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RESUMEN

Los hidrolizados de proteinas pueden ser adicionados para mejorar las
propiedades funcionales, nutricionales e inmunologicas del alimento original. Con
el objeto de estudiar los grados de hidrolisis obtenidos de los concentrados de
proteina de frijol Pinto Durango y de suero de leche utilizando una enzima
alcalasa, se utiliz6 un biorreactor tipo lote (BTL) y uno de tipo membrana (BTM).

Para la hidrdlisis del suero de leche se compararon tratamientos consistentes en
diferentes concentraciones iniciales de enzima y sustrato, asi como también el uso
0 no de un precalentamiento a 85 °C por 15 min., fijos pH y temperatura de 8 y
50°C respectivamente, cada tratamiento se monitoredé 180 minutos. Se ajustaron
las curvas de grados de hidrdlisis de cada tratamiento a modelos exponenciales
mediante técnicas de regresion no lineal; las correspondientes constantes
cinéticas fueron estimadas. No se identificd ninguna relacion con el modelo de
Michaelis-Menten. ElI mecanismo de reaccion, incluyendo un patron de no
inhibicion debido al sustrato o al producto fue elucidado; una reaccion de segundo
orden con una inactivacion enzimatica fue confirmada.

Para el frijol Pinto Durango se compararon tratamientos en BTL que consistian en
el uso o no de precalentamiento y en BTM también la recirculacion (180 minutos) o
no recirculacion (45 minutos), fijos pH en 8 y temperatura en 50°C. La hidrdlisis
se incrementdé con el precalentamiento, obteniéndose casi el doble de
hidrolizados comparado con los que no fueron precalentados. Se aprecia también
gue los hidrolizados obtenidos por BTM sin recirculacién y con precalentamiento,
son equiparables a BTL en los primeros 45 min. Se verifico la hidrdlisis
observando el perfil de los péptidos mediante una electroforesis unidimensional;
se evalu6 su capacidad antioxidante mediante un ensayo ABTS. En los
hidrolizados del BTM se observé que los péptidos muestran menor capacidad
antioxidante comparado con los obtenidos en BTL.

(Palabras claves: Suero de leche, frijol, precalentamiento)



SUMMARY

Protein hydrolysis products can be used to improve functional, nutritional and
immunological properties of food. A stirred batch reactor (BR) and a membrane
reactor (MR) were used to study the hydrolysis degree of Pinto Durango bean’s
protein concentrate and whey protein concentrate using alcalase as the enzyme for
the reaction.

Different treatments, consisting of different initial concentrations of enzyme as well
as the presence or not of a preheating treatment at 85 ° C for 15 min, were tested
for whey protein hydrolysis. All treatments were carried out at pH 8 and 50 ° C and
each treatment was monitored during 180 minutes. The resulting curves
ofhydrolysis degree were adjusted for each treatment to exponential models using
nonlinear regression techniques; the corresponding kinetics constants were
estimated. A non Michaleis - Menten relationship was identified. The reaction
mechanism, including a non inhibitory pattern due to substrate or product was
elucidated; second order enzyme inactivation, was confirmed.

In the case of the Pinto Durango beans, treatments in BR incluiding or not
preheating treatment and MB recirculation (180 minutes) or not recirculation (45
minutes) were compared; all treatments were set at pH 8 and 50 ° C. The
hydrolysis degree was increased by the preheating treatment, resulting in almost
hydrolysis products compared to those which were not preheated. It was also
observed that the hydrolysates obtained by MB without recirculation in presence of
the preheating treatment, were comparable to the BR-treated during the first 45
min. The hydrolysis degree was verified by observing the peptides profile using a
one-dimensional electrophoresis technique; the antioxidant activity of hydrolysates
was assessed by ABTS assay. MB-hydrolysates showed peptides with lower
antioxidant capacity compared with those obtained by BR.

(Keywords: whey protein concentrate, beans, preheating treatment)
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1. INTRODUCCION

El suero de leche es un subproducto de la manufactura de quesos, caseina,
caseinatos y mantequilla, que representa del 80 al 90 por ciento del volumen del
lacteo transformado por la industria lechera. La fraccion de proteina en el suero de
la leche es aproximadamente un 10% del peso y comprende cuatro principales
tipos de proteinas. EIl suero producido en México contiene aproximadamente 50
mil toneladas de lactosa potencialmente transformable y 9 mil toneladas de
proteina potencialmente recuperable.

El frijol es una buena fuente de carbohidratos, proteinas, fibra dietética,
(principalmente fibra insoluble), vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina,
acido fdlico) y en menor medida, de algunos minerales como el calcio, hierro,
cobre, zinc, fésforo, potasio, magnesio, mientras que la cascara contiene
flavonoides que actian como antioxidantes (Morales de Leon et al., 2007).

Los hidrolizados de proteinas se emplean a escala comercial en productos
hipoalergénicos y en nutricion clinica debido, entre otras cosas, a la reduccion de
antigenicidad de la proteina conseguida mediante la hidrélisis enzimética.
Actualmente, los hidrolizados enzimaticos de proteinas se producen en
operaciones por lotes en reactores tipo tanque agitado. Sin embargo; este modo
de operacion conlleva inconvenientes importantes: infrautilizacion de enzima,
costo energético asociado a la desactivacion térmica de la enzima, costo de mano

de obra, variabilidad lote a lote, etc.

Para superar estos inconvenientes se han empleado reactores con
enzimas inmovilizadas y reactores continuos de membrana. Sin embargo; hasta la
fecha su aplicaciéon industrial es muy limitada debido por una parte al alto costo
asociado a la inmovilizacién y por otra a los fendbmenos de colmatacién de las

membranas que limitan su operatividad (Prieto Velazco, 2007).

Los procesos con reactores de membrana constituyen una serie de técnicas

de separacién que consisten en emplear un gradiente, ya sea de presion o


http://es.wikipedia.org/wiki/Suero_de_leche
http://es.wikipedia.org/wiki/Suero_de_leche

electrostético, para forzar el paso de componentes de una disolucién a través de
una membrana porosa semipermeable, para que se obtenga una separacion sobre

la base del tamafio, e incluso de la carga molecular (Chacon-Villalobos, 2006).

La presion requerida para forzar el paso a través de alguna membrana
suele ser proporcional al tamafio de los poros, siendo necesario incrementar
sustancialmente su magnitud a medida que el tamafio de éstos decrece. Entre
ambos lados de la membrana se establece un diferencial de presion denominado
“presion transmembranaria” y que es utilizado como un parametro importante
asociado al rendimiento del proceso de membranas. La permeabilidad de una
membrana es adecuada cuando se registra una relacion lineal entre un flujo de
agua de baja dureza y la presion transmembranaria que se registra de la misma.
Este rendimiento de la membrana en términos de la cantidad de permeado
obtenido, no sblo depende de esta presién transmembranaria, sino también de la
velocidad del flujo de alimentacion, la temperatura, la concentracién del fluido y las

caracteristicas fisicoquimicas de la membrana (Chacén-Villalobos, 2006).

Actualmente los disefios de productos y procesos necesitan ser flexibles. El
método por prueba y error ya no es la mejor manera para alcanzar la calidad, una
forma mas sistematica es por medio del disefio experimental y el correspondiente
modelado matematico. Se puede realizar un disefio del proceso, como una
simulacion en un laboratorio virtual utilizando modelos cuantitativos. El modelado
se puede utilizar en diferentes niveles. Algunos tipos de modelado que son
importantes en el disefio de alimentos son los modelos de superficie de respuesta,
modelos cinéticos asi como algunas herramientas estadisticas multivariadas (Van
Boekel, 2008).

Actualmente no existe ningun trabajo de optimizacién usando un biorreactor
de placas por ultrafiltracion para hidrolizado de proteinas; ademas, la optimizacion
de este proceso podria derivar en una mayor produccion de hidrolizados, que se
traduciria en una reduccion de costos y en volver mas competitivos los procesos
actuales de produccion de hidrolizados. Ademas, la realizacion de un modelo

matematico ayuda a conocer mas a fondo el fenbmeno y a estar en posibilidad de



proponer innovaciones, ya que este conjunto de ecuaciones, al usar los
parametros adecuados, permite realizar simulaciones. Por otro lado ofrece la
ventaja de que el modelo matematico puede ser usado para proponer mejoras en

la operacién o el disefio de un mecanismo.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Frijol comun

El frijol comun, junto con el maiz, constituye el alimento basico de la dieta

en la mayoria de los mexicanos y se ha utilizado en la preparacion de platos
tradicionales y las comidas durante muchos afios (Morales de Ledn et al. , 2007).

En el ambito mundial, México se encuentra entre los cinco principales
productores de frijol conjuntamente con la India, Brasil, China y los Estados
Unidos de América, paises que en total aportan el 63% de la produccién mundial.
México contribuye con el 7% en promedio de las cosechas mundiales (Paredes
Lopez et al., 2006).

Los frijoles son una buena fuente de carbohidratos, proteinas, fibra
dietética, principalmente fibra insoluble, vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina,
piridoxina, acido félico) y en menor medida, de algunos minerales como el calcio,
hierro, cobre, zinc, fésforo, potasio, magnesio, mientras que la cascara contiene

flavonoides que actian como antioxidantes (Morales de Ledn et al., 2007).

El porcentaje de proteinas en cultivos de frijol comin comercial presenta un
intervalo de valores de 14 a 33%. La variacion del porcentaje de proteinas no solo
depende de los genes que controlan la sintesis y acumulacién de proteinas
especificas, sino también de genes que controlan otros factores, tales como la
adquisicion de nutrientes, maduracion, produccion y tamafio de la semilla, y la
sintesis y acumulacién de almidén y de otros compuestos en la misma semilla.
Ademas, también los factores ambientales, tales como la localizacion geogréfica y
el tiempo de cosecha, pueden influir en el contenido de proteinas en el frijol
(Paredes Loépez et al., 2006).

Los principales componentes de las proteinas de frijol son las globulinas
(81%) y albuminas (31%). En contraste con otras leguminosas, el frijol comin
contiene altos niveles de glutelina (7-15 % vs. 20-30 %, respectivamente).

Ademas, dentro la globulinas la faseolina representa del 40-50% del total de las



proteinas contenidas en el frijol y existen mas de 40 diferentes tipos de faseolina
gue han sido clasificados por medio de un analisis electroforético. Los pesos
moleculares del rango de subunidades de la faseolina se encuentran entre los 43
a 53 kDa (Montoya et al., 2008; Montoya et al., 2010; Yeboah F. K et al., 1999).

Estudios clinicos han mostrado que el consumo regular de frijoles
contribuye a disminuir la incidencia de cancer de colon y su multiplicacion,

alteraciones en el tracto gastrointestinal, enfermedades cardiovasculares y
diabetes (Morales de Ledn et al., 2007).

Segun Mufioz de Chavez, (1999) encontré que el frijol promedio contiene
19.20 g de proteinas por cada 100 g de alimento crudo en peso neto, mientras que
el frijol negro Phaseolus vulgaris L. contiene 21.80 g por cada 100 g de alimento
crudo en peso neto. Siendo de las leguminosas que contienen la mayor cantidad
de proteinas por cada 100 g de alimento crudo en peso neto, logrando que se
pueda hacer el comparativo con el contenido de proteinas de carnes y visceras asi

como el de algunos tipos de leche.

Los frijoles contienen varios factores antinutricionales como los inhibidores
de tripsina, quimotripsina, y la amilasa, que interfieren con la biodisponibilidad de
nutrientes; los frijoles también contienen acido fitico, oligosacaridos que producen
flatulencia, saponinas y lectinas, que interfieren con la biodisponibilidad de hierro
(Morales de Leon et al., 2007).

2.2 Suero de Leche

El suero de leche, es un subproducto de la manufactura de quesos,
caseina, caseinatos y mantequilla, que representa del 80 al 90 por ciento del
volumen del lacteo transformado por la industria lechera.

La fraccion de proteina en el suero de la leche es aproximadamente un 10%
del peso y comprende cuatro principales tipos de proteinas. El mayor contenido es
de B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, seroalbimina e inmunoglobulina.

La produccion mundial anual estimada de suero lacteo es de
aproximadamente 145 millones de toneladas, de las cuales 6 millones son de
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lactosa. El suero producido en México contiene aproximadamente 50 mil
toneladas de lactosa potencialmente transformable y 9 mil toneladas de proteina
potencialmente recuperable. A pesar de los mdultiples usos del suero, 47 por
ciento es descargado en suelo, drenajes y cuerpos de agua, tornandose en un

serio problema para el ambiente (Carrillo Aguado, 2006).

2.2.1 B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina es la proteina mas comun en la leche de vaca,
representa aproximadamente el 50 % de las proteinas totales del suero de leche y
cerca del 12 % de las proteinas totales en la leche.

La B-lactoglobulina tiene una estructura compacta globular, en donde cada
mondmero existente casi parece una esfera de aproximadamente 3.6 nm de

didmetro, su estructura terciaria es conocida (Fox & McSweeney, 2003).

2.2.2 a-lactoalbumina

La a-lactoalbumina representa aproximadamente el 20 % de las proteinas
presentes en el suero de leche bovino, que es aproximadamente el 3.5 % de las
proteinas totales contenidas en la leche y es la principal proteina en la leche
humana. Es una pequefia proteina de un peso aproximado de 14 kDa y su

molécula ha sido bien caracterizada (Fox & McSweeney, 2003).

2.3 Proteinas y péptidos

Las proteinas son organismos complejos de alto peso molecular, formados
por largas cadenas de pequefias unidades llamadas aminoacidos, estas unidades
estan ligadas por enlaces peptidicos. Una cadena de péptidos esta formado por
un enlace covalente entre el grupo carboxilo de un aminoacido y el grupo amino

de el siguiente aminoacidos. Este proceso se muestra en la Fig. 2.1.
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Fig. 2.1 Dos aminoéacidos formando un péptido.
Adaptado de Barona, 2007.

Una macromolécula de proteina consiste de una 0 mas cadenas de
aminodcidos ligados, donde los aminoacidos estan acomodados en un orden
especifico. Una molécula de proteina usualmente contiene alrededor de 100-200

aminoacidos unidos.
La union de un bajo nimero de aminoacidos da lugar a un péptido:

e Oligopéptido: Niumero de aminoacidos = menos de 10.

e Polipéptido : Nimero de aminoacidos = mas de 10.

e Proteina: Niumero de aminoacidos = mas de 100. Las proteinas con una
sola cadena polipeptidica se denominan proteinas monomeéricas, mientras
gue las compuestas de mas de una cadena polipeptidica se conocen como

proteinas multiméricas.

Los péptidos se diferencian de las proteinas en que son mas pequefios
(tienen menos de diez mil o doce mil Daltons) y que las proteinas pueden estar
formadas por la unién de varios polipéptidos y a veces grupos prostéticos (Barona,
2007).

2.3.1 Péptidos bioactivos

Las proteinas de la dieta aportan los amino4cidos necesarios para el

desarrollo y mantenimiento de células y tejidos de nuestro organismo. Como
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consecuencia de la digestion de las proteinas, ademas de aminoacidos libres, se
liberan péptidos, que son cadenas con distintos nimeros de aminoacidos. En los
ultimos afos existe un creciente interés por determinados fragmentos especificos
de las proteinas de la dieta que tienen una actividad biolégica, regulando procesos

fisioldgicos, ademas de su valor nutricional.

La literatura cientifica evidencia que estos péptidos bioactivos pueden
atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos via circulacion sistémica,
pudiendo ejercer funciones especificas a nivel local, tracto gastrointestinal, y a
nivel sistémico. Dentro de estas actividades, los péptidos bioactivos podrian alterar
el metabolismo celular y actuar como vasoreguladores, factores de crecimiento,

inductores hormonales y neurotransmisores (Baro L. et al., 2001).

2.3.2 Origen de los péptidos bioactivos

Toda fuente de proteina alimentaria es susceptible de aportar péptidos
funcionales, de forma que aparte de la leche humana y de vaca, donde han sido
mas estudiados, se han aislado péptidos a partir de hidrolizados enziméaticos de

proteinas muy diversas: sardina, maiz, soya, gelatina, etc.

Hoy en dia, existen diferentes formulas nutricionales que contienen
péptidos, pero el tipo y cantidad de los mismos varia de unas a otras dependiendo
de la fuente proteica utilizada (caseina, lactoalbumina, soya, carne) y del grado y
tipo de hidrdlisis enzimatica empleada. Prueba de la importancia de estos péptidos
son los distintos efectos fisiologicos obtenidos variando la fuente proteica. Asi se
han obtenido mejores respuestas inmunolégicas en ratones alimentados con
hidrolizados de lactoalbumina que de caseina, mejor respuesta inmune con
caseina que con proteina de legumbres, menor presion arterial en individuos

alimentados con proteina vegetal respecto animal (Bar6 L. et al., 2001)..



2.3.3 Capacidad Antioxidante

El consumo de frutas y vegetales ha sido asociado con una menor
incidencia y mortalidad por diferentes enfermedades crénicas. La proteccion que
las frutas y vegetales brindan contra las enfermedades degenerativas como
cancer y enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, ha sido atribuida a

su alto contenido de varios antioxidantes.

Los radicales libres estan implicados en la causa de estas enfermedades
por ocasionar dafio oxidativo a proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Es por esto
gue los antioxidantes, los cuales neutralizan la accién de los radicales libres,

desempefian una funcién fundamental en la prevencién de estas enfermedades.

La medicién de los antioxidantes individuales por separado no permite
conocer con certeza la capacidad antioxidante total de un fluido biologico por los
efectos sinérgicos que puedan establecerse entre los antioxidantes presentes en
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Diferentes métodos se han desarrollado para determinar la capacidad
antioxidante de fluidos, son todos métodos de inhibicion, donde se usa una
especie generadora de radicales libres y una sustancia que detecta estas

especies. La actividad antioxidante de la muestra afiadida inhibe la generacion de
estos radicales (Pineda Alonso et al., 1999).

2.3.4 Ensayo del Acido 3-etil-benzotiazolin-6-sulfénico (ABTS)

También conocido como el método de TEAC, es uno de los métodos mas
utilizados para la determinacion de la capacidad antioxidante total. Se basa en la
neutralizacion del cation radical formado por la oxidacién del cromoforo sintético
ABTS a su forma radical ABTS®* cuyo maximo de absorbancia se encuentra a los
734 nm. EIl radical reacciona rapidamente con donadores de electrones e

hidrogeno, resultando en la decoloraciéon del cation radical. Un decremento en la



concentracion del radical es directamente proporcional a la concentracion del

antioxidante.

2.3.5 Electroforésis

Es un método generalmente empleado en la determinacion de la pureza en
proteinas después que estas han sido purificadas. Consiste en la migracion de las
moléculas de proteinas de un campo eléctrico, donde su velocidad de migracion
depende de la fuerza del campo, carga neta, tamafio y forma de las moléculas, asi
como la fuerza i6nica, viscosidad y temperatura del medio en el cual las moléculas

se estan moviendo (Lora Sanchez, 2007).

2.3.5.1 Andlisis electroforético desnaturalizante (SDS-PAGE)

Es una técnica empleada para la separacién de proteinas, compuesto por
un gel discontinuo de poliacrilamida como soporte y dodecil sulfato de sodio (SDS)
como desnaturalizante de proteinas. El SDS es un detergente anidnico y cuando
se disuelven sus moléculas presentan carga negativa neta en un amplio intervalo
de pH. La cadena polipeptidica enlaza cantidades de SDS en proporcion a su
masa molecular relativa. Las cargas negativas del SDS destruyen la estructura de
la proteina por lo que son fuertemente atraidas al anodo (electrodo cargado

positivamente) en un campo eléctrico.

Los geles de poliacrilamida restringen la migracion de moléculas grandes
haciendo gue las moléculas pequefias migren rapidamente, la separacion final de
las proteinas es casi dependiente de la diferencia de la masa molecular relativa,
ya que la densidad de carga (relacion carga-masa) se mantiene aproximadamente
constante para todos los tamafios de proteina (Lora Sanchez, 2007).

2.4 Enzima

Se considera que una enzima es una proteina con propiedades cataliticas
debido a su poder de activacidén especifico. Las enzimas catalizan las reacciones

metabdlicas que tienen lugar en el interior de las células de organismos vivos, por
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lo que su actividad catalitica se desarrolla en las condiciones de un medio de

reaccion bioldgico.

Las enzimas se clasifican segun su actividad catalitica y el sustrato al que
atacan. Las hidrolasas catalizan reacciones en las que se adiciona agua a un
sustrato, de manera que moléculas de gran tamafo son divididas en unidades
mas pequefias. Estas enzimas catalizan la ruptura de enlaces peptidicos en
proteinas y polipéptidos (proteasas), enlaces glicosidicos en carbohidratos
(amilasas, celulasas, etc.) y enlaces tipo éster en lipidos (lipasas). (Prieto Velazco,
2007).

A su vez, las proteasas pueden clasificarse segun:
Su origen: animal, vegetal, bacteriano o fungico.

Su accién catalitica: endopeptidasas si rompen al azar el interior de las
cadenas peptidicas, y exopeptidasas, si separan aminoacidos y dipéptidos de los
extremos de las cadenas polipeptidicas.

La naturaleza del centro catalitico: las endopeptidasas pueden ser
serinoproteasas, cisteinaproteasas, metaloproteasas y aspartatoproteasas (Prieto
Velazco, 2007).

La enzima endoproteasa de origen bacteriano es distribuida por Sigma-
Aldrich Co. Es una subtilisina procedente de la fermentacion controlada de cepas
seleccionadas de Bacillus licheniformis. La subtilisina es una serino-proteasa,
tiene una estructura primaria de 275 aminoacidos y un peso molecular aproximado
de 22500 Da. Una caracteristica de esta enzima es que esta purificada por
cristalizacion. El rango de pH en el gue la enzima presenta actividad esta entre 7
y 10. El rango de temperatura varia entre 25y 70 °C y no es necesario utilizar

activadores (Prieto Velazco, 2007).
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2.5 Protedlisis

La protedlisis es el rompimiento hidrolitico de las proteinas para hacerlas
mas simples, como sustancias solubles y amino &cidos, en otras palabras; la
protedlisis es directamente la degradacién o digestion bioquimica de proteinas a
través del rompimiento de las cadenas peptidicas de amino acidos por una
hidrdlisis; este proceso es llevado a cabo por enzimas llamadas proteasas o por

digestion intramolecular con &cidos fuertes.

La reaccion de hidrdlisis consiste en la ruptura del enlace existente entre los
aminod&cidos que componen una cadena peptidica, incorporando una molécula de

agua por cada enlace roto. Las proteasas catalizan esta ruptura del enlace
peptidico (Guadix et al., 2000).

P1-CO-NH-P2 + H,O = P1-COOH + NH,-P2

Su actuacion continuada sobre la proteina da lugar a las siguientes

especies intermedias:

Proteinas — proteosas— peptonas—> péptidos—> aminoacidos

La hidrdlisis del enlace peptidico supone ademas la liberacion de los grupos
amino y carboxilo terminales, estableciéndose los siguientes equilibrios 4cido-base

en el medio:
NH,-P2 + H* 4_' NH3+ -pP2
P1 - COOH+<—— COO +H'

Por tanto, el estado de protonizacion de una proteina depende del pH del
medio. Los valores de pK a 25°C de los grupos amino y carboxilo en el polipéptido
se estiman entre 3.1 — 3.6 y 7.5 — 7.8, respectivamente. A valores de pH

superiores a 7.5 — 7.8, los grupos carboxilo estaran totalmente disociados y
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parcialmente los grupos amino (Guadix et al., 2000). Por tanto, la rotura de un
equivalente de enlaces conduce a una liberacion de 0.5 -1.0 equivalentes de
protones, es decir, el pH disminuira. En el caso de pH inferiores a 3.1 — 3.6
ocurrird lo contrario y el pH aumentara. En definitiva, si la hidrélisis se produce a
valores de pH fuera del rango dado por los valores de pK de los grupo amino y
carboxilo, sera necesaria la adicion de base o de acido para mantener el pH

constante (Prieto Velazco, 2007).

Para la hidrélisis de proteina, la unidon sustrato-enzima es esencial. En el
caso de proteinas globulares, la mayoria de los enlaces peptidicos estan
localizados en el interior de la proteina y no son accesibles para la enzima, por
esto, se considera que para proteinas globulares es necesario efectuar la
desnaturalizacion de la proteina antes de proceder a hidrolizarla, ya que después
de la desnaturalizacion estaran expuestos mas enlaces peptidicos. En solucion,
las proteinas en estado plegado (nativo) y no plegado (desnaturalizadas) estan en
equilibrio. Solamente las moléculas no plegadas son susceptibles a degradacion
por enzimas proteoliticas, como se representa esquematicamente a continuacion

segun la teoria de Linderstrom-Lang:

V.o E E
Nativa <« Desnaturalizada ———— Intermedios — Productos finales
V+0 V1 V2

V= Velocidades de reacciéon, E= Enzima

Si la velocidad de desnaturalizacion [Vo = (V+0)-(V-0)] es menor que V1, la
etapa de desnaturalizacion es la etapa limitante de la velocidad de hidrolisis y
cada proteina desnaturalizada ser& rapidamente hidrolizada hasta los productos
finales. El hidrolizado resultante, ademas de contener ambas proteinas intactas,

contendra los productos finales, aunque seran deficientes en péptidos de tamafios
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intermedios. Este tipo de reaccion esta designada como una reaccion “en etapas
sucesivas”. Si, ademas, la desnaturalizacion de la proteina es mas rapida que la
hidrolisis (v1<v0), las moléculas de la proteina seran degradadas a intermedios
pero posteriormente son degradadas lentamente en productos finales. Este tipo de
reaccion es llamada de “cremallera”, obteniéndose un hidrolizado que contiene
principalmente péptidos de tamafio intermedio. Ambos mecanismos de hidrdlisis
estan implicados en la mayoria de las reacciones proteoliticas. Si la proteina se
desnaturaliza irreversiblemente antes de la hidrdlisis, el nimero de enlaces de
péptidos disponibles se incrementa notablemente y la degradacion de la proteina
deberia proceder de acuerdo con un tipo de reaccion “cremallera”. Para estas
proteinas desnaturalizadas otros factores tales como la disminucion de la

solubilidad media influyen en la velocidad de reaccién inicial (Benitez et al., 2008).

2.6 Hidrolizados de Proteinas

La hidrolisis resulta en la modificacion de la estructura de las proteinas
alimenticias mediante hidrdlisis enziméatica permite mejorar las propiedades
funcionales, nutricionales e inmunoldgicas del alimento original sin perder valor
nutritivo. La hidrélisis mejora la solubilidad, el poder espumante y la capacidad
emulsificante de las proteinas. Aumenta su digestibilidad y reduce el caracter
alergénico. Ademas, mediante hidrdlisis enzimatica se obtienen determinados
péptidos de actividad bioldégica demostrada que se emplean en la formulacion de
nuevos productos proteicos de alto valor agregado conocidos como alimentos
funcionales. Por todo ello, el proceso de hidrélisis enzimética de proteinas es de
gran interés para la industria alimentaria, siendo los hidrolizados ampliamente
utilizados en la fabricacion de alimentos preparados, productos dietéticos y
nutricién infantil y clinica (Prieto Velazco, 2007), como ejemplos se tiene a los
hidrolizados de gluten de trigo y de maiz, que se utilizan como potenciadores de
sabor 0 agentes emulsificantes. También se emplean con este fin en sopas,
salsas y comidas precocinadas los hidrolizados de proteinas de origen carnico
(Prieto Velazco, 2007).
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La hidrdlisis enzimatica de proteinas es un proceso popular usado en una
gran variedad de productos con propiedades funcionales y bioactivas superiores
gue las de las proteinas nativas. El hidrolizado enzimatico es uniforme, puede
contener menos aminodcidos libres, contiene menos cenizas y limita la
destruccion de los aminoacidos sensibles a pH’'s extremos. Ademas, cuando las
propiedades de la hidrdlisis enzimatica son bien entendidas, el producto es mejor
disefilado con enzimas que con quimicos. Los hidrolizados de proteinas
recientemente han recibido mayor atencion debido a los péptidos bioactivos
liberados de proteinas no bioactivas y representando prospectos para elaborar
alimentos funcionales y nutracéuticos (Cheison et al., 2007).

Recientemente se encontré que los hidrolizados de dos variedades de frijol
comun (Pinto Durango y Negro 8025) mostraron péptidos con alta capacidad

antioxidante asi como capacidad anti-inflamatoria (Oseguera et al., 2009).

Uno de los recientes problemas para ser resueltos es explicar las razones y
determinar los factores responsables del incremento en nimero de varios casos
de alergias. Al parecer estas propiedades alergénicas estan relacionadas con las
proteinas y la longitud de su cadena peptidica, por lo que las fracciones de
proteinas de bajo peso molecular no inducen alergenicidad y son bien toleradas
por organismos humanos, incluso en bebés recién nacidos. Estos oligopéptidos
también tienen un alto valor nutricional como una mezcla equivalente de

aminoacidos libres.

Los hidrolizados de proteinas son aplicados en pacientes con gastritis
cronica, enteritis y fenilcetonuria (después de una previa separacion de la
fenilalanina contenida en los péptidos). Estos estan agregados para enriguecer la
valor nutricional de los alimentos preparados, y mayor energia en las bebidas
usadas por los deportistas. Adicionalmente, los péptidos cortos estan
caracterizados por su sabor fuerte como de aminoacidos simples, que dependen
de la secuencia de aminoacidos y composicion por lo que pueden agregar sabor

dulce, acido, etc. a productos alimenticios (Trusek-Holownia, 2008).
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En la hidrdlisis de proteinas por lote, la enzima es usada sélo una vez
seguida de una inactivacion, lo que genera un elevado costo en el proceso, hay
variaciones de lote a lote en las caracteristicas de los hidrolizados y las
condiciones usadas para inactivar la enzima en el final del proceso de hidrélisis
presenta la posibilidad de generar grandes cambios en el resultado de los
hidrolizados como son productos como lisina-alanina. A la inversa, la ultrafiltracion
en reactores enzimaticos de membrana reducen o eliminan los cuellos de botella

asociados con los reactores de hidrdlisis por lote (Cheison et al., 2007).
2.7 Medida del grado de hidrélisis

El criterio cuantitativo para la medida del avance de la reaccion proteolitica
es el grado de hidrolisis, que se define como la relacién entre el nimero de

enlaces peptidicos rotos y el numero total de enlaces peptidicos en la proteina.

Existen diferentes métodos para medir el grado de hidrolisis (Cheison et al.,
2009). Estos se basan fundamentalmente en 1) la determinacion de nitrdgeno
soluble tras precipitar la proteina con acido tricloroacético (TCA), 2) la
determinacion de los grupos a-amino libres, 3) la valoracion del protén liberado
tras la ruptura del enlace peptidico a determinados valores de pH y 4) la medida

del descenso del punto crioscopico (Prieto Velazco, 2007).

Determinacion del nitrégeno soluble: las técnicas mas usuales son el
método Kjeldhal, la reaccion de Biuret o la determinacion espectrofotométrica en
la regién UV de péptidos con grupos aroméaticos (Guadix et al., 2000).

Determinacién de los grupos a-amino libres: la técnica mas antigua es la
reaccion con ninhidrina, aunque presenta problemas de interferencias con amonio
y una elevada duracion. Otro reactivo empelado es el acido
trinitrobencenosulfénico  (TNBS). Este método presenta importantes
inconvenientes: alto color en blancos, contaminacién del TNBS con acido picrico,
interferencia de azucares reductores y amonio, falta de reactividad de la prolina e
hidroxiprolina asi como la alteracion de los resultados por la reaccion de los
grupos €-amino de lisina con el reactivo. También el ortofenilaldehido (OPA) se
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ha empleado como reactivo, aunque el inconveniente de no reaccionar con prolina

y solo parcialmente con la cisteina (Guadix et. al, 2000; Benitez et al., 2008).

Valoracion del proton. Técnica del pH-estato: Como se ha expuesto
anteriormente la reaccion de hidrdlisis de proteinas transcurre con liberacion o
consumo de protones. Por ello el control de la hidrdlisis enzimética puede ser
realizado por medida del consumo de agente neutralizante necesario para
mantener constante el pH. Cabe destacar que solo el método del pH-estato
permite determinar el grado de hidrélisis de forma continua (Guadix et al., 2000;

Prieto Velazco, 2007).

Descenso del punto crioscopico: el proceso de hidrélisis da lugar a la
aparicion de nuevas especies y por tanto a un aumento de la osmolalidad. Esto
permite la determinacion del grado de hidrolisis mediante medida del descenso en
el punto crioscopico de la mezcla (Guadix et al., 2000).

2.8 Definicion de biorreactor

Un biorreactor quimico es una unidad procesadora disefiada para que en su
interior se lleve a cabo una o varias reacciones quimicas. Dicha unidad
procesadora esta constituida por un recipiente cerrado, el cual cuenta con lineas
de entrada y salida para sustancias quimicas, y esta gobernado por un algoritmo

de control.
Los biorreactores quimicos tienen como funciones principales:

- Asegurar el tipo de contacto o modo de fluir de los reactantes en el
interior del tanque, para conseguir una mezcla deseada con los

materiales reactantes.

- Proporcionar el tiempo suficiente de contacto entre las sustancias y

con el catalizador, para conseguir la extension deseada de la reaccion.
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- Permitir condiciones de presion, temperatura y composicion de modo

gue la reaccion tenga lugar en el grado y a la velocidad deseada,

atendiendo a los aspectos termodinamicos y cinéticos de la reaccion.

2.9 Tipos de reactores para hidrélisis de proteinas

Existen infinidad de tipos de biorreactores quimicos, y cada uno responde a

las necesidades de una situacion en particular. El método mas comun, usado en

el pasado y en el presenta, para la produccién de hidrolizados de proteinas es el

reactor discontinuo agitado.

Hay que mencionar que ha habido algunos intentos de usar enzimas

inmovilizadas para el desarrollo de procesos continuos de hidrélisis y que

simultdneamente al desarrollo de la tecnologia de ultrafiltracion por membranas,

han surgido dos nuevos tipos de reactores continuos: el reactor enzimatico de fibra

hueca de flujo pistdn y el reactor continuo agitado de membrana.

2.9.1 Reactor tipo Lote

La hidrélisis de proteinas en reactores discontinuos (tipo lote) implica:

Alto costo asociado al uso de grandes cantidades de enzima. En el
proceso discontinuo, el sustrato y la enzima son mezclados en una
suspension que se mantiene a temperatura y pH Optimos durante varias
horas. Después de alcanzar el grado de hidrélisis deseado, la enzima es
inactivada cambiando el pH o aumentando la temperatura. Por lo tanto la
enzima no puede ser recuperada.

Los procesos discontinuos son lentos y raramente llegan a una conversion
optima debido a la inhibiciobn por producto, lo cual conduce a bajos
rendimientos y productividad.

Las propiedades funcionales del producto final son dificiles de controlar; el
producto no es uniforme y puede contener componentes de peso molecular

variable. Ademas, la hidrolisis descontrolada o excesiva puede generar
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malos sabores y amargor. El amargor se hace mas pronunciado cuando se
producen péptidos hidrofébicos de bajo peso molecular, especialmente con
proteinas de soya y caseina.

No obstante, también presentan una serie de ventajas como son:

e Simplicidad de disefio y operacion.

¢ No es necesario un equipamiento de control costoso.

e Flexibilidad de la operacion.

e Es posible manejar grandes cantidades de sustrato insoluble a altas

concentraciones (Guadix Escobar, 2001; Prieto Velazco, 2007).

2.9.2 Reactores de membrana

Son aquellos que combinan la reaccion y la separacion en una sola unidad;
la membrana selectivamente remueve una (0 mas) de las especies reactantes o
productos. Estos reactores han sido cominmente usados para aplicaciones en las
cuales los rendimientos de la reaccion estan limitados por el equilibrio. También
han sido propuestos y usados para otras aplicaciones; para incrementar el
rendimiento y la selectividad de reacciones enzimaticas y cataliticas influyendo a
través de la membrana sobre la concentracion de una (0 mas) especies
intermedias, removiéndolas selectivamente (o ayudando a mantenerlas en una
concentracion baja), evitando la posibilidad de que dichos compuestos envenenen
0 desactiven el catalizador y para proveer una interface controlada entre dos o

mas reactantes (Mendiburu Diaz, 2000).

Los biorreactores de membrana se clasifican normalmente de acuerdo a las
condiciones de mezcla y del método de retencion de la enzima, asi que se tienen
dos tipos:

e Reactores de flujo piston o de fibra hueca, donde el biocatalizador es
inmovilizado o atrapado en un lado de la membrana, normalmente el lado

de la carcasa.
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e Reactores continuos de membrana agitados, donde el biocatalizador y el
sustrato se encuentran mezclados en el recipiente de reacciéon y el producto
se recoge a través de la membrana. Este tipo de biorreactor puede

convertir sustratos de alto peso molecular (como carbohidratos y proteinas).

Esta clasificacion puede ser subdividida a su vez en los sistemas de celda o
recirculacion.

En la configuracion en celda, la celda se carga con la enzima y el sustrato
es continuamente alimentado bajo presion mientras que el permeado es
continuamente retirado a través de la membrana. La agitacion, para
eliminar concentracion por polarizacion, es suministrada mediante agitacion
magnética.

El reactor continuo de membrana agitado se diferencia del de celda en el
hecho de que el médulo de membrana esta fisicamente separado del
recipiente de reaccion. Un reactor de este tipo esta acoplado en un lazo
semicerrado mediante una bomba con el mddulo de ultrafiltracion. El
contenido del recipiente de reaccion es continuamente bombeado a traves
de la membrana y reciclado al recipiente. El corte molecular de la
membrana debe ser lo suficientemente bajo para retener la enzima pero lo
suficientemente grande para permitir al producto permear a través de los
poros y salir del sistema. EI volumen total del sistema se mantiene
constante igualando el caudal de entrada de sustrato con el flujo de
permeado. Puesto que la mayoria de las enzimas estan en el rango entre
10 y 100 kDa, se usan membranas de estos cortes de peso molecular
(Guadix Escobar, 2001).

2.9.3 Biorreactor de Membrana de placa

El biorreactor usado en el experimento es de la marca Sterlitech y el médelo
es SEPA CF I, es un biorreactor a escala de laboratorio que trabaja con filtracion

por medio de membranas, sus parametros de operacion son los siguientes:
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e Area de membrana efectiva (140 cm?)

e Volumen de retenido 70 mi

e Presion maxima 69 bar (1000 psig)

e Temperatura maxima 177°C (350°F)

e Anillos marca Viton

e Intervalo de pH Dependiente de la membrana
e Velocidad del flujo cruzado Variable

Algunas de las aplicaciones del biorreactor SEPA CF Il son:
Biomédicas

e Purificacion de enzimas

e Separaciony concentracion de proteinas
e Concentracién celular

e Concentracion de antibiéticos

e Separacion de plasma

Alimentos

e Concentracion de suero y leche

e Clarificaciony esterilizacion en frio de jugo de frutas
e Concentracion de azucares/almidones

e Purificacion de dextrosa

e Recuperacion de soya de suero

Procesos Quimicos

e Fraccionamiento quimico
e Concentracion, fraccionacion y purificacion de compuestos organicos

e Recuperacion de materiales valiosos
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Otras aplicaciones

e Concentraciones acidas

e Purificaciones acidas

e Concentracion de desalinizacion de agua salada

e Remocion de coloides de silica

e Purificacion de colorantes

e Procesos de pintura ED (Electrodeposicion)

e Desalinizacion de agua salada a baja presion

e Separacion de compuestos organicos de agua/aceite

e Desalinizacion de agua de mar

La configuracion del sistema del SEPA CF Il consta de 3 componentes
bésicos, que son: el cuerpo de la celda, la bomba de alimentacion y el soporte de

la celda. El esquema se observa en la Fig. 2.7.
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2.10 Definicién de Membrana

En el sentido mas general, una membrana sintética es una barrera por la
cual se separan dos fases y se restringe el transporte de varias especies quimicas
y bioguimicas en intervalo especifico seleccionado. Una membrana puede ser
homogénea o heterogénea, tener estructura simétrica o asimétrica; también puede

ser sélida o liquida, puede ser neutral, puede llevar cargas negativas o positivas o
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también puede ser bipolar. Tienen diferente ancho que puede variar entre menos
de 100 nm a mas de 1 centimetro. La resistencia eléctrica puede variar desde
muchos megaohms hasta a una fraccion de un ohm. El transporte de masa a
través de la membrana puede ser causado por conveccién o por difusion de
moléculas individuales, inducidas por un campo eléctrico, o una concentracion, o

por un gradiente de presion o temperatura.

Todos los materiales que funcionan como membranas tienen una propiedad
caracteristica en comun: limitar el paso de varias especies quimicas en una forma

muy especifica (Barona, 2007).

La produccion de alta calidad de proteinas de suero de leche usando la
tecnologia de separacion por membranas es ampliamente industrializada (Cheison
et al., 2006).

2.11 Filtraciéon

La filtraciébn es un proceso de separacion por presiéon usando membranas
para separar los componentes en soluciones liquidas o suspensiones en base a

su tamafio y diferencia de cargas.

La filtracion se puede clasificar dentro de dos diferentes modos de
funcionamiento; el modo normal o filtracion de flujo convencional y filtracion de
flujo tangencial de membrana. La diferencia basica en el flujo de fluidos entre

estos dos modos se ilustra en las Fig. 2.3 y 2.4 (Barona, 2007).
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Fig. 2.3 Filtracion convencional
Adaptado de Barona, 2007

Filtracidn por Membrana de Flujo Tangencial
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{filtrado)

Fig. 2.4 Filtracion tangencial de flujo de membrana
Adaptado de Barona, 2007

Es importante tener en cuenta que la filtracion de flujo convencional, se
utiliza generalmente para la separacion de particulas en suspension de mas de
10um, mientras que la filtracion por membrana de flujo tangencial separa

sustancias de tamafio molecular inferior a 10-4 uym (Barona, 2007).
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2.12 Fenémenos de polarizaciéon de la concentracion y colmataje

A medida que transcurre el tiempo en un proceso de membranas, se
registra una disminucion progresiva del volumen del flujo de permeado debido a
toda una serie de fenbmenos que ocurren simultdneamente. En los primeros
instantes se registra un rapido decline atribuible a un fendbmeno denominado
“polarizacion de la concentracion”; este consiste en la formacién de una alta
concentracion de soluto en la superficie adyacente a la membrana. Esto es
provocado por un balance entre el transporte convectivo de los solutos efectuado
por el flujo de solvente, y por la acumulacion de soluto no permeado a través de la

misma membrana (Chacén-Villalobos, 2006).

Al avanzar en el proceso de filtracion, se va formando sobre la membrana
una capa de materiales acumulados, que dificultan la eficiencia del proceso. Los
materiales acumulados en la membrana pueden experimentar cuatro fendbmenos

gue no necesariamente ocurren de manera independiente:

e Adsorcion en la membrana

¢ Bloqueo superficial de los poros

e Formacion de una capa superficial a lo largo de toda la membrana

e Penetracion profunda de los poros provocando bloqueos internos no
reversibles, siendo mas acentuado este Ultimo problema entre mayor sea el

diametro del poro.

Las tecnologias tangenciales de membranas presentan una primera
solucién al problema del colmataje, pues al existir un fluo que circula
paralelamente a la superficie, el mismo actla las veces de un barrido tangencial
gue reduce la formacién de colmatados; es aqui precisamente que la velocidad de
flujo tiene también un impacto importante. El adecuado manejo de la presion
transmembranaria suele ser importante en términos de reducir el impacto del

colmataje, pues un efecto de compresion bajo una presion muy acentuada
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provocaria un agudo incremento en la resistencia hidraulica de la capa colmatante,

y una disminucién de la selectividad de la membrana (Chacén-Villalobos, 2006).
2.13 Procesos de separacion por membranas

El fitrado de membrana por flujo tangencial (TFMF) se puede subdividir en
categorias basadas en el tamafio de los componentes separados. Para el
procesamiento de proteinas, estos pueden ir desde el tamafio de las células
intactas para neutralizar las sales. En la Fig. 2.5 se observan los componentes
tipicos que pueden ser retenidos por una membrana y cuales pueden pasar a

través de la membrana para cada una de las subdivisiones (Barona, 2007).

El intervalo del tamafio del poro de la membrana, por lo general tiene un
valor de un micrén, indica que las particulas mas grandes del intervalo seran
retenidas por la membrana. Un MWCO (Molecular Weight cut off, peso molecular
libre de corte), por otra parte, indica que la mayoria de las macromoléculas
disueltas con pesos moleculares superiores al MWCO y con algunos pesos
moleculares inferiores a este seran retenidos por la membrana. Las membranas
de diferentes fabricantes utilizan diferentes criterios para asignar las puntuaciones

MWCO a la familia de membranas.
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Fig. 2.5. Espectro de aplicaciones de procesos de separacion por membrana con

filtracion de flujo tangencial.
Adaptado de Barona, 2007.

Existen diferentes procesos de membranas, la principal tecnologia de

membranas se asocia con:

2.13.1 Osmosis Inversa (RO por sus siglas en inglés)

También conocido como hiperfiltracion, es la filtracion mas fina conocida.

Este proceso permitird la eliminacién de particulas tan pequefias como los iones

de una solucién. La 6smosis inversa se utiliza para purificar el agua y eliminar las
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sales y otras impurezas, a fin de mejorar el color, el sabor o las propiedades del
liquido (Barona, 2007).

2.13.2 Nanofiltracion (NF por sus siglas en inglés)

Nanofiltracibon es comUnmente usada para la concentracion de
componentes organicos por remocion de partes de iones monovalentes como

sodio y clorino (desmineralizacion parcial) (Barona, 2007).

2.13.3 Micro filtracion (MF)

La micro filtracion (MF) se usa generalmente en la fase inicial de un proceso
de recuperacion para separar las células intactas y algunos desechos/lisados de
restos de células de los componentes en la corriente de alimentacion. Cualquiera
de las células retenidas o las clarificadas filtradas puede ser el producto en
circulacion. Las mas comunes aplicaciones de la micro filtracion son la
eliminaciéon de bacterias y la separacion de macro moléculas. El tamafio de poro
utilizado para este tipo de separacion es tipicamente en el intervalo de 0,05 micras

a 1,0 micras (Barona, 2007).

2.13.4 Diafiltracién (DF)

La diafiltracion es un caso particular y especializado de la ultrafiltracion
donde el retenido es diluido en agua y re circulado en el proceso de modo tal que
se reduzca la concentracion de los componentes solubles del permeado y se
incremente la concentracion de los componentes del retenido (Chacén-Villalobos,
2006). La diafiltracion es un proceso de filtrado de membrana por flujo tangencial
gue se puede realizar en combinacion con cualquiera de las otras categorias de
separacion, ya sea para mejorar rendimiento o pureza del producto. Durante la
diafiltracion, el buffer se introduce en el depdsito de reciclado mientras el filtrado

se retira de la unidad de operacién (Barona, 2007).
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2.13.5 Ultrafiltracion

La ultrafiltracién es impulsada por una presion, la permeabilidad es selectiva
basada en procesos de separacion con membranas que tengan los tamafios de
poro desde 1 a 100 nm, se utilizan para el procesamiento de macromoléculas
como las proteinas. En la Fig. 2.6 se muestra la ultrafiltracién en relacion con otros

procesos de separacion a base de membranas.

Las membranas para ultrafiltracion fueron disefiadas para proveer de una alta
retencion de proteinas y otras macromoléculas. Estos procesos de membranas
abarcan la filtracidbn de soluciones biolégicas que contienen proteinas, péptidos,
aminoacidos, sales y otros componentes como acidos organicos, azlcares,
vitaminas, etc. (Ghosh, 2009).

Una membrana puede estar hecha para retener pequefias moléculas,
mientras moléculas mas grandes pueden pasar a través de la membrana, este
fendbmeno se conoce como selectividad revertida. No se puede exagerar el hecho
de que la separacion de solutos por ultrafiltracion es muy complejo en la
naturaleza, y apreciar esta complejidad es absolutamente esencial si la

ultrafiltraciéon se quiere utilizar de manera eficiente (Ghosh, 2009).

Ultrafiltracion dispone de una amplia variedad de aplicaciones que van
desde la transformacién de las macromoléculas bioldgicas en el tratamiento de
aguas residuales. Los alimentos y aplicaciones de la biotecnologia representan
casi el 40% del total actual de utilizacion de membranas en ultrafiltracion
(Ghosh, 2009). La transformacion de las macromoléculas biolégicas, como
proteinas y acidos nucleicos, ha asumido una importancia significativa en la
industria de los bioprocesos, donde el impacto de los procesos de transformacion

en el proceso global de la economia es ahora mas apreciado.
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Desde el punto de vista operativo de la ultrafiltracion se utiliza para:

1. Concentracion (extraccion de solventes de soluciones de proteinas)

2. Desalacion (eliminacion de componentes de bajo peso molecular de
soluciones de proteinas)

3. Clarificacion (es decir, la eliminacion de particulas de soluciones de
proteina)

4. Fraccionamiento (es decir, separacion de proteina-proteina) (Ghosh, 2009)

Fitracian
convencional
Wicrafittracion
Utrafitracion
Manofittracion
Czmosis
inversa
10-12 10 102 107 10°% 103 10+ 103 102
Tamafic de porg (™
Intervalo Intervalo Intervalo Intervalo de Intervale de
lanico macromolecular  micrdn  particulas finas particulas granuladas

Fig. 2.6 Clasificacion de los procesos de membrana
Adaptado de Ghosh, 2009

2.14 Modelo matematico

En ciencias aplicadas, es un modelo expresado por medio de ecuaciones

matematicas.
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Es el tipo de modelo mas importante para la ciencia y la tecnologia. Es util
para la comunicacion y la educacion. Es la base del disefio. Tiene gran capacidad
de sintesis.

Utilidad de los modelos matematicos:

1. Analisis, comprensiony evaluacion de un sistema: relacion entre variables.

2. Disefio, mejoramiento, optimizacién: construccion de un nuevo sistema o
reestructuracion de un sistema existente.

3. Prediccién y pronéstico del comportamiento de un sistema (normalmente a partir
de la simulacién), como base para la toma de decisiones.

4. Control: adicibn de nuevos componentes a un sistema, de manera gque se
obtenga un desempefio adecuado.

5. Ensefianza y comunicacion: transmision del conocimiento que se tiene de un
sistema de una manera universal y objetiva.

6. Estimacion de variables no medibles.
Prueba de hipétesis.

8. Procesamiento de sefiales: cancelacién del ruido, compresién de datos, filtrado,

interpolacion.
Modelos matematicos segun su origen:

1. Tedricos o fenomenoldgicos. Se obtienen a partir de leyes, generalmente
son dificiles de obtener, son aproximados.

2. Empiricos. Relativamente faciles de obtener y usar, son mas exactos que los
tedricos (tan exactos como se desee), tienen validez limitada (segun punto de
operacion, condiciones, etc.).

3. Mixtos. "Cajas grises", su estructura se obtiene de manera teédrica y algunos de

sus parametros se obtienen a partir de datos experimentales
Realidad sobre el modelado y la simulacién:
1. Un modelo matematico es sélo una aproximacion de la realidad
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2.

3.

Existe una gran distancia entre el mundo real y las descripciones obtenidas a
partir de un modelo matematico por medio de la simulaciéon

Aunque no existe una relacion exacta entre la realidad y la prediccion, el modelo
matematico permite comparar ciertos aspectos de interés, para los cuales se
construye el modelo y sélo para esos

El orden de un modelo matematico es sbélo una muy buena simplificacion

matematica que no tiene explicacion en el mundo real (Matematica).

2.15 Optimizacion de hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica es usualmente desarrollada en procesos de tipo lote
gue genera altos costos debido principalmente a la gran cantidad de enzima
requerida, la alta energia, lo largo de la reaccion, el uso de reactores de gran
volumen y la pérdida de enzima después de la inactivaciéon al terminar el
procedimiento ( Mannheim y Cheryan, 1990; Belhocine et al., 2000).

Hagerdal et al. mostraron que la hidrélisis de celulosa incrementa cuatro
veces en un biorreactor de membrana comparado con lo obtenido en un reactor de

lote convencional (Seung-Goo y Hak-Sung, 1993).

Los clasicos métodos para optimizar un proceso involucraban el cambio de
una variable a la vez, manteniendo las demas fijas. Siendo unidimensional, este
laborioso y tardado método ademas no garantiza la determinaciéon de las
condiciones Optimas. Por otra parte, la realizacion de experimentos con todas las
posibles combinaciones factoriales de las variables de cada prueba es impractico,
debido al gran numero de experimentos que serian necesarios. La dificultad
aumenta cuando mas de una respuesta es estudiada simultaneamente y las
condiciones 6ptimas de respuesta pueden no ser adecuadas o0 impracticas para

otras respuestas (Rodriguez-Nogales et al., 2007).

Algunos estudios acerca de la optimizacion de variables fisicas (sustrato y
concentracion de enzimas) y quimicas (pH y temperatura) para hidrolizado de

sustancias de pectinas por medio de enzimas ha sido desarrollado por Naidu y
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Panda (1999). Sin embargo, estos experimentos se llevaron a cabo en dos series
distintas, sin incluir las interacciones entre las variables fisicas y quimicas
(Rodriguez-Nogales et al., 2007).

Los parametros importantes de disefio para el reactor de membrana son:
tiempo de residencia (a veces denominado tiempo espacial), concentracion de
sustrato de entrada, actividad o concentracion de enzima, temperatura y pH de la
mezcla de reaccion y relacion enzima/sustrato. El tiempo de residencia del reactor
es definido como el tiempo requerido para procesar un volumen de reactor de
sustrato, medido en condiciones especificas. Todos los pardmetros mencionados
afectan a la productividad del reactor, expresada en unidades de masa de

hidrolizado por unidad de volumen de reaccion y tiempo (Guadix Escobar, 2001).

El disefio factorial de un conjunto limitado de variables es ventajoso en
relacién con el método convencional de la manipulacion de un solo parametro por
prueba, ya que con frecuencia este tipo de enfoque no ubica las condiciones
Optimas para el proceso debido a su incapacidad para considerar el efecto de las
posibles interacciones entre factores. El disefio factorial también permite poder
aprovechar los conocimientos practicos de los procesos durante el andlisis de

superficie de respuesta final (Cheison et al., 2007).

Los trabajos encontrados de optimizacion en biorreactores se realizaron en
biorreactores de tipo tanque agitado, algunos de estos con membranas y los
analisis estadisticos se llevaron a cabo por un analisis de superficie de respuesta
cuadratico basados en la regresion linear multiple tomando en cuenta los efectos
principales, cuadraticos, Yy los efectos de las interacciones de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

Y =bhy+ i hiX; + Z X2 + Z biXiX; + e
i=l i i

Donde la y es la variable dependiente (variable respuesta) para ser

modelada, x; y X son las variables independientes (factores), by, bi, b y b; son los

34



coeficiente de regresion y e es el error (Baek y Cadwallader, 1995; Cheison et al.,
2006; Cheison et al., 2007; Rodriguez-Nogales et al., 2007).

Existen otros trabajos en donde no se utiliza la metodologia de superficie de

respuesta, sino se utilizan modelos cinéticos para optimizar.

La ecuacion de Michalelis-Menten ha sido usada para derivar ecuaciones
cinéticas que describen la actuacion de los reactores enzimaticos. Esta ecuacion
es integrada con respecto al tiempo y combinada con un balance masico de
sustrato. Se usa para describir la relacion entre conversion de sustrato y los
parametros del reactor (relacibn enzima/sustrato, actividad de la enzima,

temperatura, pH, tiempo de residencia, etc.) (Guadix Escobar, 2001).

Un estudio cinético del proceso es muy complicado debido a los varios tipos
de enlaces peptidicos envueltos y sus diferentes vulnerabilidades a los ataques
por las enzimas durante el proceso de la hidrdlisis. Estos efectos pueden ser
dificiles de interpretar mediante una ecuacion cinética simple (Gonzalez-Tello et
al., 1994).

En un trabajo realizado por Camacho et al., proponen un modelo
matematico en donde se integra una cinética de orden cero para la hidrolisis de
proteina de suero y una cinética de segundo orden para la desactivacion

enzimatica. Ademas observan la influencia de la temperatura con la constante
cinética de la hidrdlisis ajustada con un modelo de Arrhenius (Prieto et al., 2009).

Ademas del uso de la cinética de Michaelis-Menten para optimizar el
proceso, Trusek-Holownia sugiere que se puede realizar un balance de flujo y
sustrato del sistema integrado a la cinética de Michaelis-Menten para de esta
manera poder obtener un modelo matematico que permita explicar el proceso
(Trusek-Holownia, 2008).
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3. JUSTIFICACION

El frijol representa una excelente opcion alimenticia y nutricional y es, de
hecho, un componente fundamental en la dieta comun del mexicano. El suero de
leche por otro lado es un desecho de la industria lactea. Son un alimento
facilmente disponible y de costo accesible; sumado a esto, los hidrolizados de frijol
no han sido suficientemente estudiados. Ademas, la produccidon de estos
hidrolizados de proteina puede brindar un valor agregado en base a sus
capacidades funcionales.

Los hidrolizados de proteinas se preparan a partir de distintas fuentes
proteicas, tanto vegetales como animales, y empleando diferentes proteasas.
Segun las condiciones empleadas durante su preparacion y la fuente proteica
utilizada, los hidrolizados contienen mezclas de péptidos en diferentes
proporciones. Los hidrolizados de proteinas se emplean a escala comercial debido
entre otras cosas a la reduccion de antigenicidad de la proteina conseguida

mediante la hidrélisis enzimatica.

Actualmente no existe ningun trabajo de optimizacién del proceso usando
un biorreactor de placas por ultrafiltracion para hidrolizado de proteinas; ademas,
la optimizacion de este proceso podria derivar en una mayor produccion de
hidrolizados, que se traduciria en una reduccion de costos y en volver mas
competitivos los procesos actuales de produccion de hidrolizados. Ademas, la
realizaciéon de un modelo matematico ayuda a conocer mas a fondo el fenbmeno y
a estar en posibilidad de proponer innovaciones, ya que este conjunto de
ecuaciones, al usar los parametros adecuados, permite realizar simulaciones. Por
otro lado ofrece la ventaja de que el modelo mateméatico puede ser usado para

proponer mejoras en la operacién o el disefio de un mecanismo.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar y modelar mateméaticamente la obtencion de péptidos a partir de

hidrolizados enziméaticos de proteinas utilizando un biorreactor de membrana.

4.1 Objetivos especificos

411

4.1.2

4.1.3

4.1.4

Evaluar un precalentamiento para la obtencion de hidrolizados en un

biorreactor tipo lote y uno tipo membrana.

Optimizar la concentracién del sustrato y la concentracion de enzima para la

obtencion de hidrolizados de suero lacteo.

Estudiar y estimar un modelo matematico para predecir el grado de

hidrélisis de proteinas utilizando un biorreactor.

Identificar el perfil de los péptidos mediante un analisis electroforético

unidimensional y evaluar su capacidad antioxidante.
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5. METODOLOGIA

5.1 Enzimay Sustrato (Suero de leche)

La enzima utilizada fue una endoproteasa de origen bacteriano, procedente de
cepas de Bacillus licheniformis (CAS number: 9014-01-1) de Sigma-Aldrich.

El sustrato que se usé fue suero de leche (WPC) con una concentracion de

80 % de proteina de la empresa América Alimentos S.A.

5.2 Enzimay Sustrato (concentrados de frijol)

La enzima utilizada fue una endoproteasa de origen bacteriano, procedente
de cepas de Bacillus licheniformis (CAS number: 9014-01-1) de Sigma-Aldrich.

Se trabaj6 con la variedad de frijol Pinto Durango (Phaseolus vulgaris L.)

proporcionada por el INIFAP Celaya, México de la cosecha julio 2007.

Los concentrados de proteina de frijol se obtuvieron de acuerdo a la
metodologia de Valentas y Levine (1991) con pequefias modificaciones. Tres
kilogramos de harina de frijol se mezclaron con 30 L de agua y se dispersaron en
un molino coloidal PUC modelo N/60/S (Probst y Class, Western, Germany), el pH
se ajustd a 8.0 con NaOH 0.2 M, y la extraccion se llevo a 35°C por agitacion. La
mezcla se centrifugd a 5000 x g por 15 min a 25°C (Beckman Coulter Inc., Palo
Alto, Calif., U.S.A.) y el sobrenadante contenia el extracto proteina el cual debié de
filtrarse para remover desechos (mayor parte fibra) y carbohidratos. El
sobrenadante se extrajo de nuevo bajo las mismas condiciones y ambas
extracciones se combinaron, el pH se ajusté a 4.3 con HCI diluido, y el precipitado
colectado por centrifugacion a 10,000 rpm x g por 20 min. El pH fue ajustado a 8.0

con NaOH 0.2 M para solubilizar los pellets de proteina para después realizar una

38



segunda precipitacion a pH 4.3. El sobrenadante se desecho y la proteina se

liofilizo.

5.3 Preparacion de los hidrolizados
5.3.1 Con Suero de leche

5.3.1.1 Con precalentamiento

Se tomaron 3 concentraciones diferentes de suero de leche que fueron de
18.73 g/L, 38.45 g/L y 81.16 ¢/L, todas estas disueltas en 200 ml de agua
destilada, asi también se consideraron 3 concentraciones diferentes de enzima
que fueron de 1.59 AU/L, 3.18 AU/L y 6.36 AU/L, estas cantidades fueron basadas
en una publicacion hecha por Gonzalez-Tello et al., (1994); el precalentamiento
consisti6 en calentar la mezcla del suero de leche en las diferentes
concentraciones con 200 ml de agua destilada y mantener con agitacion a 85°C
por 15 minutos para desnaturalizar de manera irreversible las proteinas del suero
de leche, (una vez terminado el precalentamiento la mezcla era llevada a 50 °C

para comenzar la hidrolisis).

5.3.1.2 Sin precalentamiento

Se pesa la cantidad de suero de leche requerido y se agrega a un vaso de
precipitado con 200 ml de agua destilada, se aplica agitacion hasta lograr que la
mezcla sea homogénea y una vez logrado este se calienta hasta llegar a 50°C
para poder comenzar la hidrdlisis. Todos los tratamientos fueron aleatorizados y
se les realizé una réplica, dando dos corridas en total por condicidn experimental,

lo que nos lleva a 18 x 2 = 36 ensayos en total.
5.3.2 Con Frijol

5.3.2.1 Con precalentamiento previo

Para preparar la solucion de concentrado de proteina de frijol, se pesan
18.4 g de concentrado de frijol (9.752 gr. de proteina) y se agregan a un vaso de
precipitado con 200 ml de agua destilada, esto se calienta con agitacion hasta

una temperatura de 95 °C durante 15 minutos para obtener una desnaturalizacion
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irreversible de la mayoria de las proteinas contenidas en el concentrado de
proteinas, terminado este proceso se enfria hasta llegar a una temperatura de
50°C.

5.3.2.2 Sin precalentamiento previo

Se pesan 18.4 g de concentrado de frijol (9.752 gr. de proteina) y se
agregan a un vaso de precipitado con 200 ml de agua destilada, se aplica
agitacion  hasta lograr una mezcla homogénea, terminado este proceso se

calienta hasta llegar a una temperatura de 50°C.

5.5 Obtencion de los hidrolizados
5.5.1 En biorreactor tipo Lote para suero de leche

Preparado los diferentes tratamientos como se mencioné anteriormente
(concentracion del sustrato, concentracibn de la enzima, con o0 sin
precalentamiento), se colocé la mezcla en un bafio maria con recirculacion para
mantener constante la temperatura a 50 °C durante 180 minutos, el pH se
mantuvo constante adicionando NaOH al 0.5 N, la mezcla se mantuvo en
constante agitacion, y la enzima se agregé cuando la mezcla se mantuvo
constante a una temperatura de 50 °C y un pH de 8, se tomé esta temperatura y
este pH en base a un trabajo realizado por Gonzalez-Tello en donde presenta que
este pH y temperatura son las que corresponden a las condiciones de maxima
actividad y estabilidad para la enzima (Gonzélez-Tello et al., 1994). A partir del
momento de la adicion de la enzima se tomé como tiempo 0 y se considera que da
comienzo la hidrdlisis. Se tomaron muestras a partir del tiempo 0 cada 5 minutos

hasta el tiempo 180.
5.5.2 Biorreactor tipo Lote para Frijol

Preparados los tratamientos como se menciond anteriormente (con o sin
precalentamiento), se colocé la mezcla en un bafio maria con recirculacion para

mantener constante la temperatura a 50 °C durante 180 minutos, el pH se
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mantuvo constante adicionando NaOH al 0.5 N, la mezcla se mantuvo en constate
agitacion, y la enzima se agreg6 cuando la mezcla se mantuvo constante a una
temperatura de 50 °C y un pH de 8, de igual forma que para el suero de leche, se
tomé esta temperatura y este pH en base a un trabajo realizado por Gonzélez-
Tello, (1994) en donde presenta que este pH y temperatura son las que
corresponden a las condiciones de maxima actividad y estabilidad para la enzima
(Gonzélez-Tello et al., 1994). La cantidad de enzima agregada fue de 18.36 AU/L
y de 13.77 AU/L y a partir del momento de la adicion de la enzima se tomé como
tiempo 0 y se considera que da comienzo la hidrélisis. Se tomaron muestras a

partir del tiempo 0 cada 5 minutos hasta el tiempo 180.
5.5.3 Biorreactor de membrana para frijol

Primeramente se prepararon como se menciond anteriormente los
diferentes tratamientos (con o sin precalentamiento), la mezcla se colocé en un
bafio maria con recirculaciéon para mantener constante la temperatura a 50°C
durante 180 minutos, el pH se mantuvo constante adicionando NaOH al 0.5 N, la
mezcla se mantuvo en constante agitacion y la enzima se agreg6é cuando la
mezcla se mantuvo constante a una temperatura de 50 °C y un pH de 8. La
cantidad de enzima agregada fue de 18.36 AU/L, dando una concentracion
enzima:sustrato de 1:243. Una vez agregada la enzima se tomd como tiempo

cero.

La ultrafiltracion se llevd a cabo de manera constante durante el transcurso
de la hidrdlisis, en donde a través de la membrana se llevo a cabo la separacion

del producto y de la enzima.

5.5.3.1 Seleccion de membrana

La membrana fue elegida en base al tamafio medio que presenta la
faseolina, ya que la faseolina representa de un 40-50 % del total de proteinas
contenidas en el frijol (Montoya et al., 2008). Su peso molecular se encuentra
dentro del rango de 43 a 53 kDa (Yeboah et al., 1999). También se tomd en

cuenta el tamafio de la enzima, que en este caso es una Alcalasa gue tiene una
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estructura primaria de 275 aminoacidos y un peso molecular aproximado de 22500
Da (Prieto Velazco, 2007). Por lo que se tomo un tamafio de poro lo
suficientemente pequefio para que no pudieran pasar las proteinas de gran
tamafio ni la enzima, la membrana que se eligi6é fue la HFK-131 del catalogo de
sterlitech, es una membrana de polisulfona con un tamafio de poro de 10000
MWCO (Da).

5.5.3.2 Obtencién de hidrolizados con recirculacion

A partir del tiempo cero, el producto obtenido por la linea de filtrado se
volvié a mezclar con el vaso de reaccion en donde se encontraba el retenido con
la enzima, tomando Unicamente a determinados tiempos el producto en tubos
eppendorf para su posterior analisis, los tiempos a los que se tomo el producto
fueron: 1, 2, 3,4, 5,6,7,8, 9, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos.

5.5.3.3 Obtencién de hidrolizados sin recirculacion

A partir del tiempo cero, el producto obtenido por la linea de filtrado se
recogié en un vaso de precipitado, tomando muestra del producto cada 5 minutos

en tubos eppendorf hasta que el vaso de reaccion se vacié casi por completo.

5.6 Grado de Hidrolisis

El grado de hidrdlisis se midi6 mediante la aplicacion de dos métodos para
el frijol, el primero de ellos fue el método de pH estato y el segundo el método de
OPA, para medir el grado de hidrdlisis del suero de leche solo se utilizd el método

del pH estato.

5.6.1 pH-estato

Se define h como el nUmero de equivalentes de enlaces peptidicos rotos
por gramo de proteina y hy como el nimero total de equivalentes de enlaces
peptidicos por gramo en la proteina nativa. Por tanto, el grado de hidrdlisis de una

proteina (DH) puede calcularse segun:
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DH= - x 100
htot

El valor hyy se calcula sobre la base de la composicion de aminoacidos de
la proteina. Para la mayoria de proteinas alimentarias, el peso molecular medio
de los aminoéacidos es aproximadamente 125 g/mol, de manera que el valor de hyy
se sitla alrededor de 8 equivalentes por kg de proteina.

La técnica del pH-estato permite correlacionar grado de hidrdlisis con la
cantidad de base afadida para mantener constante el pH (Prieto Velazco, 2007)

segun la siguiente ecuacion:

Ve - Ng 1 1
Mp a  hiat

X 100

DH

Donde:

Vg es el volumen de base consumida (ml)

Ng es la normalidad de la base

Mp es la masa de proteina total

Hiot €S el nimero total de enlaces peptidicos (eq/g proteina)

a es el grado de disociacion de los grupos amino liberados durante la hidrélisis.

Este grado de disociacion es funcion del Ph del medio y del pK medio de los

grupos a-amino liberados y puede calcularse segun:

1 D_ﬂH-pK
PRI
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En el cuadro 5.1 se muestran los valores del grado de disociacion del grupo

amino para diferentes temperaturas y pH.

Cuadro 5.1 Grado de disociacion para proteinas en funcioén de la temperatura y el

pH
pH Temperatura (°C)
40 50 60 70 75 80
6.5 - 0.2 029 039 044 050

-1
=

033 044 055 067 071 076
061 071 080 086 089 0091
083 089 09 09 0% 097
094 096 097 098 099 099

-1
Lh

o
=

Lh

Adaptado de Prieto Velazco, 2007

Para calcular el grado de hidrdlisis por este método se consideraron las a y htot de
soya (Campbell y Glatz, 2009).

5.6.2 Método de OPA

El porcentaje del grado de hidrolisis (%DH) fue calculado usando la

siguiente férmula:

100 n

DH% = ©)

Donde n es la media de enlaces peptidicos hidrolizados, N es el nimero

total de enlaces peptidicos por molécula de proteina.

Donde n es:
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_ AAbsMd

P (4)

Donde AA4bs es la absorbancia de la muestra sin hidrolizar a 340 nm, M es
la masa molecular de la proteina (Da), d es el factor de dilucién, € es el coeficiente

molar de extincién a 340 nm (6000 mol*cm™) y ¢ es la concetracion de proteina
(g/L).

Tomando en cuenta que se tiene una mezcla heterogenea de diferentes
proteinas se hizo un estimado de la media de enlaces peptidicos por molecula de
proteina de frijol (N) y la media de la masa molecular de las proteinas en el

concentrado de frijol (M).

Ahora combinando las ecuaciones (3) y (4) e insertando los valores
calculados de M y N, se obtiene la siguiente ecuacion:
AAbsMd

6000c ]

DH% = 100[—>"5

Esta formula fue usada para todos los subsecuentes célculos del grado de
hidrélisis por el método de OPA (Spellman et al., 2003).

La solucion de OPA fue preparada como sigue: 7.620 g di-Na tetraborato
decahidratado y 200 mg de Na-dodecil-sulfato (SDS) fueron disueltos en 150 ml
de agua desionizada. La solucion fue completamente disuelta antes de continuar.
160 mg de o-phthaldialdehido 97% (OPA) fue disuelto en 4 ml de etanol. La
solucion de Opa fue entonces transferida a la solucibn antes mencionada
adicionando un poco de agua desionizada. 176 mg de ditiotreitol 99% (DTT) fue
adicionado a la solucién agregando un poco de agua desionizada. Finalmente se

afora toda la solucion a 200 ml con agua desionizada.

El estandar de serina fue preparado como sigue: 50 mg de serina fue

diluida en 500 ml de agua desionizada (0.9516 meqVv/L).
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La solucién de la muestra fue preparada como sigue: X gramos de muestra
fueron disueltos en 100 ml de agua desionizada. X es de 0.1 a 1.0 gr de muestra
gue contiene de 8 a 80 % de proteina.

Procedimiento:

La lectura en el espectrofotometro es a los 340 nm usando agua

desionizada como el control.

Tres microlitros de solucion de OPA fueron agregados a los tubos de
prueba. Los tubos de prueba usados para el andlisis de la primera muestra
fueron: el estandar, 4 tubos; el blanco, 4 tubos; la muestra, 4 tubos.

Los cambios en la aborbancia son resultado del tiempo, por eso es
importante dejar reposar las muestras durante exactamente el mismo tiempo (2
minutos) antes de su lectura. Las pruebas fueron llevadas a temperatura

ambiente.

Medicion del estandar: 400 pl del estandar de serina fue agregado al tubo
de prueba (tiempo 0) que contenia 3 ml de la solucion de OPA 'y es mezclado por
5 segundos. La mezcla se deja reposar durante 2 minutos antes de ser leida a
340 nm en el espectrofotometro. 2 estandares fueron medidos antes de los

blancos solos con los valores de la muestra.

Los ultimos 2 estandares fueron medidos después de haber determinado
todos los blancos y valores de las muestras. La media de estos estandares son
usados para los calculos. El valor tipico de los estdndares OD es cerca de 0.8.

Medicion del blanco: Los blancos fueron preparados con 400 pl de agua
desionizada y tratados como se describié anteriormente. El valor tipico del blanco
OD es cerca 0.07.

Medicion de la muestra: Las muestras fueron preparadas con 400 ul de la

muestra (Nielsen et al., 2001).
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5.7 Cuantificacion de la proteina

5.7.1 Método de Lowry

Se preparo una curva estandar a partir de albimina bovina sérica (1

mg/ml).

AlbGmina (u) |0 |10 |20 [40 |60 |80 | 100|150
Agua HPLC (ul) | 200 | 190 | 180 | 160 | 140 | 120 | 100 | 50

Se realiz6 una dilucién de las muestras 1/40 (5 pl muestra + 195 pl agua
HPLC)

Se agrego6 a la curva y a las muestras 1 ml de la Solucién C

Se dej6 reposar 15 minutos

Se agreg6 0.1 ml (100 pl) del Reactivo de Folin, diluido 1:1 con agua HPLC.
Esto se prepar6 en el momento ya que es fotosensible.

Se mezclé de 5 — 15 seg.

Y se dej6 reposar 45 min a temperatura ambiente

Se ley6 a 660 nm (Durante las primeras 5 horas de preparacion).

Reactivo de Lowry

Preparacion de las soluciones

Solucién prestock: Disolver 4 g de NaOH + 30 g de Na2COs. Aforar con agua

destilada a 1 L (guardar a temperatura ambiente).

Tartrato de Sodio y Potasio 4% (wv): Disolver 4g de KNaC4H4Os. 4H20 y aforar

con agua destilada a 100 mL (guardar en refrigerador).
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Sulfato cuprico 2% (wv): Disolver 2g de sulfato de cobre y afora con agua

destilada a 100mL (guardar a temperatura ambiente).

Solucién Lowry A: Mezclar 1 ml de solucion de tartrato de sodio y potasio + 1 ml
de solucion sulfato de cobre aforar con solucion pre-stock a 100 ml. Nota: respeta
el orden de adicion de las soluciones para evitar formacién de precipitados. La

cantidad de nuestra a preparar es de acuerdo al nUmero de muestras a procesar.

Solucion Lowry B: Diluir Reactivo Folin 1:1 con agua HPLC. Calcular la cantidad a
preparar segun las muestras procesadas diarias. Esta solucion se dura solo un
dia.

Solucion Lowry C: Mezclar 1 ml de la Soluciéon B + 50 ml de la Solucion A. La

cantidad de nuestra a preparar es de acuerdo al nUmero de muestras a procesar.

5.8 Analisis electroforético por el método de Laemmli

El gel del analisis electroforético es del tipo SDS-PAGE (por sus siglas en
inglés de Sodium dodecyl sulphate-polycrylamide gel electrophoresis) y fue
desarrollado siguiendo el método de Laemmli. En donde muestras de los
hidrolizados de proteinas fueron mezcladas en una dilucién 1:1 (v/v) con agua. Las
muestras que se utilizaron fueron las de los 0, 10, 20 60, 90, 120 y 180 minutos de
los hidrolizados. Una vez diluidas las alicuotas de la muestra de hidrolizados se
mezcld 1:1 (v/v) con buffer 2x SDS para muestras y se hirvieron durante 5 minutos
antes de cargarse en el gel. El sistema de geles consistia en una concentracion
final del gel de acrilamida al 15%. EIl grosor total del gel era de 0.75 mm, con 8 cm
de gel separador y 2 cm de gel concentrador. El gel se corrié a 200 V, 20 mA, 3W
y 15°C y una vez terminado el corrimiento, se le agrego la solucion fijadora (25 %
de isopropanol y 10 % de acido acético) por un tiempo de 20 minutos. A

continuacion se enjuago el gel de la solucion fijadora y el gel fue tefiido con azul
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de Coomassie G-250 durante toda la noche y se destifieron con acido acético al
10 % (Ausubel, 2002).

5.9 Analisis electroforético por el método de tris-trisina

El gel del analisis electroforético es del tipo SDS-PAGE (por sus siglas en
inglés de Sodium dodecyl sulphate-polycrylamide gel electrophoresis) y fue
desarrollado siguiendo el método de tris-trisina. En donde muestras de los
hidrolizados de proteinas fueron mezcladas en una dilucion 1:1 (v/v) con agua. Las
muestras que se utilizaron fueron las de los 0, 10, 20 60, 90, 120 y 180 minutos de
los hidrolizados. Una vez diluidas las alicuotas de la muestra de hidrolizados se
diluyé 1:1 (v/v) con buffer 2x Tricina para muestras y se calentaron de 30 a 60
minutos a 40 °C antes de cargarse en el gel. El sistema de geles consistia en una
concentracion final del gel de acrilamida al 18%. El grosor total del gel era de 0.75
mm, con 8 cm de gel separador y 2 cm de gel concentrador. EIl gel se corrié a 200
V, 20 mA, 3 Wy 15°C y una vez terminado el corrimiento, se le agrego la solucion
fijadora (25 % de isopropanol y 10 % de acido acético) por un tiempo de 20
minutos. A continuacion se enjuago el gel de la solucion fijadora y el gel fue tefiido
con azul de Coomassie G-250 durante toda la noche y se destifieron con &cido
acético al 10 % (Ausubel, 2002).

5.10 Antioxidantes

La determinacion de la capacidad antioxidante se realiz6 por el método
descrito por Nenadis et al., 2004, para determinar la capacidad antioxidante por el
método de ABTS".

Para la determinacion por el método de ABTS" se coloco el reactivo de
ABTS" 7mM con una solucion de persulfato de potasio 2.45Mm, la mezcla se dej6
en la obscuridad a temperatura ambiente por 16 h antes de su uso. La solucion de
ABTS" se diluyé con un buffer de fosfato de sodio 0.1M a pH 7.4 a una
absorbancia de 0.70+/-0.02 a 734 nm), se colocaron 20uL (1-16 mg/mL) de la
muestra con 2 mL de solucién diluida de ABTS* y se ley6 la absorbancia a 734

nm. Para realizar la curva estandar se colocod 20uL de diferentes concentraciones
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de reactivo de Trolox (0-3 Mm) con 2 mL de la solucion diluida de ABTS". La

capacidad antioxidante se expresa en equivalentes de trolox.
5.11 Disefio experimental

5.11.1 Para Suero de Leche

Se utiliz6 un disefio factorial completamente aleatorizado, comprendido por
dos factores que fueron: concentracién inicial de sustrato (SO= 18.73, 38.45 y
81.16 g/L) y concentracién inicial de enzima (EO= 1.58, 3.18 y 6.36 AU/L). Se
realizaron réplicas para cada combinacion. La variable respuesta fue el grado de
hidrélisis que se determind durante 180 minutos. Mediante la esta variable
respuesta se busco modelar matematicamente con un modelo tedrico el proceso
del biorreactor. Los andlisis estadisticos fueron hechos usando S-Plus 8.0.4,
Insightful Corporation, Seattle, Washington, USA, y JMP 7.0.2, SAS Institute Inc.

5.11.2 Para Frijol Pinto Durango

Se tiene un biorreactor de membrana en el que se llevd a cabo un proceso
de hidrdlisis de proteinas de frijol, para el cual se contaron con factores como son
el pH de la solucion, presion del sistema, temperatura de la solucion y el tamafio
del poro de la membrana, también se cuenta con dos variables que son
concentracion del sustrato y concentracion de la enzima, como variable respuesta
se midié el grado de hidrdlisis que presentan los hidrolizados, mediante esta
variable respuesta se buscé modelar mateméaticamente con un modelo tedrico el

proceso en el biorreactor.

En la Fig. 5.1 se muestra el esquema general del biorreactor y los puntos

claves del proceso.
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Fig. 5.1 Esquema general con los puntos clave de medicion.
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6. DISCUSION Y RESULTADOS

6.1 Modelaje del grado de hidrdlisis del suero de leche por regresién no

lineal

Se ajusto el modelo propuesto por Gonzalez-Tello et al. (1994) y por Wei y
Zhimim (2006):

x=(x m(1+a-b-t) (1)

en donde: x representa el grado de hidrdlisis, t es el tiempo de la reaccion, a y
b los parametros del modelo; x representa la solucién analitica de la ecuacion
diferencial

dx
—, = @ exp (—b - x) (2)

Note que a representa a la velocidad inicial de la reaccion (en x =0) y que
- b es una constante relacionada con la desaceleracion de a durante el tiempo de
hidrdlisis.

Wei y Zhimin (2006) realizaron una descripcion general del sistema de la

reaccion enzima-hidrélisis que se muestra a continuacion:
Km k2
E+S—>ES—->E+P (3)

En el mecanismo anterior pueden observarse juntas una inactivacion
enzimatica y una inhibicién por sustrato y/o por producto, de acuerdo con las

expresiones (4) — (6), respectivamente.

E+ESk—3>EA+E,+P (4)
KS

S+ ES & SES (5)
KP

E+P <SEP (6)
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Wei y Zhimin (2006) mostraron que el coeficiente a en la ecuacion
(1) o (2) cambia en relacién con la concentracién inicial de enzima (EO) y con la
concentracion inicial de sustrato (S0), esto concuerda con el mecanismo real que
se desarrolla en un sistema de hidrdlisis enzimatica. De manera similar ellos
mostraron que el coeficiente b esta relacionado con SO, dependiendo de los

mecanismos subyacentes.

Los parametros a 'y b fueron estimados usando modelos de regresion no

lineal para cada combinacion de E0/SO.

Los grados de hidrdlisis obtenidos con diferentes concentraciones iniciales
de enzima y diferentes concentraciones iniciales de sustrato se muestran en la
Fig. 6.1.

] 100
] . L
enzima.substrato: §.38/18.73 | enzima.subs rato: 838/38.45 | enzimasubstrato: §.3881.18

- 014

grado de hidrdlisis

- 0.02

014

0.02

tiempa

Fig. 6.1 Efectos de EO/ SO en las curvas de grados de hidrdlisis de suero de leche

cony sin precalentamiento, a 3 concentraciones de enzima y sustrato diferentes
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En donde en se pueden apreciar los comportamientos de las curvas de los
grados de hidrdlisis a lo largo del tiempo, en donde es claro como las curvas del
grado de hidrdlisis muestran una desaceleracion monotona relacionada
directamente con EO/ SO. Los pardmetros estimados en (1) se muestran en el
Cuadro 6.1.

Cuadro 6.1 Pardametros a y b estimados (error estandar) por regresion no lineal

para las diferentes condiciones de hidrdlisis

Ey(mg/L) So (mg/L) Ey/So a b
6.36 18.73 0.33 .0497 (0.0061) 29.975 (0.964)
3.18 18.73 0.16 .0195 (0.0019) 28.483 (0.935)
6.36 38.45 0.16 .009 (0.0012) 26.637 (1.637)
1.59 18.73 0.08 .0068 (0.0007) 25.969 (1.422)
3.18 38.45 0.08 .0078 (0.0007) 27.998 (1.231)
6.36 81.16 0.08 .0044 (0.0003) 28.558 (1.124)
1.59 38.45 0.04 .0032 (0.0004) 29.617 (2.191)
3.18 81.16 0.04 .0028 (0.0003) 29.739 (2.189)
1.59 81.16 0.02  .0017  (0.0001) 31555  (2.552)

So Concentracion inicial de sustrato
Eo Concentracion inicial de enzima
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Una relacion linear significativa entre & y E0/SO fue obtenida y se muestra

en la Fig. 6.2.

0.06

0.05

0.04

< 0.03-

0.02-

0.01

T T T T T
0 005 01 015 02 025 03 0.35

Eo/So

Fig. 6.2 Relacién entre & y EO / SO

Y en la Fig. 6.3 se puede apreciar la relacion entre b y SO, donde se

observa claramente que b no se altera significativamente si se cambia SO. Este

resultado muestra que en esta condicion experimental, la reaccion enzimatica no

estd acompafiada de una inhibicion por producto o por sustrato.

55



34
32
04 | _

28 —/
%64 :

24

22

20 T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90

So

Fig. 6.3 Relacion entre b y SO

En un disefio experimental general Weiy Zhimin (2006) mostraron que

a=k (7)

Es decir, esta directamente relacionada entre a y E0/ SO,y

_ k3Kp
b= _kz (8)

Es decir, b es una constante independiente de los valores de EO o SO,
cuando el mecanismo (3) no estd acompafiado por ninguno de los mecanismos
descritos en (5) o (6). Estos resultados contradicen a Gonzalez-Tello et al. (1994),

en donde menciona la presencia de un inhibidor de las serino proteinasas en las
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proteinas de suero de leche. Por lo tanto ellos propusieron una version
modificada de la ecuacién (1) en la que incorporaron un tercer parametro que
representa la inhibicion por sustrato. Sin embargo, el proceso de estimacion
estadistica (resultados no mostrados) de este modelo no convergen usando
nuestros datos experimentales, lo que indica que la incorporacion del parametro
de inhibicién por sustrato en el modelo no es necesario (Bates y Watts, 1988). Por
otra parte, Sousa et al. (2004) estudiaron el sistema de proteinas de suero de
leche usando alcalasa, concluyendo que la cinética con alcalasa no se comporta
como una relacion tipica de Michaelis - Menten debido a la presencia de una

inhibicidén competitiva por productos. Ellos usaron la ecuacién

Vmax [SO]
Km<1+%)+[50]

V= (9)

donde v denota la velocidad inicial de reaccion, y K; es un parametro de
inhibicion. Ellos calcularon a diferentes pH el parametro K;, en particular, se

estima K; = 1,2 a un pH de 8. Sin embargo, el buen ajuste de la ecuacion (9) con

sus datos no se debati6 en profundidad, presentando sélo la relacion de
Lineweaver - Burk con tres puntos como datos y un pH de 10. Ademas, a pH 8, la
ecuaciéon (9) muestra una falta de ajuste en sus datos. De manera similar, Tardioli
et al. (2005) reportaron el uso de una modificacién en la relacion tipo Michalelis -
Menten, pero soélo muestran evidencias de ajuste de sus modelos en el caso de
pH=9.5.

Para nuestros datos, las constantes cinéticas estimadas se obtuvieron

usando las ecuaciones (7)Y (8), y se muestran en el Cuadro 6.2.
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Cuadro 6.2. Valores de las constantes cinéticas estimadas para hidrdlisis de

proteinas de suero de leche usando alcalasa

k; kg = k3Kp

0.1515 4.129

La estimacion de Km no esta clara para nuestro sistema experimental,
juzgando a partir de la Fig. 6.4 en la cual se grafic6 1/a vs. 1/ SO, apunta a un
significado no claro de la constante de disociacibn en este sistema enzimatico
(Cornish-Bowden, 1995). Galvao et al. (2009) usando quimotripsina a 55 ° C y pH
8 para hidrolizar proteinas de suero de leche, demostro que la pseudo hipotesis
de estado - constante (la tasa de cambio del sustrato es cero a lo largo de su
hidrolisis) asumidas por la relacion Michaelis - Menten no era adecuada para esta
reaccion.

Weiy Zhimin (2006) estudiaron un sistema de BSA-tripsina y encontraron
un comportamiento experimental que no corresponde a una cinética tradicional de
Michaelis - Menten. A pesar de su hallazgo, estos autores estimaron Km tomando
los datos de acuerdo con una cinética de Michaelis - Menten, que nosotros
consideramos como engafiosa. Barros y Malcata (2004) utilizando cardosin A para
hidrolizar proteinas de suero de leche, utilizaron ecuaciones tipo Michaelis -
Menten para estimar las constantes de disociacion, a pesar de la falta de ajuste de

los modelos estimados.

En base a nuestros resultados experimentales, se propone una definicion
poco clara de Km debido a la pobre evidencia sobre la cinética de Michaelis -

Menten en nuestro sistema enzimatico.
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1
FET [ ]

Fig. 6.4 Relacionentre 1/dy 1/ SO

Linea continua EO= 1.59, linea punteada EO= 3.18, linea con puntos diagonales
EO= 6.36

Un claro patrén es observado en la Fig. 6.5, como sugiere la ecuacion (1),
donde el grado de los grados de hidrdlisis son los mismos para SO pero los valores
varian para EO siguiendo aproximadamente una relacion, confirmando la
desactivacion enzimatica de segundo orden. ElI orden de la reaccion de
inactivacion enzimatica fue mostrada por Gonzalez Tello et. al (1994) como una

reaccion de segundo orden.
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Fig. 6.5 Relacion entre EOt y el grado de hidrdlisis
Linea continua SO= 18.73, linea punteada SO= 38.45, linea punteada diagonal
SO=81.16
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6.2 Grado de hidrdlisis en Frijol Pinto Durango

6.2.1 Grado de hidrdlisis en biorreactor tipo lote

a) 70
60
g °0
2
::% 40 —&—Con precalentamiento
()
'g 30 ——Con precalentamiento
o
m . .
5 20 —#—Sin precalentamiento
—&—Sin precalentamiento
10
0
0 50 100 150 200
Tiempo (min)
b) 60
50
R
]
2
E =—&—Con precalentamiento
(]
'g =—Con precalentamiento
©
g ——Sin precalentamiento
—#—Sin precalentamiento

o
(]
o

100 150 200

Tiempo (min)

Fig. 6.6 Grado de hidrélisis de la proteina de frijol utilizando dos concentraciones
de enzima inicial a) 18.36 AU/Ly b) 13.77 AU/L, cony sin precalentamiento,
meétodo pH estato
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De acuerdo a estos resultados se identific6 como mejor opciéon EO como
18.36 AUIL a ser utilizada en todo el trabajo restante. Por otra parte, se observa
que el grado de hidrolisis se ve incrementado cuando se le aplica
precalentamiento a la solucidon que se va a hidrolizar, obteniéndose casi el doble
del grado de hidrdlisis comparado con los hidrolizados que no fueron
precalentados. También se observa gque la evolucién de la curva ocurre de una
manera mas lineal sin precalentamiento, y que la hidrdlisis con precalentamiento

muestra una velocidad inicial de reaccidn mas alta.
6.2.2 Grado de hidrdlisis en biorreactor tipo membrana

Debido a que el método pH estato no es compatible con la operacion
continua del biorreactor con membrana tipo placa, ya que el permeado es
separado y no permanece todo junto como en el caso del biorreactor tipo lote; es
necesario utilizar un método alternativo de medicion del grado de hidrdlisis; el
método OPA como alternativa, fue comparado con el método pH estato en un

biorreactor tipo lote.

OPAsc OPAC
70— b) 70
60— 60
50 50
§4O__ T 40—
< <
a - o
O 30 O 30
20 20
10 10
o771 0 —T7T1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
tiempo tiempo
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c)

pHsc pHc
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50—: 50 —
340—_ — 40—
7 J— %
I o
230 30—
20—: 20
10— 10
o+ 0 — 7
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
tiempo tiempo

Fig. 6.7 Gréficas para comparar grados de hidrdlisis, pH estato versus OPA cony
sin calentamiento en un biorreactor tipo lote en hidrolizados de frijol comun de la

variedad Pinto Durango

De la Fig. 6.7 podemos ver las graficas en a) para el método OPA del
tratamiento sin calentamiento, y en b) con calentamiento, y en c) el método pH
estato en el tratamiento sin calentamiento y en d) con calentamiento; en las cuales
se puede apreciar que con el método de pH estato existe una mayor diferencia
entre réplicas, mientras que con el método de OPA esta dispersion es mucho
menor, por lo que para las condiciones experimentales de este trabajo se
considera que los valores de OPA son mas reproducibles en comparacion con los

obtenidos por el método de pH estato.
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Fig. 6.8 Diagrama de la recirculacion en el biorreactor de membrana

Utilizando el biorreactor de operacién continua se considerd una variante
de operacion en la que en lugar de retirar el permeado de manera continua (por 45
minutos), se recirculé en el equipo durante 180 minutos, esto es un tipo de
operacion parecida a la operacién en lote, con el objetivo de observar el efecto
sobre el grado de hidrélisis como consecuencia del aumento del tiempo de

contacto enzima — substrato, y observar potencialmente una mayor productividad.

En la Fig. 6.8 se muestra la disposicion fisica del equipo en la recirculacion.
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Fig. 6.9 Comparacion de grado de hidrdlisis por lote y por operacién continua,
considerando efectos de precalentamiento y de recirculacién sobre la proteina de
frijol comun de la variedad Pinto Durango, en donde en a) es la hidrélisis en
biorreactor tipo lote y en b) hidrdlisis por operacién continua con recirculaciény c)

hidrdlisis por operacion continua sin recirculacion

En la Fig. 6.9 se puede apreciar la comparacion entre el grado de hidrdlisis
por lote y por operacidbn continua con Yy sin recirculacion, con y sin
precalentamiento de los primeros 45 minutos de la hidrdlisis, en las cuales
observamos que en la hidrélisis por operacidon continua sin recirculacion y con
precalentamiento, se tiene un grado de hidrdlisis equiparable al generado en lote a
diferencia de la hidrdlisis de suero de leche, en el caso del frijol Pinto Durango el
precalentamiento si tiene un efecto importante, con excepcion de la operacion
continua con recirculacion. También se puede apreciar que en el caso de el
biorreactor de membrana sin recirculacion al principio de la hidrodlisis tarda algunos
minutos en levantar el grado de hidrdlisis, esto puede ser debido a que en estos
tratamientos las muestras a las cuales se les hace el OPA se toman directamente
del permeado y en los primeros minutos al parecer no hay paso de péptidos a

través de la membrana y so6lo pasa agua. Hay que notar también que el caso del
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biorreactor continuo a 45 minutos, la curva de hidrolisis muestra un
comportamiento con potencial de crecimiento, es decir que la curva respectiva no
muestra saturacion de la reaccion; esto pudiera ser importante en una operacion
continua en la practica real en donde se relse la enzima a partir de volver a

alimentar con sustrato el sistema experimental.

Al parecer la razon por la cual el efecto del precalentamiento afecta mas al
frijol que al suero de leche radica en el tipo de proteinas existentes en cada una;
ya que si bien es claro que calentando las proteinas se logra una
desnaturalizacion que puede provocar que se incremente el grado de hidrolisis
debido a que es mas facil llegar a los grupos ahora expuestos de la proteina
debido al desdoblamiento sufrido por el calor, pero también es importante
mencionar que cada una de las proteinas necesita diferente temperatura para
lograr la desnaturalizacion; en este caso las proteinas contenidas en el suero de
leche que en su mayoria son 3 - lactoglobulinas, a - lactoalbuminas, suero de
albumina bovino e inmoglobulinas, que alcanzan su desnaturalizacion irreversible
a los 78, 62, 64 y 72 °C, respectivamente (Fox & McSweeney, 2003), que son
temperaturas no tan elevadas y que pueden llegarse a alcanzar en el proceso en
por el cual se obtiene el suero de leche, es por eso que se puede pensar que el
suero de leche con el que se trabajé en este proyecto ya tenia desnaturalizadas
sus proteinas y es por esta razGn no se notd ningun cambio significativo de la
utilizacion del precalentamiento o no en los diferentes tratamientos; ahora bien, en
el caso de las proteinas del frijol los principales componentes son las globulinas y
albuminas y éstas necesitan temperaturas de 93.4 y 89.4 °C respectivamente
(Gallegos Tintoré et al., 2004), que son temperaturas relativamente altas y
dificiles de alcanzar en el proceso de extraccion de las proteinas; es debido a esto
gue dado que no habian sufrido proceso térmico alguno previo, las proteinas de
frijol con las que se trabajé no estaban desnaturalizadas y es por eso que al
aplicarles el calor suficiente en el precalentamiento (95°C por 15 min.) logramos la
desnaturalizacion de las mismas y se obtuvieron los resultados positivos

mostrados.
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6.3 Modelaje del grado de hidrdlisis de concentrado de proteinas de frijol

Pinto Durango

De igual forma que en suero de leche, se ajusté el modelo la ecuacion (1)

propuesto por Gonzalez-Tello et al. 1994. Se estimaron los parametros a y b

mediante modelos de regresion no lineal, para cada concentracion de sustrato y

de enzima, asi como para el precalentamiento o no, recirculacion o no del

permeado; los valores estimados se muestran en el cuadro 6.2.

Cuadro 6.3 Parametros @ y b estimados por regresion no lineal para las

diferentes condiciones

Lower CL Upper CL Lower CL Upper CL
Tratamiento a b a a b b
Lote con 1.720643789 | 0.057080477 1.43562 2.00567 0.05127 0.06289
precalentamiento
Lote con 2961977115 | 0.057356746 2.4967 3.42726 0.05289 0.06182
precalentamiento
Lote sin 0.251396263 | 0.028747444 0.19135 0.31144 0.00992 0.04757
precalentamiento
Lote sin 0.185676926 | 0.029071402 0.16334 0.20801 0.01707 0.04107
precalentamiento
Membrana con | 0.588246138 | 0.009604095 0.45024 0.72625 0.0024 0.0168
recirculacion con
precalentamiento
Membranacon | 0.797565795 | 0.015090674 -0.0255 1.62067 -0.014 0.04418
recirculacion con
precalentamiento
Membranacon | 0.357519928 | 0.016594401 -0.178 0.893 -0.0599 0.09311

recirculacion sin

precalentamiento
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Membrana con
recirculacién sin

precalentamiento

1.420535697

0.055215091

-0.2758

3.11686

0.00335

0.10708

Membrana sin
recirculacion con

precalentamiento

0.454174209

-0.021378104

0.01045

0.8979

-0.1171

0.07437

Membrana sin
recirculacién con

precalentamiento

0.76151563

-0.014003541

0.41279

1.11024

-0.0401

0.01208

Membrana sin
recirculacion sin

precalentamiento

0.073227768

-0.287952794

-0.0268

0.17331

-0.7693

0.19342

Membrana sin
recirculacion sin

precalentamiento

0.113325045

-0.176327582

-0.0106

0.23721

-0.4519

0.09922

Los ajustes al modelo mencionado fueron satisfactorios estadisticamente

Unicamente para los tratamientos realizados por medio del biorreactor tipo lote y
medianamente satisfactorios para los tratamientos en biorreactor de membrana
con recirculacién, mientras que los tratamientos realizados en el biorreactor de
membrana sin recirculacion fueron los que mostraron los resultados menos
satisfactorios debido a su inicio lento en el grado de hidrdlisis seguido de un
comportamiento aproximadamente lineal hasta los 45 minutos, haciendo

innecesario al parametro b de la ecuacion (1). En general se deben buscar otro

tipo de modelos para las curvas de hidrdlisis obtenidos en equipos con
posibilidades de separacion continua de permeados, ya que las curvas de grados
de hidrélisis muestran no soélo la interaccibn enzima - sustrato, sino

especificidades del equipo en particular.
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6.4 Identificacion del perfil de los péptidos mediante un analisis

electroforético unidimensional de frijol Pinto Durango
6.4.1 En biorreactor tipo lote

En el gel del analisis electroforético de la Fig. 6.10 se puede observar en la
parte baja de los geles la aparicion de bandas que son los péptidos que se
generaron a lo largo de la hidrélisis, y al comparar los geles con y sin
precalentamiento los patrones de bandeo debidos a péptidos producto de la
hidrélisis, son similares; esto debido a que todo esta mezclado. Sobre las
proteinas en suero de leche derivado de un proceso de fabricacion no debe haber

mayor impacto de un segundo tratamiento térmico.

Tiempo 0 10 20 60 90 120 min

=
-

. 3 . Con

Precalentamiento

" o

Tiempo 0 10 20 60 120 min

Sin

e Precalentamiento

Péptidos

Fig. 6.10 Analisis electroforético SDS-Page con y sin precalentamiento de

proteinas y péptidos de frijol Pinto Durango en biorreactor tipo lote
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6.4.2 En biorreactor de membrana

En los geles del analisis electroforético mostrados en la Fig. 6.11 se puede
observar en el caso del gel de electroforesis del biorreactor de membrana con
recirculaciéon y con precalentamiento que en los primeros minutos los péptidos
pudieran estar solubilizados y debido a esto no se observan las bandas, ademas
con precalentamiento se aprecian péptidos a tiempos menores al compararlos con
el caso de sin precalentamiento, reduciendo a la mitad los tiempos de aparicion de
péptidos en el caso del precalentamiento; esta consistencia en las bandas puede
deberse a que estan mas disponibles los enlaces de la proteina para la hidrolisis y
debido a esto el corte es constante a lo largo del tiempo, mientras que en el caso
de que no se precalentaron las proteinas éstas tienen una forma que impide que
se alcancen facilmente los enlaces internos de la estructura proteica, y es hasta
después de algun tiempo de recirculacion es que la enzima logra tener acceso a
estos enlaces internos, con bandas de bajo peso molecular mas concentradas en
los mayores tiempos; en el caso de los geles sin recirculacion el efecto del
precalentamiento antes mencionado es aun mas evidente. De hecho sin

recirculacién y sin precalentamiento no hay bandeo evidente.

Tiempo 10 20 60 90 120 180 min 10 20 60 90 120 180

a)

b)
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Tiempo O 15 30 45 0 15 30 45  min

c)

Fig. 6.11 Analisis electroforético SDS-Page de proteinas y péptidos de frijol Pinto
Durango en biorreactor de membrana (a) con recirculacion con precalentamiento
(b) con recirculacion sin precalentamiento, (c) sin recirculacion con

precalentamiento, (d) sin recirculacién y sin precalentamiento
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6.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante
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Fig. 6.13 Porcentaje de inhibicién del radical ABTS por péptidos de proteinas de

frijol en biorreactor tipo lote (a) y tipo membrana sin (b) y con (c) recirculacion

En la Fig. 6.13 se muestran las graficas del porcentaje de inhibicién del
radical ABTS en los diferentes tratamientos, en donde al parecer se muestra un
porcentaje de inhibicidn mayor en el biorreactor tipo lote (55%) comparado con el
biorreactor de membrana con recirculacion del permeado (18%). En el caso del
tratamiento sin recirculaciéon el precalentamiento muestra un efecto importante
sobre la capacidad antioxidante comparando con el mismo tratamiento pero sin
precalentamiento. También es importante observar que existe efecto antioxidante
desde el tiempo 0, en donde se encuentra todavia entera la proteina nativa del
frijol; se puede pensar que en el biorreactor tipo lote, su mayor porcentaje de
actividad antioxidante se debe a que se encuentran mezcladas las proteinas

nativas con los hidrolizados.
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6.5.1 Comparacion de efectos sobre la capacidad antioxidante de las

condiciones y del tiempo de hidrdlisis
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Fig. 6.14 Actividad antioxidante de los péptidos de frijol producidos a diferentes
tiempos y condiciones de hidrdlisis

En donde pdsreccprec: pinto durango sin recirculacion con precalentamiento,
pdsrecsprec: pinto duranto sin recirculacion sin precalentamiento, pdcreccprec: pinto
durango con recirculacién con precalentamiento, pdcrecsprec: pinto durango con
recirculacion sin precalentamiento, pdbcprec: pinto durango biorreactor tipo lote con
precalentamiento y pdbsprec: pinto durango biorreactor tipo lote sin precalentamiento

En la Fig. 6.14 se observa que los hidrolizados obtenidos por el biorreactor
de lote con precalentamiento muestran un nivel mayor de actividad antioxidante
comparado con el resto de los tratamientos, siguiendo los hidrolizados obtenidos
por el biorreactor de lote sin precalentamiento; los efectos de los péptidos
obtenidos por medio del biorreactor de membrana muestran capacidades
antioxidantes bajas relativamente. En las demas condiciones no se aprecian
cambios estadisticamente significativos al paso del tiempo de la hidrélisis. En
general, la determinacion de inhibicion de capacidad oxidante mediante la prueba

ABTS arrojo resultados con baja reproducibilidad en este contexto experimental.
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Las interpretaciones de mayor claridad son que los hidrolizados producidos bajo
las diversas condiciones de hidrélisis si muestran poder antioxidante ABTS, que
son mas efectivos cuando fueron producidos en lote tradicional, y que el poder

antioxidante no cambié significativamente con el tiempo de hidrolisis.
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7. CONCLUSIONES

Para suero de leche:

Para las curvas de hidrolisis con suero de leche y enzima alcalasa a
diferentes concentraciones iniciales de sustrato y diferentes concentraciones
iniciales de enzima no se identificO ninguna relacion con el modelo de Michaelis-

Menten.

El mecanismo de reaccién enzimatica no incluye inhibicion debido al
sustrato o al producto, en constraste con resultados publicados previamente; la

inactivacion enzimatica fue confirmada como una de segundo orden.

Las correspondientes constantes cinéticas fueron estimadas.

Para frijol Pinto Durango:

Se utilizaron dos concentraciones iniciales de enzima y se identific6 como

mejor opcién EO como 18.36 AU/L a ser utilizada en todo el trabajo.

Se observo que con el precalentamiento se obtiene casi el doble del grado

de hidrolisis comparado con los que no fueron precalentados.

El grado de hidrélisis obtenido por operacién continua sin recirculacion y

con precalentamiento, es equiparable al generado en lote.

Se encontr6 que el modelo utilizado solo se ajusté a los tratamientos
realizados por medio del biorreactor tipo lote y solo fueron medianamente

satisfactorios para los tratamientos en biorreactor de membrana con recirculacion.
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Con recirculaciéon y sin precalentamiento
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Los analisis electroforéticos mostraron la aparicién de las bandas de los
péptidos como producto de la hidralisis.

Los andlisis de capacidad antioxidante mostraron que la proteina nativa es
la que genera capacidad antioxidante y no los péptidos, por lo que los productos

de la hidrdlisis no son relevantes en cuanto a capacidad antioxidante.
En general:

El efecto del precalentamiento s6lo es evidente si las proteinas con las que

se va a trabajar no han recibido tratamientos térmicos previos.

El biorreactor tipo lote es facil de instalar y facil de manejar, tiene las

ventajas de una muy facil limpieza y que no se necesitan soluciones especificas
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para su limpieza; tiene las desventajas de que los péptidos y las enzimas se
encuentran siempre en el mismo recipiente, incluso al terminar la hidrélisis, por lo
gue es necesario desactivar las enzimas al finalizar el proceso, lo que constituye
en un gasto adicional por el hecho de que las enzimas ya no pueden volver a ser
utilizadas, ademas es necesario realizar una filtracion adicional para poder separar

los péptidos.

El biorreactor de membrana por otro lado tiene una complicacion media
para ser instalado, sin embargo es facil de manejar una vez que la persona se
haya familiarizado un poco con el equipo, tiene la ventajas de que los péptidos se
van separando debido a la membrana que forma parte del equipo, ademas de que
la membrana es intercambiable y se ajusta a las necesidades del proyecto,
ademas las enzimas al no poder pasar a través de la membrana, pueden volver a
utilizarse una vez terminado el proceso, necesitando Unicamente que se le
agregue un sustrato nuevo para volver a trabajar, lo cual puede reducir los costos
en la compra de enzima; la principal desventaja de este equipo es la necesidad
de la limpieza constante de la membrana para su 6ptima funcionalidad, ya que
este proceso es tardado (4 hrs. aprox.) y necesita de la preparacion de diversas
soluciones para su limpieza; la ventaja es que las soluciones son faciles de

preparar y son soluciones cotidianas en los laboratorios y son faciles de conseguir.

El biorreactor de membrana tiene un futuro prometedor en la industria
debido a que se pueden obtener hidrolizados de manera constante una vez que se
tenga estabilizado el equipo; respecto al modelo matematico — estadistico se
tendria que buscar la forma de modelar el sistema de tal forma que se adapte a

las necesidades especificas del equipo.

Respecto al trabajo experimental del laboratorio, faltaria realizar mas
pruebas de operacion continua con el biorreactor de membrana suministrando de
forma continua sustrato, para ver cudl es la calidad de los péptidos generados y
observar si se puede mantener una produccion continua de los péptidos. Ademas
de utilizar diferentes presiones en el sistema, para observar si de esta forma se

obtienen mas / mejores hidrolizados.
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9. ANEXOS
9.1 Limpieza del biorreactor

Una vez terminada cada prueba en el biorreactor era necesario seguir un
protocolo de limpieza para aumentar la vida util de la membrana, el protocolo fue

el siguiente:

1. Nota: Para estar seguro de que el proceso de limpieza es bueno para el tipo de
membrana que se esté usando hay que checar la compatibilidad de las soluciones

y el pH con el material de la membrana.
2. Llene el tangue con agua tibia (35-45 °C) y recircule por 20 o 30 minutos.
3. Deseche el agua y repita el paso 2 por lo menos una vez.

4. Llene el tanque con una de las siguientes soluciones: 0.5 % NaOH 6 KOH y

recircule por 20-30 minutos.

5. Deseche las soluciones de limpieza.

6. Repita el paso 2 y el paso 3.

7. Llene el tanque con una de las siguientes soluciones: 0.1 N HCI 6 0.5 % HNO.
8. Recircule por 20-30 minutos.

9. Deseche la solucion.

10. Repita el paso 2 y el paso 3.

11. Llene el tanque con una solucion de 0.5 % NaOH + 0.5 % EDTA y recircule

por 20-30 minutos.
12. Deseche las soluciones limpiadoras.

13. Repita los pasos 2 y 3.
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14. Desinfecte con una de las siguientes soluciones: 0.5-1 % de Formaldehido al
40 %, 0.35 % H,0, 6 200 ppm Hipoclorito de Sodio.

15. Deje con una de las siguientes soluciones: 0.1 % de Azida de Sodio 6 1.5 %

de formaldehido.

16. Nota: Si la membrana no esta limpia, los siguientes tratamientos pueden ser

considerados:
(1). Volver a realizar todo el procedimiento desde el paso 1 al 16.

(2). Aplicar soluciones de enzimas, alguna de las siguientes puede ser
seleccionada: 1 % de Pepsina, 1 % Tripsina/Quimotripsina, 1 % Pancreatina, Tera-

A-Zyma.

Favor de ajustar el pH de la enzima de acuerdo con la temperatura 6ptima
de accion y recircule por 20-30 minutos, entonces deje toda la noche, al siguiente
dia repita los pasos del 1 al 15.

(3) Por favor pregunte si usted tiene alguna pregunta.

(4) Este protocolo esta abierto para cualquier mejora siempre y cuando no

sea contraprod ucente.
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