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RESUMEN

La anchoveta peruana (Engraulis ringens) es un importante recurso hidrobiolégico en la
pesqueria peruana dadas sus destacables propiedades nutricionales y su elevada
disponibilidad, siendo un sustrato idoneo para la elaboracion de productos con mayor valor
agregado como los hidrolizados de proteina de pescado (HPP). En este sentido, el objetivo
del presente trabajo fue realizar la hidrdlisis enzimatica de proteina de Anchoveta peruana
entera con las proteasas comerciales Corolase 8000 y Corolase 7089 (AB Enzymes) y
optimizar las condiciones de hidrélisis para mejorar los rendimientos del proceso. En una
primera etapa se determind la composicidon fisicoquimica proximal de la anchoveta y luego
se evalud la actividad de las enzimas comerciales sobre el sustrato caseina en el rango de
incubacion de 50-70°C. Posteriormente, se emple6 un modelo experimental factorial de
disefio Box-Benhken para evaluar las variables: concentracion de Enzima 1 (Corolase 8000)
(0 - 3% p/p), concentracion de Enzima 2 (Corolase 7089) (0 — 1.2% p/p) y Temperatura de
hidrdlisis (50 - 70°C) con la finalidad de evaluar sus efectos sobre el Grado de Hidrolisis
(%GH) y la Recuperacion de Proteina Soluble (%RPS) vy, finalmente, maximizar estas
variables mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR). Los resultados
indicaron que la Anchoveta peruana entera utilizada en este estudio estuvo compuesta por
17.46 +0.31% de proteina cruda, 75.82 £0.23% de humedad, 3.35 +0.02% de ceniza 'y 4.61
+0.25 de grasa. Las proteasas comerciales Corolase 8000 y Corolase 7089 mostraron una
actividad de 827.5£3.5 U/ml y 1049.6+138.1, respectivamente, a 60°C y pH 6.1; y Corolase
8000 fue mas termotolerante (70°C) en comparacion con Corolase 7089. Por ultimo,
mediante la MSR, se determiné que las condiciones optimas para la hidrolisis de Anchoveta
peruana entera con Corolase 8000 fueron un 3.0% p/p de enzima y 50°C de temperatura
durante 120 minutos de hidrolisis, sin necesidad de utilizar Corolase 7089, y se alcanz6 un
%GH méaximo de 30.9£3.6 % y un %RPS de 84.3+0.8%.

Palabras claves: Anchoveta, hidrélisis de proteinas, proteasas, Corolase 8000, Corolase 7089,

metodologia de superficie de respuesta (MSR).
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ABSTRACT

The Peruvian anchovy (Engraulis ringens) is an important hydrobiological resource in the
Peruvian fishery given its remarkable nutritional properties and its high availability, being an
ideal substrate for the production of products with higher added value such as fish protein
hydrolysates (FPH). In this sense, the objective of the present work was to carry out the
enzymatic hydrolysis of whole Peruvian Anchoveta protein with the commercial proteases
Corolase 8000 and Corolase 7089 (AB Enzymes) and optimize the hydrolysis conditions to
improve the yields of the process. In a first stage, the proximal physicochemical composition
of the anchovy was determined and subsequently the activity of commercial enzymes on the
casein substrate was evaluated in the incubation temperature range of 50-70°C.
Subsequently, a factorial experimental model (Box-Benhken design) was used to evaluate
the factors: concentration of Enzyme 1 (Corolase 8000) (0 - 3% wi/w), concentration of
Enzyme 2 (Corolase 7089) (0 - 1.2% wi/w) and hydrolysis temperature (50 - 70°C) in order
to evaluate their effects on the Degree of Hydrolysis (DH) and Soluble Protein Recovery
(SPR) and, finally, maximize these variables through the Response Surface Methodology
(RSM). The results indicated that the whole Peruvian Anchovy used in this study was
composed of 17.5 +0.3% crude protein, 75.8 £0.2% moisture, 3.4 £0.02% ash and 4.6 £0.3
crude fat. The commercial proteases Corolase 8000 and Corolase 7089 showed an activity of
827.5+3.5 U/ml and 1049.6+138.1, respectively, at 60°C and pH 6.1; and Corolase 8000 was
more thermotolerant (70°C) compared to Corolase 7089. Finally, it was determined by RSM
that the optimal conditions for the hydrolysis of whole peruvian anchovy with Corolase 8000
were 3.0% w/w of enzyme and 50°C for 120 minutes of hydrolysis, no need to use Corolase
7089, and a maximum %DH of 30.9+3.6% and a %SPR of 84.3+0.8% were reached.

Keywords: Anchovy, protein hydrolysis, proteases, Corolase 8000, Corolase 7089, Response
Surface Methodology (RSM).
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CAPITULO I:

I. INTRODUCCION

La anchoveta peruana (Engraulis ringens) es un recurso hidrobiologico de gran
importancia en la economia del Pert, dado a que su extraccion y procesamiento
representan una parte importante de la actividad pesquera nacional (Bouchon, 2018).
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
[FAO] (2020), la pesca de anchoveta peruana representd el 7.3% de la produccion
pesquera mundial en el 2018; siendo la industria de harina y aceite de pescado el
principal destino de este recurso pesquero, los cuales correspondieron al 86% y 14%
del total del volumen procesado como producto terminado, respectivamente, para ese
afio (Ministerio de Produccion [PRODUCE], 2021).

La elevada disponibilidad de este recurso y sus caracteristicas nutricionales representan
un buen incentivo para el crecimiento del sector pesquero del pais mediante la
diversificacion de su procesamiento, contando con un gran potencial para la
elaboracion de hidrolizados de proteinas de pescado (HPP). Estos productos
hidrolizados tienen una gran importancia dadas sus propiedades nutricionales, su valor
proteico y sus propiedades funcionales y bioactivas, las cuales derivan de los péptidos
de bajo peso molecular formados durante la hidrdlisis; tales como la actividad
antihipertensiva, antioxidante, antimicrobiana, neuroprotectora, entre otras (Abuine et
al., 2019).

El método enzimatico ha demostrado ser la via mas dptima para la elaboracién de los
hidrolizados de proteina pescado (HPP), ya que, a diferencia del método quimico, este
se lleva a cabo en condiciones menos agresivas y no altera los productos resultantes de
la reaccion (Yin et al., 2012; Zamora-Sillero et al., 2018). Sin embargo, la hidrdlisis
enzimatica presenta ciertas limitaciones en su aplicacién, entre ellas los bajos
rendimientos, la necesidad de un tratamiento de inactivacion enzimatica, la dificultad
para estandarizar un producto con determinadas caracteristicas bioactivas y
organolépticas, y, sobre todo, el costo de las enzimas industriales (Li-Chan, 2015;
Petrova et al., 2018); lo cual dificulta que la elaboracién de los HPP sea



econdémicamente viable para la industria. No obstante, un mecanismo para suplir estas
limitaciones es identificar las proteasas idoneas y sus condiciones Optimas de reaccion

para el proceso de hidrolisis.

En base a lo anterior mencionado, esta investigacion tiene como objetivo evaluar el
efecto de la temperatura y concentracion de enzimas del proceso de hidrdlisis
enzimatica de proteina de anchoveta peruana (Engraulis ringens) con las proteasas
comerciales Corolase 8000 y Corolase 7089, como un método para mejorar el
rendimiento de la hidrolisis mediante la obtencion de hidrolizados con elevado

porcentaje de recuperacion de proteina soluble y grado de hidrolisis.



1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la temperatura y la concentracion de enzimas en el proceso
de hidrdlisis de proteina de anchoveta peruana (Engraulis ringens) con las

proteasas comerciales Corolase 8000 y Corolase 7089 (AB Enzymes).
1.1.2. Objetivos especificos

- Determinar la composicion quimica de la materia prima Anchoveta

peruana.

- Determinar la actividad de las enzimas comerciales Corolase 8000 y
Corolase 7089 sobre el sustrato caseina en el rango de temperatura de 50-
70°C.

- Determinar los parametros Optimos de temperatura y concentracion de

enzimas del proceso de hidrélisis de Anchoveta peruana.

- Validar los valores de temperatura y concentracion de enzimas dptimas de

hidrolisis de Anchoveta peruana.
1.2. Formulacion de la hipétesis

La temperatura y la concentracion de enzimas tienen un efecto positivo sobre la
hidrolisis de la anchoveta a unas condiciones 6ptimas de 70°C, 3% p/p de Corolase
8000 y 2% p/p de Corolase 7089, alcanzando una recuperacion de proteina soluble del
85% y un grado de hidrdlisis del 30%.



1.3. Justificacion e importancia

Los procesos enzimaticos tienen un elevado potencial en los sectores productivos en
nuestro pais y la tecnologia enzimética ha demostrado ser una herramienta eficiente
para la elaboracion de hidrolizados de proteinas de pescado, por lo que es necesario

realizar estudios a fin de optimizar estas aplicaciones.

Actualmente, son escasos los estudios de la hidrolisis enziméatica de Anchoveta peruana
encontrados en la literatura; siendo las condiciones dptimas reportadas diferentes y
especificas para la enzima aplicada en cada investigacion. Las proteasas comerciales
Corolase 8000 y Corolase 7089 (AB Enzymes), que presentan termoestabilidad y
capacidad de actuar bajo condiciones de pH neutro, son aptas para su aplicacion en la
hidrdlisis de la anchoveta peruana. Por ello, esta investigacion busca evaluar el efecto
de la temperatura y la concentracion de enzimas en la hidrolisis, y determinar sus
niveles dptimos, a fin de mejorar la estabilidad de las proteasas y del sustrato para
obtener valores elevados de Recuperacion de Proteina Soluble y Grado de Hidrolisis,
lo que conlleva a la mejora de los rendimientos del proceso y del uso de estas enzimas

comerciales.

Esta investigacion contribuye en diversificar el uso del recurso anchoveta, al
desarrollar un proceso de hidrolisis con un alto rendimiento; de esta forma se otorga
informacion que puede aplicada a mayor escala. Asi también, se promueve la
biotecnologia en la industria pesquera, mediante la aplicacion de procesos enzimaticos
gue mejoran los rendimientos y disminuyen los costos de los procesos productivos
tradicionales, y también la proyeccion a la elaboracion de hidrolizados de proteinas a
partir de otras fuentes hidrobioldgicas.



1.4. Antecedentes

La produccion pesquera peruana es una de la mas importante en el mundo, ya que el
Perl es considerado el tercer pais con mas actividad pesquera después de China e
Indonesia; en 2018, la produccidn pesquera alcanz6 96,4 millones de toneladas a nivel
mundial, siendo la anchoveta peruana una importante especie de captura, con mas de 7
millones de toneladas (FAO, 2020). Segun el Ministerio de Produccion (PRODUCE,
2021), entre enero y mayo de 2021, la pesqueria de anchoveta en el Pert alcanz un
volumen de extraccion de 2249.7 toneladas y un volumen de transformacion de 627
toneladas brutas. Este procesamiento industrial fue muy productivo a nivel nacional,
ya que durante el primer trimestre de 2021 alcanz6 un valor de US$ 1,137 millones,
que representa el 10.2% de las exportaciones totales, de las cuales destacaron los
productos tradicionales de harina y aceite de pescado, alcanzando US$ 587 millones y
US$ 139 millones respectivamente; siendo los principales destinos China, Japon y
Taiwan (Instituto Nacional de Estadistica e Informética [INEI],2021).

Actualmente, la harina de pescado es empleada como ingrediente de alimentos
balanceados para la acuicultura, avicultura, ganaderia, entre otros; mientras que el
aceite de pescado tiene aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y
medicina (Banco Wiese Sudameris, 2002). Ademas, la anchoveta es utilizada por su
alto valor nutricional en la industria de consumo humano directo (CHD), ya que otorga
una fuente importante de proteinas de alta calidad, asi como amino&cidos esenciales y
vitaminas A y D; asimismo, presenta alto contenido de acidos grasos poliinsaturados,
principalmente omega-6 y omega-3 (EPA y DHA), cuyo consumo proporciona
importantes beneficios nutricionales (International Fishmeal and Fish Oil Organization
[IFFO], 2007).

En este sentido, la alta disponibilidad de este recurso pesquero y los elevados costos de
la harina de pescado representan una oportunidad para diversificar sus usos como
materia prima de alta calidad. Como alternativa, en el afio 2010, el Ministerio de
Produccion increment6 el incentivo de la pesca de anchoveta peruana destinado al
consumo humano directo mediante el D.S. 010-2010-PRODUCE; sin embargo, esta
iniciativa presentd ciertos problemas dado que la produccion de harina de pescado



produce mayores beneficios a nivel econdmico, siendo los productos para consumo
humano mas costosos debido a los insumos que se utilizan en su elaboracion (Bouchon,
2018).

Los Hidrolizados de Proteina de Pescado (HPP) tienen caracteristicas nutricionales
importantes dado su elevado contenido proteico (normalmente superior al 75% de
proteina en peso seco), propiedades funcionales como su capacidad espumante y
emulsificadora, que son muy importantes para la industria alimentaria, y también por
sus cualidades bioactivas que derivan de los péptidos de bajo peso molecular formados
durante la hidrolisis de proteinas, entre estas se encuentra la actividad antihipertensiva,
antioxidante, antimicrobiana, neuroprotectora, entre otras (Abuine etal., 2019; Li-
Chan, 2015).

Diversos estudios sobre la hidrdlisis enzimatica de proteinas de pescado han sido
realizados con distintas proteasas comerciales sobre diferentes sustratos provenientes
de la industria pesquera y/o acuicola, tanto enteros como residuales. Entre estos se
reportaron la hidrolisis realizada a partir de muasculo de salmon (Salmo salar) con las
enzimas comerciales Alcalase 2.4L, Flavourzyme 1000L, Corolase PN-L y Corolase
7089 (Kristinsson y Rasco, 2000) y con Alcalase 2.4L (See et al., 2011); la hidrdlisis
de residuos de salmén con Protamex y bromelina/papaina (Opheim, 2015); y un estudio
comparativo de hidrolisis con las proteasas Corolase 7089, Alcalase 2.4L, Promod
671L, Neutrase 0.8L y Protex 7L (Aspevik et al., 2016). Asi también, la hidrolisis de
residuos de atun de aleta amarilla (Thunnus albacares) utilizando Alcalase 2.4L
(Guerard y Dufosse, 2001) y la proteasa Protamex (Nguyen et al., 2011). De la misma
forma, se realiz6 la hidrélisis de visceras de atin (Euthynnus affinis) con Alcalase 2.4L
(Salwanee et al., 2013), de la tilapia roja (Oreochromis spp.) con Alcalase 2.4L,
Neutrase y Flavourzyme (Baez-Suarez et al., 2016), de la caballa con Alcalase 2.4L
(Ramakrishnan et al., 2013); y la hidrolisis del esturion pérsico (Acipenser persius) con

Alcalase, Protamex, Neutrase, Flavourzyme y tripsina (Ovissipour et al., 2012).

Respecto a la anchoveta peruana, en la literatura se han reportado investigaciones de la
hidrolisis con la enzima Protamex y la optimizacion de los parametros de dosis de

enzimas, cantidad de sustrato y tiempo de hidrdlisis (Sifuentes-Penagos et al., 2018);



asi también, la hidrolisis de la anchoveta peruana entera y sus residuos realizados a
escala piloto (Pandia et al., 2013), y de la anchoveta peruana entera y pota (Dosidicus
gigas) con distintas combinaciones de proteasas, en el cual se comprobaron las
propiedades bioactivas antibacterianas de estos hidrolizados en la alimentacion de la
lubina (Dicentrarchus labrax) (Costa et al., 2020).

Sin embargo, son escasos los estudios realizados con las proteasas Corolase 7089 y/o
Corolase 8000 (AB Enzymes) sobre el sustrato anchoveta peruana. Roldan et al.,
(2021) realizaron la hidrdlisis con distintas enzimas comerciales incluyendo a Corolase
7089 sobre la anchoveta peruana con Protamex y Flavourzyme 1000L. Sin embargo,
no se encontraron estudios de hidro6lisis de anchoveta peruana realizados con Corolase
8000. Ambas proteasas comerciales son concentrados enzimaticos con alta estabilidad
en su formulacién, por lo que poseen caracteristicas importantes para su aplicacion y
estudio en la hidrolisis de proteinas de anchoveta peruana, siendo potencialmente
aplicables a los procesos de transformacion pesquera.



1.5. Marco conceptual
1.5.1. Anchoveta peruana
1.5.1.1.Descripcion taxonémica

La descripcidn taxonomica de la anchoveta peruana segun Kleeberg y Nieto
(2001); citado por Boré et al. (1989):

- Reino: Animal

- Phylum: Chordata

- Sub-phylum: Vertebrata
- Superclase: Pisces

- Clase: Osteichthyes

- Familia: Engraulidae

- Género: Engraulis

- Especie: Engraulis ringens
1.5.1.2.Caracteristicas de la especie

La anchoveta peruana es un pez pelagico que tiene crecimiento rapido y tiempo
de vida corto, posee un cuerpo largo y comprimido con una longitud promedio
de 12-15cm, su coloracion se presenta entre azul oscuro a verdoso en la parte
posterior y color plateado en la parte inferior del vientre (Instituto del Mar del
Pert [IMARPE], 2015)

Habita en zonas costeras moderadamente frias entre 14-23°C, distribuida en el
litoral peruano y chileno desde la latitud 4° S hasta la latitud 42° 30° S, mediante
tres subunidades poblacionales: Stock Norte (Centro del Pert), desde Paita (5°S)
hasta San Juan de Marcona (15°S); Stock Sur (Sur del Pert - Norte de Chile),
desde Chala (16°S) hasta Antofagasta (27°S); y el Stock Centro (Centro - Sur de
Chile), desde San Antonio (34°S) hasta Valdivia (40°S); la importancia de los
stocks disminuye de norte a sur, respectivamente, dependiendo de la
productividad bioldgica (Bouchon et al. 2010; Cubillos et al. 2007).



Es una de las especies pelagicas de mayor importancia por su amplio volumen de
captura anual, debido a su facultad de alcanzar la madurez sexual y desovar varias
veces al afio, principalmente en el periodo de julio — septiembre y febrero —

marzo, donde alcanzan los niveles maximos de desove (Buitrén y Perea, 2000).
1.5.1.3.  Composicién quimica y nutricional

La anchoveta presenta la siguiente composicién quimica, como se muestra en la
Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica promedio de la Anchoveta peruana
PROMEDIO (%) EN BASE

COMPONENTE 3

HUMEDA (100 g)
Humedad 70.8
Grasa 8.2
Proteina 19.1
Sales minerales 1.2
Energia (Kcal/100g) 185

Fuente: Instituto del Mar Peruano (IMARPE) e Instituto Tecnoldgico del Perd (ITP), 1996.

Por otra parte, contiene componentes minerales, tal como sodio, potasio, calcio
y magnesio (Tabla 2). Ademas, también es fuente de &cidos grasos (Tabla 3),
siendo una de las especies con mas alto contenido de acidos grasos polinsaturados
Omega 3, principalmente &cido docosahexaenoico (DHA) y Acido
eicosapentaenoico (EPA) (Mantilla, 2013).

Tabla 2. Composicion mineral promedio de la anchoveta peruana
PROMEDIO (%) EN

MINERAL BASE HUMEDA
Sodio (mg/100g) 78

Potasio (mg/100g) 241.4
Calcio (mg/100g) 77.1
Magnesio (mg/100g) 31.3

Fuente: IMARPE e ITP, 1996.



Tabla 3. Composicion promedio de acidos grasos presentes en la Anchoveta

peruana.

ACIDO GRASO NOMENCLATURA

PROMEDIO (%)

Miristico
Pentadecanoico
Palmitico
Palmitoeico
Margérico
Estearico

Oleico

Linoléico
Linolénico
Araquico
Eicosaenoico
Eicosatrienoico
Araquidonico
Eicosapentaenoico
Docosatrienoico
Docosatetraenoico
Docosapentaenoico

Docosahexaenoico

C14:0
C15:0
C16:0
Cl6:1
C17:0
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3
C20:0
C20:1
C20:3
C20:4
C20:5
C22:3
C22:4
C22:5
C22:6

10,1
0,4
19,90
10,5
1,3
4,6
12,3
1,8
0,6
3,7
traz.
1,3
1,0
18,7
1,1
1,2
1,3
9,2

Fuente: Instituto del Mar Peruano (IMARPE), 1996.
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1.5.2. Pesca de anchoveta en el Peru

La anchoveta peruana es el principal sustento de la industria pesquera peruana y
es una de las mas importantes a nivel mundial debido a sus amplios volimenes
de captura anual, ademas se caracteriza por su alta disponibilidad de captura, alta
variabilidad de acuerdo a la disposicion del alimento, asi como su alto valor

nutricional y su bajo costo (Mac Leod y Pezo, 2004; Bouchon, 2018).

No obstante, la anchoveta peruana no siempre ha sido abundante, ya que el
sobredimensionamiento y la sobreexplotacion de este recurso, asi como los
fendmenos de EI Nifio y La Nifia generados por los cambios en los patrones del
viento, han afectado su distribucién, abundancia y condicion fisica. A pesar de la
variabilidad, la pesqueria de anchoveta peruana presenta altos indices de
desembarque pesquero industrial y es una de las actividades principales para la
economia del Perd mediante la produccion de harina y aceite de pescado (De La
Puente et al, 2011).

En ese sentido, durante la primera temporada de pesca de anchoveta peruana en
el afio 2021 se generd US$ 1065 millones en exportaciones de harina y aceite de
pescado, con mas de 60 mil puestos de trabajo, asi como una recaudacion fiscal
de S/150.6 millones que contribuyen a la recuperacion econdmica del pais
(PRODUCE, 2021).

1.5.2.1. Harina de pescado

La harina de pescado es un producto industrial, producido mediante la remocién
del contenido de grasa y humedad del pescado entero, por accién térmica de
secado a vapor y estabilizado por un antioxidante. En la industria de la harina de
pescado existen dos tipos de productos, la harina estandar (FAQ), y la Harina
Steam Dried; de las cuales la segunda es de mayor calidad y se caracteriza por
utilizar materia prima fresca, secado a vapor a temperaturas menores a 95°C y

tiempo minimo de permanencia (Sanchez, 2019).

La harina de pescado presenta una de las fuentes mas accesibles de proteinas de
alta digestibilidad con un alto valor nutricional, por ello es empleada como
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ingrediente de alimentos en la industria pecuaria, mejorando la fertilidad, el

crecimiento y disminuyendo la incidencia de enfermedades (Civera et al., 2019).

La composicion quimica de la harina de anchoveta peruana es mostrada en la
Tabla 4, donde resalta su alto contenido de proteinas y acidos grasos, tal como
omega 3, principalmente DHA y EPA; asimismo, contiene una amplia
proporcion de aminoacidos y minerales tales como sodio, cloro, manganeso, zinc,
hierro, entre otros; y vitamina A, vitamina E, B12, riboflavina, acido nicotinico,

acido pantoténico y colina (FAO, 1975).

Tabla 4. Composicion quimica promedio de la harina de anchoveta.

COMPONENTE CONTENIDO
Proteinas 64 - 68
Grasas 12% maximo
Humedad 6 —10%
Cenizas 12 - 18%
Histamina <500ppm<1000

Fuente: International Fishmeal and Fish Oil Organization (IFFO), 2007.
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1.5.2.2. Aceite de pescado

El aceite de pescado se obtiene a partir de la elaboracion de harina de pescado; y
presenta un alto contenido de acidos grasos de cadena larga omega-3;
eicosapentaenoico (EPA, C20:5), docosapentaenoico (DPA, C22:5) vy
docosahexaenoico (DHA, C22:6) (Tabla5), los cuales son muy valorados por sus

atributos nutricionales y propiedades terapéuticas (Valenzuela, et al. 2012).

El aceite de pescado de anchoveta es ampliamente utilizado como suplemento
alimenticio para la acuicultura, y es exportado principalmente a Noruega, Grecia,
Italia y Turquia (FAO, 2021). Ademas, también tiene importancia nutracéutica
y puede ser utilizado como suplemento para la salud humana; sin embargo, para
que este producto sea destinado a consumo humano, es necesario realizar

procesos adicionales de refinacion y purificacion (Valenzuela, et al. 2012).

Tabla 5. Composicion quimica proximal del aceite de anchoveta peruana.

COMPONENTE PROMEDIO
Acidos grasos libres <4%
Materia insaponificable <2%
Humedad e Impurezas <0.8%
Valor Yodico 160-180
Totox 20-35%
EPA omega-3 15-17%
DHA omega-3 7-9%

Fuente: IFFO, 2007.

13



1.5.3. Hidrdlisis de proteinas

1.5.3.1. Definicion

Segun Kurniawan et al. (2012), la hidrolisis de proteinas es una degradacion
hidrolitica o simplificacion molecular de enlaces proteicos complejos, mediante
el uso de &cidos, bases o enzimas proteoliticas, con la finalidad de generar

productos en forma de aminoacidos y péptidos.

Los hidrolizados de proteina poseen propiedades nutricionales y funcionales,
como una baja viscosidad, alta capacidad de agitacién, dispersion y solubilidad,;
por lo que son ampliamente utilizadas como suplemento de proteinas, sustitutos
de leche y potenciadores de sabor en productos de confiteria para la industria de

alimentos (Kristinsson y Rasco, 2000; Yin et al, 2008).

1.5.3.2. Tipos de hidrolisis
1.5.3.2.1. Hidrolisis quimica

Este método de hidrdlisis es llevado a cabo por el uso de acidos fuertes o alcalis
con la finalidad de romper los enlaces peptidicos en condiciones de temperatura
y presion alta. Este mecanismo es mas rapido y menos costoso, sin embargo,
suele afectar la calidad general del producto al generarse productos indeseados
por la escision de enlaces peptidicos inespecificos durante la fuerte reaccion
quimica (Wisuthiphaet et al., 2015).

Estos productos indeseados pueden estar caracterizados por la racemizacion de
aminoacidos, es decir, la conversion de L-aminoacidos en D-aminoéacidos, los
cuales no pueden se metabolizados por humanos ni animales; asi también, por la
disminucion, ausencia o inhibicidn de ciertos aminoacidos esenciales tales como

triptéfano, metionina y cisteina (Hall y Ahmad, 1997; Wisuthiphaet et al., 2015).
1.5.3.2.2. Hidrdlisis enzimatica

Este tipo de hidrdlisis se caracteriza por la aplicacion de enzimas enddgenas o
exogenas denominadas proteasas, que cumplen la funcién de escindir sobre

enlaces peptidicos especificos, por lo que es considerado un método mas eficaz
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que el método quimico, ya que no es probable que se alteren las formas quimicas
de los sustratos (Yin et al., 2012; Zamora-Sillero et al., 2018).

El perfil del producto final depende de factores como el pH (1.5 — 11),
temperatura (35 — 60 °C), tipo de enzima, concentracion de enzima,
concentracion de sustrato y tiempo de reaccién, los cuales influyen sobre el
comportamiento cinético de las proteasas (Siddik et al., 2021). Debido a esto,
existe una configuracién Optima de estas condiciones en las que una enzima
exhibe su mayor actividad, como también puede desnaturalizarse (Zamora-
Sillero et al., 2018).

1.5.3.3. Grado de hidrolisis

El grado de hidrdlisis (GH) es un indicador directo de la progresion de la
hidrélisis el cual representa la proporcion de enlaces peptidicos hidrolizados
sobre el nimero total de enlaces. Este valor esta determinado por las condiciones
de pH, temperatura, concentracién de sustrato, relacion enzima/sustrato y tiempo
de reaccién (Benitez et al., 2008). Ademas, es un parametro importante para el
seguimiento y control de las reacciones de hidrdlisis de proteinas, y se determina
mediante varios métodos, entre ellos el método de ortoftaldehido (OPA)

demostrado en la Ecuacion 1 (Guo et al., 2019).

%GH = X 100% [1]
htot
Donde,
%GH : Grado de hidrolisis en porcentaje
h (meqv g—1)  : NUmero de enlaces hidrolizados
hiot : nimero total de enlaces peptidicos por equivalente de proteina; hio

depende de la fuente de proteina, siendo para pescado hi=8,6 meqv g~'.

Los hidrolizados producidos para la industria alimentaria pueden ser clasificados
por su grado de hidrdlisis; de bajo GH (1-10%) para la mejora de las propiedades
funcionales, de GH variable para el uso como saborizante, y extensivos o de alto

GH (superior al 10%) para alimentacion especializada (Benitez et al., 2008).
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1.5.3.4. Recuperacion de proteinas

La recuperacion de proteina (RP) es un indicador del grado de solubilizacion que
se alcanza durante la reaccion hidrolitica de las proteinas. Se expresa como la
relacién porcentual de la proteina recuperada en la fase soluble del hidrolizado

respecto al contenido de proteina total del producto.

Generalmente, en una hidrolisis proteolitica se espera obtener altos porcentajes
de proteina soluble a partir de la proteina cruda del sustrato, lo que indica una

alta recuperacion de péptidos y aminoacidos en el producto final.
1.5.4. Proteasas
1.5.4.1. Definicién

Las proteasas, peptidasas o proteoliticas son parte de un extenso grupo de
enzimas que cumplen la funcion de romper los enlaces peptidicos de las proteinas
de manera selectiva, generando péptidos de menor tamafio y aminoacidos libres;
teniendo una alta especificidad por el sustrato (Saboti¢ y Kos, 2012).

Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en distintos organismos
tales como animales, plantas, bacterias y hongos y son importantes en diversos
procesos fisioldgicos y metabdlicos. Asimismo, son de gran importancia en la
industria alimentaria, medicina, farmacia, detergentes y cueros, entre otros
(Theron y Divol, 2014).

1.5.4.2. Clasificacion

Las enzimas proteasas se pueden clasificar segun su sitio de accion, el pH de
acciony la naturaleza quimica del sitio catalitico. Por su sitio de accion se dividen
en exopeptidasas (EC 3.4.11-19) y endopeptidasas (EC 3.4.22-99) (Figura 1);
estas primeras actlan sobre los extremos de la cadena polipeptidica, por el
extremo amino (aminopeptidasas) o en el carboxilo (carboxipeptidasa); mientras
que las endopeptidasas actlan en regiones internas de la cadena polipeptidica
(Barrett, 1994). Las endopeptinasas son mas importantes a nivel industrial y se

clasifican segin su mecanismo catalitico, especificidad, estructuras
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tridimensionales y por los residuos de aminoacidos presentes en su sitio activo
(Sumantha y Pandey, 2006).

Aminoacido libre N H_y—oxo—o—o—o—r

Ari it Drpéptido (Dipeptidil
ammopeptidasas)

5 Trpeéptido (Tripeptidil
fopgriass aminopeptidasas)

Peptidi-dipeptidasas O0—0 O::O Q—coon

| Carboxipeptidasas
Tioo Serina

Carboxipeptidasas

t~  Carboxipeptidasas

Tipo Cisteina
-

Metalo
carboxmentidasas

COOH

endoventidasas

Endopeptidasas Ik

Aspartico
endopeptidasas

Figura 1. Clasificacion de proteasas. Fuente: Therony Divol (2014).

1.5.4.3. Proteasas comerciales

El uso de las enzimas proteoliticas en la industria alimentaria comenzé con las
proteasas pancreaticas de animal; no obstante, las proteasas bacterianas y
fangicas han toma relevancia a nivel industrial en el Gltimo tiempo. En la Tabla
6 se describen algunas proteasas comerciales de grado alimentario disponibles en
el mercado; estos preparados suelen ser mezclas concentradas y estabilizadas de

enzimas y generalmente se presentan en estado liquido o en pellets secos.
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Tabla 6. Caracteristicas de algunas proteasas comerciales.

Enzima Origen Estabilidad
pH T(°C)
Alcalase 0.6L B. licheniformis 4-115 50 - 60
Neutrase B. subtilis 6-8 45 - 55
Protease 660L B. subtilis 7-10 50-70
Fungal-Protease A. oryzae 6-9 45- 55
P.E.M. 2500 W Tripsina porcina 6-10 30-60
Tripsina bovina 6 --10 25— 45
Quimiotrip. bovina
Corolase PP Tripsina 7-9 45 - 55
Quimiotripsina
Corolase PS A. oryzae 5-7 50 -60
Corolase 7089 B. subtilis 6-85 55-60
Corolase 7092 A. oryzae 6-9 35-45
Corolase 7093 A. oryzae 7-9 40 - 50
Corolase 7107 A. oryzae 2-3 30-50
Bromelina Vegetal (pifia) 4-9 20 - 65
Takamina
Papaina Takamina Vegetal (papaya) 6-8 2075

Fuente: Guadix et al., 2000.
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1.5.5. Hidrolisis enzimatica de proteinas

La hidrdlisis de proteinas por el método enzimatico es llevada a cabo mediante
el control de temperatura, pH, agitacion y tiempo de reaccion en el proceso.
Mientras transcurre la hidrolisis, la ruptura de los enlaces peptidicos causa la
disminucion del pH del medio; y una vez finalizada la reaccion, la enzima se
puede inactivar mediante la aplicacion de altas temperaturas, la disminucién del

pH o se puede separar mediante filtracion (Benitez et al., 2008).

Los sustratos proteicos comunmente empleados pueden ser de origen vegetal,
animal o microbiano. Entre los sustratos vegetales mas utilizados se encuentran
la proteina de soja, trigo y arroz; mientras que los sustratos de origen animal
pueden ser el pescado, tanto entero como sus desechos, ya que presentan alto
contenidos de proteina cruda (Dekkers et al., 2011).

1.5.5.1. Mecanismo de hidrolisis enzimatica de proteinas

Durante la hidrdlisis de proteinas ocurre una serie de pasos de transformacion o
catalisis, donde las proteinas se convierten en proteosas, peptonas, péptidos y
finalmente aminoacidos. Estas moléculas se diferencian entre si por su grado de
solubilidad, correspondiente al tamafio molecular (MW) y a la relacion de
amino/nitrégeno (AN/TN) (Guadix et al., 2000), asi como se describe en la Tabla
7.

Tabla 7. Caracteristicas de las moléculas producidas en la hidrdlisis de

proteinas.
Molécula MW AN/TN
Proteinas > 20000 <0.01
Proteosas 5000 - 10000 <0.01
Peptonas 1000 — 6000 0.1-05
Péptidos 200 - 500 05-0.38
Aminoacidos 75-200 0.8-0.9

Fuente: Guadix et al., 2000.
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El proceso de hidrdlisis esta conformado por tres reacciones que ocurren de
manera consecutiva: la formacién de un complejo enzima-sustrato, la ruptura de
enlace amidico que produce la liberacién de un péptido; y finalmente, la
separacion del péptido restante y de la enzima después de un ataque nucledfilo
de una molécula de agua. Este proceso se repite sobre los nuevos péptidos

formados (Benitez et al., 2008). Este mecanismo se representa en la Figura 2.

K. H,0
E+S X3 ES — 3 EP+HP — 3 FE+POH+HP
|(‘I I(z |(3

E: enzima, S: sustrato, P, P":| peptidos resultantes, k,: constante velocidad de
reaccion.

Figura 2. Mecanismo de accién de la hidrdlisis de proteina.

La proteasa acciona sobre el enlace peptidico y libera el grupo amino y el grupo

carboxilo segun la ecuacion 2:
P-CO-NH-P+H,0 - P-COOH +P-NH, [2]

Los grupos amino y carboxilo que se forman en la hidrolisis enzimética pueden
estar parcialmente ionizados, segun el pH del proceso (Guadix et al., 2000),

segun los siguientes equilibrios mostrados en las siguientes ecuaciones 3y 4.
P-COOH -» P-COO~ + H* [3]

P-NHf > P-NH, + H* [4]
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1.5.5.2. Propiedades de hidrolizados de proteina
1.5.5.2.1. Actividad funcional

Son propiedades fisicoquimicas del alimento, que estan relacionados con los
péptidos y aminoécidos libres producidos por hidrélisis enziméatica (Chalamaiah
et al., 2012). Los hidrolizados de proteina tienen una alta solubilidad en diversas
concentraciones ionicas y niveles de pH, por lo general toleran altas temperaturas
sin precipitarse. Ademas, contribuyen a las propiedades de retencién de agua,
textura, emulsificacion y fijacion de grasas cuando se agregan a los alimentos
(Halim et al., 2016).

1.5.5.2.2. Actividad bioactiva

Los péptidos bioactivos son fragmentos de proteinas especificas derivadas de
fuentes vegetales o animales que poseen beneficios nutricionales e influyen
positivamente en la salud (Hartmann y Meisel, 2007). Los hidrolizados de
proteina son una fuente importante de péptidos bioactivos que tienen efectos
antioxidantes, antihipertensivos, antimicrobianos, antiinflamatorios
inmunomoduladores, antitrombaticos y anticancerigenos, los cuales dependen de
la secuencia, composicion y nimero de aminoécidos (Shahidi y Ambigaipalan,
2015; Wang et al., 2013).

La actividad antioxidante de las proteinas depende de la composicion de
aminoacidos; sin embargo, la estructura terciara representa una de las mayores
limitaciones debido a que algunos aminoacidos con potencial antioxidante
quedan atrapados dentro del nucleo de la proteina donde son inaccesibles a los
prooxidantes. Por lo tanto, la hidrdlisis favorece el aumento de la actividad

antioxidante de los peptidos (Elias et al., 2008; Pazinatto et al., 2013).
1.5.6. Hidrolizado de proteina de pescado

Los hidrolizados de proteina de pescado (HPP) son productos degradados de las
proteinas de pescado que contienen aminoacidos libres y péptidos de bajo peso

molecular, se obtienen mediante la hidrdlisis quimica o enzimatica de la materia
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prima pescado; siendo el uso de enzimas el método mas idoneo debido a que se

obtiene productos de mayor calidad y funcionalidad (Venugopal, 2016).

Los HPP se caracterizan por presentar alto contenido de proteinas (81% — 93%),
lipidos por debajo del 5%, de 3% — 8% de ceniza y de 1- 8% de humedad
(Chalamaiah et al., 2012). El elevado contenido de proteina se debe a la
solubilizacion de las proteinas y la eliminacion de compuestos insolubles, como
lipidos y otros; lo cual le otorga estabilidad frente la oxidacion de grasas y
aumenta la vida Gtil del producto en condiciones de almacenamiento (Mamauag
y Ragaza, 2016).

La mayoria de los HPP tienen una presentacion en polvo de color blanco
cremoso, pero puede ser presentada en forma liquida, aunque es menos frecuente.
Son ampliamente utilizados en la industria alimentaria por su alto contenido en
aminoéacidos esenciales, lo cual puede influir en sus caracteristicas funcionales y
bioactivas (Chalamaiah et al., 2012).

1.5.7. Optimizacion del proceso de hidrolisis

La optimizacidn estadistica es el uso de métodos estadisticos con la finalidad de
seleccionar las condiciones de operacién mas eficientes en un proceso de
produccion; esta técnica representa una importante herramienta cuantitativa en la
toma de decisiones a nivel industrial, debido a que brinda una mejor comprension

del proceso (Braimah et al., 2016).

Uno de los metodos méas conocidos para la optimizacion de los procesos de
hidrolisis es la metodologia de superficie de respuesta (MSR), debido a que
permite evaluar los efectos de multiples factores y sus interacciones en una 0 mas

variables de respuesta (Auwal et al., 2017; Silva, Eusébio y Cardoso, 2018).
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1.5.7.1. Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

La MSR fue desarrollada por Box y Wilson (1951) para optimizar los procesos
de produccion en la industria quimica; con el objetivo de lograr un alto
rendimiento y pureza, que sea econdmicamente viable. Realizaron experimentos
que involucraban factores como la temperatura, presion, tiempo de reaccion y
proporcion de reactivos. Por lo tanto, este método se puede utilizar para optimizar
cualquier respuesta que sea afectada por los niveles de uno o mas factores

cuantitativos (Nassiri, 2020).

La MSR es una estrategia experimental y de analisis que tiene como base
estadistica el modelo de regresion polinomial, permite modelar sistemas
complejos, evaluar el efecto simultaneo de factores independientes, y asi obtener
las condiciones dptimas para las respuestas deseables de cada proceso (Tak et al.,
2015; Braimah et al., 2016; Nassiri, 2020).

Ademas de analizar los efectos de las variables, el MSR genera un modelo
matematico que permite predecir la respuesta de un sistema a cualquier condicién
nueva (Shankar et al. 2010). Por ello, es una herramienta importante para la
investigacion de procesos complejos y ha sido aplicado para optimizar las
condiciones de hidrolisis de proteinas, donde principalmente se evaltan los
factores de temperatura, pH, relacion Enzima/Sustrato y tiempo de reaccion
(Majeed et al., 2016).

Es importante mencionar que, en estadistica, el uso de sistemas computacionales
especializados es fundamental en el disefio y optimizacion de estudios
experimentales porque permite conocer el funcionamiento de un proceso y
facilitar el andlisis de datos en forma grafica. Los programas mas utilizados son
STATISTICA, STATGRAPHICS, MINITAB, JMP-IN, MINITAB,
UNSCRUMBLER, R- MATLAB, DESIGN-EXPERT (Gutiérrez y Vara, 2008;
Hernandez, 2007).
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1.5.7.2. Aplicacion de la MSR

La MSR permite determinar un punto éptimo del proceso mediante tres etapas,
lo cuales son: cribado, busqueda I (disefio de primer orden) y bdsqueda 1 (disefio

segundo orden).
1.5.7.2.1. Cribado:

Es la etapa inicial de la optimizacion de un proceso, el cual consiste en
seleccionar los factores que mas influyen en la variable de interés, que puede
obtenerse de fuente tedrica o experimental hasta seleccionar en lo posible de 2 a
4 factores (Gutiérrez y Vara, 2008).

1.5.7.2.2. Busqueda I (Disefio de primer orden):

Esta etapa se aplica cuando en el proceso hay hasta 5 factores (k < 5), que
influyen en la variable de respuesta (Gutiérrez y Vara, 2008). Los disefios méas
utilizados en esta etapa son los Disefios factoriales 2%, Disefios factoriales

fraccionados 2¥ P, Disefio de Plackett-Burman y Disefio simplex.

Si se tiene un factor k=X, el modelo de primer orden esta representado por la

ecuacion 5:

k
Y:ﬁn"'z Pix; +€ 5]
i=1

Donde, i representa el nimero de experimentos realizados (i=1, 2, 3, .., n), X; €s
una variable independiente, e Y es una variable dependiente o de respuesta, foy
Bi son parametros del modelo que se obtienen realizando la ecuacion de la recta,

€ es un error aleatorio con media cero (Gutiérrez y Vara, 2008).

La figura 3 representa un modelo de primer orden y se obtiene que su superficie

es un plano.
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Figura 3. Representacion de Superficie de respuesta de un modelo de
primer orden. Fuente: Adaptado de Gutiérrez y Vara (2008).

1.5.7.2.3. Busqueda Il (Disefio de segundo orden):

Durante esta etapa se ajusta el modelo de segundo orden con el objetivo de
determinar los efectos lineales, efectos de interaccion y los efectos cuadraticos
(curvatura) del modelo. Segtn Cornell (1990), si se tienen dos factores k=Xi, X;,
el modelo de segundo orden esta representado por la ecuacion 6:

k k ko k 6
Y=B,+> Bx,+Y, Bxl+2 D Bxx +¢ 1

i=l<j=1
Donde, Bi representa el coeficiente de regresion para los términos de primer
orden, Bii es el coeficiente de los términos cuadraticos, Bij es el coeficiente para
los términos de producto cruz y € es un error aleatorio con media cero (Gutiérrez
y Vara, 2008). La figura 4 representa un modelo de segundo orden y se obtiene
una superficie de maximo (montafia). Los disefios més utilizados en esta etapa

son el Disefio de Box-Behnken, Disefio central compuesto y Disefio equirradial.
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Figura 4. Representacion de Superficie de respuesta de un modelo de
segundo orden. Adaptado de Gutiérrez y Vara (2008)

Disefio de Box-Behnken

Este disefio de segundo orden se aplica cuando se trabajan con tres o mas factores
independientes, se distingue porque no incluye como tratamientos a los extremos
de la regidn experimental, a diferencia de un disefio compuesto; Por ende, este
disefio demuestra efectividad con respecto al nimero de experimentos reducido
(Box y Behnken, 1960), lo cual se traduce en un ahorro en tiempo y materiales
durante la fase experimental. En la figura 5 se muestran los 15 tratamientos del

disefio Box-Behnken para tres factores, y su representacién geométrica.
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a) Matriz de disefio Box-Behnken

b) Representacion geométrica de disefio

Tratamiento | x, X K Box-Behnken

1 - -1 0
2 1 -1 0 A1 7
|
3 - 1 0 e >
4 1 1 0
?
5 0 1 -1 ) G
6 0 1 -1 ° |
7 0 | -1 I | | SR
¥ i
8 0 1 1 X 4
9 1 0 1 -1 °
10 | 0 -1 r
11 -1 0 1
12 | 0 1
x *2
13 0 0 0 3
14 0 0 0 X,
15 0 0 0

Figura 5. Representacion de disefio de Box-Behnken para tres factores

1.5.7.2.4. Técnicas de optimizacion

Al ser seleccionado un modelo experimental validado, se analiza la superficie
descrita por este para determinar la configuracion de niveles que muestren un
valor optimo de la respuesta, ya sea la maximizacion o minimizacion de esta. De
esta forma, se puede predecir la direccidon optima de movimiento en la que se
debe experimentar en el futuro (Gutiérrez y Vara, 2008). La técnica de
optimizacion a utilizar depende del tipo de modelo y existen tres métodos:
Escalamiento ascendente (o descendente), Analisis canonico y Analisis de

cordillera.
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CAPITULO IlI:

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio experimental

En este trabajo se desarrolld la hidrolisis enzimatica de anchoveta peruana entera
(Engraulis ringens) con las enzimas comerciales Corolase 8000 y Corolase 7089 para
evaluar el efecto de las variables de temperatura y concentracion enzimatica, y
determinar sus valores 6ptimos sobre las variables respuesta. El estudio se realizé con
un disefio experimental factorial de Modelo Box-Benhken (de dimension 23), para tres

(03) variables y dos (02) respuestas, siendo las siguientes:
Variables independientes:

- Enzima 1 (Corolase 8000); concentracidn expresada en porcentaje (% p/p)
en base al contenido de proteina cruda en el sustrato anchoveta peruana,

[gramo de enzima/gramo de proteina cruda * 100].

- Enzima 2 (Corolase 7089); concentracidn expresada en porcentaje (% p/p)
en base al contenido de proteina cruda en el sustrato anchoveta peruana,

[gramo de enzima/gramo de proteina cruda *100].
- Temperatura de hidrolisis; expresado en grados Celsius (°C).
Variable dependiente (respuestas):

- Recuperacion de proteina soluble (%RPS); expresada como el
porcentaje (%) de proteina soluble obtenida de la proteina cruda tras la
hidrolisis enzimatica.

- Grado de Hidrdlisis (%GH), expresado como el porcentaje (%) de
escision de los enlaces peptidicos, como indicador del progreso de la

hidrolisis de las proteinas.

En la Tabla 8 se muestran los niveles de estudio donde se indican los rangos de
concentracion de enzimas y la temperatura de hidrolisis (°C) en los experimentos. Estos

valores fueron establecidos en base a la informacion obtenida de las Fichas Técnicas
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de las enzimas comerciales (ANEXO 1) y los datos preliminares otorgados por el
Laboratorio de Calidad e Investigacion de la empresa COPEINCA SAC — Sede
Chancay.

Tabla 8. Niveles de estudio para los experimentos de Hidroélisis Enzimética de
Anchoveta peruana con las enzimas Corolase 7089 y Corolase 8000.

Niveles

Factor Dimensién Cddigo Minimo Central Maximo

(-1) (0) (+1)

Enzima 1: % (g enzima/g
] X1 0.0 1.5 3.0
Corolase 8000 proteina cruda)
Enzima 2: % (g enzima/g
] X2 0.0 0.6 1.2
Corolase 7089 proteina cruda)
Temperatura Celsius (°C) X3 50 60 70

Los experimentos de hidrélisis fueron realizados segin el plan experimental
establecido en la Tabla 9, el cual se disefio de acuerdo al modelo factorial de Box-
Behnken en el software STATISTICA 10, obteniéndose un planeamiento factorial 2k
que incluye doce (12) puntos factoriales y tres (03) puntos centrales con un total de 15

experimentos.

Posteriormente se aplico el método de Superficie de Respuesta (MSR) para estudiar el
efecto de las variables y determinar los valores 6ptimos que maximicen las respuestas:
Porcentaje de Recuperacion de Proteina Soluble (%RPS) y Porcentaje de Grado de

Hidrolisis (%GH); segun un perfil de deseabilidad compuesto.

Finalmente, los pardmetros Optimos de Temperatura y Concentracion de Enzimas
determinados en la etapa anterior fueron validados mediante ensayos de Hidrdlisis
Enzimética de Anchoveta a condiciones Optimas y comparados con los valores
respuesta de la prediccion estadistica del modelo matematico obtenido en el Software
STATISTICA 10.
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Tabla 9. Disefio experimental factorial Modelo de Box-Behnken para los ensayos

experimentales de Hidrolisis enzimética de Anchoveta peruana con enzimas

comerciales.
Codificado Reales
Experi
mento X X, Enzimal Enzima2 Temperat
(%) (%) ura (°C)
1 -1 -1 0 0.0 0.0 60
2 +1 -1 0 3.0 0.0 60
3 -1 +1 0 0.0 1.2 60
4 +1 +1 0 3.0 1.2 60
5 -1 0 -1 0.0 0.6 50
6 +1 0 -1 3.0 0.6 50
7 -1 0 +1 0.0 0.6 70
8 +1 0 +1 3.0 0.6 70
9 0 -1 -1 1.5 0.0 50
10 0 +1 -1 15 1.2 50
11 0 -1 +1 15 0.0 70
12 0 +1 +1 15 1.2 70
13 0 0 0 1.5 0.6 60
14 0 0 0 1.5 0.6 60
15 0 0 0 1.5 0.6 60
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Cuantificacion
Actividad Enzimatica

Y

Enzimas (Corolase 8000
y Corolase 7089)

Materia prima (Anchoveta

peruana)

A

Analisis Grado hidrolisis
(GH) y Recuperacién
proteina (RPS).

Y

Anélisis estadistico —
Método Superficie de
Respuesta.

Y

Experimentos de hidrélisis
enzimética (Disefio
Experimental - Modelo Box
Benhken).

\ 4

Determinacion de Temperatura y
Concentracién de enzimas

oOptimas.

Anélisis Grado hidrolisis
(GH) y Recuperacion
proteina (RPS).

Anélisis proximal

Figura 6. Diagrama de flujo de la estrategia de trabajo de la presente investigacion.

Y

Validacién de condiciones
Optimas de maximizacion
(%RPS y %GH)
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2.2. Material bioldgico
2.2.1. Materia prima

La materia prima Anchoveta peruana en etapa adulta con tamafio mayor de 12
cm (datos de ictiometria otorgada por el Laboratorio de Calidad e Investigacion
de COPEINCA-Chancay), fue adquirida de una fuente comercial de pesca
artesanal local en el mes de diciembre de 2021. La muestra fue lavada
cuidadosamente y almacenada en una congeladora a -18 °C para los posteriores

experimentos de hidrdlisis enzimatica.

La composicion quimica de la materia prima se determin6 por el contenido de
humedad, ceniza, grasa y proteina (analisis proximal) y de acuerdo al porcentaje
de proteina cruda se determinaron las concentraciones de enzimas en los

posteriores experimentos.

El andlisis proximal también se realiz6 para el producto hidrolizado liquido
obtenido en la Ultima fase del estudio, donde se realiz6 la validacién de las

condiciones dptimas de hidrélisis enzimatica.
2.2.2. Enzimas comerciales

El proceso de hidrdlisis enzimética de proteina de anchoveta peruana se realiz
con la accion conjunta de dos (02) proteasas comerciales las cuales se detallan en
la Tabla 10, estas enzimas fueron otorgadas por el Laboratorio de Calidad e
Investigacion de COPEINCA-Chancay para los fines del estudio. Las enzimas
comerciales Corolase 8000 y Corolase 7089 (AB Enzymes) son concentrados
enzimaticos microbianos (endo-serina y metalo serina proteasas) de origen
fangico (Termocolina de Trichoderma reesei) y bacteriano (Bacillus subtilis),

respectivamente.
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Se cuantifico la Actividad Enzimaética de estas proteasas en condiciones de pH
6.1 (simulando el pH que se utilizd para la hidrdlisis de anchoveta peruana) y a
distintas temperaturas constantes de incubacién en un bafio maria (50, 60 y 70
°C), con la finalidad de dilucidar el comportamiento de las enzimas en las

posteriores etapas de hidrolisis del sustrato anchoveta peruana. Esta fase del

estudio se realiz6 segun la metodologia detallada en el apartado 3.3.2.

Tabla 10. Datos de fichas técnicas de proteasas comerciales.

Enzimas
Datos técnicos
Enzima 1 Enzima 2
Nombre comercial Corolase 8000 Corolase 7089
Fabricante AB Enzymes AB Enzymes
Nomenclatura (E.C.) 3.4.21.65 3.4.2X.XX

Tipo de enzima

Serina endoproteasa

(termomicolina)

Metalo y serina proteasa

Origen Trichoderma reesei Bacillus subtilis
(OGM)
Rango de temperatura Hasta 80°C Hasta 60 °C
Rango de pH 6.0-10.0 55-9.0

Actividad Enzimética 100.000 BPU/g 840 UHb/g

declarada

Densidad ~1.10 g/mi ~1.15 g/mi
Concentracion tipica 0.1-2.0% 0.01-0.5%

recomendada

Fuente: Elaboracidn propia a partir de la informacion de AB Enzymes (Anexo 1).
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2.2.3. Proceso de hidrolisis enzimatica

Todos los experimentos de hidrolisis detallados en la Tabla 9 se realizaron en un
bioreactor de 3L (Marca Aplikkon — modelo Ez2-control). Previamente, la
materia prima se descongeld6 a temperatura ambiente (25°C) durante
aproximadamente 6 horas. Posteriormente se tritur6 manualmente y se mezcl6
con agua destilada en una dilucion de sustrato de 1.5 (kg pescado/L agua), basado
en la metodologia empleada por Sifuentes-Penagos etal. (2018). Los
experimentos se realizaron en batch con un peso total de 830 g de mezcla de

reaccion que consistio en 500 g de pescado triturado y 330 ml de agua destilada.

La reaccion de hidrdlisis se realizé sin ajuste inicial del pH con un valor de
6.2+0.2 (pH de la mezcla de Anchoveta peruana y agua), y con una velocidad de
agitacion constante de 200 rpm durante un tiempo total de 120 minutos.
Previamente la mezcla de reaccién se precalentd hasta la temperatura especifica
del experimento en un equipo de bafio maria y se afiadié al vaso del biorreactor,
donde se estabiliz6 la temperatura y se inicié la hidrdlisis adicionando las
concentraciones de ambas enzimas como se indica en las condiciones de la Tabla
9. La temperatura se mantuvo constante mediante el uso de una faja de
calentamiento equipado en el biorreactor, mientras que el pH no se ajusto a lo

largo del proceso.

Transcurrido el tiempo de hidrdlisis, el hidrolizado se filtr6 a través de una gasa
simple para separar las espinas y residuos, y se realiz6 la inactivacion enzimatica

a una temperatura de 86+3°C durante 15 minutos en un equipo de bafio maria.

Se tomd una muestra inicial de la mezcla de reaccion antes de adicionar las
enzimas y otra posterior al proceso de hidrdlisis, estas muestras se centrifugaron
a 4000 rpm durante 20 minutos y se recuperd el sobrenadante (fraccion soluble).
Las muestras de hidrolizado entero y su fraccion soluble se almacenaron a -18°C

para posteriores analisis.

34



2.3. Métodos analiticos
2.3.1. Caracterizacion de materia primay productos

La caracterizacion fisicoquimica de la materia prima Anchoveta se realizo
mediante la determinacion del contenido de humedad, ceniza, grasa y proteina
cruda segun los procedimientos estandarizados del Laboratorio de Calidad e
Investigacion (Copeinca — Sede Chancay), los cuales estan basados en los

siguientes métodos:

- Determinacion de Humedad: Referencia NTP 204.030:1985 (INDECOPI,
2010).

- Determinacion de grasa extraible: Referencia NTP 204.033:1985
(INDECOPI, 2010).

- Determinacion de Cenizas: Referencia AOAC 7009 (AOAC,1984).

- Determinacion de proteina cruda: Referencia Método Kjeldahl (AOAC,
1995).

Todos los analisis fueron realizados por triplicado.
2.3.2. Cuantificacion de actividad enzimatica

Para la determinacion de la actividad enzimatica proteasa (AEP) de las enzimas
comerciales se utilizd el método de Cuantificacion de Actividad Proteasa
utilizando Caseina como Sustrato (Cupp-Enyard, 2008), con modificaciones para
simular las condiciones de pH en la cual se realiza la hidrélisis del pescado (pH
~6.1). Se emple6 un Buffer Fosfato (pH 6.1) (Mohan, 2006) en la preparacion de
la solucion de caseina 0.65% p/v. Los ensayos se realizaron con una dilucion de
enzimas 1:4000 (v/v) durante 10 minutos a las temperaturas de 50, 60 y 70 °C.
La curva de calibracion se elabord con el amino4cido L-tirosina. La actividad
enzimatica se definio con la unidad (U) como la cantidad de Tirosina-
equivalentes (umol) liberados de la caseina por minuto en las condiciones

especificas del ensayo (Anexo 2). Los ensayos se realizaron por triplicado.
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2.3.3. Determinacion del Grado de Hidrolisis (20GH)

Para determinar el Grado de Hidrdlisis en muestras de hidrolizado (fraccion
soluble) se empleo el método de ortoftaldehido (OPA) (Nielsen et al., 2001) y se
realizo el célculo del Grado de Hidrdlisis segin Guo et al. (2019). Como Blanco
se utiliz6 una muestra inicial recolectada previamente a la adicion de las enzimas
en el experimento de hidrolisis enzimatica. La metodologia se detalla en el Anexo

3. Los analisis se realizaron por triplicado.
2.3.4. Determinacién de la Recuperacién de Proteina soluble (26RPS)

La recuperacion de proteina se determino segun Sifuentes-Penagos et al. (2018),
como una relacion del nitrégeno recuperado en la fraccién soluble entre el
nitrégeno total del hidrolizado. El contenido de nitrdgeno se determind por el
método Kjeldahl (AOAC, 1995) por triplicado y para determinar el Porcentaje

de Recuperacion de Proteina Soluble (%RPS) se utilizé la siguiente formula:

%RPS = %N total en la fraccion soluble 100
’ B %N en hidrolizado x

2.4. Andlisis estadistico

Los datos recolectados de las respuestas del Disefio Experimental Modelo Box-
Benhken aplicado en este estudio fueron evaluados mediante un anélisis de varianza
(ANOVA) para esto se empleo el Software estadistico STATISTICA 10. Se aplicé el
método de Superficie de Respuesta (MSR) para la optimizacion de los parametros de
estudio mediante el Perfil de Deseabilidad Compuesto donde se determinaron los

valores de maximizacion de las respuestas.
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CAPITULO III:

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion fisicoquimica de la materia prima

La composicion fisicoquimica proximal de la materia prima Anchoveta peruana que se
utilizé en este estudio se muestra en la Tabla 11. Los valores de proteina cruda y
humedad de 17.46 +0.31% y 75.82 +£0.23%, respectivamente, fueron similares a los
reportados por otros autores. Cabe mencionar que la materia prima tuvo un elevado

porcentaje de pesca adulta, es decir, con ejemplares de longitud mayor a 12 cm.

Resultados distintos a los observados fueron obtenidos por Sifuentes-Penagos et al.
(2018) cuya materia prima tuvo un contenido de proteina cruda de 13.86 + 0.14% y
humedad de 77.65 £ 0.15%; sin embargo, los autores mencionaron que la composicion
proximal del pescado varia segun condiciones fisiol6gicas como la edad, sexo, estadio
sexual y la temporada del afio, mientras que Fonseca-Rodriguez y Chavarria-Solera
(2017) mencionaron que también pueden influenciar la zona de pesca y el tipo de

alimentacion.

Tabla 11. Composicién quimica proximal de la Anchoveta peruana (Engraulis ringens)

utilizada en los experimentos de hidrolisis enzimatica.

Composicién (% en base himeda)

C t Sifuentes- Ordofiez

omponente Presente Roldan et al. Y Pandia et al.
) Penagos et al. Hernandez
estudio (2021) (2013)

(2018) (2014)
Proteinacruda  17.46+0.31 17.21+0.12 13.86+0.14 18.40+0.1 16.52 +0.40
Humedad 75.82+0.23 75.17+0.11 77.65+0.15 73.50 £ 0.01 71.31+1.56
Ceniza 3.35+0.02 1.29+£0.09 2.71+0.01 1.33+£0.04 3.37£0.27
Grasa 4.61+0.25 5.63+0.14 5.24+0.15 6.99 +0.04 9.39+1.92

* + (variacion estandar)
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3.2. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

La actividad enzimatica proteasa (AEP) fue determinada segun Cupp-Enyard (2008)
sobre la caseina, modificado a pH 6.1 para simular la premezcla de hidrélisis de
Anchoveta. Como se muestraen la Tabla 12, la AEP de Corolase 8000 fue de 825.7+3.5
U/ml y de Corolase 7089 fue de 1049.6+138.1 U/ml a 60°C.

Tabla 12. Actividad enzimatica (U*/ml) de las proteasas comerciales Corolase 8000 y
Corolase 7089 a pH=6.1 y distintas temperaturas de incubacion (50, 60y 70°C).
Actividad Enzimética (U/ml)

Temperatura (°C) ) )
Enzima 1 - Corolase 8000 Enzima 2 - Corolase 7089

50 516.8 +53.5 1098.3 + 32.5
60 827.5+35 1049.6 + 138.1
70 1168.8 + 130.1 452.02 +13.3

*U: unidad de actividad enzimética definida como la cantidad de Tirosina-equivalentes (umol)
liberados de la caseina por minuto en las condiciones especificas del ensayo. * Intervalo de confianza
(IC) de 95%.

Mediante el método utilizado en este trabajo, Aspevik et al. (2016) evaluaron la AEP
de distintas enzimas comerciales a 50°C con pH 6.5, entre ellas Alcalase 2.4L (1.4 £0.2
U/mg enzima), Neutrase 0.8L (0.6+£0.06 U/mg enzima) y Corolase 7089 (1.0 U/mg de
enzima), esta ultima concuerda con el resultado de este estudio, donde se obtuvo 1.1
U/mg de enzima a 50°C y pH 6.1. Asi también, Joung et al. (2018) reportaron la
actividad enzimatica especifica de varias proteasas comerciales como Alcalase AF
2.4L (14.0+£0.66 U/mg proteina), Neutrase 0.8L (1.72 = 0.02 U/mg proteina),
Flavourzyme 500MG (2.38 + 0.02 U/mg proteina), entre otras. Asimismo, Kristinsson
y Rasco (2000) reportaron la AEP de Alcalase 2.4L (670167.9 AzU/g enzima),
Flavourzyme (59641.3 AzU/g enzima), Corolase 7089 (11521.3AzU/g enzima) y un
extracto enzimatico digestivo de Salmo salar (salmén) (1211.0 AzU/g enzima). No se
encontro literatura con informacion relacionada a Corolase 8000, por lo que es una

enzima poco explorada.

En otras investigaciones, Rahman et al. (2018) reportaron una AEP de 60.5 U/ml en
un concentrado enzimatico obtenido de Bacillus sp.; mientras que Park et al. (2018)

reportaron una AEP de 1.7 U/ml en un extracto enzimatico de Pseudoalteromonas
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arctica. Asimismo, Dhillon et al. (2017) reportaron que el extracto enzimatico de
Bacillus subtilis PE-11 presenté AEP de 486 U/ml en un medio que contenia caseina.
Es importante considerar que estas Ultimas investigaciones se realizaron con extractos
enzimaticos microbianos parcialmente purificados y mostraron valores inferiores en
comparacion con los reportados en este trabajo, esto debido a que las enzimas
comerciales son producidas y purificadas bajo condiciones 6ptimas, por lo que tienen
mayores rendimientos y estabilidad.

Cabe mencionar que la actividad enzimatica se expresa de acuerdo al método analitico
utilizado, por ello se pueden encontrar valores de actividad expresados en unidades
Anson (AU), de hemoglobina (UHb), azocol (azoU) o de caseina (U), entre otros
(Aspevik et al., 2016); debido a esto es complicado realizar una comparacion adecuada

de los resultados reportados por otros autores.

En la Figura 7, se observa que la temperatura tuvo una influencia importante sobre la
AEP de ambas enzimas. Corolase 7089 se mantuvo relativamente estable a 50 °C y 60
°C, pero a 70 °C disminuy¢ drasticamente su AEP en un 60%. Mientras que Corolase
8000 tuvo un comportamiento positivo respecto al incremento de la temperatura, ya
que su AEP aument6 2.3 veces su valor entre 50 °C a 70 °C; esto coincide con la
informacidn otorgada en las fichas técnicas de ambas proteasas (Tabla 10), donde se
indica que Corolase 7089 presenta actividad hasta los 60°C, y Corolase 8000 hasta los

80°C al ser termoestable.

Las proteasas alcalinas de origen bacteriano y fungico, como Corolase 7089 y Corolase
8000, presentan una actividad optima en un rango de temperatura entre 50 °C y 70 °C
(Sharma et al., 2019), y distintas proteasas comerciales de origen microbiano tienen
una temperatura maxima de actividad entre 55 °C y 70°C, entre ellos, Alcalase 2.4L
(B. licheniformis), Esperase (B. lentus), Proleather (Bacillus sp.) y Protease P
(Aspergillus niger) presentan actividad a una temperatura maxima de 65°C, 55 °C,
70°C y 60°C respectivamente; mientras que otras enzimas presentan actividad a
temperaturas de hasta 90 °C, tales como, Durazym (Bacillus sp, OMG) y Neutrase (B.
amyloliquefaciens) que tienen actividad hasta 80°C, y Novozyme 3403 (B.
licheniformis) que hasta los 90°C (Razzaq et al., 2019). En general, las proteasas
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alcalinas maximizan su actividad en presencia de iones metalicos tales como Ca?",
Mg?* y Mn?*; teniendo este primero una importante accion sobre el aumento de la
termoestabilidad, debido a que reducen la desnaturalizacion térmica y juegan un rol
protector del sitio activo de la enzima a mayores temperaturas (Veloorvalappil et al.,
2013). Asi también, los avances en ingenieria genética y protedmica han permitido

desarrollar nuevas enzimas termoestables (Li et al., 2013; Rao et al., 1998).

Segun la Tabla 12, la temperatura de 60°C es la mas adecuada para que ambas enzimas
realicen el proceso catalitico de la anchoveta peruana simultdneamente sin afectar su
AEP. Sin embargo, esto es un alcance preliminar de la temperatura éptima, ya que los
resultados fueron obtenidos sobre el sustrato caseina, mientras que el comportamiento
de estas proteasas sobre la anchoveta peruana podria ser distinto, al tratarse de un

sustrato mas complejo.

Actividad Enzimatica Proteasa (AEP)

1400.0
1168.8
1200.0 1098.3
I 1049.6 T
1000.0
827.5
800.0 -
600.0 516.8

452.02
400.0

ACT. ENZ. (U/ML)

200.0

0.0
50 60 70

TEMPERATURA (°C)

Enzima 1 - Corolase 8000 Enzima 2 - Corolase 7089

Figura 7. Actividad Enzimatica Proteasa (AEP) de Corolase 8000 y Corolase 7089
sobre el sustrato caseina en el rango de temperaturas de 50 °C - 70 °C a pH 6.1 durante

10 minutos de incubacion.
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3.3. Hidrdlisis enzimatica de Anchoveta

Los resultados de los experimentos del disefio factorial Box-Benhken se muestran en
la Tabla 13. Los mayores porcentajes de Recuperacion de Proteina Soluble (%RPS) y
Grado de Hidrdlisis (%GH) se lograron en el experimento N° 10 realizado con 1.5%
de Enzima 1 (Corolase 8000), 1.2% de Enzima 2 (Corolase 7089) y 50°C, alcanzando
un %RPS y %GH de 83.4% y 30.4%, respectivamente. Mientras que los valores mas
bajos fueron obtenidos en el experimento N° 7 donde se utilizd 0.0% de Corolase 8000,
0.6% de Corolase 7089 y 70°C, logrando un %RPS y %GH de 55.5% y 5.5%. De esta
manera se evidencia que las concentraciones de enzimas y la temperatura tuvieron una

alta influencia sobre las variables respuesta.

Los puntos centrales presentaron una repetibilidad aceptable; con un valor medio de
75.90% y desviacion estandar de +3.20% para %RPS y de 19.68% y desviacion
estandar de £0.77% para %GH.

En la Figura 8 se muestra la Carta de Pareto de efectos estandarizados para el modelo
matematico. Se observa que las variables estadisticamente significativas fueron la
Enzima 1 (Corolase 8000) y la Temperatura, mientras que la Enzima 2 (Corolase 7089)
no mostrd significancia para ninguno de las respuestas. Es asi que las variables
significativas (valor p<0.05) para el %RPS fueron “Enzima 1(L)”, “Enzima 1(Q)” y
“Temperatura(L)”; y para el %GH fueron “Enzima 1(L)”, “Enzima 1(Q)”,
“Temperatura(L)” y la interaccion “Enzima 1 x Enzima 2”. Los modelos matematicos
se ajustaron de manera confiable a las variables en estudio, mostrando Coeficientes de
Determinacion de 95.5% y 97.7% para %RPS y %GH, respectivamente (Tabla 14). Sin
embargo, se retiraron las variables no significativas (valor p > 0.05) para simplificar el

modelo matematico.
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Tabla 13. Resultados experimentales del modelo factorial Box-Benhken para la

hidrélisis enzimatica de Anchoveta.

Variables experimentales Variables respuesta

Recuperacion

Experimentos gnzimal Enzima2 Temperatura  Proteina (.3rad.o.
(%) (%) ¢C) Soluble Hidrolisis

(%RPS) (%GH)
1 0.0 0.0 60.0 56.65 6.04
2 3.0 0.0 60.0 79.82 22.43
3 0.0 1.2 60.0 63.98 17.52
4 3.0 1.2 60.0 79.82 19.14
5 0.0 0.6 50.0 70.26 18.15
6 3.0 0.6 50.0 81.71 2451
7 0.0 0.6 70.0 55.50 5.45
8 3.0 0.6 70.0 74.85 19.14
9 15 0.0 50.0 82.89 29.01
10 15 1.2 50.0 83.38 30.39
11 15 0.0 70.0 66.81 14.58
12 15 1.2 70.0 66.15 17.29
13 15 0.6 60.0 75.34 19.82
14 15 0.6 60.0 79.34 20.36
15 15 0.6 60.0 73.01 18.85

42



Los resultados de hidrolisis de la anchoveta difieren con los observados respecto a la
actividad (AEP) de las enzimas comerciales a distintas temperaturas sobre la caseina
(Figura 7). En el caso de Corolase 8000, tuvo un mayor efecto sobre la hidroélisis a 50
°C, sin embargo, a esta temperatura mostro su menor AEP, siendo 70°C su temperatura
mas Optima con la caseina. Por otro lado, el hecho de que solo la Enzima 1 (Corolase
8000) tuviera un efecto significativo sobre las variables respuesta demuestra que esta
proteasa tiene mayor afinidad con la anchoveta peruana, por lo que es mas compatible

para la hidrolisis de este sustrato.

Distintas enzimas se pueden desempefiar de manera diferente sobre un mismo sustrato
bajo las mismas condiciones de hidrdlisis, esto explica la mayor afinidad y efecto que
tuvo Corolase 8000 sobre la anchoveta peruana, en comparacion con Corolase 7089
que no tuvo un efecto significativo para ninguna de las respuestas. Este fendmeno esta
influenciado por los mecanismos de selectividad enzimética tales como los sitios
especificos de escision, la presencia de cofactores enzimaticos, el tipo de sustrato y la
naturaleza estructural de las proteinas que definen las condiciones especificas de
reaccion y la especificidad de la enzima sobre su sustrato (Butré et al., 2014; Kanu
et al., 2009; Sbroggio et al., 2016).

En el estudio comparativo de Roldan et al. (2021) se observé que la hidrdlisis fue mas
eficiente con la enzima Protex 6L que con Corolase H-pH, Corolase 7089 y
Dresenzyme en la hidrolisis de anchoveta peruana entera bajo las mismas condiciones.
Por otra parte, Aspevik etal. (2016) determinaron que las enzimas Alcalase 2.4L,
Promod 71L y Protex 7L fueron mas eficientes que Neutrase 0.8L y Corolase 7089 en
la hidrolisis de proteinas de Salmon (Salmo salar). Asi también, Herpandi et al. (2012)
demostraron que la enzima Alcalase 2.4L presentd la mayor actividad catalitica,
seguida por Protamex, Flavourzyme 500MG y Neutrase 1.5MG en la hidrdlisis de
proteinas del Bonito (Katsuwonus pelamis); asimismo Alcalase 2.4L tuvo mejores
rendimientos que Protamex, Neutrase, Flavourzyme y Tripsina en la hidrolisis de

visceras esturion persa (Acipenser persicus) (Ovissipour et al., 2012).
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Pareto Chart of Standardized Effects, Variable: Rec.Prot.(%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Residual=10.6005
DV: Rec Prot (%)

(1)Enzima 1 (%)(L) _7.579606
(3)Temperatura (“C)(L) _ -5.96282
Enzima 1 (%)(Q) lz 068165
1Lby3L I 1.21324
1Lby2L |71 12541
(2)Enzima 2 (%)(L) :l.r??sma
Enzima 2 (%)(Q) :l 4732734
2Lby3L - 177321
Temperatura (*C){Q) 1686736

a

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: G Hidrélisis (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Residual=2 988909
DV G Hidrélisis (%)

Enzima 1 (%)(Q) <-5.222893

1Lby2L I4,2?282

(2)Enzima 2 (%)(L) 512969
1Lby3L
Temperatura (*C)Q)
Enzima 2 (%)(Q)

2Lby3L

p=.05
b Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 8. Carta de Pareto para las variables respuesta en la Hidrdlisis de
Anchoveta. a) Recuperacion de Proteina Soluble (%RPS) y b) Grado de Hidrolisis
(%GH).
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Tabla 14. Analisis de varianza (ANOVA) para las variables respuesta Recuperacion

de Proteina Soluble (%RPS) y Grado de Hidrdlisis (%GH) con el modelo no ajustado.

Recuperacion de Proteina Soluble (%RPS) Grado de Hidrdlisis (%GH)
Grados . Grados )
Factor Suma Media de Suma Media de
alor Valor alor Valor
Cuadrados Cuadrados Cuadrados Cuadrados
Libertad F p Libertad F p
(SS) (MS) (SS) (MS)
(df) (df)

Enzimal(L) | 608.955 1 608.955 57.446 0.001* | 181.028 1 181.028 60.566 0.001*
Enzimal(Q)| 93.391 1 93.391 8.810 0.031* | 81.533 1 81.533  27.279 0.003*
Enzima 2 (L) 6.415 1 6.415 0.605 0.472 18.875 1 18.875 6.315 0.054
Enzima 2 (Q) 2.374 1 2.374 0.224  0.656 6.292 1 6.292 2.105 0.207
Temperatura | 376.904 1 376.904 35555 0.002* | 260.026 1 260.026  86.997 0.000*
L
Temperatura 0.302 1 0.302 0.028 0.873 12.444 1 12.444 4163 0.097
Q
Enzima 1 x 13.426 1 13.426 1.267 0.312 54.568 1 54.568 18.257 0.008*
Enzima 2
Enzima 1 x 15.603 1 15.603 1472 0.279 13.410 1 13.410 4.486 0.088
Temperatura
Enzima 2 x 0.333 1 0.333 0.031 0.866 0.441 1 0.441 0.147 0.717
Temperatura
Error 53.003 5 10.601 14.945 5 2.989
Suma 1168.733 14 651.269 14
Cuadrados
Total
Coef. Det. 0.955 0.977
(R}

*: Valor p<0.05;

(L): lineal; (Q): Cuadratico.
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3.3.1. Efectos sobre la Recuperacion de Proteina Soluble (%RPS)

El %RPS estd expresado como la relacién entre el contenido de proteina en el
hidrolizado y en su fase soluble recuperada por centrifugacion, y tuvo valores
entre 55.5% y 83.4%. Segun el andlisis de varianza (ANOVA), las variables
Enzima 1 (Corolase 8000) y Temperatura tuvieron un efecto estadisticamente
significativo (valor p <0.05) sobre la %RPS con un Coeficiente de Determinacion
(R?) de 93.88% (Tabla 15). Los efectos estimados de las variables sobre el %RPS
mostrados en la Tabla 16 indicaron que la variable mas influyente fue la
concentracion de Enzima 1, mientras que la Temperatura tuvo un efecto negativo,

es decir, que el incremento de la temperatura reduce el %RPS.

El efecto positivo de la concentracion de enzimas sobre el %RPS fue también
observado en la hidrdlisis de Anchoveta peruana entera con Protamex, donde se
alcanzd un %RPS méaximo de 75.3% en 120 minutos de hidrdlisis (Sifuentes-
Penagos et al., 2018). Asi también, en la hidrolisis de subproductos de Salmoén
(Salmo salar) con distintas proteasas comerciales con un %RPS maximo de 71%
(Aspevik et al., 2016); de igual forma en la hidrdlisis de residuos de caballa con
Alcalase 2.4L donde se obtuvo %RPS de 76.3% (Ramakrishnan et al., 2013); en
la hidrolisis de esturion pérsico con Alcalase 2.4L donde se alcanzd un %RPS de
83.6% bajo condiciones éptimas (Ovissipour et al., 2012); en la hidrolisis de
visceras de atun de aleta amarilla (Thunnus albacares) con Alcalase 2.4L bajo
condiciones Optimas con un %RPS de 85% (Ovissipour et al., 2011); y en la
hidrolisis de anchoveta (Engraulis japonicus) con una combinacién de
Flavourzyme, Protamex y Alcalase 2.4L bajo condiciones Optimas, obteniendo
un %RPS de 87.5% (He et al., 2014).
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Los resultados obtenidos estan dentro de los porcentajes observados en otros
estudios, sobre todo aquellos llevados a cabo con Alcalase 2.4L sobre proteinas
de pescado, lo que indica que Corolase 8000 tiene una capacidad catalitica

comparable con otras enzimas de alto rendimiento para hidrolizar estos sustratos.

Tabla 15. Analisis de Varianza (ANOVA) del modelo ajustado para la variable

respuesta Recuperacion Proteina Soluble (%RPS).

Grados
Suma q Media de
e
Factor Cuadrados . Cuadrados Valor F Valor p
(s5) Libertad (MS)
(df)
Enzima 1 (L) 608.955 1 608.955 76.652 0.000*
Enzima 1 (Q) 91.533 1 91.533 11.522 0.008*
Enzima 2(L) 6.415 1 6.415 0.807 0.392
Temperatura (L) 376.904 1 376.904 47.442 0.000*
Enzima 1 x Enzima 13.426 1 13.426 1.690 0.226
2
Error 71.500 9 7.945
Suma Cuadrados 1168.733 14
Total
Coef. Det. (R?) 0.9388
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Tabla 16. Efectos estimados, significancia y coeficientes del modelo ajustado

para la variable respuesta Recuperacion Proteina Soluble (%RPS).

Coeficient
Error
Error e de
Factor Efecto ] t(5) Valor p . estandar
estandar regresion
(CR)
(CR)
Media 71.973 0.753 95.544 0.000* 100.054 6.381
Enzima 1 (L) 17.449 1.993 8.755 0.000* 13.640 2.260
Enzima 1 (Q) 4.952 1.459 3.394 0.008* -2.201 0.648
Enzima 2(L) 1.791 1.993 0.899 0.392 4.546 2.877
Temperatura (L) -13.728 1.993 -6.888 0.000* -0.686 0.100
Enzima 1 x Enzima 2 -3.664 2.819 -1.300 0.226 -2.036 1.566

En la Tabla 16 se muestran también los coeficientes de regresidn de cada variable

para el %RPS, obteniéndose el siguiente modelo matematico:
%RPS = 100.054 + 13.640 (Enzima 1) - 2.201 (Enzima 1)? + 4.546

(Enzima 2) - 0.686 (Temperatura) - 2.036 (Enzima 1 x Enzima 2)

Siendo

Enzima 1: Concentracion de Corolase 8000 (%; enzima (g) / proteina cruda (g) x 100); Enzima
2: Concentracion de Corolase 7089 (%; enzima (g) / proteina cruda (g) x 100); Temperatura:

temperatura de hidrélisis (°C).
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El comportamiento de las variables de estudio sobre el %RPS se puede observar
en los gréficos de la Figura 9. Respecto a la influencia de cada enzima (Figura 9-
a), la enzima 1 (Corolase 8000) tuvo una evidente influencia sobre el %RPS,
conforme incrementa la concentracion se obtienen mayores %RPS; alcanzando
valores mayores al 80% aun en ausencia de la enzima 2 (Corolase 7089); sin
embargo, en ausencia de la enzima 1 (Corolase 8000) no se supera el 60% de
%RPS independientemente de la concentracion de enzima 2 (Corolase 7089).
Asi también, en ausencia de ambas enzimas y a 60°C se alcanza un %RPS
cercano a 60%, lo cual puede ser atribuido a enzimas endogenas en el pescado o
a la presencia de proteinas solubles sarcoplasmaéticas, gelatina o aminoacidos
libres que se solubilizan en el medio (Aspevik et al., 2016).

Por otra parte, el efecto de la temperatura sobre la Enzima 1 (Corolase 8000) se
muestra en la Figura 9-b. El desempefio de la enzima 1 (Corolase 8000) fue
reducido por el incremento de temperatura, observandose que a temperatura
<50°C se alcanza un %RPS sobre el 80%; no obstante, al aumentar la temperatura
a 70°C se reduce a valores cercanos al 70% aproximadamente. Esto contradice
el comportamiento de Corolase 8000, que al ser una enzima termoestable
present6 su méxima actividad enzimatica (1168 + 130.1 U/ml) a 70°C y su menor
actividad (516.8 + 50.3 U/ml) a 50°C sobre la caseina (Tabla 12).

Para el caso de la Enzima 2 (Corolase 7089), en la Figura 9-c se muestra un efecto
negativo de la temperatura similar a la Enzima 1 (Corolase 8000); el %RPS se
mantiene cercano al 80% indiferente de la concentracion de Corolase 7089
cuando se aplica una temperatura < 50°C, lo que demuestra que la Enzima 2
(Corolase 7089) no tiene una influencia significativa para el proceso de hidrolisis
independiente de la temperatura.

Se conoce que la temperatura de hidrolisis tiene un rol importante sobre la
actividad catalitica de las proteasas y su capacidad de solubilizar las proteinas,
normalmente el aumento de la temperatura promueve la recuperacion de estas;
esto se observé en la hidrdlisis de visceras de esturion con Alcalase 2.4L en un
rango de 35-55°C (Ovissipour et al., 2009). No obstante, este efecto positivo
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depende de la temperatura Optima de la enzima respecto a su sustrato especifico,
puesto que al superar el valor éptimo la temperatura perjudica la recuperacion de
proteinas; como se demostrd en la hidrolisis de pescado Restrineobola argéntea
con Alcalase 2.4L, donde el %RPS tuvo un incremento significativo al aumentar
la temperatura hasta 56°C; sin embargo, esta se redujo por sobre los 58°C, lo que
se atribuyd a una desestabilizacion de la enzima y la reduccion de su actividad
catalitica (Awuor et al., 2017). De igual manera en la hidrdlisis de subproductos
de pez gato (Pangasius hypophthalmus L.) con SEB-neutral PL, el %RPS tuvo
un incremento hasta los 55°C y disminuyd por encima de este nivel (Hien et al.,
2022); y en la hidrolisis de residuos de camaron (Penaeus indicus) con Alcalase,
donde se determind que la temperatura tuvo un efecto estadisticamente negativo

sobre la recuperacion de proteinas (Sowmya et al., 2014).

De acuerdo a lo mencionado, la temperatura de hidrdlisis tuvo un efecto negativo
y afecta a la Recuperacion de Proteina cuando se encuentra por encima de su
valor 6ptimo. Es asi que para el caso de Corolase 8000 actuando sobre el sustrato
anchoveta peruana, la temperatura mostré un efecto negativo ya que su valor
Optimo se encontraria por debajo de los 50°C como se muestra en la Figura 9-b
y no en el rango experimental aplicado en este estudio (50-70°C).

Segun las observaciones, para obtener altos valores de %RPS en la hidrolisis
enzimética de Anchoveta peruana, se debe trabajar a temperaturas cercanas a
50°C con una concentracion aproximada del 3.0% de Enzima 1 (Corolase 8000),
siendo estadisticamente innecesaria la adicion de la Enzima 2 (Corolase 7089),

ya que no presenta una influencia importante sobre la variable respuesta.
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Figura 9. Gréaficos de Superficie de Respuesta y Contorno para la variable respuesta
Recuperacion Proteina Soluble (%RPS). a) Interaccion Enzima 1 vs Enzima 2 (Temperatura
nivel central: 60°C). b) Interaccion Enzima 1 vs Temperatura (Enzima 2 nivel central: 0.5%).

c) Interaccion Enzima 2 vs Temperatura (Enzima 1 nivel central: 1.5%).
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3.3.2. Efectos sobre el Grado de Hidrolisis (%0GH)

Los resultados de Grado de Hidrdlisis (%GH) estan expresados como el
porcentaje de escision de los enlaces peptidicos, el cual es utilizado como
indicador del progreso de la hidrdlisis de las proteinas; en este estudio se
demostrd que las variables influyeron sobre el %GH y se obtuvieron valores entre
5.45% a 30.39% mediante el método de ortoftaldehido (OPA).

Otros estudios emplearon el método OPA para determinar el %GH; Roslan et al.
(2014) obtuvieron un grado de hidrdlisis de 20.2% en la hidrdlisis de tilapia
(Oreochromis niloticus) con Alcalase 2.4L; por otro lado, Guo etal. (2019)
alcanzaron %GH maximos de 34.5%, 44.7% y 24.0% con las enzimas ENMEX
Ht, PAL y PF, respectivamente, durante 120 minutos de hidrdlisis de pescado
Pterygoplichthys disjunctivus bajo condiciones Optimas, destacando que los
valores de %GH obtenidos en su investigacion superaron a los hallados en otros
trabajos realizados sobre proteinas de pescado, que tipicamente estan en el rango
de 15% a 40%. Asimismo, también se reportd el %GH sobre sustratos como la
proteina de soya y caseina con valores de 33.0% y 37.7% en 2 horas de hidrolisis
(Nielsen etal., 2001); y en hidrolisis de suero de leche con pancreatina
alcanzando un %GH de 27.2% en 2 horas (Silvestre et al., 2013).

En la Tabla 17 se muestran el analisis de varianza (ANOVA) con las variables
significativas para el modelo ajustado con un Coeficiente de Determinacion del
92.9%. Para este caso, las variables significativas (valor p < 0.05) fueron Enzima
1 (Corolase 8000), Temperatura (°C) y la interaccion Enzima 1 x Enzima 2.
Mientras que la Enzima 2 (Corolase 7089) no mostré tener una influencia
significativa (valor p > 0.05) sobre el %GH, lo cual podria estar relacionado a su
baja selectividad por el sustrato anchoveta peruana, como fue previamente

explicado.

Los efectos estimados se muestran en la Tabla 18. La variable Enzima 1
(Corolase 8000) mostré un impacto positivo, lo que significa que al aumentar su
concentracion se incrementa el %GH. El grado de hidrolisis dependio

directamente de la concentracion de enzima y esto fue también reportado en la
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hidrolisis de Anchoveta peruana entera con Protamex (Sifuentes-Penagos et al.,
2018); en la hidrolisis de residuos de gibelion catla (Catla catla), utilizando
Alcalase 2.4L (Bhaskar et al., 2008); en la hidrolisis de Anchoveta (Engraulis
japonicus) con una mezcla de Flavourzyme, Protamex y Alcalase 2.4L (He et al.,
2014); y en la hidrdlisis de subproductos de tilapia por la enzima Alcalase 2.4L

(Roslan et al., 2014), entre otros estudios.

Por otra parte, la temperatura tuvo un efecto negativo respecto al %GH. Este
resultado difiere con Ovissipour et al. (2009) que reportaron que la temperatura
tuvo una influencia positiva sobre el %GH en la hidrolisis de esturion persa
(Acipenser persicus) con Alcalase 2.4L; asimismo Bhaskar et al. (2008) lo

reportaron en la hidrolisis de visceras de Catla (Catla catla) con Alcalase.

Tabla 17. Analisis de Varianza (ANOVA) del modelo ajustado para la variable
respuesta Grado de Hidrolisis (%GH).

Suma Grados de Media de

Factor Cuadrados  Libertad  Cuadrados Valor F Valor p
(SS) (df) (MS)

Enzima 1 (L) 181.028 1 181.028 35.210 0.0002*
Enzima 1 (Q) 90.500 1 90.500 17.602 0.0023*
Enzima 2(L) 18.875 1 18.875 3.671 0.0876
Temperatura (L) 260.026 1 260.026 50.575 0.0001*
Enzima 1 x Enzima 2 54.568 1 54.568 10.614 0.0099*
Error 46.273 9 5.141
Suma Cuadrados 651.269 14
Total
Coef. Det. (R?) 0.929

* Valor p < 0.05. Estadisticamente significativo.

53



Tabla 18. Efectos estimados, significancia y coeficientes del modelo ajustado

para la variable respuesta Grado de Hidrolisis (%GH).

Coeficiente Error

Factor Efecto eslié:r:jj;r t(5) Valor p de Regresion estandar

(CR) (CR)
Media 18.188 0.606 30.014  0.000* 40.768 5.133
Enzima 1 (L) 9.514 1.603 5.934 0.000* 12.198 1.818
Enzima 1 (Q) 4.924 1.174 4.195 0.002* -2.188 0.522
Enzima 2(L) 3.072 1.603 1.916 0.088 8.716 2.314
Temperatura (L) -11.402 1.603 -7.112  0.000* -0.570 0.080
Enzima 1 x Enzima -7.387 2.267 -3.258  0.009* -4.104 1.260

2

En la Tabla 18 se muestran también los coeficientes de regresion de cada variable

para el %GH, obteniéndose el siguiente modelo matematico:
%GH = 40.768 + 12.198 (Enzima 1) - 2.188 (Enzima 1)? + 8.716 (Enzima 2)
- 0.570 (Temperatura) - 4.104 (Enzima 1 x Enzima 2)

Siendo

Enzima 1: Concentracion de Corolase 8000 (%; enzima (g) / proteina cruda (g) x 100); Enzima
2: Concentracion de Corolase 7089 (%; enzima (g) / proteina cruda (g) x 100); Temperatura:

temperatura de hidrélisis (°C).
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En la Figura 10 se muestran los graficos respecto al comportamiento de las
variables sobre %GH. En cuanto a la influencia de las concentraciones de
enzimas (Figura 10-a), la concentracion de la Enzima 1 (Corolase 8000) tuvo un
efecto positivo sobre el %GH, caso contrario de la Enzima 2 (Corolase 7089)
cuyo efecto fue insignificante. La interaccion entre ambas enzimas tuvo un
impacto negativo sobre el %GH; al utilizar la concentracion maxima de 3.0% de
Enzima 1 (Corolase 8000) se alcanzan %GH mayores de 20%, siempre que la
concentracion de Enzima 2 (Corolase 7089) sea menor de 0.2%; mientras que al
aumentar la concentracion de Enzima 2 (Corolase 7089), el %GH se reduce a
niveles por debajo del 18%. Este fendmeno puede ocurrir por un efecto de
competitividad enzimatica o por la generacion de ciertos productos inhibitorios
formados por la Enzima 2 (Corolase 7089) en una primera etapa de la hidrolisis
(Valencia et al., 2014), esto podria explicar la reduccion de la velocidad de la
Enzima 1 (Corolase 8000). Por lo tanto, la actividad catalitica se ve afectada por
la presencia e interaccidén de ambas enzimas y, por ende, el %GH y el %RPS se
ven afectados. He etal. (2014) observaron una disminucion del %GH vy la
actividad antioxidante del hidrolizado de Anchoveta (Engraulis japonicus) al

combinar Flavourzyme con altas concentraciones de Protamex y/o Alcalase 2.4L.

Otra observacién importante fue que, en ausencia de Enzima 2 (Corolase 7089),
en un rango de concentracion de 2.5-3.0% de Enzima 1 (Corolase 8000) se
obtiene un %GH mayor al 20%, y fuera de este rango el %GH tiende a decrecer.
Esto fue también reportado en la hidrdlisis de residuos de langostino (Penaeus
chinensis) con Devase, donde se redujo drasticamente el %GH al incrementar la
concentracion de enzima de 2% a 2.5% (Guo et al., 2014); asimismo ocurri6 en
la hidrolisis de musculo de esturidn chino (Acipenser sinensis) con un preparado
de papaina al incrementar la concentracion de enzima por encima del 3% (Noman
et al., 2018). Una posible explicacion es que en circunstancias de saturacion
enzimatica se rompen la mayoria de los enlaces peptidicos en la primera etapa de
hidrolisis, produciendo péptidos y aminoacidos que son poco susceptibles a la
hidrolisis e inhiben la velocidad enzimatica; por lo tanto, al utilizar concentracion

de enzimas superiores al valor 6ptimo se acelera la generacion de estos productos
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inhibitorios. Es por ello que es importante identificar la concentracion de enzima
Optima al cual debe limitarse un proceso de hidrolisis, ya que al sobrepasar este
valor se perjudica la actividad catalitica, con la finalidad de evitar el aumento de

los costos de produccion por el sobreconsumo de enzimas a mayor escala.

Por otra parte, en la Figura 10-b se muestra el efecto que tiene la temperatura
sobre la Enzima 1 (Corolase 8000); con temperaturas menores de 50 °C se logran
obtener %GH superiores al 25% aplicando concentracion entre 1.5-3.0%; en este
mismo rango de concentracion, a temperaturas de 60 °C y 70 °C, el %GH se
reduce a valores inferiores al 20% y al 15%, respectivamente, exhibiendo el
efecto negativo de las altas temperaturas sobre la hidrolisis de la anchoveta
peruana con Enzima 1 (Corolase 8000). Como fue explicado previamente, es
posible que la temperatura 6ptima de Enzima 1 (Corolase 8000) para hidrolizar
las proteinas de anchoveta peruana se encuentre por debajo de 50°C y que el
rango empleado en este estudio (50-70°C) no fuera el mas adecuado.

Con respecto a la Enzima 2 (Corolase 7089), el aumento de la temperatura
también tuvo un impacto negativo sobre su actividad catalitica. En la Figura 10-
¢ se muestra que a 60 °C y una concentracion maxima de 1.2% (Punto Central
Enzima 1: 1.5%) se alcanzan %GH superiores al 25%; mientras que aumentar la
temperatura sobre 60 °C y 70 °C, el %GH se reduce por debajo de 25% y 15%,
respectivamente. La Enzima 2 (Corolase 7089) es altamente sensible a las
temperaturas superiores a 60°C y estos resultados coinciden con los obtenidos
sobre el sustrato caseina en condiciones de ensayo (Tabla 12) donde se mostrd

que esta enzima fue estable hasta los 60°C.
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Figura 10. Gréficos de Superficie de Respuesta y Contorno para la variable respuesta Grado
de Hidrdlisis (%GH). a) Interaccién Enzima 1 vs Enzima 2 (Temperatura nivel central:
60°C). b) Interaccion Enzima 1 vs Temperatura (Enzima 2 nivel central: 0.5%). c)
Interaccion Enzima 2 vs Temperatura (Enzima 1 nivel central: 1.5%).
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3.4. Optimizacion de la hidrdlisis enzimatica de anchoveta
3.4.1. Perfil de deseabilidad y condiciones éptimas

Mediante la herramienta de optimizacion del software STATISTICA 10 se
obtuvo un perfil de deseabilidad compuesto para maximizar las respuestas de

%RPS y %GH, tal como se muestra en la Figura 11.

En la Tabla 19 se indican los valores 6ptimos de Enzima 1 (Corolase 8000),
Enzima 2 (Corolase 7089) y Temperatura de hidrolisis, asi como los valores
predictivos de %RPS y %GH con un valor de deseabilidad de 0.98. Esto significa
que hay una alta confiabilidad que las condiciones Optimas para alcanzar los
maximos valores de las variables respuesta sean un 3.0% de Enzima 1, ausencia
de Enzima 2 (0.0%) y la temperatura de 50°C.

Tabla 19. Valores éptimos experimentales y respuestas pronosticadas de las

variables Recuperacion Proteina Soluble (%RPS) y Grado de Hidrolisis (%GH).

Valores 6ptimos - variables Valores pronosticados -
experimentales variables respuesta
Recuperacion Valor de
- - , Grado  geseabilidad
Enzima Enzima Temperatura  Proteina o seabilica
Hidrolisis
1(%)  2(%) °C) Soluble
(%GH)
(%RPS)
3.00 0.00 50.00 86.85+£552 20.16+4.44 0.98
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3.4.2.Validacion de condiciones optimas

En la Tabla 20 se muestran las condiciones de hidrolisis de la anchoveta entera

empleadas para la validacion experimental del perfil de optimizacion

(maximizacion) del %RPS y %GH, segun los valores éptimos indicados en la

Tabla 19.

Tabla 20. Condiciones éptimas de hidrdlisis enzimatica de Anchoveta entera

para la validacion experimental.

Factor Dimension Valor
Dilucion de p/p; pescado (Kg) / Agua 1.5
sustrato (Kg)
pH (sin ajuste) - ~6.1
Agitacion rpm 200
Tiempo de Minutos 180
hidrolisis
Temperatura °C 50
Enzima 1 %; enzima (g) / proteina 3.0
(Corolase 8000) cruda (g) x 100.
Enzima 2 %; enzima (g) / proteina 0.0

(Corolase 7089)

cruda (g) x 100.

Los resultados de la validacion del modelo de optimizacion se presentan en la

Tabla 21. Los valores de %RPS y %GH obtenidos en la validacion se ajustaron

a la prediccion realizada por el modelo en un intervalo de confianza del 95%. Los

resultados demuestran que el modelo matemético fue capaz de predecir el

comportamiento y maximizar las variables respuesta en la hidrolisis enzimatica

de Anchoveta peruana entera.
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Mediante la MSR se determino que las condiciones éptimas para la hidrdlisis de
Anchoveta peruana entera con Corolase 8000 fueron con una concentracion de
enzima de 3.0% a 50°C durante 120 minutos, sin necesidad de utilizar Corolase
7089, y se alcanzd un %GH de 30.9% (método OPA) y un %RPS de 84.3%.

Tabla 21. Valores predictivos y reales experimentales de la optimizacion de la

hidrélisis de Anchoveta entera con Corolase 8000 y Corolase 7089.

Prediccion Validacion
Variable respuesta
(1C 95%) (IC 95%)
Rec. Prot. (%RPS) 86.9+£55% 84.3+£0.8%
Grado de Hidrolisis (%GH) 29.2+4.4% 30.9+£3.6%

Sifuentes-Penagos et al. (2018) emplearon la MSR para optimizar la hidrolisis
de Engraulis ringens con Protamex, determinando los valores Optimos de
concentracion de enzima 60 UA/kg proteina, dilucion de sustrato de 0.7 kg
pescado/kg agua y 60 minutos de proceso, alcanzando un %GH y %RPS de
16.9% y 68.7%, respectivamente. Mientras que He et al. (2014) establecieron
que las condiciones Optimas para la preparacion de un hidrolizado de anchoveta
(Engraulis japonicus) fueron con una concentracion de enzima 3.27% (p/p),
55.4°C y 2.7 horas, alcanzando un %GH de 33.2%, %RPS de 87.5% y una

maxima actividad antioxidante de 84.5%.

Por otra parte, See et al. (2011) establecieron que las condiciones optimizadas
para la hidrélisis de piel de salmén (Salmo salar) fueron con 2.5% (v/p) de
Alcalase 2.4L a temperatura de 55.3 °C y pH 8.4, logrando un %GH de 77.03%
(método de TCA) y %RPS de 89.53%. También, Hou y Li (2011) optimizaron
mediante MSR las condiciones de hidrolisis del pescado Sillago sihama con una
temperatura de 55°C, concentracion de enzima de 1.5% y pH 7.5, con lo cual
alcanzaron un GH de 20.2% (método ninhidrina) y una RPS de 95.8%. Roslan

etal. (2014) también emplearon MSR para optimizar la hidrdlisis de tilapia
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(Oreochromis niloticus) y establecieron que un 2.5% de sustrato, 4.0% de
Alcalase 2.4L, temperatura de 50° y pH 7.5 fueron las condiciones dptimas para
alcanzar un %GH de 25.16% (método OPA) en 120 minutos de proceso. Por
ultimo, Guo etal. (2014) realizaron la hidrolisis de langostino (Penaeus
chinensis) en las condiciones dptimas establecidas por MSR de 57 °C, pH 6.5y
2.0% de Devase, con lo que alcanzaron un %GH méximo de 57.7% (método

formol).

En todos los estudios mencionados, los valores experimentales de validacién
coincidieron con los valores predictivos del modelo matematico, lo que demostrd
que la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) fue una herramienta eficaz

y precisa para la optimizacion de la hidrolisis de proteinas de pescado.
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Figura 12. Cinética de la hidrdlisis enzimatica de Anchoveta en condiciones estandar
(P.C.) y optimizadas (OPT). a) Comparacion de la variable Grado de Hidrdlisis

(%GH). b) Comparacion de la variable Recuperacion Proteina Soluble (%RPS).
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En la Figura 12 se muestra la comparacion de la cinética de hidrolisis enzimatica
de proteinas de anchoveta peruana con condiciones optimizadas (OPT) con 3.0%
de Enzima 1 (Corolase 8000) a 50°C; y con los puntos centrales experimentales
(P.C.) con 1.5% de Enzima 1 (Corolase 8000), 0.6% de Enzima 2 (Corolase
7089) a 60°C. Se observa que OPT presentd una mayor velocidad catalitica dado
que en 120 minutos de hidrolisis con P.C. se alcanzaron valores de %GH y %RPS
de 19.7% %0.8 y 75.9% 3.2, respectivamente, mientras que con OPT se
consiguieron valores similares de 19.5% +1.4 de %GH y 76.4% +1.7 de %RPS
en un tiempo menor de 30 minutos. De esta manera, el tiempo de hidrolisis se
logré reducir hasta en un 75%, de 120 minutos a 30 minutos, al emplear las
condiciones optimizadas OPT de concentracion de enzimas y temperatura

determinadas en este trabajo.

Por otra parte, se prolongd la reaccion de hidrolisis hasta 180 minutos para
observar el comportamiento del %GH y %RPS. En el caso del %GH, entre los
120 a 180 minutos hubo un incremento de un 2.5% con P.C. y de 5% con OPT,
esto corresponderia a un incremento relativo del 12.4% y 15.9% de su valor,
respectivamente; mientras que el %RPS solo incrementd un 1.2% para P.C. y
2.6% para OPT, lo que correspondié a un aumento relativo del 1.5% y 3.1% de
su valor, respectivamente. Si bien el %GH tuvo una tendencia a seguir
incrementando al prolongar la hidrdlisis, no pasé lo mismo con el %RPS en la

misma magnitud.

El grado de hidrdlisis tiene una alta correlacion con la recuperacion de proteina;
por lo tanto, a un alto grado de hidrélisis se obtiene una mayor solubilizacion y
recuperacion de estas (Ovissipour etal., 2011). Sin embargo, bajo ciertas
condiciones puede ocurrir que un incremento del grado de hidrdlisis no
necesariamente involucre un aumento significativo de la recuperacién de
proteinas, esto ocurre porque durante la hidrélisis solo una fraccion de las
enzimas reaccionan con la parte insoluble del sustrato, mientras que la otra
fraccion se asocia a proteinas ya solubilizadas (Aspevik et al., 2016). Y también

mencionan Sifuentes-Penagos et al., 2018) que a partir de cierto tiempo, la

64



recuperacion de proteinas disminuye de manera gradual, debido a que los
péptidos solubles serian atrapados en la fase lipoproteica formada durante la
hidrélisis y no se podrian recuperar de maneta eficiente en la fase soluble.

Por lo anterior observado, al realizar la hidroélisis de la anchoveta peruana con las
condiciones optimizadas no es necesario aumentar el tiempo de hidrdlisis sobre
120 minutos ya que esto no involucraria un incremento significativo de %RPS y

podria incurrir en mayores gastos energéticos y menor productividad.

En la Tabla 22 se muestra las caracteristicas fisicoquimicas del producto
hidrolizado liquido que se elabor6 mediante la hidrolisis de proteinas de

anchoveta peruana en condiciones optimas.

Tabla 22. Composicion fisicoquimica del Hidrolizado liquido de Anchoveta

entera elaborado en condiciones 6ptimas de hidrdlisis.

Composicion (base hiumeda) Media (%0)
Proteina 10.73 £ 0.07

Humedad 85.57 £0.13

Ceniza 1.13 +0.04

Grasa 2.37+0.34

pH 6.04 +0.01

Sélidos solubles (°Brix) 145+ 0.10

+ Intervalo de confianza de 95%.
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CAPITULO IV:

IV. CONCLUSIONES

El sustrato Anchoveta peruana (Engraulis ringens) utilizado en este estudio tuvo
una composicion de 17.5 £0.3% de proteina cruda, 75.8 £0.2% de humedad, 3.4
+0.02% de ceniza 'y 4.6 £0.3 de grasa.

La actividad enzimatica proteasa (AEP) de Corolase 8000 y Corolase 7089 sobre
la caseina fue de 827.5 £3.5 U/mly 1049.6 £138.1 U/ml, respectivamente, a 60°C
con pH 6.1.

La temperatura y la concentracion de Corolase 8000 tuvieron un efecto
significativo sobre la hidrolisis de la anchoveta, mientras que la concentracion
Corolase 7089 no mostré un efecto significativo sobre los indicadores de

rendimiento de la misma, por lo que su aplicacion es irrelevante.

Las condiciones dptimas de temperatura y concentracién de enzima para la

hidrolisis de anchoveta peruana entera fueron 50°Cy 3.0% p/p de Corolase 8000.

Los resultados de validacion se ajustaron eficientemente al modelo matematico
(IC 95%) y se alcanzaron valores méaximos de Grado de Hidrdlisis de 30.9 + 0.8%
y Recuperacion de Proteinas de 84.3 £ 3.6% en 120 minutos de reaccion en la

hidrolisis enzimatica de la Anchoveta peruana entera.
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CAPITULO V:

V. RECOMENDACIONES

- Evaluar la temperatura 6ptima de hidrolisis de la anchoveta peruana en un rango
menor de 50°C. Asimismo, otros parametros como pH y dilucion de sustrato para
optimizar la hidrolisis de anchoveta peruana con Corolase 8000.

- Estudiar el efecto de los parametros de manera individual para cada enzima
Corolase 8000 y Corolase 7089, y probar el funcionamiento de ambas enzimas

en bioprocesos independientes.

- Evaluar el efecto de la temperatura y concentracion de las enzimas de Corolase

8000 y Corolase 7089 inmovilizadas en sustratos poliméricos.

- Evaluar el efecto de las condiciones optimas de hidrdlisis sobre la distribucién
de péptidos y las potenciales propiedades funcionales y bioactivas del hidrolizado
de anchoveta peruana.

- Realizar la caracterizacion bioquimica de los péptidos y aminoacidos presentes

en el hidrolizado de proteinas de anchoveta.

- Evaluar las caracteristicas organolépticas y microbioldgicas del hidrolizado de

anchoveta como un potencial aditivo de alimentos.
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CAPITULO VII

VII. ANEXOS

ANEXO 1

FICHAS TECNICAS DE PROTEASAS COMERCIALES COROLASE 7089 Y
COROLASE 8000

ABMS Enzymes

—

COROLASE"® 7089

Neutral protease enzyme for protein hydrolysis applications, brewing and distilling

PRODUCT DESCRIPTION
COROLASE® 7088 ks a liquid formuated nactenal
enZyme preparation for hydrolysig high molecular prodein Infto low molecular peptides. ThiS
product Is charactenized by is abillty bo hydrolyse a broad range of substrates ioaally at neutral pH.
Typlcal protein substrates Incuge casedn, whey, meat, flsh, 5oy, gelatin and some graln fypes.
COROLASE® 7089 Is also recommendad for hydrolising protein In distiing and brewing.
COROLASE® 7089 Is producad by controled fermentation of a ciassical sirain of Bacilus SUSADS.

phidase (metsllo- & serne protease)

PRODUCT CHARACTERISTICS

COROLASE®T089 has the following characiersics & speciications:

Liquid formutation.

COMPCSITON. profease concentrte (205, Spaciic pAoein: 1.5% ), Qhyresl (306, SO0 {3090
Light brown colour with charactenstic aromatic cdour.

Dermity.  ~1.15gml

Acuity.  Minlmum 840 UHDG. A metnod of anaiysis ks availabie on request.
1UB: 342000

CAS: 001-92-7

CORCLAZE® 7082 comples wih the ncommended specificabions of the FAQSWHO'S Jont Expert
Commitiee on Food AddEves (JECFA] and the Food Chemicals Codex (FCC) for food-grade enzyme

preparytions.

APPLICATION

CORDLAZE® T08S It chamcienzed by iz abliEy to hydroiyss & broad range of subsirates preferabiy amund
neutral pH. It ks ideally subed for (Mood grade) protein hydrolysis applicaions in which pH adustment ks efther
not feasibie or not necessary, COROLASE® TOES may be used efher as a single enzyme of in combinadion
'wih other profenases or other enzyme activifies.

Frotein hydrolycle applioations: COSOLASE® T0ES ko used for Sie Fydrofysis of probeins from several
sourres. Typical appicaions inciude the production of hydrolysates of wheat gluten, soya protein, g=atine,
upgrade of fish profein from by-products and mik proteins. COROLASE™ 7089 & usad eiher as a single
EMEFME of IN CombiRation with other Dot inases.

Browing: in the brewery CORCLASE®TOSS |5 used to supply the mizssing protease acihvity when processing
bariey or low-gualky malt. CORCLAIE® TOE2 Is not Inhibkzd by barieyprofease-inhib kors and therefore high
values of a-amno-nitrogen are achieved The addBon Is camied out during the mashing.

Distiling: Depending on the type of Cereals used for aloohol producton and depending on the gualky of the
grain, the enzymatic hydrotysis of starch may partiaily be blocked by e exisiznce of a protein-stanch-miatie.
This may lead i poor sicohol welds, The use of COROSLASET TO8S Improves the s=paration of protein from
starrh and Increasas the akcohol yeid. COROLASE® TOES forms low moecular pepides, which do not
saiment at the wall of e mash tun, e fermentens or e gsgiing squipment and thensfore IRCrustatons in
these equipments are reduced or avoided.
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AB Enz ymes:

COROLASE® 7089

DOSAGE
The dosage of the

determined In trals.

pH range: 5.54.0

Temperaiure rangs: up to &0 "C

For Initital triais, typical dosages ane:

Predsin hydrelyelc:  0,01-0,5 % basad o probein consent
Erewing: S0-20 gatom {ppm) raw maberial
Ditiling: 50-100 gatom {ppm) raw material

PACKAGING
COROLASE® 7089 Is avallabde In 25 kg PE canisters, and 1000 kg IBCS.

STORAGE & HANDLING
'When siored In the onginal, ul

Inhalation of aernsol may cause sensisation and possibly 3

Shaet [SDS).
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AB Enzymes GmbH
Feldbergstrasse 73
54293 Darmetad
Germany
Tel: #48 (0)E151 3630 100
Emall: Infoi@abenzymas.com
WA ADENZYITEE. COm

AEF
"

sdienis

depends on raw maierials used, reaction condbions such as
temperature and time, and the desired degres of hydmiysls. The ootimal dose rate should

Neutral protease enzyme for protein hydrolysis applications, brewing and distilling

& pH.
be

nopened packaging at dry condfilons and at temperaburss <10 "G,
COROLASE®TOES Is best wsed within 24 months from the date of production. Avodd unnecessany
cortact Wi erzyme preparations during handing and avold the formation of aemsols. Rapeatad
reactions In
sensitised Individuals. For detalled Infommation and Instructions, please nefer o e Sarety Data
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Figura 13. Ficha técnica de enzima Corolase 708

9. Fuente: AB Enzymes, 2017.
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COROLASE® 8000
Alkaline protease enzyme for protein hydrolysis applications

PRODUCT DESCRIPTION
COROLASE® 8000 s 3 thermotolerant food grade fungal alkaline profeass enzyme preparation
ideal for hydrolysing proteins under mildy alkailne condiions. Specficaly, | 5 a serine endo-
prosease (themomycoing and can aiso be described a5 an endopeptidase.

COROLASE® B000 |5 produced by controiled fermentation of @ genetically modfied straim of
Trichodenma reesel

PRODUCT CHARACTERISTICS
COROLASE® 5000 has the following characteristics & speciications:
»  Liguid formulation.
Lignt orown colour with characterstic odour.
Daresity: ~1.10gimi.
Activity. Minimum 100.000 BPU/g. A method of analysis s avaliabie on request.
IUB: 342155
» CAS. 2233315
CORCLAZE™ B000 comples wih the recommended specificabions of the FACSWHO's Joni Espert
Commitize on Food AddEves (JECFA) and the Food Chemicals Codex [FGC) for food-grade enzyme
preparations.

APPLICATIONS
COROLASE® 8000 can be usad for many sorts of protein hydrolysls whether from vegetal or
animal origin. It can be used to achisve a high degree of hydrolysls.

CORDLASE® 5000 Is able to hydratyse 3 broad range of proteins at and above newiral pH. 1t may
b usad either on Rs own o In comidination with other profeases or other enzyme activities.
Typleal appilcations Inciude the hydrmiysls of wheat guten, soya projein, gelatne, milk proteins,
recycing of meat off-cuts and FEcOvery of fish protedn from by-producs.
The product can be used over @ wide pH and temperature rangs:

v pH £.0-10.0

+ Temperature: up to 80 "C

DOSAGE
The dosage of the enzyme depents on raw materials used, reaction condfons such as pH,
temparatura and tme, and the desired degree of hydriysls. The optimal doee rate should be
detemined In ais.

For Intital trials, typical dosages are: 0.1 - 2.0% based on the protein content

COROLAZE" 8000, Page 1of 2
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COROLASE® 8000
Alkaline protease enzyme for protein hydrolysis applications

PACKAGING
COROLASE® 5000 Is avallabie In 25 kg PE canisters and 1000 kg ISCs.

STORAGE & HAMDLING

Whnen stored In the onginal, UNopnad packaging at dry conaltions and at lemperatures Delow
10°C, COROLASE™ 5000 |5 D2gt used WnIn 12 months from the date of production. Avold
UNMECEEEATY COMAct wWin preparalions ourng handing and a0kl e formation of
3ems0ls. Regeatsd INNaAaton Of enzZyme 3eMmsdl may cause 5ENsMisaNon and possiy Alergc
fype reacions In sensitised Individuals. For detalled Imformation and Instructions, please refer o
the Satety Data Sheet [SDS).

DIFCLAIMER

EAE Earam Gl DOSOLASER i a mglrisend ruciaras of A% Ercryress Grusid. Line wnor asbe o thases procacis sy be covarsd iy arse or rears
Pisares ki el 42 e appsiearira i 1L S A o el Droduent meglimuion MR TATS Appy I RIS NGIERL BRI OIS Lot
iy Al Erorprss o nmat Cpdaten 51 SOSAct megmuaora ard proceswsiacdty iy counry

Wi b e CHQANY ST 10 SIS Dt VT BR ICETRNEL QAT 1 U BICRES W COTRCE B W BT Of publoatior. Denpbs Sl
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Figura 14. Ficha técnica de enzima Corolase 8000. Fuente: ABEnzymes, 2017.
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ANEXO 2

CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA USANDO CASEINA COMO

SUSTRATO (CUPP-ENYARD, 2008).

Reactivos

Caseina de leche bovina.

L-Tirosina base libre.

Acido tricloroacético (TCA).

Carbonato de sodio anhidro (Na2CO3).

Fosfato dipotésico trihidratado (K2HPO4 * 3H20).
Reactivo Fenol Folin's (Folin y Ciocaltea’'s) 0.5mM.
Acetato de Sodio 3H20.

Acetato de Calcio hidrato.

HCI 1 M.

NaOH 1 M.

Procedimiento

a)

b)

d)

Afiadir 5 ml de solucion de caseina 0.65% p/v en 4 tubos de ensayo e incubar a

37°C durante 5 minutos.
Afadir el volumen de enzima. Agitar e incubar durante 10 minutos a 37°C.
Afadir 5 ml de TCA a cada tubo para la inactivacion de la reaccion enzimatica.

Afadir un volumen de solucién de enzima para completar 1 ml e incubar a 37°C

durante 30 minutos.
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Tabla 23. Procedimiento del ensayo de cuantificacion de actividad enzimatica proteasa.

Reactivo 1 2 3 Blanco
Caseina (0.65% p/v) (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0
Solucion de enzima (ml) 0.5 0.7 1.0
Acido tricloroacético (TCA) (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0
Solucién de enzima (ml) 0.5 0.3 1.0

f)

9)
h)

Filtrar los ensayos a través de filtros de jeringa (0.45 um) y traspasar 2 ml de

filtrado a nuevos tubos.

Afadir 5 ml de carbonato de sodio 500 mM y 1 ml de reactivo de Folin y

Ciocaltea’s 0.5 mM. Agitar e incubar a 37°C durante 30 minutos.
Filtrar los ensayos a través de filtros de jeringa (0.45 um)

Realizar la lectura en espectrofotometro UV/VIS a longitud de onda de 660 nm.

2.1. Preparacion de la curva de calibrado

a.

Disponer de 6 tubos de ensayo. Afiadir volumenes del estandar de tirosina 1.1
mM en un rango de 0.05-0.5 ml y completar con agua destilada hasta 2 ml segln
la Tabla 13.

Tras realizar la serie de diluciones estandar de tirosina, seguir los pasos f, gy h

del apartado anterior.

c. Determinar la absorbancia total mediante la diferencia entre la absorbancia medida

d.

de los estandares y el blanco segun la ecuacion:

A660nm(std)T0TAL = A660nm(std) - A660nm(Blanco)

Graficar una curva de calibracion de Absesoonm (€j€ Y) VS. concentracion de tirosina
(eje x), considerando las concentraciones de tirosina en cada dilucion de los

estandares
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Tabla 24. Preparacion de la curva de calibracion de tirosina.

Estandar -
o Concentracion
Tubo Tirosina Agua (ml) _
amino-eq (UM)
(ml)
Blanco 0 2 0.000
1 0.05 1.95 0.055
2 0.1 1.9 0.111
3 0.2 1.8 0.221
4 0.4 1.6 0.442
5 0.5 1.5 0.553

2.2. Caélculo de la actividad enziméatica

a)

b)

Determinar la concentracion de tirosina en cada ensayo en relacién a su

absorbancia en la curva de calibracion.

Se cuantifica la actividad enzimatica, definiendo una unidad (U) como la
cantidad de Tirosina-equivalentes (umol) liberados de la caseina por minuto en
las condiciones del ensayo. El calculo se realiza mediante la formula:

U) AxB

Activi . LA
ctividad enzimatica (ml CxD<E

Donde:

A= Concentracion de tirosina en la muestra (uWM).
B= Volumen total del ensayo (ml).

C= Tiempo de reaccién enzimatica (min).

D= Volumen de proteasa utilizada (ml).

E= Volumen de muestra para andlisis espectrofotémetro (ml).
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Resultados

Curva de calibracion de Tirosina

1
0.9 y = 1.35x - 0.0021
08 R? = 0.9999
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Figura 15. Curva de calibracion de Tirosina. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 16. Preparacion de la curva de calibracion. Tubos de ensayo con diferentes
concentraciones de tirosina muestran una escala de intensidad de la coloracion al
reaccionar con el reactivo Folin & Ciocaltea’s
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Tabla 25. Calculo de actividad enzimatica de Corolase 8000 a 60°C.

Ensayo 1 Ensayo 2
Tubo Vi i
o | Abs amino- . Actividad EACt.'V'Ej"fId Abs amino- . Actividad EACt.'V'E”?‘d
(N°) (660 eq ?rzr:g]a Enzimatica n(ZLIJTn?It)Ica (660 eq ?é:g‘a Enzimatica n(lejr/an?lt)lca
nm) (uM) (U/ml) total nm) (uM) (U/ml) total
1 |o0.264 0.197 0.5 0.217 0.209 0.249 0.186 0.5 0.205 0.191
2 10371 0.276 0.7 0.217 0.314 0.234 0.7 0.184
3 10475 0.353 1 0.194 0.447 0.333 1 0.183
Act. ) ] o Act. Int
Ensayo Enzima Densidad ) Dilucion ~ Desv.
. Enz. Enzima (ml) Enz. Promedio Conf
(N°) (9)* (g/ml) (Viv)
(U/ml) (U/ml) (95%0)
1 0.209 0.0279 1.1 0.0254 3943 825.78 827.54 2.5 35
2 0.191 0.02527 1.1 0.0230 4353 829.30

* enzima (g) diluida para el ensayo.

Nota: se realiz6 el mismo procedimiento de célculo para Corolase 8000 y Corolase 7089 a

50, 60 y 70°C.
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ANEXO 3

METODO ORTOFTALDEHIDO (OPA) PARA DETERMINACION DEL GRADO DE

HIDROLISIS (NIELSEN ET AL., 2001; GUO ET AL., 2019).

Preparacion de reactivos

b)
c)
d)
e)

7.62 g di-tetraborato sodico 10H20 y 200 mg SDS en 150 ml de agua destilada.
160 mg o-ftalaldehido OPA 99% en 4 ml etanol y adicionar a la solucién anterior.
Afiadir a la mezcla 176 mg DTT 99% y aforar hasta 200 ml.

Estandar de serina: Disolver 50 mg en 500 ml de agua destilada para una

solucion 0.9516 meqv/L.

Anélisis de muestras de hidrolizado

a)
b)
c)
d)
e)

Realizar una dilucion de la muestra de hidrolizado (fase soluble) en 1:500 v/v.
Tomar 400 uL de muestra diluida.

Afiadir 3 ml de reactivo OPA

Agitar en vortex por 5 segundos y reposar por 2 minutos a temperatura ambiente.
Realizar la lectura en espectrofotdmetro UV/VIS con longitud de onda de 340

nm.

Calculo del grado de hidrolisis

Calcular el grado de hidrolisis mediante las siguientes formulas:

GH (%) =
(%) htotal
Donde:
h -NUmero de enlaces rotos (meqv/g).
htotal - Numero de enlaces peptidicos (meqv/g). 8.6 para pescado.
L serina NH2 — 8
B a
Donde:
a -1.0. Constante para proteina de pescado.
s : 0.4. Constante para concentrado de pescado.
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DOm — DOb

D
Serina NH2 = ( ) * 0.9516 * (F)

DOest — DOb
Donde:
SerinaNH. . meqv serinaNH./g proteina.
DOm : Absorbancia de la muestra (nm).
DOest : Absorbancia del estandar serina (nm).
DOb : Absorbancia del blanco (nm).
0.9516 : meqv serina/L.
D : Factor de dilucion de la muestra.
P : Concentracion de proteina en muestra (g/L).

6. Resultados

Figura 17. Determinacion de grado de hidrdlisis por el método OPA. Preparacion de las
muestras y Lectura de absorbancia en espectrofotémetro para el analisis de los
hidrolizados enzimaticos de anchoveta.
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Tabla 26. Calculo de Grado de Hidrolisis de hidrolizados de anchoveta por método OPA.

Cddigo Proetﬁma Pmetﬁma Abs (340 égg Abs. Serina Factor h _Gralld_o_
muestra muestra ensayo Blamnzzo nm) Total (mlt\elth_:f/g) (meqv/g) hld(zzl)ms
(%) (g/L) muestra
El 5.48 54.84 0.13 0.199 0.069 0.92 0.52 6.0
E2 8.54 85.36 0.118 0.39 0.272 2.33 1.93 22.4
E3 6.71 67.08 0.123 0.298 0.175 191 1.51 17.5
E4 8.18 81.82 0.124 0.353 0.229 2.05 1.65 19.1
E5 7.12 71.19 0.183 0.374 0.191 1.96 1.56 18.2
E6 8.86 88.58 0.129 0.433 0.304 251 2.11 24.5
E7 4.88 48.80 0.096 0.154  0.058 0.87 0.47 5.4
E8 7.47 74.67 0.099 0.308 0.209 2.05 1.65 19.1
E9 8.43 84.34 0.13 0.464 0.334 2.89 2.49 29.0
E10 8.58 85.85 0.13 0.484 0.354 3.01 2.61 30.4
Ell 7.07 70.72 0.108 0.268 0.16 1.65 1.25 14.6
E12 6.82 68.16 0.072 0.248 0.176 1.89 1.49 17.3
E13 7.26 72.59 0.112 0.321 0.209 2.10 1.70 19.8
El4 8.15 81.54 0.114 0.354 0.24 2.15 1.75 20.4
E15 7.52 75.23 0.126 0.334 0.208 2.02 1.62 18.8
Opt1 9.01 90.10 0.115 0.471 0.356 2.89 2.49 28.9
Opt 2 8.91 89.10 0.107 0.5 0.393 3.22 2.82 32.8
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ANEXO 4

HIDROLISIS ENZIMATICA DE ANCHOVETA (IMAGENES)

Figura 18. Anchoveta peruana (Engraulis ringens) utilizada en este estudio. Ejemplares

adultos (longitud mayor de 12 cm).
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Figura 19. Bioreactor (Marca Applikon, modelo Ez2-control) empleado en los
experimentos de hidrolisis enzimatica. Vaso del bioreactor conteniendo el hidrolizado

liquido de anchoveta.
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Figura 20. Hidrolizado liquido de anchoveta. Separacién de fases mediante centrifugacion:
se muestra la fase oleosa (superior), soluble (centro) e insoluble (inferior). A) Estado inicial
(antes de iniciar la hidrdlisis); se observa un 30% de fase insoluble y una fase soluble poco
clarificada. B) Estado final (120 minutos de hidrolisis): se observa un elevado porcentaje de
solubilizacidn, reduciéndose la fase insoluble a un 10% de la capacidad del tubo, con una
fase soluble mas oscura y fase oleosa casi nula.
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