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Resumen
La hidrolisis enzimatica de proteinas es una técnica biotecnologica que ha cobrado gran
importancia, dado que constituye una estrategia efectiva para la obtencion de hidrolizados y
péptidos con propiedades tecno funcidnales y bioldgicas. Dichas propiedades dependen de
muchos factores, siendo uno de los mas importantes el tipo de enzima utilizada para la catalisis
de la reaccion. El presente trabajo tuvo como proposito identificar la efectividad de diferentes
proteasas comerciales, en el proceso de hidrdlisis de proteinas de lombriz roja californiana
(LRC). Para esto, se evalud la actividad catalitica de tres proteasas de diferentes caracteristicas:
Alcalasa 2.4L, Flovourzyme y Neutrase, y se realizé el proceso de hidrdlisis de LRC con cada
enzima, bajo la misma relacion enzima/sustrato y las condiciones de reaccion Optimas para cada
enzima. Cada reaccion se realizé durante 60 minutos después de lo cual se evalud el grado de
hidrolisis (GH) para identificar la eficiencia catalitica de las enzimas sobre este sustrato. Los
resultados mostraron que la enzima con mayor eficiencia en el proceso de hidrdlisis de LRC fue
la Alcalasa 2.4L, con la cual se alcanz6é un GH de 13,02%, més de dos veces mayor que el
alcanzado con las otras dos enzimas. Por otro lado, se realiz6 un proceso de hidrolisis secuencial
combinando la Alcalasa con las Flovourzyme y Neutrase, obteniéndose como resultado que el
GH se incrementa sustancialmente, alcanzandose un valor de hasta 27%. En conclusion, las
proteinas de LRC pueden ser hidrolizadas eficientemente con una endoproteasa como la Alcalasa
2.4L, y el proceso se optimiza al realizar una hidrolisis secuencial, lograndose obtener
hidrolizados que podrian ser utilizados en la industria alimentaria.
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Abstract
The enzymatic hydrolysis of proteins is a biotechnological technique that has gained great
importance, since it constitutes an effective strategy for obtaining hydrolysates and peptides with
techno-functional and biological properties. These properties depend on many factors, one of the
most important it is enzyme type used to the reaction. The purpose of this work was to identify
the effectiveness of different proteases in the hydrolysis process of Californian red worm (LRC)
proteins. For this, the catalytic activity of three proteases with different characteristics was
evaluated: Alcalase 2.4L, Flovourzyme and Neutrase, and the LRC hydrolysis process was
carried out with each enzyme, under the same enzyme/substrate ratio and the optimal reaction
conditions for each enzyme. Each reaction was carried out for 60 minutes after which the degree
of hydrolysis (DH) was evaluated to identify the catalytic efficiency of the enzymes on this
substrate. The results showed that the enzyme with the highest efficiency in the LRC hydrolysis
process was Alcalase 2.4L with which a DH of 13.02% was achieved, twice higher than DH
achieved with the other two enzymes. On the other hand, a sequential hydrolysis process
combining Alcalase with Flovourzyme and Neutrase was carried out, obtaining that GH
increases substantially, reaching a value of up to 27%. In conclusion, LRC proteins can be
efficiently hydrolyzed with an endoprotease such as Alcalase 2.4L, and the process is optimized
by performing sequential hydrolysis, obtaining hydrolysates that could be used in the food
industry.

Keywords: Alcalase 2.4L, Catalytic activity, Proteolysis



Tabla de Contenido

INEEOAUCCION ...ttt ettt et e e bt e e bt esbeesate e bt e enbeesbeeenteans 10
Planteamiento del Problema ............cooiiiiiiiiiiiie e e 12
JUSHTICACION ...ttt ettt ettt e et e bt e e st e e bt e st e e naeeenbeeeeas 14
IMAATCO TEOTICO ..ttt ettt et e et e bt e e it et e st e bt e eabeesbeesabeenaeeenbeeneeas 15
Lombriz roja Californiana............ccuvieiiiieiiieeciieecee et eeer e e aaeeenneas 15
ENnzimas UtIHZAdAS ....c..coiiiiiiiiiieie e e 17
ALCAIASA 2,41 ... e e e e e s 18
INULTASA. ¢ttt et ettt et e ettt e et e e e bt eesab e e e sabeeesabeeseabeesbbeesbneenas 19
FIAVOUTIZYIME. ...ttt ettt ettt et ae e eab e st e e beesaee e 19
PEPtidos BIOACHIVOS. .....uiiiiiiiiiiieciiie ettt ettt e e et e s be e e s sbeeesabeeessseeeaseeeaseeennneas 20

L@ 10} 1577 7L USROS UPRURTSPRRRPI 22
(€ 153115 1 PSPPSR 22
ESPECTTICOS ..ttt ettt ettt ettt e s et e e aeeenee 22
IMELOAOIOZIA ...ttt ettt et e et b e et be e et et e et e e naeeenbeeneas 23
Manejo del SUSLIALO ...c..eeuviriiiiiieeiee ettt 23
ANALISIS A€ PTOtEINA ...cuviiiiiiiiieiie ettt 23
Actividad Catalitica de 1as Prot@asas ..........cceevuieiiiiiiienieeiierie et 23
Proceso de hidrolisis @NZIMATICA ......c.eeeuieriieiieeiieete ettt 24
Hidrolisis Secuencial con Combinacion de Enzimas ..........ccoceevevieniininiienienenicnecenne 24
Grado de hidrolisisS (GH) ....oooouiiiiiiiiceeeee e e e e 25
ReSUItad0S Y DISCUSION ......eeeuiiiiiieiieiie ettt ettt ettt ettt et e et e e e beesbeeesbeessaesnseesaseenseennnas 26

Evaluacion de las Enzimas Proteoliticas Comerciales........ooovvviiiiiiiieiiiiieiiiiiiiiiiiieieieeeeeeneeene 26



Proceso de hidroliSiS de LRC .. ..o e e e e e e
Hidrolisis Secuencial con Combinacion de ENZIMas ....eueeeeeeeeiieeeeeeeeee e
COMCIUSIONES ..ottt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeee e e e e e aeeeeeeeeeeannaaaeaeaeeneees

L3 10) S U0 a2 i £ RS RRRUSSRRUR



Lista de Tablas

Tabla 1 Condiciones de pH y T para cada proteasa ......

Tabla 2 Actividad catalitica de las proteasas evaluadas



Lista de Figuras

Figura 1 Curva de GH en funcion del tiempo para la hidrolisis de LRC con las diferentes

proteasas ....................

Figura 2 Curva de GH en funcion del tiempo para la hidrolisis de LRC con las difentes

proteasas combinadas



Introduccion
En la actualidad de la industria alimentaria, se estd encaminando a la innovacion de alimentos
funcionales, debido a que el consumidor busca productos saludables que aporten beneficios para
a su salud, mas alla del valor nutricional que contengan. Para lograr el desarrollo de este tipo de
alimentos, muchas investigaciones se han centrado en la busqueda de compuestos bioactivos,
estos compuestos estan presentes en diferentes alimentos y subproductos de la industria
alimentaria como se evidencia en varias investigaciones realizadas. (Pacheco, 2019). Entre estos
compuestos se resaltan los péptidos biologicamente activos, los cuales pueden obtenerse a partir
de hidrolisis de las proteinas y que muestran efectos marcadamente positivos a la salud como
antihipertensivos, antioxidantes o anticancerigenos por mencionar algunos ejemplos (Glomm et
al., 2021; Gomez y zapata, 2022; Herrera Chalé, 2014).

La hidrdlisis enzimatica de proteinas es una técnica biotecnoldgica que ha cobrado gran
importancia, dado que, a diferencia de otras técnicas usadas para la hidrolisis de proteinas, la
hidrolisis enzimatica permite obtener hidrolizados con péptidos especificos y preservados
(Tavano, 2013). En general, se han reportado que se pueden obtener péptidos bioactivos a partir
de casi cualquier tipo de proteinas (Gianfranceschi et al., 2018; Gomez et al. 2020; Villamil et
al., 2017), por lo que es muy importante continuar la exploracion de nuevas fuentes de proteinas
que tengan potencial para producir compuestos bioactivos.

En el presente proyecto se estudio el proceso de hidrolisis enzimatica de una especie de
lombriz domesticada denominada lombriz roja californiana (LRC) (Eisenia foetida), la cual se
caracteriza por tener un gran perfil nutricional con un elevado contenido de proteinas que
proporciona aminoacidos esenciales, minerales y una cantidad adecuada de 4cidos grasos omega

3, y un amplio espectro de vitaminas (Bahadori et al., 2017). Asi, se realizo6 el proceso de



hidrolisis de las proteinas de LRC con tres proteasas de diferentes caracteristicas: Alcalasa 2.4L,
Flovourzyme y Neutrase, y una combinacion de ellas.

Los resultados mostraron que la Alcalasa 2.4L presento una mejor actividad catalitica,
alcanzéndose un GH de %13,02 en 60 min. Las enzimas Neutrasa y Flavourzyme presentan una
actividad catalitica mucho menor, presentando solo un GH de 3,31 y 6,40%, respectivamente.
Por otro lado, se identifico que la hidrélisis secuencial logré incrementar sustancialmente el GH,
alcanzandose valores de 27,5 y 21,3% para los procesos Flavourzyme- Alcalasa y Neutrasa-

Alcalasa, respectivamente.



Planteamiento del Problema
De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud - OMS, la alimentacion y la nutricion son
factores muy importantes para promover y mantener una buena salud a lo largo de toda la vida y
estan bien establecidas sus funciones como determinantes de enfermedades cronicas no
transmisibles, lo que las convierte en elementos esenciales para las actividades de prevencion.
(2017).

Por esta razon se ha realizado investigaciones en la busqueda alimentos y nuevas
alternativas que brinden al consumidor productos para sus necesidades, estos han sido llamados
alimentos nutracéuticos, complementos alimenticios y alimentos funcionales. (Barber4, et. al.
2011)

Los indices de muertes por enfermedades debido a malos habitos alimenticios aumentan
y consumo de alimentos altos en grasas saturadas, alimentos procesados aumentan cada afo, la
industria alimentaria tiene el desafio de buscar alternativas alimenticias que generen beneficios
para la salud, por esta razon los péptidos bioactivos son una opcion que puede suplir esta
necesidad del consumidor (Barberd, et. al. 2011)

La lumbricultura representa una alternativa interesante para la produccion de una nueva
fuente de proteina de calidad nutricional. Ademas, es una técnica amigable con el medio
ambiente dado que permite el uso de residuos biodegrables de la industria agropecuaria, y
contribuye al aprovechamiento de los residuos aportando a la conservacion del medio ambiente
(Martinez, 2008).

La lombriz roja californiana (Eisenia foetida) es utilizada en su mayoria en la elaboracion
de abono organico, segun Verified Market Research (VMR), el mercado global de

vermicomposta se valoré en USD 63,55 millones en 2019 y se cree que alcance los USD 222,42



millones para 2027, con un crecimiento anual del 16,74 % entre 2020 y 2027 (VMR, 2021).

Aunque la carne de lombriz ha sido muy estudiada, en Colombia no ha sido lo
suficientemente aprovechada, en el pais se llegan a producir 800.000 toneladas por afio, de estas
700.000 son compost y s6lo 100.000 lombrinaza («En Colombia la lombricultura es un negocio
aun reducido y que esta por desarrollarse», 2015). En algunos paises como Filipinas, Chile,
Estados unidos, Italia se utiliza en preparados alimenticios o como suplemento alimentario con
grandes beneficios en el organismo. Este es un potencial alimento que puede llegar a
complementar la dieta del consumidor y mejorar el funcionamiento de su organismo («Sea
feliz... coma lombrizy, 1991), por lo que es importante buscar alternativas para el
aprovechamiento de este tipo de materia prima.

En este sentido se plantea la siguiente pregunta de investigacion

(Cudl es la enzima mas eficiente para el proceso de hidrolisis enzimatica de proteinas de

lombriz roja californiana (Eisenia fetida)?



Justificacion
En la actualidad una problematica general es el manejo de residuos agroindustriales, que afectan
el medio ambiente, por lo cual es necesario encontrar alternativas de aprovechamiento con el fin
de mitigar esta problematica, la lombricultura es una técnica bioldgica que permite por un lado el
aprovechamiento de residuos organicos producidos en la cadena agroalimentaria, y por otro lado
la produccion de proteina de calidad nutricional, que puede convertirse en una fuente potencial
de compuestos bioactivos (Alvidrez et. al., 2002).

Una de las técnicas mas utilizadas para la obtencion de péptidos bioactivos es la hidrolisis
enzimatica la cual se realiza normalmente en un reactor, con control de agitacion, pH,
temperatura y tiempo del proceso. A partir de bioactivos se pueden formular alimentos
funcionales, que pueden aportar significativamente en la dieta de la poblacion generando un
beneficio para la salud del consumidor. Este tema en la industria de alimentos a tenido gran
acogida en los ultimos afos, convirtiéndose en un nicho de mercado significativo y de
aprovechamiento de nuevas fuentes de proteina como es la lombriz californiana.

Por medio de este trabajo se busca encontrar el proceso de hidrolisis mas adecuado para
obtener compuestos bioactivos a partir de proteinas de lombriz californiana para su utilizacion en

la industria alimentaria.



Marco Tedrico
Lombriz roja Californiana
La lombriz roja californiana (Eisenia fetida) es una especie de lombriz de color rojo oscuro o
violeta rojizo, su forma se caracteriza por un gradiente antero-posterior y dorso-ventral, cuyo
cuerpo esta dividido en anillos 0 metamerismos, que son visibles a simple vista, es especie puede
medir entre 8 a 10 cm de largo y 3-5 mm de diametro. Pertenece al Orden de Haplotaxida de la
familia Lumbricidae su nombre cientifico: Eisenia fétida su nombre comtn: Lombriz roja
californiana. (Lara, 2022)

Las lombrices de tierra contribuyen de manera importante en los ecosistemas terrestres.
Han sido reconocidos como los més importantes ingenieros de ecosistemas del suelo. Son muy
importantes en agricultura, porque enriquecen el suelo en donde habitan, proporcionandole
nutrientes y aireacion (Lara, 2022).

Los beneficios de su aprovechamiento son acelerar el proceso de descomposicion de
materiales biodegradables, son un medio eficaz para la descontaminacion ambiental, ayuda a
evitar la erosion de los suelos, aporta a la nutricion de las plantas, reemplaza gran parte del
abono quimico y sirve como alimento para aves, peces, cerdos y humanos.

En el pais, segun datos de Asociacion Colombiana de Compostadores (Asocompost), hay
cultivos de lombriz roja desde la costa norte hasta el sur en su mayoria se utilizan para
autoconsumo asociados a palma africana, banano, frutales, pastos, café, hortalizas, entre muchos
otros. Estos cultivos de lombriz roja son para desarrollo de compostaje. (2022).

En América Latina los principales productores son Chile, Brasil, Colombia, Argentina y
Ecuador. En donde se encuentran grandes explotaciones industriales de lombriz roja californiana.

El pais que ha tenido mayor produccion y aprovechamiento de la harina de lombriz para



consumo humano ha sido Filipinas, por lo que tiene ventaja sobre la harina de pescado en cuanto
a la ausencia de olor y sabor que la hace competitiva tanto en calidad como en precio.

La lumbricultura puede considerarse como una actividad de doble propdsito, produccion
de abono organico y elaboracion de harina de lombriz como alimento rico en proteinas. La
composicion de la harina de lombriz, con un contenido significativo de proteinas de valor
biologico, hace que ésta pueda incorporarse parcialmente para enriquecer los alimentos de
consumo animal. El contenido de proteina de la harina de lombriz supera a la harina de pescado
y harina de soja, por lo general > 50 % sobre base seca, dependiendo de la fuente documental
consultada y de la especie de anélido (Ovalles, et. al. 2017).

Mediante la hidrolisis enzimatica se puede obtener hidrolizados proteicos que pueden ser
una alternativa de aprovechamiento en la obtencion de péptidos funcionales, obtencion de
productos con valor agregado y tratamiento de residuos agroindustriales. La hidrdlisis enzimatica
de proteinas transcurre a través de un conjunto de etapas en serie, dando péptidos de tamaiio
decreciente: Proteinas — proteosas — peptonas — péptidos — aminodcidos. Se trata de un
conjunto de reacciones simultdneas de rotura de enlaces, con distintas especies cargadas en
equilibrio. Se propone un proceso de hidrolisis constituido por tres reacciones consecutivas.
Primero la formacion de un complejo enzima- proteina, después la ruptura del enlace peptidico
dando como resultado la liberacion de un péptido, finalmente el péptido restante se separa de la
enzima después de un ataque nucleofilico de una molécula de agua. El proceso puede iniciarse
nuevamente sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno de ellos (Benitez, et. al. 2008).

Los compuestos bioactivos son importantes ya que tienen beneficios antioxidantes,
antihipertensivos, antiinflamatorios e hipocolesterolemiantes de los fitoquimicos. Ademas de

efectos antimicrobianos, antihipertensivos, antitromboéticos, inmunomoduladoras y de transporte



de minerales a los péptidos lacteos (Garcia, 2020)

En estos procesos de hidrolisis son fundamentales factores como el ph optimo,
temperatura de las diferentes enzimas utilizadas, cada enzima tiene un rango 6ptimo de pH y
temperatura. Si en la reaccidn se trabaja dentro de este rango, la eficiencia de la enzima sera
maxima. De igual forma se necesita obtener la enzima / sustrato correcto, ya que este factor es
fundamental para el tamafio de las cadenas peptidicas formadas (Cruz, 2013).

Enzimas utilizadas

Las enzimas proteoliticas se pueden obtener de fuentes animales, vegetales o
microbianas; sin embargo, los dos primeros tienen ciertas limitaciones. Por ejemplo, se debe
considerar el sacrificio de animales cuando se utilizan fuentes animales para extraer tales
enzimas, ya que las proteasas se producen comunmente en tejidos y 6rganos. En fuentes
vegetales, las proteasas se pueden obtener de la cdscara o de la pulpa, pero estan influenciadas
por la viabilidad, el cultivo, las condiciones climaticas y los largos procesos de extraccion. Por lo
tanto, se prefiere obtenerlos de fuentes microbianas, dado que las enzimas producidas son mas
estables, el proceso de produccion mas rapidos, requisitos nutricionales simples y los
microorganismos pueden manipularse genética y ambientalmente para generar las caracteristicas
deseadas (Cruz-Casas et al., 2021).

La clasificacion de las enzimas proteoliticas esta dada por el Comité de Nomenclatura de
la Unioén Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, las proteasas se ubican en el grupo
3, subgrupo 4 en donde se encuentran las hidrolasas. Las proteasas se clasifican segiin su
estructura y componentes, el tipo de reaccion catalizan, sitio activo y naturaleza quimica. Segin
el sitio catalitico, las proteasas se clasifican en dos grupos principales, incluidas las exoproteasas

y las endoproteasas.



Las exoproteasas se refieren a las proteasas que corta el aminoacido terminal y se
clasifican en carboxipeptidasas y aminopeptidasas, segun actien en el C-terminal libre de la
cadena polipeptidica o en el N-terminal libre del sustrato polipeptidico, respectivamente. Las
endopeptidasas se caracterizan por llevar a cabo la hidrolisis en los enlaces peptidicos de las
regiones internas de la cadena polipeptidica. Estas enzimas son industrialmente mas importantes
que las exopeptidasas y se clasifican segun la especificidad del sustrato, mecanismo catalitico,
estructuras tridimensionales y por los residuos de aminoéacidos presentes en su sitio activo
(Ahangari et al., 2021).

Alcalasa 2,41

Esta enzima se produce por fermentacion de Bacillus licheniformis seguida de
purificacion y formulacion. Puede hidrolizar eficazmente las proteinas dentro de un amplio rango
de temperatura y pH. Trabaja a temperaturas entre 45°-65°C y pH entre 7,5-9,5, dependiendo del
tipo de sustrato. La Alcalasa, es una endopeptidasa de tipo serina, hidroliza las proteinas de
forma muy eficiente para producir péptidos o aminodcidos, Esta enzima ha sido utilizada para la
hidrolisis enzimatica de diferentes productos en la busqueda de compuestos bioactivos, como es
el caso de proteinas en plasma bovino (Figueroa, et. al. 2016), en leguminosas como lentejas y
judias (Garcia,2016) teniendo excelentes resultados en el grado de hidrolisis.

Se puede evidenciar en varias investigaciones que la enzima por si sola tiene unalto
porcentaje de hidrolisis, ademas que su combinacidon con otras enzimas

incrementa estos porcentajes como es el caso de la investigacion realizada por (Ochoa,
2017). Donde se evidencio que “los mejores resultados fueron obtenidos con la combinacion de
enzimas Neutrasa/Alcalasa (180 min de reaccion) alcanzando un IC50 de 0.12 mg de

proteina/ml, a esta condicion un GH de 42.19 por ciento y un valor ABTS+ de 2.12 umol TE/mg



de proteina”
Neutrasa

Esta enzima proteolitica producida por fermentacion sumergida de una cepa seleccionada
de Bacillus subtilis, con temperaturas de trabajo entre 45°-65°C y pH 7,5-9,5. Es recomendable
para la extraccion de proteina animal, esta enzima es una endoproteasa de amplio espectro de
alta calidad. Proporciona una hidrélisis suave. Amenudo se usa de forma aislada en el proceso de
hidrdlisis, pero también se puede combinar con una exoproteasa para obtener beneficios de sabor
superiores. (novozymes,s.f).

Es una enzima de considerable interés debido a su amplia variedad de posibles
aplicaciones, por ejemplo, en la produccion de proteinas para alimentos funcionales y para la
mejora de la textura y propiedades sensoriales de los productos lacteos. (SOUSA, 2014)

Esta enzima ha sido utilizada en varias investigaciones teniendo resultados optimos,
como es recomendado en su ficha técnica, puede ser combinada con unaexoproteasa con el fin de
potenciar el grado de hidrolisis.

Flavourzyme

Es un complejo de proteasa flingica y peptidasa producido por fermentacion sumergida
de una cepa seleccionada de Aspergillus oryzae, contiene tanto actividadesde endoproteasa como
de exopeptidasa, pH de trabajo entre 5,0-8,0 y temperatura entre 50-60°C. (Zapata, et. al. 2019).

La utilizacion de esta enzima combinada con la enzima Alcalasa ha mostradoresultados
favorables aumentando el grado de hidrolisis.

“El uso de una combinacion de enzimas en la hidrdlisis secuencial puede producir
péptidos bioactivos con actividades antioxidantes e inhibidoras de la ECA mejoradas. Alcalase

conduce a la produccion de péptidos de sabor amargo que puedenalterarse aplicando



Flavourzyme para hidrolizar los péptidos anteriores a menos péptidos amargos”. Esto se realizé
en hidrolizados de proteina de lenteja (Rezvankhah,et.al. 2021).

En investigaciones realizadas para la obtencion de compuestos bioactivos la flavourzyne
se combiana con otras proteasas. Como fue realizado en la obtencion decompuestos bioactivos
en el pez anchoveta. “En este proceso de hidroélisis se utilizé primero una endopeptidasa
(Protamex) seguido de una exopeptidasa (Flavourzyme 1000L) fue la que present6 el mayor
fraccionamiento de la proteina de anchoveta medida a través de oBx ref. y GH%. En el
hidrolizado de proteina de anchoveta en polvo destaco el alto contenido de lisina, aminoacido
esencial de importancia para la nutricion y relacionado con el desarrollo infantil" (Acero, et. al.
2021)

Péptidos Bioactivos

De acuerdo con (Vioque, et. al. 2005) “Un componente bioactivo seria aquel compuesto
quimico que ejerce un efecto beneficioso para alguna funcioén corporal del individuo produciendo
una mejora en su salud y bienestar o reduciendo un riesgo de enfermedad”. Esta actividad
antioxidante de péptidos bioactivos puede ser atribuida a su capacidad para la eliminacion de
radicales, la inhibicion de la peroxidacion lipidica y a las propiedades de quelacion de iones
metalicos.

En los tltimos afos, debido a la gran relevancia que estos péptidos han obtenido en el
mercado, se han desarrollado técnicas para la obtencion de nuevos péptidos bioactivos a partir de
proteinas alimentarias mediante digestion enzimatica in vitro, empleando enzimas proteoliticas
de origen microbiano. Es mads, en estudios recientes se han obtenido péptidos modificados,
disefiados a partir de péptidos naturales, con el fin de incrementar la actividad de estos ltimos.

(Mulero, et. al. 2011).



Entre las propiedades beneficiosas de los péptidos bioactivos se encuentran las
antimicrobioanas e inmunomodulantes, estas se han estudiado ampliamente en la leche y
productos lacteos. Este efecto parece estar relacionado con la carga neta positiva de estos
péptidos, que se organizan estructuralmente y provocan la formacion de canales i6nicos en la
membrana de los microorganismos, alterando su permeabilidad y provocando la muerte celular.
(Mulero, et. al. 2011).

También se ha podido identificar los péptidos antioxidantes en varios estudios, estos
péptidos actiian impidiendo que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-interactuar
mas rapido con los radicales libres que con el resto de las moléculas presentes en un determinado
microambiente de membrana plasmatica, citosol, nicleo o liquido extracelular. (Mulero, et. al.

2011).



Objetivos

General

Identificar la proteasa mas eficiente para el proceso de hidrdlisis de proteinas de lombriz
roja californiana (Eisenia fetida).
Especificos

Evaluar la actividad catalitica de las proteasas: Alcalasa 2.4L, Flovourzyme y Neutrasa, a
fin de estandarizar el proceso de hidrolisis en funcion de la concentracion de enzima adicionada.

Obtener hidrolizados proteicos de lombriz roja californiana (Eisenia fetida) por accion de
Alcalasa 2.4L, Flovourzyme, Neutrasa, y la combinacion de ellas.

Determinar el grado de hidrdlisis alcanzado para cada reaccidn, al fin de identificar la
enzima mas eficiente para el proceso de hidrdlisis enzimatica de lombriz roja californiana

(Eisenia fetida).



Metodologia

Manejo del Sustrato

Las lombrices fueron conseguidas con el proveedor comercial Lombrices de Tenjo E.U.,
y transportadas en el sustrato de alimentacion desde Tabio-Cundinamarca para posteriormente
ser separadas y lavadas. Una vez separadas se realizo el purgado con una solucion de bicarbonato
al 2% y el beneficio de las lombrices con una solucion salina de cloruro de sodio al 7% durante
60 min a 25°C. Finalmente las lombrices fueron conservadas en congelacion hasta el proceso de
hidrolisis.
Analisis de Proteina

Proteina bruta (N x 6,25) se midi6 siguiendo el método oficial de la AOAC Kjeldahl
(AOAC 992.15).
Actividad Catalitica de las Proteasas

Se determin6 mediante un analisis estdndar usando caseina como sustrato, segun la
metodologia descrita por (Cheung et al ). En este analisis, una unidad de actividad es
representada por una produccion de color equivalente a 1 pmol de tirosina por min apH 7,5 y
37°C. Para esto, una alicuota de 100 puL de las enzimas (1:20) se incubd con 500 pL de solucion
de caseina 0,65 %, durante 10 minutos a 37°C. La reaccion se detuvo adicionando 500 pl de
solucion de écido tricloro acético (110 mM) y la mezcla se centrifugd 7500 rpm por 10 minutos,
para tomar 200 pL del sobrenadante y mezclarlos con 500 pL de Na2C03 0,5 M y 100 pL del
reactivo de Folin- Ciocalteu.

Esta ultima solucién se incub6 a 37°C por 30 minutos, se centrifugd a 9000 rpm por 15
minutos y la absorbancia se leyo en un espectrofotometro a 660nm. Como patrén se emplea una

curva estandar de solucion de Tirosina entre 0-200 mg/L.



Proceso de hidrdlisis enzimatica

La pasta de lombriz fue hidrolizada en un reactor de vidrio de 0.5 L, con tres proteasas
diferentes (Alcalasa 2.4L, Flovourzyme y Neutrasa), bajo la misma relacion enzima/sustrato
(0,018 UA/g proteina), una concentracion de sustrato de 15 g proteina/L y las condiciones de pH
y temperatura recomendadas para cada enzima, segiin se muestra en la tabla 1.
Tabla 1

Condiciones de pH y T para cada proteasa

Enzima pH Temperatura
Neutrasa 7,5 47
Flovourzyme 7 48
Alcalasa 2.4L 8,5 45

El control de pH y temperatura se realiz6 con un electrodo combinado de vidrio,
conectado a un titulador automatico (Titrando 842) marca (Metrohm, Suiza), operado por
computador (software tiamo 1.2.1). El sistema de reaccion se realizé durante 60 min para cada
enzima y se mantuvo en agitacion constante de 240 rpm usando un agitador magnético 801
(Metrohm, Suiza).

Hidrolisis Secuencial con Combinacion de Enzimas

La pasta de lombriz fue sometida a un proceso de hidrdlisis bajo las condiciones descritas
anteriormente, pero usando las enzimas de forma secuencial, asi:

o Hidrdlisis durante 15 min con 0,0054 U de Neutrasa/g proteina, y seguidamente
hidrolisis durante 45 minutos con 0,0126 U de Alcalasa/ g proteina.

. Hidro6lisis durante 15 min con 0,0054 U de Flovourzyme/g proteina, y



seguidamente hidrolisis durante 45 minutos con 0,0126 U de Alcalasa/ g proteina.
Grado de hidrélisis (GH)

La reaccion se controlo a través del GH, expresada como la relacion entre el nimero de
enlaces peptidicos hidrolizados (h) y el nimero de enlaces peptidicos totales en la proteina
nativa, por unidad de peso (ht). El grado de hidrolisis se calculé con la ecuacion (1), utilizando el
método pH-stat (Forghani et al., 2012).

DH(%)= B NB Mp a ht * 100 (1)

Donde B es el volumen consumido de la base en L, Mp es la masa de la proteina en kg,
NB es la concentracion de la base y a es el grado de disociacion de los grupos amino liberados
durante la reaccion. Se emple6 una At de 8,1 Eq / Kg que fue calculado previamente por el
método OPA, mientras que a y pK se calcularon con las ecuaciones. (2) y (3), respectivamente
(Forghani et al., 2012).

a=10PH — pK(1 +10PH —pK) (2)

pK =7,8 + (298 — T)298 = T * 2400 (3)



Resultados y Discusion
Evaluacion de las Enzimas Proteoliticas Comerciales

En este trabajo se busco identificar la eficiencia catalitica de diferentes proteasas
comerciales: a) Alcalasa 2.4L, endoproteasa producida por fermentacion sumergida de Bacillus
licheniformis, con temperaturas de trabajo entre 45°-65°C y pH entre 7,5-9,5, dependiendo del
tipo de sustrato; b) Neutrasa 1,5MG, endoproteasa producida por fermentacion sumergida de
Bacillus subtilis, con temperaturas de trabajo entre 45°-65°C y pH 7,5-9,5; y c) Flavourzyme
500MG, complejo de proteasa fingica producida por fermentacion sumergida de Aspergillus
oryzae, contiene tanto actividades de endoproteasa como de exopeptidasa, pH de trabajo entre
5,0-8,0 y temperatura entre 45—-60°C (Zapata, et. al. 2019).

En la tabla 2 se muestran los valores de la actividad catalitica de cada enzima expresados
como UA/mL de enzima. Se puede notar que seglin los resultados la Neutrasa es la enzima con
mayor actividad catalitica, seguida por Alcalasa, siendo la enzima de menor actividad la
Flavourzyme. Es importante resaltar, que, para realizar el proceso de hidrolisis bajo las mismas
condiciones, se adiciond un volumen de enzima segun su actividad catalitica a fin de efectuar
todos los procesos con una relacion enzima/sustrato de 0,018 UA/g proteina.

Tabla 2

Actividad catalitica de las proteasas evaluadas

Enzima Actividad catalitica (UA/mL)
Alcalasa 2.4L 1,83 +0,08a
Neutrasa
1.5MG 326+0,21b
Flavourzyme
500MG 1,38+ 0,10 ¢

Nota. *° Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05).



Proceso de hidrdlisis de LRC

Tras la medicion de la concentracion de proteina en la pasta de LRC, se logré identificar
que se trata de un sustrato apropiado para el proceso de hidrolisis, dado que cuenta con una alta
cantidad de proteina con una concentracion de 12,2% (p/p) en base himeda, analizada mediante
el método Kjeldahl.

El proceso de hidrolisis estd constituido por tres reacciones consecutivas.

Primero, la formacién de un complejo enzima-sustrato (proteina), después la rotura del
enlace amidico dando como resultado la liberacion de un péptido. Finalmente, el péptido restante
se separa de la enzima después de un ataque nuclefilico de una molécula de agua. El proceso
puede reiniciarse sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno solo de ellos (Benitez, et. al. 2008).
En la Figura 1 se presentan las curvas de hidrdlisis obtenidas para cada una de las enzimas
evaluadas. Se puede notar que la Alcalasa es la enzima que presenta la mayor eficiencia para la
hidrolisis de las proteinas de LRC, alcanzandose un GH de 13,02% en 60 min. Las enzimas
Neutrasa y Flavourzyme presentan una actividad catalitica mucho menor, presentando solo un

GH de 3,31 y 6,40%, respectivamente.



Figura 1

Curva de GH en funcion del tiempo para la hidrolisis de LRC con las diferentes proteasas
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Estos resultados pueden atribuirse a que la Alcalasa 2.4L es una endopeptidasa poco
especifica, lo que permite el rompimiento de un mayor nimero de enlaces peptidicos (Glomm,
et. al. 2021). Por otro lado, se ha documentado que proteasas alcalinas como la Alcalasa 2.4L,
muestran actividades mayores que proteasas neutras, como Flavourzyme y Neutrasa (Kechaou,
et al., 2009). Resultados similares han sido reportados por otros autores, quienes han definido la
Alcalasa 2.4L como la enzima de mayor eficiencia para procesos de hidrolisis enziméatica de
proteinas de diferentes fuentes. (Benitez, et. al. 2008), (Gomez, et. al. 2020).

En este sentido, los resultados sugieren que la mejor enzima para procesos de hidrolisis
de LRC es la Alcalasa 2.4L, considerando que se ha reportado ampliamente la relacion existente
entre hidrolizados con alto GH y una mayor actividad bioldgica. (Li, Y.et. al. 2018). Este mayor
GH puede verse relacionado también con un incremento de los niveles de aminoacidos
esenciales y una mejora en las propiedades tecnofuncionales de los hidrolizados (Acero, et. al.

2021).



Con base en las investigaciones realizadas en alimentos como la tilapia roja, la
anchoveta y leguminosas en busca de compuestos bioactivos se puede deducir que la enzima mas
utilizada y con mejores resultados ha sido la Alcalasa, dando como resultado un mayor grado de
hidrolisis en cada proceso (Acero, et. al. 2021; Gomez et al. 2020).

Hidrélisis Secuencial con Combinacion de Enzimas

Una vez identificada la Alcalasa como la enzima que presenta mayor eficiencia para el
proceso de hidrolisis de proteinas de LRC, se realizé una hidrolisis secuencial usando la
combinacion de la Alcalasa con la Flavourzyme y Neutrasa. Para que los procesos de hidrdlisis
fueran comparables, la hidrdlisis secuencial se realizd de modo que el tiempo y la concentracion
de enzima total, se mantuviera bajo las mismas condiciones en las que se realizé el proceso con
las enzimas individuales, es decir 60 min y 0,018 UA/g proteina.

En la ilustracion 2 se muestra se cinética de hidrélisis obtenida con el proceso secuencial,
evidenciandose claramente que el GH es muy mayor al alcanzado con las enzimas individuales,
alcanzéndose valores de 27,5 y 21,3% para los procesos Flavourzyme- Alcalasa y Neutrasa-

Alcalasa, respectivamente.



Figura 2
Curva de GH en funcion del tiempo para la hidrolisis de LRC con las difentes proteasas

combinadas
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En la investigacion realizada por (Rezvankhabh, et. al. 2021) se pudo evidenciar que al
realizar hidrolisis secuencial para proteina de lenteja se obtuvo un mayor grado de hidrolisis,
(47,05 %) en comparacion con la hidrolisis simple (8,51 % y 20,12 %).

Utilizando la combinacion de Alcalsa y Flavourzyme. también se obtuvo una mayor
actividad antioxidante en comparacion con el hidroxitolueno butilado como antioxidante

sintético.



Conclusiones

Bajos las condiciones del presente trabajo se logro identificar que la Alcalasa 2.4L es la enzima
con mayor eficiencia catalitica para la hidrolisis de proteinas de LRC, alcanzado un GH 13,02%,
dos y cuatro veces mayor que el alcanzado con las Flavourzyme y Neutrasa, respectivamente.

Se identificé que la hidrolisis secuencial es una estrategia util para mejorar la reaccion
catalitica, dado que se logr6 incrementar en mas del doble el GH de hidrdlisis alcanzado con las
enzimas individuales. Encontrdndose que la combinacién més eficiente fue Flavourzyme-
Alcalasa con un GH de 27,5%. Estos resultados sugieren ademas que las proteinas de LRC son
una fuente potencial de compuestos bioactivos dado que se alcanz6 un GH alto en un corto

tiempo de hidrolisis.
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