separaciéon de las fracciones se realizaron 7
diafiltraciones discontinuas empleando como eluyente 100 mL de buffer de
fosfatos (0.2 M, pH 7). La diafiltracion tiene como finalidad eliminar las particulas
mas pequenas para lograr una mejor separacion de las moléculas mas grandes de
30 KDa (Tejeda et al., 1995). Se tomd una muestra del retenido cada vez que el
volumen adicionado era colectado en el filtrado, estas muestras fueron analizadas
por cromatografia de filtracion en gel para establecer cual era el numero de
diafiltraciones necesario para obtener una buena separacion de las fracciones. En
la figura 5.5 se presentan los perfiles de pesos moleculares del filtrado sin
diafiltracion (primer prueba), de la cuarta y séptima diafiltracion, en la que se
puede observar que en la séptima diafiltracion ya se ha logrado una separacion

del 70% de la fraccién mayor de 30 KDa.
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Figura 5.5 Cromatograma del retenido (F > 30 KDa), 42 y 72 diafiltracion. Cromatografia
realizada por filtracion en gel sobre Sephadex G-50, se emplearon como marcadores: 1)
ovoalbumina (PM= 44 KDa), 2) lisosima (PM=14.4 KDa), 3) vitamina B4, (PM=1.5 KDa).

5.5 RENDIMIENTO

Para determinar el rendimiento del hidrolizado se juntaron las cantidades
obtenidas del hidrolizado sin fraccionar y de las fracciones mayor y menor de 30
KDa liofilizadas y se tomé como 100% la cantidad de SCD humedo empleado en
la produccion del hidrolizado. En la tabla 5.2 se presentan las cantidades

obtenidas para cada fraccidén asi como el contenido de proteina de cada muestra.
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Tabla 5.2 Rendimiento y contenido de proteina del HSCD y sus fracciones

MUESTRA RENDIMIENTO % (p/p) | PROTEINA % (B.S.)
HSCD (sin fraccionar)’ 7.54 +0.40 88.5
Fraccién > 30 KDa? 19.28 + 0.09 79.0
Fraccion < 30 KDa® 80.73 +0.09 69.5

' Rendimiento del hidrolizado considerando también las fracciones. * Rendimiento
considerado a partir del hidrolizado sin fraccionar.

El rendimiento del HSCD se encuentra ligeramente por arriba de los valores
reportados para hidrolizados de proteina de Arenque, los cuales fueron 6.6%
empleando Alcalasa™ (Liceaga-Gesualdo y Li-Chan, 1999) y 3.6 a 5.5% para los
hidrolizados obtenidos por tratamiento con Alcalasa™ de filetes de Arenque crudo
molido y Arenque desgrasado por extraccion con etanol, cocimiento y prensado
respectivamente (Hoyle y Merrit, 1994). EIl contenido de proteina del hidrolizado y
de la fraccién mayor de 30 KDa se encuentra dentro de los valores reportados
para otros hidrolizados, los cuales han sido 77% para proteina de Arenque y 92%
para subproductos de Blanco del Pacifico (Liceaga-Gesualdo y Li-Chan, 1999;
Benjakul y Morrissey, 1997). El contenido de proteina obtenido para la fraccion
menor de 30 KDa es mas bajo que el valor obtenido para fraccién mayor de 30
KDa debido a que la fraccion menor de 30 KDa no se sometido a una etapa de
desalinizaciéon para eliminar las sales de fosfatos presentes en el filtrado
provenientes del buffer de fosfatos que se emplearon en las diafiltraciones
realizadas durante la ultrafiltracion para mejorar la eficiencia en la separacion de

las fracciones.

En esta primera etapa se ha logrado la obtencidon de un hidrolizado de
subproductos de carpa dorada que contiene fracciones peptidicas de alto y bajo
peso molecular con rendimiento y contenido de proteina comparables con los
obtenidos en otros hidrolizados, una segunda etapa consistid en la evaluacion de

las propiedades funcionales del hidrolizado y las fracciones obtenidas.
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5.6 CARACTERIZACION FUNCIONAL

Las propiedades funcionales de las proteinas y en particular de los hidrolizados de
proteina se encuentran fuertemente influenciadas por el tamafo molecular de los
péptidos que los conforman, ademas existen otros factores como el pH y la
concentracion de la proteina que afectan el comportamiento de estos péptidos.
Para la evaluacion funcional se prepararon soluciones de proteina al 1% de las
muestras liofilizadas del hidrolizado sin fraccionar, de las fracciones mayor vy
menor de 30 KDa (fraccionadas previamente por ultrafiltracion) y de un hidrolizado

comercial de soya empleado como referencia.

Se determind solubilidad, capacidad emulsificante y capacidad espumante a
valores de pH de 4, 5, 6 y 7; esto debido a que la mayoria de las formulaciones

alimenticias donde podrian ser empleados se encuentran en ese intervalo de pH.

Debido a que el peso molecular es un factor importante en la funcionalidad de los
hidrolizados, en la figura 5.6 se presentan los perfiles de peso molecular del
hidrolizado sin fraccionar y del hidrolizado comercial de soya. El hidrolizado sin
fraccionar presenta péptidos mayores y menores de 30 KDa, mientras que el
hidrolizado de soya s6lo contiene péptidos menores de 30 KDa. La determinacién
de los perfiles de peso molecular serviran mas adelante para discutir los

resultados de la caracterizacion funcional.
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Figura 5.6 Perfil de pesos moleculares del hidrolizado sin fraccionar y del hidrolizado
comercial de soya. Cromatografia realizada por filtracién en gel sobre sephadex G-50, se
emplearon como marcadores :A) ovoalbumina (44 KDa), B) lisosima (14.4 KDa) y C)
vitamina B+, (1.5 KDa).

5.6.1 SOLUBILIDAD

La solubilidad es una propiedad funcional muy importante de las proteinas de
alimentos porque otras propiedades funcionales (por ejemplo: emulsificacién,
gelacién y espumado) dependen de la solubilidad inicial de la proteina particular y
ademas la solubilidad es un excelente indicador de la funcionalidad de los
hidrolizados de proteina y de su posible uso en aplicaciones alimenticias
(Mahmoud, 1994).
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Se evalud la solubilidad del hidrolizado de subproductos de carpa dorada sin
fraccionar, de las fracciones mayor y menor de 30 KDa y de un hidrolizado
comercial de soya por el método reportado por Parrado et al., (1991). Se
presentan lo valores promedio de tres determinaciones realizadas por triplicado.
Se realizdé un analisis de varianza para establecer si existia diferencia significativa
por efecto del pH y entre las diferentes muestras a los diferentes valores de pH.
También se realizaron comparaciones multiples con la prueba de Tukey, por

medio del paquete estadistico SPSS.

En la figura 5. 7 se muestran los niveles de solubilizacion obtenidos, la mayoria de
las muestras presentaron una solubilidad minima de 80% a todos los valores de
pH probados. Sin embargo, el hidrolizado sin fraccionar presenté una solubilidad
significativamente inferior (p < 0.005) a pH 5, la cual fue de 67.5%. Esto se puede
deber a que aun conserva las caracteristicas del sustrato original, el cual presenta
baja solubilidad cerca de su punto isoeléctrico (pH 5.5). Resultados similares
fueron reportados por Vieira et al., (1995) quienes encontraron que hidrolizados
realizados con agua del procesamiento de langosta empleando pepsina, papaina y
una proteasa fungica presentaron baja solubilidad a pH 5, valor cercano al punto
isoeléctrico de la proteina y al cual ésta precipita. Por otro lado Kristinsson y
Rasco (2000b) encontraron que la solubilidad de los hidrolizados de salmon del
Atlantico a diferentes grados de hidrdlisis (5,10,15%) fue mucho mas alta a pH 7,

la cual fue mayor de 90% en todos los casos.

El hidrolizado de carpa dorada sin fraccionar y las fracciones mayor y menor de 30
KDa mostraron una solubilidad similar a la del musculo de Arenque hidrolizado con
Alcalasa y Papaina (Hoyle y Merrit, 1995) y a la del musculo de sardina hidrolizada
también con Alcalasa (Quaglia y Orban, 1987), siendo en todos los casos superior
a 80%.
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Figura 5.7 Solubilidad (%) del hidrolizado de subproductos de carpa dorada, las fracciones
mayor y menor de 30 KDa y un hidrolizado comercial de soya a diferentes valores de pH.

Letras diferentes implica diferencia significativa (p <0.05).

El que el hidrolizado y sus fracciones presenten buena solubilidad los hace buenos
candidatos para su uso en bebidas con alto contenido de proteina y en productos
que requieren propiedades emulsificantes y espumantes, debido a que estas
propiedades son afectadas por la solubilidad y ésta es un excelente indicador de la
funcionalidad y regula el potencial o limitantes en su uso en la industria de
alimentos (Kinsella, 1976; Mahmoud, 1994).
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5.6.2 INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE (I1AE) Y ESTABILIDAD DE
EMULSION

Las propiedades de emulsificacion de las proteinas juegan un papel importante en
diversas aplicaciones en alimentos. Varios factores y condiciones influyen en las
propiedades de emulsificacion, estos incluyen: caracteristica estructural y quimica,
por ejemplo el contenido y arreglo de los aminoacidos, peso molecular, regiones
hidrofobicas y condiciones que prevalecen en el medio (temperatura, pH y efectos
ionicos) (Kinsella, 1979; Parker, 1987).

Para evaluar la capacidad emulsificante se determiné el indice de actividad
emulsificante (IAE) por el método de Pearce y Kinsella, (1978) y la estabilidad de
emulsién empleando la metodologia reportada por Dagorn-Scaviner et al (1987).
Los resultados mostrados son los valores promedio obtenidos de determinaciones

realizadas dos veces por sextuplicado.

Se realiz6 un analisis de varianza para establecer si existia diferencia significativa
por efecto del pH y entre las diferentes muestras a cada pH. También se
realizaron comparaciones multiples con la prueba de Tukey, por medio del

paquete estadistico SPSS.

En la figura 5.8 se presentan los valores de IAE obtenidos para el hidrolizado de
SCD sin fraccionar, las fracciones mayor y menor de 30 KDa y el hidrolizado
comercial de soya, donde se aprecia que el valor de IAE en el hidrolizado sin
fraccionar decreci6 significativamente (p < 0.05) de manera gradual conforme el
pH fue incrementado. La fraccién mayor de 30 KDa reduce paulatinamente su IAE
al incrementar el pH excepto a pH 5 que muestra su valor mas alto de IAE (22 m?
g"), el cual es comparable con el valor de IAE obtenido para p-lactoglobulina (27

m? g™') por Shimidzu et al (1986) al mismo valor de pH.
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Un comportamiento similar fue reportado por Turgeon et al (1992) quienes
observaron que la capacidad emulsificante de un concentrado de trigo hidrolizado

con tripsina decrecié gradualmente al aumentar el pH de 3 a 9.

B Hidrolizado depescado OF>30 ®F<30 OHsoya

Figura 5.8 indice de actividad emulsificante (IAE) del hidrolizado de subproductos de
carpa dorada, las fracciones mayor y menor de 30 KDa y un hidrolizado comercial de soya

a diferentes valores de pH. Letras diferentes implica diferencia significativa (p <0.05).

El hidrolizado sin fraccionar presenta valores de IAE similares al hidrolizado
comercial de soya a los valores de pH de 5 y 6, este ultimo presentd un valor
significativamente mas alto a pH 7. Asi mismo, se aprecia el incremento en el IEA
de la fraccion mayor de 30 KDa con respecto al hidrolizado sin fraccionar, esto se
debe a que al eliminar los péptidos de bajo peso molecular esta fraccion puede
formar mejores redes micelares ya que posee el tamafo y la estructura necesarias
para la formacion de una buena emulsién (Pomeranz, 1991). Ademas, la fraccion
mayor de 30 KDa posee un buen tamano molecular para la formacion de
emulsiones de acuerdo con lo reportado por Lee et al (1987) quienes postularon
que los péptidos deberian tener una longitud de cadena mayor de 20 aminoacidos

para tener buenas propiedades emulsificantes.
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La fraccion menor de 30 KDa presenta el valor de IAE mas bajo a pH 5. Sin
embargo, no presenta diferencia significativa a los otros valores de pH (4,6 y 7)
manteniendo su valor entre 5y 10 m? g'. A pH 7 se obtuvo un valor de IAE mas
alto que el hidrolizado sin fraccionar. Las bajas actividades emulsificantes
observadas tanto en la fraccion menor de 30 KDa asi como en el hidrolizado
comercial se debe a que estan formados sdlo por péptidos de bajo peso molecular
(< 1.5 KDa) de acuerdo con el perfil de pesos moleculares mostrado en la figura
5.10. Por lo que estas muestras carecen de la estructura necesaria para formar
una buena red micelar. Esto concuerda con lo reportado por Turgeon et al (1991)
quien encontré que los péptidos pequenos difunden rapidamente se absorben en
la interfase y son menos eficientes en reducir la tension superficial porque estos
no pueden desdoblar y reorientarse en la interfase como las proteinas o
hidrolizados con alto peso molecular provocando que las emulsiones formadas

sean pobres, tal como ya se habia sefialado anteriormente.

En la figura 5.9 se presenta la estabilidad de emulsion expresada como el
porcentaje de aceite coalescido, es decir la cantidad de aceite que se libera de la
emulsidon al someter ésta a una fuerza fisica (centrifugacion en la técnica
empleada). Se puede observar (fig. 5.9) que el hidrolizado sin fraccionar presenta
una estabilidad de emulsion superior al 70% a valores de pH de 4, 5 y 6, mientras
que a pH 7 presenta 50% de estabilidad. La fraccion mayor de 30 KDa presenta
valores de estabilidad cercanos al 100% a todos los valores de pH probados. Por
otro lado la fraccion menor de 30 KDa presenta estabilidad del 50% a pH 4y 7,
mientras que a pH 5 y 6, su estabilidad es inferior al 20%. El hidrolizado comercial
de soya presenta el maximo valor de estabilidad a pH 6, el cual fue superior al
70%, mientras que a valores de pH de 4 y 5 presentd un valor de estabilidad
cercano al 50%, presentando su valor de estabilidad mas bajo a pH 7. Los altos
valores de estabilidad de emulsidn presentados por la fraccion mayor de 30 KDa
(> 90%) se deben a que la red micelar de la emulsion formada con esta muestra
posee la fuerza necesaria para retener mas del 90% del aceite atrapado en la red

micelar.
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Lo anterior se traduce en una alta estabilidad emulsificante que puede ser
atribuida al incremento en la proporcion de péptidos de alto peso molecular al
eliminar del hidrolizado de SCD la fraccién de péptidos de menor peso molecular
(menores de 30 KDa) (Samson et al., 1998).

Aceite
retenido
(%)

@ Hidrolizado de pescado @ F>30 B F<30 OHsoya

Figura 5.9 Estabilidad de emulsiéon expresada como porcentaje de aceite retenido del
hidrolizado de subproductos de carpa dorada, las fracciones mayor y menor de 30KDa y
un hidrolizado comercial de soya a diferentes valores de pH. Letras diferentes implica

diferencia significativa (p <0.05).

Los valores de IAE presentados por la fraccién menor de 30 KDa y el hidrolizado
comercial de soya concuerdan con otros estudios que han demostrado que los
péptidos de bajo peso molecular (<10 KDa) tienen menor capacidad emulsificante
y como consecuencia baja estabilidad de emulsién debido a la reducida
hidrofobicidad superficial (Kato y Nakai,1980; Li-Chan et al., 1984; Quaglia y
Orban, 1990; Mahmoud et al., 1992; Cui, 1996).

El hidrolizado sin fraccionar y la fraccion mayor de 30 KDa presentaron buenas

propiedades emulsificantes por lo que estos podrian ser empleados como agentes

emulsificantes en productos de reposteria y panificacion.
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5.6.3 CAPACIDAD ESPUMANTE Y ESTABILIDAD DE ESPUMA

La capacidad espumante (medida como el volumen de espuma formada y
usualmente expresada como por ciento de sobre- volumen) y la estabilidad (la
cual se mide como el tiempo que tarda en colapsarse la espuma) son dos de las
caracteristicas comunes de las espumas. La concentracion de la proteina, fuerza
i6nica, pH, temperatura y la presencia de otros componentes (azucares, lipidos,
alcoholes, etc.) en sistemas de alimentos en adicion de las propiedades
fisicoquimicas de la proteina afectan las propiedades espumantes de las proteinas
(Morr,1985; Maubois et al., 1987).

Se determind la capacidad espumante y la estabilidad de espuma a las muestras
del hidrolizado sin fraccionar, de las fracciones mayor y menor de 30 KDa y del
hidrolizado comercial, de acuerdo con la técnica reportada por Deeslie y Cheryan
(1988). Los resultados que se presentan son los valores promedio obtenidos de 3

determinaciones realizadas por triplicado.

Se realiz6 un analisis de varianza para establecer si existia diferencia significativa
por efecto del pH y entre las diferentes muestras a cada pH. También se
realizaron comparaciones multiples con la prueba de Tukey, por medio del

paquete estadistico SPSS.

En la figura 5.10 se muestra la capacidad espumante (expresada como los mL de
espuma formada por cada 100 mL de suspension proteica) del hidrolizado de
pescado sin fraccionar, de las fracciones mayor y menor de 30 KDa y del
hidrolizado de soya empleado como referencia. El hidrolizado sin fraccionar
presentd valores de capacidad espumante de 170 mL espuma/100 mL de
suspension a pH 4 y 5, a pH 6 fue de 120 mL espuma / 100 mL de suspension,
mientras que a pH 7 la capacidad espumante decrecié hasta 30 mL espuma / 100

mL de suspension.
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La fraccion mayor de 30 KDa present6 valores de capacidad espumante alrededor
de 150 mL espuma / 100 mL de suspensién a todos los valores de pH probados.
Para la fraccion menor de 30 KDa se obtuvieron valores de capacidad espumante
de 130 mL espuma / 100 mL de suspension a pH 4 y menores de 30 mL espuma /
100 mL de suspension a valores de pH de 5, 6 y 7. El hidrolizado comercial de
soya solo present6 capacidad espumante a pH 4, la cual fue de 30 mL espuma /

100 mL de suspension.

Espuma (mL/100mL

@ Hidrolizado de pescado @OF>30 ®BF<30 OHsoya

Figura 5.10 Capacidad espumante del hidrolizado de subproductos de carpa dorada, las
fracciones mayor y menor de 30 KDa y un hidrolizado comercial de soya a diferentes

valores de pH. Letras diferentes implica diferencia significativa (p <0.05).
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Los valores de capacidad espumante de la fraccion mayor de 30 KDa a pH 4, 5, 6
y 7, y del hidrolizado sin fraccionar a pH 4 y 5 son superiores al valor reportado
para ovoalbumina, el cual es de 140 mL espuma / 100 mL de suspension (Jara,
1997). Por otro lado los valores obtenidos para la fraccion menor de 30 KDa a pH
4 y 7 son similares al valor reportado por Ahmedna et al (1999) para aislado de
trigo (135 mL espuma / 100 mL de suspension) y estan ligeramente por debajo del
reportado para ovoalbumina que es una proteina empleada como estandar de

capacidad espumante.

La falta de capacidad espumante en el hidrolizado comercial de soya puede
deberse a que solo presenta péptidos de bajo peso molecular como se mostro en
el perfil de pesos moleculares presentado en la figura 5.6, esto concuerda con lo
reportado por Phillips et al (1994) quienes encontraron que las caracteristicas
estructurales de las proteinas tales como peso molecular, contribuyen a la rapida
formacion de la espuma, pero éstas pueden no ser ideales en la formacién de las

interacciones proteina- proteina que dan origen a espumas estables.

En la figura 5.11 se presenta la estabilidad de espuma reportada como el
porcentaje de espuma que se conserva después de mantener la muestra a 25°C
durante 30 minutos. Se observa que el hidrolizado sin fraccionar presentd una
estabilidad de espuma alrededor de 50% a pH 4, a pH 5y 6 la estabilidad fue de
30 y 20% respectivamente, mientras que a pH 7 presentd la maxima estabilidad la
cual fue superior a 60%. La fraccion mayor de 30 KDa presenté su maximo valor
de estabilidad de espuma a pH 4 siendo de 30% mientras que a pH 5, 6y 7 la
estabilidad fue de 20%. Por el contrario la fraccion menor de 30 KDa presentd
valores de estabilidad de espuma de 40 y 50% a pH 4 y 6 respectivamente, y
valores de 30y 20 a pH de 5y 7. El hidrolizado de soya no present6 estabilidad de
espuma a pH 4 que es el unico valor de pH al que presentd capacidad espumante

ya que la espuma formada se perdia instantaneamente.
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Espuma(%)
D

4

Wl Hidrolizado de pescado @ P30 @30 JHsoya

a1

pH

Figura 5.11 Estabilidad de espuma (% de espuma después de 30 minutos a 25°C) del
hidrolizado de subproductos de carpa dorada, las fracciones mayor y menor de 30KDa y
un hidrolizado comercial de soya a diferentes valores de pH. Letras diferentes implica

diferencia significativa (p <0.05).

La maxima estabilidad de espuma y la menor capacidad espumante presentada
por el hidrolizado sin fraccionar a pH 7 y la fraccion menor de 30 KDa a pH 6
concuerdan con lo reportado por Phillips (1990), quien encontr6 que la
R—lactoglobulina presenté la mas alta estabilidad pero no la mejor capacidad
espumante a pH 5. De manera similar Ahmedna et al (1999) encontré que el
caseinato de sodio presenté alta capacidad espumante (2 mL / mL suspension),
pero su estabilidad de espuma fue mas baja que la del aislado de trigo solubilizada
que presentd una capacidad espumante de 1.67 mL / mL de suspension. Wilde y
Clark (1996) reportan algo similar al indicar que una proteina puede tener una
excelente capacidad espumante pero no necesariamente producir espumas

estables y viceversa.
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Estos resultados nos indican que el HSCD y sus fracciones pueden servir como
sustitutos de proteinas en aplicaciones de alimentos que requieren alta capacidad
espumante tales como pasteles, panes, cubiertas espumosas, helados,

malvaviscos y postres (Mimouni et al., 1999)

De estos resultados se puede decir que las propiedades emulsificantes vy
espumantes no solo dependen del peso molecular sino que intervienen otros
factores que tienen que ver con la composicion de los péptidos, asi como de las
caracteristicas estructurales de los mismos, ya que la fraccion menor de 30 KDa y
el hidrolizado comercial de soya presentan un perfil de pesos moleculares muy
similar, sin embargo las diferencias en los valores obtenidos al evaluar estas
propiedades funcionales pueden deberse a los factores arriba mencionados y a

otros como la hidrofobicidad y la fuerza ionica (Pomeranz, 1991).

5.7 COMPOSICION DE AMINOACIDOS

La composicion de aminoacidos de las diferentes fracciones peptidicas juega un
papel muy importante en la produccion de hidrolizados, no solo desde el punto de
vista nutricional, sino que ademas existen algunos aminoacidos especificos como
arginina, leucina, fenilalanina y valina que contribuyen al sabor amargo (Fuke,
1994) o el efecto hidrofobico o hidrofilico de los péptidos de acuerdo al balance del
tipo de aminoacidos que estan presentes. Por esta razén se llevd a cabo la
determinacion de aminoacidos para establecer si el hidrolizado producido cumple

con la composicion de aminoacidos establecida por la FAO.
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La determinacion de aminoacidos se realizé en un analizador de aminoacidos
marca Beckman, las determinaciones se realizaron por triplicado y se emple6 un
estandar de aminoacidos proporcionado por Beckman. Para calcular el contenido
de aminoacidos en la muestra se tomaron las areas individuales de cada
aminoacido y se transformaron en concentracién usando la areas de los picos en
la solucion estandar, posteriormente se determiné el contenido de cada
aminoacido (expresado en mg) por cada 100 mg de proteina en la muestra (Van
der Ven et al., 2001)

En la Tabla 5.3 se presenta el contenido de aminoacidos de los subproductos de
carpa dorada, del hidrolizado de SCD y de las fracciones mayor y menor de 30
KDa. En esta tabla se puede apreciar que el contenido de aminoacidos del HSCD
es superior que el obtenido para los SCD, y en todos los casos el contenido de
aminoacidos esenciales fue superior que el reportado como minimo por la FAO
(1990). De la misma manera podemos observar que tanto para el HSCD como
para el HSBP el contenido de aminoacidos es muy similar al de los sustratos del
cual fueron obtenidos, lo que reafirma que la hidrdlisis enzimatica no afecta la
calidad nutricional en términos de contenidos de aminoacidos. El contenido de
Alanina, leucina, metionina, tirosina, fenilalanina, histidina, prolina y cisteina
reportada como acido cisteico en el hidrolizado de SCD fue similar a los

reportados para el hidrolizado de SBP (Benjakul y Morrissey, 1997).
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Tabla 5.3 Composicién de aminoacidos de los SCD, SHCD y de las
fracciones mayor y menor de 30KDa.

(mg aac./ 100 mg proteina)

AAC. |AACE'| SCD? | HSCD |F>30kDa|F<30KDa|HSOYA | SBP® | HSBP®
Ac. Asp. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.72 10.1
Tre 0.9 8.11 11.40 6.56 4.84 0.00 4.86 5.12
Ser 3.40 3.48 1.90 1.58 5.31 5.35 5.33
Ac Glu 0.07 0.00 0.00 0.00 1.42 18.5 13.8
Gly 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.09 7.88
Ala 6.22 6.35 4.14 2.23 1.39 6.45 6.53
Val 1.3 2.61 2.95 1.51 1.45 0.00 4.61 4.72
Leu 1.9 6.80 8.45 4.46 4.07 2.42 7.08 7.16
Lys 1.6 5.43 5.37 5.63 4.81 2.09 8.19 8.33
Met 1.7 2.48 2.35 0.96 1.39 3.66 2.96 3.02
lle 1.3 2.01 2.80 1.74 1.29 1.46 4.28 43
Tir 2.68 2.00 0.90 1.06 1.22 3.38 3.5
Fen 3.26 4.20 2.60 1.68 1.52 3.87 3.8
His 1.6 1.82 2.11 0.97 1.24 0.79 2.19 2.1
Arg 3.07 4.16 2.23 2.03 1.66 7.71 7.29
Pro 7.00 6.88 6.78 6.37 4.94 6.25 6.00
Ac. Cis 0.38 0.33 0.24 0.24 0.00 0.82 0.92

' Aminoacidos esenciales (FAO/WHO, 1990). * Subproductos de Carpa dorada.
® Subproductos de Blanco del Pacifico, Hidrolizado de SBP (Benjakul y Morrissey, 1997)

El valor de treonina fue casi 50% mas alto que en otras muestras de hidrolizados
como se muestra en la tabla 5.3, mientras que serina, valina, isoleucina y arginina
se encontraron en porcentajes mas bajos que para los otros hidrolizados. Estas
diferencias pueden deberse a que se trata de diferentes especies, lo cual se hace
mas evidente cuando se trata de una fuente de proteina diferente como es el caso
del hidrolizado de soya, que presenta un contenido de aminoacidos inferior a los

obtenidos para los hidrolizados obtenidos con proteina de pescado.
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El contenido de aminoacidos obtenido en el SHCD y en las fracciones mayor y
menor de 30 KDa indica que estos podrian ser empleados como fortificantes de
proteina. Sin embargo, para establecer su calidad nutricional serian necesarias

otras evaluaciones como la digestibilidad.

5.8 ANALISIS SENSORIAL

Los atributos responsables de la calidad sensorial de las proteinas propuestas
para ser usadas como aditivos en alimentos son: color, olor y sabor. La calidad
del sabor de los hidrolizados depende de varios parametros, la calidad de la
materia prima juega un papel critico en la determinacion de la calidad del sabor.
Las especies grasas de pescado no son deseables por su alta susceptibilidad a la
oxidacion de lipidos y el alto costo para remover el exceso de grasa (Ritchie y
Mackie, 1982), debido a que se obtendrian hidrolizados con problemas de aromas
y sabores desagradables producto de la oxidacion de los lipidos, lo que reduciria

su aceptabilidad.

Los hidrolizados de proteina de pescado adquieren un sabor amargo y umami,
ambos reacciones de la hidrdlisis, mientras el primer sabor es indeseable, el
segundo puede ser un atributo deseable (tiene una actividad potenciadora de
sabor), particularmente si el producto es usado como un extensor de carne o

adicionado a sopas.

Se llevo acabo un analisis sensorial para determinar si el hidrolizado producido
presentaba sabor amargo. La evaluacion sensorial se realizé en el laboratorio de
analisis sensorial de la Universidad Autdbnoma Metropolitana — Iztapalapa, con la
asesoria del M. en C. Francisco Gallardo. El panel fue seleccionado a partir del
grupo de la Unidad de Ensefianza Aprendizaje de Analisis Sensorial de la misma
institucion. El criterio de seleccién de los jueces fue mediante pruebas de
sensibilidad al sabor amargo en donde se empled cafeina como estandar para

evaluar el sabor amargo de acuerdo al umbral reportado por Platting (1984).
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Se realizd una prueba de duo trio y tres triangulares para seleccionar a las
personas que presentaban sensibilidad al sabor amargo. Se seleccionaron 10
personas para que integraran el panel, se realiz6 una prueba preliminar para
evaluar la presencia de sabor amargo en el hidrolizado sin fraccionar, las
fracciones mayor y menor de 30KDa y el hidrolizado comercial de soya para
comparacién. Las muestras se prepararon en suspensiones al 3% de acuerdo con

lo reportado por Imm y Lee (1999).
Se empled una escala no paramétrica con 5 niveles:

1
2

) Sabor amargo no perceptible.
)
3) Sabor claramente perceptible
)

)

Sabor ligeramente perceptible

4
5

Sabor amargo intenso

Sabor amargo muy intenso

Los resultados del estudio preliminar indicaron que tanto el hidrolizado sin
fraccionar como las fracciones mayor y menor de 30 KDa se encuentran en el
nivel 2, con un sabor ligeramente perceptible, no se encontré diferencia
significativa entre las tres muestras. La muestra del hidrolizado de soya se coloco
en el nivel 4 con un sabor amargo intenso, entre esta muestra y las tres anteriores

si existe diferencia significativa (p<0.05).

Los resultados del contenido de aminoacidos relacionados con el sabor amargo
obtenido en el hidrolizado sin fraccionar y en las fracciones mayor y menor de 30
KDa concuerda con estos resultados ya que su contenido fue menor de 30 mg
/100 mL de suspension, lo cual esta por debajo de los umbrales de amargor
reportados por Kato et al (1989) para valina, arginina, leucina y fenilalanina (40,

50, 90 y 190 mg / 100 mL respectivamente).
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La evaluacién del sabor amargo en el SHCD y sus fracciones nos ha permitido
considerar que no presentan uno de los principales defectos de aceptabilidad que
es el sabor amargo sin embargo, para su incorporacion en formulaciones
alimenticias seria necesario evaluar otros atributos sensoriales importantes como

color, olor y otros sabores que podrian estar presentes.

Con base en los resultados obtenidos en la caracterizacion funcional, el contenido
de aminoacidos y la evaluacién del sabor amargo se proponen las posibles
aplicaciones que podria tener el SHCD vy las fracciones mayor y menor de 30 KDa.
En la tabla 5.4 se presenta un resumen de las propiedades evaluadas asi como
también las posibles aplicaciones que podrian tener cada una de las muestras
obtenidas. Para establecer si los resultados de cada propiedad son adecuados
para la utilizacion de los productos obtenidos en formulaciones alimenticias se
indican los valores reportados; para el caso de solubilidad, capacidad espumante y
contenido de aminoacidos se indican los valores minimos. En el caso del indice
de actividad emulsificante (IAE) se presenta el rango de valores reportados

considerados como adecuados para emulsificacion.

Todos los productos obtenidos podrian ser empleados en la elaboracion de
bebidas de jugos y frutas fortificadas, ya que todos poseen buena solubilidad

ademas de que solo presentan un sabor ligeramente amargo.

El hidrolizado de SCD vy la fraccién mayor de 30 KDa podrian tener aplicaciones
potenciales en productos donde se requiere de una buena capacidad emulsificante
y espumante como embutidos, sopas, mayonesas. Por otro lado la fraccidn menor
de 30 KDa podrian ser empleado por su contenido de aminoacidos y su tamafo
molecular como fortificante en formulas para nifos y ancianos, como fuente de

nitrogeno en medios de cultivo y en alimentacion para peces.
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Tabla 5.4 Andlisis de las propiedades evaluadas en el SHCD y sus fracciones

para proponer posibles usos.

VALOR OBTENIDO
VALOR
PROPIEDAD HSCD F>30 F< 30 KDa
REFERENCIA
KDa

Solubilidad minima (%) 80" 70-96 86-98 82-99
IAE (m?g™) 10-30° 15 (pH 4)* | 22 (pH 5)* 7
Estabilidad de emulsion (%) 82 (pH 4,5)* 98 60 (pH 5)*
Capacidad espumante minima 135-140° 170 (pH 4,5)* 150 130 (pH 4)*
(mL espuma /100mL susp.)
Estabilidad de espuma (%) 60 (pH7)" | 30(pH4)" | 50 (pH 6)*
Amargor (percepcion) Intensa* Ligera Ligera Ligera
Contenido de aac. AAE® Superior Superior Superior

Jugos de frutas y vegetales, fortificante
de cereales, fuente de nitrégeno en
medios de cultivo, suplemento nutricional,

antioxidante.

POSIBLES USOSS789.1011,12 Productos de panificacion y | Formulas
de reposteria, mayonesas, |para
productos carnicos, sopas, |infantes vy
cubiertas espumosas y|ancianos,
helados. alimentacion

para peces

'Quaglia y Orban, 1987. ? Liceaga y LI-Chan, 1999. ° Jara, 1997; Ahmedna et al., 1999. * Sabor
amargo claramente perceptible, empleando cafeina como estandar. ®> Aminoéacidos esenciales de
acuerdo con la FAO/WHO, 1982. ° Oliva_Teles et al., 1999. ” Franek et al., 2000. 8 Cordle et al.,
1991. ? Deeslie y Cheryan, 1988. ° Kristinson y Rasco, 2000b. *'" Hettiarachchy y Kalapathy,
1997. ' Pefia-Ramos y Xiong, 1999. *En estos datos se presenta el valor de pH al cual se obtuvo
el maximo valor.
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En este trabajo se realizé una evaluacion de las propiedades mas importante que
determina el uso potencial de los hidrolizados en la industria de alimentos,
tratando de no solo enfocarnos al aspecto funcional sino también al aspecto

nutricional y sensorial.
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6. CONCLUSIONES

Las condiciones de hidrélisis empleadas para la obtencion del hidrolizado de
subproductos de carpa dorada generaron péptidos con pesos moleculares en un
rango de peso molecular de 1KDa A 44 KDa, lo cual nos permitio realizar la
separacion por ultrafiltracion en fracciones de péptidos mayores y menores de 30
KDa. Se obtuvo una eficiencia del 70% en la separacion de la fraccion mayor de

30 KDa a las condiciones de ultrafiltraciéon empleadas.

Las fracciones mayor y menor de 30 KDa presentaron valores de solubilidad
superiores al 80% a todos los valores de pH probados (4, 5, 6 y 7) al igual que el
hidrolizado sin fraccionar a pH de 4, 6 y 7. Estos resultados son favorables ya que
como se ha mencionado en diversos reportes, la solubilidad es una de las
propiedades que se busca mejorar mediante la modificacion enzimatica;
especialmente en el caso de las proteinas de pescado, las cuales son
practicamente insolubles. Ademas de que la solubilidad afecta a otras propiedades

en las que se requiere de la solubilizacion previa de la proteina.

La capacidad emulsificante de la fraccion mayor de 30 KDa fue mas alta que la del
hidrolizado sin fraccionar hasta en un 197% a pH 7, lo cual involucro una
reduccion de la capacidad emulsificante en la parte restante del hidrolizado
(fraccion menor de 30 KDa), la cual aun siendo inferior al hidrolizado sin fraccionar
y a la fraccion mayor de 30 KDa presentd valores superiores al hidrolizado

comercial de soya.
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El hidrolizado sin fraccionar y la fraccion mayor de 30 KDa presentaron valores de
capacidad espumante comparables con los reportados para ovoalbumina a pH 4 y
5. La ovoalbumina es empleada como proteina estandar de funcionalidad, lo cual
nos indica que estos peptidos son buenos candidatos para ser empleados en
formulaciones de alimentos en donde la propiedad de formacion de espuma es
requerida. Mientras que la fraccion menor de 30 KDa presentdé valores de
capacidad espumante de tan solo el 30% de los valores obtenidos para la fraccién
mayor de 30 KDa, pero con buenos resultados en la estabilidad de la espuma

formada.

El hidrolizado de subproductos de carpa dorada y sus fracciones mayor y menor
de 30 KDa presentan en general propiedades funcionales superiores a las del

hidrolizado comercial de soya.

El contenido de aminoéacidos del hidrolizado de SCD es comparable con los SCD y
con otros hidrolizados de proteina de pescado y el contenido de aminoacidos
esenciales obtenido para el HSCD es superior al reportado por la FAO (1989), por

lo que este hidrolizado podria emplearse como fortificador de alimentos.

Los resultados de la evaluacion sensorial nos indican que el hidrolizado sin
fraccionar y las fracciones mayor y menor de 30 KDa presentaron un sabor
amargo ligeramente perceptible, mientras que el sabor amargo del hidrolizado de

soya fue claramente perceptible (p< 0.05).

La utilizacidén de subproductos de carpa dorada para la produccion de hidrolizados,
mediante la accion de Flavourzyme, nos permitid obtener fracciones peptidicas
dentro de dos rangos de peso molecular (mayores y menores de 30 KDa) con
buenas caracteristicas funcionales, sensoriales y nutricionales que podrian tener

una amplia gama de aplicaciones, no solo en la industria alimentaria.
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Conclusiones
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Recomendaciones

7. RECOMENDACIONES

Al analizar los alcances de este trabajo de tesis nos damos cuenta de que existen
algunas actividades que seria conveniente llevar a cabo en un futuro en pro de

ampliar los alcances del mismo.

Una de las primeras actividades que se recomiendan es la valoraciéon
microbiologica de los hidrolizados debido a que la materia prima que se emplea
es muy susceptible a la contaminacion microbiana, por la gran manipulacion a la
que es sometida, aun cuando se tomaron algunas precauciones durante la
produccion de los hidrolizados (tratando de mantener el producto en bafio de hielo
para evitar un aumento de temperatura, lo cual que favoreceria la contaminacién)

seria conveniente garantizar la sanidad de los hidrolizados.

La determinacion del contenido de aminoacidos nos proporciond informacion
referente a la calidad nutricional de los péptidos obtenidos, pero determinar la
secuencia que guardan estos dentro de la cadena polipeptidica permitiria conocer
mas ampliamente el comportamiento funcional de los mismos; sobre todo

identificando los amino&cidos que se encuentran ene los extremos del péptido.

La alergenicidad es otro factor importante a evaluar en los hidrolizados,
principalmente los que estan presentes en la fraccion menor de 30 KDa; sobretodo

si estos pueden ser destinados al consumo humano.
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CURVA PATRON DE PROTEINA

ANEXO A

Anexos

Para determinar el contenido de proteina se construyé una curva patron de proteina

empleando como referencia Bovino sero albimina (BSA).

¢ Se prepard una solucién de proteina a una concentracion de 100 ug / mL de BSA .

¢ Se realizaron diluciones de acuerdo a la siguiente tabla para obtener 10 puntos para la

curva.

¢ El volumen total en cada tubo debe ser de 1 mL

No. Tubo | Solucién Patrén Agua Concentracién
De BSA Desionizada de proteina
(ML) (WL) (Mg / mL)
Blanco 0 1000 0
1 100 900 10
2 200 800 20
3 300 700 30
4 400 600 40
5 500 500 50
6 600 400 60
7 700 300 70
8 800 200 80
9 900 100 90
10 1000 0 100

Funcionalidad de Hidrolizados Enzimaticos de Pescado
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Anexos

SOLUCIONES:
Carbonato de sodio 10%
Tartrato de sodio 0.1%
Potasio y sulfato de cobre (CTC) 0.2%
Hidroxido de sodio (NaOH) 0.8N
Sulfato dodecil de sodio (SDS) 10%

Solucién A: mezclar volumenes iguales de CTC, NaOH y SDS.
Solucién B: reactivo de Folin- Ciocalteu — Fenol, 1:6 ( 1 volumen de reactivo + 5

volumenes de agua desionizada).

Adicionar 1mL de solucion A en cada tubo con agitacion continua
Reposar 10 minutos a temperatura ambiente
Adicionar 0.5 mL de solucién B, con agitacion continua

Reposar 30 minutos a temperatura ambiente

o A 0w =

Leer absorbancia a 750 nm ( la reaccion del color es estable en un intervalo de 30 a

120 minutos).

0.500 - y = 0.0042x + 0.0144
R? =0.9973

0.400 -

0.300 -

0.200 -

Abs (750 nm)

0.100 -

0.000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
BSA (uL/mL)
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ANEXO B

CURVA PATRON DE L- LEUCINA

Anexos

Se prepard una solucion patron de L- leucina a una concentracion de 6 mM y se

realizaron diluciones de acuerdo a la siguiente tabla.

No. Tubo | Solucién Patron Agua Concentracién
L-leucina Desionizada L-Leucina
(ML) (ML) (mM)
Blanco 0 100 0
1 10 90 0.6
2 20 80 1.2
3 30 70 1.8
4 40 60 24
5 50 50 3.0
6 60 40 3.6
7 70 30 4.2
8 80 20 4.8
9 90 10 5.4
10 100 0 6.0

N o g bk e Dnd =

Funcionalidad de Hidrolizados Enzimaticos de Pescado

Se leyo absorbancia a 420 nm.

Se tomaron 64 pL de cada dilucion y se colocaron en frascos ambar de 4mL
Se adicioné 1mL de buffer de fosfatos 0.2 M a pH 8.2.

Se adicionaron 0.5 mL de TNBS al 0.05%, con agitacion.

Se colocaron en un bafio maria a 50°C, durante 30 minutos.

La reaccién se detuvo adicionando 1mL de sulfito de sodio 0.1M.

Se mantuvieron las muestras a temperatura ambiente durante 15 minutos.
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Anexos

El grado de hidrdlisis se determino con la siguiente formula:

GH = [(oc aminos - . aminos , / o aminos max - o @MiNos )] X 100
Donde:

o aminos = o aminos liberados en un tiempo dado.

o aminos 4, = o aminos liberados al tiempo 0

o aminos max = oo aminos liberados por hidrdlisis acida total

La hidrdlisis acida total se realizé colocando 0.5 mL de la suspensién proteica en una
ampolleta de vidrio y se agregaron 4.5 mL de HCI 6N, se sellé al vacié y se mantuvo a
100°C durante 24 horas, después del este tiempo se detuvo la hidrdlisis adicionando
45 mL de NaOH 6N. Se filtr6 la muestra para eliminar las posibles cenizas y se

determinaron los o aminos de la forma descrita anteriormente.

0.70 - y =0.0941x + 0.0394
R? = 0.9836

0.60 -
0.50 -
0.40 -
0.30 -
0.20 -
0.10 -
0.00

Abs (420nm)

0 1.2 24 3.6 4.8 6 7.2

L-leucina (mM)
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Anexos

ANEXO C

REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS

¢ A — Acrilamida / bis (30% T, 2.67% C)
Acrilamida 29.2¢

N’'N’- bis — metil — acrilamida 8.0g

Disolver en agua desionizada y aforar a 100 mL, almacenar a 4°C

¢ B - Buffer 1.5 M tris HCI, pH 8.8

18.15¢g Tris base / 100 mL
Ajustar a pH 8.8 con HCI 6N.

¢ C —Buffer 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

6 g Tris base / 100 mL
Ajustar a pH 6.8 con HCI 6N.

¢ F — Buffer de corrida pH 8.3

Tris base 9.0g
Glicina 43.29
SDS 309
Disolver en 600 mL de agua desionizada.

Tomar 80 mL y ponerlos en 320 mL H,O

¢ G-SDS (10%)

Disolver 10 g SDS en agua desionizada y agitacion moderada y aforar a 100 mL

con agua desionizada.
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¢ Buffer muestra

Agua desionizada 4.0 mL
Tris —HCIpH 6.8, 0.5 M 1.0 mL
Glicerol 0.8 mL
SDS 10% (w/v) 1.6 mL
2 b- mercaptoetanol 0.4 mL

Azul de bromofenol 0.05% (w/v) 0.2mL

¢ Solucioén tefidora

Azul de Comassie G — 250 0.1%
Metanol 40.0%
Acido acético 10.0%
Agua desionizada 50.0%

¢ Solucioén destefiidora

Metanol 40.0%
Acido acético 10.0%
Agua desionizada 50.0%

¢ Gel de Separacion (12%)

Agua desionizada 5.025 mL
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 3.750 mL
SDS 10% 150 L
Acrilamida / bis 6.0 mL
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Desgasificar 15 minutos a temperatura ambiente y adicionar los siguientes

reactivos:
Persulfato de amonio 80.0 L
TEMED 8.0 uL

+ Gel de Concentracion (4%)

Agua desionizada 6.1 mL
Tris —HCI 0.5 M, pH 6.8 25 mL
SDS 10% 100 uL
Acrilamida / bis 1.3 mL

Desgasificar 15 minutos a temperatura ambiente y adicionar los siguientes

reactivos:
Persulfato de amonio 60.0 puL
TEMED 16.0 pL
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