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DH
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ECA
FA
FT-IR

GFC

Actividad antihipertensiva
Actividad antimicrobiana
Actividad antioxidante

Sal diaménica del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico)

Radical de la sal diamoénica del acido 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
Actividad tedrica especifica
Actividad tedrica equivalente
Andlisis de la varianza

Acido 8-anilino-1-naftalensulfénico
Actividad residual

Actividad retlativa

Unidades de absorbancia

Bacillus cereus DBFIQ B 7

Sal disddica del acido bicinconinico
Albtmina sérica bovina

Agregados enzimdticos reticulados o Cross-Linked Enzyme

Aggregates

Cronobacter sakazakii DBFIQ CS 1
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HIC
IEC-DEAE
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LM

MPC
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SA
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TT

Ul

WPC-22/WPC-29
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WPC-80

Hipuril-L-histidil-L-leucina

Cromatografia de interaccién hidrofébica

Cromatografia de intercambio anidnico débil
Cromatografia de intercambio aniénico fuerte
Cromatografia de intercambio catiénico fuerte

Listeria monocytogenes DBFIQ LM 24

Concentrado de proteina lactea

Corte por peso molecular

Rendimiento de inmovilizacion, en términos de actividad
Rendimiento de inmovilizacidén, en términos de proteina
Proteina residual

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en Fase Reversa
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213
Microscopia electronica de barrido

Capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox, es decir que,
una soluciéon de 50 TEAC presenta la misma actividad

antioxidante que una solucién 50 uM de Trolox

Acido trifluroacético

Andlisis termogravimétrico

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
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Hidrolizado de protenas de suero lacteo

Hidrolizado de proteinas de suero licteo con Alcalase® en

estado libre, con grado de hidrdlisis del 22,1%/29,1%

Hidrolizado de proteinas de suero lacteo obtenido por hidrélisis

enzimatica con Alcalase® inmovilizada

Hidrolizado de proteinas de suero ldcteo obtenido por hidrélisis
mediante combinacién enzimdtica secuencial, primero con
Alcalase® inmovilizada y luego con Flavourzyme®

inmovilizada

Sobrenadante obtenido a partir de la centrifugacién (10.000 x
g, 10 min, 4°C) de una muestra especifica de hidrolizado,

preparada a una concentracién de 4% (m/v)

Muestra especifica de hidrolizado [4% (m/v)] que ha sido
centrifugada (10.000 xg, 10 min, 4°C) y filtrada (0,45 um)

Precipitado remanente obtenido a partir de la centrifugacién
(10.000 x g, 10 min, 4°C) de una muestra especifica de

hidrolizado, preparada a una concentracién de 4% (m/v)
Aislado de proteina de suero
a-lactoalbimina

B-lactoglobulina
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Resumen

RESUMEN

En un pais con una industria lactea consolidada y una fuerte producciéon quesera, el
aprovechamiento del suero, un subproducto industrial, representa una linea de investigacién clave
desde la perspectiva ambiental. Este subproducto no solo es nutricionalmente valioso, sino que
también ha demostrado poseer destacadas propiedades tecnofuncionales y bioldgicas, las cuales
son de gran interés, tanto para mejorar la salud humana como para enriquecer la calidad de
productos alimentarios. En este contexto, el estudio de biocatalizadores insolubilizados resulta
fundamental para promover la produccién sostenible y a gran escala de compuestos de interés

nutricional y funcional.

Para ello, resulta crucial realizar una caracterizacion inicial de los biocatalizadores en su
forma libre y evaluar su desempefio hidrolitico antes de cualquier proceso de inmovilizacion. En
este sentido, se llevaron a cabo estudios bioquimicos, funcionales y cinéticos de dos enzimas:
Alcalase® y Flavourzyme®. Durante esta caracterizacidn, en la que se utilizé caseina como
sustrato, se observo que los mejores rendimientos de hidrélisis se lograron a 65-70°C y pH 8,5-
9,5 para Alcalase®, y a 50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®. Las estabilidades térmicas de ambas
enzimas se destacaron a 50-65°C para Alcalase® y a 40-45°C para Flavourzyme®, mientras que
sus estabilidades frente al pH fueron mayores en el rango de pH 6-8,5 para Alcalase® y a pH 6,5
y 8 para Flavourzyme®. Ademds, el aumento en la Kos sugirié una posible inhibicién por
producto. En los procesos hidroliticos de larga duracién, se evidencié que el aumento de la
temperatura, el tiempo y el pH (hasta valores dptimos) favorecian la actividad catalitica. Por su
parte, el estudio del efecto de iones metalicos sobre la actividad enzimadtica subray6 la importancia

de evaluar cada ion y su concentracion de manera especifica.

Debido a la mayor capacidad de escision de enlaces peptidicos demostrada por Alcalase®
en comparacién con Flavourzyme®, y considerando sus distintas actividades cataliticas, se optd
por utilizar inicamente Alcalase® en estado libre para los estudios hidroliticos con el subproducto
industrial: concentrado de proteinas de suero lacteo. Este biocatalizador permitié obtener dos
hidrolizados con altos grados de hidrdlisis (22,1 y 29,1%), los cuales presentaron efectos
antioxidantes y antihipertensivos significativamente superiores a los controles, aunque no
mostraron efectos antimicrobianos relevantes. Los estudios no solo incluyeron el analisis de las
bioactividades de los hidrolizados obtenidos, sino que también involucraron fraccionamientos
mediante técnicas cromatograficas. Estos métodos contribuyeron al entendimiento de los
hidrolizados, complementando asi los conocimientos previos del grupo de investigacién. Los
efectos antioxidantes observados se asociaron con la presencia de residuos cargados

negativamente y residuos hidrofébicos alifaticos, mientras que las propiedades antihipertensivas

12



Resumen

mostraron una mayor relaciéon con residuos cargados e hidrofébicos aromaticos. Ademas, las

bioactividades evaluadas se asociaron con compuestos de bajo peso molecular (<1 kDa).

Durante el proceso de inmovilizacién de los biocatalizadores, se evaluaron diversas
técnicas y concentraciones de agente activante y la influencia del tiempo de incubacién sobre los
rendimientos de inmovilizacién. Los estudios revelaron bajos rendimientos cuando se emplearon
métodos basados en adsorcién al quitosano o en reticulacién, en contraste con los buenos
resultados obtenidos mediante la inmovilizacién covalente entre quitosano y las enzimas,
utilizando glutaraldehido como agente activante. El uso de distintas concentraciones de
glutaraldehido mostré que a bajas concentraciones se obtienen menores rendimientos, debido a la
escasa disponibilidad de grupos funcionales capaces de reaccionar con los grupos especificos de
las enzimas, lo que favorece la lixiviacién o pérdida de las moléculas enzimaticas. En cambio,
concentraciones mds altas permiten una mayor cantidad de enlaces entre el biocatalizador y el
soporte, reduciendo la fuga de la enzima. No obstante, un exceso de agente activante también
puede inducir efectos negativos, como la distorsion de la conformacién enzimadtica, impedimentos
estéricos o incluso la desnaturalizacion del biocatalizador. Asimismo, el estudio del efecto del
tiempo sobre la inmovilizaciéon mostrd un incremento en el rendimiento a medida que aumentaba

el tiempo de incubacidn, hasta alcanzar un punto éptimo.

La caracterizacion de los biocatalizadores inmovilizados obtenidos fue fundamental para
comprender el comportamiento catalitico de Alcalase® y Flavourzyme® en su forma
inmovilizada, compararlo con sus versiones libres y evaluar su potencial en aplicaciones
industriales. Los resultados mostraron que los mayores rendimientos en la hidrdlisis de caseina
se alcanzaron a 65-70°C y pH 8 para Alcalase®, y a 50-55°C y pH 7-7,5 para Flavourzyme®. Se
registraron valores de actividad relativa superiores a temperaturas por encima del optimo en
comparacién con las enzimas libres, lo cual podria atribuirse a un efecto de estabilizacién
estructural inducido por la inmovilizacién. En contraste, a temperaturas inferiores al 6ptimo, las
actividades de las enzimas inmovilizadas fueron menores, probablemente debido a impedimentos
estéricos en los sitios activos ocasionados por el proceso de inmovilizacion. La estabilidad térmica
de los biocatalizadores fue destacable en los rangos de 60-70°C para Alcalase® y 35-45°C para
Flavourzyme®, observandose una mejora significativa en la estabilidad de Alcalase® en
comparacién con su version libre, mientras que en el caso de Flavourzyme® dicha mejora se
presentd tunicamente a 50°C. En cuanto a la estabilidad frente al pH, se observd un
comportamiento favorable en los rangos de pH 6-9 para Alcalase® y 6,5-7,5 para Flavourzyme®;
sin embargo, el efecto de la inmovilizacién sobre esta propiedad no fue uniforme al compararlo
con las versiones libres. Los estudios cinéticos indicaron una posible inhibicién por producto,
evidenciada por el incremento del pardmetro K. Por su parte, los ensayos de estabilidad operativa

mostraron una disminucién progresiva de la actividad catalitica tras ciclos consecutivos de
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hidrélisis, siendo Alcalase® mas estable que Flavourzyme®. Finalmente, los estudios de
estabilidad durante el almacenamiento indicaron una pérdida de actividad en ambos
biocatalizadores, aunque Alcalase® mantuvo valores residuales superiores a los de

Flavourzyme®, demostrando un comportamiento mds estable.

Los biocatalizadores inmovilizados sintetizados fueron empleados en la hidrélisis del
subproducto industrial objetivo (concentrado de proteinas de suero lacteo) con el fin de evaluar
su desempefio en condiciones de escalado y obtener hidrolizados con potencial aplicacién en el
desarrollo de ingredientes bioactivos. Para ello, se aplicaron las condiciones experimentales mas
recientes y optimizadas por el grupo de investigacion, lo que implicé la produccién de dos tipos
de hidrolizados: uno obtenido exclusivamente mediante la accién de Alcalase® y otro generado
mediante hidrélisis secuencial utilizando ambas enzimas. Los resultados evidenciaron una
reduccién en la actividad enzimdtica tras la inmovilizacién, dado que fue necesario utilizar
mayores cantidades de biocatalizador para alcanzar los grados de hidrdlisis deseados (obtenidos
con las enzimas en estado libre). Estos estudios no solo comprendieron la hidrdlisis de las
proteinas del suero, sino también la caracterizaciéon de los hidrolizados obtenidos. Esta
caracterizacion reveld modificaciones estructurales y mejoras en propiedades funcionales del
sustrato industrial, como un aumento en la estabilidad térmica, solubilidad, humectabilidad y
actividad antioxidante, asi como una disminucién en la hidrofobicidad superficial. En la mayoria
de los casos, los resultados fueron similares a los obtenidos con las enzimas en estado libre. Por
su parte, el incremento en el grado de hidr6lisis (del 15 al 19%) produjo cambios estructurales y
variaciones en el perfil peptidico, que impactaron en algunas propiedades evaluadas, tales como
el contenido de humedad, la hidrofobicidad superficial, el rendimiento del proceso de secado y
las propiedades antioxidantes. Adicionalmente, se analizaron dos variables mas: el efecto del
tratamiento térmico posterior a la hidrdlisis y el método de secado empleado. En términos
generales, el tratamiento térmico post-hidrélisis no tuvo efectos significativos sobre las
propiedades estudiadas. En cambio, el método de secado resultd ser un factor determinante: la
liofilizacion present6 resultados mds favorables en cuanto a las propiedades funcionales, por lo
que, aunque el secado por aspersion resulta mds viable a nivel industrial, la liofilizacién podria

ser preferible cuando se requieran caracteristicas funcionales especificas.
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Abstract

ABSTRACT

In a country with a consolidated dairy industry and strong cheese production, the
utilization of whey, an industrial byproduct, represents a key research direction from an
environmental perspective. This byproduct is not only nutritionally valuable but has also
demonstrated outstanding techno-functional and biological properties, which are of great interest
both for improving human health and for enriching the quality of food products. In this context,
the study of insolubilized biocatalysts is fundamental to promoting the sustainable and large-scale

production of compounds with nutritional and functional value.

To this end, it is crucial to perform an initial characterization of the biocatalysts in their
free form and to evaluate their hydrolytic performance before any immobilization process. In this
regard, biochemical, functional, and kinetic studies were carried out on two enzymes: Alcalase®
and Flavourzyme®. During this characterization, which used casein as a substrate, it was observed
that the best hydrolysis yields were achieved at 65-70°C and pH 8,5-9,5 for Alcalase®, and at
50°C and pH 7,5 for Flavourzyme®. The thermal stabilities of both enzymes were notable in the
ranges of 50-65°C for Alcalase® and 40-45°C for Flavourzyme®, while their pH stabilities were
greater in the range of pH 6-8,5 for Alcalase® and at pH 6,5 and 8 for Flavourzyme®.
Furthermore, the increase in the Kos suggested possible product inhibition. In long-duration
hydrolytic processes, it was evidenced that increasing temperature, time, and pH (up to optimal
values) favored catalytic activity. For its part, the study of the effect of metal ions on enzymatic

activity underscored the importance of evaluating each ion and its concentration specifically.

Due to the greater capacity for cleaving peptide bonds demonstrated by Alcalase®
compared to Flavourzyme®, and considering their distinct catalytic activities, the decision was
made to use only free Alcalase® for hydrolytic studies with the industrial byproduct: whey protein
concentrate. This biocatalyst allowed for obtaining two hydrolysates with high degrees of
hydrolysis (22,1 and 29,1%), which exhibited antioxidant and antihypertensive effects
significantly superior to the controls, although they did not show relevant antimicrobial effects.
The studies not only included the analysis of the bioactivities of the obtained hydrolysates but
also involved fractionations using chromatographic techniques. These methods contributed to the
understanding of the hydrolysates, thus complementing the research group's previous knowledge.
The observed antioxidant effects were associated with the presence of negatively charged residues
and aliphatic hydrophobic residues, while the antihypertensive properties showed a greater
relationship with charged and aromatic hydrophobic residues. Additionally, the evaluated

bioactivities were associated with low molecular weight compounds (<1 kDa).

During the biocatalyst immobilization process, various techniques, activating agent

concentrations, and the influence of incubation time on immobilization yields were evaluated.
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The studies revealed low yields when using methods based on adsorption to chitosan or cross-
linking, in contrast to the good results obtained through covalent immobilization between chitosan
and the enzymes, using glutaraldehyde as the activating agent. The use of different glutaraldehyde
concentrations showed that low concentrations result in lower yields, due to the scarce availability
of functional groups capable of reacting with the specific groups of the enzymes, which favors
the leaching or loss of the enzymatic molecules. In contrast, higher concentrations allow for a
greater number of bonds between the biocatalyst and the support, reducing enzyme leakage.
However, an excess of the activating agent can also induce negative effects, such as the distortion
of the enzymatic conformation, steric hindrance, or even the denaturation of the biocatalyst.
Likewise, the study of the effect of time on immobilization showed an increase in yield as the

incubation time increased, until an optimal point was reached.

The characterization of the obtained immobilized biocatalysts was fundamental to
understanding the catalytic behavior of Alcalase® and Flavourzyme® in their immobilized form,
comparing it with their free versions, and evaluating their potential in industrial applications. The
results showed that the highest yields in casein hydrolysis were reached at 65-70°C and pH 8 for
Alcalase®, and at 50-55°C and pH 7-7,5 for Flavourzyme®. Higher relative activity values were
recorded at temperatures above the optimum compared to the free enzymes, which could be
attributed to a structural stabilization effect induced by immobilization. In contrast, at
temperatures below the optimum, the activities of the immobilized enzymes were lower, likely
due to steric hindrance at the active sites caused by the immobilization process. The thermal
stability of the biocatalysts was notable in the ranges of 60-70°C for Alcalase® and 35-45°C for
Flavourzyme®, observing a significant improvement in the stability of Alcalase® compared to
its free version, while in the case of Flavourzyme® this improvement was only present at 50°C.
Regarding pH stability, favorable behavior was observed in the pH 6-9 ranges for Alcalase® and
6,5-7,5 for Flavourzyme®; however, the effect of immobilization on this property was not
uniform when compared to the free versions. Kinetic studies indicated possible product inhibition,
evidenced by the increase of the K. parameter. For their part, the operational stability tests
showed a progressive decrease in catalytic activity after consecutive hydrolysis cycles, with
Alcalase® being more stable than Flavourzyme®. Finally, the storage stability studies indicated
a loss of activity in both biocatalysts, although Alcalase® maintained higher residual activity than

Flavourzyme®, demonstrating more stable behavior.

The synthesized immobilized biocatalysts were used in the hydrolysis of the target
industrial byproduct (whey protein concentrate) in order to evaluate their performance under
scaling conditions and obtain hydrolysates with potential application in the development of
bioactive ingredients. For this, the most recent and optimized experimental conditions by the

research group were applied, which involved the production of two types of hydrolysates: one
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obtained exclusively through the action of Alcalase® and another generated through sequential
hydrolysis using both enzymes. The results evidenced a reduction in enzymatic activity after
immobilization, given that it was necessary to use greater amounts of biocatalyst to achieve the
desired degrees of hydrolysis (obtained with the free enzymes). These studies not only
encompassed the hydrolysis of whey proteins but also the characterization of the obtained
hydrolysates. This characterization revealed structural modifications and improvements in
functional properties of the industrial substrate, such as an increase in thermal stability, solubility,
wettability and antioxidant activity, as well as a decrease in surface hydrophobicity. In most cases,
the results were similar to those obtained with the free enzymes. Furthermore, the increase in the
degree of hydrolysis (from 15 to 19%) produced structural changes and variations in the peptide
profile, which impacted some evaluated properties, such as moisture content, surface
hydrophobicity, drying process yield, and antioxidant properties. Additionally, two more
variables were analyzed: the effect of the thermal treatment post-hydrolysis and the drying method
employed. In general terms, the post-hydrolysis thermal treatment did not have significant effects
on the studied properties. In contrast, the drying method proved to be a determining factor: freeze-
drying presented more favorable results in terms of functional properties, so, although spray-
drying is more viable at an industrial level, freeze-drying could be preferable when specific

functional characteristics are required.
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1. INTRODUCCION
1.1. Industria lactea y produccion de suero

La industria lactea es una parte fundamental del desarrollo productivo de Argentina, asi
como de la provincia de Santa Fe (Dalla Costa, 2015). En el pais se producen mds de 10 mil
millones de litros de leche al afio. De esta cantidad, casi la mitad se destina a la elaboracién de
quesos, aproximadamente un 30% a la produccion de leche en polvo y alrededor del 20% a la
obtencion de leche fluida. Los porcentajes restantes se distribuyen en la produccién de yogures

(4,4%), dulce de leche (2,2%) y otros usos (0,3%) (Ventimiglia et al., 2021).

Durante la elaboracién de quesos, la caseina de la leche se precipita generando
aproximadamente 9 L de suero lacteo por cada 10 L de leche procesada, lo que representa un
volumen significativo. Este subproducto liquido es nutricionalmente importante, ya que conserva
alrededor del 55% de los nutrientes presentes en la leche. Su composicidn depende de mdltiples
factores, tales como la fuente de la leche, la etapa de lactancia y el tipo de alimentacion del
mamifero, el método de elaboracién del queso, entre otros. Dentro de sus nutrientes, se encuentran
la lactosa, las proteinas solubles, los lipidos, las sales minerales y las vitaminas (Colmenares et

al., 2023).

La lactosa se presenta en una proporciéon de 4,5-5% (m/v) y es fundamental para la
produccién de 4cido lactico y compuestos aromadticos por acciéon de microorganismos, asi como
para procesos de fermentacion especificos (produccién de etanol, exopolisacaridos, dcido
propidnico, etc.). Tras la hidrdlisis de este disacdrido en galactosa y glucosa, el suero se convierte
en un medio alternativo para el cultivo de microrganismos tanto nativos como recombinantes. En
cuanto a los lipidos, representan un 0,4-0,5% (m/v) y actian como un vehiculo importante para
vitaminas liposolubles. Dentro de los minerales (8-10% de extracto seco) y vitaminas presentes
destacan el potasio, el calcio, el fosforo, el sodio, el magnesio, asi como las vitaminas del grupo
B y el 4cido ascérbico. En lo que respecta al perfil proteico, el lactosuero contiene
aproximadamente el 20% de las proteinas lacteas, las cuales incluyen a-lactoalbimina (a-LA), B-
lactoglobulina (B-LB), albimina sérica bovina (BSA), proteasas-peptonas e inmunoglobulinas. Si
bien las proteinas no constituyen la fracciéon mas abundante del lactosuero [0,6-0,8% (m/v)], son
interesantes desde el punto de vista nutricional, bioldgico y tecnolégico (Parra Huertas, 2009;

Asas et al., 2021; Giulianetti de Almeida et al., 2023).

Desde el punto de vista nutricional, las proteinas lacteas se destacan por su alto valor
biolégico, que depende de la presencia de aminodcidos esenciales. Estos aminodcidos son
aquellos que el organismo no puede sintetizar por si mismo y, por lo tanto, deber ser obtenidos a

través de la alimentacion. La ingesta adecuada de aminoécidos esenciales es crucial para diversas
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funciones bioldgicas, incluyendo la sintesis de proteinas, la regulacién del metabolismo y el
mantenimiento de la masa muscular. En este contexto, las proteinas del suero lacteo constituyen
una fuente importante de estos aminoacidos, contribuyendo asi a una nutricién equilibrada y a la

salud general del organismo (Cacciutto et al., 2023).

Desde el punto de vista bioldgico, las proteinas del lactosuero han demostrado poseer
efectos anticancerigenos e inmunolégicos de relevancia. En esta direccion, o-LA y B-LB, por
ejemplo, se han asociado con un impacto positivo sobre la salud, incluyendo el aumento de la
secrecion de insulina y el retraso del vaciado géstrico, lo que contribuye a un mejor control
glucémico. Por su parte, la lactoferrina no sélo es importante para la absorcidn del hierro, sino
que también exhibe propiedades anticancerigenas, bacteriostéticas, bactericidas e inmunolégicas.
Ademds, las proteinas presentes en menor proporcion, como los fragmentos de P-caseina, las
fosfolipoproteinas, las lactoporinas, la lactoperoxidasa y la lisozima, también poseen efectos
bioldgicos. Estas proteinas, ricas en calcio, poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias

que pueden contribuir al bienestar general (Colmenares et al., 2023).

Desde el punto de vista tecnoldgico, las proteinas de suero licteo se destacan por sus
propiedades funcionales, que incluyen solubilidad, textura y consistencia, asi como sus
capacidades emulsificantes, gelificantes y formadora de espuma, entre otras. Estas caracteristicas
las convierten en ingredientes valiosos para la formulacién y/o mejora de la calidad de productos
alimentarios. Por ejemplo, su alta solubilidad las hace especialmente adecuadas para la
elaboracion de bebidas 4cidas y aderezos, mientras que su capacidad para generar espuma es util

en la preparacion de postres, helados aireados y merengues (Parra Huertas, 2009).
1.2. Aprovechamiento del lactosuero

El lactosuero se caracteriza por poseer una elevada demanda bioquimica (40-60 g/L) y
quimica (50-80 g/L) de oxigeno, lo que lo vuelve dafiino para el ambiente (Ryan & Walsh, 2016).
Asimismo, el tratamiento biolégico es complicado debido a su habitual pH écido (3,8-6,5),
ademds del contenido de sodio, potasio, amoniaco libre y dcidos grasos voldtiles (Dullius et al.,
2018). Por estas razones, el aprovechamiento del suero de queseria es un asunto que requiere
atencién, mds adn, a sabiendas de que la produccién de queso y, por ende, de lactosuero,

aumentard aproximadamente un 14% para el aiio 2029 (Giulianetti de Almeida et al., 2023).

En Argentina, la recuperacion parcial de nutrientes de alta calidad, principalmente
proteinas, se realiza cominmente mediante procesos combinados de separacidén-concentracion
con membranas, evaporacion y/o secado spray. De esta forma, algunas industrias han incorporado
a sus productos lacteos una variedad de subproductos en polvo como, por ejemplo, suero entero,

suero desmineralizado, concentrados y aislados proteicos, caseinas, caseinatos y lactosa (Fenoglio
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et al., 2016). Aunque se han estudiado diversas alternativas tecnoldgicas para la recuperacion de
compuestos de interés, tales como la obtencién de probidticos, metano, hidrégeno, biopolimeros,
entre otros, una cantidad considerable de lactosuero permanece sin utilizar, representando mas
del 50% del total (Yadav et al.,, 2015). Esto resalta la necesidad de desarrollar nuevas e
innovadoras estrategias de recuperacién del lactosuero, de manera tal de reducir los problemas de
contaminacién ambiental ocasionados por su vertido indiscriminado en sistemas acuaticos

(Fernandez Rodriguez et al., 2016).
1.3. Péptidos bioactivos

En la actualidad, se ha incrementado el interés por la obtencién de fragmentos bioactivos
de proteina a partir de fuentes alimentarias, conocidos como péptidos bioactivos (Chalamaiah et
al., 2019). Se trata de compuestos formados por 2 a 20 residuos de aminodcidos que, como su
nombre lo indica, presentan propiedades beneficiosas para la salud. Dichas propiedades dependen
de la composicion y secuencia de aminodcidos, de su longitud y carga, y se hacen presentes
cuando los péptidos son liberados de la matriz proteica que los contiene (Sah et al., 2018;

Chalamaiah et al., 2019).
1.3.1. Fuente de péptidos bioactivos

Diversas son las matrices proteicas alimentarias estudiadas que contienen péptidos
bioactivos en estado latente. Entre las de origen animal, se encuentran el huevo (Song et al., 2024),
las carnes y sus subproductos (Andiana et al., 2023; Lopez-Pedrouso et al., 2023), los desechos
de la industria pesquera (Ramakrishnan et al., 2023) y la leche (Nielsen et al., 2023). Dentro de
las fuentes de origen vegetal es posible mencionar los cereales como el arroz, el trigo, el amaranto
y la quinoa; las legumbres como porotos, arvejas, garbanzos, lentejas; las semillas oleaginosas
como la soja, canola, girasol, mani; asi como las frutas y verduras (Anon et al., 2023). Otras
fuentes interesantes de péptidos bioactivos las constituyen las algas (Leong & Chang, 2024), los

hongos (Li et al., 2023) y los insectos comestibles (Teixeira et al., 2023).

Entre estas fuentes proteicas, el lactosuero se destaca por su alta calidad nutricional,
contando con un puntaje de aminodcidos corregido por la digestibilidad de proteinas de 1 (puntaje
mds alto posible), y un valor biolégico mayor que la propia caseina de la leche (Dullius et al.,
2018). Se han evaluado diversas bioactividades en péptidos obtenidos a partir del suero l4cteo,
tales como actividad antihipertensiva, antiinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante,
antidiabética, anticancerigena, inmunomoduladora, opioide, entre otras (Nielsen et al., 2023;
Pillai et al., 2024). Ademads, se han reportado propiedades tecnofuncionales importantes para la
industria, como la capacidad emulsionante, espumante, gelificante, etc. (Zaky et al., 2022; Abd

El-Salam & EI-Shibiny, 2017).
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La combinacién de atributos biolégicos y tecnofuncionales presentes en los péptidos
bioactivos los convierte en interesantes aditivos alimentarios, ya que no solo resultan beneficiosos
para la salud, sino que también pueden contribuir a la mejora de la calidad de un producto
(Mahgoub et al., 2023). Otras dreas de implementacién de péptidos bioactivos involucran la
cosmética, la industria farmacéutica y la alimentacién de animales (Abd El-Salam & El-Shibiny,

2017).
1.3.2. Obtencion de péptidos bioactivos

Como se menciond anteriormente, para que estos fragmentos proteicos presenten
propiedades bioactivas deben ser liberados de la matriz proteica que los contiene. Su liberacion
se puede llevar a cabo a través de distintos mecanismos, ya sea mediante hidrélisis 4cida, alcalina,

enzimadtica, gastrointestinal, por fermentacién microbiana, ingenieria genética, entre otras.

Las hidr6lisis 4cida y alcalina son métodos tradicionales que con el tiempo han perdido
interés, ya que reducen la calidad nutricional del sustrato. La hidrdlisis dcida ocasiona cambios
estructurales y quimicos en los péptidos y aminodcidos liberados durante la reaccion, mientras
que, la hidrdlisis alcalina destruye las proteinas generando sustancias toxicas (Guadix et al.,

2000).

La fermentacion microbiana es uno de los métodos de obtencién de péptidos bioactivos
que se basa en la hidrélisis mediada por una matriz compleja de enzimas, liberadas por
microorganismos en condiciones especificas. Aunque es un método relativamente econémico, el
rendimiento de péptidos y la especificidad en la produccién son bajos. Otra técnica es la sintesis
quimica, es decir, la preparaciéon de péptidos bioactivos teniendo en cuenta secuencias de
aminoécidos conocidas. La sintesis puede llevarse a cabo en fase liquida o en fase sélida. Se
caracteriza por ser un método sencillo, practico, efectivo y automatizado. Sin embargo, previo a
la sintesis es necesario conocer la secuencia de aminodcidos del péptido en cuestién. Para ello, se
combinan técnicas de digestién enzimdtica y técnicas de sintesis quimica. Aun asi, su alto costo

limita su aplicacién a escala de laboratorio (Song et al., 2024).

La hidrdlisis mediada por enzimas es el método cominmente utilizado para la obtencién
de péptidos bioactivos, ya que permite un mejor control de las condiciones del proceso, no se
adicionan sustancias extrafias y se conserva el valor nutritivo del sustrato. Sumado a esto, los
costos del proceso y de energia se reducen gracias a la elevada especificidad y a la gran actividad
catalitica que presentan las enzimas, las cuales permiten el uso de condiciones suaves de
hidrdlisis. Estos catalizadores bioldgicos provienen de fuentes microbianas, fliingicas o vegetales,
siendo las enzimas comerciales de grado alimentario las cominmente utilizadas (Guadix et al.,

2000; Cruz-Casas et al., 2021).
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1.3.3. Caracterizacion y purificacion de péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos presentes en matrices alimentarias tienen la particularidad de
estar en concentraciones muy bajas. Por ello, su aislamiento para caracterizacion o purificacion,
debe hacerse mediante técnicas analiticas altamente sensibles, pero adecuadamente robustas y
fiables. Las mismas deben permitir la deteccién de la mayor cantidad de péptidos posible y, a su
vez, facilitar la eliminacién de compuestos abundantes no deseados como proteinas o lipidos

(Purohit et al., 2024).

Las tecnologias de caracterizaciéon y/o purificaciéon disponibles abarcan desde la
separacién por membranas, que incluye la didlisis, microfiltracién, ultrafiltracién, nanofiltracién
y 6smosis inversa, hasta la tecnologia cromatogréfica, ya sea de intercambio i6nico, de filtracién
en gel, de afinidad y liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC) (Wen et al., 2023).
Las primeras se basan en el uso de membranas como barreras selectivas y permiten separar
macropéptidos y proteinas no hidrolizadas (usando membranas de 1 a 10 kDa), asi como
concentrar péptidos mds pequefios (<1 kDa), todo ello en condiciones suaves y sin reacciones
quimicas (Wang et al., 2017; Alavi & Ciftci, 2023; Ahmed et al., 2024). Por otro lado, las técnicas
cromatogréficas permiten separar y caracterizar péptidos segtin su afinidad relativa hacia las fases
estacionaria y movil, fracciondndolos de esta forma segin su peso molecular, carga,
hidrofobicidad y unién reversible de los compuestos a un ligando especifico, dependiendo del

tipo de técnica (Wang et al., 2017; Alavi & Ciftci, 2023).
1.4. Enzimas

Las enzimas, también conocidas como catalizadores biolégicos o biocatalizadores, son
proteinas que catalizan reacciones quimicas. Constituyen una de las alternativas tecnolégicas mas
dtiles dentro de los principios de la quimica verde y el desarrollo sostenible, los cuales se basan
principalmente en la prevencion de la contaminacién, més que en la remediacién de residuos

(Sheldon & Woodley, 2018; Rafiee & Rezaee, 2021).

Las enzimas caracterizadas hasta la actualidad derivan de recursos renovables, siendo los
hongos su principal fuente (representando mas del 50% del total producido). En menor medida,
se obtienen de bacterias (>30%), animales (8%) y plantas (4%) (Rafiee & Rezaee, 2021). Estos
catalizadores se extraen en forma soluble, eliminando los restos celulares que las producen. De
esta forma, se evitan problemas de difusion de sustrato que pueden surgir al utilizar células enteras
para las catdlisis. Aunque las enzimas generalmente no suelen someterse a procesos de
purificacién extensivos para evitar elevar los costos, la proteina presente en la mezcla no

purificada suele contribuir a la estabilidad de las mismas (Sheldon & Woodley, 2018).
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En comparacion con los catalizadores organicos e inorgédnicos tradicionales, las enzimas
destacan por su facil disponibilidad, biodegradabilidad y ausencia de toxicidad. Las reacciones
enzimdticas se realizan bajo condiciones operativas suaves, en medio acuoso
(fundamentalmente), no requieren equipos adicionales (como aquellos de alta presion), y generan
menos residuos. Dichas caracteristicas hacen que la biocatalisis sea una opcién atractiva, tanto

desde el punto de vista ambiental como econémico (Sheldon & Woodley, 2018).

A lo largo de los afios, la aplicacién industrial de las enzimas ha aumentado
significativamente, abarcando desde la produccién de alimentos y bebidas hasta la fabricacion de
productos bdsicos, como el cuero y el lino (Jemli et al., 2016). En la industria alimentaria,
ejemplos de su uso incluyen la coagulacién de la leche, el control del volumen y la estructura de
la miga del pan, la reduccién del amargor en jugos citricos, y la mejora del sabor de la cerveza,
asi como la obtencion de fibra, entre otros. En otro tipo de industrias, las enzimas se utilizan como
ingredientes activos que ayudan a eliminar manchas en detergentes para ropa, se las utiliza para
la decoloraciéon y desintoxicaciéon de efluentes de industrias textiles, para la sintesis de
intermediarios para la produccién de ingredientes farmacéuticos activos, etc. Su versatilidad se
extiende a dreas como la sintesis quimioenzimatica y la generacién de nuevos biocombustibles a
partir de biomasa renovable. Ademads, se emplean como biosensores, en bioingenieria, como

agentes terapéuticos y en diagndsticos modernos (Chapman et al., 2018; Rafiee & Rezaee, 2021).

Este panorama refleja como las industrias estdn incorporando cada vez mas enzimas en
sus procesos, impulsadas por las limitaciones de los métodos fisicoquimicos tradicionales, por las
crecientes restricciones legales y preocupaciones ambientes, y por una mayor apuesta a los aportes

derivados del avance cientifico (Ghaffari-Moghaddam et al., 2014).
1.4.1. Proteasas

Segtin la Comisién Internacional de Enzimas, las enzimas se dividen en seis grupos
principales: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas (Webb, 1993).
Entre estos grupos, las hidrolasas destacan como las enzimas mds empleadas en
biotransformaciones industriales, siendo las proteasas especialmente relevantes debido a su
amplia aplicabilidad. Estas enzimas se utilizan en diversas industrias, como la alimentaria, textil,
la de detergentes, productos quimicos, farmacéutica, asi como en la produccién de pulpa, papel y

cuero (Ghaffari-Moghaddam et al., 2014).

Las proteasas son hidrolasas que catalizan la ruptura de enlaces peptidicos y, al igual que
todas las enzimas, se caracterizan por su selectividad y especificidad. La manera méas usual de
clasificarlas es como endopeptidasas y exopeptidasas, segtin la posicién en la que actian. Esta

clasificacién no sélo permite identificar el sitio de accidén de la enzima, sino que también
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determina las caracteristicas de los productos finales: las endopeptidasas generan péptidos mads
grandes en comparacion con las exopeptidasas. Estas tltimas se dividen a su vez en dos subtipos:
las aminopeptidasas, que liberan productos con uno, dos o tres residuos aminoacidicos del
extremo N-terminal; y las carboxipeptidasas, que producen aminodcidos libres o dipéptidos del
extremo C-terminal. Las endopeptidasas, por su parte, reconocen multiples sitios de escision, lo
que les confiere una accién amplia en la hidrdlisis de enlaces peptidicos. A pesar de su amplia
capacidad, estas enzimas pueden ser selectivas en su actividad, reconociendo aminodcidos o
secuencias de aminodcidos especificas. Por ejemplo, las cistein-peptidasas reconocen secuencias
especificas y emplean un residuo de cisteina en su sitio activo para realizar el reconocimiento y

corte de la secuencia peptidica (Illanes et al., 2012; Tacias-Pascacio et al., 2020).
1.4.1.1. Alcalase® y Flavourzyme®

En el presente trabajo, se emplearon dos enzimas comerciales de grado alimentario para
la hidrdlisis de concentrado de proteinas de suero lacteo. Una de ellas es Alcalase®, una serina-
endopeptidasa de bajo costo y de accién alcalina, producida por la cepa Bacillus licheniformis
(Eberhardt et al., 2019). También se la conoce con el nombre de Subtilisina Carlsberg, subtilisina
A o subtilopeptidasa A. Sin embargo, desde que la empresa Novozymes A/S comenzd a
comercializarla lo hizo con el nombre de Alcalase®, constituyéndose en su marca registrada. Esta
enzima se comercializa como una preparacién enzimdtica liquida compuesta por
aproximadamente un 50% (m/m) de glicerol, un 41% (m/m) de agua y un 9% (m/m) de extracto
de la proteasa. Ademas, se le adicionan agentes estabilizantes e iones, usualmente presentes como
sales, para mejorar su estabilidad. Al igual que otras proteasas alcalinas, se usd por primera vez
como componente en productos de limpieza. Luego, se utiliz6 como auxiliar en el proceso de
desgomado de fibras de seda y en otros procesos textiles. Mds tarde, Alcalase® se incorpord en
la produccién y modificacion de alimentos, abarcando un amplio campo de aplicacién,

fundamentalmente en la produccién de hidrolizados proteicos (Tacias-Pascacio et al., 2020).

Novozymes A/S informa que la actividad 6ptima de Alcalase® se puede presentar a
valores de pH cercanos a 10 y su actividad mdxima a una temperatura de 70°C (Tacias-Pascacio
et al., 2020). Esta enzima se destaca por su baja selectividad y especificidad, siendo capaz de
hidrolizar una amplia variedad de sustratos proteicos, con una preferencia hacia la mayoria de los
enlaces peptidicos que contienen residuos aromdticos y 4acidos junto a residuos hidrofébicos
(Tavano, 2013). En comparacién con otras enzimas, como papaina, tripsina o quimotripsina,
Alcalase® demostré una capacidad de hidrélisis significativamente superior al trabajar con
concentrado de proteina de salvado de arroz y proteina de soja, llegando a ser diez veces mayor

que las demds enzimas analizadas. Ademads, se ha reportado en la literatura el uso exitoso de
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Alcalase® para la obtencién de péptidos bioactivos a partir de diversas fuentes proteicas, tanto de

origen vegetal como animal (Tacias-Pascacio et al., 2020).

La hidrélisis proteica mediada por Alcalase® produce péptidos relativamente cortos y
resistentes a las enzimas digestivas (Sah et al., 2018), con propiedades antioxidantes superiores a
los péptidos generados con otras enzimas (Zhang et al., 2013). No sélo se ha informado la
obtencion de péptidos antioxidantes a partir de la hidrdlisis de matrices proteicas con Alcalase®,
sino también péptidos con diversas propiedades, como actividad anticancerigena, antidiabética,
antihipertensiva, antimicrobiana e inmunomoduladora, entre otras. Esta enzima, ya sea sola o en
combinacién con otras, es capaz de liberar péptidos con multiples bioactividades. Diversos
estudios han evidenciado dos o mds bioactividades en un mismo hidrolizado, lo cual puede
asociarse a dos factores. Por un lado, a la amplia especificidad de Alcalase® que rompe
numerosos enlaces peptidicos y genera una gran cantidad de péptidos diferentes; y, por otro lado,
a la naturaleza de los hidrolizados que, como mezcla de péptidos, confiere multifuncionalidad al

producto de hidrélisis (Tacias-Pascacio et al., 2020).

La segunda enzima empleada fue Flavourzyme®, una proteasa flingica obtenida a partir
de la fermentacién de una cepa especifica de Aspergillus oryzae, comercializada inicialmente por
Novo Nordisk A/S 'y, en la actualidad, por Novozymes A/S. Esta enzima estd compuesta por una
mezcla de exo- y endopeptidasas, ademds de sales y agentes estabilizantes (Hansupalak et al.,
2010; del Mar Yust et al., 2013). Como su nombre lo indica, se ha empleado ampliamente para
incrementar el dersarrollo de sabores y aromas y, simultineamente, para obtener diversos

compuestos bioactivos (Merz et al., 2015b).

En la bibliografia se han informado como condiciones 6ptimas para el funcionamiento de
Flavourzyme® un rango de pH entre 5 y 7 y una temperatura de 50°C. Por lo tanto, se utiliza para
la hidrdlisis de proteinas en condiciones neutras o ligeramente dcidas (Yust et al., 2007). Estudios
realizados por Merz et at. (2015b) sobre la preparaciéon comercial de Flavourzyme® han
identificado ocho enzimas, dos aminopeptidasas, dos dipeptidil peptidasas, tres endopeptidasas y
una a-amilasa. A través de una caracterizacion bioquimica exhautiva, los autores informaron los

tamafios moleculares y las condiciones 6ptimas de temperatura y pH para cada una de ellas.

La aplicacién de Flavourzyme® en la produccién de hidrolizados proteicos ha permitido
obtener productos con propiedades bioactivas y tecnofuncionales (Yust et al., 2007). Al igual que
con Alcalase®, las investigaciones abarcan fuentes proteicas tanto de origen vegetal como de
origen animal. Se ha reportado que la hidrélisis de proteinas alimentarias con Flavourzyme®
produce péptidos con actividad antioxidante y antihipertensiva y con mejores propiedades

emulsionantes y espumantes (Merz et al., 2015b).
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1.4.2. Caracterizacion de enzimas

El creciente interés industrial en catalizadores bioldgicos destaca la necesidad de
comprender a fondo su funcionamiento. Por ello, es esencial caracterizar las enzimas en cuanto a
sus condiciones O6ptimas de reaccidn, termoestabilidad, estabilidad frente al pH,
estereoselectividad, entre otros atributos que determinan una catalisis eficiente y rentable (Thapa
et al., 2019). Una mayor estabilidad ante diversas condiciones indica que las enzimas conservan
su actividad y especificidad, ampliando su aplicabilidad biotecnolégica. Por ejemplo, la
resistencia a altas temperaturas mejora la solubilidad del sustrato, reduce la contaminacion
microbiana y acelera las reacciones, lo cual es clave para acortar tiempos en procesos industriales

(Bommarius & Paye, 2013).

Asi, un estudio detallado de las enzimas con fines aplicados resulta esencial para
aprovechar su potencial biotecnoldgico y evaluar mejoras mediante técnicas como evolucién

dirigida, ingenieria de proteinas e inmovilizacién (Bommarius & Paye, 2013; Thapa et al., 2019).
1.5. Inmovilizacion

Si bien las enzimas ofrecen ventajas que las convierte en biocatalizadores sostenibles e
interesantes a nivel industrial, su sensibilidad a altas temperaturas y cambios de pH limita su
aplicaciéon (Memon et al., 2019). Ademas, al ser solubles en agua, es necesario inactivarlas una
vez que se han alcanzado las caracteristicas deseadas, lo que impide su reutilizacion. Dado el auge
de la tecnologia de quimica verde y el creciente interés de las industrias en las reacciones
catalizadas por enzimas, es fundamental seguir trabajando en la produccién de biocatalizadores
robustos y estables, que faciliten su implementaciéon en procesos industriales (Ghaffari-

Moghaddam et al., 2014; Chapman et al., 2018).

Dentro de las estrategias tendientes a mejorar las propiedades bioquimicas de enzimas
consideradas interesantes desde el punto de vista industrial, se encuentra la inmovilizacién. Este
término se refiere al confinamiento de células, organismos, organelas, enzimas u otras sustancias
o compuestos en una regién definida del espacio. Su objetivo es mantener y/o mejorar las
propiedades bioldgicas de estos componentes para que puedan ser utilizados en la produccion de
un producto determinado, no sélo en un ciclo, sino en miltiples ciclos (Arroyo, 1998; Guisan,
2013; Meneau Herndndez et al., 2021). En el contexto enzimatico, inmovilizar enzimas en un
lugar definido aumenta su estabilidad y permite su reutilizacién, lo que conlleva una significativa
reduccién en los costos del proceso, ademads de facilitar el procesamiento de mayores volimenes
de un cierto tipo sustrato, mejorando asi la produccién de hidrolizados bioactivos (Guisan, 2013;

Manzo et al., 2018).
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En 1916, Nelson y Griffin fueron los primeros en demostrar que la enzima invertasa
absorbida fisicamente en carbon retenia completamente su actividad catalitica (Nelson & Griffin,
1916). Mas tarde, la aminoacilasa absorbida en DEAE-Sephadex se convirtié en la primera
enzima inmovilizada utilizada en la industria para la produccién de L-metionina (Liese et al.,
2000). En los tltimos afios, se han desarrollado un sinniimero de protocolos para la inmovilizacién
de enzimas. Sin embargo, pocos han logrado ser simples y efectivos para ser utilizados a nivel
industrial. Esto ha conducido a un largo y continuo camino de investigaciéon dentro de la
inmovilizacién enzimadtica para lograr industrias sostenibles por medio de la implementacién de

biocatalizadores insolubilizados (Guisan, 2013).
1.5.1. Métodos de inmovilizacion

La inmovilizacién se puede llevar a cabo a través de diversos métodos, que varian desde
la absorcién fisica reversible y los enlaces i6nicos, hasta los enlaces covalentes estables. Estos
métodos se pueden clasificar de diferentes maneras. En la Figura 1 se presentan dos tipos de
clasificaciones: a)- segin el tipo de unién entre la enzima y el soporte; y b)- segin el tipo de

reaccion involucrada en dicha unién.

La clasificacion basada en el tipo de unién entre el catalizador y la matriz utilizada como
soporte involucra las uniones reversibles y las uniones no reversibles. Dentro de la inmovilizacién
reversible se encuentran la adsorcién fisica, i6nica, hidrofébica o por afinidad, la unién por
enlaces disulfuro y la unién metélica. Por su parte, la inmovilizacién no reversible abarca el
entrampamiento, la encapsulacién, la unién por enlace covalente y la reticulacién (Guisan, 2013;

Manzo, 2013; Bashir et al., 2020).

Por otro lado, la clasificacién segin el tipo de reaccién quimica involucrada en la unién
entre la enzima y el soporte comprende los métodos de unién (unién quimica) y los métodos de
entrampamiento (retencién fisica). La inmovilizacién mediada por uniones quimicas puede
realizarse mediante la unién a un soporte (como la adsorcién idnica o la inmovilizacién
covalente), o por reticulacion (que consiste en uniones intermoleculares dentro de la enzima sin
la necesidad de un soporte). En cuanto a los métodos de retencién fisica, estos incluyen el
entrampamiento en capas o en fibras y la inclusién en membranas por encapsulacién o en

reactores (Arroyo, 1998; Bashir et al., 2020).
1.5.1.1. Adsorcion fisica

La inmovilizacién por adsorcién fisica o no especifica es una técnica sencilla basada en
la unidén de la enzima a un soporte mediante fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno e

interacciones hidrofébicas (Meneau Hernandez et al., 2021; Maghraby et al., 2023).
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Clasificacion de las técnicas de inmovilizacion

Segiin el tipo de union enzima-soporte

Union reversible

Adsorcion Adsorcion Adsorcion Adsorcion Enlaces Enlaces
fisica i6nica hidrofébica por afinidad disulfuro metélicos

S-S
S-S

- Sporte
&

Union irreversible

Enlace Entrecruzamiento, reticulado o
covalente crosslinking

08 9%
X2 ©'0
B30 Dob

En capas En fibras Puro Co-reticulado

Entrampamiento o atrapamiento ~ Encapsulacién

Segtin la reaccion involucrada en la union enzima-soporte

Retencion fisica

Entrampamiento o atrapamiento (en fibras o en capas)
Inclusién en membranas

Encapsulacién ~ Reactores

Union quimica

Unién al soporte
Adsorcién i6nica

Enlace covalente

Entrecruzamiento, reticulado o crosslinking (puro o co-reticulado)

Figura 1. Métodos de inmovilizacion enzimatica mas expandidos. Imagen modificada de Arroyo (1998),

Meneau Herndndez et al. (2021) y Maghraby et al. (2023).

El proceso de inmovilizacidn por adsorcién implica mantener en contacto el material de
soporte con la suspensién enzimatica, de forma tal de lograr una interaccion directa entre ambos.
Este método se caracteriza por ser reversible, de bajo costo y fécil de implementar, ademds de no
generar cambios en la especificidad de la enzima (Arroyo, 1998; Meneau Herndndez et al., 2021;
Maghraby et al., 2023). Estas ventajas lo convierten en una opcién econdmicamente atractiva. Sin

embargo, las uniones entre el soporte y el catalizador generalmente resultan ser débiles,
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ocasionando la pérdida del catalizador. Asi, factores como la temperatura, el pH o la adicién de

sustratos no degradables pueden debilitar estas interacciones (Meneau Herndndez et al., 2021).

En este contexto, es fundamental la biisqueda de soportes adecuados que cuenten con
grupos activos especificos para incrementar las posibilidades de unién, teniendo en cuenta las
caracteristicas de la enzima que se desea inmovilizar. Asimismo, es posible modificar el soporte

o la enzima para mejorar la afinidad entre ellos, garantizando asi una adsorcién exitosa.

El uso de silicatos como matriz soporte ha predominado en la inmovilizacién por
adsorcién. Un ejemplo destacado es la adsorcién de la enzima lacasa (EC 1.10.3.2) en silices
mesoporosas, que ha demostrado mejorar su estabilidad térmica, su estabilidad frente al pH y su

capacidad operativa (Meneau Herndndez et al., 2021; Maghraby et al., 2023).
1.5.1.2. Adsorcion ionica, hidrofobica y por afinidad

La inmovilizacién por adsorcion iénica, hidrofébica o por afinidad involucra uniones
especificas enzima-soporte basadas fundamentalmente, como sus nombres lo indican, en uniones
iénicas, hidrofébicas o de afinidad entre moléculas complementarias, respectivamente. Estos
métodos son sencillos y la naturaleza de las uniones es facilmente reversible mediante cambios

de temperatura y de fuerza iénica.

La inmovilizacién por adsorcién idnica se fundamenta en los principios de la
cromatografia de intercambio iénico, donde la interaccién entre las cargas opuestas de la fase
estacionaria (soporte, en este caso) y la fase mévil (la enzima) es clave para su unién. Al
implementar esta técnica es importante considerar dos aspectos clave. En primer lugar, aunque es
un método simple y reversible, puede resultar complicado encontrar condiciones que permitan
que la enzima permanezca fuertemente unida al soporte y completamente activa. En segundo
lugar, las propiedades de la enzima, como su pH 6ptimo o su rango de estabilidad frente al pH,
pueden resultar alteradas. Estos cambios pueden representar un problema, aunque también serian
utiles si se busca modificar las condiciones ¢ptimas de la enzima hacia un entorno mds alcalino o
acido, dependiendo de la aplicacion (Guisan, 2013). Estas alteraciones se deben a que la presencia
de un soporte cargado puede distorsionar la estructura de la enzima y afectar su cinética, ya que
cargas excesivas pueden deteriorar la catdlisis enzimadtica, dificultando asi el logro de un alto

rendimiento (Maghraby et al., 2023).

Por su parte, la inmovilizacién por adsorcién hidrofébica no involucra enlaces quimicos
sino una interaccidon impulsada entropicamente. Este tipo de inmovilizacién también deriva de
principios cromatograficos y es fundamental tener en cuenta las variables experimentales como

el pH, la concentracién de sal y la temperatura. La fuerza de interaccidon depende tanto de la
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hidrofobicidad del soporte como del catalizador, del grado de sustitucién del soporte y/o del

tamafio de la molécula de ligando hidrofébico (Guisan, 2013).

Finalmente, la inmovilizacién por afinidad se basa en el principio de afinidad molecular,
que describe la capacidad de dos biomoléculas de unirse de manera especifica gracias a la
complementariedad quimica y estructural. Este tipo de interaccién puede observarse, por ejemplo,
entre una enzima y su ligando, como un anticuerpo, una proteina receptora o un sustrato
modificado. La selectividad de la interaccion es una de las principales ventajas de esta técnica;

sin embargo, el elevado costo del ligando de afinidad limita su aplicacién (Guisan, 2013).
1.5.1.3. Enlaces disulfuro y enlaces metdlicos

La inmovilizacién mediada por enlaces disulfuro se caracteriza por involucrar enlaces
covalentes estables entre soporte y catalizador. Sin embargo, estos enlaces pueden romperse
mediante el agregado de un agente especifico, ofreciendo a esta técnica la particularidad de poder
reutilizar el soporte o recargarlo cuando la enzima se desnaturaliza mas rdpidamente que el
soporte mismo. Este aspecto resulta de gran importancia en aquellos casos en que el uso de
enzimas inmovilizadas en procesos industriales se ve limitado por el alto costo del soporte

(Guisan, 2013; Zucca & Sanjust, 2014).

Las enzimas que presentan grupos tiol no esenciales en su superficie son especialmente
adecuadas para este tipo de inmovilizacién. Sin embargo, también es posible inmovilizar a través
de enlaces disulfuro, enzimas con grupos tiol enmascarados o no reactivos, asi como aquellas
enzimas que carecen de grupos tiol pero pueden ser modificadas quimicamente o mediante
ingenierfa genética. Las condiciones de inmovilizacién suelen ser suaves (baja fuerza iénica, pH
neutro o ligeramente alcalino, temperatura ambiente) y la reactividad de los grupos tiol puede ser
modulada ajustando el pH, lo que a menudo resulta en un alto rendimiento de inmovilizacién

(Guisan, 2013).

Por su parte, la inmovilizacién mediada por enlaces metélicos involucra el uso de sales o
hidréxidos de metales de transicién. Se basa en la unién de los mismos a los soportes por
coordinacién con grupos nucleofilicos presentes. Estos soportes quelados con metales se conocen
como adsorbentes IMAC (por sus siglas en inglés: Immobilized Metal-lon Affinit

Chromatography) y se han utilizado ampliamente en cromatografia de proteinas (Guisan, 2013).

Al igual que las técnicas anteriores, la inmovilizacién por enlaces metalicos es reversible
y relativamente simple; sin embargo, las estabilidades alcanzadas pueden ser variables y los
resultados no siempre son reproducibles. Esto se puede asociar a la presencia de sitios de
adsorcién no uniformes y/o a la fuga importante de iones metélicos. Una posible solucién a este

problema es el empleo de enlaces covalentes entre ligandos metdlicos y el soporte.
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La reversibilidad de este método puede lograrse mediante una reduccién del pH o
mediante el uso de ligandos solubles que compitan con las proteinas, permitiendo la regeneracion
del soporte a través de lavados con quelantes fuertes como la sal disédica del acido

etilendiaminotetraacético, conocida por sus siglas como EDTA (Nisha et al., 2012; Guisan, 2013).
1.5.1.4. Entrampamiento

La inmovilizacién por entrampamiento consiste en retener fisicamente a la enzima en una
matriz sélida porosa, como geles o fibras. El proceso involucrado es suave, lo que permite que la
enzima conserve su estructura. Se puede realizar a través de distintas maneras, por medio de
métodos sol-gel, por polimerizacién, por reticulaciéon de biopolimeros o mediante ensamblaje

supramolecular (Imam et al., 2021).

Esta técnica se caracteriza por ser sencilla, requerir pequefias cantidades de enzima y no
ocasionar alteraciones estructurales en la misma. Ademds, el atrapamiento permite una alta
capacidad de carga enzimdtica, mejora la estabilidad mecédnica de la matriz y resulta
relactivamente econémico de implementar. El material utilizado puede adaptarse para optimizar
el microambiente enzimadtico ajustando propiedades como el pH, la polaridad o la anfifilicidad
(Robescu & Bavaro, 2025). Sin embargo, esta técnica de inmovilizacién requiere un control
riguroso del proceso y se puede presentar como problemadtica importante la fuga de la enzima. En
tales casos, es crucial evaluar el tamafio de poro de la matriz para permitir tinicamente la libre

difusién de sustratos y productos (Arroyo, 1998; Maghraby et al., 2023).
1.5.1.5. Encapsulacion

La inmovilizacién por encapsulacién es una técnica relacionada con el entrampamiento,
pero a diferencia de este, las enzimas no se encuentran incorporadas en la matriz, sino libres
dentro de un espacio controlado que las afsla fisicamente sin restringir su movilidad. En este caso,
se forman vesiculas con membranas porosas semipermeables que permiten la entrada y salida de

sustratos o productos e impiden la salida de enzima.

Este método evita el contacto del biocatalizador con el medio circundante, lo que favorece
su estabilidad. Sin embargo, presenta como desventaja la aparicion de problemas de difusién que
pueden provocar una acumulacién rdpida de productos y, en consecuencia, la ruptura de las

membranas semipermeables (Arroyo, 1998; Maghraby et al., 2023).
1.5.1.6. Enlace covalente

La inmovilizacion covalente es una técnica fundamentada en la unién de la enzima a un

soporte determinado, mediante enlaces fuertes y altamente estables. Generalmente, el soporte se
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somete a procesos de activacion, en donde se generan grupos electrdfilos que reaccionan, durante

el proceso de inmovilizacién, con los grupos nucleofilicos presentes en la enzima.

Diversos compuestos se utilizan como agentes activantes para facilitar la formacién de
estos enlaces. En la Figura 2 se nombran algunos de estos compuestos, junto con los grupos
funcionales presentes en el soporte y en la enzima, que son necesarios y estan involucrados en la

interaccion entre ambos.

Grupo del soporte Agente activante Grupo reactivo de la enzima

Cloruro de sulfonilo -NH;

-SH

Bisoxiranos (epdxidos) -NH;

-OH Epiclorhidrina -SH

-OH

-OH Bromuro de cianégeno -NH;
-OH; -NH; Glutaraldehido
-OH — -CHO Glicidol-glioxil

Figura 2. Grupos involucrados en la inmovilizacion covalente y agentes activantes empleados. Imagen

modificada de Arroyo (1998), Guisan (2013) y Manzo (2013).

Los residuos aminoacidicos de las enzimas que estan implicados en la formacién de los
enlaces covalentes son principalmente residuos de cisteina, histidina, lisina y tirosina, como asi
también, pero en menor medida, los residuos de arginina, 4cido aspdrtico y glutdmico, metionina
y triptéfano (Figura 3). Entre esos residuos, la lisina constituye uno de los aminodcidos clave
donde se enfocan muchas quimicas de inmovilizacién, ya que su presencia facilita la formacién
de mdltiples enlaces covalentes. Esto se debe a su reactividad, abundancia y pK, (Luo et al., 2015;
Robescu & Bavaro, 2025). El resto de los amino4cidos al no estar expuestos sobre la superficie
de la enzima, debido a su cardcter hidrofébico, no pueden intervenir en el proceso de

inmovilizacidn.

En este contexto, las reacciones implicadas en la inmovilizacién covalente son variadas,
dependiendo de las caracteristicas tanto del soporte como de la enzima, asi como también del

agente que se utilice para modificarlos.

Esta técnica de inmovilizacién permite producir derivados con una gran estabilidad y una
recuperacion o reutilizacion suficiente. No obstante, presenta algunas desventajas, como la
necesidad de procedimientos relativamente complejos, largos periodos de incubacién para lograr
una inmovilizacién adecuada y posibles restricciones en la movilidad de la enzima, que pueden
limitar los cambios conformacionales necesarios para la catdlisis. A pesar de estas desventajas,

las ventajas de la inmovilizacién covalente suelen superar los inconvenientes, convirtiéndola en
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una de las técnicas mds utilizadas e interesantes desde el punto de vista industrial (Arroyo, 1998;

Guisan, 2013; Maghraby et al., 2023).

Lisina (LYS) Cisteina (CYS) Histidina (HIS)

Figura 3. Residuos aminoacidicos implicados usualmente en la inmovilizacién covalente.

1.5.1.7. Reticulacion

La inmovilizacién por entrecruzamiento, reticulacién o cross-linking es una técnica que
implica la formacién de enlaces covalentes intermoleculares en la enzima, por lo que, a diferencia
de las técnicas anteriores, no se emplea ningtin tipo de soporte (Maghraby et al., 2023). Para ello,
se utilizan agentes bifuncionales o multifuncionales que actian como puentes entre moléculas
enzimadticas adyacentes. Entre ellos se encuentran dialdehidos, diiminoésteres, diisocianatos y

sales de bisdiazonio (Bashir et al., 2020).

Aunque la técnica es conocida desde la década de 1960, inicialmente pasé desapercibida
frente a los biocatalizadores inmovilizados sobre soportes. No obstante, la dilucion de la actividad
catalitica como consecuencia de la introduccién de una gran cantidad de masa no catalitica (90-
99%) que resulta en menores rendimientos volumétricos y espacio-temporales y bajas
productividades cataliticas, generd un renovado interés por los cristales enzimaticos reticulados,
también denominados CLEC (por sus siglas en inglés: Cross-Linked Enzyme Crystals). A partir
de la década de 1990, los CLEC comenzaron a utilizarse como biocatalizadores industriales,

debido a que mostraban una excelente estabilidad operativa, un tamaifio de particula controlable,
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alta productividad, facil recuperacién y reutilizacion (Schoevaart et al., 2004; Sheldon, 2007;

Maghraby et al., 2023).

Sin embargo, uno de las principales limitantes de esta técnica es la necesidad de cristalizar
la enzima. Este proceso es complejo y requiere una alta pureza enzimatica, lo que incrementa
considerablemente los costos (Maghraby et al., 2023). Como alternativa a la cristalizacion, surgié
la precipitacién enzimdtica, una técnica de inmovilizacién que permite obtener agregados
enzimaticos reticulados o CLEA (por sus siglas en inglés: Cross-Linked Enzyme Aggregates).
Esta técnica es mas sencilla y econémica, ya que no requiere de enzimas altamente puras y
combina dos procesos unitarios (purificacién e inmovilizacién) en una sola operacién. Ademas,
el uso de compuestos bifuncionales no supone una desventaja, dado que el peso molecular de
estos compuestos es insignificante en comparacién con el de la enzima, lo que resulta en un
biocatalizador inmovilizado compuesto por casi el 100% de proteina enzimitica en peso

(Schoevaart et al., 2004; Sheldon, 2007).

Aunque la reticulacién permite la sintesis de derivados con estabilidades superiores,
resistentes a valores extremos de pH y de temperatura gracias a la naturaleza irreversible de los
enlaces intermoleculares, puede presentar problemas relacionados con la estabilidad mecénica

(Bashir et al., 2020; Maghraby et al., 2023).
1.5.2. Soportes

Al igual que ocurre con las técnicas de inmovilizacion, existe una amplia variedad de
soportes para la obtencidn de derivados enziméticos. Estos soportes difieren en el tamafio de la
particula, la naturaleza, la carga de grupos funcionales, la porosidad, entre otras caracteristicas.
En términos generales, se han clasificado segiin su composicién quimica, en soportes inorganicos

y orgdnicos (Guisan, 2013).
1.5.2.1. Soportes inorgdnicos

Los soportes inorgdnicos incluyen la silice y 6xidos organicos, los minerales y los
materiales a base de carbono (Zdarta et al., 2018). Estos soportes se destacan por su excelente

resistencia mecdnica, térmica y microbiana, y por su porosidad (Zucca & Sanjust, 2014).

En particular, la silice y los 6xidos orgédnicos se caracterizan por poseer grupos hidroxilo
en su superficie, los cuales permiten modificarlos facilmente con el fin de favorecer las uniones
enzima-soporte. Dentro de ellos, la silice es la mds utilizada, gracias a su alta resistencia térmica

y quimica, sus buenas propiedades mecanicas, su gran area superficial y su estructura porosa.

Por su parte, los minerales (como bentonita, hidroxiapatita, sepiolita, entre otros) y los

materiales a base de carbono (como carbonos activados, modificados y no modificados) poseen
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una variedad de grupos funcionales en su superficie que facilitan su modificacién y permiten la

formacion de distintos enlaces enzima-soporte (Zucca & Sanjust, 2014; Zdarta et al., 2018).
1.5.2.2. Soportes orgdnicos

Los soportes orgdnicos se subdividen en polimeros sintéticos y polimeros naturales o
biopolimeros. Los polimeros orgénicos sintéticos se caracterizan por ofrecer la posibilidad de
seleccionar los monémeros en funciéon de la enzima a inmovilizar y el proceso catalitico
involucrado. No obstante, se deben tener en cuenta el tipo y la cantidad de monémeros empleados,
ya que determinan la estructura quimica y las propiedades del polimero, es decir, su solubilidad,
porosidad, estabilidad y propiedades mecanicas. Estos polimeros presentan una gran variedad de
grupos funcionales que, como se menciond en soportes anteriores, favorecen las interacciones
enzima-soporte. Como desventaja es posible mencionar la complejidad y el costo del proceso de

sintesis del polimero deseado.

Por su parte, los biopolimeros constituyen una alternativa natural a los polimeros
sintéticos. Dentro de este grupo se encuentran la albimina, la gelatina, el colageno, la celulosa,
las queratinas, la carragenina, la quitina, el quitosano y el alginato, solo por mencionar los mas
relevantes. Estos polimeros se destacan por ser biodegradables y biocompatibles, por no ser
téxicos y por poseer una gran afinidad por las proteinas. Presentan una amplia disponibilidad de
grupos funcionales reactivos en su superficie, que facilita la reaccién directa con la enzima, como
asf también su modificacién. Dado que muchos de estos biopolimeros provienen de subproductos
industriales, son econémicos y contribuyen a reducir los costos del proceso de inmovilizacién

(Zdarta et al., 2018).

Si bien los soportes inorgdnicos presentan miltiples ventajas como, por ejemplo, la alta
estabilidad contra la degradacién fisica, quimica y microbiana, la mayoria de las aplicaciones

industriales se llevan a cabo con soportes orgdnicos (Guisan, 2013).

Para lograr una inmovilizacion eficaz de las enzimas, los soportes seleccionados deben
cumplir con algunas caracteristicas: ser quimica- y térmicamente estables, insolubles en las
condiciones de reaccién y biocompatibles; poseer grupos reactivos funcionales y una alta afinidad
por las enzimas; estar disponibles comercialmente a un precio accesible; y ser capaces de
regenerarse y reutilizarse. A su vez, estas caracteristicas dependen tanto de la enzima a

inmovilizar como del proceso catalitico (Zdarta et al., 2018; Maghraby et al., 2023).

Entre los soportes mencionados, en este trabajo se empled un soporte organico, derivado
de un polimero natural modificado, para la inmovilizacién de Alcalase® y Flavourzyme®. Dicho
soporte es ampliamente utilizado para la inmovilizacién de enzimas, gracias a su bajo costo y

gran disponibilidad, a la ausencia de toxicidad y por ser biocompatible y biodegradable (Manzo
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et al., 2018; Antony et al., 2019; Bai & Wu, 2022). Se trata del quitosano, un polisacérido lineal
compuesto por unidades de N-acetil-p-glucosamina acetilada y p-glucosamina desacetilada,

unidas mediante enlaces B-(1-4) distribuidos al azar.

Como se muestra en la Figura 4, el quitosano se obtiene a partir de la desacetilacion de
la quitina, el segundo polimero mds abundante de la naturaliza después de la celulosa. Esta se
encuentra en las paredes celulares de hongos, en las membranas de insectos y en desechos de la
industria pesquera, como el exoesqueleto de crusticeos. La quitina es insoluble en agua y gracias
a la remocién de mds del 60% de los grupos acetilo, se vuelve, por un lado, soluble a pH 4cido
debido a la presencia de grupos amino cargados (pKa 6,5) y, por otro lado, capaz de formar geles

en medios alcalinos, como consecuencia de la pérdida de carga en estos grupos.

Quitina
CH,OH
(0] 0]
OH
.0
NH
I CH:0H 0 8 Desacetilzacion
(I: = O F§_‘ % Q t‘ 50% (m/v) NaOH, 1/10 (m/v) quitina/sci6n. alcalina, 100°C, 5 h
2 uitosano
CH3 O u*‘% §
Quitosano
¥ L 4
CH,0OH NH,
0] (0]
OH OH
1t
.0 oL O..
NH; CH,OH
1t 1t

Figura 4. Esquema de la obtencién de quitosano a partir de quitina. Imagen modificada de Wang &

Zhuang (2022).

Como se aprecia en la Figura 4, el quitosano obtenido presenta una alta densidad de
grupos amino primarios y grupos hidroxilo, lo que facilita la interaccién enzima-soporte por
adsorcién y, a su vez, permite su modificacién (Adriano et al., 2008; Verma et al., 2020; Bai &

Wu, 2022).
1.5.3. Modificacion y activacion de soportes

Los soportes pueden ser modificados y activados para favorecer las interacciones con las

enzimas. La modificacién implica la introduccién de nuevos grupos funcionales en la matriz del
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soporte, capaces de reaccionar de manera covalente con las enzimas. Por su parte, la activacion
implica volver reactiva a las funciones quimicas presentes o introducidas durante la modificacién.
Estos procesos pueden ocurrir en simultineo y se llevan a cabo mediante el uso de agentes
especificos, tales como haluros orgéanicos e inorganicos, carbodiimidas o agentes bifuncionales,

como el glutaraldehido y la epiclorhidrina (Zucca & Sanjust, 2014).

En este estudio, se utiliz6 glutaraldehido para la modificacién y activacién del quitosano.
Este compuesto es un agente bifuncional comercialmente disponible como solucién acuosa al
25% o al 50% en volumen, bastante empleado en la inmovilizacién por reticulacién y por enlace
covalente. Este agente bifuncional es frecuentemente elegido debido a su capacidad para
reaccionar rdpidamente con las aminas primarias y por su versatilidad (Migneault et al., 2004a;
Mateo et al., 2007). En comparacién con otros aldehidos, el glutaraldehido destaca no sélo por su
versatilidad y excelente reactividad sino también por su estabilidad térmica y quimica y por su
bajo costo y fécil disponibilidad comercial (Wahab et al., 2020). Varios trabajos han evidenciado
la mejora de la estabilidad y las caracteristicas cataliticas de proteasas, oxidasas y lipasas a través
de la inmovilizacién mediada por glutaraldehido (Zucca & Sanjust, 2014; Zdarta et al., 2018;
Romero-Fernandez & Paradisi, 2020).

Como se muestra en la Figura 5, el glutaraldehido es un dialdehido que reacciona con
grupos funcionales localizados tanto en el soporte como en el catalizador, ya sea amino, tiol o

hidroxilo.

OWO

Figura 5. Molécula de glutaraldehido.

La reacciéon entre este compuesto carbonilico y los grupos amino involucra la
condensacion de Schiff con la consecuente formacion de bases de Schiff y la eliminacién de

moléculas de agua (Figura 6) (Adriano et al., 2008; Antony et al., 2019).

Rl—Nm K— R
Grupo —> I + H,O

. & R,—CH
amino R,—C=0
| Base de
H Schiff
Grupo
carbonilo

Figura 6. Formacion de la base de Schiff.
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Figura 7. Esquema de inmovilizacién covalente de enzimas sobre quitosano activado con glutaraldehido.
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En el caso del quitosano, el glutaraldehido permite la modificacién y activacién
simultidneas a través de la introduccién de grupos aldehido. Estos grupos aldehido son grupos
electrofilicos capaces de reaccionar con los grupos nucleofilicos presentes en las enzimas (Figura
7). Entre estos grupos nucleofilicos se destacan los grupos amino del extremo N-terminal y de los
residuos de lisina, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en las proteinas. Estos

grupos amino se caracterizan por su gran reactividad, fundamentalmente a valores de pH entre 6
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y 8, en el caso del grupo amino terminal (pK, = 7-8), y a pH alcalinos, en el caso del grupo amino
de la lisina (pK., cercano a 10). Es importante mencionar que este Ultimo grupo se encuentra
predominantemente en la superficie de las enzimas, lo que facilita su acceso durante el proceso
de inmovilizaciéon. Ademas, dado que no participa en los sitios cataliticos, la unién al soporte
mediada por €l no afectaria la actividad de las enzimas (Migneault et al., 2004b; Zucca & Sanjust,

2014).

Se ha demostrado que el comportamiento quimico del glutaraldehido disponible
comercialmente puede variar de manera significativa segtin el pH del medio. Esto se debe a que
puede adoptar diferentes formas estructurales (mondémero, dimero, trimero, polimero), lo cual
influye directamente en su reactividad y, por ende, en la eficiencia de la inmovilizacién. En la
Figura 8 se presenta una descripcion general de las posibles formas moleculares de este agente
activante en solucién acuosa, segtn los estudios realizados en los ultimos 40 afos (Migneault et

al., 2004a).

HOCH> HO
/
OH X y CHO
HO HO OH
= —> + OOH “HO
OHC X > CHO
OH Z
OH X y CHO
OH
wl © ], © ‘om

Polimero (oligémero
de hemiacetal ciclico) \ fo) 0 O — CH
Tl ! (CH)s"”

CHO CHO |
—> — 2

OHC CHO
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Figura 8. Descripcion general de las formas moleculares del glutataldehido en solucién acuosa. Imagen

modificada de Migneault et al. (2004a).

El uso de glutaraldehido como agente activante ofrece varias ventajas para la
inmovilizacién de enzimas. Una de ellas es la incorporacién de un brazo espaciador relativamente
largo entre soporte y proteina, lo que contribuiria a minimizar los problemas de impedimento
estérico que comtinmente se presentan durante la inmovilizacién. Ademds, cuando se trabaja con
glutaraldehido se necesitan de condiciones acuosas suaves y un procedimiento sencillo para que

las interacciones soporte-agente activante y soporte activado-enzima ocurran. Sin embargo, es
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importante considerar que el glutaraldehido es téxico, incluso a bajas concentraciones. En este
sentido, el 2,5-diformilfurano y la genipina se han propuesto como alternativas a este dialdehido,
ya que presentan una menor toxicidad y, en el caso de la genipina, su uso estd aprobado en
productos alimentarios (Migneault et al., 2004a; Zucca & Sanjust, 2014; Flores et al., 2019;
Danielli et al., 2022; Wang & Zhuang, 2022).

1.5.4. Efectos de la inmovilizacion

La inmovilizaciéon de enzimas, en general, puede tener diversos efectos sobre sus
caracteristicas, especialmente sobre su actividad bioldgica. Los cambios estructurales en la
enzima, junto con las modificaciones en el microambiente enzima-sustrato, pueden afectar su

especificidad por el sustrato, su dependencia de la temperatura y el pH, y su estabilidad.

En cuanto a la especificidad del sustrato, se ha reportado que la actividad de la enzima
tiende a disminuir, en especial cuando se trata de sustratos con un alto peso molecular. Esto se
debe fundamentalmente a la presencia de problemas de difusion. En contraste, para sustratos de
bajo peso molecular, la actividad enzimética no se ve afectada significativamente (Khan, 2021).
Respecto a la dependencia de la temperatura, se han presentado cambios en la temperatura 6ptima
de reaccidn hacia valores superiores, luego de la inmovilizacién. Esto se debe a que la movilidad
térmica de la enzima se ve restringida en comparacién con la enzima libre, lo que reduce la

desnaturalizacién térmica (Wahab et al., 2020; Khan, 2021).

En cuanto al pH, algunas enzimas mantienen su pH Optimo de catilisis tras la
inmovilizacién, mientras que otras presentan cambios. Estos efectos pueden deberse a la
generacion de un microambiente diferente al de la solucién, que altera las propiedades
electroliticas, hidrofilicas o hidrofébicas del sistema (Manzo, 2013). En relacién a la estabilidad,
se han reportado mejoras significativas en comparacion con las enzimas libres, lo que representa
una ventaja considerable para el uso de enzimas inmovilizadas en procesos industriales. Estos
cambios pueden relacionarse a la unidn de la enzima al soporte a través de sitios de unién para
inhibidores, al aumento de la rigidez de la enzima o a la reduccién de su flexibilidad. Estas
modificaciones contribuyen a reducir la desnaturalizacién rdpida y los procesos de autdlisis

(Manzo, 2013; Wahab et al., 2020; Khan, 2021; Rodrigues et al., 2021).
1.6. Escalado de procesos hidroliticos enzimaticos

El creciente interés en incorporar péptidos bioactivos como ingredientes en alimentos
funcionales debido a las multiples propiedades que han demostrado, presenta diversos desafios
en la transicién de la produccién a escala de laboratorio a la produccién a escala industrial. Para
lograr esta transicion eficaz, es necesario considerar una serie de aspectos claves antes, durante y

después del proceso hidrolitico (Dullius et al., 2018).
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1.6.1. Pretratamiento del sustrato

Las proteinas lacteas suelen someterse a un tratamiento antes del proceso hidrolitico,
utilizando tratamientos térmicos o alta presion, que favorecen el acceso de las enzimas y mejora
la eficiencia de la hidrélisis. Sin embargo, algunos estudios han reportado casos donde la
aplicacion de altas presiones reduce el grado de hidr6lisis de la B-lactoglobulina cuando se utiliza
tripsina, mientras que se observa un efecto contrario con otras enzimas como Neutrase®,
Alcalase®, Savinase®, Elastase y Thermolysin (Bamdad et al., 2017). Ademas de estas técnicas,
existen otros métodos de pretratamiento tales como extrusién, sonicacién, radiacién de
microondas, electricidad pulsada y ultrasonicaciéon por multifrecuencia, que se emplean para
modificar la estructura de las proteinas y facilitar su posterior hidrélisis enzimdtica (Uluko et al.,

2014; Uluko et al., 2015; Dullius et al., 2018).

Si bien algunos estudios indican que la aplicacién de pretratamientos sobre el sustrato
reduce la bioactividad de los péptidos obtenidos, también se han reportado casos en los que estos
procesos mejoran la actividad bioldgica de los mismos (Pan et al., 2022; Chen et al., 2023). Por
lo tanto, la decision de utilizar o no un pretratamiento de las proteinas lacteas depende tanto del
tipo de enzima seleccionada como de las caracteristicas especificas que se desean obtener en el
producto final. Este enfoque es clave para optimizar el proceso hidrolitico y asegurar la calidad

del producto final (Dullius et al., 2018).
1.6.2. Proceso hidrolitico

En la produccién de hidrolizados enzimaticos a gran escala, las enzimas de grado
alimentario son las mas cominmente utilizadas. Asi, uno de los acercamientos mas simples
consiste en utilizar enzimas libres en un proceso continuo para la reaccion de hidrdlisis, el cual
estd acoplado a un médulo de separacién por membrana de ultrafiltraciéon. Este sistema de
filtracién permite separar las enzimas del producto obtenido, constituyéndose en uno los primeros
pasos de purificacion y acondicionamiento de los ingredientes. No obstante, como se ha detallado
en secciones anteriores, el uso de enzimas inmovilizadas puede hacer el proceso econémicamente
viable, principalmente debido a la posibilidad de reutilizacién de las enzimas, lo que reduce los

costos operativos.

En aplicaciones industriales en las que se busca evitar el uso de aditivos externos, la
hidrdlisis sin control de pH (free-fall) se presenta como una alternativa a la hidrodlisis
convencional, que normalmente se monitorea con la técnica del pH-stat. En esta ultima se
adiciona una solucién alcalina o 4cida para mantener constante el pH durante la reaccién
enzimdtica (Adler-Nissen, 1986). Sin embargo, ante este cambio en las condiciones de hidrolisis,

es factible que las bioactividades deseadas en el producto final puedan resultar diferentes y/o
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comprometidas. Asi, en estudios realizados con aislado de proteinas de suero lacteo, se observé
que, aunque el grado de hidrélisis alcanzado fue similar en la hidrdlisis tanto con control de pH
como sin €l, el perfil de péptidos y las bioactividades evaluadas si resultaron alteradas (Fernandez

& Kelly, 2016).

Asimismo, en procesos donde se busca lograr altos grados de hidrolisis, uno de los
mayores desafios es la contaminacién microbiana, ya que estos procesos suelen requerir tiempos
de hidrdlisis prolongados. Para prevenir este problema, una de las técnicas mas comunes es el uso
de conservantes bacteriostéticos o bactericidas en el proceso de produccién, aunque su uso no es
recomendado cuando se pretende utilizar el hidrolizado para consumo humano o animal. En este
sentido, existen otras alternativas, como el tratamiento con UV, la aplicacién de campo eléctrico
pulsado, ozono, alta presién o la microfiltracién del sustrato, que ayudarian a reducir la carga

microbiana inicial y mejorar la seguridad del proceso (Dullius et al., 2018).

Otro aspecto a tener en cuenta al seleccionar un determinado grado de hidrdlisis es el
impacto que pueda llegar a tener sobre la eficiencia del tratamiento térmico posterior,
especialmente destinado a inactivar la hidrolasa utilizada. Por ejemplo, se ha visto que la enzima
Coralase® PP es mds sensible al calor cuando se alcanza un mayor grado de hidrolisis del
concentrado de proteinas de suero licteo (aproximadamente 21%), en comparacion con grados de
hidrolisis mds bajos (alrededor del 10%). Esta enzima mostré mayor estabilidad en presencia de
un mayor contenido de s6lidos totales, lo que estarfa relacionado con un aumento en la viscosidad
de la solucién y, por ende, con una menor transferencia de calor (Conesa & FitzGerald, 2013).
Este comportamiento podria indicar que la combinacién de un bajo contenido de sélidos totales
y un alto grado de hidrdlisis da lugar a una inactivacién enzimatica mas eficiente por calor, lo que
tiene implicancias importantes a nivel industrial, tanto en términos de costos energéticos como de

estabilidad del producto (Dullius et al., 2018).
1.6.3. Tratamiento del producto obtenido

En la actualidad, la industria alimentaria se centra principalmente en el desarrollo de
técnicas de enriquecimiento en lugar de técnicas de purificacién. Mientras que las técnicas de
purificacién son utiles para obtener productos puros de alta calidad, las técnicas de
enriquecimiento tienen la ventaja de permitir la obtencién productos de alto rendimiento que son
comercializables como ingredientes bioactivos, todo ello a través de procesos econdmicamente
viables. Este enfoque hacia el enriquecimiento responde a la creciente demanda de ingredientes
funcionales, cuya eficacia y rentabilidad son factores cruciales para su incorporacion en productos
alimenticios. De esta forma, las técnicas de enriquecimiento permiten no solo mantener las
propiedades bioactivas de los ingredientes, sino también optimizar la rentabilidad del proceso de

produccién, facilitando la comercializacion de los productos finales (Agyei et al., 2016).
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En este contexto, los métodos cromatograficos cominmente utilizados en la industria
farmacéutica para la produccion de bioactivos han sido descartados en gran medida debido a los
elevados costos que conllevan. Los procesos de purificacion en la industria farmacéutica, por
ejemplo, representan mds del 50% de los costos de produccion, y aproximadamente el 90% del
costo total del proceso posterior a la produccién. Debido a estas limitaciones, la industria
alimentaria ha comenzado a desarrollar alternativas mds rentables, como la separacién por
membranas, especificamente mediante técnicas como la ultrafiltracion y la nanofiltracién. Estas
tecnologias no sélo permiten reducir costos, sino que también preservan las propiedades
funcionales del producto y facilitan su escalabilidad, lo que las convierte en una opcién atractiva

para el procesamiento de ingredientes bioactivos (Agyei & Danquah, 2011).

Otra alternativa son los métodos cromatograficos no convencionales, que emplean
columnas basadas en esferas y no requieren de bajos caudales ni alta presién. Entre estos métodos
se encuentran la cromatografia de membrana, un proceso de purificacion utilizado industrialmente
para la separacién de proteinas que combina la ultrafiltracion y la cromatografia; la cromatografia
de adsorcién de membrana como método de intercambio i6nico de alto rendimiento; y la
cromatografia de adsorcién en columna con carbén activado. También es posible mencionar como
alternativa a las técnicas cromatogréaficas convencionales, el sistema acuoso de dos fases, un
método de separacién libre de cromatografia desarrollado recientemente (Bhut et al., 2011;

Voswinkel & Kulozik, 2011; Hippauf et al., 2014; Jiang et al., 2017).

Otro paso importante del tratamiento de los hidrolizados obtenidos es la conservacion.
De la misma forma que la eleccién de la enzima o del grado de hidrdlisis afectan el producto final,
los métodos de secado utilizados para conservar ingredientes alimentarios pueden alterar las
propiedades fisicoquimicas y biofuncionales de los péptidos contenidos (Dullius et al., 2018;

Kleekayai et al., 2022).

Los procesos térmicos permiten transformar corrientes liquidas en polvos mas estables y
con mayor vida util. Al mismo tiempo, contribuyen a la reduccién de los costos asociados al
almacenamiento y transporte (Abdullah et al., 2024). La liofilizacién y el secado por
pulverizacion son algunos de los métodos térmicos mas comuinmente utilizados para la obtencién
de polvos secos, tanto a escala de laboratorio como en las industrias. Cada uno posee su propia

metodologia, asi como ventajas y desventajas particulares.

Por un lado, la liofilizacién se basa en la sublimacién del agua contenida en un producto
congelado adecuadamente mediante la aplicaciéon de alto vacio en sistemas denominados
liofilizadores. Generalmente, se utiliza para productos sensibles al calor y/o para obtener
productos secos de alta calidad, debido a su capacidad limitada para inducir reacciones quimicas

y microbiolégicas. Entre sus desventajas se encuentran el menor rendimiento, el volumen de
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trabajo limitado, el elevado costo y el tiempo de procesamiento. Por su parte, el secado por
aspesion consiste en la impulsién del liquido a presion a través de atomizadores de pequefio
diametro, en presencia de aire caliente, lo que permite su pulverizacion en gotas finas y facilita la
rapida evaporacién del agua. Es un proceso continuo que involucra un tiempo de procesamiento
corto con mayores rendimientos. Sin embargo, el uso de altas temperaturas (>100°C) y la
consecuente modificacion quimica o degradacién de los productos debido a este tratamiento
térmico, constituyen sus principales desventajas (Rezvankhah et al., 2020; Kleekayai et al., 2022;

Xie et al., 2023).

Una vez obtenidos los ingredientes en polvo es fundamental evaluar tanto los factores
externos de almacenamiento y distribucién como las caracteristicas intrinsecas que determinan la
estabilidad de almacenamiento. Entre los factores externos se encuentran la intensidad luminica,
el nivel de oxigeno, la permeabilidad del envase, la temperatura y la humedad relativa. Mientras
que, dentro de las caracteristicas intrinsecas de los productos se encuentran la hidrofobicidad
superficial, la presencia de aziicares reductores, el contenido de humedad, el pH, la temperatura
de transicion vitrea, el grado de hidr6lisis, la humectabilidad, entre otras caracteristicas. Tanto los
factores externos como las caracteristicas intrinsecas de los productos pueden dar lugar a distintos
cambios fisicos y/o quimicos similares a los que se presentan en todo sistema en polvo. Entre los
cambios fisicos es posible mencionar la aglomeracidn, la pegajosidad, el apelmazamiento y el
colapso estructural, mientras que los cambios quimicos posibles comprenden reacciones de

pardeamiento no enzimatico y oxidacidn lipidica (Rao et al., 2016).

En definitiva, los productos alimentarios que podrian incorporar en su formulacion
hidrolizados proteicos con propiedades tecnofuncionales y bioldgicas de relevancia representan
un sector en creciente demanda que requiere de investigaciones y avances en multuples areas,
aspectos y factores de influencia, que contribuyan tanto a ampliar como a garantizar el potencial

uso de péptidos derivados de proteinas alimentarias.
1.7. Consideraciones finales

La inmovilizacién de enzimas para la hidrélisis de proteinas alimentarias representa un
avance significativo frente a los métodos convencionales que emplean enzimas solubles. Este
enfoque, como se ha mencionado previamente, no s6lo permite un control preciso de la hidrolisis,
sino que también minimiza la formacién de productos no deseados, mejora la estabilidad de las
enzimas y aumenta la resistencia a inhibidores y productos quimicos. Ademas, la inmovilizacién
reduce la autdlisis y posibilita la reutilizacién de los biocatalizadores, optimizando la viabilidad
econémica de procesos hidroliticos (Migneault et al., 2004b; Hussain et al., 2018; Manzo et al.,

2018).
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La investigacién y caracterizacién de biocatalizadores inmovilizados es crucial para
contribuir a la produccién sostenible y en gran escala de hidrolizados proteicos con potenciales
beneficios tanto para la salud humana como para la mejora de la calidad de productos
alimentarios. En un pais con una industria lactea consolidada y con una fuerte produccién quesera,
los avances en el drea son especialmente relevantes, dado el impacto positivo que puede tener en
la optimacion de los procesos de produccion de ingredientes con valor agregado y en el cuidado
del ambiente. Asi, las actividades llevadas a cabo en el marco de la presente Tesis se planificaron
y ejecutaron en funcién de aportar mayor conocimiento a la obtencidn y caracterizacién de
sistemas de inmovilizacién enziméitica, de manera tal de dar una respuesta eficiente y
potencialmente escalable a un proceso de particular interés cientifico y tecnolégico como lo es la

obtencién de péptidos bioactivos a partir de un subproducto de la industria lactea.
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2. OBJETIVOS DEL TRABAJO
2.1. Objetivo general

Desarrollar e implementar derivados insolubilizados de enzimas hidroliticas que
contribuyan al aprovechamiento de subproductos de interés agroalimentario con énfasis en el

disefio de nuevos alimentos funcionales.
2.2. Objetivos especificos

- Estudiar las enzimas hidroliticas mas factibles de ser empleadas en la obtencién de

hidrolizados de proteinas.

- Disefiar soportes a partir de materiales orgdnicos de bajo costo y quimica multifuncional,
con adaptaciéon de sus propiedades a las enzimas de interés a través de modificaciones

quimicas y fisicas de su superficie y entramado tridimensional.

- Sintetizar biocatalizadores insolubles con alta actividad y estabilidad a las diversas
condiciones fisicoquimicas del medio de reaccidén a partir de preparaciones enzimaticas

comerciales y empleando diferentes estrategias de inmovilizacién.

- Obtener de forma cuantitativa hidrolizados (escalado) empleando los mejores derivados.
Optimizaciéon de las condiciones de produccién. Estudio de sus caracteristicas
fisicoquimicas, propiedades bioldgicas y tecnofuncionales. Comparacién con aquellos

obtenidos con la enzima libre.

- Analizar la viabilidad de la tecnologia desarrollada como generadora de potenciales aditivos
alimentarios nutracéuticos: desarrollo de una metodologia in vitro de simulacién del entorno

fisicoquimico del sistema digestivo.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

El concentrado de proteinas de suero lacteo 80 (80 g de proteina por 100 g de muestra,
WPC-80) se adquiri6 de la empresa Arla Foods Ingredients S.A. (Cérdoba, Argentina) bajo el
nombre comercial de Lacprodan 80. Las enzimas Alcalase® 2,4 L. (EC 3.4.21.62; actividad
especifica de 2,4 U/g) de Bacillus licheniformis y Flavourzyme® 500 L (EC 3.4.11.1; actividad
especifica > 500 LAPU/g) de Aspergillus oryzae provienen de Novozymes A/S (Bagsverd,

Dinamarca).

Los reactivos quimicos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, Estados
Unidos) e incluyen la 24,6-tricloro-1,3,5-triazina (TT), el 4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), la caseina de leche bovina, y otros como el fluoruro de
fenilmetanosulfonilo, la hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL), y la L-tirosina. También se
obtuvieron de Sigma-Aldrich Corp., el persulfato de potasio, las proteinas B-LB y BSA, la sal
diaménica del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), la sal disddica del
acido bicinconinico (BCA) y la solucién acuosa de glutaraldehido al 25% (v/v). Los &cidos
utilizados (acético al 99,5%, clorhidrico, fosférico al 85%, tricloroacético y trifluoroacético),
junto con el acetato de sodio, el bicarbonato de sodio, el carbonato de sodio, el citrato de sodio,
el cloruro de calcio, el cloruro de manganeso, el cloruro de sodio, el dioxano, el etanol, el fosfato
de sodio dibésico, el fosfato de sodio monobdsico, el glicerol, el hidréxido de sodio, la sacarosa,
el tartrato de sodio, el Tris-Base y la urea, fueron adquiridos de Cicarelli Laboratorios S.A. (Santa
Fe, Argentina). El cloruro de zinc y el carbonato de litio se obtuvieron de Merck (Darmstadt,
Alemania), el sulfato de cobre (II) de Fluka AG (Buchs, Suiza) y los sulfatos de cobalto (II),
magnesio (II) y niquel (II) de Mallinckrodt (Dublin, Irlanda). El colorante Coomassie Blue G-250
fue provisto por LKB BROMMA (Villeneuve-la-Garenne, Francia) y el quitosano por Polymar
Ind. Ltda (Fortaleza, Brasil). El acetonitrilo se obtuvo de JT Baker (Madrid, Espafia) y el

borohidruro de sodio de Carlo Erba Reagents S.A. (Barcelona, Espafia).

Los medios de cultivo utilizados (Agar Nutritivo y Caldo Soja-Tripticasa) fueron
provistos por Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia) y las resinas cromatograficas por GE
Healthcare (Chicago, Estados Unidos). El microscopio 6ptico Olympus BH-2, equipado con un
sistema de cdmara réflex digital Nikon D3100, se adquirié de Olympus Corporation (Tokio,
Japon). El equipo Heto FD 2.5 fue suministrado por Thermo Electron Corporation (Leicestershire,
Reino Unido), el fermentador BioStat A Plus MO 5 L 230 Vac por Sartorius Stedim Biotech
GmbH, el liofilizador Heto FD 2.5 por Heto Lab Equipment (Allergd, Dinamarca) y el secador
spray de laboratorio BUCHI Mini Spray Dryer B-290 por BUCHI Labortechnik AG (Flawil,

Suiza). El horno de secado por microondas AVC80 con balanza incorporada es de la empresa
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CEM Corporation (Matthews, Estados Unidos) y el espectrometro de luminiscencia LS 50B de
PerkinElmer (Waltham, Estados Unidos). El analizador termogravimétrico (TGA) modelo Q500
es de la marca TA Instruments (New Castle, Estados Unidos), mientras que el espectrémetro
infrarrojo (FT-IR) modelo 8201PC es de la marca Shimadzu (Kioto, Japén). Por tltimo, el
microscopio electrénico de barrido empleado fue el Phenom-World modelo Pro de mesada de
Thermo Fisher Scientific (Eindhoven, Paises Bajos), con un sistema de sputtering de muestras de

la misma marca.

3.2. Caracterizacion bioquimica, funcional y cinética de Alcalase® y Flavourzyme® en

estado libre

La caracterizacion de lo biocatalizadores con potenciales aplicaciones en la sintesis de
hidrolizados bioactivos es esencial para comprender su comportamiento antes de cualquier
proceso de inmovilizacién. Estos ensayos iniciales proporcionan una base de referencia clave,
permitiendo identificar posibles cambios o alteraciones que puedan ocurrir durante la
inmovilizacién de las enzimas. En este sentido, tanto Alcalase® como Flavourzyme® fueron
caracterizadas desde el punto de vista bioquimico, funcional y cinético mediante ensayos de

incubacion y de actividad, bajo diversas condiciones (Tabla 1).

La caracterizacion bioquimica implicé la evaluacion de la actividad enzimatica a distintas
temperaturas y valores de pH, asi como el estudio del efecto de la adicién de iones metalicos sobre
dicha actividad. Por su parte, la caracterizacién funcional de las enzimas se realiz6 mediante
ensayos de estabilidad térmica, estabilidad frente al pH, ademds de estudios de productividad.
Finalmente, la caracterizacién cinética se llevd a cabo utilizando distintas concentraciones de

enzima y sustrato a la temperatura y pH 6ptimo de cada enzima.
3.2.1. Determinacion de la actividad enzimdtica

La actividad de las enzimas se determiné siguiendo el método de Kunitz (1947), con

algunas modificaciones (Ait Braham et al., 2019).

Las soluciones de Alcalase® y Flavourzyme® se prepararon en buffer carbonato 100 mM
(pH 9) o en buffer fosfato 100 mM (pH 7), respectivamente. La solucién de caseina se preparé a
una concentracién de 10 mg/mL en el buffer correspondiente. Su disolucién se realizé bajo
agitacion constante con aumento gradual de la temperatura (sin sobrepasar los 80°C), seguida de
un ajuste de pH una vez alcanzada la disolucién completa (solucién transparente de color azul
tenue). Antes de iniciar el ensayo de hidrélisis, la caseina se incubd a 50°C durante 5 min vy,
posteriormente, la mezcla de reaccidén se mantuvo a temperatura constante durante 10 min. La
mezcla de reaccion consistio en 0,5 mL de caseina 10 mg/mL y 0,6 mL de solucién de Alcalase®

0,008% (m/v) o de solucién de Flavourzyme® 0,13% (m/v). La concentracién final de las enzimas
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en la reaccion fue 0,004% (m/v), en el caso de Alcalase®, y 0,07% (m/v), en el caso de
Flavourzyme®. Adicionalmente, se incluyeron los blancos de reaccion. Para Alcalase® se realizé
la mezcla caseina en buffer, sin enzima; mientras que, para Flavourzyme® se hicieron dos

blancos, la mezcla caseina en buffer (sin enzima) y la mezcla de enzima en buffer (sin caseina).

Tabla 1. Resumen de las condiciones evaluadas a lo largo de los ensayos de caracterizacion de las

enzimas en estado libre.

Caracterizacién Estudios Alcalase® libre Flavourzyme® libre
Bioquimica Condiciones optimas 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65 y
75y 80°C (pH9) 70°C (pH 8)

4,6,7,7,5;8;8,5;9;9,5; 10, 4,6,7,7,5;8;8,5;9;9,5; 10,

11y 12 (65°C) 11y 12 (50°C)
Efecto de la adicion de Sales: CaClz, CoSO4, CuSOs, Li2CO3, MgSO4, MnClz,
iones metélicos NiSO4y ZnCl»

Concentraciones: 0,1; 1 y 2 mM

Funcional Estabilidad 50, 55, 60, 65, 70 y 80°C 40, 45, 50, 55 y 60°C
(pH 9) (pPH7.5)
4,6,8;85;9;9,5; 10y 12 5;6,5,7;7.5; 8; 8,5y 10,5
(60°C) (50°C)

Tiempos de incubacién: 0, 10, 20, 40, 60, 120 y/o 240 min

Productividad 25, 30, 35, 40, 45 y 50°C 25, 30, 35, 40, 45 y 50°C
(pH 9) (pH 7.5)
4,6;7,5;9y 10 (45°C) 4,6;7,5;9y 10 (40°C)

Tiempos de reaccién: 1y 2 h

Cinética Actividad con distintas Enzima: Enzima:

concentraciones de 0,8; 1,53y 6 uM 11,8;23,5; 46,5 y 94,1 uM
sustrato y enzima

Caseina: 0; 9,8; 24,6; 49,1; 78,6; 98,3; 147.4; 196,6 y 235,9 uM

La reaccién de hidrélisis se realizé por duplicado para cada enzima en las condiciones
pre-establecidas y se detuvo afiadiendo 0,5 mL de 4cido tricloroacético al 20% (m/v). Después de
10 min de incubacién a 4°C, las muestras se centrifugaron a 26300 x g durante 10 min (4°C) y se
realizé la lectura de absorbancia de L-tirosina liberada (estdndar) a 275 nm. La cantidad de L-
tirosina se estimé a partir de la curva de referencia con L-tirosina (ug o pmol) versus el delta de

absorbancia (275 nm), tal como se observa en el Figura 9. Mientras que, la actividad enzimatica
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se definié como la cantidad de enzima (mg) que produjo la liberacién de 1 pmol de L-tirosina por

min, bajo las condiones pre-establecidas de cada ensayo.

—_
(3]

2 e Bt
w [e)} o
T T T

Delta de absorbancia (275 nm)

(=}

’0 1 1 1
0,00 0,35 0,70 1,05 1,40

L-tirosina (umol)

Figura 9. Curva de referencia con L-tirosina para los ensayos de determinacién de la actividad

enzimatica.

3.2.2. Estudios de temperatura 'y pH éptimos

La biisqueda de las condiciones donde las enzimas son mds activas implic6 evaluar su
actividad (seccion 3.2.1) a distintas temperaturas, por un lado, y a distintos valores de pH, por

otro.

En una primera instancia, la actividad enzimatica de Alcalase® se analiz6 en el rango de
temperaturas de 30 a 80°C (pH 9). Por su parte, la actividad enzimdtica de Flavourzyme® se
evalué entre 30 y 70°C (pH 8). En una segunda instancia, se analiz6 la actividad de ambas enzimas
en un rango de pH de 4 a 12 a la temperatura en la que se registr6é la médxima actividad, es decir,

a 65°C para Alcalase® y a 50°C para Flavourzyme®.

Los resultados se expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la mayor

actividad de las enzimas obtenida a determinadas condiciones de temperatura o de pH.
3.2.3. Evaluacion de la estabilidad frente a la temperatura y frente al pH

La estabilidad de las enzimas se evalué incubandolas a distintas temperaturas, por un

lado, y a distintos valores de pH, por otro.

En una primera instancia, se analizé la estabilidad térmica incubando 0,5 mL de solucién
de Alcalase® 0,45% (m/v) en el rango de temperaturas de 50 a 80°C (pH 9), y 4,5 mL de solucién
de Flavourzyme® 0,51% (m/v) en el rango de 40 a 60°C (pH 7,5). Durante la incubacion, se
extrajeron alicuotas de 0,05 mL de Alcalase® y de 0,6 mL de Flavourzyme®, que se incubaron

inmediatamente en un bafio de hielo durante 20 min. Posteriormente, se determiné la actividad
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remanente (seccion 3.2.1) utilizando 0,01 mL de solucién de Alcalase® extraida o 0,15 mL de
solucién de Flavourzyme® extraida, volimenes que permitieron alcanzar las concentraciones
empleadas en los ensayos anteriores [0,004 y 0,07% (m/v), respectivamente]. Las condiciones de
temperatura y pH para la determinacién de la actividad fueron las seleccionadas a partir de los
resultados obtenidos en los ensayos de la seccion 3.2.2, es decir, 65°C y pH 9 para Alcalase®, y

50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®.

En una segunda instancia, se analiz la estabilidad frente al pH incubando 0,5 mL de
solucién de Alcalase® 0,45% (m/v) en un rango de pH de 4 a 12 (60°C) y 4,5 mL de solucién de
Flavourzyme® 0,51% (m/v) en un rango de pH de 5 a 10,5 (50°C). Se procedié de la misma

manera que en la evaluacién de la estabilidad térmica.

Los tiempos de extraccién definidos fueron 0, 10, 20, 40, 60, 120 y/o 240 min. Los
resultados se expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la actividad de las

enzimas a tiempo cero.
3.2.3.1. Pardmetros de inactivacion

La inactivacion de enzimas sigue una cinética que se ajusta adecuadamente a un modelo

decayente de primer orden (ec. 1):

dE

—— =k4E
at ~ !

)

Donde E es la actividad especifica de la enzima y k; la constante de inactivacién
exponencial de primer orden. Esta cinética describe la rotura de un solo enlace en un dnico evento
de inactivacioén, involucrando una transicion de un solo paso (ec. 2) entre la forma activa (E) y la
forma desnaturalizada (Eg), completamente inactiva. Se trata de un modelo de inactivacién

exponencial de primer orden:

ky

E->E, 2)

Este comportamiento puede ocurrir, aunque en general la inactivacién no es completa (en
la mayoria de los casos), por lo que la inactivacién en un solo paso conduce a un estado final que

presenta actividad residual (ec. 3):

k
E-SEM 3)
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Donde a; es la relacion entre la actividad del estado final (E;) y la actividad del estado
inicial (E). El estado enzimatico E; es estable y no se desnaturaliza ni se inactiva a otro estado
enzimdtico. De esta forma, el modelo de inactivacién seria representado por una cinética

exponencial decayente (de no primer orden).

El modelo de dos pardmetros propuesto por Sadana & Henley (1987) para representar la
cinética de inactivacion enzimatica pretende describir la estabilizacion de la actividad enzimatica,

siendo un caso especial del mecanismo general en serie (ec. 4):

k k
E - E'SEy? )

Donde k; y k, son las constantes de inactivaciéon de primer orden y se asume que los

estados enziméticos E, E; y E; tienen diferentes actividades.

Con ko = 0, se interpreta que la enzima transiciona unicamente a un estado intermedio
parcialmente activo E;, y que el estado E, carece de actividad (enzima completamente
desnaturalizada). Esto convierte un modelo de inactivacion de cuatro pardmetros (ec. 4) en uno
de dos parametros (ec. 3), y la expresiéon matematica de la actividad en funcién del tiempo (ec. 5)

es la siguiente:
Actividad enzimatica relativa (%) = (100 — a;)e *1t + a; (5)

Donde, como se menciond anteriormente, o representa la relacién entre la actividad del
estado final evaluado (E) y la actividad del estado inicial (E), k; es la constante de inactivacién

(en unidades de tiempo™) y t es el tiempo.

La principal utilidad del modelo de Sadana-Henley radica en que permite analizar
inactivaciones enzimadticas que aparentan ser de primer orden, aunque la cinética real no lo sea.
Es decir, el modelo puede describir inactivaciones que ocultan comportamientos cinéticos mas
complejos, tales como inactivacién bifésica, con periodo de gracia o con periodo de activacion

(Polakovi¢ & Vrabel, 1996).

La inactivacion bifésica es la desviaciéon mas comun de la cinética de primer orden, donde
se presenta una curva de doble exponencial con dos fases, siendo la segunda més lenta. La primera
fase concluye cuando se agota la forma enzimdtica més 14bil. Por su parte, la inactivacién con
periodo de gracia se caracteriza por tener una fase inicial lenta, seguida de una aceleracién de la
inactivacion. Durante la fase inicial, la enzima puede sufrir cambios sin pérdida de actividad, lo

cual podria ocurrir si se da una reaccién reversible entre E y E; o si la concentracién inicial de
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una de las formas activas de la enzima es negativa. Por dltimo, la inactivacién con periodo de
activacion implica un aumento inicial de la actividad hasta alcanzar un maximo, seguido por una
disminucién. Este comportamiento podria asociarse con la presencia de una distribucién inicial

determinada de varias formas enzimaticas.

El ajuste de los datos se llevo a cabo utilizando el programa OriginPro 9.0 64Bit. A partir
de los pardmetros obtenidos del ajuste (ki y ai) se calcul el tiempo de vida media (ti2), que

representa el tiempo necesario para que la actividad se reduzca al 50% respecto al valor inicial.

En la mayoria de los casos, se aplic6 un ajuste de regresiéon exponencial simple

decreciente, siguiendo la ecuacién (ec. 6):

—X

Y=Y+ Aet (6)

Comparando esta ecuacién con la de Sadana-Henley, y representa la actividad enzimética
: 1 .
relativa, yo es o, - corresponde a k; y A; representa (100-a.,1). En cuanto al ti,» (ec. 7), se calculd
1
de la siguiente manera:
-x
Y=Y t+Aeh

—X1/2

50 = Yo +Ale b

—X1/2

50 — Yo = Ale t1

50—y £

4, ¢
50 — —X
ln( }’o) _ "%y
Aq %]
50 — ¥
In (A—1> X _tl = X1/2 (7)

Para situaciones especificas de inactivacion rdpida o frente a la posible presencia de un

estado de transicion o periodo de gracia, se utilizaron otro tipo de regresiones.

Cuando las enzimas se inactivaron rdpidamente, se empled la regresion lineal (ec. 8), ya

que el modelo se redujo a uno exponencial decayente de primer orden:
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y=a+ bx ®)

Donde a,; toma el valor de cero. En cuanto al t;, se calcul6 despejando x de la ec. 8, de la

siguiente manera (ec. 9):

y=a+ bx
50 = a+ bxy,
50 —a = bxq);
50—-a
b ©)

Mientras que, la ki (ec. 10) se calcul6 a partir de la ecuacién de Sadana-Henley, teniendo

en cuenta el t;» previamente estimado:

Actividad enzimatica relativa (%) = (100 — ay)e ¥t + a,
50 = (100 — a;)e *1t1/z + a,
50 — a; = (100 — a;)e k1t

50 —a,

- " _ o katip
100 —a, ©
l (50—0(1)_ It
"\100—¢q,) = hr2

50 -
n(T00=a;) .
—t1/2 ! (10)

En los casos donde las enzimas mostraron dos estados enzimaticos parcialmente activos
(inactivacién bifasica), tal como se aprecia en la ec. 4, se aplicd una regresiéon de doble
exponencial decreciente (de no primer orden) (ec. 11):

—X —X

y=yo+A4etr +A4,etz (11)
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Al igual que en la exponencial simple decreciente, yo representd o, y ki y k» se calcularon

1 1 . . .
como —y —, respectivamente. Teniendo en cuenta los valores de estos parametros y que, para el
1 2

caso en que el 50% de la actividad se alcanzd en la etapa 1, la expresion de la etapa 2 es

despreciable, el ti» (ec. 12) se despejo de la ecuacion de Sadana-Henley de la siguiente manera:
Actividad enzimética relativa (%) = (100 — a;)e ¥t + a,
50 = (100 — a;)e ¥tz 4+ o
50 — a; = (100 — a;)e 1ty

M — e—k1t1/2
100 — a,

50 — a4
ln(

L) = kgt
100—a1> 17172

i (t0=2,)

Tk (12)

En los casos en que las enzimas presentaron cierta estabilidad antes de la inactivacién
(periodo de gracia), se utilizé la regresion logistica (ec. 13):

A —A
N St S

1+ (;C_O)p (13)

En esta ecuacion A, representa o, ki se calculé como se describe en la ecuacién (ec. 10)

y el ti2 (ec. 14) se estimo de la siguiente manera a partir del valor de o, obtenido:

A4,
TEy
A — A,

50 = A

A
A — A,

50-4, =
(G
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1+ (x1/2>p _ A — Ay
xo/ 50-—4,

(x1/2>P _ ﬁ_ 1
Xo 50

xl/z_pAl_Az_l
X0 50_A2
x _ P4 1 X x
1/2 — N0 _ 4 0

Por ultimo, los datos estimados se analizaron utilizando la ecuacion de Arrhenius (ec. 15),

la cual describe el efecto de la temperatura sobre las reacciones quimicas, es decir la dependencia

térmica de las reacciones quimicas, en este caso aplicada sobre la inactivacién enzimética:
In(k,) La + AR
n =——X
! R (15)

Donde E, representa la energia de activacion necesaria para la inactivacién térmica, R es
la constante universal de los gases (8,314 J/mol-K), x es el reciproco de la temperatura en Kelvin,

y AR corresponde a la actividad enzimadtica relativa a dicha temperatura.

Por lo tanto, a partir de la regresion lineal (ec. 8) de la curva de los logaritmos de las
constantes de inactivacién en funcién de las inversas de las temperaturas (ec. 15) se calcularon
las E, (ec. 16), las entalpias (AH, ec. 17), las energias libres de Gibbs (AG, ec. 18) y las entropias

(AS, ec. 19) de la siguiente manera:

E
y = a + bx; donde la pendiente b es — Fa

b=l
R
bx —R=E, (16)
AH = E, — RT (17)
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AG = —RT x 1 kih
= —RT X In(er (18)

AS = AH — AG
T (19)
Donde h es la constante de Planck (1,10x10°° J-min) y K es la constante de Boltzmann

(1,38x102 J/K).
3.2.4. Estudios cinéticos

La actividad de las enzimas (seccion 3.2.1) se evalué utilizando diferentes
concentraciones de caseina (0-235,9 uM) y distintas concentraciones de enzima (0,8-6 uM de
Alcalase® y 11,8-94,1 uM de Flavourzyme®). Las condiciones de temperatura y pH fueron las
seleccionadas a partir de los resultados obtenidos en los ensayos de la seccion 3.2.2, es decir,

65°C y pH 9 para Alcalase®, y 50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®.

Los pardmetros cinéticos se estimaron mediante la cinética de Michaelis-Menten (ec. 20),

para el caso de Alcalase®, y la cinética de Hill (ec. 21), para el caso de Flavourzyme®.

_ Vinax XS
" kp+S (20)
ST‘L
V=V,,——
M Kos" 4+ ST (1)

Donde V. representa la velocidad méaxima de reaccidn; S es la concentracién de
sustrato; Km 0 Ko s es la constante de Michaelis-Menten o la concentracién de sustrato en la que
la velocidad de reaccion es la mitad de Vmax, respectivamente; y n es la constante de Hill, que
refleja la cooperatividad o la influencia de la unién enzima-sustrato sobre la afinidad de otras
moléculas de sustrato. Una cooperatividad positiva indica que la primera unién enzima-sustrato
incrementa la afinidad del resto de las zonas de interaccidn, haciendo que la enzima sea maés
sensible a las variaciones en la concentracién de sustrato. Mientras que, una cooperatividad
negativa implica una reduccién de la afinidad por otras moléculas de sustrato, resultando en una
enzima menos sensible a cambios en su concentracién (Leskovac, 2003; Banerjee et al., 2012).
Asimismo, el valor de n también esta relacionado de manera indirecta con el ndmero de sitios de
unién que podria tener una enzima. Por lo tanto, cuando n es mayor que 1, es probable que la

enzima posea multiples sitios de unién.
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Para estos célculos, se tuvieron en cuenta las masas moleculares promedio de las enzimas
[27277 g Alcalase®/mol (Doucet et al., 2003; Ferreira et al., 2003) y 29431 g Flavourzyme®/mol
(Anexo 1.1)], asi como las de la L-tirosina (181,19 g/mol) y de las caseinas de la leche (23121
g/mol).

3.2.5. Estudios de productividad

La productividad de las enzimas se entiende como la capacidad de hidrélisis en funcién
del tiempo, considerando variables como la temperatura, el pH y el tiempo de la reaccién. Por lo
tanto, se evalud la hidrdlisis de caseina a tiempos mayores a los 10 min empleados en los ensayos

de caracterizacion anteriores, tanto a distintas temperaturas como a distintos valores de pH.

Para analizar la productividad en funcién de la temperatura, se estudié la actividad
(seccion 3.2.1) de Alcalase® (pH 9) y Flavourzyme® (pH 7,5) en un rango de temperaturas de
25 a 50°C durante 1 y 2 h de reaccién. Mientras que, para evaluar la productividad en funcién del
pH, se estudi6 la actividad (seccién 3.2.1) de Alcalase® (45°C) y Flavourzyme® (40°C) en un
rango de pH de 4 a 10 durante 1 y 2 h de reaccidn.

Los resultados se expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la mayor

actividad de las enzimas obtenida a determinadas condiciones de temperatura o pH y de tiempo.
3.2.6. Efecto de la adicion de iones metdlicos sobre la actividad enzimdtica

El efecto de la presencia de iones metdlicos (CaCly, CoSOs, CuSOs, LinCO3, MgSOys,
MnCl,, NiSOs y ZnCl,) sobre la actividad de las enzimas se evalué mediante la adicién de
distintas concentraciones de sales (0,1, 1 y 2 mM) a la reaccién descrita en la seccion 3.2.1. Para
esto, se prepard una solucién madre de cada sal a una concentracién de 20 mM, de la cual se
utilizaron 5,5, 55y 110 pL en la mezcla de reaccién (1,1 mL). Esta mezcla contenia 0,5 mL de
caseina y 0,1 mL de solucién de Alcalase® al 0,05% (m/v) o 0,15 mL de solucién de
Flavourzyme® al 0,51% (m/v). Los volimenes de solucién enzimdtica empleados permitieron
alcanzar las concentraciones de Alcalase® y Flavourzyme® utilizadas en ensayos anteriores
[0,004 y 0,07% (m/v), respectivamente]. Las condiciones de temperatura y pH fueron las
seleccionadas a partir de los resultados obtenidos en los ensayos de la seccién 3.2.2, es decir,

65°C y pH 9 para Alcalase®, y 50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®.

Los resultados se expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la

actividad de las enzimas en ausencia de sales.
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3.3. Estudios de obtencién y caracterizacion de hidrolizados de WPC-80 con Alcalase® en

estado libre

El estudio de la influencia de las variables operativas durante el proceso de hidrélisis y la
caracterizacién de hidrolizados obtenidos mediante el uso de la enzima Alcalase® en estado libre
se han llevado a cabo previamente en el grupo de investigacion (Fenoglio et al., 2012; Fenoglio
et al., 2013; Vierling et al., 2015; Fenoglio et al., 2016). Del anélisis de los resultados, se observé
una disminucién del contenido de péptidos hidrofébicos (responsables del sabor amargo) y una
mejora en los atributos sensoriales en comparacion con las proteinas nativas del suero (Fenoglio
et al., 2016). Seguidamente, otros trabajos han permitido estudiar la presencia de actividades
bioldgicas, tales como propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antihipertensivas, asi como
la presencia de algunas propiedades funcionales representativas, como capacidad espumante,
emulsionante y solubilidad, empleando grados de hidrdlisis inferiores al 20%. Los hidrolizados
obtenidos mostraron excelentes propiedades inhibitorias de la enzima convertidora de la
angiotensina, logrando una inhibicién del 100% para concentraciones de 3% (m/v). Los
hidrolizados también presentaron actividad antimicrobiana, con halos inhibitorios destacados
frente a dos cepas Gram-positivas: Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus subsp.
aureus, patdogenos cominmente implicados en enfermedades de transmision alimentaria

(Eberhardt et al., 2017).

Estos resultados prometedores resaltan la necesidad de profundizar en el conocimiento de
las propiedades encontradas en los hidrolizados obtenidos mediante transformaciones
enzimaticas. Para ello, se considerd fundamental llevar a cabo estudios de fraccionamiento de las
actividades biol6gicas observadas, de forma tal de identificar los rasgos distintivos (carga,
tamafio, hidrofobicidad) de los compuestos bioactivos (Pan et al., 2012; Conway et al., 2013;
Zhang et al., 2013; Zhao et al., 2014; Ma et al., 2016). Asimismo, se analizé el efecto de altos
grados de hidrdlisis (>20%) sobre las caracteristicas de los hidrolizados con el objetivo de
enriquecer el conocimiento del grupo de investigacion y contribuir al desarrollo de ingredientes
bioactivos para su incorporacién en matrices alimentarias de base lactea (Welderufael & Jauregi,

2010; Adjonu et al., 2013; Cheison & Kulozik, 2017).

En base a la mayor capacidad de escisién de los enlaces peptidicos conferida por
Alcalase® en comparacion con Flavourzyme® (Eberhardt et al., 2021), y teniendo en cuenta sus
diferentes acciones cataliticas (amplia especificidad y baja selectividad en Alcalase® frente a una
mayor selectividad en Flavourzyme®), se decidi6 utilizar exclusivamente Alcalase® en estado
libre para los estudios de obtencién y caracterizacién de hidrolizados de WPC-80 con grados de
hidrélisis superiores al 20%, lo que permitié avanzar en el entendimiento de los hidrolizados,

complementando asi los conocimientos previos del grupo de investigacion.
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3.3.1. Preparacion del WPC-80

El concentrado de proteinas de suero lacteo se prepard al 7% (m/v) de proteinas en buffer
carbonato 100 mM (pH 10, WPC7%). Para esto, el polvo del WPC-80 se suspendié en un 80%
del volumen total y se disolvié de manera gradual a temperatura ambiente con agitacion
magnética. La muestra se mantuvo en agitacién de 30 a 60 min, se trasvasd luego al matraz
correspondiente y se almacené a 4°C overnight. De acuerdo a las determinaciones de nitrégeno
realizadas al concentrado de proteinas de suero comercial, el mismo contenia un 67,81 g proteinas

por 100 g de muestra en base hiimeda.

Antes de iniciar la hidrdlisis, la solucion de WPC7%, disuelta en buffer carbonato 100

mM (pH 10), se ajust6 a la temperatura de reaccidn, registrdndose un pH en el rango de 8 a 9.
3.3.2. Hidrdélisis del WPC-80

La reaccién de hidrdlisis de la soluciéon de WPC7% se llevé a cabo a 50°C, pH 9,25
(ajustado a la temperatura de reaccién), respetando la relacién enzima/sustrato 15% (m/m) de
proteinas y el protocolo propuesto por Eberhardt et al. (2019). Para ello, se utilizé un reactor tipo

batch, un agitador magnético y un electrodo de pH.

El reactor tipo batch consistié en un vaso de precipitado doble camisa, conectado a un
bafio con recirculacion de agua que permitié mantener constante la temperatura de hidrélisis. El
electrodo de pH, junto con una bureta de titulacidn, facilité el control y mantenimiento del pH de
reaccion, mediante la adicién de hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 M (Figura 10). Con el fin de
determinar el grado de hidrdlisis (DH) alcanzado mediante el método del pH-stat descrito en la
seccion 3.3.3, se tomo registro de los volimenes de NaOH consumidos en el tiempo. Finalmente,
la reaccion se detuvo mediante inactivacion térmica de Alcalase® a 95°C durante 5 min. Los

hidrolizados (WPH) obtenidos se almacenaron a -20°C para su liofilizacién y posterior analisis.

: precipitage B
\ i o Al i % recirculacio
= AT de agua

Figura 10. Sistema experimental empleado para la hidrdlisis enzimética del WPC-80.
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Se realizaron los controles (WPC) correspondientes sometiendo a la soluciéon de WPC7%
a las mismas condiciones de hidr6lisis, pero en ausencia de Alcalase®, por lo que no se aplicé el

tratamiento térmico.

Es importante aclarar que, en una primera instancia, la hidrélisis de la WPC7% se llevo
a cabo a una escala menor con el fin de determinar la relacién enzima/sustrato [% (m/m)] que
permitiese obtener, en un tiempo viable, hidrolizados con altos DH (>20%). Para ello, se
emplearon 60 mL de la soluciéon de WPC7% y distintas relaciones enzima/sustrato [1-15% (m/m)
de proteinas]. En una segunda instancia, la hidrélisis se realiz6 con 300 mL de sustrato y, las
muestras obtenidas en esta etapa se utilizaron para los posteriores andlisis de caracterizacién y

fraccionamiento.
3.3.3. Determinacion del grado de hidrolisis

El grado de hidrdlisis se determind empleando el método del pH-stat (Fenoglio et al.,
2016). El mismo se basa en la desprotonacion de los grupos carboxilo y a-amino liberados durante
la hidrélisis de enlaces peptidicos en medio alcalino. La desprotonacién provoca una reduccién
en el pH del medio, lo que permite estimar el DH alcanzado a partir del volumen consumido de

NaOH. Para esto, se emple6 la siguiente férmula (ec. 22):

1 1 1
DH(%) =100 X B X N X =X — X
a

M p htotal (22)

Donde B es el volumen de NaOH requerido para mantener el pH constante, en mililitros;
Np es la molaridad del NaOH empleado; a es el grado de disociacion promedio de los grupos a.-
amino liberados en la hidrdlisis; M, es la masa de proteinas de la muestra, en gramos; y hiota €s el

niimero total de enlaces peptidicos presentes en el sustrato (hew, wec-so = 8,8 meqv/g).

El valor de a (ec. 23) se determiné como:

10(PH-PK)

* =1+ 100170 (23)
Siendo pK el valor de disociacién promedio de los grupos a-amino liberados durante la
hidrdlisis, que depende de la temperatura, la longitud de la cadena peptidica y de la naturaleza del
aminoécido terminal. Este valor se calcul6 empleando la ecuacién (ec. 24) propuesta por Camacho

et al. (2001):

64



Materiales y métodos

pK = 3,8 + 0,45 X pH (24)

3.3.4. Caracterizacion de los hidrolizados obtenidos

La caracterizacién de los hidrolizados obtenidos a partir de la hidrélisis de proteinas de
suero con Alcalase® es fundamental para evaluar su potencial en aplicaciones alimentarias y
bioldgicas. En esta seccidn, se analizaron las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de los
hidrolizados, buscando correlacionar sus caracteristicas con actividades bioactivas relevantes,
tales como propiedades antioxidantes, antihipertensivas y antimicrobianas. Estos andlisis
permiteron, por un lado, profundizar en la relacion entre las caracteristicas fisicoquimicas de los
hidrolizados y sus propiedades funcionales, susceptibles de ser aprovechadas en la industria
alimentaria y farmacéutica; y por otro, contribuir al conocimiento y los hallazgos generados por

el grupo de investigacion.
3.3.4.1. Andlisis de propiedades biologicas de interés

La caracterizacion bioldgica de las muestras obtenidas implicé la evaluacién de tres
bioactividades: actividad antioxidante (AAQO), actividad antihipertensiva (AAH) y actividad
antimicrobiana (AAM). Para ello, las muestras de hidrolizados y sus respectivos controles sin
hidrolizar se prepararon a distintas concentraciones [1, 3 y 10% (m/v)] y valores de pH (6, 7 y
libre), empleando agua ultrapura para la reconstitucion y dcido clorhidrico (HCI) y/o NaOH 1 M,

para el correspondiente ajuste del pH.

Este enfoque permitié examinar el potencial de los hidrolizados no solo para influir
positivamente en la salud humana, mediante la reduccidn del estrés oxidativo, la regulacién de la
presion arterial y la prevencién de infecciones, sino también para mejorar la calidad y
conservacion de los productos alimentarios, prolongando su vida util al prevenir el deterioro por

microorganismos y evitando el estrés oxidativo.
3.3.4.1.1. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evaludé utilizando el reactivo acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) o ABTS, segin el protocolo descrito por Re et al. (1999). Esta
técnica se fundamenta en la generacion del radical del reactivo (ABTS™) con persulfato de potasio

y la posterior incubacion del radical con la muestra durante 7 min en oscuridad.

La formacién del radical se llevé a cabo, 16 h antes de las determinaciones, disolviendo
el ABTS en buffer fosfato 5 mM (pH 7.4) a una concentracién de 7 mM vy afiadiendo persulfato

de potasio a una concentracién de 2,45 mM, con conservacion inmediata en oscuridad a
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temperatura ambiente. Para ello, se tuvo en cuenta que la adicién de 20 pL de persulfato de potasio

a 480 uL de ABTS permite realizar entre 45 y 50 determinaciones.

La solucion de trabajo del ABTS™ se prepard disolviendo el mismo en buffer fosfato
[1/90-1/100 (v/v)] hasta lograr una absorbancia de 0,70+0,02 a 734 nm. La incubacién de 1 mL
del radical ABTS™ y 2-40 uL de muestra (a la dilucién correspondiente) se realiz6 en oscuridad,
a temperatura ambiente y durante 7 min. El volumen de reaccion utilizado para cada muestra,
analizada por triplicado, fue aquel que permitié una disminucién de entre el 20% y el 80% de la
absorbancia del radical sin reaccionar, siendo menor para las muestras de partida y mayor para

las fracciones cromatogréficas.

Los resultados se expresaron como capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox

(TEAC), en mM o uM de Trolox segtin la concentracion determinada, empleando la ecuacion (ec.
25):

e [AOA;OA” x 100] —1

m (25)

Donde Ag es la absorbancia inicial del ABTS™, A7 es la absorbancia luego del tiempo de
reaccion, e I (intercepcidon) y m (pendiente) son los valores obtenidos a partir de la curva de

referencia con Trolox (estdndar; 5,2-20 uM).

En la Figura 11 se presenta una de las curvas de referencia obtenida con distintos
volimenes (1,3-5 uL.) de una solucién madre 4 mM de Trolox. Para estimar el TEAC en mM, se

debe dividir el resultado obtenido en la ec. 25 por un factor de 1000.

100

T5F [

50+

Disminucion (%)

25+

4 8 12 16 20
Trolox (uM)

Figura 11. Curva de referencia con Trolox para los ensayos de determinacion de la AAQO.
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Es importante aclarar que el Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-
carboxilico) es un andlogo sintético hidrosoluble de la vitamina E que se utiliza frecuentemente
como estandar de referencia en diversas reacciones de 6xido-reduccion, debido a su elevado poder

antioxidante.
3.3.4.1.2. Actividad antihipertensiva

Se evalué mediante el ensayo de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), la cual desempeiia un papel importante en la regulacion de la presion arterial, ya que
cataliza la conversion de la angiotensina I en angiotensina II, un potente vasoconstrictor (Hayakari

et al.,1978; Cian et al., 2011).

El ensayo consistié en la reaccidn entre el sustrato HHL (3 mg/mL) y la ECA en presencia
de cloruro de sodio (NaCl) y de muestra. Después de 45 min de incubacién a 37°C, el acido
hipurico liberado por la ECA se detecté mediante la adicién de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (TT)
en dioxano, preparado a una concentracién de 30 mg/mL. En la Tabla 2 se detallan los volimenes

de cada reactivo y demds consideraciones que se tuvieron en cuenta a la hora de realizar el ensayo.

Tabla 2. Detalle de las condiciones y los volimenes de reactivos necesarios para determinar la AAH.

Reactivos ABE ABs Ag As

Baiio de hielo molido

NaCl* (uL) 15 15 15 15
HHL (uL) 20 - 20 20
Buffer (uL) 195 195 195 175
Muestra (uL)** - 20 - 20
ECA (uL) - 20 20 20

Incubacion a 37°C, durante 45 min

ECA (uL) 20 - - -
TT (uL) 665 665 665 665
Buffer (uL) 1100 1100 1100 1100

El ensayo se realizé por duplicado para cada muestra.

* El NaCl debe colocarse cuidadosamente en el fondo del tubo de microcentrifuga, ya que la actividad de
la enzima podria verse afectada.

** a la dilucién correspondiente.

Siglas: HHL: Hipuril-L-histidil-L-leucina (sustrato); ECA: Enzima convertidora de angiotensina; TT:

2.4,6-tricloro-1,3,5-triazina.
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Al adicionar TT se logré la formacién de un compuesto coloreado al reaccionar con el
acido hipurico liberado por la enzima. Este compuesto presenta su maxima absorbancia a 382 nm.
Luego de dar tiempo a la formacién de color (5-10 min), se realizé una centrifugacion a 9498 x g
durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, se llevé a cabo la lectura de la absorbancia
a 382 nm y la actividad antihipertensiva se expresé como porcentaje de inhibicién de la ECA,

empleando la siguiente ecuacién (ec. 26):

As—A
s BS o

AHA (%) = 100 — |—=—255
AE _ABE

100] 26)

Donde As es la absorbancia de la ECA en presencia de sustrato y muestra; Ags es la
absorbancia de la ECA en presencia de muestra (sin sustrato); Ag es la absorbancia de la ECA en

presencia del sustrato (sin muestra); y Age es la absorbancia del sustrato (sin ECA ni muestra).
3.3.4.1.3. Actividad antimicrobiana

Se evalué utilizando el método de difusién en agar, descrito por Cardoso et al. (2012).
Este método implica la siembra de 60 uL de muestra en orificios de 7 mm de didmetro y 5 mm
de profundidad, dispuestos en placas que contienen 15 mL de Agar Nutritivo al 2% (m/v)

adicionadas con el indculo correspondiente.

Las cepas utilizadas fueron Bacillus cereus DBFIQ B 7 (BC), Cronobacter sakazakii
DBFIQ CS 1 (CS), Escherichia coli ATCC 8739 (EC), Listeria monocytogenes DBFIQ LM 24
(LM) y Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213 (SA), seleccionadas entre bacterias
patégenas y/o alterantes de alimentos, que se prepararon a una concentracion inicial en placa de
1-5x10° UFC/mL (segin recuento microbiolégico previo). Las mismas se reactivaron
previamente en Caldo Soja-Tripticasa a partir de sus conservados en ultrafreezer a -80°C,
habiéndose efectuado dos resiembras sucesivas en 5 mL de caldo por 24 h a 37°C. Todo el
procedimiento se realizé en condiciones de esterilidad dentro de un flujo laminar clase II-A

modelo CellGard™ HD ES NU-481-600 de la marca Nuaire (Minneapolis, Estados Unidos).

Las placas se incubaron a 37°C durante 16-24 h después de haber realizado la siembra de
las muestras. Al finalizar el tiempo de incubacién, se midieron los didmetros de los halos de
inhibicidn, los cuales indicaron la presencia de actividad antimicrobiana en las muestras, las que

se analizaron por duplicado.
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3.3.4.2. Estudio de las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos involucrados en la actividad

biologica de los hidrolizados mediante estrategias separativas

El fraccionamiento de los hidrolizados mediante técnicas cromatogréficas se llevo a cabo
con el objetivo identificar las caracteristicas fisicoquimicas de los extractos responsables de las
propiedades bioactivas observadas en la seccién anterior. Al correlacionar estas caracteristicas
con la bioactividad, se buscé obtener una mejor comprensién de los compuestos bioactivos
presentes en los hidrolizados, lo que permitird optimizar sus futuras aplicaciones en formulaciones

alimenticias y terapéuticas.

Como muestra de partida, se utilizaron los hidrolizados obtenidos previamente,
liofilizados y preparados a una concentracién de 4% (m/v) en buffer fosfato 50 mM (pH 7). Estos
fueron acondicionados mediante centrifugacién a 10000 x g durante 10 min a 4°C e inmediata
filtracién utilizando membranas de Nylon de 0,45 um de didmetro de poro (WPH-CF). Los

precipitados remanentes recuperados luego de la centrifugacion se denominaron WPH-P.

Se recolectaron fracciones de 3 mL en todas las técnicas cromatograficas, a las que se les
midi6 la absorbancia a 220, 230, 254 y 280 nm. En funcién del perfil de elucién obtenido, las
fracciones fueron agrupadas y denominadas como FA (fracciones agrupadas), a las cuales se les
determiné la actividad antioxidante (seccién 3.3.4.1.1), la actividad antihipertensiva (seccion

3.3.4.1.2) y el contenido de proteina (seccion 3.3.4.3).
3.3.4.2.1.Cromatografia de filtracién en gel (GFC)

El fraccionamiento de los hidrolizados por tamafio se realizé utilizando el gel Sephadex
G-25, un polimero formado por el entrecruzamiento de dextrano con epiclorhidrina. Este
entrecruzamiento permite la formacién de poros que posibilitan la separacién de moléculas de

entre 1000 a 5000 Da (Figura 12).

La columna cromatogréfica [1,07 cm (didmetro) x 55 cm (alto)] se rellené con 47 mL de
gel [1,07 cm (didmetro) x 52,1 cm (alto)], el cual fue desgasificado previamente mediante
sonicacién durante 30 min y filtracién al vacio en kitosato. A continuacién, la columna se
equilibré con dos voliimenes de columna de buffer fosfato 50 mM (pH 7), también desgasificado
por filtracién al vacio. Posteriormente, se sembraron 2,5 mL de muestra y su elucion con el buffer
de equilibrado se llevé a cabo a un flujo de 0,52+0,02 mL/min, empleando una bomba peristéltica

Masterflex L/S 07522-28 con cabezal Easy-Load II 77201-62 (Vernon Hills, Estados Unidos).
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Figura 12. Esquema de funcionamiento de la columna de cromatografia de filtracion en gel. Figura

modificada de Striegel et al. (2009).
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3.3.4.2.2.Cromatografia de intercambio anidnico débil (IEC-DEAE)

El fraccionamiento de los hidrolizados por carga se realiz6 utilizando la resina DEAE-
Sepharose, compuesta por entrecruzamientos de agarosa y epiclorhidrina y el contraidn
dietilaminoetanol (Figura 13). Este dltimo es el que permite el intercambio de aniones entre la

fase estacionaria y la muestra.
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Figura 13. Esquema de la cromatografia de intercambio aniénico débil.

La columna cromatografica, rellena con 7,4 mL de gel [1,48 cm (didmetro) x 4,3 cm

(alto)], se equilibré con buffer fosfato 50 mM (pH 7). La muestra se diluyé en buffer de
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equilibrado a una relacién 1/20 (v/v) y 50 mL de esta mezcla se recircularon durante 1 h, hasta
absorbancia constante a 280 nm. La elucién se realizé por gradiente escalonado, mediante el
agregado de concentraciones crecientes de NaCl al buffer de partida, desde 0,1 M hasta 2,5 M.
Cada cambio se llevé a cabo cuando la absorbancia alcanzaba un valor constante, similar al

registrado durante la recirculacion de la muestra. El flujo utilizado fue 1,63+0,04 mL/min.
3.3.4.2.3.Cromatografia de intercambio aniénico fuerte (IEC-Q)

El fraccionamiento de los hidrolizados por carga se realizé también utilizando la resina
Q-Sepharose Fast Flow, compuesta por agarosa altamente entrecruzada (6%) y grupos amonios

cuaternarios, que actian como intercambiadores aniénicos (Figura 14).

La columna cromatografica, rellena con 7,66+0,12 mL de gel [1,48 cm (didmetro) x
4,45+0,07 cm (alto)], se equilibré con buffer fosfato 50 mM (pH 7). Las condiciones de trabajo y

el procedimiento fueron iguales a los utilizados para la IEC-DEAE.
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Figura 14. Esquema de la cromatografia de intercambio aniénico fuerte.

3.3.4.2.4.Cromatografia de intercambio catiénico fuerte (IEC-SP)

El fraccionamiento de los hidrolizados por carga se realizé también utilizando la resina
SP-Sepharose Fast Flow, compuesta por agarosa altamente entrecruzada (6%) con grupos de

intercambio de cationes fuertes de sulfopropilo (Figura 15).

La columna cromatografica, rellena con 7,31+0,36 mL de gel [1,48 cm (didmetro) X
4,25+0,21 cm (alto)], se equilibré con buffer fosfato 50 mM (pH 7). Las condiciones de trabajo y

el procedimiento fueron los mismos que los empleados para la IEC-DEAE.
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Figura 15. Esquema de la cromatografia de intercambio catiénico fuerte.

3.3.4.2.5.Cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC)

El fraccionamiento de los hidrolizados segin sus potenciales caracteristicas hidrofébicas
se realizé utilizando el gel Phenyl-Sepharose (Figura 16), compuesto por agarosa reticulada (6%)
y modificada con grupos fenilo aromdticos terminales, unidos a la matriz mediante enlaces éter
no cargados, quimicamente estables. Los grupos fenilos permiten la unién de compuestos
hidrofébicos a través de interacciones de ese tipo (fuerzas de Van der Waals, dipolo transiente-

dipolo transiente, fuerzas de London, entre otras).
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Figura 16. Esquema de la cromatografia de interaccion hidrofébica.
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A diferencia de las cromatografias anteriores, la columna cromatogréfica rellena con 5,3
mL de gel [1,5 cm (didmetro) x 3 cm (alto)] se equilibré con buffer fosfato S0 mM (pH 7) que
contenfa NaCl 3,5 M. La muestra se diluy6 en una relacién 1/20 (v/v) y se le adicion6 NaCl sélido
hasta lograr la misma concentracion que contenia el buffer de equilibrado. Se recircularon 50 mL
de esta mezcla durante 1 h, hasta absorbancia constante a 280 nm, lo que permiti6 la adherencia
de practicamente la totalidad de los péptidos a la resina por medio del efecto salting-out. La
elucion se realizé de manera escalonada mediante el agregado de concentraciones decrecientes
de NaCl al buffer de partida, finalizando con el uso de buffer fostato 50 mM (pH 7). Cada cambio
se realizé cuando se registré un valor de absorbancia constante, similar al observado durante la

recirculacién de la muestra. El flujo utilizado fue 1,5 mL/min.
3.3.4.2.6.Cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa (RP-HPLC)

Las muestras de partida y las fracciones agrupadas obtenidas a partir de las cromatografias
se analizaron por HPLC en fase reversa con el fin de caracterizar el perfil y distribucién de los
péptidos presentes. Para esto se utilizé un equipo Waters 1525 constituido por una bomba binaria
con detector de absorbancia Waters 2487 (longitud de onda de lectura: 215 nm) y una columna
VARIAN Microsorb MV 300-5 C18 (250 x 4,6 mm x %4”), aplicando una temperatura constante
de 30°C y un gradiente de elucién que implicé dos fases méviles [A: dcido trifluroacético (TFA)
0,1% en agua y B: TFA 0,1% en acetonitrilo], segtin el protocolo descrito por Fenoglio et al.

(2016).
3.3.4.3. Determinacion del contenido proteico

La determinacién del contenido proteico se realizé inicialmente utilizando el método de
Bradford, descrito en la seccion 3.4.1. Sin embargo, debido a que la cantidad de proteina presente
en las fracciones cromatogrificas agrupadas era pequeiia, se recurrié a otro método, el del 4cido
bicinconinico propuesto por Walker (2002). Este método se basa en la reduccién de Cu** a Cu*
por la accién de proteinas o péptidos. En medio alcalino, los enlaces peptidicos presentes en estos
compuestos se acomplejan con el Cu**, provocando su reduccién. El ion Cu* resultante forma un
quelato con dos moléculas de la sal disédica del 4cido bicinconinico, dando lugar a la formacién
de un color purpura intenso, cuya maxima absorbancia se registra a 562 nm. La aparicién de esta
coloracién estd relacionada con la estructura macromolecular de las proteinas, el nimero de

enlaces peptidicos y la presencia de cuatro aminodcidos particulares, la L-cisteina, la L-cistina, el

triptéfano y la tirosina.

Para llevar a cabo el ensayo, se mezclaron 2 mL del reactivo de trabajo estandar (Anexo
2.1) con 0,1 mL de muestra a la dilucién correspondiente. Después de 30 min de incubacién a

60°C, y una vez que la mezcla de reaccién tomé temperatura ambiente, se realizé la lectura de la
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absorbancia a 562 nm. Los resultados, obtenidos por duplicado para cada muestra, se expresaron

como cantidad de proteina en pg, teniendo en cuenta la curva de referencia realizada con BSA.
3.4. Estudios de inmovilizacion

Considerando la necesidad de mejorar la estabilidad y reutilizacién de las enzimas, asi
como su adaptacién a procesos de mayor escala, se realizaron estudios de inmovilizacién
orientados a obtener biocatalizadores insolubles con potencial aplicacién industrial. Estos
estudios se estructuraron en tres etapas. En primer lugar, se evaluaron distintas técnicas de
inmovilizacion y, en base a los resultados obtenidos, se procedié a seleccionar una de ellas para
los estudios posteriores. En segundo lugar, se analizé el efecto de distintas concentraciones de
agente activante sobre la inmovilizacién de ambas enzimas, seleccionando una concentracién
especifica para la siguiente etapa. Por tultimo, se evalué la dependencia de la inmovilizacién de

las enzimas con el tiempo de incubacion.
3.4.1. Determinacion del contenido proteico

La determinacion del contenido proteico se llevo a cabo utilizando el método de Bradford
(1976) modificado por Walker (2002). Este método, sencillo y prictico, se basa en la unién del
colorante Coomassie Blue G-250 a las proteinas. Dicha unidn se presenta con el colorante en su
forma aniénica, donde adquiere una coloracién azul con una absorbancia maxima a 595 nm de
longitud de onda. Por lo tanto, la cantidad de proteina se puede estimar a través de la
determinacion de la cantidad de colorante en su forma idnica azul. Para esto, se incubaron 1 mL
de reactivo de Bradford (Anexo 3.1) y 1 mL de muestra (a la dilucién correspondiente) en
oscuridad durante 10 min a temperatura ambiente. El ensayo se realiz6 por duplicado para cada

muestra y el estdndar utilizado para la realizacién de la curva de calibrado fue BSA.
3.4.2. Determinacion de la actividad enzimdtica

La determinacién de la actividad de las muestras se llevé a cabo siguiendo la técnica
descrita en la seccion 3.2.1. El volumen de muestra utilizado fue aquel que permitié alcanzar
valores apreciables de actividad enzimética dentro del tiempo y volumen final de reaccién
estipulados en dicha seccion. Las condiciones de temperatura y pH fueron las seleccionadas a
partir de los resultados obtenidos en los ensayos de la seccién 3.2.2, es decir, 65°C y pH 9 para

Alcalase® y 50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®.

Para la evaluacion de la actividad enzimatica de los biocatalizadores insolubilizados, en
la mayoria de los casos, se utiliz6 una masa de 0,3 g en 8§ mL de una solucién de caseina 10
mg/mL. Luego de 10 min de reaccién a la temperatura y pH estipulados en la seccion 3.2.2, se

extrajeron 1,1 mL de mezcla de reaccidn, a los que se afiadieron 0,5 mL de 4cido tricloroacético
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al 20%. Posteriormente, se continué con el procedimiento descrito en la seccién 3.2.1. Los
resultados se expresaron como actividad total, es decir, los pmoles de L-tirosina liberados por
min (UI), bajo las condiciones de ensayo. El blanco consistié en una solucién de caseina en

ausencia de biocatalizador.
3.4.3. Obtencion de las particulas de quitosano

Las particulas de quitosano se obtuvieron siguiendo el método descrito por Manzo et al.
(2015). Este método implicé la preparacién de una solucién de 4dcido acético al 5% (v/v) en agua
destilada, en la que se disolvié quitosano a una concentracién de 4% (m/v) durante 24 h a
temperatura ambiente. La formacién de las particulas se llevé a cabo mediante el goteo de la
solucién de quitosano sobre una solucién de NaOH 1 M (método de coacervacion), respetando la
relacién volumétrica solucién de quitosano/solucién de NaOH 1/10 (v/v). Una vez formadas, las
particulas se lavaron con agua destilada hasta neutralidad, se secaron superficialmente para

eliminar el exceso de agua y se almacenaron a 4°C hasta su posterior uso.
3.4.3.1. Caracterizacion fisica inicial de las particulas

La caracterizacion de las particulas de quitosano nativas y activadas con glutaraldehido
se llevé a cabo mediante estudios de hinchamiento, tamafio y forma. Estos andlisis, realizados
como una primera aproximacién, permitieron obtener informacién preliminar sobre las
propiedades morfolégicas de los materiales sintetizados. Dado que el objetivo principal de este
trabajo fue la evaluacién del desempeifio de los biocatalizadores inmovilizados, la caracterizacion
fisica del soporte se abordé de forma exploratoria, sentando las bases para futuros estudios mas

detallados.

El hinchamiento se evalu6 a través de los métodos gravimétrico y volumétrico descritos
por Manzo et al. (2018), mientras que el tamafio y la forma de las particulas se estudié mediante

microscopia éptica y microscopia electronica de barrido (SEM) (Manzo et al., 2015).

El método gravimétrico (ec. 27) y el método volumétrico (ec. 28) se emplearon para
evaluar la porosidad y elasticidad relativa de las particulas a través del analisis de la capacidad de
hinchamiento (swelling). La capacidad de hinchamiento se estudi6 a 25°C, utilizando dos
soluciones buffers: fostato 100 mM (pH 7) y carbonato 100 mM (pH 10). Para esto, 1 g de
particulas se incub6 en el buffer correspondiente a distintos tiempos, durante 24 h. Antes y
después de la incubacion, las particulas se pesaron, por un lado, y se les midid la altura alcanzada
en un tubo de vidrio de base plana de 5 mL de volumen total, por otro, para calcular el porcentaje

de hinchamiento, mediante las siguientes ecuaciones:

75



Materiales y métodos

, Wi —Wo
Swellingye (%) = — x 100 27)
0

: hy = ho
Swellingyy (%) = T x 100 28)
0

Donde Swellinguc o Swellinguv es el porcentaje de hinchamiento determinado por el
método gravimétrico o volumétrico, respectivamente; Wo y W, son el peso inicial y final de las
particulas, respectivamente; y ho y h, son la altura inicial y final de las particulas, respectivamente,

a un determinado tiempo.

El anélisis con microscopia Optica, junto con un sistema de cdmara réflex digital, permitid
observar las caracteristicas macroscOpicas de las particulas, como su tamafio, forma y color. Por
su parte, la microscopia electrénica de barrido se utilizé para visualizar la morfologia superficial
de las particulas. Para esto, las particulas se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido y
se liofilizaron (5x107 mbar, 45°C). Luego, se recubrieron con una capa delgada de oro (10 mm,

18 mA, 100 s) y se analizaron con el equipo Carl Zeiss, utilizando el sistema SemAfore.
3.4.4. Proceso de inmovilizacion

Como se menciond con anterioridad, el proceso de inmovilizacién de las enzimas se llevé
a cabo en tres etapas, las cuales se resumen en la Tabla 3. En cada una de las etapas, se determin6
el contenido proteico (seccion 3.4.1) y/o la actividad (seccion 3.4.2) de las muestras obtenidas
(soluciones enzimaticas iniciales, sobrenadantes, lavados, controles) con el fin de realizar un

balance de conservacion de materia y de actividad del proceso de inmovilizacion.

El agua de lavado (buffer y agua destilada) de cada derivado y el sobrenadante
constituyeron la fraccidon de enzima no inmovilizada. Asimismo, se evalud la actividad practica

de los derivados (seccion 3.4.2).
3.4.4.1. Evaluacion de distintas técnicas de inmovilizacion

Alcalase® y Flavourzyme® se inmovilizaron sobre quitosano mediante tres técnicas
diferentes, siguiendo el protocolo propuesto por Zuza et al. (2017), con algunas modificaciones.
Esto permitié explorar distintos mecanismos de unién enzima-soporte, desde la adsorcion fisica,
considerada una técnica suave que preserva la estructura enzimdtica, hasta la inmovilizacién

covalente, que implica una interaccién mas fuerte entre enzima y soporte.
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Tabla 3. Condiciones evaluadas para la inmovilizacién de Alcalase® y Flavourzyme®.

Etapa Estudio Caracteristicas Alcalase® Flavourzyme®
1 Técnicas de Adsorcion 5,5% (m/v) 0,3% (m/v)
inmovilizacion (22 h)
(pH 8’ Tamb)
Reticulacion (22 h) y unién = 5,5% (m/v) * 0,3% (m/v)
covalente (22 h) " 0,2% (v/v) de = 0,004% (v/v) de
GLU para la GLU para la
reticulacion reticulacion
Unioén covalente = 5,5% (m/v) = 0,3% (m/v)
(22 h) = 1% (v/v) de GLU = 0,02% (v/v) de

para la activacion ~ GLU para la

activacion

= 2 hde pre-incubacién enzimadtica

= 30 min de activacién del quitosano

2 Concentraciones  0,05; 1y 2% (v/v) 0,2% (m/v) 0,3% (m/v)
de agente (30 min, pH 9) (pH 9) (pH 8)

activante (Tamb)

= 15 min de pre-incubacién enzimatica

= 2y 4 h deinmovilizacién

3 Tiempo de 1,2,3,4,12,24,48 y 72 h 0,2% (m/v) 0,3% (m/v)
inmovilizacién (pH 9) (pH 8)
(Tamb)

= 15 min de pre-incubacién enzimatica

= Quitosano activado con 2% (v/v) de

GLU
4 Estudios Concentraciones de agente - 0,02y 1% (v/v)
adicionales activante (pH 9, 30 min)
(Tamb) . .
Concentraciones de enzima - 3,2y 6,4% (m/v)
(pH 8, 15 min)
Tiempos de inmovilizacién - 2,6 y24h

(pH 8)

Tamb: temperatura ambiente. GLU: glutaraldehido.
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La inmovilizacién por adsorcién se llevé a cabo incubando las soluciones enzimaticas
[5,5% (m/v) de Alcalase® y 0,3% (m/v) de Flavourzyme® en buffer fostato 100 mM (pH 8)]
durante 2 h a temperatura constante y bajo agitacion (120 rpm). Posteriormente, las particulas de
quitosano se mantuvieron en contacto con las soluciones enzimdticas durante 22 h, manteniendo
las mismas condiciones de temperatura y agitacion, y respetando la relacioén soporte/solucion de
enzima 1/10 (m/v). Al finalizar el tiempo de inmovilizacidn, se extrajeron los sobrenadantes y los
derivados finales se lavaron con buffer fosfato 100 mM (pH 8) seguido de agua destilada, hasta
alcanzar una absorbancia constante a 280 nm. Luego, se secaron con papel de filtro para eliminar
el exceso de agua. Ademads, se realizaron los controles correspondientes, que consistieron en
incubar las soluciones enzimdticas bajo las mismas condiciones de inmovilizacién (24 h,

temperatura ambiente, agitacion), aunque en ausencia de soporte.

Por su parte, la inmovilizacién por reticulaciéon y unién covalente se llevé a cabo
incubando las soluciones enzimadticas [5,5% (m/v) de Alcalase® y 0,3% (m/v) de Flavourzyme®]
en presencia de glutaraldehido durante 22 h a temperatura ambiente y bajo agitacién (120 rpm).
La solucién de glutaraldehido se prepard en buffer fosfato 100 mM (pH 8) al 0,2% (v/v), en el
caso de Alcalase® y al 0,004% (v/v), en el caso de Flavourzyme®. Luego, se siguié el mismo
procedimiento que en la inmovilizacién por adsorcién: 22 h de incubacién en presencia de
particulas de quitosano y lavado posterior hasta absorbancia constante. A su vez, se realizaron los
controles correspondientes, que consistieron en incubar las soluciones enzimaticas bajo las
mismas condiciones de inmovilizacién (44 h, temperatura ambiente, agitacidn, en presencia de

glutaraldehido a la concentracién correspondiente para cada enzima), pero en ausencia de soporte.

Por ultimo, la inmovilizacién por unién covalente se llevo a cabo incubando, por un lado,
las soluciones enzimdticas y, por otro lado, las particulas de quitosano en presencia de
glutaraldehido. Las soluciones enzimdticas se prepararon en buffer fosfato 100 mM (pH 8) al
5,5% (m/v), en el caso de Alcalase® y al 0,3% (m/v), en el caso de Flavourzyme®, y se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente, bajo agitacion (120 rpm). Al mismo tiempo, las particulas de
quitosano se activaron con glutaraldehido preparado en buffer fosfato 100 mM (pH 8) a una
concentracion del 1% (v/v), en el caso de Alcalase®, y 0,02% (v/v), en el caso de Flavourzyme®.
La activacién se realiz6 durante 30 min a temperatura ambiente y bajo agitacion constante (120
rpm), respetando la relacién soporte/solucién de glutaraldehido 1/10 (m/v). Una vez finalizados
los 30 min de incubacioén, los soportes activados se lavaron con agua destilada hasta alcanzar una
absorbancia constante a 280 nm. Posteriormente, las particulas de quitosano activadas se
mantuvieron en contacto con las soluciones enzimaticas durante 22 h, manteniendo las mismas
condiciones de temperatura y agitacion, y respetando la relacién soporte activado/solucion de
enzima 1/10 (m/v). Al finalizar el tiempo de inmovilizacién y con el fin de reducir las bases de

Schiff generadas, asi como los grupos aldehido que quedaron sin reaccionar, se adicioné
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borohidruro de sodio sélido hasta alcanzar una concentracion final de 0,5 mg/mL. Esto permiti6
la formacion de enlaces covalentes C-N simples y estables entre la enzima y el soporte. Después
de 30 min de incubacién en bafio de hielo, se extrajeron los sobrenadantes y los derivados finales
se lavaron con buffer fosfato 100 mM (pH 8), seguido de agua destilada, hasta alcanzar una
absorbancia constante a 280 nm. Luego, se secaron con papel de filtro para eliminar el exceso de
agua. Al igual que en las técnicas de inmovilizacién anteriores, se realizaron los controles
correspondientes, que consistieron en incubar las soluciones enzimdticas bajo las mismas
condiciones de inmovilizacién (24 h, temperatura ambiente, agitacion, en presencia de

glutaraldehido a la concentracion correspondiente para cada enzima), pero sin soporte activado.
3.4.4.2. Evaluacion de la influencia de distintas concentraciones de agente activante

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos preliminares con distintas técnicas de
inmovilizacién, se selecciond la inmovilizacién covalente como la estrategia mds adecuada para
obtener biocatalizadores insolubilizados de Alcalase® y Flavourzyme®. La inmovilizacién
covalente permite una unién mds fuerte entre las enzimas y el soporte, lo que es crucial para
garantizar la reutilizacion y la eficiencia a largo plazo de los biocatalizadores. Para mejorar este
proceso, se evalud la influencia de diferentes concentraciones del agente activante, dado que su
concentracion puede influir directamente en los pardmetros de inmovilizacion. Para ello, la
inmovilizacién covalente de las enzimas se llevd a cabo sobre quitosano activado con
glutaraldehido en distintas concentraciones [0,05; 1 y 2% (v/v)], bajo agitacion constante (120
rpm), durante 2 y 4 h a temperatura ambiente, respetando la relacién soporte activado/solucién de

enzima 1/10 (m/v).

En este sentido, las soluciones enzimdticas se prepararon al 0,2% [(m/v), en buffer
carbonato 100 mM (pH 9)] en el caso de Alcalase®, y al 0,3% [(m/v), en buffer fosfato 100 mM
(pH 8)] en el caso de Flavourzyme®, y se pre-incubaron durante 15 min a temperatura ambiente,
bajo agitacién (120 rpm). Por otro lado, las particulas de quitosano se activaron con glutaraldehido
preparado en buffer carbonato 100 mM (pH 9) a distintas concentraciones [0,5; 1 y 2% (v/v)]. La
activacion se realizé durante 30 min a temperatura ambiente y bajo agitacién constante (120 rpm),
respetando la relacion soporte/solucion de glutaraldehido 1/10 (m/v). Una vez finalizados los 30
min de incubacién, los soportes activados se lavaron con agua destilada hasta alcanzar una

absorbancia constante a 280 nm.

Posteriormente, las particulas de quitosano activadas se mantuvieron en contacto con las
soluciones enzimaticas durante 2 y 4 h a temperatura ambiente y bajo agitacién constante (120
rpm), respetando la relacidon soporte activado/solucién de enzima 1/10 (m/v). Al finalizar el
tiempo de inmovilizacién y con el fin de reducir las bases de Schiff generadas, asi como los grupos

aldehido que quedaron sin reaccionar, se adicioné borohidruro de sodio sélido hasta alcanzar una
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concentracion final de 1 mg/mL. Esto permiti6 la formacién de enlaces covalentes C-N simples
y estables entre la enzima y el soporte. Después de 30 min de incubacion en bafio de hielo, se
extrajeron los sobrenadantes y los derivados finales se lavaron con el buffer de inmovilizacién,
seguido de agua destilada, hasta alcanzar una absorbancia constante a 280 nm. Luego, se secaron

con papel de filtro para eliminar el exceso de agua.

Se realizaron los controles correspondientes, que consistieron en incubar las soluciones
enzimdticas bajo las mismas condiciones de inmovilizacién (2 y 4 h, temperatura ambiente,

agitacion, en presencia de glutaraldehido al 0,5; 1 y 2%), pero sin soporte activado.
3.4.4.3. Andlisis del efecto del tiempo de inmovilizacion

Tras haber seleccionado la técnica de inmovilizacién covalente y evaluado las
concentraciones de glutaraldehido, se procedid a estudiar el efecto del tiempo de inmovilizacién
sobre la eficiencia del proceso. El tiempo de inmovilizacién es un pardmetro crucial, ya que una
exposicién prolongada o insuficiente de las enzimas al soporte puede afectar la formacién de
enlaces covalentes y, por ende, la estabilidad y actividad de los biocatalizadores. En este sentido,
se evalud el efecto del tiempo de inmovilizacién covalente de las enzimas sobre quitosano
activado con glutaraldehido, con el objetivo de determinar el tiempo adecuado que permita una
unién efectiva de las enzimas al soporte sin comprometer su funcionalidad. Estos ensayos se
realizaron bajo agitacién constante (120 rpm) a temperatura ambiente, respetando la relacién

soporte activado/solucién de enzima 1/10 (m/v).

Para esto, las soluciones enzimaticas se prepararon al 0,2% [(m/v), en buffer carbonato
100 mM (pH 9)] en el caso de Alcalase®, y al 0,3% [(m/v), en buffer fostato 100 mM (pH 8)] en
el caso de Flavourzyme® y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente, bajo agitacion.
Por otro lado, las particulas de quitosano se activaron con glutaraldehido al 2% (v/v), preparado
en buffer carbonato 100 mM (pH 9). La activacién se realizé durante 30 min a temperatura
ambiente y bajo agitacion constante, respetando la relacién soporte/solucion de glutaraldehido
1/10 (m/v). Una vez finalizados los 30 min de incubacidn, los soportes activados se lavaron con

agua destilada hasta alcanzar una absorbancia constante a 280 nm.

Posteriormente, las particulas de quitosano activadas se mantuvieron en contacto con las
soluciones enzimdticas durante 72 h a 30°C bajo agitacién constante, respetando la relacion
soporte activado/soluciéon de enzima 1/10 (m/v). Durante la inmovilizacién, se extrajeron
alicuotas de sobrenadante a distintos intervalos de tiempo (1, 2, 3,4, 12, 24,48 y 72 h). Al finalizar
las 72 h de incubacion y tras la extraccion de los sobrenadantes, los derivados se re-suspendieron
en el buffer de inmovilizacion y se les adiciond borohidruro de sodio sélido hasta alcanzar una

concentracion final de 1 mg/mL. Después de 30 min de incubacién en bafio de hielo, se extrajeron
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los sobrenadantes de buffer y los derivados finales se lavaron con el buffer de inmovilizacién,
seguido de agua destilada, hasta alcanzar una absorbancia constante a 280 nm. Luego, se secaron
con papel de filtro para eliminar el exceso de agua. A su vez, se realizaron los controles
correspondientes, que consistieron en incubar las soluciones enzimdticas bajo las mismas
condiciones de inmovilizacién (72 h, temperatura ambiente, agitacion, en ausencia o presencia de

glutaraldehido al 2%), pero sin soporte activado.

Es importante aclarar que, con Flavourzyme®, se realizaron estudios adicionales para
determinar rdpidamente condiciones de inmovilizacién que permitieran obtener un derivado con
actividad, siguiendo el protocolo previamente descripto, pero bajo nuevas condiciones
experimentales. Para ello, la solucién de Flavourzyme® se prepar6 en buffer fosfato 100 mM (pH
8) a dos concentraciones diferentes [3,2 y 6,4% (m/v)]; las particulas de quitosano se activaron
con glutaraldehido al 0,02 y 1% (v/v); y se evaluaron tres tiempos de inmovilizacién: 2, 6 y 24 h.
Una vez obtenidas las nuevas versiones de Flavourzyme® inmovilizada, se continué segtn el
procedimiento ya mencionado: adicién de borohidruro de sodio, incubacién en bafio de hielo,

extraccion de sobrenadantes y lavado de los derivados finales.
3.4.4.4. Pardmetros de inmovilizacion

Los pardmetros de inmovilizacién estimados a partir de los datos de proteina y actividad

fueron los siguientes:

=  Proteina residual (P;), calculada mediante la ecuacion (ec. 29):

Py
P (%) ==—x 100
P00 =7, (29)
Donde Py es la proteina total presente en el sobrenadante a un tiempo de inmovilizacién
especifico, x es el tiempo de inmovilizacién y Py es la proteina total dada inicialmente (tiempo

cero) al soporte.

= Rendimiento de inmovilizacion, en términos de proteina (1)), obtenido a partir de la ecuacién

(ec. 30):

P;
0, —_
1, (%) P, x 100 30)
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Donde P; es la proteina tedrica total inmovilizada, calculada por diferencia entre la
proteina total dada al soporte (Po), aquella presente en los lavados y la que se encuentra en el

sobrenadante remanente.

=  Actividad residual (A), calculada mediante la ecuacién (ec. 31):

A
A, (%) = -2 x 100
Ao 3D

Donde A es la actividad total presente en el sobrenadante a un tiempo de inmovilizacién
especifico, x es el tiempo de inmovilizacién y Ay es la actividad total dada inicialmente (tiempo

cero) al soporte.

= Rendimiento de inmovilizacion, en términos de actividad (1a), obtenido mediante la ecuacién

(ec. 32):

A;
op) = L
Ng (%) 7, x 100 (32)

Donde A; es la actividad tedrica total inmovilizada, calculada por diferencia entre la
actividad total dada al soporte (Ao), aquella presente en los lavados y la que se encuentra en el

sobrenadante remanente.
= Actividad tedrica especifica (AE), calculada a partir de la ecuacién (ec. 33):

UL\ A
P;

mg (33)

Donde A; y P; son la actividad o la proteina tedrica total inmovilizada, respectivamente,
calculadas por diferencia entre la actividad o proteina total dada al soporte, aquella presente en

los lavados y la que se encuentra en el sobrenadante remanente.

= Actividad tedrica equivalente (AE,), obtenida mediante la ecuacion (ec. 34):

AE, (%) = Akt 100
q \70 " AE, (34)

Donde AF; es la actividad tedrica especifica inmovilizada y AE, es la actividad especifica

dada inicialmente al soporte.
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3.5. Caracterizacion bioquimica, funcional y cinética de Alcalase® y Flavourzyme® en

estado inmovilizado

Con el objetivo de comprender el comportamiento catalitico de Alcalase® 'y
Flavourzyme® en estado inmovilizado, y compararlo con sus formas libres, se realizaron ensayos
orientados a su caracterizacion bioquimica, funcional y cinética. Estas evaluaciones permitieron,
ademds, determinar el potencial de los biocatalizadores insolubilizados en aplicaciones
industriales, como la hidrélisis de proteinas en condiciones controladas y su posible reutilizacion.
La Tabla 4 resume las condiciones experimentales bajo las cuales se llevaron a cabo los distintos

ensayos.

Tabla 4. Resumen de las condiciones evaluadas a lo largo de los ensayos de caracterizacion de las

enzimas en estado inmovilizado.

Caracterizacion Estudios Alcalase® inmovilizada Flavourzyme® inmovilizada
Bioquimica Condiciones 6ptimas 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65 y
75 y 80°C (pH 9) 70°C (pH 8)

4,6,7,7,5;8;8,5;9;9,5; 10, 4,6,7,7,5;8;8,5;9;9,5; 10,

11y 12 (70°C) 11y 12 (50°C)
Funcional Estabilidad frente a la 60, 65, 70 y 80°C 35, 40,45 y 50°C
temperatura y frente al (pH 8) (pH 7.5)
pH
6,7,8,9y 10 (65°C) 5;6,5;7,5;8,5y9,5 (35°C)

Tiempos de incubacién: 0, 30, 60, 240 y 720 min

Estabilidad operacional 5 ciclos de hidrélisisa 70°Cy 5 ciclos de hidrélisis a 50°C y

pH 8 pH7.5
Estabilidad de 150 dias a 4°C
almacenamiento Tiempos de incubacién: 30, 60, 90, 120 y 150 dfas
Cinética Actividad con distintas Caseina: 0, 49,1, 98,3, 147,4 y 196,6 uM
concentraciones de Derivado: 0,15; 0,3y 0,6 g

sustrato y masas de

derivado

La caracterizacion bioquimica implicé la evaluacién de la actividad enzimética de los
derivados a distintas temperaturas o a distintos valores de pH. Por su parte, la caracterizacion
funcional de los biocatalizadores insolubilizados se realizé mediante el estudio de las siguientes
estabilidades: térmica, frente al pH, operacional y durante el almacenamiento. Finalmente, la
caracterizacion cinética se llevé a cabo utilizando distintas concentraciones de sustrato y distintas

masas de derivado en los ensayos de determinacién de la actividad.
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La actividad de los biocatalizadores insolubles se determiné por duplicado, siguiendo la
metodologia descrita en la seccién 3.4.2, en la cual la hidrdlisis se realizé con 8§ mL de una

solucién de caseina a 10 mg/mL y 0,3 g del derivado enzimaético.
3.5.1. Estudios de temperatura y pH optimos

La buisqueda de las condiciones de actividad en donde los derivados son mds activos
implicé evaluar su actividad a distintas temperaturas, por un lado, y a distintos valores de pH, por

otro.

En una primera instancia, la actividad de Alcalase® inmovilizada se analizé en el rango
de temperaturas de 30 a 80°C (pH 9). Por su parte, la actividad de Flavourzyme® inmovilizada se
estudié en el rango de 30 a 70°C (pH 8). En una segunda instancia, se analiz6 la actividad de
ambas enzimas inmovilizadas en un rango de pH de 4 a 12 a la temperatura en la que se registrd

la méxima actividad, es decir, a 70°C para Alcalase® y a 50°C para Flavourzyme®.

Los resultados se expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la mayor

actividad enzimatica de los derivados a las condiciones de temperatura o de pH analizadas.
3.5.2. Evaluacion de la estabilidad frente a la temperatura y frente al pH

La estabilidad de las enzimas inmovilizadas se evalud incubdndolas a distintas
temperaturas, por un lado, y a distintos valores de pH, por otro, manteniendo estas condiciones

constantes durante el tiempo de incubacién evaluado.

En una primera instancia, se analiz6 la estabilidad térmica incubando 6 g de derivado en
el buffer correspondiente a temperatura constante, respetando la relacién derivado/buffer 1/10
(m/v). En el caso de Alcalase®, se trabajé a 60, 65, 70 y 80°C con buffer Tris-HCI 100 mM (pH
8) vy, en el caso de Flavourzyme®, las incubaciones se realizaron a 35, 40, 45 y 50°C empleando
buffer fosfato 100 mM (pH 7,5). Durante la incubacién, se extrajeron alicuotas de 1,5 g que se
filtraron inmediatamente y se secaron para determinar la actividad remanente, utilizando 0,3 g de
derivado y 8 mL de caseina 10 mg/mL. Las condiciones de temperatura y pH para la
determinacion de la actividad fueron las seleccionadas a partir de los resultados obtenidos en los
ensayos de la seccion 3.5.1, es decir, 70°C y pH 8 para Alcalase®, y 50°C y pH 7,5 para

Flavourzyme®.

En una segunda instancia, se analiz6 la estabilidad frente al pH incubando 6 g de derivado
en el buffer correspondiente a temperatura constante, respetando la relacién derivado/buffer 1/10
(m/v). En el caso de Alcalase®, se trabajé a pH 6, 7, 8, 9 y 10 (65°C) y, en el caso de
Flavourzyme®, las incubaciones se realizaron a pH 3, 6,5, 7,5, 8,5 y 9,5 (35°C). Posteriormente,

se continud de la misma manera que en la evaluacién de la estabilidad térmica.

84



Materiales y métodos

Los tiempos de extraccion definidos fueron 30, 60, 240 y 720 min. Los resultados se
expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la actividad enzimética de los
derivados a tiempo cero. Los pardmetros de inactivacién se estimaron por regresion no lineal de
datos obtenidos, siguiendo el modelo exponencial de dos pardmetros de Sadana-Henley y la

ecuacién Arrhenius, tal como se describieron en la seccion 3.2.3.1.
3.5.3. Estudios de estabilidad operacional

La estabilidad operacional de las enzimas inmovilizadas se estudié sometiéndolas a cinco
ciclos consecutivos de hidrélisis de caseina, utilizando 0,3 g de derivado y 8 mL de caseina 10
mg/mL. Las condiciones de temperatura y pH para los ciclos de hidrdlisis fueron las seleccionadas
a partir de los resultados obtenidos en los ensayos de la seccién 3.5.1, es decir, 70°C y pH 8 para
Alcalase®, y 50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®. Luego de cada ciclo, los derivados se filtraron

y lavaron con exceso de agua destilada hasta alcanzar una absorbancia constante a 280 nm.

Los resultados se expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la

actividad de los derivados en el primer ciclo de hidrélisis.
3.5.4. Evaluacion de la estabilidad durante el almacenamiento

La estabilidad durante el almacenamiento de las enzimas inmovilizadas se evalud
incubdndolas a 4°C durante 150 dias. La actividad se midié luego de 30, 60, 90, 120 y 150 dias
de almacenamiento, utilizando 0,3 g de derivado y 8 mL de caseina 10 mg/mL. Las condiciones
de temperatura y pH para la determinacion de la actividad fueron las seleccionadas a partir de los
resultados obtenidos en los ensayos de la seccién 3.5.1, es decir, 70°C y pH 8 para Alcalase®, y

50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®.

Los resultados se expresaron como actividad relativa (%), tomando como 100% la

actividad de los derivados luego de haber sido sintetizados (dia 0).
3.5.5. Estudios cinéticos

El comporamiento y pardmetros cinéticos de las enzimas inmovilizadas se evaluaron
utilizando diferentes concentraciones de caseina (0-196,6 pM) y distintas masas de derivado
(0,15; 0,3 y 0,6 g). Las condiciones de temperatura y pH utilizadas fueron las seleccionadas a
partir de los resultados obtenidos en los ensayos de la seccion 3.5.1, es decir, 70°C y pH 8 para

Alcalase®, y 50°C y pH 7,5 para Flavourzyme®.

Los pardmetros cinéticos se estimaron empleando la cinética de Michaelis-Menten,

descrita en la seccion 3.2.4.
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3.6. Evaluacion tecnolégica de los hidrolizados obtenidos empleando los derivados

sintetizados

Una vez seleccionadas las condiciones 6ptimas de inmovilizacidn, los biocatalizadores
insolubles sintetizados se aplicaron al proceso de hidrélisis del concentrado de proteinas de suero,
con el objetivo de evaluar su desempefio en condiciones de escalado. Esta etapa permiti6 no solo
validar la funcionalidad de los derivados en un sistema de mayor volumen, sino también obtener

hidrolizados con potencial aplicacién en el desarrollo de ingredientes bioactivos.

Aunque las condiciones experimentales para la obtencién de los hidrolizados difieren de
las utilizadas en los ensayos previos con Alcalase® libre, el cambio fue motivado por la necesidad
de adaptarse a enfoques mds recientes y optimizados, tal como se propone en el protocolo de
Eberhardt et al. (2025). Este protocolo involucré la produccién de dos hidrolizados diferentes:
uno obtenido exclusivamente por la accién de Alcalase® y otro producido mediante una hidrolisis
secuencial con ambas enzimas, iniciando con Alcalase® y continuando con Flavourzyme®. Para
ello, se buscé emular el proceso de obtencién de ambos hidrolizados utilizando las enzimas
inmovilizadas. Cabe destacar que los ingredientes obtenidos empleando las enzimas en estado

libre, evidenciaron numerosas propiedades bioquimicas, funcionales y bioldgicas de interés.

Antes de proceder al escalado propiamente dicho, se llevaron a cabo pruebas pre-escalado
utilizando volimenes menores de sustrato con el objetivo de definir la temperatura de hidrdlisis
y la masa de catalizador inmovilizado [relacién enzima/sustrato (m/m)] adecuadas para el proceso

a gran escala.
3.6.1. Preparacion del WPC-80

El concentrado de proteinas de suero lacteo se prepard al 8% (m/v) de proteinas en agua
destilada (WPC8%). Para esto, el polvo del WPC-80 se suspendi6 en un 80% del volumen total
y se disolvié gradualmente a temperatura ambiente con agitacién magnética. La muestra se
mantuvo en agitacion de 30 a 60 min, se trasvasé seguidamente al matraz correspondiente y se

almacené a 4°C overnight, hasta su uso.

Antes de iniciar la hidrdlisis, la soluciéon de WPC8%, disuelta en agua destilada, se ajustd
a la temperatura de reaccion, registrandose un pH inicial de 6,15+0,07, y posteriormente se llevé

a pH 8,5 mediante la adicién de NaOH 1 M.
3.6.2. Pruebas preliminares

La hidrdlisis de la soluciéon de WPC8% a menor escala se llevé a cabo utilizando un
reactor tipo batch acoplado a un bafio de recirculacién térmica con control de temperatura, un

electrodo de pH y una bureta de titulacion, tal como se describi6 en la seccién 3.3.2.
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En el caso de Alcalase®, la hidrdlisis de 60 mL de solucién de WPC8% se llevé a cabo
utilizando diferentes temperaturas (50, 55 y 60°C) y distintas masas de derivado [5, 10y 15 g
equivalentes a 2,2; 4,3 y 6,5% (m/m) de proteinas]. En el caso de Flavourzyme®, la hidrolisis de
60 mL del hidrolizado obtenido con Alcalase® también se realiz6 a diferentes temperaturas (45
y 50°C) y distintas masas de derivado [2, 5 y 8 g equivalentes a 8,6; 21,5 y 34,4% (m/m) de
proteinas]. La temperatura y la relacion enzima/sustrato seleccionadas fueron aquellas que
permitieron obtener, en un tiempo viable, un grado de hidrélisis comparable al reportado por
Eberhardt et al. (2025) (15,29+0,15 y 19,18+1,00%, respectivamente). El grado de hidrdlisis se
calculé empleando el método de pH-stat descrito en la seccién 3.3.3, teniendo en cuenta que se

utiliz6 NaOH 1 M para mantener constante el pH de reaccion (pH 8,5).
3.6.3. Obtencion cuantitativa de hidrolizados

La hidrdlisis de la solucion de WPC8% a gran escala se llevd a cabo utilizando un
fermentador BioStat A Plus MO, equipado con bombas peristilticas, electrodo de pH y
termémetro. De las tres bombas peristélticas disponibles, s6lo se utilizé una para la adicion NaOH
1 M, lo que permitié mantener constante el pH de la reaccién en 8,5. Para facilitar el monitoreo
del proceso, se realizé un registro automético de la base consumida, el pH y la temperatura de
reaccion utilizando el programa Module Operator Service (MFCS/DA, Versioén 2.1, level 18,
Copyright© 1994-2002, B. Braun Biotech International).

En el caso de Alcalase®, la hidrdlisis de 1,5 L de solucién de WPC8% se llevé a cabo a
55°C y a pH 8,5, utilizando 375 g de derivado [6,5% (m/m) de proteinas], por duplicado. Para
este proceso, se utilizé un bafio de agua para mantener constante la temperatura de reaccién y un
agitador con paletas, dado el volumen de sustrato involucrado, lo que permitié una distribucién
homogénea del derivado. Como se menciond anteriormente, el sustrato almacenado a 4°C se llevo
a la temperatura y pH de reaccién antes de iniciar la hidrdlisis. La reaccion de hidrélisis se inicid
con el agregado de Alcalase® inmovilizada y, una vez alcanzado el grado de hidrdlisis definido,

el derivado se filtré inmediatamente y se lavé con agua corriente, seguida de agua destilada.

El hidrolizado de WPC-80 obtenido, denominado WPH-A, se trat6 de diferentes maneras
para su posterior caracterizacion. Por un lado, un parte del hidrolizado se someti6 a un tratamiento
térmico (80°C, 20 min, 120 rpm) con el objetivo de inactivar la enzima liberada durante la
hidrdlisis como consecuencia, por ejemplo, de una posible erosién de las particulas. Por otro lado,
una parte del volumen del hidrolizado obtenido se dejé sin tratar. Ambos hidrolizados, tratado y
sin tratar térmicamente, se sometieron a dos técnicas de secado: liofilizacién y secado por
aspersion (spray-drying), descritas en la seccion 3.6.3.1. Ademads, 1 L de hidrolizado tratado se
apart6 para obtener el segundo hidrolizado, denominado WPH-AF, mediante una hidrélisis

secuencial con Flavourzyme® inmovilizada.
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La hidrdlisis secuencial de 500 mL de soluciéon de WPH-A se llevé a cabo a 50°C y a pH
8,5, utilizando 67 g de derivado [34,4% (m/m) de proteinas], por duplicado. Para este proceso, se
utiliz6 un agitador magnético a 200 rpm, que garantizd una distribucion homogénea del derivado,
junto con un reactor tipo batch de vidrio de doble camisa de 1,5 L de volumen efectivo, conectado
a un bafio con recirculacién de agua para mantener constante la temperatura de hidrdlisis. La
reaccion se inicid con el agregado de Flavourzyme® inmovilizada y, una vez alcanzado el grado
de hidrdlisis definido, el derivado se filtr6 inmediatamente y se lavd con agua corriente, seguido
de agua destilada. El segundo hidrolizado obtenido, denominado WPH-AF, se trat6 de la misma

manera que el WPH-A.

El uso de dos métodos de secado se fundament6 en el estudio del posible efecto que el
proceso podria tener sobre diversas propiedades fisicoquimicas, tecnofuncionales y biolégicas de

interés presentes en los ingredientes producidos.
3.6.3.1. Métodos de secado aplicados: liofilizacion y aspersion

El secado por liofilizacién de las muestras congeladas a -18°C se realiz6 utilizando el
liofilizador de laboratorio marca Heto, equipado con una torre Manifold (colector de vacio),
siguiendo el protocolo propuesto por Kleekayai et al. (2022). La cdmara de condensacién de
humedad oper6 a una temperatura de -50°C, logrando una diferencia térmica superior a 20°C entre

la muestra y la cdmara. El vacio final alcanzado fue de 0,2 mbar.

Por su parte, el secado por aspersién de las muestras almacenadas a 4°C se llevé a cabo
con el secador spray de laboratorio marca Biichi, siguiendo el protocolo descrito por Islam et al.
(2013) y Lavari et al. (2014), con algunas modificaciones. Se utiliz6 un flujo de aire de
pulverizaciéon de 45 vvm (473 L aire/h), con temperaturas de entrada y salida de 165 y 75°C,
respectivamente. El flujo del aspirador se ajusté al 100%, mientras que el flujo de la bomba
peristéltica fue del 11%, correspondiente a un caudal aproximado de 4,5 mL/min. El flujo de agua
de enfriamiento del condensador se mantuvo en 0,2 L/min, con una humedad relativa de 70% en
la salida de la unidad del condensador y una temperatura de bulbo de 43°C. El vacio final

alcanzado fue de 0,2 mbar.
3.6.4. Caracterizacion de los hidrolizados

Los hidrolizados obtenidos se caracterizaron mediante distintos ensayos para evaluar no
s6lo la presencia de propiedades fisicoquimicas, tecnofuncionales y bioldgicas, sino también para
estudiar el efecto del tratamiento térmico de inactivacidon enzimatica y del método de secado
utilizado sobre la calidad global de los ingredientes obtenidos. En la Tabla 5 se visualiza un

resumen general de estos ensayos.
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Tabla 5. Ensayos de caracterizacion de los hidrolizados obtenidos.

Caracterizacion Ensayos realizados

Fisicoquimica Andlisis termogravimétrico (TGA)
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
Humedad
Microscopia electrénica de barrido

RP-HPLC

Tecnofuncional Hidrofobicidad superficial
Indice de humectabilidad o mojabilidad
Rendimiento del secado

Solubilidad

Bioldgica Actividad antioxidante

3.6.4.1. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El estudio se realiz6 utilizando un equipo termogravimétrico Mettler Toledo, operado con
el Software STARe, mediante el cual se determinaron los cambios de masa en funcién de la
temperatura. Para ello, se pesaron 5 a 10 mg de muestra en una bandeja de aluminio y se
calentaron a una temperatura de entre 30 y 300°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.
Se utiliz6 una bandeja de aluminio vacia como referencia en cada prueba (Veldre et al., 2011;

Tejedor et al., 2018).
3.6.4.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La caracterizacién molecular de las muestras se llevé acabo mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fournier. En primer lugar, el bromuro de potasio (KBr) se sec6 en
un horno a 100+1°C durante 24 h para eliminar la humedad. Seguidamente, se prepar6 una mezcla
de cada ingrediente con KBr en una proporcién de 1:1000, la cual se moli6é en un mortero hasta
obtener una masa homogénea. Luego, cada mezcla se prensd en una prensa hidrdulica manual
Shimadzu (Kioto, Japon) a 6 bar durante 5 min para formar una tableta sélida. A continuacion,
los espectros fueron registrados en un espectrometro FTIR-8201PC Shimadzu (Kioto, Japén) en
el rango de frecuencia de 400 a 4000 cm!, con una resolucién de 4 cm™ y 40 barridos por espectro.
Para eliminar las interferencias causadas por la humedad y los gases, se utiliz6 el espectro del aire
como referencia. Ademads, la linea base de cada espectro se ajusté y estandarizé para su

comparacion.
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3.6.4.3. Humedad

El contenido de humedad de los polvos obtenidos se determindé mediante el método
gravimétrico (AOAC International, 2000). Para ello, una masa determinada de cada muestra se
calent6 en estufa a 105°C durante 24 h. Luego de enfriar las muestras a temperatura ambiente, se
registraron los pesos de las muestras secas y se calcul6 el contenido de humedad (%) de la

siguiente manera (ec. 35):

Peso;,;.iq1 — Peso
Humedad (%) = ";Z:; — % % 100 (35)
nicia

3.6.4.4. Microscopia electronica de barrido

El andlisis del didmetro y morfologia de las particulas de los diferentes polvos se realiz
a partir de las imdgenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido (Phenom-World Pro),
utilizando aumentos incrementales de 150x a 25000x. El Software del equipo SEM permitié
determinar in situ el rango de tamaiio de cada muestra ensayada (Kougoulos et al., 2010; Chegini
et al., 2014). Asimismo, las imdgenes obtenidas fueron procesadas para conocer la distribucién,
forma y tamaio de las particulas de cada polvo empleando el Software de libre acceso ImageJ

version 1,54k (Rasband, 1997-2025).
3.6.4.5. RP-HPLC

El andlisis de HPLC de fase reversa se realiz6 segun el protocolo propuesto por Fenoglio
et al. (2016), descrito en la seccion 3.3.4.2.6. Para esto, las muestras obtenidas se reconstituyeron
al 2% (m/v) en agua Milli-Q, siguiendo el protocolo propuesto por Eberhardt et al. (2025), para

obtener una concentracion de trabajo del 1% (m/v).
3.6.4.6. Hidrofobicidad superficial

La hidrofobicidad superficial se midié utilizando la sal de amonio del 4cido 8-anilino-1-
naftalensulfénico (ANSA) como agente de fluorescencia (Chutinara et al., 2024). Para ello, en un
tubo de microcentrifuga se mezclaron 2 mL de muestra a una concentracion con 25 pL. de una
solucién de ANSA 8 mM preparada en buffer fosfato 100 mM (pH 7). Cada muestra se prepard
en un rango de concentraciones de 0,025 a 0,8 mg/mL de proteinas y se ensayé individualmente
cada concentracion, midiendo la fluorescencia producida. Luego de 15 min de incubacién a
temperatura ambiente y en oscuridad, se midi6 la intensidad de la fluorescencia utilizando un
fluorimetro modelo LS-55 marca Perkin Elmer (Waltham, Estados Unidos), equipado con una
cubeta de cuarzo sub-micro de cuatro caras limpias especial para fluorescencia, a una longitud de

onda de excitacion y emision de 390 y 470 nm, respectivamente. El blanco del ensayo lo
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constituy6 una solucién buffer de fostato 10 mM (pH 7) con 10 uL de solucién de ANSA (control
negativo). Con los resultados obtenidos, se efectud la grifica de intensidad de fluorescencia
relativa versus la concentracion (mg/mL) y se realizé el ajuste de los datos a un modelo lineal
empleando el Software OriginPro 9.0 64Bit. La pendiente de la recta obtenida se determiné como
la hidrofobicidad superficial cada muestra. Asimismo, se midié el valor de intensidad de
fluorescencia de todas las muestras a las diferentes diluciones sin el agregado de ANSA (control

de muestra). Todos los ensayos y controles se efectuaron por triplicado.
3.6.4.7. Indice de humectabilidad o mojabilidad

El mismo se determind vertiendo 13 g de muestra en un embudo colocado sobre un vaso
de precipitados de 400 mL que contenia 100 mL de agua destilada a 20°C. La salida del embudo
se mantuvo bloqueada con una mano de mortero de vidrio, la que se retir6 para permitir el contacto
entre el polvo y el agua. Simultdneamente, se inici6 un crondmetro. El tiempo de humectabilidad
se definié como el tiempo que tardaron las particulas de polvo en sumergirse completamente,

mediante evaluacion visual (Syll et al., 2016).
3.6.4.8. Rendimiento de secado

El rendimiento de recuperacién mdsica se estimo a partir de las masas de polvo obtenidas
mediante los métodos de secado por liofilizacién y aspersion. Luego de procesar el volumen total
de muestra utilizado en cada caso, se estimaron las masas y se calcularon los rendimientos

porcentuales en comparacién con la masa inicial de la muestra de WPC8%.
3.6.4.9. Solubilidad

La solubilidad de las muestras se determiné siguiendo el método propuesto por Garofuli¢
et al. (2016). Se coloc6 1 g de polvo en un tubo de centrifuga de vidrio con 10 mL de agua
destilada y se agit6é vigorosamente durante 1 min en un vibrador vértex. Posteriormente, el tubo
se mantuvo en un bafio de agua a 37°C durante 30 min y, por dltimo, se centrifugd (centrifuga
marca Capp) a 820 x g durante 10 min. El sobrenadante obtenido se sec6 en una estufa de

laboratorio a 105°C por 24 h o hasta alcanzar un peso constante.

La solubilidad se calculé utilizando la siguiente férmula (ec. 36):

Solubilidad (%) = 5= x 100 36)

€SOinicial
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3.6.4.10. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué utilizando el reactivo acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y el protocolo de Re et al. (1999) descrito en la seccion 3.3.4.1.1.
Para esto, tanto los ingredientes obtenidos como los controles se reconstituyeron al 0,088% (m/v),

empleando agua ultrapura.
3.7. Andlisis estadistico

Las determinaciones se realizaron por duplicado o triplicado, segin lo especificado para
cada técnica empleada. Los promedios y las desviaciones estdndar se calcularon utilizando
Microsoft Excel® (Office 2016). Las representaciones graficas y las regresiones se elaboraron con

el Software OriginPro 9.0 64Bit (Copyright© 1991-2013, OriginLab Corporation).

Los andlisis de varianza (ANOVA) se llevaron a cabo con Statgraphics Centurion XV
15.2.06 (StatPoint Technologies, Estados Unidos). Se utiliz6 el andlisis de varianza unidireccional
(One-Way ANOV A) con comparacién miiltiple de medias mediante la prueba de menor diferencia
significativa de Fisher para evaluar el efecto de la variable estudiada sobre la respuesta obtenida,
con un nivel de confianza del 95%. En los casos en que fue necesario estudiar el efecto de mds de
un factor sobre las respuestas obtenidas, se aplicé el andlisis multifactorial de varianza
(Multifactor ANOVA), utilizando la suma de cuadrados de tipo III, también con un nivel de

confianza del 95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizaciéon bioquimica, funcional y cinética de Alcalase® y Flavourzyme® en

estado libre

La sintesis de biocatalizadores insolubles requiere del conocimiento del comportamiento
del catalizador en su estado libre. Por ello, es fundamental realizar una caracterizacion
fisicoquimica y funcional exhaustiva de la actividad de las enzimas hidroliticas, con el fin de
poder comparar o identificar los cambios o alteraciones que puedan llegar a ocurrir como

resultado de la inmovilizacion.

Para caracterizar las enzimas desde un punto de vista bioquimico, funcional y cinético, se
realizaron ensayos bajo distintas condiciones de incubacion y reaccién. En la caracterizacién
bioquimica, se evalud la actividad enzimadtica a diversas temperaturas y valores de pH, ademads
de estudiar el efecto de ciertos cationes metalicos sobre la actividad. La caracterizacion funcional
se centrd en pruebas de estabilidad térmica, estabilidad frente al pH y productividad. Finalmente,
la caracterizacion cinética se llevd a cabo mediante variaciones en las concentraciones de enzima

y sustrato.
4.1.1. Estudios de temperatura y pH dptimos

La actividad relativa de Alcalase® y Flavourzyme® a distintas temperaturas y valores de
pH se muestra en la Figura 17, en donde es posible observar un incremento de la actividad de las
enzimas, como consecuencia del aumento de la temperatura, hasta 65°C en el caso de Alcalase®,
y hasta 50°C en el caso de Flavourzyme®. A partir de estas temperaturas, la actividad disminuye
al continuar el aumento de la variable, llegando incluso a observarse actividad nula de
Flavourzyme® a la temperatura mds alta del rango estudiado (70°C). Este comportamiento es
caracteristico de las reacciones enzimadticas: el aumento de temperatura incrementa la velocidad
de reaccidn hasta cierto punto y, luego, ocasiona la desnaturalizacién de la enzima, reduciéndose
asf la velocidad de reacciéon (Kumar et al., 2009). Por lo tanto, para los ensayos a distintos valores
de pH se utilizé la temperatura a la cual las enzimas presentaron los valores mas altos de actividad

(100% de actividad relativa), es decir, 65°C para Alcalase® y 50°C para Flavourzyme®.

A diferencia de lo observado en los ensayos a distintas temperaturas, la actividad de las
enzimas frente a diferentes valores de pH no presentd solamente un aumento o una reduccidn,
sino también valores de actividad similares o nulos. En el caso de Alcalase®, no se presentaron
diferencias significativas entre los pH 4 y 5, entre los pH 7, 7,5, 8 y 8,5 y entre los pH 9y 9,5.
Sin embargo, se observé un aumento de la actividad al incrementar el pHde 5a7yde8,5a09,
seguido de una reduccidén desde el pH 9,5 hasta el pH 12. Por lo tanto, los valores mds altos de

actividad relativa para Alcalase® se observaron apH 9y 9,5.
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Figura 17. Actividad relativa de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado libre, evaluada a distintas

temperaturas o valores de pH. Se tomé como 100% de actividad a la condicién que arrojé el méximo para

cada ensayo en cada condicién. Resultados del ANOVA: letras mintsculas o mayusculas diferentes, para
cada enzima, indican diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados a distintas temperaturas o

valores de pH, respectivamente.

En el caso de Flavourzyme®, la actividad fue nula en varias condiciones de pH evaluadas
(pH 4, 5, 9,5, 10, 11 y 12) y se evidenciaron aumentos o disminuciones entre los pH 6 y 7,5 y
entre los pH 7,5 y 9,5, respectivamente. Por ende, los mayores valores de actividad para esta
enzima se registraron a pH 7,5. Este comportamiento depende de la estructura aminoacidica (y,
por lo tanto, de su mecanismo de reaccidn) asociada de ciertos grupos ionizables presentes en las
enzimas en las condiciones de pH evaluadas, los cuales usualmente estdn involucrados en los
sitios activos. Alcalase®, como su nombre lo indica, es una proteasa bacteriana alcalina (Tacias-
Pascacio et al., 2020) que destaca por su actividad y estabilidad a valores de pH alcalinos. Por su
parte, Flavourzyme® es una mezcla de proteasas fiigicas que se caracteriza por hidrolizar sustratos
en condiciones preferentemente neutras o ligeramente dcidas (Yust et al., 2007). A partir de estos
resultados, se seleccionaron los pH 9 y 7,5 para los siguientes ensayos de caracterizaciéon de
Alcalase® y Flavourzyme®, respectivamente (los cuales corresponden al 100% de actividad

relativa).

Se aprecié una evidente consistencia entre los resultados obtenidos y la bibliografia
analizada (Ferreira et al., 2003; Vafabakhsh et al., 2013; Wang et al., 2014; Merz et al., 2015a;
Merz et al., 2015b; Liao & Huang, 2019; Magalhies et al., 2022), siendo las pequeiias diferencias
observadas atribuibles a las particularidades de cada estudio de caracterizacion (tipo de sustrato

usado, variante comercial de la enzima usada, tipo de ensayo de optimizacion, etc.).
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4.1.2. Evaluacion de la estabilidad frente a la temperatura y frente al pH

La actividad de las enzimas pre-incubadas a distintas temperaturas y tiempos se muestra

en la Figura 18 (Tablas A4.1 y A4.2, Anexo 4).

100
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Actividad relativa (%)
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(A) (B)

Figura 18. Estabilidad frente a la temperatura de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado libre. El
100% de actividad enzimatica se definié como la actividad de cada preparacién al comienzo del ensayo

(sin pre-incubacion).

En términos generales, es posible observar que la actividad se reduce con el incremento
de la temperatura y del tiempo de incubacidn, llegando incluso a valores nulos a las temperaturas
mas altas de los rangos evaluados. Alcalase® y Flavourzyme® mantuvieron valores considerables
de actividad en el rango de 50-60°C y de 40-45°C, respectivamente; mientras que, los valores mas
bajos se presentaron entre 65 y 80°C, en el caso de Alcalase® y entre 50 y 60°C, en el caso de
Flavourzyme®. A temperaturas elevadas, la actividad de ambas enzimas decayé rapidamente y

se mantuvo constante hasta el momento final de la incubacién o fue practicamente nula.

Puntualmente, a 50°C Alcalase® mantuvo un 72,70+3,92% de la actividad inicial al
tiempo final de incubacién evaluado (240 min). A ese mismo tiempo y a 55°C, la actividad fue
menor (15,34+0,89%). Para el resto de las temperaturas, la actividad relativa fue nula a los 240
min de pre-incubacién. A 55°C y 120 min y, a 60°C y 40 min de pre-incubacién, Alcalase®
mostrd valores de actividad cercanos al 50%; mientras que, a 65, 70 y 80°C este porcentaje se
alcanz6 a los 20 min, 10 min y antes de los 2 min de pre-incubacién, respectivamente. A estas
dos tltimas temperaturas, se observé un comportamiento distinto a la inactivacidén exponencial
simple decreciente. A 70°C, se evidencié una inactivacién con periodo de gracia (regresién
logistica) entre O y 4 min, donde la actividad se mantuvo por encima del 86%, lo que sugiere que
la enzima pudo haber sufrido cambios estructurales, aunque sin una pérdida significativa de la

actividad. Esto fue seguido por una aceleracién en la inactivacién, de modo que, a partir de los 6
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min, la actividad cayo6 por debajo del 70%. En el caso de 80°C, la inactivacion fue rdpida y de
primer orden, registrandose un 35% de la actividad inicial a los 2 min de pre-incubacién, por lo
que se realizé un ajuste lineal para describir este comportamiento. En funcion de estos resultados,
es posible indicar que Alcalase® presenté la mayor estabilidad a la temperatura mas baja del
rango evaluado (50°C). Esta temperatura difiere de la temperatura en la que la enzima mostrd
mayor actividad enzimadtica, es decir, donde evidencid los mayores rendimientos de hidrélisis de

caseina (65°C).

En el caso de Flavourzyme®, es posible observar que a 40°C mantuvo un 63,27+3,26%
de la actividad inicial al tiempo final de incubacion evaluado (240 min). A ese mismo tiempo y a
45°C, la actividad fue menor (11,36+4,29%). Para el resto de las temperaturas, la actividad
relativa fue nula a los 240 min de pre-incubacién. A 45°C y 40 min y, a 50°C y 10 min,
Flavourzyme® mostré valores de actividad cercanos al 50%; mientras que, a 55 y 60°C ese
porcentaje se alcanz6 antes de los 10 min de pre-incubacion. Es importante mencionar que el
comportamiento observado a 50°C requirié un ajuste de doble exponencial decreciente, lo que
sugiere una inactivacion bifésica. Esto indicaria la posible presencia de una fase inicial, en la que
se agotan las formas enzimadticas mas labiles, seguida de una fase caracterizada por ser mds lenta.
Ademids, a 60°C, el comportamiento observado fue similar al de Alcalase® a 80°C: una
inactivacién rdpida, con 0% de actividad remanente a los 10 min de pre-incubacién, lo que
justificé el uso de un ajuste lineal. A partir de estos resultados es posible concluir que, al igual
que Alcalase®, la temperatura de mayor estabilidad para Flavourzyme® (40°C) difiere de la

temperatura Optima para la hidrdlisis de caseina (50°C).

Las conclusiones planteadas a partir de las actividades relativas obtenidas se reflejan en
los pardmetros de inactivacion térmica presentados en la Tabla 6. Es posible observar que estos
pardmetros se vieron afectados por la temperatura. Por un lado, el aumento de esta variable
ocasiond una reduccién del tiempo de vida media y, por otro lado, provocé el efecto opuesto en
los valores del coeficiente de inactivacion. La reduccion gradual del tiempo de vida media podria
estar asociada a una desnaturalizacion irreversible de las enzimas (Silva et al., 2021). Mientras
que, el incremento del k; podria ser consecuencia de cambios en la estructura secundaria, terciaria
y cuaternaria de la proteina, que conllevan luego a la desnaturalizacién (Bhunia et al., 2013). Por
su parte, el parametro o fue nulo en la mayoria de las temperaturas evaluadas, excepto a 50°C,
en el caso de Alcalase® y a 40 y 45°C, en el caso de Flavourzyme®. En concordancia con lo
mencionado anteriormente, estos resultados indicarian que Alcalase® y Flavourzyme® presentan
mayor estabilidad a la menor temperatura evaluada, es decir a 50°C y a 40°C, respectivamente. A
estas temperaturas, las enzimas mostraron: a)- los mayores valores de tiempo de vida media, los
cuales no pudieron ser estimados, indicando mayor termo-estabilidad o resistencia térmica a

largos periodos de incubacidn, en comparacién con las demds temperaturas evaluadas; b)- los
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valores mds bajos de coeficiente de inactivacion (Ki, aaiase® = 0,005£0,000 min™ y K1, fravourzyme® =
0,020+0,000 min'); y ¢)- niveles de actividad a largo plazo distintos de cero (o, aicalase® =

59,92i12,43 Y 04, Flavourzyme® = 62741i2a44)

Tabla 6. Parametros de inactivacién térmica de Alcalase® (pH 9) y Flavourzyme® (pH 7,5) en estado

libre, segtin el modelo de Sadana-Henley.

Enzima Temperatura (°C) o1 k1 (min™) t12 (min)
Alcalase® 50 59,92+12,43° 0,005+0,000* NE

55 0,00+0,00* 0,006+0,000* 122,21+3,46°
60 0,00+0,00* 0,018+0,001* 38,172,424
65 0,00+0,00* 0,044+0,002:® 17,25+1,04¢
70 0,00+0,00* 0,086+0,001° 8,03+0,06"
80 0,00+0,00* 0,458+0,049¢ 1,52+40,16*

Flavourzyme® 40 62,41+2,44¢ 0,020+0,000% NE
45 13,2243 ,66° 0,020+0,001* 40,30+1,26°
50 0,00+0,00* 0,107+0,002° 6,46x0,09°
55 0,00+0,00* 0,150+0,000¢ 4,61+0,05*
60 0,00+0,00* 0,139+0,010¢ 4,99+0,37%

Letras diferentes, para cada pardmetro de inactivacion y para cada enzima, indican diferencias significativas
(p<0,05).

NE: no estimado.

En la literatura se han reportado comportamientos similares (Madadlou et al., 2010; Chen
et al., 2018) y diferentes (Tardioli et al., 2003; Yust et al., 2007; Madadlou et al., 2010; Valencia
et al., 2011; Vafabakhsh et al., 2013; De Castro & Sato, 2015; Chen et al., 2018; da Silva & de
Castro, 2018; Liao & Huang, 2019; Dos Santos Kimberle et al., 2020) a los obtenidos en este
estudio, y dichas diferencias también se observan cuando se comparan los estudios entre si. Estas
diferencias podrian asociarse al uso de enzima dializada por parte de los autores, lo que lleva a
que las enzimas se encuentren libres de estabilizadores (4cidos orgdnicos, polioles, cationes, etc.)
y de ciertos iones que incrementarian su estabilidad térmica. Otra posible causa de las
discrepancias podria relacionarse al uso de una mezcla enzimética, como en el caso de Chen et
al. (2018), donde la estabilidad seria el resultado de una interaccién entre la estabilidad de

Alcalase® y la estabilidad de tripsina.
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Como se indicé en la metodologia, también se realizé la gréafica de Arrhenius a partir de
los resultados de estabilidad térmica (Figura 19), y se calcularon la energia de activacion, la
entalpia, la entropia y la energia libre (Tabla 7). Como se aprecia en la Figura 19, Alcalase®
presentd una relacion lineal entre el logaritmo natural de los coeficientes de inactivacion y la
inversa de las temperaturas absolutas, lo que refleja una reaccién de desnaturalizacién simple de
un solo paso. Sin embargo, Flavourzyme® no mostrd este comportamiento. En la bibliografia
también se han reportado casos de relaciones no lineales (Wang & Roberts, 2013). Algunos
estudios evidenciaron una relacidn constituida por dos lineas rectas que se cruzan entre si a una
temperatura especifica, la cual se ha asociado a cambios en los mecanismos de reaccién o en el
paso limitante de la velocidad. Otro comportamiento no lineal es el convexo, que puede ser
concavo hacia arriba o cdéncavo hacia abajo, y estd relacionado con la agregacion enzimatica.
Ademads, se han informado relaciones en zig-zag, que se atribuyen a la presencia de dos o mds
formas nativas, una a baja temperatura y otra a alta temperatura (Levitsky et al., 1994). Este tltimo
comportamiento fue el que mas se asemejo al de Flavourzyme® (Figura 20). En la literatura se
han reportado casos de dependencia de tipo zig-zag en la enzima a-quimotripsina y en la
butirilcolinesterasa plasmdtica humana. Levitsky et al. (1994) explicaron que este tipo de
dependencia es comtn en la inactivacién de enzimas. En estos casos, la inactivacién no es una
simple transicién irreversible entre dos estados o un proceso de dos etapas iniciado por una
desnaturalizacién reversible. Incluso, es posible que se presenten valores negativos de energia de
inactivacién debido a fendmenos como autdlisis, agregacidén o procesos bimoleculares. Por lo
tanto, al andlisis de los datos de Flavourzyme® se sumo la regresion en tramos (Figura 20) y se
calcularon las energias de activacion, las entalpias, las entropias y las energias libres de Gibbs

para cada uno de ellos (Tabla 8).
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Figura 19. Grifica de Arrhenius de Alcalase® y Flavourzyme® en estado libre.

A partir de la regresion lineal de los datos de ambas enzimas, se registraron valores

positivos tanto de entalpia como de entropia y energia libre de desnaturalizacién. Teniendo en
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cuenta que la entalpia se define como el calor necesario para desnaturalizar una enzima, valores
altos y positivos se asocian a una enzima estable (Bhunia et al., 2013). En este caso, tanto
Alcalase® como Flavourzyme® registraron valores altos y positivos de entalpia, lo que indica
una gran estabilidad de las enzimas, a las cuales se les debe entregar una energia igual o mayor a
estos valores para promover su desnaturalizacién. Estos valores promedio se encontrarian en
valores cercanos a 146 y 100 kJ/mol, respectivamente. Sin embargo, es importante tener presente
que la estabilidad térmica no depende tnicamente de la entalpia, sino de un equilibrio entre

entalpia y entropia.

Tabla 7. Parametros de inactivacién térmica de Alcalase® (pH 9) y Flavourzyme® (pH 7,5) en estado

libre, segtin el modelo de Arrhenius.

Enzima Temperatura (°C) AH (kJ/mol)* AG (kJ/mol) AS (J/mol-K)*

Alcalase® 50 145,95+1,59 73,35+0,11¢ 224,65+4,60
55 145,91+1,59 74,3120,09° 218,20+4,58

60 145,87+1,59 72,13£0,08¢ 221,32+44,53

65 145,83£1,59 70,71£0,12¢ 222,15+4,35

70 145,78+1,59 69,80+0,02° 221,43+4,58

80 145,70+1,59 66,86+0,32* 223,26+3,61

Flavourzyme® 40 100,07+1,33 67,77+0,03¢ 103,14+4,36
45 100,03+1,33 68,720,134 98,42+4,59

50 99,99+1,33 65,31+0,04* 107,3244,01

55 99,95+1,33 65,36+0,00* 105,41+4,07

60 99,91+£1,33 66,52+0,21° 100,20+£3,39

Letras diferentes, para cada pardmetro de inactivacidn y para cada enzima, indican diferencias significativas
(p<0,05).

* La ausencia de letras, dentro de una misma columna y para cada enzima, indica que no se registraron
diferencias significativas (p>0,05).

Energia de activacion para la inactivacion térmica: 148,64+1,59 kJ/mol para Alcalase® y 102,68+1,33

kJ/mol para Flavourzyme®.

Por su parte, la entropia de inactivacién constituye la energia por grado necesaria para
que una enzima pase de su estado nativo a un estado desnaturalizado. Valores positivos o
negativos de entropia indican un aumento o una disminucién de la aleatoriedad (o desorden),

respectivamente, como consecuencia de la desnaturalizacién. En general, valores entrépicos
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positivos se asocian con la desnaturalizacion, por lo que grandes cambios en la entropia suelen
estar relacionados a una enzima menos estable (Bhunia et al., 2013). Tanto Alcalase® como
Flavourzyme® registraron valores positivos de entropia de 222 y 103 J/mol- K, respectivamente,
lo que indica un aumento de la aleatoriedad como consecuencia de la desnaturalizacién. A su vez,
es posible apreciar que no se presentaron grandes cambios entrépicos al no registrarse diferencias
significativas entre los valores obtenidos a las temperaturas evaluadas. Estos resultados sugieren
la posible presencia de un desplegamiento enzimdtico y un comportamiento estable de las

enzimas.

En relacion a la energia libre de Gibbs, esta abarca las contribuciones tanto de la entalpia
como de la entropia. Valores negativos o bajos se asocian con la espontaneidad de la
desnaturalizacién, es decir, la enzima se desnaturalizaria facilmente (Bhunia et al., 2013). En los
resultados obtenidos, las enzimas mostraron valores positivos de energia libre, de 67 a 74 kJ/mol
en el caso de Alcalase® y de 65 a 69 kJ/mol en el caso de Flavourzyme®. Estos valores reflejan
que la desnaturalizacién no es espontdnea, es decir, se requiere de una fuerza externa (como el
aumento de la temperatura) para que ocurra. Estos resultados podrian indicar una estabilidad
natural de las enzimas a las temperaturas evaluadas. Sin embargo, se observa una disminucién
significativa de la energia libre como consecuencia del aumento de la temperatura, lo que sugiere
que la desnaturalizacion se vuelve mdas favorable a temperaturas mas altas, algo esperable en

procesos térmicos de inactivacién enzimética.

En cuanto a la energia de inactivacién térmica, se obtuvo un valor de 148,64+1,59 kJ/mol
para Alcalase® y de 102,68+1,33 kJ/mol para Flavourzyme®. Teniendo en cuenta que la energia
de activacion para la inactivacién enzimatica es un criterio clave para evaluar la estabilidad
térmica de las proteinas, ya que, a mayor energia de desnaturalizacidn, mayor es la estabilidad de
la enzima (Abdel-Naby et al., 2017), la mayor E, registrada para Alcalase® sugiere una mayor
resistencia a la desnaturalizacién térmica en comparacion con Flavourzyme®. Esto indicarfa que

Alcalase® es mas estable a las temperaturas evaluadas.

Resultados similares fueron informados por otros autores (Herndndez-Martinez et al.,
2011; Gohel & Singh, 2012; Bhunia et al., 2013; Abdel-Naby et al., 2017; Wahba, 2022); no
obstante, también se han reportado valores negativos de entropia (Hernandez-Martinez et al.,
2011; Gohel & Singh, 2012; Bhunia et al., 2013), lo cual indica que la desnaturalizacién no sélo
estd asociada a un aumento del desorden, sino que también podria involucrar fendmenos de
compactacion o agregacion de la enzima parcialmente desplegada (Ortega et al., 2004; Bhunia et

al., 2013).

Como se mencioné anteriormente, el andlisis de los datos de Flavourzyme® también

involucro la regresion por tramos (Figura 20 y Tabla 8).
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Figura 20. Grafica de Arrhenius de Flavourzyme® en estado libre, evaluada en tramos.

Tabla 8. Parametros de inactivacion térmica de Flavourzyme® (pH 7,5), segtin el modelo de Arrhenius,

evaluada en tramos.

Tramo Temperatura (°C) AH (kJ/mol)* AG (kJ/mol) AS (J/mol-K)*
1 40 3,25+6,04 57,11£0,032 -171,99+19,38

45 3,21+6,04 57,89+0,13° -171,86+19,38

2 45 280,45+5,77 57,89+0,13° 699,54+17,73
50 280,41+5,77 54,31+0,04* 699,67£17,96

3 50 20,82+5,32 54,31+0,04* -103,63+16,33

55 20,78+5,32 54,19+0,00% -101,81+16,21

60 20,74+5,32 55,18+0,21° -103,39+15,34

Letras diferentes, dentro de una misma columna para cada tramo, indican diferencias significativas
(p<0,05).

* La ausencia de letras, dentro de una misma columna para cada tramo, indica que no se registraron
diferencias significativas (p>0,05).

Energfa de activacidn para la inactivacion térmica: 40-45°C = 5,86+6,04 kJ/mol, 45-50°C = 283,09+5,77
kJ/mol, 50-60°C = 23,51+5,32 kJ/mol.

Al igual que Alcalase®, Flavourzyme® mostré una gran estabilidad a las temperaturas
evaluadas, con valores positivos tanto de entalpia como de energia libre de Gibbs. Sin embargo,
los valores de entropia resultaron negativos en los tramos 1y 3, lo que podrian estar relacionados
con la conservacion parcial de la estructura enzimética. En el tramo 1, la temperatura podria no
ser suficiente para inducir un despliegue significativo de la enzima, mientras que en el tramo 3,
la desnaturalizacién podria estar acompafiada de interacciones que limitan el aumento del

desorden molecular y favorezcan la agregacion enzimdtica, como se menciond anteriormente.
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Este comportamiento presentado por Flavourzyme® podria estar relacionado con el hecho de que
la preparacién comercial es una mezcla de proteasas (Merz et al., 2015b), lo que hace que el efecto
de la temperatura varie en cada una de ellas. Ademds, la interaccion entre las enzimas podria
afectar su respuesta a la temperatura, generando efectos protectivos de estabilizacién y/o de
pseudo-desestabilizacién que expliquen el comportamiento no lineal observado en

Flavourzyme®.

La actividad de las enzimas pre-incubadas a distintos valores de pH y tiempos se muestra
en la Figura 21 (Tablas A4.3 y A4.4, Anexo 4). En términos generales, es posible observar que
la actividad de las enzimas se redujo con el incremento del tiempo de incubacion, presentindose
algunas excepciones; y, el cambio de pH ocasioné diferentes respuestas. Por un lado, los valores
m4s altos de actividad se obtuvieron entre los pH 6 y 8,5, en el caso de Alcalase®,y apH 6,5y
8, en el caso de Flavourzyme®. Por otro lado, los valores mds bajos de se presentaron a pH 4 y
12, en el caso de Alcalase®, y a pH 10,5, en el caso de Flavourzyme®. Estos valores de pH

resultaron ser condiciones adversas para la estabilidad de las enzimas.
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Figura 21. Estabilidad frente al pH de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado libre. El 100% de
actividad enzimadtica se definié como la actividad de cada preparacion al comienzo del ensayo (sin pre-
incubacién). Los valores de actividad relativa a 240 min para pH 4-9 en Alcalase® y pH 5-8,5 en

Flavourzyme® se estimaron a partir de los datos proporcionados por las regresiones.

Al tiempo mdaximo de incubacién ensayado (120 min), Alcalase® retuvo un
76,274+0,32%, un 49,01+1,03% y un 28,05+0,14% de actividad a pH 6, 8 y 8,5, respectivamente.
Sin embargo, a pH 9 y 9,5, la actividad residual registrada fue inferior al 2%. Es importante
mencionar que a pH 6, Alcalase® mostré un comportamiento caracteristico de inactivacién con
periodo de activacion, donde la actividad aument6 de un 97% a un 100% entre 0 y 20 min, para
luego decaer al valor indicado. Como se menciond en la seccién 3.2.3.1, este tipo de

comportamiento estd asociado con una distribucion inicial de formas enzimaticas.
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ApHS8,5,9,5y 10, el comportamiento observado también fue distinto al de la exponencial
simple decreciente: la actividad se mantuvo sin diferencias significativas en los primeros tiempos
de incubacion, para luego decaer, lo que sugiere una inactivacion con periodo de gracia (ajuste
logistico). De forma similar, de Souza et al. (2009) reportaron un fenémeno comparable al
estudiar la enzima transglutaminasa de Bacillus circulans BL32, donde se observo una fase inicial
lenta en la inactivacion, seguida por una acelaracién en la tasa de pérdida de actividad,
caracteristica del llamado periodo de gracia. Este comportamiento, explicado por el modelo de
Lumry-Eyring, se asocia a una reaccion reversible predominante en la etapa inicial del proceso
(de Souza et al., 2009). Ademds, segin Tomazic & Klibanov (1988), este fenémeno podria
deberse a un un desplegamiento parcial de la enzima al superar cierto umbral térmico, lo que
genera una pérdida de actividad reversible a corto plazo, pero irreversible tras exposiciones mas
prolongadas (de Souza et al., 2009). Esta interpretacion aporta una posible explicacion estructural
al comportamiento no lineal detectado. Por su parte, a pH 4, el comportamiento observado fue
diferente: una inactivacion rapida, que resulté en actividad nula a los 10 min de pre-incubacién

(ajuste lineal).

En cuanto a Flavourzyme®, al tiempo maximo de incubacién ensayado (120 min), retuvo
un 33,47+£3,98% y un 15,72+10,58% de la actividad inicial a pH 6,5 y 8, respectivamente, y entre
un 0% y un 4% en los demds valores de pH estudiados. Con esta enzima, se observd un
comportamiento de inactivacion bifdsica a pH 7,5 que requiri6 un ajuste de doble exponencial
decreciente. Esto sugiere la posible presencia de una fase inicial en la que se agotan las formas
enzimadticas l4biles, seguida de una fase mas lenta. Ademads, a pH 10,5, al igual que a pH 4 con

Alcalase®, Flavourzyme® se inactivé rdpidamente a los 10 min de pre-incubacién (ajuste lineal).

Los parametros de inactivacion frente al pH se presentan en la Tabla 9, donde es posible
observar que el pardmetro o tomo valores considerables y diferentes de cero a pH 6 en el caso de
Alcalase®, y a pH 6,5 en el caso de Flavourzyme®. En cuanto al coeficiente de inactivacion, éste
alcanz6 los valores mas altos a pH alcalinos, mientras que, el tiempo de vida media lo hizo a un
rango de pH cercano a la neutralidad. En funcién de estos resultados, es posible observar que
Alcalase® presenta una mayor estabilidad entre los valores de pH 6 y 8,5, donde se alcanzaron
los valores médximos de ti» (no estimado a pH 6, 119,96+5,80 min a pH 8 y 69,37+2,41 min a pH
8,5) y los valores més bajos de ki (0,014+0,002 min' a pH 6, 0,006+0,000 min' a pH 8 y
0,010£0,000 min"! a pH 8,5). En el caso de Flavourzyme®, la mayor estabilidad se demostré a
pH 5, 6,5y 8, donde se registraron los valores més altos de ti (26,75+6,03 min a pH 5, 30,30+2,10
min a pH 6,5 y 30,4246,91 min a pH 8) y los valores mds bajos de k; (0,027+0,006 min! a pH 5,
0,050+0,000 min! a pH 6,5 y 0,027+0,005 min™ a pH 8).
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libre, segtin el modelo de Sadana-Henley.

Tabla 9. Pardmetros de inactivacién frente al pH de Alcalase® (60°C) y Flavourzyme® (50°C) en estado

Enzima pH a1 ki (min!) t12 (min)
Alcalase® 4,0 0,00+0,00* 0,139+0,002¢ 5,00+0,06*

6,0 65,49+2,72° 0,014+0,002* NE
8,0 0,00+0,00* 0,006+0,000* 119,96+5,80¢
8,5 0,00£0,00* 0,010+0,000% 69,37+2.41°
9,0 0,00£0,00* 0,018+0,001% 38,172,424
9,5 0,00£0,00* 0,0260,002" 27,23+2,28°¢
10,0 0,00+0,00* 0,058+0,004¢ 11,90+0,74°
12,0 0,00+0,00* 1,152+0,022°¢ 0,60+0,01*

Flavourzyme® 5,0 0,00+0,00* 0,027+£0,006 26,75+6,03¢
6,5 27,74+2.414 0,050+0,000 30,302,104
7,0 0,00£0,00* 0,041+0,001* 17,83+2,24°¢
7,5 0,00£0,00* 0,107+0,002" 6,460,092
8,0 4,62+0,48° 0,027+0,005* 30,42+6,91¢
8,5 7,5240,91¢ 0,054+0,006* 15,03+2,34%¢
10,5 0,00+0,00% 0,699+0,062¢ 1,00+0,09*

Letras diferentes, para cada parametro de inactivacidn y para cada enzima, indican diferencias significativas
(p<0,05).

NE: no estimado.

Si bien no se encontraron estudios previos similares, los resultados obtenidos se
compararon con datos de estabilidad reportados en la bibliografia para valores de pH similares
(Yust et al., 2007; Valencia et al., 2011; da Silva & de Castro, 2018; Liao & Huang, 2019; dos
Santos Kimberle et al., 2020), lo que sugiere que los estudios realizados constituyen un aporte
relevante para la caracterizaciéon de las enzimas. La comparaciéon de los resultados con la
bibliografia revelé una mayor estabilidad en algunos casos y una menor estabilidad en otros.
Como se menciono con anterioridad, el uso de la enzima dializada, las diferentes concentraciones
de enzima, asi como la concentracidn y el tipo de sustrato y la temperatura de incubacién, podrian

ser algunas de las razones de las discrepancias observadas entre los resultados informados.

Estos resultados sobre la estabilidad frente a la temperatura y frente al pH resaltan la

importancia de comprender el comportamiento especifico de las enzimas con las que se trabaja,
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ya que, al comparar los datos obtenidos con otros estudios y entre éstos, se evidencian diferencias
notables. A su vez, el conocimiento detallado de la estabilidad de las enzimas permite anticipar
su rendimiento frente a determinadas condiciones potenciales de escalado de procesos hidroliticos
para su aplicacién a escala piloto o industrial, lo que contribuye indudablemente a la definicién
de pardmetros 6ptimos para su aplicacion. Ademds, la falta de estudios sobre la estabilidad
enzimadtica frente a diferentes condiciones de pH resalta la relevancia de los resultados obtenidos
en este trabajo. Estos resultados aportan informacion valiosa sobre posibles fenémenos de
inactivacién, observandose comportamientos complejos como la inactivacién bifasica, donde la
curva de inactivacion se divide en dos fases: una fase inicial rdpida asociada al agotamiento de la
forma enzimatica mds 14bil, y una segunda fase mas lenta (Polakovi¢ & Vrabel, 1996). También
se pudo observar la inactivacion con periodo de gracia, donde existe una fase inicial mds lenta en
la que la enzima experimenta cambios sin pérdida de actividad, sugiriendo posibles reacciones
reversibles, seguida de una aceleracion de la inactivacion (Polakovi¢ & Vrabel, 1996; Tomazic &
Klibanov, 1988; de Souza et al., 2009). Ademas, se evidencid el fendmeno de inactivacion con
periodo de activacién, donde se observa un aumento inicial de la actividad hasta alcanzar un
méximo, lo que sugiere la presencia de varias formas enzimdticas, seguido de una posterior
disminucién de la actividad (Polakovic & Vrabel, 1996). Estos fenémenos pueden ofrecer una
visién mds clara sobre la reversibilidad de la inactivacién y la naturaleza de la estabilidad

enzimdtica frente a variaciones en el pH.
4.1.3. Estudios cinéticos

La actividad de las enzimas evaluada utilizando distintas concentraciones de sustrato y
de enzima, asi como los pardmetros cinéticos estimados a partir de dichos resultados, se presentan

en la Figura 22 (Tablas A4.5 y A4.6, Anexo 4) y en la Tabla 10, respectivamente.

Como es de esperar, el aumento en la concentracién de sustrato y de enzima produjo un
incremento en la actividad enzimatica. En cuanto a los pardmetros cinéticos, estos mostraron que,
a mayor concentracion de enzima, mayor fue la velocidad de reaccién (generacién de productos)
en un mismo tiempo de ensayo. El aumento de Vmax estd asociado a su dependencia directa con
la concentracion enzimatica, dado que un mayor nimero de sitios activos disponibles permite una
mayor velocidad de reaccién. Mientras que, el incremento de ko s refleja una menor afinidad de la
enzima por el sustrato (da Silva & de Castro, 2018), lo que podria estar asociado a la presencia
de una inhibicién por producto. Tal como se observa en las Figuras 22.A2 y B2, tanto en
Alcalase® como en Flavourzyme®, se evidencia un patrén compatible con una inhibicidn
acompetitiva: las rectas son paralelas entre si, presentan pendientes iguales y diferentes ordenadas
al origen. En cuanto al pardmetro n en el caso de Flavourzyme®, se observa que tomé valores

superiores a 1, lo que indica una cooperatividad positiva. Esto sugiere que la unién inicial del
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sustrato a la enzima aumenta la afinidad de los sitios activos restantes, favoreciendo la interaccion

enzimadtica con el sustrato. Asimismo, este valor podria estar asociado a un mayor nimero de

sitios de unién, posiblemente como resultado del desdoblamiento de las distintas estructuras

enzimaticas presentes en la preparacion comercial de Flavourzyme®.
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Figura 22. Comportamiento de la actividad enzimatica de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado

libre, frente a distintas concentraciones de sustrato y enzima. (1) Ajuste de las curvas segtn los modelos

de Michaelis-Menten (para Alcalase®) y de Hill (para Flavourzyme®). (2) Representacion lineal

mediante la inversion de los ejes (doble reciproco).

Algunos pardmetros cinéticos reportados en la bibliografia, como los de Mannheim &

Cheryan (1990) y Wang et al. (2014) para la hidrdlisis de caseina con Alcalase®, se encontraron

dentro del rango obtenido en este estudio. Sin embargo, otros difirieron como los reportados por

Ferreira et al. (2003), Colleary & O Fagiin (2008) y Liao & Huang (2019), tanto para Alcalase®

como para Flavourzyme®. Las diferencias pueden asociarse al uso de otras condiciones de

reaccién o concentraciones de enzima, como asi también a la presencia del algin efecto del

producto sobre las enzimas. En la bibliografia también se reportaron casos de inhibicién por
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producto, como es el de Merz et al. (2015c), quienes estudiaron la cinética de Flavourzyme
durante la hidrdlisis de gluten de trigo. Estos autores indicaron que la inhibicién por producto ya
se habia observado previamente para la enzima cruda. Sin embargo, destacaron que una
informacién confiable sobre la cinética enzimatica solo puede obtenerse mediante el uso de
enzimas aisladas de Flavourzyme para su caracterizacion. Durante sus estudios, observaron que
distintos inhibidores, incluyendo el hidrolizado de gluten de trigo, causaban inhibicién. En cuanto
al grado de hidrdlisis, encontraron que este disminuia a medida que aumentaba la concentracion
de sustrato, lo que relacionaron con la inhibicién por producto. Este comportamiento fue
especialmente evidente en las exopeptidasas, las cuales mostraron una inhibicién mas

pronunciada que las endopeptidasas.

Tabla 10. Parametros cinéticos de Alcalase® y Flavourzyme® en estado libre.

Enzima Concentracion (uM) Vmax (WM/min) Ko,5 (uM) n
Alcalase® 0,8 343,35£13,71* 122,43+5,322 -
1,5 756,00+19,93° 308,55+4,98° -
3,0 2171,98+27,40¢ 978,47£29,20° -
6,0 2474,93493,19¢  1097,64+65,31¢ -
Flavourzyme® 11,8 28,51+0,76* 32,51+£2,56* 3,4440,55°
23,5 93,62+5,67° 54,04+1,14° 1,96+0,02*
46,5 181,01£3,13¢ 76,54+0,83¢ 2,06+0,03*
94,1 333,88+12,954 123,85+9,39¢ 1,83+0,05*

Letras diferentes, dentro de cada columna para cada enzima, indican diferencias significativas (p<0,05).

En cuanto al comportamiento observado en la constante de Michaelis-Menten, Yassin et
al. (2024) proponen una nueva perspectiva sobre la misma, al sugerir que puede verse modulada
por la concentracién de enzima. Esta propuesta contradice la vision tradicional que sostiene que
K es independiente de la concentracién enzimdtica, es decir, que representa una constante
especifica del sistema enzima-sustrato, reflejando su afinidad y manteniéndose invariable ante
cambios en la cantidad de enzima. Segin los autores, al aumentar la concentracién de enzima, se
intensifican las fuerzas repulsivas entre las propias moléculas de enzimas, lo que dificulta la

interaccién con el sustrato y, por ende, modifica el valor de Ky,
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4.1.4. Estudios de productividad

La productividad de las enzimas evaluada a distintas temperaturas, valores de pH y

tiempos de reaccién se presenta en la Figura 23 (Tablas A4.7 y A4.8, Anexo 4).
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Figura 23. Productividad de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado libre, evaluada a distintas

temperaturas, valores de pH y tiempos de reaccion.

A partir de los resultados obtenidos, es posible observar que el incremento de la
temperatura de reaccién condujo a un aumento de la actividad de las enzimas. Sin embargo, se
presentaron reducciones de la actividad hacia el extremo superior del rango de temperaturas
ensayado. En cuanto al pH de reaccidn, se aprecia una relacién directamente proporcional entre
el pH y la actividad hasta el pH de mayor rendimiento de hidrdlisis para cada enzima (pH 9 para
Alcalase® y pH 7,5 para Flavourzyme®), resultando ser condiciones desfavorables los valores de
pH extremos. Estos efectos de la temperatura y el pH sobre la actividad de las enzimas son
similares a los observados en los ensayos de caracterizaciéon mencionados en la secciéon 4.1.1. La
temperatura favorece las reacciones hasta cierto punto (valores cercanos a su temperatura éptima),
a partir del cual se induce la desnaturalizacion progresiva de las enzimas. Por su parte, el pH juega
su rol a través de la ionizacién de grupos involucrados en el sitio activo del catalizador. A su vez,
los resultados muestran que, para una misma temperatura o valor de pH de reaccién, el aumento
del tiempo de hidrolisis conduce a un incremento de la actividad. Este comportamiento observado
indicaria que el uso de pH éptimos y temperaturas cercanas a 50°C, en el caso de Alcalase®, o a
40°C, en el caso de Flavourzyme®, serian mds adecuados para procesos hidroliticos en los que se

busquen altos grados de hidr6lisis, es decir, en reacciones de larga duracién.

Aunque no se encontraron estudios previos efectuados en condiciones equivalentes o

similares, los resultados obtenidos se compararon con datos de hidrélisis en el tiempo, reportados
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en la bibliografia. Esto sugiere que los estudios realizados constituyen un aporte relevante para la

caracterizacién de este tipo de enzimas hidroliticas.

Kumar et al. (2016), Liang et al. (2021) y Mudgil et al. (2022) trabajaron con distintos
sustratos y enzimas en condiciones 6ptimas para cada una y también observaron un incremento
significativo del grado de hidrdlisis conforme aumentaba el tiempo de incubacién. Sin embargo,
los autores reportaron, en algunos casos, una desaceleracion en la velocidad de hidrélisis a partir
de cierto tiempo, probablemente debido a efectos desnaturalizantes. Kumar et al. (2016)
atribuyeron este fenémeno a la disminucién de la disponibilidad de enlaces peptidicos escindibles
en el sustrato, aunque también podria estar relacionado con un posible efecto inhibitorio de los
productos generados durante la hidrdlisis, tal como se mencionara en la secciéon 4.2.1 (Martinez-

Montafio et al., 2022).
4.1.5. Efecto de la adicion de iones metdlicos sobre la actividad enzimdtica

La actividad de las enzimas evaluada en presencia de distintos iones metdlicos se presenta
en la Figura 24 (Tablas A4.9 y A4.10, Anexo 4), donde es posible observar que algunos iones
metélicos actuaron como inhibidores, otros como activadores e incluso algunos presentaron
ambos efectos dependiendo de la concentracién empleada. En otros casos, no se evidencid ningtin

efecto significativo.
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Figura 24. Actividad relativa de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado libre, evaluada en

presencia de distintas concentraciones de sales.

En el caso de Alcalase®, la presencia de calcio y cobalto en las tres concentraciones
evaluadas, asi como litio a 0,1 mM, incrementaron la actividad enzimatica. En cambio, la
presencia de cobre y manganeso a 1 y 2 mM caus6 un efecto inhibitorio. Los iones metalicos que
presentaron ambos efectos fueron niquel y zinc, mientras que el magnesio no tuvo ningtin efecto

sobre la actividad de Alcalase®.
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Por su parte, en el caso de Flavourzyme®, la actividad enzimatica aumenté con la
presencia de calcio a 1 y 2 mM, litio a 0,1 y 1 mM y magnesio en las tres concentraciones. Sin
embargo, la presencia de cobre y niquel en las tres concentraciones, asi como de manganeso y
zinc a 1 y 2 mM, redujo la actividad enzimatica. El i6n metalico que present ambos efectos fue
el cobalto. A diferencia de Alcalase®, todos los iones metalicos evaluados ejercieron algin efecto,

ya sea inhibidor, activador o ambos sobre Flavourzyme®.

Los resultados obtenidos se compararon con los datos disponibles en la bibliografia sobre
la relacién entre iones metdlicos y enzimas. En este sentido, Lv et al. (2021) evaluaron la actividad
residual de la quitanasa GH19 de Strepromyces alfalfae en presencia de diferentes iones metalicos
y reportaron también efectos activadores por parte del cobalto, calcio y magnesio, y efectos
inhibidores del cobre y del niquel. De manera similar, Mechri et al. (2017), al purificar y
caracterizar una proteasa de la cepa VP3 de Aeribacillus pallidus, indicaron que las proteasas
alcalinas requieren un catién divalente como Ca”*, Mg?* y Mn?*, 0 una combinacién de estos, para
alcanzar su maxima actividad. En concordancia, Sayem et al. (2006) al evaluar la estabilidad
durante el almacenamiento de una proteasa alcalina de Bacillus licheniformis MZKO03 en
presencia de calcio, magnesio y manganeso, registraron un incremento de la actividad, lo que
destaca la importancia de estos iones metalicos como cofactores. En particular, se sabe que las
serina-proteasas contienen dos sitios de unién de calcio (Mechri et al., 2017), lo que coincide con
los resultados obtenidos con Alcalase® en presencia de este catiéon. En contraposicion, el efecto
del magnesio y el manganeso reportado por los autores difiere de los informados. Es de relevancia
destacar que las enzimas no se dializaron o ultrafiltraron previamente con el objetivo de eliminar
cualquier ion o estabilizante que pueda estar presente en las preparaciones comerciales utilizadas.
Por esta razoén, los resultados obtenidos pueden diferir sensiblemente de los reportados por otros

autores.

Por su parte, Sattar et al. (2017) incubaron una proteasa de Aspergillus niger KIBGE-
IB36 en presencia de iones metélicos e informaron que la inhibicién observada por el cobre podria
estar relacionada a la interaccién de este metal con los grupos tioles de las proteinas, lo que
modifica la conformacién de la enzima y, por lo tanto, reduce su actividad. Establier & Gutiérrez
(1978), al evaluar la actividad de un pool de proteasas extraidas de la masa visceral del boquerén
en presencia de diferentes iones metdlicos a distintos pH, observaron distintos comportamientos.
A pH écido, el cobre, el cobalto, el calcio y el niquel presentaron un efecto inhibidor, mientras
que el zinc y el manganeso ejercieron un efecto activador. A pH alcalino, el cobre, el cobalto y el
niquel continuaron siendo inhibidores, con el zinc sumandose a este comportamiento; mientras
que el manganeso siguid siendo activador, y se afiadi6 el calcio. Ademds, los autores evaluaron

el efecto de la concentracion sobre los metales inhibidores, observando que la inhibicién del cobre
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disminuia a medida que se reducia su concentracién, lo que también sucedi6 con el zinc a pH

acido, siendo su efecto inhibidor nulo a concentraciones mds bajas.

Luego de lo expuesto, es posible destacar la importancia de conocer el efecto de los iones
metélicos sobre las enzimas utilizadas, asi como las variables que pueden influir, como la
concentracién del i6n metdlico y el pH del medio de reaccion. En este contexto, si se decide
mejorar la actividad y la produccién de péptidos bioactivos a partir de estas enzimas mediante el
uso de iones metalicos, es esencial entender el efecto especifico del i6n en cuestién y determinar
la concentracion adecuada, ya que en algunos casos puede provocar el efecto contrario

(inhibicién), lo que reduciria la eficiencia de la hidrdlisis.

4.2. Estudios de obtencion y caracterizacion de hidrolizados de WPC-80 con Alcalase® en

estado libre

El uso de Alcalase® para la hidrdlisis de proteinas y la caracterizacién de los hidrolizados
ha sido previamente estudiado en el grupo de investigacion (Fenoglio et al., 2012; Fenoglio et al.,
2013; Vierling et al., 2015; Fenoglio et al., 2016). Los resultados mostraron una disminucion de
los péptidos hidrofébicos responsables del sabor amargo y una mejora en los atributos sensoriales
en comparaciéon con las proteinas nativas del suero. Ademds, se observaron propiedades
biolégicas como actividad antimicrobiana, antioxidante y antihipertensiva en grados de hidrdlisis
inferiores al 20%. Los hidrolizados mostraron una inhibicién del 100% de la enzima convertidora
de la angiotensina a concentraciones de 3% (m/v) y también actividad antimicrobiana frente a

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Eberhardt et al., 2017).

Estos resultados destacan la necesidad de profundizar en la relacién entre las
bioactividades observadas y las caracteristicas fisicoquimicas de los hidrolizados. En este sentido,
se propuso realizar estudios de fraccionamiento para identificar compuestos bioactivos segtin su
carga, tamafio e hidrofobicidad (Pan et al., 2012; Conway et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zhao
et al., 2014; Ma et al., 2016). También se consideré importante evaluar el impacto de grados de
hidrélisis superiores al 20% para enriquecer el conocimiento y optimizar futuras formulaciones
de matrices alimenticias de base lictea (Welderufael & Jauregi, 2010; Adjonu et al., 2013;

Cheison & Kulozik, 2017).

Este estudio preliminar con Alcalase® busca establecer una base para explorar cémo las
bioactividades se relacionan con las caracteristicas fisicoquimicas de los hidrolizados, orientando

futuras investigaciones en esta linea.
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4.2.1. Hidrdélisis del WPC-80

La hidrdlisis del concentrado de proteina de suero lacteo al 7% (m/v) de proteinas (Figura
25), realizada a pH y temperatura constantes, permitié obtener dos hidrolizados con grados de
hidrélisis del 22,1 y 29,1%, denominados WPH-22 y WPH-29, respectivamente, tras 37 y 227
min de hidrdlisis. Los altos valores de grados de hidrdlisis se atribuyen claramente a la amplia

especificidad de la enzima utilizada (Osman et al., 2016).
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Figura 25. Evolucion de la hidrélisis de WPC-80 con Alcalase® en estado libre.

La gréafica muestra que la tasa de hidrélisis experimenta una desaceleracion a partir de los
30 min de reaccién, posiblemente por efectos inhibitorios de los productos generados y/o por
desnaturalizacién enzimética (Martinez-Montafio et al., 2022). Por su parte, el WPC-80 sometido
a las mismas condiciones de hidrdlisis, pero en ausencia de enzima (control; WPC-22 y WPC-
29), present6 valores de DH inferiores al 2% (1,44 y 0,83%, respectivamente). Esta baja hidrolisis,
aunque presente, puede explicarse por el efecto de la temperatura sobre las proteinas del suero,

que provoco la ruptura de enlaces peptidicos no especificos (Adjonu et al., 2013).
4.2.2. Caracterizacion de los hidrolizados obtenidos
4.2.2.1. Andlisis de las propiedades biologicas de interés

Los péptidos bioactivos provenientes de fuentes naturales constituyen una alternativa
sostenible tanto para el tratamiento de enfermedades como para la conservacién de alimentos. A
diferencia de los medicamentos sintéticos, estos péptidos no presentan los efectos secundarios
comunes asociados a firmacos quimicos y, ademads, son mas seguros que los aditivos sintéticos

(Zou et al., 2016; Sah et al., 2018).

Las Figuras 26 a 28 presentan las bioactividades evaluadas en los hidrolizados y
controles obtenidos. Se observa que tanto la actividad antioxidante como la actividad

antihipertensiva de los hidrolizados fueron significativamente superiores a las de los controles.
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Los hidrolizados mostraron una AAO en el rango de 4,03 a 52,42 mM y una AAH entre 70,46 y
91,01%, mientras que los controles presentaron valores de AAO y AAH en un rango mds bajo
y/o menos amplio (0,66 a 7,16 mM y 2,03 a 29,02%, respectivamente). Estos resultados
demuestran que la hidrélisis de las proteinas de suero favorecié la liberacién de péptidos

bioactivos encriptados en la proteina nativa.
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Figura 26. Actividad antioxidante de hidrolizados (WPH-22 y WPH-29) y controles (WPC-22 y WPC-
29), evaluada a diferentes concentraciones [1, 3 y 10% (m/v)] y valores de pH. Resultados del ANOVA
de multiples vias: -factores A y B e interacciones AB, AC y ABC: *; -factor C e interaccién BC: NS; -*:
efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no significativo (p>0,05); -letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05).

Otras investigaciones han reportado resultados similares. Como se menciond en la
seccion 1.3.1, al trabajar no s6lo con proteinas lacteas, sino también con otros sustratos e incluso
enzimas diferentes, varios autores han reportado a lo largo de los aflos un aumento de la AAO y/o
de la AAH como consecuencia de la reaccién de hidrdlisis (Mullally et al., 1997; Pan et al., 2012;
Conway et al., 2013; Mann et al., 2015; Naik et al., 2013; Ibrahim et al., 2017). La mayor
bioactividad en los hidrolizados se asocia, como sefialan Naik et al. (2013), con los cambios que
se producen en las caracteristicas moleculares de las proteinas, tales como la reduccién del peso
molecular, el aumento de la carga, y la exposicién de grupos hidrofébicos y de cadenas laterales

de amino4cidos reactivos.

La variacién del pH no tuvo una influencia global en la AAO ni en la AAH, excepto en
las muestras de hidrolizado preparadas a una concentracién de 10% (m/v). En este caso, se
observé un efecto antioxidante mds alto a pH alcalino para el WPH-29, el cual disminuy6 a pH
neutro, mientras que sucedid lo contrario con el WPH-22. En cuanto a la AAH, no se registraron
cambios significativos en los hidrolizados a diferentes valores de pH. Estos resultados son
interesantes, ya que sugieren que los hidrolizados podrian incorporarse a preparaciones de

alimentos funcionales sin perder actividad debido a variaciones de pH. Por su parte, la
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concentraciéon de la muestra mostré una influencia estadisticamente significativa sobre los
resultados de ambas bioactividades, lo que la convierte en un factor clave a considerar al planificar

la formulacion de un alimento.
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Figura 27. Actividad antihipertensiva de hidrolizados (WPH-22 y WPH-29) y controles (WPC-22 y

WPC-29), evaluada a diferentes concentraciones [1, 3 y 10% (m/v)] y valores de pH. Resultados del
ANOVA de multiples vias: -factores A y B: *; -factor C e interacciones AB, AC, BC y ABS: NS; -*:

efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no significativo (p>0,05). ’: dilucién 1/2. +: dilucién 1/5.

El aumento del grado de hidrdlisis no tuvo un efecto significativo sobre la AAO ni la
AAH de los hidrolizados, excepto en las muestras preparadas a una concentracién de 10% (m/v).
En estos casos, el efecto antioxidante fue mayor en el WPH-29 tanto a pH alcalino como a pH
neutro. Por lo tanto, la diferencia del 7% entre los DH obtenidos no resulté estadisticamente
significativa. Estos resultados son coherentes con estudios previos, donde se ha reportado que una
hidrdlisis extensiva no mejora las bioactividades, e incluso puede reducirlas (You et al., 2009;
Wang et al., 2016; Martinez-Montafio, 2022). Por ende, una hidrdlisis controlada y limitada (no
mds del 20% de DH, utilizando el método pH-star) con la preparacién enzimdtica Alcalase® seria
suficiente para obtener hidrolizados de proteina de suero con propiedades bioactivas adecuadas,
viables para su incorporacién como ingredientes alimentarios funcionales (Eberhardt et al., 2019).
En la misma linea, otras propiedades tecnofuncionales relevantes, como la solubilidad, la
emulsificacion, la formacién de espuma y la gelificacion, que también se ven afectadas por el DH,
no se verian comprometidas (Agyei et al., 2016). Estos resultados subrayan la importancia de

seleccionar el DH adecuado para obtener las propiedades tecnofuncionales deseadas.

En cuanto a la actividad antimicrobiana (Figura 28), los hidrolizados mostraron halos de
inhibicién fundamentalmente a las concentraciones del 3 y 10% (m/v), y especialmente frente a
Listeria monocytogenes. Estos halos fueron significativamente mayores que los observados en
sus controles correspondientes. También se registrd capacidad antagonistica frente a Cronobacter

sakazakii, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Sin embargo, estos efectos inhibitorios sélo
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se presentaron en los controles y no en los hidrolizados. Estos resultados sugieren que la actividad
antimicrobiana observada podria ser inespecifica, provocada fundamentalmente por el
tratamiento térmico al que fueron sometidos los controles, el cual llevo a la generaciéon de
compuestos antimicrobianos de naturaleza no proteica. Jrad et al. (2014) y Minj et al. (2021)

también reportaron la presencia de AAM tanto hidrolizados como en proteinas sin hidrolizar.
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Figura 28. Condiciones experimentales que mostraron actividad antimicrobiana en hidrolizados (WPH-
22 y WPH-29) y controles (WPC-22 y WPC-29), evaluadas a distintas concentraciones [1, 3y 10%
(m/v)] y valores de pH (6, 7 y libre). Ninguna de las muestras present6 actividad contra Bacillus cereus

DBFIQ B 7.

En comparacién con las otras bioactividades evaluadas, diversos estudios en la
bibliografia han informado resultados similares para hidrolizados de proteinas l4cteas, es decir,
efectos antimicrobianos menores en comparacién con otras propiedades como la actividad
antioxidante y antihipertensiva (Alizadeh & Aliakbarlu, 2020), o incluso la ausencia de AAM
(Sinha et al., 2007, Ballatore et al., 2021).

4.2.2.2. Efecto del fraccionamiento de los hidrolizados sobre la actividad biologica

Con el fin de evaluar la relacién estructura-actividad de los péptidos bioactivos y la
influencia del grado de hidrélisis en sus caracteristicas fisicoquimicas y bioactividades, se
emplearon distintas técnicas cromatograficas de fraccionamiento. Para ello, las muestras de
hidrolizados, preparadas a una concentracién de 4% (m/v), fueron tratadas previamente mediante
filtracion y centrifugacién antes de ser fraccionadas (Tabla 11 y Figura 29), con el fin de eliminar
cualquier material no soluble o precipitado que pudiera interferir o dafiar los sistemas

cromatogréficos utilizados.

En el caso del WPH-22, este tratamiento no afectd el contenido proteico, la bioactividad
(Tabla 11) ni el perfil peptidico (Figura 29). Esto se debe a que los péptidos bioactivos,

especialmente asociados con actividades antioxidantes y antihipertensivas, suelen ser de bajo peso
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molecular y altamente solubles en soluciones buffers. Por lo tanto, estos tratamientos no afectarian
la bioactividad observada en el WPH crudo, como se ha reportado en estudios previos sobre la
purificacién de péptidos bioactivos (Soladoye et al., 2015; Xia et al., 2020). En contraste, para el
WPH-29 se observé una concentraciéon o mejora tanto en el contenido proteico como en la
bioactividad, aunque el perfil peptidico practicamente no cambid. Este fendmeno podria deberse
al mayor tiempo de hidrdlisis empleado en el WPH-29 respecto al WPH-22, lo que gener6 un
incremento en la solubilizacién del sustrato y, por tanto, un mayor efecto de corte enzimdtico y
mejora en la bioactividad observada. Simultdneamente, el proceso de centrifugacién podria haber

contribuido parcialmente a estos resultados (Walstra, 2003; Wouters et al., 2016).

Tabla 11. Proteina, actividad antioxidante (AAO) y actividad antihipertensiva (AAH) de controles,

hidrolizados sin tratar e hidrolizados tratados, preparados al 4% (m/v).

DH (%) Muestra Proteina (ug) AAO (mM) AAH (%)
22,1 WPC 2620,18+192,28¢ 6,90+0,02° 3,7243,77*
WPH 1102,8949,30¢ 10,89+0,23¢ 87,21+0,35¢
WPH-CF 1185,61+33,91°¢ 10,45+0,08¢ 87,25+0,26°
WPH-P 83,73+£11,47* 0,84+0,04° 42,1744,42°
29,1 WPC 2253,95+9,30¢ 0,95+0,05? 0,00+0,00?
WPH 920,88+16,13° 11,77+0,07¢ 88,78+0,23¢
WPH-CF 1111,93+12,41¢ 13,57+0,95¢ 95,49+2,80¢
WPH-P 82,63+1,86* 0,20+0,08* 45,74+0,29°
Factor A: DH * * NS
Factor B: Muestra * * *
Interaccion AB * * *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de multiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Letras diferentes, para cada caracteristica evaluada, indican diferencias significativas (p<0,05).

> dilucién 1/2.

La Figura 29 presenta los cromatogramas de las muestras obtenidos mediante la RP-
HPLC. En el cromatograma del WPC-22 se observan claramente los picos correspondientes a la
albimina sérica bovina (BSA) y a la B-lactoglobulina, entre los tiempos de elucién de 48,75 a 65

min (Eberhardt et al., 2019), que desaparecen después de la hidrélisis enzimdtica (WPH-22). En
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el caso del WPC-29, no se detectaron los picos de la BSA y B-lactoglobulina. Esto podria deberse
a una desnaturalizacién parcial de estas proteinas durante aproximadamente 4 h de incubacién a
50°C, lo que favoreceria su agregaciéon y eventual precipitacion. Como consecuencia, su
concentracién efectiva disminuiria drasticamente en el andlisis cromatografico. Por su parte, en
los cromatogramas de los hidrolizados se observa la desaparicion completa de los picos
correspondientes a las proteinas intactas y la aparicién de multiples picos entre los 15 y 40 min

de elucidn, con perfiles de péptidos que difieren visualmente segtn el grado de hidrdlisis.
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Figura 29. Andlisis RP-HPLC de hidrolizados (B-D) y controles (A), preparados al 4% (m/v). BSA:

albimina sérica bovina. B-LG: B-lactoglobulina.

Respecto al fraccionamiento de los hidrolizados tratados mediante distintas técnicas
cromatogréficas, la Figura 30 resume los cromatogramas obtenidos a una lectura de absorbancia
de 280 nm. En ellos se aprecia la complejidad fisicoquimica de los hidrolizados, observandose un

fraccionamiento tanto por carga, como por tamaio e hidrofobicidad.
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Figura 30. Perfiles de elucion obtenidos tras fragmentar los hidrolizados tratados empleando diferentes
técnicas cromatograficas. (A) 22,1%. (B) 29,1%. Algunas absorbancias fueron ajustadas por un factor de

escalamiento (indicado entre paréntesis) para facilitar la visualizacion.

4.2.2.2.1.Cromatografia de filtracion en gel

La cromatografia de filtracién en gel permitié fraccionar los hidrolizados segiin su
tamafio, obteniéndose 33 y 43 fracciones a partir del WPH-22 y del WPH-29, respectivamente.
Estas fracciones se agruparon en funcién del perfil de elucidn, resultando en 10 fracciones

agrupadas (FA) para el WPH-22 (0 a 9) y 16 FA para el WPH-29 (0 a 15).

El contenido proteico de las fracciones agrupadas se muestra en las Figuras 31.A (Tabla
A5.1, Anexo 5). En términos generales, la proteina presente se concentré mayoritariamente entre
las FA 2 a 5 de ambos hidrolizados, alcanzando valores de 21 a 134 ug. En particular, la FA-3
mostro los valores mas altos con 119,89+1,74 pg, en el caso del WPH-22, y 134,17+5,27 ug, en
el caso del WPH-29.

En cuanto a las bioactividades, los mayores valores de AAO se encontraron en las FA 4
y 5 de ambos hidrolizados, registrandose 707,95£18,59 y 674,63+£29,00 uM para el WPH-22, y
778,26+2,61 y 528,71+10,25 uM para el WPH-29, respectivamente (Figuras 31.B). En cuanto a
la AAH (Figuras 31.C), las FA obtenidas a partir del WPH-29 mostraron los mejores resultados,
destacandose las FA 3 y 4 con inhibiciones de la ECA del 63,59+1,76 y 63,67+1,59%,
respectivamente. Para el WPH-22, la mayor inhibicién observada fue cercana al 40% en la FA-4,
mientras que las FA 3 y 5 presentaron valores alrededor del 32%, inferiores a los obtenidos con

el WPH-29 (aproximadamente 63%).
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Figura 31. Caracterizacion de las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los
hidrolizados por cromatografia de filtracion en gel. (A) Proteina. (B) Actividad antioxidante (AAO). (C)
Actividad antihipertensiva (AAH). (1) 22,1%. (2) 29,1%.

En resumen, las FA 3, 4 y 5 de ambos hidrolizados fueron las que mostraron las

bioactividades mas altas, ademds de evidenciar una mayor concentracion de péptidos, reflejada
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en altos valores de proteina. En el cromatograma, estas FA incluyen fracciones eluidas después
de aproximadamente 16 mL de fase mdvil (~31 min), un valor inferior al volumen de columna
(47 mL). Esto sugiere que el peso molecular de los péptidos presentes en los hidrolizados estaria
dentro del rango de tamafio de poro de la resina utilizada (1000-5000 Da). Ademads, se observa
que a tiempos de retencion mayores también se registraron actividades antioxidantes y
antihipertensivas, aunque en menor medida que las demds FA, con valores en el rango de 22,58-
184,40 uM y 4,05-15,13%, respectivamente. Estas bioactividades podrian estar asociadas a
compuestos de menor peso molecular, como péptidos cortos constituidos por 2 a 6 residuos de

aminoacidos.

El aumento del 7% en el DH no afecté la AAO de los hidrolizados obtenidos, lo que
indica que el fraccionamiento de ambos hidrolizados generé FA con efecto antioxidante y perfil
de distribucion similares. Sin embargo, se observaron FA activas a tiempos de retencién mayores
tras el incremento en el DH. En cuanto a la AAH, el aumento del DH tuvo su efecto, ya que las
FA del WPH-29 mostraron los valores mds altos de esta bioactividad. Ademads, al igual que con
la AAO, se observaron FA antihipertensivas a tiempos de retencién mayores. El andlisis de 42
péptidos antioxidantes provenientes de diferentes fuentes proteicas reveld que estos péptidos
poseen entre 3 a 6 aminodcidos, con pesos moleculares inferiores a 1 kDa. La distribucién de
pesos moleculares de estos péptidos varia de 400 a 650 Da, representando el 70% de los 42
péptidos estudiados (Zou et al., 2016). En cuanto a lo péptidos inhibidores de la ECA, estos
presentan entre 2 y 12 aminodcidos, lo que corresponde a un rango de peso molecular entre 150
y 800 Da (Pan et al., 2012). Estos rangos de peso molecular pueden estar asociados a los altos DH
alcanzados, los cuales favorecieron la obtencién de péptidos de bajo peso molecular. Estas
caracteristicas no sélo incrementan la bioactividad, sino que también facilitan su absorcién en el
tracto intestinal, promoviendo asi sus efectos (Tondo et al., 2019; Martinez-Montafio et al., 2022).
A su vez, los resultados indican que la cantidad de fracciones agrupadas bioactivas obtenidas con
el WPH-29 fue mayor en comparacién con la obtenida con el WPH-22, probablemente debido a

un fraccionamiento mds alto de péptidos bioactivos como resultado de un mayor DH.
4.2.2.2.2.Cromatografia de intercambio i6nico

Las cromatografias de intercambio i6nico permitieron fraccionar los hidrolizados segtin
su carga, obteniéndose: a)- 106 y 100 fracciones a partir del WPH-22 y del WPH-29,
respectivamente, utilizando la IEC-DEAE; b)- 103 y 101 fracciones a partir del WPH-22 y del
WPH-29, respectivamente, mediante la IEC-Q; y ¢)- 112 y 79 fracciones a partir del WPH-22 y
del WPH-29, respectivamente, usando la IEC-SP. Estas fracciones se agruparon en funcién del
perfil de elucién, resultado en: a)- 11 FA para el WPH-22 (0 a 10) y 17 FA para el WPH-29 (0 a
16) a partir de la IEC-DEAE; b)- 16 FA para el WPH-22 (0 a 15) y 14 FA para el WPH-29 (0 a
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13) con la IEC-Q; y ¢)- 11 FA para el WPH-22 (0 a 10) y 16 FA para el WPH-29 (0 a 15) a partir

de la IEC-SP. El contenido proteico y la bioactividad de cada fraccion agrupada se presentan en

las Figuras 32 a 34 (Tablas A5.2 a A5.4, Anexo 5).
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Figura 32. Caracterizacion de las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los
hidrolizados por cromatografia de intercambio aniénico débil. (A) Proteina. (B) Actividad antioxidante
(AAO). (C) Actividad antihipertensiva (AAH). (1) 22,1%. (2) 29,1%. Baja, Media, Alta: fuerza i6nica del

buffer de elucioén.
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En la cromatografia de intercambio aniénico débil (Figura 32; Tabla A5.2, Anexo 5), la
FA-0 present6 los valores més altos de proteina en ambos hidrolizados, siendo 47,70+0,12 pg
para el WPH-22 y 46,04+0,50 pug para el WPH-29. En cuanto a la AAO, las fracciones del WPH-
22 que mostraron los mayores valores fueron, en orden decreciente, las FA 3, 5y 9 con valores
de 285,08+65,18, 222,81+13,20 y 183,53+64,72 uM, respectivamente. Para el WPH-29, las FA
con mayor AAO fueron las FA 0 y 3, con valores de 572,88+5,46 y 173,87+5,31 uM,
respectivamente. Estos resultados sugieren que la AAO estd relacionada con la carga de los
péptidos, lo que explicaria la presencia de fracciones bioactivas a fuerzas i6nicas elevadas, como
ocurre con la FA-9 del WPH-22. Sin embargo, la mayor concentracion de péptidos antioxidantes
se encuentra en zonas de baja fuerza idénica (aproximadamente el 56% en el WPH-22 y el 82% en
el WPH-29), lo que posiblemente corresponde a sustancias con una o dos cargas negativas, al pH
en el que se realiz6 la cromatografia. Asimismo, esto sugiere que la presencia de péptidos acidos,
que contienen los aminodcidos acido glutdmico y dcido aspdartico, podria ser responsable de la
AAO observada. En cuanto al aumento del DH, este afectd el perfil de la bioactividad analizada,

ya que se observo la desaparicion de fracciones bioactivas a tiempos de retenciéon mayores.

En relacion a la AAH, los valores mas altos se presentaron en la FA-0, seguida de las FA
4y 5 del WPH-22, con un 31,30+3,02, 14,1243,60 y 13,88+6,58% de inhibicién de la ECA,
respectivamente. Para el WPH-29, las fracciones con mayor AAH fueron las FA 0, 1 y 5, con
valores de 45,09+1,88, 18,92+0,00 y 14,29+1,66%, respectivamente. Esta bioactividad también
se concentrd mayoritariamente en zonas de baja fuerza idnica, con aproximadamente un 66% para
el WPH-22 y un 61% para el WPH-29, al igual que lo observado para la AAO. Sin embargo, a
diferencia de ésta, el aumento en el DH increment6 el nimero fracciones agrupadas con

propiedades antihipertensivas a tiempos de retencién mds altos, representando un 33% del total.

En las cromatografias de intercambio anidnico fuerte (Figura 33; Tabla AS.3, Anexo 5)
e intercambio catiénico fuerte (Figura 34; Tabla AS5.4, Anexo 5), la FA-0 de ambos hidrolizados
fue la que present6 los valores mas altos de las caracteristicas evaluadas. Con el intercambiador
anidnico se alcanzaron valores de 51,74+0,37 ug de proteina, 726,85+28,18 uM de Trolox y
46,37+5,13% de inhibicion de 1a ECA para el WPH-22 y 50,86+2,61 pg, 610,28+1,29 uM Trolox
y 54,19£1,39% de inhibicién de la ECA para el WPH-29. Mientras que, con el intercambiador
cationico la FA-0 registr6 valores de 58,32+0,50 ug de proteina, 378,84+16,41 uM de Trolox y
46,55+15,43% de inhibicion de la ECA para el WPH-22 y 47,00+1,12 ug de proteina,
467,91+18,81 uM de Trolox y 38,78+0,59% para el WPH-29. Es importante sefialar que la FA-0
corresponde a la muestra final después de la recirculacién en la columna para la adsorcién de los
péptidos en la fase estacionaria, lo que implica que incluye todos los compuestos que no fueron
retenidos por las resinas. Cabe destacar ademds que, con un contenido de proteinas

estadisticamente igual, la FA-0 del hidrolizado con el menor DH obtenida con el intercambiador
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anidnico fuerte mostré6 mayor AAO, en comparacién con la del hidrolizado con mayor DH. Sin
embargo, la FA-0 de este dltimo presenté mayor AAH. En contraste a las fracciones de muestra
recirculada, las FA 2 a 15 del WPH-22 y las FA 2 a 13 del WPH-29 registraron una concentracion
de protefnas tan baja que la técnica aplicada no permitié detectar su presencia, sin embargo,
algunas de ellas evidenciaron bioactividad. En particular, las FA del WPH-22 presentaron efectos
antioxidantes, destacandose la FA-6 con 297,21+130,82 uM de Trolox, mientras que varias FA

de ambos hidrolizados mostraron AAH, aunque con valores inferiores al 25%.

En cuanto al intercambiador catidnico, la FA-O del WPH-29 fue la dnica de las 16
fracciones que presentd efectos antioxidantes (a diferencia de las FA del WPH-22). Esto sugiere
que la mayor concentracién de sustancias con AAO (resultantes de un alto DH) no result6 retenida
por el intercambiador catiénico fuerte, lo que indicaria que dichos péptidos no tendrian un caricter
catiénico destacable. Sin embargo, se observé una mayor retencién de fracciones con AAH.
Herndndez-Ledesma et al. (2011) han planteado la hipétesis de que la carga positiva de los
residuos lisina (grupo amino) y arginina (grupo guanidina) en el extremo C-terminal podria
contribuir a la actividad inhibitoria de la ECA. Al comparar ambos DH, la FA-O del WPH-29

present6 una mayor AAO con menor contenido proteico, pero menor AAH.

En cuanto a la relacién entre la bioactividad presentada por las FA de los
intercambiadores aniénico fuerte y catiénico fuerte, y la fuerza iénica empleada para eluirlas, se
encontrd lo siguiente: en el intercambiador aniénico, la AAO predominé en la zona baja tanto
para el WPH-22 (aproximadamente un 88% del total) como para el WPH-29 (100% del total).
Esto indica que, en ambos casos, la mayor parte de la actividad antioxidante se concentré en las
fracciones eluidas con menor fuerza idnica. Si bien el aumento del DH no modificé la fraccién
predominante (zona baja), si tuvo efecto en la distribucidn restante: en el WPH-22 se observé un
3% del total de la AAO en la zona media y un 9% en la zona alta, mientras que en el WPH-29
estas dos fracciones desaparecieron, concentrandose toda la bioactividad exclusivamente en la
zona baja. En cuanto a la AAH, también predomind en la zona de menor fuerza iénica en ambos
hidrolizados, representando aproximadamente el 67% del total en el WPH-22 y el 66% en el
WPH-29. Sin embargo, al igual que en la AAO, el cambio en el DH afect6 la distribucién del
resto de la bioactividad: en la zona media, la AAH disminuy6 del 23% en el WPH-22 al 17% en
el WPH-29, mientras que, en la zona alta aument6 del 10 al 17%, respectivamente. El
comportamiento observado, tanto parala AAO como para la AAH, puede explicarse considerando
que la mayoria de las moléculas con actividad bioldgica en estos hidrolizados son péptidos
pequeiios, compuestos por 3 o 4 aminodcidos. Debido a su tamafio reducido, estas especies
presentan una baja carga neta (generalmente no mds de 2 o 3 cargas), lo que favorece su elucién

en condiciones de baja fuerza iénica.
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Figura 33. Caracterizacion de las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los
hidrolizados por cromatografia de intercambio anidnico fuerte. (A) Proteina. (B) Actividad antioxidante
(AAO). (C) Actividad antihipertensiva (AAH). (1) 22,1%. (2) 29,1%. Baja, Media, Alta: fuerza iénica del

buffer de elucion.
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En relacidn a los resultados obtenidos a partir del intercambiador catiénico, tanto la AAO
como la AAH se concentraron en la zona de fuerza idnica baja en el caso del WPH-22
(aproximadamente el 62 y 71% del total, respectivamente), donde la FA-2 mostré efectos
antioxidantes de 132,95+88,36 uM y las FA 1, 3 y 4 evidenciaron efectos inhibidores de la ECA
con porcentajes de inhibicion entre el 12% y el 14%. No obstante, aunque la FA-8 se encuentra
en la zona de alta fuerza i6nica también registr6 efectos antioxidantes interesantes (196,77+58,77
UM de Trolox), superiores a los de la FA-2. Para el WPH-29, 1a AAO se concentré exclusivamente
en la zona de baja fuerza i6nica, representando el 100% del total, sin detectarse actividad en las
zonas de fuerza i6nica media o alta. En cuanto a la AAH, esta se distribuy6 principalmente en las
zonas de baja y alta fuerza idnica, representando el 38 y 46% del total, respectivamente, mientras
que la zona de media fuerza idnica implicé solo un 16%. Se destacaron particularmente las FA
10y 11, ambas ubicadas en la zona de alta fuerza idnica, con porcentajes de inhibicién de la ECA

de 30,08+0,92 y 24,24+0,42%, respectivamente.
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Figura 34. Caracterizacion de las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los
hidrolizados por cromatografia de intercambio catidnico fuerte. (A) Proteina. (B) Actividad antioxidante
(AAO). (C) Actividad antihipertensiva (AAH). (1) 22,1%. (2) 29,1%. Baja, Media, Alta: fuerza idnica del

buffer de elucion.

Al analizar ambas cromatografias anidnicas, se observan perfiles de elucién similares
(Figuras 32 y 33), sin embargo, en la IEC-Q desaparecen los picos con mayores tiempos de
retencion que se registraron en la IEC-DEAE. Estas pequefias diferencias son esperables, ya que
la fuerza de unién diferente de los intercambiadores afecta la retencién de los compuestos. Los
intercambiadores débiles, como el DEAE, tienden a retener compuestos con mayor carga, ya sea
biolégicamente activos o no, debido a sus grupos bdsicos débiles, a diferencia de los los

intercambiadores fuertes, como el Q, que tienen grupos menos selectivos.

El estudio de la influencia de aminodcidos cargados sobre la bioactividad reveld
resultados que coinciden con lo reportado en la bibliografia acerca de la composicién de péptidos
bioactivos (Kobayashi et al., 2008; Welderufael et al., 2012; Zou et al., 2016; Tondo et al., 2019),

lo que sugiere que la carga de los péptidos es un factor determinante de la bioactividad.

La actividad antioxidante de un compuesto se refiere a su capacidad para proteger los
sistemas bioldgicos contra los efectos nocivos de los procesos de oxidacién, responsables del
dafio celular. El anélisis del comportamiento de los péptidos con esta capacidad es complejo, ya
que no existe una Unica forma de detectar sustancias antioxidantes ni un Unico mecanismo
antioxidante para las sustancias bioactivas. El ensayo con el reactivo ABTS es una de las
metodologias mds efectivas y, por lo tanto, uno de las mds cominmente empleadas (Silva et al.,
2006; Sah et al., 2018). Esta técnica mide la capacidad de un péptido o mezcla de péptidos (el
potencial antioxidante) para transferir 4tomos de hidrégeno o electrones a un oxidante de manera
répida y sencilla. El estudio de la actividad captadora de radicales ABTS mostré que los péptidos

con AAO estarfan principalmente relacionados con residuos de aminodcidos dcidos y, en menor
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medida, con residuos basicos. Los aminodcidos dcidos cargados negativamente (dcido glutamico
y 4cido aspartico) han demostrado capacidad de extinguir radicales libres debido a la presencia
de una cantidad significativa de electrones. Un ejemplo es el caso de los péptidos de colza
sintetizados a partir de la fermentacién con Bacillus subtilis, en los cuales el acido glutdmico fue

uno de los aminodcidos predominantes dentro de la secuencia de los péptidos (Zou et al., 2016).

Por su parte, a la hora de evaluar la actividad antihipertensiva es crucial considerar el
mecanismo de accion de la enzima involucrada en la regulacion de la presion arterial. La accién
de la enzima convertidora de angiotensina se produce mediante la escision del dipéptido C-
terminal de oligopéptidos (Tondo et al., 2019). Sus sustratos biolégicos son el decapéptido
angiotensina I y el nonapéptido bradiquina. Se ha destacado la importancia de las secuencias C-
terminales de los péptidos inhibidores de la ECA al evaluar la unién de los péptidos hipuril-
histidil-leucina e hipuril-fenilalanina-arginina, cuyos fragmentos C-terminales son similares a los
de los sustratos bioldgicos (Welderufael et al., 2012). Al menos tres residuos interactiian con el
sitio activo de la enzima, ejerciendo su efecto inhibidor. Los residuos de aminoécidos aroméaticos
hidrofébicos (triptéfano, fenilalanina, tirosina y prolina) son esenciales para una interaccién
eficiente y para la posterior inhibicién del sitio catalitico de la ECA (Tondo et al., 2019).
Kobayashi et al. (2008) evaluaron la influencia del tipo y la posicién de los residuos de
aminodcidos en el efecto inhibidor de la ECA de diferentes péptidos sintetizados. Informaron que
la mayoria de los péptidos inhibidores contienen un residuo cargado positivamente (lisina,
histidina o arginina) en el extremo C-terminal, junto con un residuo aromatico. El residuo cargado
interactia con un residuo negativo cerca del sitio activo de la enzima, mientras que el residuo
aromdtico bloquea estéricamente el sitio activo. Este mecanismo explica el aumento de las
fracciones antihipertensivas con mayor retencion al emplear la cromatografia de intercambio
catidénico. Ademds, se ha reportado que la presencia de aminodcidos hidrofébicos o residuos de
prolina en el extremo C-terminal contribuyen a potentes efectos inhibitorios y, a su vez, a la
resistencia a la digestion, lo que representa un atributo beneficioso (Chamata et al., 2020). En
cuanto a los residuos carboxilicos, Tondo et al. (2019) informaron que su presencia es poco
favorable para la inhibicién de la ECA. Sin embargo, hemos detectado la existencia de péptidos

con estas caracteristicas.
4.2.2.2.3.Cromatografia de interaccion hidrofébica

La cromatografia de interaccidon hidrofébica permitié fraccionar los hidrolizados segtin
su hidrofobicidad. Mediante esta técnica se obtuvieron 91 y 93 fracciones a partir del WPH-22 y
del WPH-29, respectivamente. Estas fracciones se agruparon en funcién del perfil de elucidn,

resultando en 6 FA para el WPH-22 (0 a 5) y 17 FA para el WPH-29 (0 a 16).
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El contenido proteico y la bioactividad de cada fraccidon agrupada se muestran en la
Figura 35 (Tabla AS.5, Anexo 5). A partir de los resultados obtenidos, se puede observar que la
FA-0O de ambos hidrolizados presenté los valores mds altos en las caracteristicas evaluadas,
alcanzando 57,18+1,61 pg de proteina, 522,24+34,16 uM de Trolox y 44,27+0,38% para el WPH-
22y 38,93+0,37 pg proteina, 526,97+64,19 uM de Trolox y 45,96+1,34% para el WPH-29. Es
importante recordar que la FA-0 corresponde a la muestra final después de la recirculacién en la
columna para la adsorcién de los péptidos en la fase estacionaria, lo que implica que incluye todos
los compuestos que no fueron retenidos por la resina. Con un contenido proteico menor, la FA-0
del WPH-29 mostré bioactividades estadisticamente iguales a la FA-O del WPH-22. Esta
estrategia cromatogréfica resulta interesante, ya que permite eliminar sustancias relativamente
hidrofébicas responsables del sabor amargo de los hidrolizados de las proteinas del suero l4cteo.
Cabe destacar, ademds, que la FA-O del WPH-29 fue la dnica FA que present6 efectos
antioxidantes; y, en el caso del WPH-22, la tinica FA distinta a la FA-O que mostr6 estos efectos
fue la FA-1. En relacién a la AAH, las fracciones distintas a la FA-0 que presentaron porcentajes
inhibidores de la ECA entre el 12% y el 16% fueron las FA 1y 2 del WPH-22 y las FA 2, 3, 8,
10 y 14 del WPH-29. Estos resultados sugieren que los péptidos hidrofébicos no serian
responsables de la AAO observada en los hidrolizados, pero si de la AAH.
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Figura 35. Caracterizacion de las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los
hidrolizados por cromatografia interaccién hidrofébica. (A) Proteina. (B) Actividad antioxidante (AAO).
(C) Actividad antihipertensiva (AAH). (1) 22,1%. (2) 29,1%. Baja, Media, Alta: fuerza iénica del buffer

de elucidn.

Como se mencioné en la seccién 4.2.2.2.2, la actividad inhibidora de la ECA estd
relacionada a la presencia de aminodcidos hidrofébicos, los cuales facilitan una interaccién
eficiente y, cuando éstos son aromdticos, bloquean estéricamente el sitio activo de la enzima
(Saito et al., 1994; Welderufael et al., 2012; Tondo et al., 2019). Este comportamiento sugiere
que los péptidos inhibidores de 1a ECA tienen una mayor naturaleza hidrofébica en comparacién
con los péptidos antioxidantes. Sin embargo, varios péptidos antioxidantes también presentaron
caracteristicas hidrofébicas, ya que fueron ligeramente retenidos en presencia de 3,5 M de NaCl,
pero rapidamente eluidos y recuperados en la fraccién pasante. Estas diferencias en la retencién

en la resina podrian atribuirse al ligando utilizado en la HIC.

Phenyl-Sepharose es un adsorbente que interactia con anillos aromaticos de los residuos
de aminodcidos en la superficie de un péptido (Gelsema et al., 1980). De esta manera, se espera
que la presencia de aminodcidos arométicos en los péptidos bioactivos favorezca su retencién en
la columna cromatogréfica. De acuerdo a los resultados obtenidos, los péptidos con AAH deberian
ser ricos en aminodcidos arométicos en detrimento de los péptidos con AAQ. Estos tltimos
deberian contener en mayor proporcién aminodcidos hidrofébicos de cadena alquilica, como
isoleucina y valina, lo que explicaria la escasa interaccién con una resina que contiene un ligando
aromatico. Aunque podrian existir interacciones puramente hidrofébicas, estas no serian
suficientes para retener eficientemente los péptidos antioxidantes debido a la ausencia de

interacciones aromaticas.
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4.2.2.2.4.RP-HPLC

El andlisis de la RP-HPLC de las FA con mayor bioactividad obtenidas revel6 la
complejidad de las fracciones aisladas (Figura 36). Se observé que la actividad funcional
detectada se debe a la presencia de varios compuestos peptidicos, comprendidos entre los 16,25
y 48,75 min de elucién, a excepcion de algunos casos como por ejemplo la FA-3 del WPH-22
obtenida con la IEC-DEAE o la FA-10 del WPH-29 de la IEC-SP. En esos casos se logré una

purificacién interesante, ya que el cromatograma evidencié pocos picos.

Tal como se mencioné en la seccion 4.2.2.2, los perfiles de los hidrolizados presentan
diferencias visuales al comparar los DH obtenidos, como se observa en las FA 3y 5 de la GFC,
dentro del rango de elucién de 25 a 35 min. En este caso, se aprecia la desaparicién de ciertos

picos al aumentar el DH, lo que sugiere modificaciones estructurales en los péptidos.
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Figura 36. Andlisis RP-HPLC de las fracciones agrupadas (FA) de las técnicas cromatogréficas con

mayor bioactividad. (A) Cromatografia de filtracién en gel. (B) Cromatografia de intercambio aniénico

débil. (C) Cromatografia de intercambio anidnico fuerte. (D) Cromatografia de intercambio catidonico

fuerte. (E) Cromatografia de interaccién hidrofébica. (1) 22,1%. (2) 29,1%.

En comparacién con la HIC, en este caso se observé una mayor retenciéon de los

compuestos peptidicos, lo que sugiere la existencia de residuos hidrofébicos en su composicion.

Esta retencién estd principalmente determinada por la alta afinidad de los residuos aromaticos
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como triptofano, fenilalanina y tirosina, hacia la fase estacionaria en RP-HPLC, y en menor
medida, a los residuos alifaticos de cadena ramificada, como valina, leucina e isolucina (Gelsema
et al., 1980). Estos resultados coinciden con lo expuesto en la seccion 4.2.2.2.2, donde se
menciona que la actividad inhibitoria de la ECA en péptidos depende la presencia de residuos

hidrofébicos y aromaticos (Saito et al., 1994; Kobayashi et al., 2008; Pan et al., 2012).
4.3. Estudios de inmovilizaciéon
4.3.1. Caracterizacion de las particulas

La caracterizacién preliminar de las particulas de quitosano incluyd estudios de
hinchamiento, tamafo y forma, lo cual permitié6 obtener una primera aproximaciéon a las

propiedades morfoldgicas de los materiales sintetizados.

La capacidad de hinchamiento (swelling) de las particulas, tanto sin modificar como
modificadas con glutaraldehido al 1%, se evalué empleando dos metodologias: gravimétrica y
volumétrica. Los resultados obtenidos a partir de ambos métodos se muestran en la Figura 37.
Desde el punto de vista gravimétrico, se observé que el incremento del pH de condiciones neutras
a alcalinas (pH 7 a 10) provocé una disminucién de la capacidad de hinchamiento de las particulas
nativas, evidenciada por una menor masa tras 24 h de incubacién (Figura 37.A). En cambio, en
las particulas modificadas con glutaraldehido, el aumento del pH condujo a un incremento en el
valor de hinchamiento medido. No obstante, la modificacidn con glutaraldehido redujo el swelling
de las particulas a pH 7 y 10 en comparacién con las particulas nativas. Este comportamiento
puede explicarse por la naturaleza catiénica del quitosano, cuya capacidad de hinchamiento esta
influenciada por el pH del medio y por la presencia y densidad del agente reticulante: a pH neutro
o bésico, los grupos amino (-NH>) no se protonan, lo que reduce su interaccién con el agua y, en
consecuencia, su capacidad de hinchamiento. Esta limitacién se acentiia cuando el quitosano se
modifica con glutaraldehido, ya que la reticulacién incrementa la rigidez de la red polimérica,

aunque mejora la estabilidad estructural del hidrogel (Torgut et al., 2022; Kacoglu et al., 2024).

Desde el punto de vista volumétrico (Figura 37.B), también se evidencié una
disminucién de la capacidad de hinchamiento de las particulas nativas al aumentar el pH de 7 a
10, en todos los tiempos evaluados (0 a 1440 min). A pH 7, el swelling mostré un incremento
progresivo con el tiempo, alcanzando un valor mdximo de 58,78+4,78%. En cambio, a pH 10, el
aumento fue mucho mas moderado, con un valor final de 15,23+0,00%. En cuanto al efecto del
glutaraldehido, se observé que la modificacién covalente de las particulas tuvo un impacto
negativo sobre su capacidad de hinchamiento, segin los resultados obtenidos en los ensayos
volumétricos. En todos los tiempos evaluados y a ambos valores de pH, las alturas registradas

fueron menores a la inicial, lo que indica una pérdida de la capacidad de hinchamiento.
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Figura 37. Capacidad de hinchamiento (swelling) de las particulas de quitosano, segtin el método
gravimétrico (A) y volumétrico (B). N: particulas nativas. M: particulas modificadas. Resultados del
ANOVA de muiltiples vias: -figura (A): *factor A: NS; «factor B e interaccion AB: *; -figura (B):
efactores A (pH de incubacion) y B e interaccion AB: *; -*: efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no
significativo (p>0,05); -letras diferentes, dentro de cada figura (A o B), indican diferencias significativas

(p<0,05).

En la bibliografia se han reportado comportamientos tanto similares como distintos
respecto al efecto del pH sobre la propiedad de hinchamiento del quitosano, asi como sobre el uso
de diferentes agentes reticulantes (Pavoni et al., 2021; Raju et al., 2021; Torgut et al., 2022;
Kagoglu et al., 2024). Estos estudios muestran que la reticulacion con dichos compuestos afecta
de manera compleja la capacidad de hinchamiento del quitosano, y que esos efectos estdn
fuertemente influenciados por el pH del medio. Mientras que en los estudios de la bibliografia se
usaron principalmente métodos gravimétricos, el presente trabajo también incluyd un anélisis

volumétrico, lo que proporciond una perspectiva mas amplia sobre el hinchamiento del quitosano.

Las imigenes obtenidas a partir del anélisis con microscopia éptica de las particulas tanto
sin modificar como modificadas con glutaraldehido se muestran en la Figura 38. Este analisis
permitié observar las caracteristicas macroscépicas de las mismas, como su tamafio, forma y
color. Es posible apreciar que tanto las particulas de quitosano nativo como las modificadas
presentan una morfologia preferentemente esférica o redondeada, con un tamafio que oscila entre
1 y 1,5 mm. Sin embargo, se evidencian diferencias importantes tras la modificaciéon con
glutaraldehido. Las particulas tratadas muestran una coloracién mds oscura y una superficie

aparentemente mas lisa, lo que sugiere un aumento en la rigidez estructural.
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(A1) (B1)

(A3) (B3)

=

(A4) (B4)
Figura 38. Microscopia 6ptica de particulas de quitosano sin modificar (A) y modificadas con

glutaraldehido (B). (1) x4. (2) x20/x10. (3) particula entera. (4) corte.

Las particulas no sélo se analizaron mediante microscopia dptica sino también a través

de microscopia electrénica de barrido (Figura 39). Este andlisis permitio visualizar la morfologia
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superficial de las particulas, observandose estructuras con bordes irregulares y superficies
relativamente lisas en las particulas nativas (Figura 39.A), aunque con presencia de fracturas y
cierta rugosidad superficial. En cambio, las particulas de quitosano modificadas con
glutaraldehido (Figura 39.B) mostraron una morfologia mas densa y compacta, con una
superficie significativamente mas rugosa, porosa y con mayor nimero de cavidades. Estos
cambios morfoldgicos evidencian el efecto del entrecruzamiento con glutaraldehido, lo cual
sugiere una reorganizaciéon de la matriz polimérica que contribuye a una mayor rigidez y

compactacion estructural de la particula.

28Ky

(B1) (B2)

Figura 39. Microscopia electrénica de barrido de particulas de quitosano sin modificar (A, 1: 300x, 2:

3000x) y modificadas con glutaraldehido (B, 1y 2: 300x).

Los resultados obtenidos se compararon con antecedentes bibliograficos que analizaron
la morfologia del quitosano bajo diversas condiciones (Genta et al., 1998; Monteiro Jr. & Airoldi,
1999; Campos et al., 2013; Li et al., 2013; Raju et al., 2021; da Silva Melo et al., 2023). Estos
estudios reportaron, al igual que el presente trabajo, una morfologia esférica y de superficie lisa

en quitosano sin modificar, mientras que otros describieron caracteristicas adicionales como
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flexibilidad y cristalinidad homogénea. En cuanto a la modificaciéon con glutaraldehido, se
observd, de manera similar a lo observado en este trabajo, que generaba morfologias mas rugosas
y porosas. Ademds, se evidencié que distintos agentes entrecruzantes inducen patrones

morfoldgicos especificos, dependiendo de su estructura quimica y grado de rigidez.
4.3.2. Proceso de inmovilizacion

La inmovilizacién de las Alcalase® y Flavourzyme® se realizd en tres etapas: en la
primera, se evaluaron distintas técnicas de inmovilizacion (adsorcién, unién covalente,
reticulacién-unién covalente). En la segunda, se estudi6 el efecto de diferentes concentraciones
de agente activante (0,05; 1 y 2%) sobre la inmovilizacién enzimadtica. En la tercera, se evalu6 el
efecto del tiempo sobre la inmovilizacion de las enzimas. En cada etapa, se midi6 el contenido

proteico y/o la actividad de las muestras obtenidas.
4.3.2.1. Evaluacion de distintas técnicas de inmovilizacion

La inmovilizacion de Alcalase® y Flavourzyme® sobre quitosano, utilizando distintas
técnicas, se visualiza en la Figura 40 como proteina residual y actividad residual, y los pardmetros

de inmovilizacidn calculados a partir de estos resultados se detallan en la Tabla 12.
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Figura 40. Inmovilizacion de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) mediante distintas técnicas, expresada
como proteina residual y actividad residual. Resultados del ANOVA: -letras mintisculas (proteina
residual) o maytsculas (actividad residual) diferentes, para cada enzima, indican diferencias significativas

(p<0,05); -la ausencia de letras indica que no se registraron diferencias significativas (p>0,05).

En cuanto a la proteina residual, la inmovilizacién por reticulacién seguida de unién
covalente mostré los valores mas bajos en la insolubilizacién de Alcalase®, mientras que en
Flavourzyme® no se encontraron diferencias significativas entre esta técnica y la inmovilizacion

covalente, evidenciando ambas los valores mds bajos. Esto resultados se vieron reflejados en el
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rendimiento de inmovilizacién en términos de proteina, siendo la inmovilizacién por reticulacién-
unién covalente la que presentd el mejor rendimiento en Alcalase®, mientras que en
Flavourzyme® los valores mds altos se encontraron tanto en la inmovilizacion por reticulacion-

union covalente como en la inmovilizacion covalente.

En términos de actividad residual, la inmovilizacién covalente registrd los valores més
bajos para Alcalase®, mientras que en Flavourzyme® se observd un comportamiento similar al
registrado en los resultados de proteina residual: tanto la inmovilizacién por reticulacién-unién
covalente como la inmovilizacién covalente presentaron los valores mds bajos de actividad
residual en el sobrenadante. Para el rendimiento de inmovilizacién en términos de actividad, en
Alcalase® no se observaron diferencias significativas en los resultados obtenidos, si bien la
inmovilizacién covalente mostré el valor mds alto. Mientras que en Flavourzyme®, las
inmovilizaciones por reticulacién-union covalente y por unién covalente registraron los valores
més altos. En cuanto a la actividad tedrica especifica y la actividad tedrica equivalente, la
inmovilizacién por adsorcidn fue la que presentd los valores més altos en Alcalase®, mientras

que en Flavourzyme® los valores mds altos se registraron en la inmovilizacién covalente.

Tabla 12. Parametros de inmovilizacion de Alcalase® y Flavourzyme® inmovilizadas mediante distintas

técnicas.
Ensima Técnica de np Na AE AE,
inmovilizacion (%) (%)* (Ul/mg)* (%)
Alcalase® 1 25,57+4,43¢% 74,76£2,70 12,20+0,44¢  292,35£10,56°
2 81,76+0,95¢  77,99+16,53 0,41+0,09* 95,40+20,22%
3 64,55+1,76°  87,02+1,55 5,62+0,10° 134,8242,40°
Flavourzyme® 1 16,95+2,38*  32,24+0,45* 6,43+0,09* 190,19+2,65*
2 30,59+0,85°  62,20+7,46° 6,304£0,76*  203,36+24,40*
3 24,25+2,69° 63,12+0,38° 8,73+0,05° 260,25+1,58°

Letras diferentes, dentro de cada columna para cada enzima, indican diferencias significativas (p<0,05).

* La ausencia de letras, dentro de cada columna para cada enzima, indica que no se registraron diferencias
significativas (p>0,05).

Tecnicas de inmovilizacién: 1. Inmovilizacién por adsorcion; 2. Inmovilizacidn por reticulacién y unién
covalente; 3. Inmovilizacién por unién covalente.

* Actividad especifica expresada como Ul en mg de Alcalase®, en el caso de Alcalase® y Ul en mg de

albimina sérica bovina, en el caso de Flavourzyme®.
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En resumen, entre las distintas técnicas empleadas, la inmovilizacién por reticulacién
seguida de unién covalente mostré los menores valores de proteina residual y el mayor
rendimiento de inmovilizacidn, tanto para Alcalase® como para Flavourzyme®, sin presentarse,
en el caso de Flavourzyme®, diferencias significativas con la inmovilizacién covalente. En
términos de actividad, la inmovilizacién covalente fue la que presento los mejores resultados para
Alcalase®, mientras que para Flavourzyme®, los mejores resultados se dieron entre la
inmovilizacidn covalente y la inmovilizacién por reticulacion seguida de unién covalente. En
cuanto a la actividad tedrica especifica y la actividad tedrica equivalente, que consideran tanto la
proteina como la actividad, la inmovilizacién por adsorcién evidenci6 los valores mds altos entre
las técnicas evaluadas en el caso de Alcalase®, y la inmovilizacién por unién covalente en el caso

de Flavourzyme®.

Los resultados teéricos obtenidos a partir de la actividad determinada en sobrenadantes y
lavados coincidieron con la actividad practica de los derivados (Tabla 13). El derivado obtenido
por unién covalente, en el caso de Alcalase®, y por reticulacion-unién covalente en el caso de
Flavourzyme® fueron los que mostraron la mayor actividad préictica, lo que concuerda con la
menor actividad residual registrada en los sobrenadantes. Sin embargo, los resultados obtenidos
con Flavourzyme® deben interpretarse con cautela, ya que la actividad prictica fue
considerablemente baja, lo que sugiere que las diferencias observadas podrian deberse a la
presencia de precipitados en suspensién, mds que a una variacién real en la actividad de los
biocatalizadores (Qualls et al., 1983). Esta caida en la actividad préctica podria también a estar
asociada a un caricter potencialmente multimérico de la enzima, estructura que se veria

fuertemente comprometida durante el proceso de inmovilizacién.

Tabla 13. Actividad préctica de Alcalase® y Flavourzyme® inmovilizadas mediante distintas técnicas.

Actividad total (UI)
Técnica de inmovilizacion
Alcalase® Flavourzyme®
Adsorcion 0,64+0,002 0,2940,012
Reticulacién-Unién covalente 4,63+0,31° 0,37+0,03°
Unién covalente 18,63+0,68¢ 0,27+0,022

Letras diferentes, dentro de cada columna, indican diferencias significativas (p<0,05).
La actividad practica de Alcalase® y Flavourzyme® inmovilizadas se determiné con 8 ml de caseina 10

mg/mly 0,3 g 0 0,6 g de enzima inmovilizada, respectivamente.

En otros estudios también se evaluaron distintas técnicas de inmovilizacion de estas

enzimas, reportando resultados similares. La menor actividad observada en la inmovilizacién por
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reticulacion se asocié a una reticulacién no controlada entre las moléculas de enzima y
glutaraldehido, lo que dio lugar a la formacion de agregados con propiedades mecdnicas
inadecuadas (Zuia et al., 2017). Por otro lado, la inmovilizacién covalente mostré menor
actividad enzimética en comparacién con el entrampamiento, pero a cambio presentd mayor

eficiencia de carga y estabilidad (Hansupalak et al., 2010).

En cuanto a los controles (Tabla 14), se observé una reduccién en la actividad enzimatica
en comparacion con la actividad inicial. Al comparar los controles de adsorcién (enzima en buffer)
con aquellos que involucraron el agente activante, se evidencié que este dltimo tuvo un efecto
negativo sobre las enzimas, reduciendo la actividad a menos del 30% del valor inicial en buffer.
El glutaraldehido podria estar afectando la estructura de las enzimas, ocasionando su inactivacién

(Migneault et al., 2004; Barbosa et al., 2014).

Tabla 14. Actividad residual de los controles de inmovilizacién de Alcalase® y Flavourzyme® realizada

mediante distintas técnicas.

Actividad residual (%)
Técnica de inmovilizacion

Alcalase® Flavourzyme®
Adsorcién* 68,43+2,66° 70,62+5,83°
Reticulacion-Unidn covalente 11,60+5,96* 33,32+1,17*
Unidn covalente 7,79+2,56% 22,10+6,972

Control de adsorcién: solucién de enzima [preparada en buffer fosfato 100 mM (pH 8)] incubada por 22 h
en condiciones de inmovilizacién y en ausencia de quitosano.

Control de reticulacién-unién covalente: solucién de Alcalase® o Flavourzyme® [preparada en solucién
de glutaraldehido 0,2 0 0,004% (v/v), respectivamente] incubada por 44 h en condiciones de inmovilizacion
y en ausencia de quitosano.

Control de unién covalente: solucion de Alcalase® o Flavourzyme® [preparada en solucién de
glutaraldehido 1 o 0,2% (v/v)] incubada por 22 h en condiciones de inmovilizacién y en ausencia de
quitosano.

Actividad residual calculada tomando como 100% la actividad de la solucién de enzima en buffer fosfato
100 mM (pH 8), pre-incubada durante 2 h a temperatura ambiente, en el caso de la inmovilizacién por
adsorcion y por unién covalente, y la actividad de la solucién de enzima en glutaraldehido 0,2 o 0,004%
(v/v) sin incubacidn, en el caso de la inmovilizacién por reticulacién y unién covalente.

* El control de adsorcién también cuenta como control en buffer de la inmovilizacién por unién covalente

ya que requirié los mismos tiempos de incubacidn.

Dado que los derivados enzimaticos se utilizardn para la hidrélisis de concentrado de

proteinas de suero lacteo, la actividad enzimatica retenida tras la inmovilizacién fue el criterio
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principal para su seleccién. Por ello, se opté por la inmovilizacién covalente, ya que esta técnica
present6 valores de actividad residual entre los mas bajos, junto con un rendimiento de
inmovilizacion y actividades especifica y equivalente adecuados, tanto para Alcalase® como para
Flavourzyme®. Ademas, la inmovilizacién covalente suele conferir mayor estabilidad térmica y
operacional, lo que resulta beneficioso en aplicaciones industriales donde las enzimas estin
expuestas a condiciones variables de temperatura, pH y reutilizacién en ciclos sucesivos. Esta
estabilidad adicional podria prolongar la vida ttil de los derivados enzimdticos y mejorar su
eficiencia en procesos de hidrdlisis a gran escala (Hong et al., 2008; Kujawa et al., 2021; Xu et

al., 2023).
4.3.2.2. Evaluacion de la influencia de distintas concentraciones de agente activante

La inmovilizacién de Alcalase® y Flavourzyme® sobre quitosano activado con distintas
concentraciones de glutaraldehido se visualiza en la Figura 41 como proteina residual y actividad
residual, y los pardmetros de inmovilizacion calculados a partir de estos resultados se detallan en

las Tablas 15 y 16.

Los resultados de proteina residual obtenidos con Alcalase® demuestran que, a la menor
concentraciéon de glutaraldehido, el incremento del tiempo de inmovilizacién condujo a un
aumento de la enzima inmovilizada. Sin embargo, a mayores concentraciones del agente
activante, no se observaron cambios significativos en el contenido proteico al incrementar el
tiempo de inmovilizacién. Por otro lado, se aprecié que el incremento del 1 al 2% en la
concentracion de glutaraldehido al realizar la activacién de los soportes para lograr obtener sus
correspondientes derivados inmovilizados durante 4 h de inmovilizacién, produjo una
disminucién de Alcalase® inmovilizada (mayor proteina residual), efecto que es diferente al que
se observé al incrementar la concentracién de 0,05 a 1% a ambos tiempos de inmovilizacién
evaluados. Estos resultados, que a su vez se ven reflejados en el rendimiento de inmovilizacién
calculado a partir de la proteina incorporada, indicarian que los mejores derivados son aquellos
obtenidos con quitosano activado con glutaraldehido al 1% (v/v). El incremento de la
concentracion de agente activante (de 1 a 2%), por un lado, no implicé un cambio significativo a
las 2 h de inmovilizacién y, por otro lado, ocasion6 una reduccién del rendimiento de
inmovilizacidn a las 4 h de incubacién, efecto que también se observo al reducir la concentracién

de agente activante a 0,05%, tanto a las 2 h como a las 4 h de inmovilizaci6n.
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Figura 41. Inmovilizacién de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) sobre particulas de quitosano activadas
con distintas concentraciones de glutaraldehido, expresada como proteina residual (1) y actividad residual
(2). Resultados del ANOVA: -*: efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no significativo (p>0,05); -

letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Teniendo en cuenta los resultados de actividad residual, es posible indicar que el tiempo
de inmovilizacidn afectd la actividad de manera estadisticamente significativa reduciéndola,
mientras que, la concentracién del agente activante, presentd dicho efecto sdlo al aumentar su
concentracién de 0,05 a 1%. Este comportamiento repercutié en el rendimiento de inmovilizacion
en términos de actividad. En funcién de estos resultados, los derivados obtenidos luego de 4 h de
inmovilizacién y con particulas activadas al 1 o 2% serfan los candidatos adecuados para los
préximos ensayos. No obstante, al evaluar los resultados teniendo en cuenta tanto los valores de
actividad como los de proteina, mediante la actividad tedrica especifica y la actividad tedrica
equivalente, fue posible definir entre uno de los dos porcentajes de glutaraldehido mencionados.
El derivado obtenido a partir de particulas de quitosano activadas con un 2% (v/v) de
glutaraldehido fue el que present6 los mayores valores de actividad tedrica especifica y actividad

tedrica equivalente, en comparacion con las demds condiciones evaluadas.
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Tabla 15. Parametros de inmovilizacién de Alcalase® inmovilizada sobre particulas de quitosano

activadas con distintas concentraciones de glutaraldehido.

GLU (%) Tiempo (h) N (%) Na (%) AE (UI/mg) AEq (%)

0,05 2 18,27+4,37% 9,57+3,53 170,46+62,83* 52,40+19,31*

4 60,05+5,55° 23,91+£3,00 129,50+16,25* 39,81+5,00°

1,00 2 77,63+7,02¢ 65,74+1,22 275,45+5,10° 84,67+1,57°

4 81,58+3,05¢ 77,88+0,77 310,57+3,07° 95,47+0,94°

2,00 2 68,64+0,83% 64,01£5,50 303,38+26,08° 93,26+8,02°

4 60,96+3,60° 78,02+3,60 416,32+19,21°¢ 127,98+5,90¢
Factor A: GLU * * * *

Factor B: Tiempo * * NS NS

Interacciéon AB * NS * *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOV A de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Letras diferentes, para cada pardmetro, indican diferencias significativas (p<0,05).

Abreviaturas: GLU: Concentracion de glutaraldehido. Tiempo: Tiempo de inmovilizacion.

En cuanto a los resultados de proteina residual obtenidos con Flavourzyme®, se observo
un comportamiento similar al de Alcalase®. En términos generales, el tiempo de inmovilizacién
ocasioné una reduccién de la proteina presente en el sobrenadante, excepto en la concentracién
de glutaraldehido del 0,05%, donde se registré lo contrario. Por su parte, el efecto de la
concentracion del agente activante fue significativo al incrementar de 0,05 al 1%, pero no al pasar
del 1 al 2%. Estos resultados, que a su vez se ven reflejados en el rendimiento de inmovilizacién
calculado a partir de la proteina incorporada, indicarian que, al igual que Alcalase®, los mejores
derivados para préximos ensayos son aquellos que se obtuvieron con las particulas de quitosano
activadas con glutaraldehido al 1% (v/v). Esta condicién tiene como ventaja la practicidad y la
mejor sustentabilidad en su produccién, ya que requiere menos concentracion de agente activante,

en comparacién con el derivado que presentd resultados estadisticamente similares [2% (v/v)].

Teniendo en cuenta los resultados de actividad residual para esta enzima, se aprecié que
tanto el efecto del tiempo de inmovilizacién como el de la concentracion de glutaraldehido result6
estadisticamente significativo. En otras palabras, el incremento de estas variables condujo a una
reduccién de la actividad presente en el sobrenadante de inmovilizacion. Este comportamiento se

reflejé en los rendimientos de inmovilizacion en términos de actividad y sugieren que las mejores
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condiciones son las de mayor tiempo y mayor concentracion de agente activante. Sin embargo, al
analizar los resultados de actividad tedrica especifica y actividad tedrica equivalente, no se
registraron diferencias significativas entre el 1% y el 2%. Las condiciones de inmovilizacién que
presentaron los mayores valores de estos pardmetros fueron aquellas que involucraron particulas

activadas con 0,05% de glutaraldehido y 4 h de inmovilizacion.

Tabla 16. Pardmetros de inmovilizacién de Flavourzyme® inmovilizada sobre particulas de quitosano

activadas con distintas concentraciones de glutaraldehido.

GLU (%) Tiempo (h) N (%) Na (%) AE (UI/mg) AEq (%)
0,05 2 13,09+3,07° 17,82+4,72 6,83+1,812 136,19+36,04°
4 4,06+0,59* 46,44+1,20 57,40+1,48¢ 1144,05+29,60¢
1,00 2 24,88+2,87¢ 60,74+1,00 12,2540,20° 244,18+4,03°
4 33,72+1,55¢ 83,80+2,72 12,47+0,40° 248,53+8,06°
2,00 2 28,3243,51« 75,15+3,28 13,31£0,58"° 265,34+11,58°
4 39,73+0,08° 94,01£1,50 11,87+0,19° 236,65+3,78°
Factor A: GLU * * * *
Factor B: Tiempo * * * *
Interacciéon AB * NS * *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de multiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Letras diferentes, para cada pardmetro, indican diferencias significativas (p<0,05).

Abreviaturas: GLU: Concentracion de glutaraldehido. Tiempo: Tiempo de inmovilizacién.

En resumen, entre las distintas concentraciones de glutaraldehido ensayadas, las
condiciones adecuadas de inmovilizacién desde el punto de vista de proteina incorporada al
soporte, se observaron con 1% (v/v) de glutaraldehido como agente activante del quitosano (tanto
para Alcalase® como para Flavourzyme®). Sin embargo, desde el punto de vista de actividad

incorporada, los mejores resultados se observaron con 2% (v/v) de glutaraldehido.

Los resultados tedricos obtenidos a partir de la actividad determinada en sobrenadantes y
lavados coincidieron con la actividad practica de los derivados (Tabla 17). Los derivados
obtenidos a partir de particulas activadas con la mayor concentracién de glutaraldehido [2% (v/v)]

y el mayor tiempo de inmovilizacién (4 h) fueron los que registraron la mayor actividad practica.
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Tabla 17. Actividad prictica de Alcalase® y Flavourzyme® inmovilizadas sobre particulas de quitosano

activadas con distintas concentraciones de glutaraldehido.

Glutaraldehido Tiempo de Actividad total (UI)
(%) inmovilizacién (h) Alcalase® Flavourzyme®
0,05 2 1,84+0,04* 0,00+0,00
4 2,66+0,65° 0,00+0,00
1,00 2 1,81+0,15% 0,00+0,00
4 1,780,442 0,00+0,00
2,00 2 2,50+0,03%® 0,07+0,02
4 5,55+0,00¢ 0,23+0,02
Factor A: Glutaraldehido * *
Factor B: Tiempo de inmovilizacién * *
Interaccion AB * NS

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de multiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Letras diferentes, dentro de cada columna, indican diferencias significativas (p<0,05).

La actividad préctica de Alcalase® y Flavourzyme® inmovilizadas se determiné con 10 ml de caseina 10

mg/ml y 0,5 g de enzima inmovilizada.

En la bibliografia se han registrado comportamientos similares al inmovilizar diversas
enzimas (Hansupalak et al., 2010; Vaze et al., 2017; Bilal et al., 2019; Kamaldeep, 2023),
destacdndose la descripcién del comportamiento tipico de los procesos de inmovilizacién
covalente, en los cuales una concentracién baja de glutaraldehido lleva a una menor cantidad de
uniones enzima-soporte (lo que podria indicar una unién covalente unipuntual) y, a su vez, a una
fuga de moléculas enziméticas. En cambio, a concentraciones mds altas, aunque se evita esta fuga,
puede ocurrir un exceso de uniones enzima-soporte (inmovilizacién multipuntual), lo que
distorsiona la conformacién enzimdtica debido a la rigidez adicional, o incluso causa
desnaturalizacién de las enzimas (Hansupalak et al., 2010). Este exceso de entrecruzamiento
también puede generar impedimentos estéricos o modificar la estructura del centro activo de la

enzima (Bilal et al., 2019; Kamaldeep, 2023).

En cuanto a los controles (Tablas 18 y 19), en términos generales, es posible observar la
ausencia de efecto significativo del tiempo de incubacién sobre la proteina residual de Alcalase®,

mientras que en el caso de Flavourzyme®, este comportamiento sucedié con la concentracién de
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agente activante. Con Alcalase®, los valores de proteina fueron inferiores en comparacién con
los obtenidos para la enzima en buffer (AR<100%); en contraste, con Flavourzyme® resultaron
superiores (AR>100%). Este comportamiento podria atribuirse a la presencia de glutaraldehido.
El entrecruzamiento inducido por este agente puede generar agregados proteicos del tipo CLEA,
promoviendo reorganizaciones estructurales que alteren la accesibilidad de residuos bdsicos al
colorante Coomassie Blue G-250, colorante empleado en el método de Bradford. Estas
modificaciones suelen reducir la afinidad de la proteina por el colorante, lo que conduce
comunmente a una subestimacién de la concentracién proteica en el ensayo de Bradford. Aunque
menos frecuente, en algunos casos podrian producirse exposiciones adicionales de residuos
reactivos que resultarian en una sobrestimacion. Por ello, estos resultados deben interpretarse con

cautela.

Tabla 18. Proteina residual y actividad residual de los controles de inmovilizacién de Alcalase®

empleando distintas concentraciones de agente activante.

Glutaraldehido Tiempo de Proteina Actividad
(%) inmovilizacién (h) residual (%) residual (%)
0,05 2 79,81+£3,15 56,64+0,42

4 63,67+1,31 42,0949,85

1,00 2 50,65+0,64 7,78+0,51

4 55,37+4,24 6,3240,16

2,00 2 72,95+22,73 9,98+0,59

4 83,90+1,85 8,40+0,78
Factor A: Glutaraldehido * *
Factor B: Tiempo de inmovilizacion NS *

Interaccion AB NS NS

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de multiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Proteina o actividad residual calculada tomando como 100% la proteina o actividad de la solucién de

enzima en buffer carbonato 100 mM (pH 9) sin incubacion, respectivamente.

En cuanto a la actividad, el tiempo ejerci6 su efecto sélo sobre los controles de Alcalase®
reduciéndola en relacién con la actividad inicial presentada por la enzima en buffer. Mientras que,

la concentraciéon de agente activante redujo la actividad de ambas enzimas al incrementar su
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concentracién de 0,05 a 1%, no encontrandose diferencias entre 1 y 2%. Como se ha visto en los
controles de inmovilizacién empleando distintas técnicas, la presencia de glutaraldehido en estado
libre podria estar afectando de manera negativa a las enzimas (Zuza et al., 2017). Como se
menciond anteriormente, los controles enziméticos realizados en presencia de glutaraldehido (y
en ausencia de soporte) implican, en términos técnicos, una inmovilizacién por reticulacion, ya
que el agente entrecruzante reacciona con las protefnas del sistema. Una reticulacion enzimadtica
descontrolada (enzima unida a través de varias moléculas de glutaraldehido) probablemente
condujo a la formacién de agregados enzimdticos que presentaron baja o nula actividad,
evidenciada en la poca actividad registrada en el caso de Alcalase®, y en la actividad nula de la

mayoria de los controles de Flavourzyme®.

Tabla 19. Proteina residual y actividad residual de los controles de inmovilizacién de Flavourzyme®

empleando distintas concentraciones de agente activante.

Glutaraldehido Tiempo de Proteina Actividad
(%) inmovilizacién (h) residual (%) residual (%)
0,05 2 131,69+3,14° 41,47+3,73

4 129,93+1,38° 38,56+3,04

1,00 2 136,06+5,67° 0,00+0,00

4 110,7349,14* 0,00+0,00

2,00 2 137,3146,71° 0,00+0,00

4 110,72+3,95* 0,00+0,00

Factor A: Glutaraldehido NS *

Factor B: Tiempo de inmovilizacion * NS
Interaccion AB * NS

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de multiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Letras diferentes, dentro de cada columna, indican diferencias significativas (p<0,05).

Proteina o actividad residual calculada tomando como 100% la proteina o actividad de la solucién de

enzima en buffer fosfato 100 mM (pH 8) sin incubacion, respectivamente.

Como se menciond en los primeros estudios de inmovilizacién realizados (seccion
4.3.2.1), el criterio de seleccion de las condiciones de activacion de las particulas de quitosano se

basé en los resultados de actividad registrados, dado que los derivados enzimaticos se utilizardn
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para la hidrdlisis de concentrado de proteinas de suero licteo. Por ello, se opté por la
inmovilizacién covalente con 2% (v/v) de glutaraldehido tanto para Alcalase® como para
Flavourzyme®, ya que esta técnica presentd valores de actividad residual entre los mds bajos,
junto con un rendimiento de inmovilizacién adecuado en términos de actividad, actividad

especifica y actividad equivalente.

Finalmente, se evalu6 la inmovilizacion de las enzimas en el tiempo, donde se estudi6 si
mayores tiempos de incubacién incrementan los rendimientos de inmovilizacién. Sin embargo,
se prestd especial atencion al comportamiento de Flavourzyme® ya que, aunque los resultados
tedricos resultaron interesantes, los derivados evidenciaron una actividad practica bastante baja y

los controles registraron actividad nula en presencia de 1y 2% de glutaraldehido.
4.3.2.3. Andlisis del efecto del tiempo de inmovilizacion

La inmovilizacion en el tiempo de Alcalase® y Flavourzyme® sobre particulas de
quitosano activadas con glutaraldehido al 2% (v/v) se visualiza en la Figura 42 (Tabla A6.1,
Anexo 6) como proteina residual y actividad residual, junto con los controles de inmovilizacién
(Tablas A6.2 y A6.3, Anexo 6). A partir de estos resultados se calcularon los pardmetros de

inmovilizacién, que se detallan en las Tablas 20 y 21.

Se observé una caida gradual del contenido proteico y de la actividad de las enzimas
presentes en el sobrenadante. Esta caida gradual se detiene a las 12 h de inmovilizacién en el caso
de Alcalase® (Figuras 42.A1 y A2), para luego mantenerse sin cambios hasta el tiempo final de
incubacidn (72 h), mientras que con Flavourzyme® esto ocurre a las 48 h, en el caso de la proteina

evaluada (Figura 42.B1), y a las 12 h en el caso de la actividad (Figura 42.B2).

En la literatura se ha observado un comportamiento similar en estudios de inmovilizacion
bajo diversas condiciones (Tardioli et al., 2003; Vaze et al., 2017; dos Santos Kimberle et al.,
2020; Kamaldeep, 2023; Ramalho & de Castro, 2023), aunque a tiempos mas cortos. Este
fendmeno se ha justificado, por ejemplo, por la presencia de una cantidad significativa de residuos
en Alcalase® que reaccionan rapidamente con el quitosano modificado con glutaraldehido (dos
Santos Kimberle et al., 2020), asi como por la alta reactividad del glutaraldehido (Ramalho & de
Castro, 2023). Por otro lado, 1a menor actividad observada a tiempos de incubacién prolongados
se ha relacionado con la reduccién de los sitios activos disponibles para la catélisis, debido a
impedimentos estéricos, y con la disminucion de la flexibilidad y el aumento de la rigidez de la

enzima (Kamaldeep, 2023).
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Figura 42. Evolucién de la inmovilizacién de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) sobre particulas de
quitosano activadas con glutaraldehido al 2%, expresada como proteina residual (1) y actividad residual
(2). Control 1: Solucién enzimadtica preparada en buffer carbonato de sodio 100 mM (pH 9) o en buffer

fosfato de sodio 100 mM (pH 8), respectivamente. Control 2: Solucién enzimatica preparada en solucién

de glutaraldehido al 2%.

En cuanto a los controles, si bien se presentaron reducciones tanto de la proteina como de
la actividad, los valores residuales fueron mayores en comparacién con los sobrenadantes de
inmovilizacién, y se mantuvieron, en la mayoria de los casos, constantes a lo largo del tiempo
evaluado, alcanzando valores de proteina residual y actividad residual superiores al 70% y al 40%,
respectivamente. En el caso del control en glutaraldehido, la presencia del agente activante en
forma libre puede ser la responsable de la caida de proteina y de actividad registrada, que fue
mayor en comparacién con el control en buffer, principalmente luego de 4 h de incubacién en el

caso de Alcalase® y luego de 12 h, en el caso de la proteina residual en Flavourzyme®.
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Tabla 20. Parametros de inmovilizacién de Alcalase® inmovilizada en el tiempo sobre particulas de

quitosano activadas con glutaraldehido al 2%.

Tiempo de Np Na AE AEq
inmovilizacion (h) (%) (%) (Ul/mg)* (%)*
0 0,00+0,00 0,00£0,00* - -

1 45,79+5,89° 31,78+6,60° 198,01+41,13 69,40+14,42

2 49,82+0,33° 51,62+8,14¢ 295,64+46,64 103,62+16,35

3 70,75+1,84¢ 67,43+10,01¢ 271,94+40,38 95,31+14,15

4 72,81+4,70¢ 73,60+3,77¢ 288,43+14,76 101,0945,17

12 92,13+3,55¢ 91,52+6,02° 283,44+18,65 99,34+6,54

24 93,564,594 95,96+5,51¢ 292,64+16,81 102,57+5,89

48 94,48+4,30¢ 97,31+5,45¢ 293,87£16,47 102,99+5,77

T2%% 97,34+4,71¢ 97,88+5,52¢ 286,88+16,17 100,5545,67

Letras diferentes, dentro de cada columna, indican diferencias significativas (p<0,05).

* La ausencia de letras, dentro de cada columna, indica que no se registraron diferencias significativas
(p>0,05).

** Los pardmetros de inmovilizacién a 72 h se calcularon teniendo en cuenta la proteina o la actividad

presente en el sobrenadante, lavado y buffer correspondiente.

En cuanto a la actividad del control de Flavourzyme® en glutaraldehido, ésta fue nula en
todos los tiempos evaluados, como también se observé en los estudios de inmovilizacién con
distintas concentraciones de agente activante. El glutaraldehido podria estar afectando la
estructura de las enzimas, més aun de Flavourzyme®, al promover la precipitacion o la formacién
de agregados con poca o nula actividad. Es importante mencionar que este fendmeno se presenta
ya que el agente activante se encuentra reaccionando en ausencia de la matriz soporte. En el
proceso de inmovilizacién empleado, el glutaraldehido interactia preferentemente de forma
covalente con uno de sus grupos aldehido con el grupo amino libre del quitosano, dejando
disponible el otro grupo aldehido, el cual puede reaccionar luego con residuos aminoacidicos
basicos de la enzima, como lisina e histidina. Este mecanismo reduce la formacién de agregados

enzimaticos con baja actividad, favoreciendo una inmovilizacién mas eficiente.

Dado que los derivados enziméticos se utilizardn para la hidrélisis de concentrado de
proteinas de suero lacteo, la actividad enzimatica retenida tras la inmovilizacién fue el criterio
principal para su seleccion. Por ello, se opté por 12 h de incubacién para la inmovilizacién
covalente de Alcalase®, ya que a partir de dicho tiempo no se observaron cambios significativos
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en la actividad presente en el sobrenadante. En cuanto a Flavourzyme®, si bien se selecciono 24
h como tiempo de inmovilizacién (80% de proteina residual y actividad residual nula), el
biocatalizador obtenido no evidencié actividad catalitica frente a caseina. Por lo tanto, con esta
enzima se llevaron a cabo estudios adicionales con el objetivo de determinar rdpidamente las
condiciones de inmovilizacién que permitan obtener un derivado con actividad proteolitica
apreciable. Estos estudios involucraron la determinaciéon de la actividad prictica de
biocatalizadores sintetizados con distintas concentraciones de agente activante [0,02 y 1% (v/v)]

y de enzima [3,2 y 6,4% (m/v)] y distintos tiempos de inmovilizacién (2, 6 y 24 h).

Tabla 21. Pardmetros de inmovilizacién de Flavourzyme® inmovilizada en el tiempo sobre particulas de

quitosano activadas con glutaraldehido al 2%.

Tiempo de np Na AE AEq
inmovilizacion (h) (%) (%) (U/mg)* (%)*
0 0,00+0,00? 0,00+0,00? - -

1 8,22+3,10° 30,37+3,81° 22,28+2,80° 369,31+46,36°

2 24,62+3,05¢ 45,80+6,98¢ 11,22+1,71¢ 186,06+28,36¢

3 26,08+0,57¢ 60,730,034 14,05+0,01¢ 232,860,101

4 39,17+1,88¢ 76,97+3,35¢ 11,85+0,52¢¢ 196,48+8,54<4

12 57,89+1,51° 98,91+4,95¢ 10,31£0,52% 170,8548,56"

24 79,81£1,71f 100,00+4,67° 7,5620,35% 125,2945,85%®

48 92,64+1,47¢ 100,00+4,67° 6,51+0,30° 107,95+5,04*

T2%% 90,04+3,57¢ 100,00+4,67° 6,70+0,31? 111,06+5,19°

Letras diferentes, dentro de cada columna, indican diferencias significativas (p<0,05).
** Los pardmetros de inmovilizacién a 72 h se calcularon teniendo en cuenta la proteina o la actividad

presente en sobrenadante, lavado y buffer correspondiente.

En la Tabla 22 se presenta la actividad practica evidenciada por los derivados obtenidos,
donde es posible observar que las variables estudiadas ejercieron su efecto sobre la actividad
préctica de Flavourzyme® inmovilizada. Por un lado, no se observé una tendencia clara del efecto
de la concentracién de enzima. Esto puede deberse al hecho de que la estrategia planteada no
implica una inmovilizacién dirigida, por ende, es posible que las uniones enzima-soporte se
presenten en algunos casos mediante residuos cercanos o implicados en el sitio activo de la

enzima, ocasionando la reduccién de su actividad (Czechowska et al., 2018; Robescu & Bavaro,
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2025). Mientras que, en otros casos dichas uniones se presentaron a través de sitios no cataliticos

de la enzima, lo que se reflejaria en una menor pérdida de actividad.

Tabla 22. Actividad practica de Flavourzyme® inmovilizada bajo distintas condiciones.

Enzima Glutaraldehido Tiempo de Actividad
[% (m/v)] [% (vIv)] inmovilizacion (h) practica (UI)
32 0,02 2 15,56+1,444
6 24,03+0,29"
24 13,78+0,10¢
1,00 2 8,49+0,10°
6 22,69+0,92¢
24 11,10£0,30°
6,4 0,02 2 23,46+0,81e
6 13,89+0,13¢
24 20,04+0,19¢
1,00 2 19,04+0,88¢
6 9,440,712
24 20,86+1,35¢
Factor A: Enzima *
Factor B: Glutaraldehido *
Factor C: Tiempo de inmovilizacién *
Interacciéon AB NS
Interacciéon AC *
Interaccién BC *
Interaccién ABC *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

La actividad préctica se determiné con 8 ml de caseina 10 mg/ml y 0,5 g de enzima inmovilizada durante

15 min de reaccion.

152



Resultados y discusion

Por otro lado, la concentracion de agente activante, en la mayoria de los casos, ocasiond
una reduccién de la actividad de la enzima inmovilizada tras su incremeto. Esto puede deberse,
como se menciond en casos anteriores, a una menor flexibilidad enzimética como consecuencia
de un incremento de las uniones soporte-enzima a medida que el soporte presentaba una
activacion superior. Por ultimo, con respecto al tiempo de incubacion se observé un aumento
seguido de una reduccion de la actividad practica tras el incremento del tiempo de inmovilizacion
con 3,2% (m/v) de enzima. Mientras que, sucedi6 lo contrario con la concentraciéon mas alta de
enzima [6,4% (m/v)]. El tiempo de inmovilizacién puede afectar a la enzima de dos maneras
diferentes. Un mayor tiempo de incubacién dard lugar a un mayor niimero de uniones covalentes
entre enzima y soporte. Esto puede afectar la actividad de manera positiva al ser mayor la cantidad
de catalizador inmovilizado sobre el soporte o puede afectar la actividad negativamente al
volverse mds rigida la estructura del catalizador y menos accesibles los sitios activos para el

sustrato (Najavand et al., 2020; Kamaldeep, 2023).

A partir de los resultados obtenidos, es posible observar que ciertas condiciones
permitieron obtener derivados con una actividad practica superior a 20 Ul Estas condiciones
fueron las siguientes: a)- 3,2% (m/v); 0,02% (v/v) y 6 h; b)- 3,2% (m/v), 1% (v/v) y 6 h; ¢)- 6,4%
(m/v); 0,02% (v/v) y 2 h; d)- 6,4% (m/v), 0,02% (v/v) y 24 h; y e)- 6,4% (m/v), 1% (v/v) y 24 h
Considerando la necesidad de minimizar tanto el consumo de enzima como el consumo de agente
activante, las condiciones de inmovilizacién seleccionadas para Flavourzyme® fueron las
correspondientes a la opcidn A, es decir, aquellas que involucraron 3,2% (m/v) de enzima , 0,02%

(v/v) de glutaraldehido y 6 h de inmovilizacion.

En relaciéon con lo observado en Flavourzyme®, es importante recordar que esta
preparacion comercial corresponde a una mezcla enzimatica compleja, compuesta por diversas
unidades proteicas con actividades tanto exo- como endopeptidasas (Hansupalak et al., 2010; del
Mar Yust et al., 2013; Merz et al., 2015b). Si bien esta heterogeneidad le confiere una capacidad
proteolitica amplia y versatil, también representa un desafio considerable para su inmovilizacién
covalente multipuntual, ya que cada subunidad puede reaccionar de manera distinta frente a los
agentes activantes y a las condiciones del proceso, lo que puede afectar negativamente la actividad
global y la estabilidad del biocatalizador resultante (Mateo et al., 2007). Debido a esta
complejidad estructural y funcional, los estudios sobre inmovilizacién covalente multipuntual de
Flavourzyme® son escasos. En este contexto, el desarrollo y optimizacién de condiciones
especificas para su inmovilizacién, como se propone en este trabajo, representa un avance
significativo, no sélo para obtener un biocatalizador activo a partir de Flavourzyme®, sino
también para abrir nuevas posibilidades en su aplicacién en procesos biotecnoldgicos de hidrélisis

de proteinas (Yust et al., 2007; Hansupalak et al., 2010; Zhao et al., 2025).
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4.4. Caracterizacion bioquimica, funcional y cinética de Alcalase® y Flavourzyme® en

estado inmovilizado

La sintesis de biocatalizadores insolubles requiere del conocimiento del comportamiento
del catalizador, no sélo en su estado libre sino también en su estado inmovilizado. Por ello, es
fundamental realizar una caracterizacion de la actividad de las enzimas inmovilizadas, con el fin
de identificar posibles alteraciones derivadas del proceso de inmovilizacién y atribuirlas a los
fenomenos fisicoquimicos involucrados. Esto permite, ademds, evaluar el potencial de los
biocatalizadores insolubilizados en aplicaciones industriales, como la hidrdlisis de proteinas en

condiciones controladas, su reutilizacién y su implementacion en sistemas productivos.

La caracterizacion de las enzimas inmovilizadas comprendié una serie de ensayos que
respondieron a tres enfoques distintos: bioquimico, funcional y cinético. En la caracterizacion
bioquimica, se evalud la actividad enzimética de los derivados producidos a diversas temperaturas
y valores de pH. La caracterizacién funcional se centré en pruebas de estabilidad térmica, frente
al pH, operacional y durante el almacenamiento. Finalmente, la caracterizacién cinética se llevo
a cabo a través del estudio del efecto de la variacion de la concentracién de sustrato y derivado

sobre la actividad enzimatica.
4.4.1. Estudios de temperatura y pH éptimos

La actividad relativa de los derivados de Alcalase® y Flavourzyme® a distintas
temperaturas y valores de pH se muestra en la Figura 43. Se observa un desplazamiento en la
temperatura Optima de actividad tras la inmovilizacién en ambas enzimas (Figura 44 y Tabla
A7.1, Anexo 7). Para Alcalase®, la enzima libre alcanzé su maxima actividad (100%) a 65°C,
sin diferencias estadisticamente significativas respecto del 95,88% a 70°C, mientras que el
derivado inmovilizado mostré su mixima actividad (100%) a 70°C, sin diferencias significativas
con el valor observado a 65°C (97,50%). En el caso de Flavourzyme®, tanto la forma libre como
la inmovilizada alcanzaron su méaxima actividad (100%) a 50°C; sin embargo, en la enzima
inmovilizada no se observaron diferencias significativas con respecto al valor registrado a 55°C
(97,47%), lo que sugiere una leve ampliacion del rango de temperatura Optima. A partir de estas
temperaturas, la actividad disminuye al continuar el aumento de la variable. Este comportamiento
tipico de reacciones enzimdticas también se observé con las enzimas en estado libre: un
incremento de la velocidad de reaccion al aumentar la temperatura hasta cierto punto ya que luego,
ocasiona la desnaturalizacion de la enzima, reflejada en una reduccién de la velocidad de reaccion

(Kumar et al., 2009).
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Figura 43. Actividad relativa de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado inmovilizado, evaluada a
distintas temperaturas o valores de pH. Se tom6 como 100% de actividad a la condicién que arroj6 el
méximo para cada ensayo en cada condicién. Resultados del ANOVA: letras mintsculas o mayusculas
diferentes, para cada enzima, indican diferencias significativas (p<0,05) entre los resultados a distintas

temperaturas o valores de pH, respectivamente.

Sin embargo, es posible observar algunos cambios ocasionados por la inmovilizacién. La
actividad relativa a temperaturas superiores a 65°C en Alcalase® y a 50°C en Flavourzyme® es
m4s alta en las enzimas inmovilizadas, en comparacién con sus versiones en estado libre, lo que
podria indicar una estabilizacién enzimdtica como resultado del proceso de inmovilizacién (Lopes
et al., 2020). Mientras que, a temperaturas mds bajas, ocurre lo contrario, es decir, la actividad
cae de forma mds rdpida. Esto podria deberse al hecho de que parte de los sitios activos se
encuentran obstaculizados o unidos al soporte, lo que dificulta la accesibilidad del sustrato a bajas
temperaturas (Liao & Huang, 2019). Asimismo, al aumentar la temperatura 6ptima aparente del
derivado, se amplia el rango de temperaturas bajas en la que la actividad cae a cero, debido a que

la accesibilidad del sustrato a esas condiciones resulta termodinamicamente menos favorable.
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Figura 44. Actividad relativa de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado libre e inmovilizado,

evaluada a distintas temperaturas (1) y a distintos valores de pH (2).

En funcién de los resultados obtenidos, para los ensayos a distintos valores de pH, se
utilizé la temperatura a la cual las enzimas presentaron los valores mds altos de actividad (100%),

es decir, 70°C para Alcalase® y 50°C para Flavourzyme®.

Al igual que con la temperatura, se observé un desplazamiento en el pH 6ptimo de
actividad tras la inmovilizacion de las enzimas (Figura 44 y Tabla A7.2, Anexo 7). En el caso
de Alcalase®, la enzima libre presentd su mdxima actividad (100%) a pH 9, sin diferencias
estadisticamente significativas con los valores obtenidos a pH 9,5 (96,90%) y a pH 8,5 (91,96%),
mientras que el derivado inmovilizado alcanzé el 100% de actividad a pH 8. Por otro lado,
Flavourzyme® libre presentd su maxima actividad a pH 7,5, en tanto que la forma inmovilizada
alcanz6 el 100% a pH 7, sin diferencias significativas con el valor observado a pH 7,5 (98,08%).
A partir de estos valores de pH, la actividad disminuye al continuar el aumento de la variable.
Este comportamiento depende no sélo de los grupos ionizables presentes en las enzimas en las
condiciones de pH evaluadas, los cuales pueden estar involucrados en los sitios activos, sino
también de los cambios estructurales inducidos por la inmovilizacién y de las caracteristicas del
soporte utilizado (en este caso, quitosano) el cual podria ejercer un efecto significativo sobre el

pH aparente de la enzima inmovilizada.

Alcalase®, como su nombre lo indica, es una proteasa alcalina (Tacias-Pascacio et al.,
2020) que destaca por su actividad y estabilidad a valores de pH alcalinos. Si bien hubo un cambio
de una unidad en el pH 6ptimo tras ser inmovilizada (de pH 9 a 8), ain contindan siendo
condiciones de hidrélisis alcalinas. Ademads, en términos generales, la enzima en estado libre
presenté mayores valores de actividad relativa, lo que indicaria que la inmovilizacién afect6 el

perfil de actividad de Alcalase® frente al pH. Por su parte, como se ha visto previamente,
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Flavourzyme® es una mezcla de proteasas que se caracteriza por hidrolizar sustratos en
condiciones preferentemente neutras o ligeramente acidas (Yust et al., 2007). En este caso, la
inmovilizacién no ocasion6 cambios en las condiciones hidroliticas éptimas; sin embargo, mejord
la actividad de la enzima, ya que en su estado libre la actividad a pH 4; 9,5; 10, 11 y 12 fue nula.
Mientras que, la enzima inmovilizada registré actividades relativas que oscilaron entre el 10% y
el 38% en esos mismos valores de pH. Ademds, por encima del pH 6ptimo, la actividad relativa
de Flavourzyme® inmovilizada fue superior en comparacion con la actividad de la enzima en

estado libre, comportamiento distinto al observado con Alcalase®.

A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron los pH 8 y 7,5 para los siguientes

ensayos de caracterizacion de Alcalase® y Flavourzyme® inmovilizadas, respectivamente.

En la bibliografia se han reportado resultados que se relacionan con los obtenidos en el
presente estudio (Ferreira et al., 2003; Vafabakhsh et al., 2013; Wang et al., 2014; Wu et al.,
2014b; Dai et al., 2017; Liu et al., 2017; Yang et al., 2017; Aslan et al., 2018; Liao & Huang,
2019; Zhao et al., 2025). De su andlisis se destacan, por un lado, la mayor sensibilidad al pH
observada en algunas enzimas inmovilizadas, la cual ha sido atribuida tanto a la restriccién de
cambios conformacionales impuesta por la unién al soporte (Wang et al., 2014), como a
interacciones no covalentes entre la enzima y el material de soporte (Liao & Huang, 2019). Por
otro lado, la idea de que una enzima sea funcional en un amplio rango de pH representa una
caracteristica deseable para multiples aplicaciones practicas (Wang et al., 2014). Asimismo,
diversos autores han relacionado la mejora en la estabilidad durante la hidrélisis a distintas
temperaturas con la formacién de enlaces covalentes entre la enzima y el soporte, los cuales
restringen la flexibilidad conformacional y, en consecuencia, aumentan la estabilidad térmica

(Zhao et al., 2025).
4.4.2. Evaluacion de la estabilidad frente a la temperatura y frente al pH

La viabilidad de los procesos catalizados por enzimas depende en gran medida del
mantenimiento de su actividad catalitica a lo largo del tiempo. En este contexto, la inactivacién
térmica del biocatalizador es una de las principales causas de pérdida de actividad, por lo que
evaluar su estabilidad térmica resulta fundamental para caracterizar eficazmente cualquier sistema

inmovilizado (Catana et al., 2007).

Es particularmente deseable obtener derivados activos estables a altas temperaturas, ya
que permitiria alcanzar mayores conversiones y, en consecuencia, una mayor productividad. Por
ello, como parte de la caracterizacién, se analizé la actividad residual de las enzimas

inmovilizadas, pre-incubadas a distintas temperaturas y tiempos. Los resultados se muestran en
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la Figura 45 (Tablas A7.3 y A7.4, Anexo 7) como actividad relativa en relacién con la inicial

registrada a tiempo cero.
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Figura 45. Estabilidad térmica de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado inmovilizado.

Es posible observar una reduccién de la actividad, tanto con el incremento de la
temperatura como con el tiempo de pre-incubacién. Después de 720 min de pre-incubacién,
Alcalase® conservé entre un 6% y un 40% de su actividad inicial a las temperaturas evaluadas.
Estos valores fueron superiores a los registrados por la enzima en estado libre, la cual, luego de
los 240 min retuvo menos del 2% de su actividad inicial e incluso mostrd, para la mayoria de los
casos, valores nulos de actividad a las mismas temperaturas (Figura 46). Mientras que Alcalase®
en su estado libre mantuvo un 50% de la actividad inicial luego de aproximadamente 40, 20 y 8
min de pre-incubacién a 60, 65 y 70°C, respectivamente, Alcalase® inmovilizada mantuvo dicho
porcentaje después de tiempos de pre-incubacién superiores: 240, 60 y 30 min, respectivamente.
A 80°C, la actividad residual del Alcalase® inmovilizada se mantuvo cerca del 6% hasta el tiempo
final de pre-incubacién (720 min), mientras que, la actividad de la enzima en estado libre fue nula

luego de 4 min de incubacion.

Varios autores también han reportado mejoras en la estabilidad térmica de Alcalase® tras
su inmovilizacién bajo diferentes condiciones. Dichas mejoras se han atribuido a la restriccién
del contacto intermolecular, que previene la autoprotedlisis, y a la proteccion estructural conferida
por las uniones multipunto al soporte (Ferreira et al., 2003); a un aumento de la rigidez estructural
de la enzima (Wang et al., 2014; Yang et al., 2017); y a la proteccién frente al desdoblamiento
térmico proporcionada por la inmovilizaciéon (Wang et al., 2014). No obstante, también se han
informado casos en los que la inmovilizacién no afecté significativamente la estabilidad térmica
de la enzima (Aslan et al., 2018), lo cual resulta poco comin, ya que habitualmente se observa

algin grado de modificacion, ya sea positiva o negativa.
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Figura 46. Estabilidad térmica de Alcalase® en estado libre (EL; pH 9) e inmovilizado (EI; pH 8). (A)
60°C. (B) 65°C. (C) 70°C. (D) 80°C. a; = a;. Los valores de actividad relativa en estado libre a 720 min se

estimaron a partir de los datos proporcionados por las regresiones.

En el caso de Flavourzyme®, el derivado conservé entre un 1% y un 13% de la actividad
inicial luego de 720 min de pre-incubacion a las temperaturas evaluadas (Figura 45.B y Tabla
A7.4, Anexo 7). A diferencia de lo observado con Alcalase®, estos valores fueron menores a los
presentados por la enzima libre, la cual después de 240 min de pre-incubacién retuvoun 63y 11%
de actividad inicial a 40 y 45°C, respectivamente (Figura 47). A 50°C, tanto la enzima libre como
inmovilizada registraron valores menores al 1% luego de tiempos prolongados de incubacion.
Mientras que, Flavourzyme® en su estado libre mantuvo un 50% de la actividad inicial luego de
aproximadamente mds de 240 min, 40 y 10 min de pre-incubaciéon a 40, 45 y 50°C,
respectivamente, Flavourzyme® inmovilizada mantuvo dicho porcentaje antes de los 30 min de

pre-incubacion.

En la bibliografia se han reportado tanto mejoras en la estabilidad térmica de

Flavourzyme® tras su inmovilizacién (Zhao et al., 2025), como casos en los que dicha estabilidad
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resulté menor en comparacién con la enzima libre (Vafabakhsh et al., 2013). Al igual que lo
observado para Alcalase®, las mejoras en estabilidad han sido atribuidas a las interacciones entre

la enzima y el soporte, que restringen los cambios conformacionales a altas temperaturas.
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Figura 47. Estabilidad térmica de Flavourzyme® en estado libre (EL; pH 7,5) e inmovilizado (EI;, pH
7.,5). (A) 40°C. (B) 45°C. (C) 50°C. a; = a;. NE = no estimado. Los valores de actividad relativa en estado

libre a 720 min se estimaron a partir de los datos proporcionados por las regresiones.

En el presente trabajo, la menor estabilidad térmica observada para la enzima
Flavourzyme® inmovilizada, en comparacién con la libre, puede atribuirse a varios factores. Uno
de ellos es que Flavourzyme® es una mezcla multienzimatica, por lo que no todas las unidades
cataliticas de la enzima pueden quedar efectivamente inmovilizadas en el soporte, lo que podria
explicar la reduccion de la actividad global observada. Este aspecto también podria ayudar a
entender las diferencias en los resultados reportados por otros estudios donde se utilizaron
distintos procesos de inmovilizacién como la encapsulacién liposomal (Vafabakhsh et al., 2013)
o el uso de soportes de silice (Zhao et al., 2025). Ademads, la formulaciéon comercial de

Flavourzyme® contiene estabilizantes que pueden ser efectivos en la enzima libre pero no estin
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presentes en la version inmovilizada, lo cual contribuye a una diferencia significativa en
comparacién con la forma libre que mantiene todos sus aditivos protectores. Por lo tanto, un
andlisis comparativo entre la forma inmovilizada y una enzima dializada, sin estabilizantes, podria
proporcionar informacién crucial para comprender como la técnica de inmovilizacién influye en

la estabilidad térmica de Flavourzyme®.

Las conclusiones planteadas a partir de las actividades relativas obtenidas se reflejan en
los parametros de inactivacion térmica presentados en la Tabla 23. Es posible observar que estos
parametros se vieron afectados por la temperatura. Tanto el parametro o, como el tiempo de vida
media (ti2) disminuyeron su valor con el incremento de la temperatura, mientras que, ocurrié lo
contrario con el coeficiente de inactivacion (k;), presentdndose algunas excepciones en el caso de
Flavourzyme®. Estos resultados indicarian que, al igual que como sucedié con las enzimas en
estado libre, las enzimas inmovilizadas presentaron mayor estabilidad a la menor temperatura
evaluada: 60°C en el caso de Alcalase® y 35-40°C en el caso de Flavourzyme®. Estas
temperaturas difieren de la temperatura 6ptima de hidrdlisis de caseina, la cual fue 70 y 50°C,
respectivamente. En comparacion con la enzima libre (Figura 46), la inmovilizacién mejor6 la
estabilidad térmica de Alcalase® ya que se redujo el k; y se incremento el ti». Sin embargo, con

Flavourzyme® esta mejora solo se present6 a 50°C.

Tabla 23. Parametros de inactivacion térmica de Alcalase® (pH 8) y Flavourzyme® (pH 7,5) en estado

inmovilizado, segin el modelo de Sadana-Henley.

Enzima Temperatura (°C) a1 ki (min) t12 (min)
Alcalase® 60 42,25+0,01¢ 0,011+0,000° 188,146,909

65 21,87+0,08¢ 0,0210,000° 47,60£1,59¢
70 13,45+0,36° 0,030+0,001°¢ 28,18+0,03°
80 6,67+0,23% 0,118+0,001¢ 6,52+0,18*

Flavourzyme® 35 18,26+0,20¢ 0,037+0,000° 25,09+0,21°¢
40 9,71£0,23¢ 0,030+0,001* 26,50+1,40¢
45 8,49+0,18° 0,042+0,001°¢ 18,74+0,31°
50 3,95+0,23* 0,050+0,000¢ 14,56+0,02*

Letras diferentes, dentro de una misma columna y para cada enzima, indican diferencias significativas

(p<0,05).

En la literatura también se han reportado reducciones en las constantes de inactivacion,

asi como incrementos en el tiempo de vida media y en el valor de a; tras la inmovilizacién
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enzimadtica (Ferreira et al., 2003; Tardioli et al., 2003; Yust et al., 2007; Liao & Huang, 2019).
Estas mejoras se han asociado, en parte, a la formacion de enlaces covalentes entre el soporte y
la enzima (Yust et al., 2007; Liao & Huang, 2019). Ademés, otros factores como la restriccion de
interacciones intermoleculares, que ayuda a prevenir procesos de autolisis, y la proteccion frente
a cambios conformacionales mediante la unién multipunto al soporte también han sido sefialados

como responsables del aumento en la estabilidad térmica (Yust et al., 2007).

A pesar de los avances logrados y, teniendo en cuenta que uno de los principales
requisitos para la aplicacion de enzimas como biocatalizadores industriales es su estabilidad bajo
condiciones operativas (Yust et al., 2007), atin se considera necesario realizar ajustes en el proceso
de inmovilizacién de Flavourzyme® para mejorar la estabilidad térmica del derivado final. En
este sentido, serfa importante evaluar variables como la presencia de estabilizantes, considerar el
uso del preparado dializado y, eventualmente, explorar la posibilidad de inmovilizar las fracciones

enzimadticas por separado.

Como se indic6 en la metodologia, también se realizé la gréfica de Arrhenius a partir de
los resultados de estabilidad térmica (Figura 48), y se calcularon la energia de activacion, la
entalpia, la entropia y la energia libre (Tabla 24). Como se aprecia en la grafica, Alcalase®
presentd una relacién lineal entre el logaritmo natural de los coeficientes de inactivacién y la
inversa de las temperaturas absolutas, lo que refleja una reaccién de desnaturalizacién simple de
un solo paso. Sin embargo, Flavourzyme® no mostré este comportamiento, por lo que al andlisis
de los datos de esta enzima se sumo la regresion en tramos (Figura 48) y se calcularon las energias
de activacidn, las entalpias, las entropias y las energias libres de Gibbs para cada uno de ellos
(Tabla 25). Estos comportamientos son similares a los observados con las enzimas en su estado

libre.
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Figura 48. Grifica de Arrhenius de Alcalase® y Flavourzyme® en estado inmovilizado.

A partir de la regresion lineal de los datos de Alcalase®, se registraron valores positivos

tanto de entalpia como de entropia y energia libre. Mientras que, en el caso de Flavourzyme®, la

162



Resultados y discusion

entropia reflejo valores negativos. Como se menciond en la seccién de caracterizacion de las
enzimas en estado libre, la entalpia se define como el calor necesario para desnaturalizar una
enzima. Por lo tanto, valores altos y positivos se asocian a una enzima estable (Bhunia et al.,
2013). En este caso, tanto Alcalase® como Flavourzyme® registraron valores altos y positivos
de entalpia, lo que podria indicar una gran estabilidad de ambas a las temperaturas evaluadas, con
valores promedio de 113 y 17 kJ/mol, respectivamente. Sin embargo, es importante tener presente
que la estabilidad térmica no depende unicamente de la entalpia, sino de un equilibrio entre
entalpia y entropia. A su vez, es posible observar que estos resultados se relacionan con las
conclusiones anteriores. En otras palabras, la inmovilizacién no mejoré sustancialmente la
estabilidad térmica de Flavourzyme®, reflejado en la menor entalpia registrada en comparacién
con la enzima en su estado libre (100 kJ/mol). En el caso de Alcalase®, los resultados entrépicos
tanto de la enzima inmovilizada como de la enzima libre fueron superiores a 100 kJ/mol (libre:

146 kJ/mol, inmovilizada: 113 kJ/mol).

Tabla 24. Pardmetros de inactivacion térmica de Alcalase® (pH 8) y Flavourzyme® (pH 7,5) en estado

inmovilizado, segin el modelo de Arrhenius.

Enzima Temperatura (°C) AH (kJ/mol)* AG (kJ/mol) AS (J/mol-K)*
Alcalase® 60 113,08+0,81 73,68+0,08¢ 118,25+2,66
65 113,03+0,81 72,78+0,06° 119,04+2,56
70 112,99+0,81 72,80+0,05° 117,124£2,21
80 112,91+0,81 70,84+0,04* 119,13£2,38
Flavourzyme® 35 17,48+0,50 65,10+0,01* -154,54+1,64
40 17,44+0,50 66,68+0,12° -157,24+1,98
45 17,40+0,50 66,83+0,03° -155,37+1,67
50 17,35+0,50 67,34+0,01°¢ -154,69+1,51

Letras diferentes, dentro de una misma columna y para cada enzima, indican diferencias significativas
(p<0,05).

* La ausencia de letras indica que no se registraron diferencias significativas (p>0,05).

Energia de activacion para la inactivacién térmica: 115,85+0,81 kJ/mol para Alcalase® y 20,04+0,50

kJ/mol para Flavourzyme®.

Por su parte, la entropia de inactivacién constituye la energia por grado necesaria para
que una enzima pase de su estado nativo a un estado desnaturalizado. Como se menciond
previamente, valores positivos o negativos de entropia indican un aumento o una disminucién de

la aleatoriedad (o desorden), respectivamente, como consecuencia de la desnaturalizacion. En
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general, grandes cambios en valores absolutos en la entropia, tanto hacia valores muy positivos
como muy negativos, suelen estar relacionados a una enzima menos estable. Cuando el cambio
es muy positivo se aprecia una desnaturalizacion por desplegamiento de la estructura terciaria,
mientras que, transiciones hace valores negativos de entropia indicarian desnaturalizacién por
agregacién (Bhunia et al., 2013).
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Figura 49. Grifica de Arrhenius de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B 'y C) en estado libre (EL) e

inmovilizado (EI).

Alcalase® registrd valores positivos de entropia de 118 J/mol-K, lo que indica un
aumento de la aleatoriedad como consecuencia de la desnaturalizacién. Sin embargo, el valor
obtenido fue menor al registrado por la enzima en estado libre (222 J/mol-K), posiblemente
asociado a un ordenamiento de la estructura enzimadtica debido a la inmovilizacién propiamente
dicha. A su vez, es posible apreciar que no se presentaron grandes cambios entrépicos al no
registrarse diferencias significativas entre los valores obtenidos a las temperaturas evaluadas, lo

que sugiere un comportamiento estable de la enzima. En el caso de Flavourzyme®, la entropia
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resultd negativa con un valor promedio de -155 J/mol-K, lo que difiere del presentado por la
enzima en estado libre (103 J/mol-K). Como se indicé con Alcalase®, probablemente la
inmovilizacién condujo a una estructura enzimatica menos flexible que se reflejé en una menor

aleatoriedad (Abdel-Naby et al., 2017).

En relacién a la energia libre de Gibbs esta abarca las contribuciones tanto de la entalpia
como de la entropia. Como se ha mencionado en la seccion de caracterizacion de las enzimas en
estado libre, valores negativos o bajos se asocian con la espontaneidad de la desnaturalizacion, es
decir, la enzima se desnaturaliza fiacilmente (Bhunia et al., 2013). En los resultados obtenidos, las
enzimas inmovilizadas mostraron valores positivos de energia libre, de 71 a 74 kJ/mol en el caso
de Alcalase® y de 65 a 67 kJ/mol en el caso de Flavourzyme®. En comparacién con los resultados
obtenidos para las enzimas libres (Alcalase® libre: 67-74 kJ/mol; Flavourzyme® libre: 65-69
kJ/mol), la inmovilizacién no mostré un efecto importante sobre la energia libre, ya que los
valores obtenidos fueron similares en ambos casos. Como se indic6 para las enzimas en estado
libre, estos valores reflejan que la desnaturalizacién no es espontdnea, es decir, se requiere de una
fuerza externa (como el aumento de la temperatura) para que ocurra. A su vez, se observa una
disminucién significativa de la energia libre de Alcalase® como consecuencia del aumento de la
temperatura, lo que sugiere que la desnaturalizacion se vuelve mds favorable a temperaturas mas

altas, algo esperable en procesos térmicos de inactivacidén enzimadtica.

En cuanto a la energia de inactivacién térmica, se obtuvo un valor de 115,85+0,81 kJ/mol
para Alcalase® y de 20,04+0,50 kJ/mol para Flavourzyme®. Teniendo en cuenta que la energia
de activacién para la inactivacién enzimatica es un criterio clave para evaluar la estabilidad
térmica de las proteinas, ya que, a mayor energia de desnaturalizacién, mayor es la estabilidad de
la enzima (Abdel-Naby et al., 2017), la mayor E, registrada para Alcalase® sugiere una mayor
resistencia a la desnaturalizacién térmica en comparacién con Flavourzyme®. Esto indicarfa que
Alcalase® inmovilizada es mds estable a las temperaturas evaluadas. Estos resultados también se
observaron con las enzimas en estado libre (Figura 49). Ademds, al comparar los valores
obtenidos, las enzimas inmovilizadas mostraron valores de energia de activacién para la
inactivaciéon menores que las enzimas libres (Alcalase®: 148,64+1,59 kJ/mol; Flavourzyme®:
102,68+1,33 kJ/mol). Este resultado puede atribuirse al rango de temperatura evaluado y a la
presencia de una fraccion residual estable en la enzima inmovilizada, que conserva actividad a lo

largo del tiempo pese a una inactivacidn inicial mas pronunciada.

En la bibliografia se han reportado resultados similares (Rha et al., 2005; Pal & Khanum,
2011) y con algunas diferencias (Rodriguez-Nogales & Delgadillo, 2005; Catana et al., 2007; Pal
& Khanum, 2011) a los obtenidos en el presente estudio, al analizar pardmetros derivados de la

ecuacion de Arrhenius en enzimas inmovilizadas, diferentes de Alcalase® y Flavourzyme®. Las
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diferencias pueden atribuirse al tipo de enzima, método de inmovilizacién y soporte utilizado, asi

como a los cambios conformacionales inducidos en cada caso.

Como se indic6 previamente, el andlisis de los datos de Flavourzyme® también involucrd
la regresion por tramos (Figura 49.C y Tabla 25). Al igual que Alcalase®, Flavourzyme® mostrd
una gran estabilidad a las temperaturas evaluadas, con valores positivos tanto de entalpia como
de energia libre de Gibbs. Sin embargo, los valores de entropia resultaron negativos, lo que podria
estar relacionado con un incremento en la resistencia a la desnaturalizacion, debido a la presencia
de una estructura terciaria mis compacta y ordenada (Gummadi, 2003; Bhunia et al., 2013). En
el tramo 1 (35-40°C), la temperatura podria no ser suficiente para inducir un despliegue
significativo de la enzima, como también se observo en el estado libre. A su vez, la inmovilizacién
intensifico este efecto ya que, dentro del mismo rango de temperaturas, la entropia negativa fue
mayor en la enzima inmovilizada (-332 J/mol- K, 35-40°C) en comparacién con la enzima libre (-
172 J/mol-K, 40-45°C). Este comportamiento también fue observado por Karam et al. (2017),
quienes al inmovilizar amilasa reportaron que una entropia mds negativa en la enzima
inmovilizada, respecto de la forma libre, indica una estructura mds ordenada. No obstante, en este
caso, la entropia negativa no necesariamente implicaria una mayor estabilidad estructural frente
a la desnaturalizacidn, sino que podria estar relacionada también con procesos de agregacion
promovidos por la hidrofobicidad intrinseca de Flavourzyme®. Al ser inmovilizada y perder los
estabilizadores que posee en solucidn, la enzima podria tender a agregarse, especialmente al
aumentar la temperatura. Esta agregacion, mas que un despliegue estructural completo, seria una
de las causas principales de inactivacion, al ocultar los sitios activos y dificultar el acceso del

sustrato.

Tabla 25. Pardmetros de inactivacion térmica de Flavourzyme® en estado inmovilizado (pH 7,5), segin

el modelo de Arrhenius, evaluada en tramos.

Tramo Temperatura (°C) AH (kJ/mol)* AG (kJ/mol) AS (J/mol)*
1 35 -37,28+7,00 65,10+0,01* -332,24+22,69
40 -37,32+7,00 66,68+0,12° -332,10£21,96

2 40 40,70+3,61 66,68+0,12* -82,97+11,91

45 40,65+3,61 66,83+0,03* -82,26+11,44

50 40,61+3,61 67,34+0,01° -82,71£11,13

Letras diferentes, dentro de una misma columna para cada tramo, indican diferencias significativas
(p<0,05).

* La ausencia de letras indica que no se registraron diferencias significativas (p>0,05).
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Energia de activacién para la inactivacion térmica: 35-40°C: -34,72+7,00 kJ/mol, 40-50°C: 43,30+3,61
kJ/mol.

En este mismo tramo (35-40°C), también se observaron valores negativos de entalpia, lo
que indicaria que la enzima libera calor a medida que se desnaturaliza. Es decir, el proceso es
termodindmicamente favorable o tiende a ocurrir de manera espontdnea. Sin embargo, la
combinacién de entalpia y entropia negativas sugiere que mds que una desnaturalizacién
completa, se trata de un proceso de inactivacion por agregacion, que conlleva una transicion hacia
un estado mas ordenado, pero cataliticamente inactivo. En el caso del tramo 2 (40-50°C), la
entropia, si bien resulté negativa, tomé valores menores en comparacion con el tramo 1. Esto
sugiere que el aumento de la temperatura comienza a contrarrestar el efecto estabilizante de la
inmovilizacién, favoreciendo parcialmente la desnaturalizaciéon de la enzima o, como se
menciond anteriormente, comienza a promover el despliegue de estructuras previamente

compactadas como consecuencia de la inactivacion por agregacion.

Finalmente, es importante mencionar que las diferencias en la energia de inactivacién
entre tramos (negativa en el tramo 1 y positiva en el tramo 2) son coherentes con la existencia de
una transicién conformacional dependiente de la temperatura, tal como se describi6 en el trabajo
de Levitsky et al. (1994). Este modelo propone la presencia de dos formas estructurales: una forma
nativa 1dbil a baja temperatura y una forma parcialmente desnaturalizada pero m4s resistente a la
inactivacion térmica. Como se menciond en el andlisis de los datos de estabilidad con la enzima
libre, este comportamiento presentado por Flavourzyme® estaria relacionado con el hecho de que
la preparacion comercial es una mezcla de proteasas. En esta direccién, la inmovilizacion
covalente con la quimica y el soporte estudiadas pudo haber provocado que no todas las unidades
enzimadticas estructurales con actividades diferentes hayan sido inmovilizadas de igual forma ni
en cantidad, produciendo comportamientos diferenciales en relacion a la estabilidad térmica. En
otras palabras, el efecto de la temperatura podria variar en cada una de ellas. Esto probablemente
lleva a efectos de estabilizacién o desestabilizacién que expliquen el comportamiento no lineal
observado en Flavourzyme® tanto en estado libre como inmovilizado. Asimismo, y explicado por
los cambios en la energia libre de los derivados, la presencia de inhibidores o activadores en la
preparacién comercial tendrian influencia sobre los pardmetros termodindmicos analizados, dado
que en los derivados inmovilizados estos estabilizantes no se encontraron presentes. Ademds, es
factible que una enzima se comporte como activador de otra en presencia del sustrato en estudio,
pero al realizar la inmovilizacidn, la insolubilizacién de ciertas unidades proteicas por sobre otras,
gener alteraciones conformacionales cuyos resultados arrojaron el comportamiento apreciado

para el caso de Flavourzyme®.
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Para complementar los estudios de estabilidad térmica, se evalu6 la actividad residual de
las enzimas pre-incubadas a diferentes valores de pH y tiempos. Los resultados también se
expresaron como actividad relativa en relacién con la actividad inicial registrada en el tiempo
cero y se presentan en la Figura 50 (Tablas A7.5 y A7.6, Anexo 7). Es posible observar que la
actividad de las enzimas se redujo con el incremento del tiempo de pre-incubacién. En cuanto al
aumento del pH, la actividad enzimética aumentd hasta alcanzar un valor determinado, a partir
del cual, con un mayor incremento del pH, comenzé a disminuir. Este valor fue pH 8 para
Alcalase® y pH 6,5 para Flavourzyme®, los cuales difieren y coinciden, respectivamente, con los

observados con las enzimas en estado libre (Alcalase®: pH 6 y 8,5; Flavourzyme®: pH 6,5 y 8).
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Figura 50. Estabilidad frente al pH de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado inmovilizado.

En particular, el derivado de Alcalase® mantuvo aproximadamente un 50% de la
actividad inicial luego de 30-60 min de pre-incubacioén a los pH evaluados, excepto a pH 10 donde
a los 30 min la actividad residual fue del 35%, aproximadamente. En comparacién con la enzima
en su estado libre (Figura 51), estos resultados fueron menores. Por ejemplo, luego de 60 min de
pre-incubacién a pH 6, la enzima libre mantuvo un 90% de su actividad inicial, mientras que, la
enzima inmovilizada mostr6 tan s6lo un 32% de actividad residual. Sin embargo, a pH 10, el
derivado registré valores de actividad residual superiores al 10% hasta 240 min de pre-incubacién,
mientras que, la enzima libre logré dicho porcentaje sélo hasta los 15 min de pre-incubacién.
Aslan et al. (2018) inmovilizaron una proteasa de Bacillus licheniformis (EC 3.4.21.14) en
Eupergit GM y reportaron, a diferencia de lo observado en la presente tesis, que la inmovilizacién
mejoro la estabilidad de la enzima frente al pH en todo el rango evaluado (pH 5-12), tras 1 h de
incubacién a temperatura ambiente. Cabe destacar que en dicho estudio se emple6 una quimica
de inmovilizacién distinta a la utilizada en este trabajo, ademds de condiciones de incubacién
diferentes (menor tiempo y temperatura), lo cual podria explicar algunas de las diferencias

observadas en los resultados.
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Figura 51. Estabilidad frente al pH de Alcalase® en estado libre (EL; 60°C) e inmovilizado (EI; 65°C).
(A) pH 6. (B) pH 8. (C) pH 9. (D) pH 10. a; = a1. NE = no estimado. Los valores de actividad relativa en

estado libre a 240 y 720 min se estimaron a partir de los datos proporcionados por las regresiones.

En cuanto a Flavourzyme®, la enzima inmovilizada mantuvo aproximadamente un 50%
de la actividad inicial entre 30 y 60 min de pre-incubacién sélo a pH 6,5. A dicho tiempo de pre-
incubacidn, el derivado presentd una actividad residual menor al 40% en los demds valores de pH
evaluados. En comparacion con la enzima en su estado libre (Figura 52), estos resultados fueron
en algunos casos similares y en otros mayores. Por ejemplo, luego de 60 min de incubacién a pH
5, 6,5; 7,5 y 8,5, la enzima libre mantuvo un 22, 24, 9 y 20% de su actividad inicial,
respectivamente, mientras que, la enzima inmovilizada mostré un 34, 43, 33 y 25% de actividad
residual (valores mayores), respectivamente. Sin embargo, luego de 20-40 min de pre-incubacién
a pH 6,5 y 8,5, la enzima libre mantuvo entre un 33-65% y un 15-33% de su actividad inicial,
respectivamente, mientras que, la enzima inmovilizada mostré un 57 y 34% de actividad residual

(valores similares).

Otros autores también han reportado comportamientos distintos de Flavourzyme® en

funcién del pH. Por ejemplo, su encapsulaciéon en liposomas mostré menor estabilidad en

169



Resultados y discusion

condiciones 4dcidas debido a la posible fuga enzimatica (Vafabakhsh et al., 2013), mientras que
su inmovilizacion sobre silice modificada con quitosano y dopamina mejoré su estabilidad frente

a un amplio rango de pH (Zhao et al., 2025).
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Figura 52. Estabilidad térmica de Flavourzyme® en estado libre (EL; 45°C) e inmovilizado (EI; 35°C).
(A) pH 5. (B) pH 6,5. (C) pH 7,5. (D) pH 8,5. a; = a;. Los valores de actividad relativa en estado libre a

240 y 720 min se estimaron a partir de los datos proporcionados por las regresiones.

Los pardmetros de inactivacién frente al pH, estimados a partir de los resultados obtenidos
y siguiendo el modelo de Sadana-Henley, se presentan en la Tabla 26. En concordancia con lo
sefialado anteriormente, se observa un incremento del pardmetro o y del ti» como consecuencia
del incremento del pH, pero sélo hasta el pH 6ptimo en el caso de Alcalase® (pH 8) y hasta pH
6,5 en el caso de Flavourzyme®. Luego, al continuar aumentando el pH se presenta una reduccion
de los valores de ambos pardmetros. En cuanto al ki, no se presentaron diferencias significativas
en el rango de pH de 6 a 9 para Alcalase®. Sin embargo, a pH 10 el valor de este pardmetro fue
el mayor alcanzado. Mientras que, en el caso de Flavourzyme® se observd un comportamiento

similar al del parametro a, y del ti», pero en el sentido contrario. En otras palabras, el coeficiente
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de inactivacién se redujo al incrementar el pH hasta 6,5; sin embargo, un incremento posterior

del pH provocé un nuevo aumento de esta constante.

Tabla 26. Parametros de inactivacién frente al pH de Alcalase® (65°C) y Flavourzyme® (35°C) en

estado inmovilizado, segitin el modelo de Sadana-Henley.

Enzima pH a1 ki (min!) t12 (min)

Alcalase® 6 11,59+0,322 0,028+0,000* 29,81+0,06°
7 13,73+0,60° 0,023+0,001* 36,59+0,02¢

8 21,87+0,08¢ 0,021+0,000* 47,60£1,59¢
9 18,81+0,18¢ 0,022+0,000° 43,81+0,59¢

10 13,65+0,09° 0,082+0,012° 9,84+1,54*
Flavourzyme® 5,0 12,22+1,172 0,044+0,002¢4 18,67+0,27%
6,5 24,570,661 0,026+0,000* 42,000,794
7,5 18,26+0,20° 0,037+0,000° 25,09+0,21¢
8,5 15,18+0,70° 0,043+0,000¢ 20,56+0,19°
9,5 11,70+0,44* 0,046+0,001¢ 18,01+0,58*

Letras diferentes, dentro de una misma columna y para cada enzima, indican diferencias significativas

(p<0,05).

Estos resultados indican que Alcalase® inmovilizada presenta mayor estabilidad a pH 8,
el mismo valor de pH que se obtuvo como pH 6ptimo para la hidrélisis de caseina. En relacion
con la comparacién entre las formas libre e inmovilizada, si bien a pH 6 la enzima libre mostré
una mayor estabilidad (mayor a1, menor k; y mayor ti2), a pH 9 se observo el efecto contrario,
con mejores pardmetros para la enzima inmovilizada. Por su parte, a pH 8 y 10, si bien la enzima
libre mostré inicialmente un menor coeficiente de inactivacién y mayor tip, la inmovilizada
presento un valor de oy mas alto, lo que se traduce en una mayor actividad retenida a tiempos
prolongados, como se observa en el cruce de curvas de la Figura 51. Por lo tanto, los resultados
indican que la inmovilizacién de la enzima no produjo una mejora uniforme en la estabilidad
frente al pH, sino que su efecto vari6 en funcién del valor de pH evaluado. A pH 6, la forma libre
presentd una mayor estabilidad, mientras que a pH 9 ocurrid lo contrario, y a pH 8 y 10 se observo
una mejora relativa de la inmovilizada a tiempos prolongados. Estos comportamientos pueden
explicarse por distintos factores. Por un lado, la inmovilizacién puede conferir cierta proteccién
estructural frente a condiciones alcalinas, al restringir los movimientos conformacionales de la

enzima e impedir cambios drasticos en su estructura terciaria. Por otro lado, la presencia de grupos
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funcionales en el soporte podria generar un microambiente iénico que, ante ciertas condiciones
de pH, afecte negativamente la estabilidad de la enzima. Alteraciones en la protonacion de grupos
funcionales del soporte o de la enzima inmovilizada podrian inducir modificaciones
conformacionales sutiles o interferencias en el sitio activo, afectando negativamente su capacidad
de recuperacion catalitica al volver a condiciones 6ptimas de reaccién. En consecuencia, los
efectos de la inmovilizacién sobre la estabilidad frente al pH deben interpretarse como el resultado
del equilibrio entre fendmenos protectores y factores desestabilizantes que varian segin el

contexto quimico del medio.

En el caso de Flavourzyme®, esta enzima inmovilizada presenté mayor estabilidad a pH
6,5, valor de pH que difiere del pH donde se observé la mayor hidrélisis de caseina (pH 7,0-7,5).
Al comparar los datos con los obtenidos para la enzima en estado libre (Figura 52), se observa
que la inmovilizacién confiridé una mayor estabilidad a pH 7,5 y 8,5, evidenciada por un
incremento en el valor del pardmetro o, una reduccién del coeficiente de inactivaciéon y un mayor
tiempo de vida media. A pH 5, si bien la forma inmovilizada presentd un valor de a.; mds alto, la
enzima libre mostré un menor valor de k; y un mayor t;, indicando una mejor estabilidad inicial,
aunque con menor fraccién activa retenida a tiempos prolongados. A pH 6,5, en cambio, se
observd el comportamiento opuesto: la forma inmovilizada presenté una menor constante de
inactivacion y mayor tiempo de vida media, pero un valor de o inferior al de la enzima libre. Esta
variabilidad en la respuesta sugiere que la inmovilizacién confiri6 una mejora parcial en la
estabilidad frente al pH, dependiendo del pH evaluado, con efectos mas notables a pH cercanos a
neutro y levemente alcalinos. Cabe destacar que los ensayos de estabilidad frente al pH para la
enzima inmovilizada se realizaron a 35°C, mientras que los correspondientes a la enzima libre se
efectuaron a 45°C, por lo que las diferencias observadas entre ambas condiciones deben
considerarse también en funcién de esta diferencia experimental. Cabe sefialar también, que a pH
5 se presentd una dificultad técnica asociada a la rdpida erosién del soporte, lo que dificulté el
pesaje preciso del derivado para la determinacién de la actividad enzimadtica; por lo tanto, los

resultados a este pH deben interpretarse con precaucion.

Cabe destacar que, en la revision bibliogréfica realizada, no se hallaron estudios que
analicen la estabilidad frente al pH en términos de pardmetros de inactivacion para Alcalase® y
Flavourzyme®, tanto en su forma libre como inmovilizada, con excepcién del trabajo de Blanco-
Llamero et al. (2021), quienes observaron un incremento en el tiempo de vida media al evaluar la
estabilidad de distintas versiones de Alcalase® insolubilizada mediante reticulacién enzimatica
(CLEA), a 50 y 55°C y pH 5 y 7. En este contexto, los estudios realizados sobre enzimas
inmovilizadas en quitosano activado con glutaraldehido representan un aporte significativo, al

ampliar y profundizar el conocimiento disponible sobre las enzimas empleadas.
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4.4.3. Estudios de estabilidad operacional

Una de las principales limitaciones en el uso industrial de las enzimas libres es su
incapacidad de ser recuperadas y/o reutilizadas facilmente después de la reaccion de hidrolisis.
Por ello, la estabilidad operacional se convierte en una caracteristica clave a estudiar en los
biocatalizadores insolubilizados, ya que determina su viabilidad en aplicaciones industriales a
gran escala (Huu et al., 2014; Memon et al., 2019; dos Santos Kimberle et al., 2020; Ramalho &
de Castro, 2023).

En la Figura 53 se presentan los resultados obtenidos al evaluar la estabilidad operacional
de las enzimas inmovilizadas. Se observé que tanto el derivado de Alcalase® como el de
Flavourzyme® mostraron una disminucién significativa de la actividad enzimdtica con cada ciclo
de hidrdlisis. Sin embargo, la actividad residual tras cinco ciclos fue superior en el derivado de
Alcalase® en comparacion con Flavourzyme®. En efecto, Alcalase® retuvo aproximadamente el
61% de su actividad inicial después de cinco ciclos consecutivos de hidrdlisis de caseina
realizados a 70°C y pH 8 durante 10 min, mientras que Flavourzyme®, ensayado a 50°C y pH 7,5
durante el mismo tiempo de incubacién, solo conservd cerca del 11% de la actividad inicial

registrada.
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Figura 53. Estabilidad operativa de Alcalase® y Flavourzyme® en estado inmovilizado. Letras
mintsculas (Alcalase®) o mayusculas (Flavourzyme®) diferentes indican diferencias significativas

(p<0,05).

En la bibliografia se han reportado valores similares (Huu et al., 2014), mayores (Wang
et al., 2014; Pessato et al., 2016; Aslan et al., 2018; Liao & Huang, 2019; Memon et al., 2019;
dos Santos Kimberle et al., 2020; Zhao et al., 2025) e incluso menores (Yang et al., 2017) a los
obtenidos en el presente trabajo. Las diferencias observadas podrian atribuirse tanto a las
condiciones de hidrdlisis utilizadas [por ejemplo, temperaturas mas bajas en algunos estudios,
como los 32°C empleados por dos Santos Kimberle et al. (2020)] como al tipo de sustrato utilizado

[como en el caso de Pessato et al. (2016), quienes emplearon aislado de proteina de suero en lugar
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de caseina], asi como a las distintas técnicas de inmovilizacién aplicadas [por ejemplo,
reticulacién tipo CLEA con diferentes agentes precipitantes por dos Santos Kimberle et al. (2020),

o el uso de nanoparticulas de Fe3O4 recubiertas con quitosano por Wang et al. (2014)].

Del analisis conjunto de los estudios se destaca que la pérdida de actividad de los
biocatalizadores inmovilizados suele asociarse a la presencia de uniones débiles entre la enzima
y el soporte, lo que facilita su lixiviacién durante los ciclos de uso y lavado (Huu et al., 2014;
Wang et al., 2014; Yang et al, 2017; Liao & Huang, 2019), asi como a procesos de
desnaturalizacién o a cambios conformacionales de la enzima durante la hidrélisis (Huu et al.,

2014; Wang et al., 2014; Liao & Huang, 2019).

En funcién de los datos obtenidos y de lo informado en la bibliografia, se considera que
la pérdida progresiva de actividad observada podria deberse a la fuga de moléculas de enzima
unidas débilmente al soporte, asi como a la posible inactivacién térmica bajo las condiciones
exigentes de reaccién. Ambos fendmenos representan desafios clave para la implementacién

industrial de enzimas inmovilizadas (Corici et al., 2011).

En este contexto, los resultados obtenidos para Alcalase® son alentadores en
comparacién con los de Flavourzyme®. Tras cinco ciclos consecutivos de hidrélisis a 70°C,
Alcalase® retuvo mds del 50% de su actividad inicial, cuando su estabilidad térmica a esa misma
temperatura habia mostrado una actividad residual de aproximadamente un 42% y un 34% a los
30 y 60 min de incubacién, respectivamente. Esto datos sugieren, por un lado, un efecto
estabilizante del sustrato sobre la enzima durante la hidrdlisis y, por otro lado, una buena
estabilidad operativa del derivado sintetizado. Esto dltimo permitiria reducir costos en procesos
industriales, en comparacién con el uso de la enzima en estado libre, la cual, entre otras
desventajas, presenta como limitante la imposibilidad de ser recuperada y reutilizada facilmente
(Bhandari et al., 2009; Huu et al., 2014; Yang et al. 2017; dos Santos Kimberle et al., 2020;
Ramalho & de Castro, 2023). En cuanto a Flavourzyme®, se considera que ain son necesarias
mejoras en el proceso de inmovilizacion para lograr una reutilizacién eficiente con una pérdida
minima de actividad, aspecto clave para futuras aplicaciones industriales y para incrementar la
viabilidad de su implementacién a gran escala (Corici et al., 2011; Liao & Huang, 2019; Memon

et al., 2019; dos Santos Kimberle et al., 2020).
4.4.4. Evaluacion de la estabilidad durante el almacenamiento

La estabilidad de las enzimas durante el almacenamiento es un aspecto clave desde el
punto de vista industrial, ya que condiciona su viabilidad como biocatalizadores en procesos a

escala productiva (Darwesh al., 2020). Asimismo, las caracteristicas del soporte insolubilizador
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de la enzima, el quitosano, pueden verse afectadas por su naturaleza como biopolimero, lo que

puede llevar a su degradacién o contaminacion.

La Figura 54 muestra la evolucién de la actividad enzimatica durante el almacenamiento
a 4°C de las enzimas inmovilizadas sintetizadas. En el caso de Alcalase®, el derivado
inmovilizado mantuvo su actividad inicial durante los primeros 30 dias, observandose una
disminucién a aproximadamente un 90% y un 80% de la actividad inicial tras 60 y 90 dias,
respectivamente, alcanzando un tiempo de vida media de 318+20 difas (aproximadamente 10
meses y 18 dias). Por su parte, el derivado de Flavourzyme® mostré una pérdida de actividad mas
pronunciada, alcanzando cerca del 80% a los 30 dias y reduciéndose hasta un 20% a los 90 dias
de almacenamiento, con un tiempo de vida media de 71+1 dias (alrededor de 2 meses y 11 dias).

Esto refleja una pérdida de actividad mds rdpida en comparacion con Alcalase®.
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Figura 54. Estabilidad durante el almacenamiento de Alcalase® y Flavourzyme® en estado
inmovilizado. Letras minusculas (Alcalase®) o maytsculas (Flavourzyme®) diferentes indican

diferencias significativas (p<0,05).

En la bibliografia se han reportado estabilidades enziméaticas similares o inferiores a las
obtenidas en este estudio para Alcalase® y Flavourzyme®, tanto al trabajar con las mismas
enzimas como con otras provenientes de los mismos microorganismos: Bacillus licheniformis y
Aspergillus oryzae (Ferreira et al., 2003; Anjani et al., 2007; Madadlou et al., 2010; Yang et al.,
2017; Aslan et al., 2018). Las diferencias observadas pueden atribuirse, al menos en parte, a las
metodologias de inmovilizacién y a las condiciones especificas de almacenamiento. Por ejemplo,
Ferreira et al. (2003) utilizaron una temperatura de almacenamiento mas alta (25°C), lo que podria
haber contribuido a una mayor pérdida de actividad enzimatica y explicaria la menor estabilidad

observada durante el almacenamiento.

Es importante mencionar que, tras 120 dias de almacenamiento, los derivados mostraron
visualmente la presencia de hongos, a pesar de que se utiliz6 un inhibidor de microorganismo

durante el proceso de fabricacién de las particulas (azida sédica). Esta observacién remarca la
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necesidad de investigar tratamientos post-inmovilizacién adecuados o condiciones de
almacenamiento especificas que permitan inhibir o retrasar el crecimiento de microorganismos,

sin comprometer significativamente la actividad catalitica de los biocatalizadores insolubilizados.

4.4.5. Estudios cinéticos

La caracterizacion cinética de enzimas inmovilizadas constituye una etapa importante
para comprender coémo el proceso de inmovilizacidn afecta su comportamiento catalitico. A través
del estudio de pardmetros como la constante de Michaelis-Menten (Kn) y la velocidad maxima
(Vmax), €s posible evaluar cambios en la afinidad de la enzima por el sustrato y la influencia del
soporte en la accesibilidad del sustrato al sitio activo (Freitas et al., 2011). Asimismo, comparar
estos valores con los obtenidos para las enzimas en su forma libre permite identificar posibles
limitaciones en la difusién de sustrato, alteraciones estructurales o efectos del microambiente
generado por el soporte (Pereira et al., 2001). Para ello, la actividad de las enzimas insolubilizadas

evaluada con distintas concentraciones de casefna y distintas masas de derivado se presenta en la

Figura 55.
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Figura 55. Comportamiento de la actividad enzimatica de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en estado
inmovilizado, frente a distintas concentraciones de sustrato y masas de derivado. (1) Ajuste de las curvas
segun los modelos de Michaelis-Menten. (2) y (4) Representacion lineal mediante la inversion de los ejes
(doble reciproco). (3) Simulacién a concentraciones bajas de sustrato para Flavourzyme®. Resultados del
ANOVA de muiltiples vias, correspondientes a las figuras (A1) y (B1): -factores A y B e interaciéon AB: *;

-*: efecto significativo (p<0,05); -letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

En ambas enzimas se observa un aumento de la actividad enzimadtica al incrementar la
masa de derivado. Sin embargo, al modificar la concentracién de sustrato, sélo se evidenciaron
cambios significativos en la actividad de Alcalase®. En el caso de Flavourzyme®, la influencia
de la concentracion de sustrato inicamente se evidencié cuando se emple6 la mayor masa de
derivado (0,6 g), sin observarse variaciones significativas en las otras masas de derivado
utilizadas. El comportamiento observado en Alcalase® inmovilizada fue similar al observado con
la enzima en estado libre. Sin embargo, con Flavourzyme® no se observaron similitudes en

relacion al efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad de la enzima.

Los parametros cinéticos estimados a partir de los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 27. El incremento de la masa de derivado provocé un aumento tanto de Ia V. como en la
K. Este comportamiento también se observé en las enzimas en estado libre (Figura 56), donde
se considerd que el aumento de Vmax esta posiblemente relacionado con su dependencia directa
de la concentracidon enzimatica. Un mayor nimero de sitios activos disponibles da lugar a una
mayor velocidad de reaccién. Mientras que, en el caso de la Ky, su incremento refleja una menor
afinidad de la enzima por el sustrato (da Silva & de Castro, 2018), lo cual podria estar asociado a
la presencia de una inhibicién por producto. En este sentido, se observo que el tipo de inhibicién
varia entre las enzimas estudiadas: en el caso de Alcalase®, se evidencié una inhibicion
acompetitiva (Figura 55.A2); para Flavourzyme®, sin embargo, las concentraciones de sustrato
utilizadas inicialmente fueron saturantes, por lo que la velocidad de reaccidén apenas varid,

dificultando la caracterizaciéon del tipo de inhibicién. Ante esta situacién, se realizaron
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simulaciones a concentraciones mdas bajas de sustrato (Figura 55.B3), lo que permiti6 observar
un comportamiento compatible con una inhibicién mixta (Figura 55.B4), lo cual es coherente
considerando que Flavourzyme® es una mezcla de enzimas con multiples sitios activos y

mecanismos de accion.

Tabla 27. Pardmetros cinéticos de Alcalase® y Flavourzyme® en estado inmovilizado.

Enzima inmvilizada V max Km
Enzima

(g (uM) (nM/min) (nM)
Alcalase® 0,15 1,4x10°1 68,84+2,20" 61,02+9,30*

0,30 2,9x10M1 137,35+0,96° 86,06+1,37°

0,60 5,7x10°!! 314,84+0,69¢ 106,55+1,53¢

Flavourzyme® 0,15 1,3x10°10 15,32+0,68% 2,6x10134+3,7x107132
0,30 2,6x10710 35,54+2,17° 0,46+0,66*
0,60 5,3x10°10 88,97+1,79¢ 17,18+0,00°

Letras diferentes, dentro de una misma columna para cada enzima, indican diferencias significativas

(p<0,05).

Al comparar los resultados obtenidos entre el estado libre y el estado inmovilizado, se
puede apreciar una reduccién en los valores de Km y Vmax tras la inmovilizacién en ambas
enzimas. Para Alcalase®, el rango de la K, disminuy6 de 122-1098 a 61-106 uM, mientras que
el de Vmax se redujo de 343-2475 a 69-315 uM/min. En el caso de Flavourzyme®, los valores de
K pasaron de 33-124 uM a un rango de 2,6x10713-17,18 uM, y los valores de Vmx disminuyeron
de 28-334 a 15-89 uM/min.

En la bibliografia se han reportado efectos similares o diferentes a los observados en este
estudio respecto a los pardmetros cinéticos tras la inmovilizacién de Alcalase® o de proteasas
derivadas del mismo microorganismo (Bacillus licheniformis). En algunos casos se observé una
disminucién en el valor de Kn, lo que sugiere un aumento en la afinidad enzima-sustrato (Ferreira
et al., 2003; Memon et al., 2019), mientras que en otros se reporté un incremento en dicho
pardmetro (Corici et al., 2011; Wang et al., 2014; Aslan et al., 2018). Este aumento ha sido
atribuido a distintas causas, entre ellas: limitaciones en la difusién de masa impuestas por la matriz
de inmovilizacién (Corici et al., 2011; Wang et al., 2014), impedimentos estéricos en el sitio

activo o pérdida de flexibilidad estructural de la enzima (Aslan et al., 2018).
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Figura 56. Comportamiento de la actividad enzimatica de Alcalase® (A) y Flavourzyme® (B) en

estado libre (EL) e inmovilizado (EI), frente a distintas concentraciones de sustrato y enzima.

En relacién con Flavourzyme®, la bibliografia disponible reporta resultados diferentes a
los obtenidos en este estudio, con un aumento en el valor de K, tras la inmovilizacién (Madadlou
et al., 2010; Vafabakhsh et al., 2013; Liao & Huang, 2019; Zhao et al., 2025). Este incremento,
al igual que lo reportado en la literatura relacionada con Alcalase®, ha sido asociado a una
disminucién en la afinidad de la enzima por el sustrato, atribuida a impedimentos estéricos
provocados por la matriz de inmovilizacién, pérdida de flexibilidad estructural y/o modificaciones
conformacionales que podrian afectar la orientacién de la enzima y reducir la accesibilidad del

sustrato al sitio activo.

4.5. Evaluacion tecnolégica de los hidrolizados obtenidos empleando los derivados

sintetizados

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas de inmovilizacién, los biocatalizadores
insolubles sintetizados se aplicaron al proceso de hidrélisis de concentrado de proteinas de suero
para evaluar su desempefio a una mayor escala. Esta etapa valid6 la funcionalidad de los derivados

y permitid obtener hidrolizados con potencial para el desarrollo de ingredientes bioactivos.

Como se detall6 en la seccién materiales y métodos, en una primera instancia se realizaron
pruebas de hidrélisis preliminares antes de proceder con el escalado. En una segunda instancia,
los hidrolizados obtenidos fueron sometidos o0 no a un tratamiento térmico post-hidroélisis, secados
mediante dos técnicas diferentes (liofilizacién y secado por aspersion), y evaluados en cuanto a

sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y bioldgicas.
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4.5.1. Obtencion cuantitativa de hidrolizados

Las reacciones de hidrdlisis de la soluciéon de WPC8% con enzimas inmovilizadas se
desarrollaron siguiendo el protocolo actualizado propuesto oportunamente por Eberhardt et al.
(2025), con el fin de emular la obtencién de hidrolizados con enzimas en estado libre. Este
enfoque contempla la obtencién de dos hidrolizados diferentes: uno mediante la accién exclusiva
de Alcalase® y otro a través de una hidroélisis secuencial, iniciando con Alcalase® y continuando
con Flavourzyme®. La implementacion de este esquema experimental respondi6 a la necesidad
de adoptar estrategias mds recientes y optimizadas, basadas en algunos resultados obtenidos en el
marco de la tesis de la Dra. Eberhardt (Eberhardt, 2025), en la cual dichas estrategias fueron
aplicadas utilizando las enzimas en estado libre y cuyos hidrolizados han demostrado interesantes
propiedades bioquimicas, funcionales y bioldgicas (hecho que llevé incluso a testear la
incoporacion de dichos hodrolizados como ingredientes en una formulacién alimenticia de base
lactea). En otras palabras, para el presente trabajo de tesis se propuso obtener esos hidrolizados,
pero utilizando ambas enzimas en forma inmovilizada, de manera tal de evaluar la factibilidad de

llevar a cabo un posible escalado del proceso.
4.5.1.1. Pruebas preliminares

La hidrdlisis de la soluciéon de WPC8% con Alcalase® en estado libre se llevé a cabo a
50°C durante 1 h, respetando la relacién enzima/proteina del WPC-80 de 2% (m/m) para lograr
la obtencion del primer hidrolizado, denominado WPH-A. Mientras que, la hidrélisis del WPH-
A (para obtener WPH-AF) implic6 adicionar Flavourzyme® en estado libre y continuar con la
reaccion a 50°C durante 2 h adicionales, utilizando una relacién enzima/proteina del WPC-80 de
5,5% (m/m), completando de esta forma un tiempo total de hidrdlisis de 3 h. En estas condiciones,
Eberhardt et al. (2025) obtuvieron dos ingredientes con DH del 15 y 19%, respectivamente.
Considerando, por un lado, que Alcalase® en estado libre conservé aproximadamente el 78% y
el 27% de su actividad inicial tras 60 min de incubacién a 55 y 60°C, respectivamente; mientras
que, en estado inmovilizado, retuvo alrededor del 71% de su actividad inicial después 60 min de
incubacidén a 60°C, no sélo se evalud la hidrélisis catalizada por este derivado a 50°C, sino también
a 55y 60°C. En el caso de Flavourzyme®, dado que en estado libre mantuvo apenas un 0,3% de
su actividad inicial tras 120 min de incubacién a 50°C, y en estado inmovilizado conservé
aproximadamente un 4% luego de 240 min a la misma temperatura, la hidrélisis del WPH-A se
evalu6 a 50°C y a una temperatura inferior. Dicha temperatura fue 45°C, a la cual la enzima libre
e inmovilizada retuvo aproximadamente un 23% y un 8% de su actividad inicial tras 120 y 240

de min de incubacidn, respectivamente.

Por otro lado, dado que las condiciones de inmovilizacién seleccionadas para Alcalase®
y Flavourzyme® indicaron aproximadamente un 92% y un 65% de rendimiento de inmovilizacién
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en términos de proteina, serian necesarios 4,61 y 1,28 g de derivado, respectivamente, para lograr
las relaciones enzima/proteina del WPC-80 (m/m) mencionadas con anterioridad. Por lo tanto, 5
g de derivado de Alcalase® para 60 ml de la solucién de WPC8% [2,2% (m/m)] y 2 g de derivado
de Flavourzyme® para 60 ml de WPH-A [8,6% (m/m)] fueron las masas de derivado de partida
para las pruebas preliminares. Luego, se evaluaron masas superiores [10 y 15 g para Alcalase®;
43 y 6,5% (m/m), respectivamente; y 5 v 8 g para Flavourzyme®; 21,5 y 34,4% (m/m),
respectivamente] con el fin de alcanzar los DH obtenidos con las enzimas libres en tiempos

comprables a los estudios previos.

En la Tabla 28 se presentan los grados de hidrélisis alcanzados y los tiempos requeridos
en los ensayos preliminares realizados con distintas masas de enzimas inmovilizadas bajo
diferentes condiciones de temperatura. Se observa que, en algunos casos, el aumento de la masa
del derivado enzimdtico increment6 el grado de hidrdlisis (Alcalase®: de 6,71% con 5 g a 11,00%
con 15 g a 50°C; Flavourzyme®: de 3,24% con 5 g a 4,29% con 8 g a 50°C), mientras que, en
otros, no se evidenciaron cambios importantes (Alcalase®: de 14,80% con 10 g a 15,56% con 15
ga 60°C; Flavourzyme®: de 2,01% con2 ga 2,55% con 5 g a 45°C). Asimismo, en varios ensayos
se observé una reduccién del tiempo necesario para alcanzar grados de hidrélisis similares como,
por ejemplo, con 10 (15,03%) y 15 g (14,92%) de Alcalase® a 60°C, el tiempo se redujo de 120
a 85 min, respectivamente. En cuanto al efecto de la temperatura, un aumento moderado condujo
a mayores grados de hidrélisis en tiempos mds cortos. Sin embargo, un incremento adicional
(como en el caso de Alcalase®, evaluada a tres temperaturas) provoco una disminucién del grado
de hidrolisis alcanzado o requirié un mayor tiempo para obtener valores similares a los obtenidos
en temperaturas mds bajas. Por ejemplo, el incremento de la temperatura de 55 a 60°C provoco
una disminucién en el grado de hidrdlisis de 15,16 a 6,40% al utilizar 5 g de Alcalase®, con
tiempos de reaccién similares (85 y 70 min, respectivamente); mientras que, con 10 g de la misma
enzima inmovilizada, dicho aumento de temperatura implicé una prolongacién del tiempo

necesario de 70 a 120 min para alcanzar grados de hidrélisis similares (14,80 y 15,03%).

En funcién de los resultados obtenidos, las condiciones seleccionadas para el escalado
del WPH-A fueron 55°Cy 15 g de derivado de Alcalase® por cada 60 ml de solucién de WPC8%
(6,5% [m/m]), donde se alcanzé el grado de hidrélisis estipulado en 60 min, tiempo similar al
reportado por Eberhardt et al. (2025) y menor que el requerido a otras temperaturas evaluadas con
esa misma masa de derivado enzimético (80 y 85 min). En el caso del WPH-AF, se seleccionaron
como condiciones de escalado 50°C y 8 g de derivado de Flavourzyme® por cada 60 ml del WPH-
A (34,4% [m/m]), donde se logré un grado de hidrdlisis cercano al estipulado en un tiempo similar
al informado por los mismos autores (120 min). Estas condiciones indicaron que, aunque el
rendimiento tedrico de inmovilizacién en términos de proteina evidencié valores muy
interesantes, la actividad de las enzimas resulté comprometida luego del proceso de
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inmovilizacién, lo que requirié6 una masa de derivado 3 o 4 veces superior a la calculada

inicialmente para alcanzar los DH estipulados (Bolivar et al., 2022; Robescu & Bavaro, 2025).

Tabla 28. Grado de hidrdlisis alcanzado y tiempo de reaccion requerido en las pruebas preliminares.

Enzima Masa de Temperatura Grado de Tiempo de
derivado (g) (°C) hidrolisis (%) reaccion (min)
Alcalase® 5 50 6,71 70
55 15,16 85
60 6,40 70
10 50 15,29 180
55 14,80 70
60 15,03 120
15 50 11,00 80
55 15,56 60
60 14,92 85
Flavourzyme® 2 45 2,01 120
50 2,82 120
5 45 2,55 120
50 3,24 120
8 45 3,22 120
50 4,29 120

4.5.1.2. Obtencion cuantitativa de hidrolizados

Una vez definidas las condiciones de reaccion, se llevo a cabo la hidrélisis de 1a solucion
de WPC8% utilizando los derivados inmovilizados y a una mayor escala de trabajo (el volumen
inicial de muestra a hidrolizar fue 1,5 L). La Figura 57 muestra la evolucién del grado de
hidrélisis en funcion del tiempo de reaccidn, tanto para la hidrélisis realizada exclusivamente con
Alcalase® inmovilizada como para la hidrélisis secuencial, continuada con Flavourzyme®
inmovilizada. Se observa un aumento gradual del grado de hidrdlisis en la obtenciéon del WPH-
A, alcanzandose el valor deseado (15,03%) a un tiempo algo superior (78 min) al reportado por
Eberhardt et al. (2025). Mientras que, en la obtencién del WPH-AF, el comportamiento resultd
algo més lento que el evidenciado en la prueba preliminar (4,29% de DH en 120 min), ya que
dicha hidrdlisis requirié de 223 min para alcanzar un DH del 3,43%. Esto podria deberse a una
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posible pérdida de actividad del derivado enzimético, considerando el tiempo transcurrido entre

su sintesis y el momento en que se llevé a cabo la hidrdlisis.
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Figura 57. Hidrdlisis cuantitativa simple (Alcalase®) y secuencial (Alcalase® y Flavourzyme®) del

concentrado de proteina de suero lacteo, trabajando a una mayor escala.

Otros autores han reportado resultados consistentes con lo observado en este estudio,
mostrando mayores grados de hidrdlisis o una eficiencia de hidrélisis proteica superior al emplear
las enzimas en su forma libre, en comparacién con su forma inmovilizada bajo las mismas
condiciones (Alpay & Uygun, 2015; Fenoglio et al., 2016; Pessato et al., 2016; Rocha et al.,
2017), habiendo atribuido estas diferencias a las limitaciones difusionales del sustrato (Rocha et

al., 2017).

Los resultados obtenidos (sumado a lo reportado en la bibliografia) sugieren que, si bien
la inmovilizacidn enzimatica puede ofrecer ventajas operativas como lo son la reutilizacion del
biocatalizador y/o una mayor estabilidad, no garantiza necesariamente mejoras en el proceso
hidrolitico, y su impacto claramente puede depender del tipo de enzima, de las condiciones del

sistema y de la naturaleza del sustrato.
4.5.2. Caracterizacion de los hidrolizados

Una vez obtenidos los hidrolizados mediante las reacciones de hidrélisis a mayor escala
empleando los biocatalizadores sintetizados, su posterior caracterizaciéon permitié: a)- evaluar
propiedades fisicoquimicas, tecnofuncionales y bioldgicas; y b)- analizar el efecto que podria
tener el tratamiento térmico de inactivacién enziméatica y el método de secado aplicado sobre la

calidad integral de los ingredientes obtenidos.
4.5.2.1. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El anélisis termogravimétrico es una técnica cuantitativa que permite monitorear el

comportamiento de una muestra en funcién de la temperatura, mientras ésta se calienta en un
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horno bajo condiciones controladas. Permite observar fenémenos como la pérdida de compuestos
volatiles, la descomposicion térmica de materiales, y la estabilidad térmica de los mismos
(Saadatkhah et al., 2020). El termograma resultante suele dividirse en varias etapas térmicas
caracteristicas: a)- por debajo de 150°C, se libera principalmente agua fisisorbida, ademas de
compuestos voldtiles de bajo peso molecular, solventes y gases atrapados; b)- entre 150 y 250°C,
la pérdida de masa se debe a la liberacién de agua quimisorbida y de compuestos ligeros, como
aditivos o productos de descomposicion volédtiles; ¢)- por encima de 250°C, los compuestos
comienzan a descomponerse térmicamente, y el material residual por encima de la temperatura
final suele estar compuesto por cenizas inorgdnicas no volatiles y metales. Ademds, el andlisis de
la derivada de la curva de pérdida de masa permite identificar los puntos de inflexion, que ayudan
a distinguir eventos térmicos que podrian superponerse en mezclas multicomponente (Saadatkhah

et al., 2020).

En este sentido, en las Figuras 58 y 59 se presentan las curvas obtenidas a partir del
andlisis termogravimétrico de las distintas muestras analizadas. En términos generales, no se
observan diferencias significativas entre las distintas muestras control (WPC-80 en polvo,
WPC8% liofilizado y WPC8% secado por aspersion) tanto en la curva de pérdida de masa como
en su derivada (Figura 58). Las curvas de derivada de los controles muestran un dnico pico
definido por encima de los 250°C, lo que concuerda con lo reportado por Saadatkhah et al. (2020),
quienes lo atribuyen a la degradacién térmica de las proteinas. El maximo de dicho pico se localiza
en torno a los a 300°C, con una pérdida de masa del 25-35%, es decir, con un 65-75% de masa
remanente. Sin embargo, es importante destacar que, en el caso de la muestra liofilizada, la
temperatura de desnaturalizacién es menor (aproximadamente 289°C). Esto podria atribuirse a
que las proteinas en este caso estdn mejor organizadas estructuralmente debido a la baja cantidad
de agua remanente, lo que las hace mds sensibles al calor, en comparacién con las proteinas en la
muestra secada por aspersion (aproximadamente 303°C), que contienen mayor contenido de agua,

estdn menos organizadas y, por ende, su transicién ocurre a mayor temperatura.

En el caso de los hidrolizados (WPH-A y WPH-AF), se observan modificaciones en la
forma y posicion del pico principal (Figura 59). La sefial de derivada correspondiente al WPC-
80 se desplazé hacia la derecha (mayores temperaturas) y perdié definicién, dividiéndose en

multiples eventos térmicos.
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Figura 58. Andlisis termogravimétrico y derivada termogravimétrica de las muestras control. Linea

continua: derivada. Linea discontinua: masa.

En particular, aparecen picos secundarios por debajo de los 250°C, que, segiin Saadatkhah
et al. (2020), podrian asociarse a la evaporacion de agua y la liberacién de compuestos volatiles
de bajo peso molecular. Por encima de los 250°C, el pico tnico del control se fragmentd en varios
eventos en los hidrolizados, con maximos que se ubicaron entre 315 y 334°C. Este desplazamiento
hacia temperaturas mds altas sugiere un incremento en la estabilidad térmica, posiblemente
relacionado con la formacién de estructuras de menor peso molecular o con interacciones nuevas
entre péptidos. Sin embargo, este comportamiento no se observé al comparar las temperaturas de
desnaturalizacion entre los hidrolizados: el aumento del grado de hidrdlisis condujo a una
reduccién de esta temperatura (Tabla 29). La curva de derivada del WPH-A presenta claramente
dos picos diferenciados, mientras que WPH-AF mantiene un perfil mds cercano al observado en
el control. Al comparar los métodos de secado (liofilizacién versus secado por aspersion), no se
identifican diferencias marcadas en los perfiles obtenidos. Del mismo modo, el tratamiento

térmico aplicado no parece haber modificado sustancialmente el comportamiento térmico general.
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Figura 59. Anilisis termogravimétrico y derivada termogravimétrica de las muestras de hidrolizado. (A)
WPH-A. (B) WPH-AF. (1) sin tratar térmicamente. (2) tratado térmicamente. Linea continua: derivada.

Linea discontinua: masa.

Tabla 29. Temperaturas de desnaturalizacién observadas (maximos de las curvas de derivada) de las

muestras de hidrolizados, obtenidas a partir del andlisis termogravimétrico.

Hidrolizado Tratamiento térmico Técnica de secado Temperatura (°C)
WPH-A No Liofilizacién 32945
Aspersion 330+2
Si Liofilizacién 333+2
Aspersion 334+0
WPH-AF No Liofilizacién 31748
Aspersion 31541
Si Liofilizacién 3151
Aspersién 315+4
Factor A: Tipo de hidrolizado *

Factor B: Tratamiento térmico NS

Factor C: Técnica de secado NS

Interaccion AB NS

Interaccion AC NS

Interaccion BC NS

Interaccion ABC NS

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de multiples vias.
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*: efecto significativo (p<0,05).
NS: efecto no significativo (p>0,05).
Controles: WPC-80 en polvo = 305+3°C®; WPC8% liofilizado = 289+0°C? WPC8% secado por aspersion

=30320°C". Letras diferentes en los controles indican diferencias significativas (p<0,05).

En la bibliografia se ha reportado que el tratamiento con microondas, ultrasonido y el
tratamiento combinado de estos sobre una proteina miofibrilar llevé a un incremento de la
temperatura de degradacidn, asociado a la reduccién en el contenido de estructuras ordenadas (Li
et al., 2020), lo cual se puede asociar al efecto de la hidrdlisis evidenciado anteriormente sobre el
WPC-80. En una investigacion mas relacionada con el presente trabajo, la hidrolisis de aislado de
proteina de suero mediante cavitacién hidrodindmica, a diferencia de lo obtenido, redujo la
estabilidad térmica, lo que se asoci6 con la generacién de estructuras moleculares mas pequeiias
y menos compactas, que son susceptibles a descomposicién térmica a temperaturas mas bajas

(Muley et al., 2021).

En lineas generales, los resultados del andlisis termogravimétrico sugieren que la
hidrélisis enzimética del concentrado de proteinas de suero permitié incrementar su estabilidad
térmica, evidenciada por el desplazamiento de los eventos de degradacion hacia temperaturas mas
altas y la aparicién de multiples etapas térmicas diferenciadas. Este comportamiento podria estar
asociado a la formacién de nuevas interacciones intermoleculares entre péptidos de bajo peso
molecular generados durante la hidrdlisis. Esta mayor estabilidad térmica, junto con otras mejoras
funcionales observadas tras la hidrélisis (como el aumento de la humectabilidad, solubilidad y
actividad antioxidante), refuerza el potencial de los hidrolizados como ingredientes funcionales
mds resistentes a tratamientos térmicos, lo cual resulta especialmente beneficioso para

aplicaciones industriales que involucran procesos de calentamiento.
4.5.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fournier (FT-IR)

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) es un método
espectroscopico que permite caracterizar hidrolizados (Mage et al., 2021). Se basa en la absorcién
de radiacién infrarroja provocada por las vibraciones moleculares, que proporciona informacién
detallada sobre la composicién quimica y la estructura conformacional del producto evaluado

(Van Der Ven et al., 2002).

En este contexto, se aplicé la espectroscopia FT-IR para caracterizar las muestras control
(Figura 60) y de hidrolizados (Figura 61), utilizando un rango de longitud de onda de 400 a 4000
cm’!. Se observé una forma de curva similar en las tres muestras control: WPC-80 en polvo,
WPC8% liofilizado y WPC8% secado por aspersion (Figura 60). En varias regiones del espectro,

la muestra control preparada al 8% y liofilizada presentd valores de transmitancia superiores (poca
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absorcion de luz) a los del WPC-80 en polvo, mientras que la muestra al 8% secada por aspersion
mostro valores inferiores (alta absorcién de luz). Es posible indicar que se identificaron las bandas
caracteristicas de los grupos funcionales presentes en las proteinas: las bandas amida I (~1700-
1600 cm™"), amida II (~1590-1520 cm™), y las correspondientes a las regiones N-terminal (~1510
cm!) y C-terminal (~1400 cm™), de acuerdo con lo reportado por Yathisha et al. (2022). La
vibracién amida I se asocia al estiramiento de los grupos carbonilo (C=0), mientras que la
vibracién amida II a 1a deformacién (o flexién) de los enlaces N-H y al estiramiento de los enlaces
C-N (Van Der Ven et al., 2002). A su vez, las bandas amida I y II, junto con las vibraciones de
los grupos N-terminal y C-terminal, son caracteristicas diagndsticas en los espectros de infrarrojo
y se han relacionado con la descomposiciéon de proteinas durante la hidrélisis enzimadtica
(Kristoffersen et al., 2020). Ademds, se observaron vibraciones de estiramiento correspondientes
a los grupos N-H, C-H y O-H por encima de 2500 cm™, y sefiales relacionadas con enlaces C-N,
C-C y C-O por debajo de 500 cm™ (Yathisha et al., 2022). Es importante tener presente que la
frecuencia exacta de estos enlaces varia dependiendo de la estructura secundaria de las proteinas

o los péptidos (Van Der Ven et al., 2002).
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Figura 60. Anilisis FT-IR de las muestras control. 1: WPC-80 en polvo. 2: WPC8% liofilizado. 3:

WPC8% secado por aspersion. Las asignaciones de bandas fueron tomadas de Yathisha et al. (2022).

En toda proteina intacta, el grupo carbonilo estd expuesto a la donacién electrénica del
atomo de nitrégeno. Sin embargo, tras la hidrdlisis, el grupo carbonilo C-terminal pierde esta
exposicion, lo que teéricamente provoca un desplazamiento en la frecuencia de vibracion del
estiramiento del carbonilo, moviéndose de aproximadamente 1640 a 1700 cm™'. Ademés, durante
la hidrdlisis, se espera que la banda amida II (alrededor de 1600 cm™) disminuya debido a la
ruptura del enlace C-N. Al mismo tiempo, la flexién N-H de las amidas primarias, alrededor de
1600 cm!, aumentard en intensidad conforme avance la hidrdlisis. En proteinas intactas, ademas
de los grupos terminales N- y C-, los inicos residuos con grupos amino y carboxilo libres son los

de las cadenas laterales de los residuos Asp, Glu y Lys. Sin embargo, a medida que avanza la
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hidrélisis, se incrementa la cantidad de residuos libres de amino y carboxilo, lo que, junto con los
cambios en la estructura secundaria de la proteina, deberia dar lugar a modificaciones en el

espectro infrarrojo (Poulsen et al., 2016).
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Figura 61. Andlisis FT-IR de las muestras de hidrolizados. (A) WPH-A. (B) WPH-AF. (1) Sin tratar

térmicamente. (2) Tratada térmicamente.

En cuanto a los hidrolizados, aunque ambos mostraron un comportamiento similar con el
WPC-80 en polvo, se identificaron algunas diferencias. Por ejemplo, las muestras de WPH-A
secadas por aspersion y las de WPH-AF liofilizadas presentaron mayor intensidad en algunos
picos, mientras que el WPH-A tratado térmicamente y liofilizado mostré picos por encima del
espectro del WPC-80. Estas diferencias en la intensidad y forma de los picos pueden atribuirse a
la hidrélisis que afecta la estructura secundaria y exposicién de grupos funcionales. El aumento
de la intensidad de los picos observado coincide con lo reportado por Yathisha et al. (2022),
quienes, al hidrolizar proteinas de pescado durante 5 h, observaron picos mds predominantes a

tiempos de hidrélisis de 3 a 5 h, especificamente en regiones de 1000-1700 cm!, aquellas
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correspondientes a las bandas de amida II (1500-1600 cm™) y a la regién de 2500-3000 cm,

relacionadas a la vibracién de estiramiento de N-H y C-H.

En la bibliografia se han reportado cambios similares a los observados en este trabajo,
como alteraciones en las bandas asociadas con los enlaces de hidrégeno, esenciales para la
estabilidad de la estructura secundaria (Poulsen et al., 2016; Pang et al., 2024), asi como
variaciones en las bandas amida I y II, que indican modificaciones en la estructura secundaria de
las proteinas durante la hidrdlisis (Poulsen et al., 2016; Wubshet et al., 2017; Pang et al., 2024).
Ademas, se ha informado un cambio en el contenido de estructuras secundarias, como un
incremento en la proporcién de a-hélice y una reduccion de las laminas B, lo cual es indicativo de
la degradacion de las principales proteinas del concentrado de suero lacteo, como B-lactoglobulina

y a-lactoalbiimina (Chang et al., 2023).

Al analizar el efecto del método de secado, se observé que este influy6 en la intensidad
de las bandas en los espectros FT-IR de los hidrolizados. En el caso del WPH-A, las muestras
secadas por aspersién presentaron picos mds pronunciados (alta absorcién de luz, menor
transmitancia) en comparaciéon con el WPC-80 en polvo, lo que podria indicar una mayor
concentracion o exposicion de grupos funcionales como resultado del tratamiento térmico durante
el secado. En cambio, las muestras liofilizadas del WPH-A mostraron una menor intensidad de
picos cuando fueron tratadas térmicamente, o bien una respuesta espectral similar al control
cuando no fueron tratadas térmicamente. Para el WPH-AF se observ6 un comportamiento opuesto
al del WPH-A. Las muestras liofilizadas, tanto tratadas como no tratadas térmicamente,
presentaron picos mas intensos que el WPC-80 en polvo, mientras que las muestras secadas por
aspersion y sin tratamiento térmico mostraron un espectro similar al del control. No obstante, la
muestra de WPH-AF tratada térmicamente y secada por aspersién presentd un comportamiento
similar al de las muestras liofilizadas, lo que sugiere que, en este caso, el tratamiento térmico tuvo
un efecto predominante sobre la intensidad espectral, independientemente del método de secado.
En la bibliografia se ha reportado una mayor intensidad en la banda amida III en el hidrolizado
de proteinas de la piel de pescado secado por aspersion, en comparacion con el liofilizado, lo cual
se asocidé a interacciones intermoleculares més fuertes entre los péptidos de este hidrolizado,
probablemente debido a las altas temperaturas alcanzadas durante el secado por aspersion (Dong
et al., 2022). Este comportamiento también se observé en la presente tesis, reflejado en el aumento

de la intensidad de absorbancia en las muestras de WPH-A secadas por aspersion.

El tratamiento térmico tuvo efectos variables segun el tipo de muestra. En el caso del
WPH-A liofilizado, su aplicacion redujo la intensidad de los picos (por encima del WPC-80 en
polvo), lo que estd relacionado con una mayor desnaturalizacién proteica o la ruptura de enlaces

secundarios. En ausencia de tratamiento térmico, esta muestra mostrd un espectro similar al del
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control. En cambio, en muestras como el WPH-A secado por aspersion y el WPH-AF liofilizado,
se observo un aumento en la intensidad de los picos (por debajo del WPC-80 en polvo), tanto con
las muestras sin como con tratamiento térmico. De forma similar, en el WPH-AF secado por
aspersion, dicho incremento se evidencié uUnicamente cuando se aplicé calor, lo que sugiere
posibles procesos de agregacién o cambios estructurales inducidos térmicamente. Por dltimo,
algunas condiciones no mostraron variaciones notables respecto al control, como fue el caso del
WPH-A sin tratamiento térmico y liofilizado y del WPH-AF sin tratamiento térmico y secado por
aspersion. Hussain et al. (2012) también observaron distintos efectos del tratamiento térmico

sobre aislados de proteina de suero.

La estructura secundaria de las proteinas influye directamente en su reactividad quimica,
las interacciones intermoleculares y sus propiedades funcionales (Chang et al., 2023). Por lo tanto,
los cambios observados en el andlisis FT-IR permiten explicar ciertos fendmenos observados en
los hidrolizados que contribuyen a las mejoras en las propiedades funcionales del WPC-80 tras

su hidrolisis enzimatica.
4.5.2.3. Humedad

La humedad es un aspecto clave en los productos en polvo, ya que influye tanto en su
almacenamiento como en su uso. Un contenido de humedad elevado puede provocar
aglomeracién, obstrucciones en los equipos y proliferacién microbiana, asi como también un
incremento en los costos de transporte debido al mayor peso. Por el contrario, un contenido de
humedad demasiado bajo puede generar exceso de polvo, mala adherencia e inconsistencias en la
textura del producto (Hammond, 2025). Por ello, se consideré relevante evaluar el contenido de

humedad de las muestras obtenidas, cuyos resultados se presentan en la Figura 62.

La hidrélisis del WPC-80 ocasioné distintos efectos en el contenido de humedad,
comportamiento que difirié de lo observado por Eberhardt (2025), quien reporté que los
hidrolizados obtenidos con enzimas en estado libre (y secados por liofilizacién) presentaron un
menor contenido de humedad (~5%) en comparacién con el WPC-80 (~7%). En el presente
trabajo, algunas muestras de hidrolizado presentaron un contenido de humedad inferior al del
WPC-80 en polvo (7,70+0,11%), como fue el caso del WPH-A tratado y liofilizado (3,74+0,06%)
y del WPH-AF tratado y secado por aspersion (5,87+0,03%). Otras muestras mostraron valores
similares, como el WPH-AF no tratado y liofilizado (7,38+0,47%), mientras que otras
evidenciaron valores mas altos, por ejemplo, el WPH-A no tratado y secado por aspersion

(12,09+0,30%) y el WPH-AF no tratado y secado por aspersion (14,84+0,53%).

En cuanto a las dos muestras de hidrolizado, en general, se observé que un mayor grado

de hidrélisis tendié a incrementar el contenido de humedad, con la excepcién del tratamiento
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térmico combinado con secado por aspersion, donde se registré una reduccién (de 10,63 a 5,87%).
Estos resultados difieren de lo observado al utilizar las enzimas en estado libre (Eberhardt, 2025),
donde tanto el hidrolizado obtenido tnicamente con Alcalase® (5,57+0,40%) como el generado
mediante hidrolisis secuencial con Alcalase® vy Flavourzyme® (5,57+0,02) presentaron
contenidos de humedad estadisticamente similares. Por su parte, el tratamiento térmico provocé
una disminucién del contenido de humedad en el WPH-A, efecto que también se observo en el
WPH-AF secado por aspersién. Sin embargo, en las muestras de WPH-AF secadas por
liofilizacion, el tratamiento térmico resulté en un aumento del contenido de humedad. En cuanto
al método de secado, se observd que, en la mayoria de los casos, las muestras secadas por
aspersion presentaron un mayor contenido de humedad que las liofilizadas, con la excepcion del
WPH-AF tratado térmicamente, donde se evidencié lo contrario. A diferencia de este
comportamiento, en las muestras de WPC8%, el secado por aspersion no modifico
significativamente el contenido de humedad respecto al producto en polvo original, mientras que

la liofilizacién gener6 un aumento.
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Figura 62. Contenido de humedad de las muestras de hidrolizados (A) y de los controles (B) en polvo.
Resultados del ANOV A de miuiltiples vias, correspondientes a la figura (A): -factores A, By Ce
interacciones AB, AC, BC y ABC: *; -*: efecto significativo; -letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05).

Al analizar las ocho muestras de hidrolizados, se observa que aquellas con menor
contenido de humedad corresponden principalmente a las secadas por liofilizacidn,
independientemente del tipo de hidrolizado (WPH-A o WPH-AF) o la aplicacion de tratamiento
térmico, factores que se distribuyen equitativamente entre ambos grupos. Kleekayai et al. (2022)
evaluaron el efecto del proceso de secado sobre las propiedades fisicoquimicas y biofuncionales
de hidrolizados de proteina de suero obtenidos con las enzimas Alcalase® y Prolyve®, entre ellas

el contenido de humedad. Al igual que en la presente tesis, observaron un mayor contenido de
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humedad en las muestras secadas con aspersién en comparacién con las muestras liofilizadas. Los
autores atribuyeron estas diferencias a los distintos principios que rigen los procesos de
deshidratacién y a las condiciones empleadas. En este sentido, sefialaron que el mayor contenido
de humedad en las muestras secadas por aspersion podria deberse al menor tamafio de particula
y, en consecuencia, a una mayor area superficial, lo que favoreceria una mayor higroscopicidad.
El menor contenido de humedad en las muestras liofilizadas podria otorgarles una mayor
estabilidad a largo plazo en comparacién con las muestras secadas por aspersion (Kleekayai et

al., 2022).

Si bien los resultados obtenidos indican que el secado por liofilizacién genera productos
con menor contenido de humedad, lo que podria traducirse en una menor probabilidad de
aglomeracién, obstrucciones en la maquinaria y otras ventajas, es necesario evaluar la estabilidad
de las muestras obtenidas mediante ambos métodos (liofilizacién y secado por aspersion). Esto
permitird determinar si existen diferencias significativas en el comportamiento del producto a lo
largo del tiempo y, en ultima instancia, si la liofilizacién resulta realmente conveniente como
método de secado, considerando que su costo es considerablemente mas alto. Por ello, es

fundamental analizar la relacion costo-beneficio antes de tomar una decision.
4.5.2.4. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica de barrido es una técnica avanzada que permite observar
directamente la superficie de los materiales, brindando informacién detallada sobre su morfologia
microestructural. Esta herramienta es ampliamente utilizada debido a su alta resolucién y
profundidad de campo, lo que la hace especialmente ttil para caracterizar compuestos sélidos a

nivel microscépico (Zhou et al., 2007; Hidayanti & Harnova, 2020).

En este estudio, se emplearon las imdgenes obtenidas mediante esta técnica para analizar
la morfologia de las muestras, las cuales se presentan en las Figuras 63 a 65. Se evidencian
diferencias morfoldgicas notables entre las muestras secadas por liofilizacién y aquellas
sometidas a secado por aspersion. En las muestras liofilizadas se observan estructuras irregulares
y fragmentadas, las cuales son caracteristicas del secado por sublimacién. Por el contrario, en las
muestras secadas por aspersion se identifican particulas de morfologia predominantemente
esférica, con superficies arrugadas o parcialmente colapsadas, lo cual es tipico del proceso de
secado por aspersién, en el que se generan pequefias gotas durante la atomizacién. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Kleekayai et al. (2022), quienes evaluaron el efecto del
tipo de secado sobre hidrolizados de proteina de suero obtenidos con las enzimas Alcalase® y
Prolyve®. Los autores observaron diferencias similares en la microestructura segin el método

utilizado e indicaron que estudios previos sobre hidrolizados proteicos de suero y clara de huevo
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también han reportado particulas fragmentadas en muestras liofilizadas y estructuras esféricas en

aquellas secadas por aspersion (Kleekayai et al., 2022).

©
Figura 63. Microscopia electrénica de barrido de las muestras control. (A) WPC-80 en polvo. (B)

WPC8% liofilizado. (C) WPC8% secado por aspersion.

En particular, en ambas muestras liofilizadas de hidrolizados (Figura 64) se aprecian
grietas en la superficie. Sin embargo, en el WPH-AF se identifican zonas con estructuras
lamelares. No se observaron diferencias morfoldgicas destacables entre las muestras tratadas y no
tratadas térmicamente. En comparacién con la muestra control de WPC8% liofilizado (Figura
63.B), los hidrolizados presentan una mayor cantidad de fracturas y superficies mds irregulares y
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agrietadas, mientras que el control muestra placas mas uniformes, con bordes mas definidos y con
escasa presencia de grietas, lo que sugiere una mayor integridad estructural. Ademads, en
comparacion con el control en polvo sin liofilizar, se observa la pérdida de la estructura esférica
como consecuencia tanto de la hidrélisis como de la liofilizacidn, tal como lo observaron Shuai
et al. (2022) al evaluar el efecto de la hidrdlisis de distintas enzimas (Flavourzyme, Neutrase,

Alcalase y Tripsina) sobre la morfologia de la proteina de guisante.

(B1)
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(B2)

Figura 64. Microscopia electrénica de barrido de las muestras de hidrolizados secadas mediante

liofilizacién. (A) WPH-A. (B) WPH-AF. (1) Sin tratar térmicamente. (2) Tratado térmicamente.

En el caso de las muestras secadas por aspersion (Figura 65), se observa una distribucion
de tamafio heterogénea, con particulas de distintos didmetros coexistiendo en una misma muestra.
Al igual que en las muestras liofilizadas, no se encontraron diferencias morfoldgicas evidentes
entre las variantes tratadas y no tratadas térmicamente, ni entre los distintos hidrolizados
obtenidos. Sin embargo, al comparar con el control WPC8% secado por aspersion, se aprecia que
este dltimo presenta particulas mds lisas y con menor colapso superficial. Por otro lado, en
comparacién con el control en polvo sin atomizar, se advierte una similitud morfolégica, ya que
en las muestras de hidrolizados secadas por aspersion se recupera parcialmente la estructura
esférica original que, como se evidencié en los hidrolizados liofilizados, se pierde durante el
secado por sublimacion. Esto sugiere que el secado por aspersién permitiria preservar en mayor

medida la morfologia globular propia de la proteina en polvo nativa.
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(B2)

Figura 65. Microscopia electrénica de barrido de las muestras de hidrolizados secadas mediante

aspersion. (A) WPH-A. (B) WPH-AF. (1) Sin tratar térmicamente. (2) Tratado térmicamente.

A partir de la informacién obtenida mediante SEM, se determind el rango de tamafio de
particula para algunas muestras control y de hidrolizado. Estos valores se presentan en la Figura
66. Los resultados muestran que el tratamiento del WPC-80 en polvo, es decir su preparacion al
8% (m/v) y posterior secado por aspersion, produjo una leve reduccion en el rango de tamafo de
particula, disminuyendo el valor maximo de 60,3 a 32,7 pm. Este comportamiento también se
observoé al comparar el WPC-80 en polvo con las muestras de hidrolizados, cuyo rango disminuy6

a aproximadamente 20,5 um (valor promedio de las muestras WPH-A y WPH-AF). Sin embargo,
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se identific6 una excepcién en la muestra WPH-AF sin tratamiento térmico, secada por aspersion,
donde se observaron particulas con tamafios significativamente mayores (hasta 309 pm). Este
comportamiento atipico podria deberse a fendmenos de apelmazamiento o aglomeracion entre
particulas, tal como se aprecia en la Figura 65.B1. En general, ni el grado de hidrdlisis ni la
aplicacion de tratamiento térmico post-hidrélisis parecen haber tenido un efecto sustancial sobre

el tamafio de las particulas, salvo en el caso mencionado anteriormente.

300305310

Rango de particulas (um)

Figura 66. Rangos de tamafio de particula observados por SEM en algunas muestras de hidrolizados

(WPH-A y WPH-AF) y controles (WPC-80 y WPC8%).

El andlisis de las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido
permiti6 observar las estructuras caracteristicas resultantes de las técnicas de secado empleadas,

tanto en las muestras de hidrolizados como en las muestras control.
4.5.2.5. RP-HPLC

El andlisis mediante RP-HPLC permite determinar el perfil y la distribucién de los
péptidos presentes en las muestras. Con ese fin, los cromatogramas de cada muestra analizada se
presentan en la Figura 67. Se observa que la hidrélisis del WPC-80 provocé la desaparicion casi
completa de los picos correspondientes a la albimina sérica bovina y a la -lactoglobulina, en el
intervalo de tiempo de elucién entre 48,75 y 65 min (Eberhardt et al., 2019). Asimismo, en las
muestras de hidrolizados, se aprecia un perfil distinto y complejo, con un niimero interesante de
picos entre los 15 y 40 min. En este sentido, el grado de hidrdlisis mostré un impacto evidente
sobre la distribucién y cantidad de péptidos en dicho rango de tiempo (15-40 min). Este
comportamiento también fue reportado por Pessato et al. (2016), quienes observaron que, al
hidrolizar aislado de proteina de suero con distintos grados de hidrdlisis, las condiciones de
reaccién condujeron a patrones de hidrdlisis diferenciados, generando variaciones en los perfiles

cromatograficos obtenidos. Por su parte, el tratamiento térmico y el método de secado generaron
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cualitativamente tanto incrementos como reducciones en la altura y en la presencia de distintos

picos.
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Figura 67. Andlisis RP-HPLC de las muestras obtenidas tras la hidrélisis de WPC-80. (A) WPH-A. (B)

WPH-AF. (1) Sin tratar térmicamente. (2) Tratado térmicamente.

4.5.2.6. Hidrofobicidad superficial

El rol de las estructuras peptidicas en sus bioactividades y funcionalidades sigue siendo
objeto de estudio, ya que ciertas caracteristicas estructurales y fisicoquimicas como el tamafio
molecular, la presencia o ausencia de cargas, la secuencia de amino4cidos, la hidrofobicidad y la
hidrofilicidad tienen un impacto directo en sus propiedades. Comprender estos factores es crucial
para el disefio de péptidos eficaces y funcionalmente ttiles, asi como para entender su interaccién
con matrices alimentarias y biolégicas. La hidrofobicidad superficial de las proteinas, por
ejemplo, se relaciona con una mayor capacidad para estabilizar emulsiones, actuando como
emulsionantes eficaces y favoreciendo la formacidn de gotas de pequefio tamafio. Ademas, la

hidrélisis proteica puede liberar péptidos con regiones hidrofébicas expuestas, lo que potencia
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ain mds este efecto estabilizador. Conocer esta caracteristica estructural, junto con otras
propiedades estructurales y funcionales como la bioactividad, el sabor amargo, la agregacién y el
autoensamblaje, es fundamental a la hora de formular alimentos y productos farmacéuticos, ya

que influye en su desempefio funcional y sensorial (Acquah et al., 2018).

En este contexto, el estudio de la hidrofobicidad superficial de los péptidos se vuelve un
aspecto clave para comprender y optimizar sus aplicaciones en la industria alimentaria y
farmacéutica. En la Figura 68 se presenta la hidrofobicidad superficial de las muestras obtenidas.
Es posible observar que el incremento del grado de hidrélisis del 15 (WPH-A) al 19% (WPH-
AF), resultd en una reducciéon de la hidrofobicidad superficial. Generalmente, una mayor
hidrdlisis tiende a exponer mds sitios hidrofébicos, lo que incrementa la hidrofobicidad. Sin
embargo, cuando el grado de hidrdlisis supera un determinado valor (el cual dependeré del tipo
de sustrato y de las condiciones de hidrdlisis impuestas), la hidrofobicidad podria disminuir, tanto
por la liberacién de residuos hidrofébicos de los péptidos como por una potencial agregacidn entre
ellos. Este dltimo fenémeno fue observado por Pessato et al. (2016) al hidrolizar aislado de
proteina de suero con Alcalase libre. Estos autores informaron que, tras el uso de la versién
inmovilizada de la enzima, se liberaron péptidos mas grandes y, por lo tanto, mas hidrofébicos,
lo que resulté en mayores valores de hidrofobicidad superficial, en comparacién con los obtenidos

con la enzima libre.
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Figura 68. Hidrofobicidad superficial de las muestras de hidrolizados (A) y controles (B). Resultados del
ANOVA de mudiltiples vias, correspondientes a la figura (A): -factores A, B y C e interacciones AB, AC,
BC y ABC: *; -*: efecto significativo (p<0,05); -letras diferentes indican diferencias significativas

(p<0,05).

En cuanto al tratamiento térmico, no se observan cambios significativos sobre la

hidrofobicidad superficial de las muestras secadas por aspersidn; mientras que en las muestras
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liofilizadas tuvo efectos variables. Estos resultados sugieren que la respuesta a la temperatura

podria depender del tipo de hidrolizado o de las caracteristicas especificas de cada muestra.

En relacion con la técnica de secado, se observan distintos efectos sobre la hidrofobicidad
superficial: en algunos casos, no se encontraron diferencias significativas entre las muestras
secadas por liofilizacién y las secadas por aspersion, aunque en otros, las muestras secadas por
aspersion mostraron valores de hidrofobicidad superficial mas bajos. Este comportamiento podria
estar asociado a la naturaleza del reactivo ANSA como sonda hidrofébica, la cual es
préacticamente no fluorescente en soluciones acuosas, pero aumenta su fluorescencia al interactuar
con regiones apolares en las proteinas (Cardamone & Puri, 1992). Las muestras secadas por
aspersion presentaron mayor contenido de humedad residual y menor rendimiento de secado, lo
que puede haber favorecido un entorno mds polar, disminuyendo la interaccién del ANSA con
regiones hidrofébicas expuestas y, por tanto, reduciendo la sefial fluorescente observada. Ademas,
es posible que las condiciones térmicas del secado por aspersién hayan inducido cambios
conformacionales o agregacién en las proteinas, ocultando regiones hidrofébicas y afectando la
capacidad del ANSA para unirse eficazmente (Liu et al., 2014). Al analizar las ocho muestras de
hidrolizados, se observa que aquellas con menor hidrofobicidad superficial incluyen las muestras

del WPH-AF.

Con respecto a las muestras control, se observd que la liofilizacién redujo la
hidrofobicidad del WPC-80 en polvo, pasando de 1700,44+8,87 a 1171,18+7,95, mientras que el
secado por aspersion la incrementd, alcanzando un valor de 1899,97+46,39. Comparando con las
muestras de hidrolizados, todas presentaron menor hidrofobicidad superficial (772,37,47 a
1420,23) que el WPC-80 en polvo, lo que podria atribuirse a una combinacién de factores
previamente mencionados, entre ellos el grado de hidrélisis y el método de secado. Estas
diferencias sugieren que el proceso de hidrdlisis y las condiciones de procesamiento influyen en

la exposicidn de grupos hidrofébicos en las proteinas.

En la bibliografia también se ha reportado una reduccién progresiva de la hidrofobicidad
superficial en hidrolizados proteicos tras el aumento del grado de hidrélisis, atribuida al
incremento de la carga molecular resultante de la ruptura de enlaces peptidicos, reduciendo de
esta forma la cantidad de regiones hidrofdbicas accesibles a la sonda fluorescente utilizada
(Banach et al., 2013; Schroder et al., 2017; Rukluarh et al., 2019), a diferencia de la proteina
nativa donde los amino4cidos hidrofébicos no se encuentran totalmente integrados en la estructura
globular favoreciendo su localizacién en la superficie y, por ende, explicaria la elevada
hidrofobicidad superficial (Rukluarh et al., 2019). Por su parte, Mutilangi et al. (1996) indicaron
que el efecto de la hidrdlisis sobre esta propiedad depende de multiples factores como la cantidad

y naturaleza de los péptidos generados y la especificidad de cada enzima, que determinan distintos
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patrones de protedlisis, asi como también la agregacion entre péptidos, las interacciones
hidrofébicas, idnicas y por enlaces de hidrogeno, las reacciones entre grupos sulfhidrilo, que
influyen en la cantidad de grupos hidrofébicos expuestos; lo que coincide con lo concluido en la
presente tesis: la hidrofobicidad superficial no solo depende del grado de hidrdlisis, sino también

de las caracteristicas estructurales y de la composicién de los péptidos formados.

En conjunto, se observd que tanto la hidrdlisis de la proteina de suero ldcteo como el
aumento del grado de hidrdlisis provocaron una reduccion en la hidrofobicidad superficial de los
productos obtenidos. Dado que un incremento en la hidrofobicidad superficial suele asociarse con
una mejor capacidad estabilizadora de emulsiones, seria interesante evaluar esta propiedad en los
hidrolizados obtenidos para confirmar si la disminucién de la hidrofobicidad superficial,
relacionada con la hidrdlisis y el mayor grado de hidrdlisis, se traduce efectivamente en una
reduccién de la capacidad estabilizadora de emulsiones (Acquah et al., 2018). Como demostraron
Banach et al. (2013), esta relacion no siempre es directa. A pesar de la disminucién en la
hidrofobicidad superficial observada en los hidrolizados, los autores encontraron una mejora en
ciertas propiedades emulsionantes. Esto sugiere que otros factores, como el tamafno de los
péptidos generados y la presencia de grupos funcionales con afinidad por la interfaz, también

pueden influir en la funcionalidad emulsionante, mas all4 de la hidrofobicidad superficial global.
4.5.2.7. Indice de humectabilidad o mojabilidad

La humectabilidad es una de las etapas clave en el proceso de rehidratacién de los polvos,
en la que las particulas absorben inicialmente el agua, se sumergen en el liquido y finalmente
desaparecen de la superficie libre. Esta propiedad, que se define como la capacidad de un polvo
para superar la tensién superficial en la interfaz entre el liquido y las particulas, es crucial para la
disolucién eficiente de los productos en polvo al entrar en contacto con agua. En algunos
productos, como los polvos lacteos ricos en proteinas de suero, la humectabilidad suele constituir

la etapa limitante del proceso de rehidratacién (Crowley et al., 2016; Seo, 2022).

Con el fin de evaluar este comportamiento en las muestras obtenidas, se determiné el
indice de humectabilidad (expresado en segundos), cuyos resultados se presentan en la Figura
69. Se observa que el grado de hidrélisis no tuvo un efecto significativo sobre esta caracteristica,
excepto en los hidrolizados tratados térmicamente y secados por aspersion, donde un aumento del

grado de hidrélisis redujo el tiempo de humectabilidad (de 406,50 a 245,00 s).
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Figura 69. Humectabilidad de las muestras de hidrolizados (A) y controles (B) en polvo. Resultados del
ANOVA de multiples vias, correspondientes a la figura (A): -factores A, B y C e interacciones AB y BC:
*; -interacciones AC y ABC: NS; -*: efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no significativo (p>0,05);

-letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Respecto al tratamiento térmico, no se detectaron diferencias significativas en los
hidrolizados liofilizados. Sin embargo, en los hidrolizados secados por aspersion, el tratamiento
térmico incremento el tiempo de humectabilidad (de 109 a 406 s en el WPH-A y de 73 a245 sen
el WPH-AF), lo cual puede dificultar la disolucién del polvo en medios acuosos para su posterior
uso. En cuanto al método de secado, no se observé un efecto significativo en los hidrolizados no
tratados térmicamente al comparar liofilizacién y secado por aspersion. No obstante, en las
muestras tratadas térmicamente, aquellas secadas por aspersién presentaron un tiempo de
humectabilidad mayor que las liofilizadas (por ejemplo, 60 s en el WPH-A liofilizado frente a
406 s en el WPH-A secado por aspersién). Al analizar en conjunto las ocho muestras de
hidrolizados, se destaca que las muestras con menor indice de humectabilidad corresponden a las

liofilizadas.

Con respecto a los controles sin hidrolizar, ambas técnicas de secado redujeron el tiempo
de humectabilidad en comparacién con el WPC-80 en polvo (2708+238 s), siendo la reduccion
mas pronunciada con la liofilizacién. Comparando con los hidrolizados, todas las muestras
mostraron menor tiempo de humectabilidad que el WPC-80 en polvo y el WPC8% secado por
aspersion (913154 s). En relacién con el WPC8% liofilizado (5843 s), algunas muestras de
hidrolizado tuvieron valores inferiores (muestras de WPH-AF liofilizadas), otras similares
(muestras de WPH-A liofilizadas) y otras superiores (muestras de WPH-A y WPH-AF secadas

por aspersion).

En estudios previos, también se ha reportado una mejora de la humectabilidad tras la
hidrélisis de proteinas alimentarias (Taha & Ibrahim, 2002; Ryan et al., 2022), aunque con
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algunas diferencias. Por ejemplo, Taha & Ibrahim (2002) observaron que el aumento en el grado
de hidrdlisis reducia la humectabilidad, mientras que Ryan et al. (2022) reportaron un incremento
conforme aumentaba el grado de hidrdlisis. En cuanto al secado, Seo (2022) encontrd, similar a
lo observado en esta tesis, que los polvos de proteina lactea obtenidos por aspersion presentan
baja humectabilidad debido a su pequefio tamafio de particula y altas fuerzas cohesivas, lo que

dificulta la reconstitucion.

En lineas generales, la hidrdlisis enzimatica de las proteinas de suero redujo el tiempo de
humectabilidad, lo que resulta muy beneficioso y necesario para lograr una disolucién mas rapida
del producto en polvo en su aplicacion final. Sin embargo, el efecto del tratamiento térmico y del
método de secado debe evaluarse cuidadosamente en funcién del costo-beneficio. Segun los
resultados obtenidos, las muestras liofilizadas (independientemente del tratamiento térmico) y
aquellas secadas por aspersion sin tratamiento térmico previo presentaron un comportamiento
mdés favorable en términos de humectabilidad. No obstante, dado que la liofilizacién implica
mayores costos operativos, se recomienda considerar su uso tinicamente cuando la mejora en las

propiedades funcionales lo justifique.
4.5.2.8. Rendimiento de secado

El rendimiento de secado constituye un indicador importante para la industria, ya que un
mayor rendimiento implica un mayor beneficio (Tontul & Topuz, 2017). Este pardmetro no solo
refleja la eficiencia del proceso, sino que también condiciona la viabilidad econémica del mismo.
En el presente estudio, se compararon los rendimientos obtenidos mediante liofilizacién y secado

por aspersion para las diferentes muestras.

En la Figura 70 se presenta el rendimiento de secado de las técnicas utilizadas. Se puede
observar que, en las muestras liofilizadas, los rendimientos obtenidos son similares entre los
hidrolizados bajo las mismas condiciones de tratamiento térmico. Sin embargo, en las muestras
secadas por aspersion, el WPH-A present6 rendimientos mayores que el WPH-AF. En cuanto al
efecto del tratamiento térmico, los resultados indican que esta variable no influye en el
rendimiento de secado, ya que los valores fueron similares tanto con el tratamiento como en
ausencia de él. Por ejemplo, el WPH-A secado por aspersion mostré un rendimiento del 72,91%
sin tratamiento térmico, mientras que con tratamiento térmico alcanzé un 72,71%. Respecto a la
técnica de secado, se observd que, en todas las muestras de hidrolizados, el secado por aspersién
resulté en un menor rendimiento de secado (51-73%) en comparacién con la liofilizacién (79-
83%). En las muestras control (WPC8%), aunque se observé el mismo patrdn, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas, con un rendimiento de 88,13+2,55% para el secado por

aspersion y 95,31+2,64% para la liofilizacion.
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Figura 70. Rendimiento de secado de las muestras de hidrolizados (A) y controles (B) en polvo.
Resultados del ANOVA de miiltiples vias, correspondientes a la figura (A): -factores A y C e interaccién
AC: *; -factor B e interacciones AB, BC y ABC: NS; -*: efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no

significativo (p>0,05); -letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Al analizar las ocho muestras de hidrolizados, aquellas con menor rendimiento
corresponden a las secadas por aspersion. No obstante, los resultados obtenidos para el secado
por aspersion pueden considerarse exitosos, ya que los valores de rendimiento superaron el 50%,
umbral minimo reportado como aceptable en la literatura (Tontul & Topuz, 2017). Estos
resultados permiten concluir que, si bien la liofilizacién presenté mayores rendimientos, el secado

por aspersion constituye una alternativa viable (y mas econdmica) para operar a mayor escala.

Pellicer et al. (2019) evaluaron el rendimiento de secado de un saborizante de fresa
microencapsulado mediante las metodologias de aspersidn, liofilizacién y lecho fluidizado. Al
igual que en esta tesis, encontraron que la liofilizacién presentd el mayor rendimiento de secado,
con valores entre 87 y 88%, y pérdidas de rendimiento significativamente menores (12-13%) en
comparacién con el secado por aspersion (38%) y el lecho fluidizado (68%). Los autores
sefalaron que el secado por aspersion se realiz6 con una alta temperatura de entrada y una
velocidad de bomba lenta para minimizar las pérdidas. Explicaron que, durante este proceso, el
flujo de gas tiene un efecto limitado en las propiedades del producto, mientras que la velocidad
de la bomba determina la tasa de alimentacién de la solucién. Si la velocidad de la bomba es
demasiado alta, el agua no se evapora completamente en el tiempo disponible, y el polvo
resultante no alcanza un secado adecuado; por otro lado, si la temperatura de entrada es baja, el
polvo retiene humedad y tiende a adherirse a las paredes de la cdmara, reduciendo asi el
rendimiento de secado. A pesar de las precauciones adoptadas, si bien el secado por aspersién
logré superar el rendimiento del lecho fluidizado, no alcanzé el rendimiento obtenido mediante

liofilizacién. Sin embargo, a partir de los resultados reportados por estos autores sobre el
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contenido de humedad de las muestras, es posible establecer algunas hipétesis. Pellicer et al.
(2019) observaron que el secado por aspersion produjo el menor contenido de humedad (1,9-
2,3%), en comparacién con la liofilizacién (3,9-4,1%) y el lecho fluidizado (3,8-4,6%). Estos
resultados, en comparacion con los obtenidos en la presente tesis (donde las muestras liofilizadas
presentaron mayor rendimiento de secado, pero también menor contenido de humedad), permiten
suponer que el menor rendimiento del secado por aspersion por estos autores podria estar
relacionado con una mayor eficiencia en la eliminacién de agua. Es decir, al remover mayor
contenido de agua, se obtiene menos peso final de polvo seco (y por ende un menor rendimiento).
En cambio, en las muestras liofilizadas, el mayor rendimiento observado podria deberse, al menos
en parte, a la retencién de una mayor cantidad de agua residual, lo que se traduce en un mayor

peso, pero no necesariamente en una mayor cantidad de sélidos secos.

Para concluir, tanto el secado por aspersién como la liofilizacién permitieron obtener
productos en polvo con una recuperacion superior al 50%, lo cual indica un desempefio aceptable
de ambos procesos. No obstante, la liofilizacion se destacd en este aspecto, alcanzando valores de
rendimiento superiores al 80%. Desde el punto de vista industrial, seria relevante evaluar el
equilibrio entre rendimiento, costo operativo y escalabilidad, ya que la liofilizacion, si bien ofrece
mayores recuperaciones, implica mayores costos, necesidad de infraestructura especial y tiempos

de procesamiento mas prolongados (en comparacion con el secado por aspersion).
4.5.2.9. Solubilidad

La solubilidad es una de las propiedades fisicoquimicas y funcionales mds relevantes de
las proteinas, ya que influye directamente en su comportamiento en soluciones acuosas (Chen et
al., 2012; Tang et al., 2019). Durante la reconstitucion de un polvo, esta propiedad incide no solo
en la facilidad de disolucidn, sino también en el desempefio tecnofuncional y biofuncional de los
ingredientes proteicos dentro de formulaciones alimentarias (Kleekayai et al., 2022). Por ello, se
la considera una herramienta clave para evaluar la calidad funcional de los polvos proteicos (Tang

et al., 2019).

En este contexto, en la Figura 71 se presenta el porcentaje de solubilidad de las muestras
obtenidas, las cuales mostraron valores superiores al 80%. Se observa que, tanto el grado de
hidrdlisis como el tratamiento térmico no tuvieron efecto significativo sobre la solubilidad de las
muestras de hidrolizado. Este comportamiento coincide con lo observado previamente para los
hidrolizados obtenidos con enzimas en estado libre (Eberhardt, 2025), donde tampoco se
evidencid una influencia del grado de hidrélisis sobre esta propiedad. Sin embargo, la técnica de
secado si tuvo un efecto marcado: el secado por aspersion redujo la solubilidad de los hidrolizados
en comparacion con la liofilizacién. Por ejemplo, el WPH-A sin tratar térmicamente presentd un
84,45% de solubilidad con secado por aspersion frente a un 90,77% con liofilizacién. Al agrupar
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en conjunto las ocho muestras de hidrolizados, se destaca que en las muestras con menor

solubilidad predominan aquellas secadas por aspersion.
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Figura 71. Solubilidad de las muestras de hidrolizados (A) y controles (B) en polvo. Resultados del
ANOVA de multiples vias, correspondientes a la figura (A): -factores A y B e interacciones AB, AC, BC
y ABC: NS; -factor C: *; -*: efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no significativo (p>0,05).

En cuanto a los controles, se observé que el WPC-80 en polvo (82,57+5,41%) y el
WPC8% secado por aspersion (84,97+0,62%) presentaron porcentajes de solubilidad similares y
superiores al control de WPC8% liofilizado (39,82+2,39%). En comparacién con las muestras de
hidrolizados (80-92%), sus valores de solubilidad fueron cercanos y levemente superiores a los
del WPC-80 en polvo y WPC8% secado por aspersion y, por ende, superiores al WPC8%
liofilizado. Estos resultados coinciden con lo reportado para los hidrolizados obtenidos con las
enzimas en estado libre. Si bien todas las muestras analizadas por Eberhardt (2025) presentaron
alta solubilidad (>80%), la hidrélisis enzimdtica incrementd adin mds esta propiedad,

alcanzdndose valores superiores al 98% en los hidrolizados.

En la bibliografia se han reportado resultados similares (Cui et al., 2021; Ryan et al.,
2022; Kruchinin et al., 2025) en cuanto al efecto de la hidrélisis sobre la solubilidad de la proteina
inicial, destacando que, en algunos casos (Cui et al., 2021; Ryan et al., 2022) el grado de hidrdlisis

influyé positivamente sobre la solubilidad de las muestras.

En el presente estudio, la hidrdlisis enzimdtica mejor6 la solubilidad del concentrado de
suero l4cteo y dicha propiedad no se vié afectada por el grado de hidrélisis ni por el tratamiento
térmico aplicado. En cuanto a las técnicas de secado, si bien su evaluacién no tuvo como objetivo
mejorar las propiedades funcionales sino determinar el efecto que podrian ejercer sobre ellas, se
observaron mayores valores de solubilidad en las muestras liofilizadas. Sin embargo, el secado

por aspersion es un método ampliamente utilizado en la industria para preservar ingredientes
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proteicos debido a su eficiencia en costos y escalabilidad por lo que serfa importante considerar
si la diferencia observada en solubilidad, y en otras propiedades funcionales evaluadas, justifica
la eleccién de un método de secado sobre otro, en funcidn de los requerimientos especificos del

producto final.
4.5.2.10. Actividad antioxidante

Como se menciond en secciones anteriores, los péptidos con propiedades antioxidantes
representan una alternativa interesante y sostenible, tanto desde el punto de vista sanitario como
industrial. Desde la perspectiva de la salud, estos compuestos pueden contribuir al tratamiento de
diversas enfermedades sin generar los efectos secundarios caracteristicos de los firmacos de
origen quimico. Por otro lado, en el dmbito industrial, constituyen potenciales aditivos
alimentarios mds seguros en comparacion con los aditivos sintéticos (Zou et al., 2016; Sah et al.,

2018).

En este contexto, se evalud la actividad antioxidante de las muestras de hidrolizados
obtenidas, asi como de las muestras control. Los resultados se presentan en la Figura 72, donde
se puede observar que la hidrdlisis enzimatica efectivamente liberé péptidos con actividad
antioxidante que se encontraban encriptados en la proteina nativa (Luparelli et al., 2025): las
muestras control mostraron valores de actividad antioxidante comprendidos entre 0,08 y 0,60 uM,
mientras que las muestras de hidrolizados presentaron un rango notoriamente superior, entre 2,61
y 3,69 uM. Este comportamiento se asemeja a lo observado por Eberhardt (2025), quien, al
trabajar con concentraciones en el rango de 0,2 a 5% (m/v), reportd que la actividad antioxidante
de los hidrolizados obtenidos con las enzimas en estado libre fue mds de 3 veces superior a la de
las muestras control (WPC-80 sin hidrolizar). Sin embargo, Eberhardt (2025) no encontré un
efecto significativo del grado de hidrdlisis sobre la actividad antioxidante en las condiciones
evaluadas (distintas concentraciones y valores de pH), salvo en casos puntuales en los que registrd
una reduccién de la bioactividad. Este patrén difiere, en parte, de los resultados obtenidos en la
presente tesis, donde el aumento en el grado de hidrélisis de 15 a 19% condujo a un incremento
de la actividad antioxidante. Sin embargo, es posible que una hidrdlisis superior al 19% no
necesariamente lleve a una mejora adicional de la bioactividad, o incluso podria reducirla, tal
como se menciond al discutir los resultados de hidrolisis con Alcalase® en estado libre (seccion
4.2.2.1), donde aumentos mayores en el grado de hidrélisis no generaron incrementos
significativos en la actividad antioxidante (You et al., 2009; Wang et al., 2016; Martinez-

Montano, 2022).

Respecto al tratamiento térmico post-hidrélisis y la técnica de secado, se observaron
comportamientos diferenciados en funcién de las condiciones aplicadas. Por un lado, el
tratamiento térmico provocé un aumento de esta bioactividad en las muestras de hidrolizados
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liofilizadas, mientras que en las muestras secadas por aspersion la redujo o no generé cambios
significativos. Por otro lado, los hidrolizados secados por aspersién mostraron valores de
actividad antioxidante superiores a los liofilizados cuando no se aplic el tratamiento térmico
luego de la hidrdlisis; sin embargo, no se registraron diferencias significativas entre ambos
métodos de secado cuando las muestras fueron sometidas al tratamiento térmico. Estos resultados
fueron consistentes con lo reportado en la bibliografia, en relacién con que la técnica de secado
puede afectar, o no, esta propiedad bioactiva dependiendo de la composicién y secuencia de los
péptidos obtenidos, las condiciones de hidrdlisis, asi como del método empleado para evaluar la
actividad antioxidante. En este contexto, algunos autores no observaron un efecto significativo
del método de secado sobre dicha actividad (Chen et al., 2012), mientras que otros informaron
una mayor capacidad antioxidante en muestras secadas por aspersion, atribuida a la
reorganizacién de aminodcidos libres en dipéptidos y tripéptidos durante el secado (Dong et al.,
2022) o a la mayor proporcioén de péptidos de bajo peso molecular (<1 kDa) generada por este

proceso (Kleekayai et al., 2022).

6,0 1,00

Tratamiento térmico ~ Técnica de secado B En polvo

(factor B): (factor C): I 8%, liofilizacién
45| - Liso: No - Gris: Liofilizacién 075 [ ]8%, aspersién

- Rayado: Si - Blanco: Aspersién Letras diferentes indican diferencias

b ¢ ¢ e significativas (p<0,05).
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W
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Actividad antioxidante (uM Trolox)

2
=)

WPH-A WPH-AF
Muestra (factor A)

WPC-80

(A) (B)

Figura 72. Actividad antioxidante de hidrolizados (A) y controles (B). Resultados del ANOVA de
mudltiples vias, correspondientes a la figura (A): -factores A, B y C e interacciéon BC: *; -interacciones
AB, AC y ABS: NS; -*: efecto significativo (p<0,05); -NS: efecto no significativo; -letras diferentes

indican diferencias significativas (p<0,05).

En cuanto a las muestras control, se observé que la preparacién al 8% (m/v) en proteinas
seguida de liofilizacién no afectd la actividad antioxidante del WPC-80 en polvo. En cambio, la
misma preparacion seguida de secado por aspersién produjo un incremento en la bioactividad
respecto al WPC-80 en polvo, lo que sugiere que la temperatura empleada durante el secado por
aspersion podria haber inducido modificaciones estructurales leves en las proteinas, tales como
desnaturalizacion parcial o exposicidon de aminoacidos con capacidad antioxidante, favoreciendo

de esta forma la actividad observada.
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Resultados y discusion

En resumen, la hidrdlisis enzimatica del WPC-80 mediante enzimas inmovilizadas
permitio obtener hidrolizados con una actividad antioxidante significativamente mayor que la del
sustrato original. La bioactividad se increment6 con el grado de hidrdlisis, aunque este aumento
debe evaluarse de manera balanceada considerando tanto las propiedades funcionales finales del
hidrolizado como los costos de produccidon asociados al tiempo de reaccion. Estos resultados
resaltan la importancia de seleccionar un grado de hidrélisis Optimo que maximice la

funcionalidad sin comprometer la eficiencia econdmica del proceso.
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S. CONCLUSIONES

La caracterizacion de Alcalase® y Flavourzyme® (desde los aspectos bioquimico,
funcional y cinético) permitié obtener una comprensién integral del comportamiento de ambos
preparados comerciales frente a distintas condiciones experimentales. Se identificé que los
mejores rendimientos de hidr6lisis de caseina se alcanzaron a 65-70°C y pH 8,5-9 para Alcalase®,
y a50°Cy pH 7,5 para Flavourzyme®. Ademds, mostraron una estabilidad térmica destacable en
los rangos de 50 a 65°C (Alcalase®) y de 40 a 45°C (Flavourzyme®). En estos rangos, las enzimas
manifestaron la mayor estabilidad a las temperaturas mds bajas evaluadas, con los valores mas
altos de vida media y los menores coeficientes de inactivacién, ademds de valores positivos en
entalpia, entropia y energfa libre. Respecto al pH, Alcalase® mostré6 mejores condiciones de
estabilidad entre pH 6 y 8,5, mientras que Flavourzyme® se comportd con una mejor estabilidad
apH 6,5 y 8. Estos resultados serian claves para la optimizacién de procesos industriales, ya que
el rendimiento de las enzimas (y por ende de los resultados a obtener) dependera directamente de

las condiciones de trabajo.

En cuanto a los estudios cinéticos, se observé una relacién directa entre la velocidad de
reaccion y la concentracién enzimadtica, reflejada en el aumento de la Vmax, asi como la posible
presencia de inhibicién por producto, evidenciada en el incremento de kos. En la evaluacién de
productividad, se detecté un aumento de la actividad enzimdtica al aumentar el tiempo de
reaccion, la temperatura y el pH (hasta los valores de pH de mayor rendimiento de hidrélisis: 9
para Alcalase® y 7,5 para Flavourzyme®), lo que permitié identificar las condiciones mads
adecuadas para procesos hidroliticos de larga duracién. Asimismo, el estudio del efecto de iones
metélicos sobre la actividad enzimdtica destacé la importancia de evaluar especificamente cada
ion, asi como su concentracidn, ya que estos factores pueden influir en el rendimiento de la

hidrolisis.

La hidrolisis del concentrado de proteina de suero lacteo al 7% (m/v) utilizando la enzima
Alcalase® permitié obtener hidrolizados con altos grados de hidrdlisis (22,1 y 29,1%), que
demostraron efectos antioxidantes y antihipertensivos significativamente superiores a los
controles (DH <2%), posiciondndolos como potenciales ingredientes para formulaciones
alimentarias funcionales. Un aspecto clave es que las bioactividades detectadas no se vieron
afectadas por el pH; mientras que, la concentracién de los hidrolizados tuvo un impacto
estadisticamente significativo sobre ambas bioactividades, presentdndolo como un factor critico
a considerar en la posible formulacién de alimentos funcionales. Finalmente, los resultados
indicaron que una hidrélisis limitada resultaria ser la estrategia mas adecuada, ya que no solo

optimiza los tiempos de produccién (37 min en lugar de 227 min), sino que también preserva las
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propiedades bioactivas y tecnofuncionales, las cuales podrian verse comprometidas ante procesos

de hidrdlisis extensos.

La caracterizacién de los hidrolizados mediante distintas técnicas separativas permitio
identificar fracciones peptidicas responsables de sus bioactividades. La actividad antioxidante se
asoci6 principalmente a la presencia de residuos con carga negativa, como los aminoécidos dcido
glutdmico y 4cido aspértico, los cuales, al poseer un exceso de electrones, tienen una mayor
capacidad de neutralizar radicales libres, en comparacién con otros residuos aminoacidicos.
Ademds, esta bioactividad mostré una mayor relacién con residuos hidrofébicos alifaticos que
con residuos aromaticos. Por su parte, la actividad antihipertensiva se relacion6 con la presencia
de residuos cargados y con residuos hidrofébicos arométicos. En particular, se destacé el papel
de lisina y arginina en la interaccién con el sitio activo de la enzima convertidora de angiotensina,
asi como el papel de los residuos arométicos al bloquear estéricamente dicho sitio. Estos residuos
desempefian una funcién clave en la actividad antihipertensiva, especialmente cuando se
encuentran ubicados en el extremo C-terminal. En términos de peso molecular, la mayoria de los

péptidos bioactivos presentes en los hidrolizados de suero presentaron valores inferiores a 1 kDa.

Los ensayos preliminares de caracterizacion de las particulas de quitosano evidenciaron
que, tanto el pH del medio como la modificacion con glutaraldehido, influyeron
significativamente sobre su capacidad de hinchamiento y sus caracteristicas morfolégicas. Las
particulas sintetizadas presentaron una morfologia predominantemente esférica y mostraron un
aumento progresivo de su hinchamiento a lo largo del tiempo, particularmente a pH 7. Sin
embargo, en condiciones alcalinas (pH 10), la capacidad de hinchamiento disminuy6
notoriamente, especialmente en las particulas nativas. En cuanto al efecto del glutaraldehido, se
observd una reduccién general de la capacidad de hinchamiento, atribuible a una mayor rigidez
de la red polimérica generada por la reticulacién. Desde el punto de vista morfolégico, el
tratamiento con glutaraldehido indujo un cambio hacia particulas con superficies mds rugosas,
porosas y compactas, lo que sugiere una reorganizacion estructural del polimero. Estos cambios
podrian resultar beneficiosos para aplicaciones de inmovilizacién enzimatica, al aumentar el drea

superficial disponible y mejorar la estabilidad estructural del soporte.

Los estudios de producciéon de derivados permitieron evaluar distintas técnicas de
insolubilizacién de las enzimas. Si bien la adsorcion fisica es una técnica de inmovilizacién
sencilla y de bajo costo en donde no se generan cambios estructurales profundos ni en la
especificidad de las enzimas, la probable fuga de moléculas enzimaticas llevé a bajos
rendimientos de inmovilizacion tanto en términos de proteina como de actividad. En cuanto a la
inmovilizacién por reticulacidn, esta técnica tiene como gran ventaja no emplear ningin tipo de

soporte, aunque se realizé seguidamente una inmovilizacién covalente del CLEA sobre particulas
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de quitosano. Sin embargo, la reticulacion enzimética puede conducir a la formacion de agregados
con poca o nula actividad. El entrecruzamiento entre moléculas de enzimas a través de sitios
cataliticos o lugares cercanos a ellos, probablemente dificult6 la hidrdlisis de caseina evaluada
luego de la inmovilizacién. Estos resultados se observaron no solo durante el estudio de las
distintas técnicas de inmovilizacién, sino también en los controles realizados para los ensayos
posteriores. En cuanto a la inmovilizacién mediada por uniones covalentes, los rendimientos en
términos de actividad estuvieron entre los mds altos obtenidos (87% para Alcalase® y 63% para
Flavourzyme®), lo que evidencia una fijacion eficiente de la enzima al soporte. No obstante, es
importante considerar que este tipo de unién puede restringir la movilidad de la enzima, limitando
los cambios conformacionales necesarios para la catélisis, lo que puede ocasionar una reduccién
de su actividad respecto a la actividad ofrecida al inicio de la inmovilizacién. A pesar de estas
posibles limitaciones, las ventajas asociadas a la inmovilizacién covalente (como su alta
estabilidad, baja pérdida de enzima, y la posibilidad de recuperacién y reutilizacién) suelen
superarlas ampliamente, lo que la convierte en una de las estrategias mds utilizadas y factibles

para aplicaciones industriales.

En esta linea, estos estudios permitieron conocer el efecto de la concentracién de
glutaraldehido sobre la inmovilizacion de las enzimas. El uso de una baja concentracion de agente
activante implicaria una menor cantidad de grupos funcionales capaces de reaccionar con ciertos
aminodcidos de las enzimas y, por lo tanto, un menor rendimiento de inmovilizacién. Por ejemplo,
con 0,05% de glutaraldehido tras 4 h de inmovilizacién, Alcalase® mostré un n, del 60% y un n,
del 24%, mientras que Flavourzyme® presentd un np de 4% y un n, de 46%. La lixiviacion o fuga
de moléculas enziméticas se relaciona con este tipo de resultados. En contraposicién, el uso de
una alta concentracion de agente activante permitiria un mayor nimero de uniones entre enzima
y soporte, lo que evita los problemas de fuga de moléculas de enzima. Por ejemplo, con 1y 2%
de glutaraldehido tras 4 h de inmovilizacién, Alcalase® evidencié un n, de 82 y 61%,
respectivamente, y un n, = 78 y 78%, mientras que Flavourzyme® mostrd un np, de 24 y 28% y
un n, de 34 y 40%. Sin embargo, un exceso de uniones enzima-soporte puede ocasionar la
distorsién de la conformacién enzimadtica, impedimentos estéricos e incluso la desnaturalizacién
de las enzimas. Asimismo, los estudios de inmovilizacién en funcién del tiempo mostraron que
la inmovilizacién mejora la cantidad de proteina unida y la actividad enzimética solo hasta cierto
punto, tras el cual ambos disminuyen, posiblemente debido a la reduccién de sitios activos y a la

pérdida de flexibilidad de las enzimas.

De manera particular, los estudios de inmovilizacién de Flavourzyme® requirieron
ensayos adicionales, ya que esta enzima demostrd ser sensible a las condiciones de inmovilizacién
inicialmente impuestas, particularmente a la concentracion del agente activante utilizado. Como

resultado, fue necesario emplear concentraciones mds altas de Flavourzyme® para obtener un
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derivado con capacidad catalitica. Esta sensibilidad podria atribuirse a una inmovilizacién
inactivante, en la que la enzima se habria unido al soporte a través de sus sitios cataliticos. A esto
se le suma la complejidad de la preparacién enzimdtica comercial que, aunque proporciona una
mayor selectividad en comparacion con Alcalase®, representa un desafio significativo para su
inmovilizacién, ya que cada una de las enzimas que la componen reaccionan de manera diferente

durante este proceso debido a diferencias estructurales.

La caracterizacién de las enzimas inmovilizadas permitié obtener una comprension
integral de su comportamiento frente a diferentes condiciones experimentales. Esto no solo
facilité la comparacién con las enzimas en estado libre, sino que también permitié evaluar su
potencial en aplicaciones industriales. Se identific6 que los mayores rendimientos de hidrdlisis de
casefna se alcanzaron a 65-70°C y pH 8 para Alcalase®, y a 50-55°C y pH 7-7,5 para
Flavourzyme®. Ambas enzimas mostraron una notable estabilidad térmica en los rangos de 60-
70°C (Alcalase®) y 35-45°C (Flavourzyme®). En este contexto, la temperatura ptima para la
hidrélisis no coincidié con la de mayor estabilidad térmica, al igual que lo observado con las
enzimas libres. En cuanto al pH, las enzimas mostraron buena estabilidad en los rangos de pH de
6 a9 para Alcalase® y de 6,5 a 7,5 para Flavourzyme®. En estos intervalos, la mayor estabilidad
se observo a pH 8 en el caso de Alcalase® y a pH 6,5 en Flavourzyme®, reflejada en una mayor
vida media y menor coeficiente de inactivacion. Por su parte, los estudios cinéticos revelaron una
relacion directa entre la velocidad de reaccién y la concentracién enzimética, evidenciada en un
aumento de la Vi, asi como la posible presencia de inhibicién por producto, reflejada en el

incremento del pardmetro K.

En comparacién con las enzimas libres, se observaron diferencias relevantes, como una
mayor actividad relativa para la hidrélisis de caseina a temperaturas superiores al 6ptimo de cada
enzima, atribuida a la estabilizaciéon inducida por la inmovilizacién. Por el contrario, a
temperaturas inferiores al Optimo, se registraron menores actividades, posiblemente debido a
impedimentos estéricos en los sitios activos tras la inmovilizacién. Este comportamiento fue
particularmente evidente en los estudios de estabilidad térmica de Alcalase®, cuya estabilidad se
incremento tras la inmovilizacién, lo que no ocurrié con Flavourzyme®, donde solo se observaron
mejoras en los pardmetros de inactivacién a 50°C. En relacién con los pardmetros cinéticos, se
observd que, tanto en las enzimas libres como en las inmovilizadas, el incremento de la masa
enzimdtica provocé un aumento de la Ky, y de la Vmax y se evidencié una posible inhibicién por

producto.

Respecto a los estudios operacionales, ambas enzimas mostraron una disminucién de la
actividad tras ciclos consecutivos de hidrélisis, probablemente tanto por la pérdida de moléculas

enzimdticas débilmente unidas al soporte como por la inactivaciéon térmica. No obstante,
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Alcalase® result ser mds estable que Flavourzyme®, reteniendo aproximadamente un 61%
frente a un 11% de actividad tras 5 ciclos. En cuanto a la estabilidad durante el almacenamiento,
se observoé un comportamiento similar: Alcalase® presentd valores de actividad residual
superiores a los de Flavourzyme®, con aproximadamente un 78% frente a un 35% a los 150 dias.
Dado que la reutilizacién de biocatalizadores inmovilizados es un factor clave para su viabilidad
industrial, los resultados obtenidos con Alcalase® son prometedores. En contraste, en el caso de
Flavourzyme®, se requiere optimizar el proceso de inmovilizacién para lograr una reutilizacién
mads eficiente con minima pérdida de actividad. Asimismo, en ambos casos, son necesarios
estudios adicionales para mejorar las condiciones de almacenamiento o aplicar tratamientos post-
inmovilizacién que prevengan el crecimiento microbiano y conserven la actividad catalitica de

las enzimas.

La hidrdlisis del WPC-80 mediada por enzimas inmovilizadas permitié evaluar el
desempefio de los biocatalizadores desarrollados y obtener dos hidrolizados con propiedades
fisicoquimicas y tecnofuncionales diferenciadas. Los estudios preliminares evidenciaron una
reduccién en la actividad enzimatica tras la inmovilizacién, ya que fue necesario emplear mayores
cantidades de derivado enzimdtico para alcanzar los grados de hidrdlisis establecidos. En el
escalado, la Alcalase® inmovilizada logré alcanzar un grado de hidrdlisis comparable al de la
enzima libre, aunque en un tiempo ligeramente mayor. En cambio, con Flavourzyme®
inmovilizada no se replic6 el comportamiento observado en las pruebas preliminares, requiriendo
tiempos mds prolongados, posiblemente debido a la pérdida de actividad asociada al

almacenamiento del biocatalizador.

La caracterizacién de los hidrolizados obtenidos evidencié modificaciones estructurales
en el WPC-80 tras su hidrélisis (microscopia electrénica de barrido, FT-IR y RP-HPLC), que se
tradujeron en mejoras funcionales como el aumento de la estabilidad térmica, la solubilidad, la
humectabilidad y la actividad antioxidante, asi como en una reduccién de la hidrofobicidad
superficial. En términos generales, los efectos observados en solubilidad, hidrofobicidad y
actividad antioxidante fueron consistentes con lo reportado para la hidrélisis mediada con enzimas

en estado libre, observandose algunas diferencias en el contenido de humedad.

El aumento del grado de hidrdlisis (de 15 a 19%) generd diferencias estructurales y en el
perfil peptidico, con impacto en propiedades como el contenido de humedad, la hidrofobicidad
superficial, propiedades antioxidantes, y, en las muestras secadas por aspersion, también en el
rendimiento de secado. Sin embargo, no se detectaron efectos significativos del grado de hidrdlisis
sobre la solubilidad, la humectabilidad ni el rendimiento de secado de las muestras liofilizadas.
Estos resultados refuerzan la importancia de considerar no solo el grado de hidr6lisis, sino

también la composicién y distribucion peptidica en el disefio de ingredientes funcionales.
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En relacién con el tratamiento térmico post-hidrélisis, este no mostré efectos relevantes
en la mayoria de los andlisis realizados (TGA, SEM, hidrofobicidad superficial, solubilidad y
rendimiento de secado), aunque si influy6 positivamente en la humectabilidad de las muestras
secadas por aspersién y produjo algunas variaciones en los resultados de FT-IR, RP-HPLC,
contenido de humedad y actividad antioxidante. Por su parte, el método de secado demostré ser
un factor clave: la liofilizacién permitié obtener productos con mayor solubilidad, menor
contenido de humedad, mejor rendimiento de secado y, en muestras tratadas térmicamente, una
mejor humectabilidad. En conjunto, los resultados obtenidos resaltan el impacto de la hidrdlisis
enzimadtica, del grado de hidrdlisis, del tratamiento térmico post-hidrélisis y del método de secado
sobre las propiedades fisicoquimicas y funcionales del WPC-80. Esta informacién es de gran
valor para el desarrollo de ingredientes proteicos con funcionalidades adaptadas a aplicaciones
industriales que involucren procesos térmicos, sistemas en polvo reconstituibles o formulaciones

que requieran alta solubilidad y humectabilidad.

A futuro, seria valioso investigar las interacciones de estos hidrolizados con otros
ingredientes alimentarios bajo diferentes condiciones de procesamiento, a fin de optimizar su
incorporacion en matrices complejas y desarrollar nuevas formulaciones alimentarias funcionales.
Ademds, serfa muy importante evaluar el comportamiento de la matriz formulada y,
fundamentalmente, las propiedades previamente asociadas a los hidrolizados frente a protocolos
establecidos para técnicas de digestién gastrointestinal in vitro. Claramente, a través de los
resultados integralmente obtenidos y presentados en este trabajo de Tesis Doctoral, se ha buscado
contribuir a la valorizacién y aprovechamiento del subproducto lactosuero como posible materia
prima de alto valor agregado, ademds de promover el desarrollo y la obtencién a gran escala de

nuevos ingredientes que resulten de interés para el sector industrial alimenticio.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Materiales y métodos. Caracterizacion bioquimica, funcional y cinética de

Alcalase® y Flavourzyme® en estado libre
1.1. Cdlculo del peso molecular de Flavourzyme®

El peso molecular de Flavourzyme® se calculé teniendo en cuenta la informacién
reportada por Merz et al. (2015b). En la Tabla A1.1 se encuentra el detalle de los datos obtenidos

y calculados.

Tabla A1.1. Célculo del peso molecular de Flavourzyme®.

Enzimas Pureza Actividad Actividad Recuperacion Enzima Abundancia PM PM
aparente total especifica (%) (mg) (g/mol) corregido
(%) (g/mol)
LAPA 90 9,5 nkat 10,7 nkat/mg 42,00 1,9x10° 5,8x107 32500 1870,44
LAP2 88 1,5 nkat 6,6 nkaut/mg 42,00 4,8x10"! 1,4x107 51900 747,61
DPP4 40 1,8 nkat 603,0 nkat/mg 36,00 3,3x10° 1,010 85100 8,54
DPP5 94 30,1 nkat 133,0 ACU/mg 475,00 4,5x10? 1,4x107 78600 106,49
NPI* 100 450,0 ACU  775,0 ACU/mg 7,67 7,6x10° 2,3x10’! 42400 9713,97
NP2 89 9,0 ACU 6,3 ACU/mg 7,67 1,7x10! 5,010 19000 9531,60
ALP1* 100 151,0 ACU  495,0 ACU/mg 7,67 4,0x10° 1,2x10™! 29000 3490,52
AMY3* 100 2950,0 nkat ~ 2190,0 nkat/mg 54,00 2,5%10° 7,5x10? 52500 3961,60
Totales 3,3x10! 1,00x10° 29431

Siglas de las ezimas: LAPA: Leucina aminopeptidasa A; LAP2: Leucina aminopeptidasa 2; DPP4: Dipeptidil peptidasa
4; DPPS5: Dipeptidil peptidasa 5; NP1: Proteasa neutra 1; NP2: Proteasa neutra 2; ALP1: Proteasa alcalina 1; AMY?3:
a-amilasa tipo A 3.

* la pureza aparente reportada por Merz et al. (2015b) fue >95. Para el célculo se consider6 esta pureza aparente como
100%.

nkat: unidad derivada del Sistema Internacional de Unidades para medir la actividad catalitica, definida como la
actividad catalitica responsable de la transformacién de un mol de compuesto por segundo.

ACU: unidad de azocaseina definida como el aumento de una unidad de absorbancia por minuto a 450 nm en NaOH
0,25 M.

Actividad total Pureza aparente

Enzi = X
nzima (mg) Actividad especifica Recuperacion

Enzima
Abundanca = ———
Enzima total

. g Abundancia
Peso molecular corregido (—)

mol/ ~ Peso molecular
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Anexo 2. Materiales y métodos. Estudios de obtencion y caracterizacion de hidrolizados de

WPC-80 con Alcalase® en estado libre

2.1. Determinacion del contenido de proteina mediante el ensayo del dcido bicinconinico:

complemento técnico

El reactivo de trabajo estandar (SWR) para el ensayo del acido bicinconinico se prepard

mezclando 100 volimenes del reactivo A y 2 volimenes del reactivo B.

El reactivo A se obtuvo disolviendo 0,1 g de bicinconinato disédico, 2 g de carbonato de
sodio monohidrato, 0,16 g de tartrato de sodio dihidrato, 0,4 g de hidréxido de sodio y 0,95 g de
carbonato dcido de sodio anhidro en agua ultrapura. En el caso de que haya sido necesario, el pH
se ajustd a 11,25 antes de enrazar el matraz aforado de 100 mL. Mientras que, el reactivo B se
preparé disolviendo 0,4 g sulfato de cobre pentahidrato en agua ultrapura, en un volumen final de

10 mL en matraz aforado.

Los reactivos A y B son estables indefinidamente a temperatura ambiente, mientras que

el SWR, de color verde manzana, se mantiene estable a temperatura ambiente durante una semana.

Como se indic6 en la seccion 3.3.4.3, se utiliz6 como estandar la albimina sérica bovina.
La Figura A2.1 muestra una de las curvas de referencia obtenida con distintos volimenes (0, 5,

10, 20, 40, 60 y 100 pL) de una solucién madre 1 mg/mL de albimina sérica bovina.

Absorbancia (562 nm)

0 25 50 75 100
Cantidad de proteina (ug)

Figura A2.1. Curva de referencia con albimina sérica bovina para los ensayos de determinacién del

contenido de proteina con el ensayo del 4cido bicinconinico.
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Anexo 3. Materiales y métodos. Estudios de inmovilizacion

3.1. Determinacion del contenido de proteina mediante el ensayo de Bradford: protocolo

detallado

El reactivo de Bradford para la determinacién del contenido proteina se prepard
disolviendo 0,1 g de Coomassie Blue G-250 en etanol al 96% (v/v) durante 1 h, bajo agitacién
constante. La mezcla se llevé a un volumen final de 50 mL en un matraz aforado. A continuacion,
se adicionaron 100 mL de 4cido fosférico al 85% (m/m) y se llevé a 1 L con agua ultrapura,
utilizando también un matraz aforado. Por tltimo, la solucién se filtré dos o tres veces en papel

Whatman N°1 o papel de filtro comiin, segtn la disponibilidad.

El reactivo final obtenido presenta una coloracién marrén suave caracteristica y no debe
contener sustancias coloidales sin disolver. Se almacena a temperatura ambiente en un frasco
color caramelo y, siempre que sea posible, en oscuridad. Este reactivo es estable durante 2 a 3
meses. Si se forma un precipitado durante el almacenamiento, se puede recuperar el reactivo

filtrandolo y realizando una nueva curva de calibrado.

Como se indicé en la seccion 3.4.1, se utilizé6 como estandar la albumina sérica bovina.
La Figura A3.1 muestra una de las curvas de referencia obtenida con distintos volimenes (2, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 uL.) de una solucién madre 1 mg/mL de albimina sérica bovina, diluida

al medio.

0,48
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Figura A3.1. Curva de referencia con albimina sérica bovina para los ensayos de determinacién del

contenido de proteina con el ensayo de Bradford.
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Anexo 4. Resultados y discusion. Caracterizacion de Alcalase® y Flavourzyme® en estado

libre

Tabla A4.1. Actividad relativa de Alcalase® en estado libre, pre-incubada a distintas temperaturas y

tiempos (pH 9).

Tiempo Actividad relativa (%)
(min) 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C 80°C
0 100,00+0,48°  100,00+0,48° 100,00+2,33° 99,73+1,06° 100,00+2,98°  100,00£16,36°
2 - - - 100,00+0,63° 86,572,261 35,04+1,85¢
4 - - - 98,53+0,07% 88,52+0,02!m 0,00+0,00?
6 - - - 95,11+4,53ni° 69,79+0,16" 0,00+0,00?
8 - - - 90,11+5,15'mn 53,53+0,01¢ 0,00+0,00?
10 96,49+0,921° 99,100,107 93,2944 69mnf 89 434D D7imn 27,58+2,12¢ 0,00+0,00*
15 - - - 68,25+6,43" 1,17£0,23%® 0,00+0,00*
20 98,410,287 96,30+0,26%° 76,33+1,417 40,12+0,77¢ 1,04+0,30% 0,00+0,00*
25 - - - 17,77+2,49¢ 1,070,223 0,00+0,00?
30 - - - 6,52+0,17° 0,84+0,10% 0,00+0,00?
40 94,95+0,40™°  81,45+1,48 46,73%3,30" - - -
65 88,63+0,52!m 78,761,78 27,36+1,83¢ - - -
120 81,35+1,17 50,950,101 1,58+0,08% - - -
240 72,70+3,92M 15,34+0,89¢ 0,00+0,00* 0,55+0,03* 1,94+0,62% 0,00+0,00*
Factor A: Temperatura * Factor A *
Factor B: Tiempo * Factor B *
* Interaccion AB *

Interaccion AB

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.2. Actividad relativa de Flavourzyme® en estado libre, pre-incubada a distintas temperaturas y

tiempos (pH 7,5).

Actividad relativa (%)

Tiempo
(min) 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C
0 100,00+0,51" 100.00£0,51" 100,00+1,81" 100,00+0,78" 100,00£7,53"

10 88,97+0,02™ 79,860,77" 47,04+1,41" 21,59+0,11f 0,00+0,00*
20 87,03+0,77™ 64,55+0,59 17,79+£0,79¢ 6,43+0,08° 0,00+0,00*
40 76,17+3,54% 52,88+1,201 13,49+0,04¢ 0,00+0,00* 0,00£0,00*
60 77,960,614 37,562,158 8,83+0,79 0,00+0,00* 0,00+0,00*
120 63,43+0,911 23,62+0,94f 0,31+0,01* 0,00+0,00* 0,00+0,00*
240 63,27+3,261 11,36+4,29< 0,00+0,00* 0,00+0,00* 0,00+0,00*

Factor A: Temperatura *

Factor B: Tiempo *

Interaccion AB *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de muiltiples vias.
*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.3. Actividad relativa de Alcalase® en estado libre, pre-incubada a distintos valores de pH y
tiempos (60°C).

Actividad relativa (%)

Tiempo
(min) pH 4,0 PH 6,0 pH 8,0 pH 8,5 pH 9,0 pH 9,5 pH 10,0 pH 12,0
0 100,00£1,18"  97,32+0,274™ 100,00+1,54" 100,00+2,93" 100,00+2,33" 93,81x0,75™™ 100,00+2,68" 100,00+3,06"
2 - - - - - 100,00+2,90" 97,57+6,81'™ 9,88+0,45°
4 - - - - - 99,95+4,20" 98,23+0,90™ 1,36+0,02*
6 - - - - - 93,433,431 95,138, 14/Km™ 1,09+0,18*
8 - - - - - 94,107,591 80,84+1,58" 1,4540,52*
10 0,00+0,00* 99,23+0,66'™ 95,48+0,78!m 99,4343 41™ 93,29+4,691 91,35+4,12* 69,62+9,58¢ 0,92+1,10°
15 - - - - - 77,80+3,67* 27,34+4,09¢ 1,030,13*
20 0,00+0,00°* 100,00+1,63" 76,24+1,02" 80,90+0,52" 76,33+1,41" 65,88+0,85¢ 8,91+0,96 0,89+0,32*
25 - - - - - 57,4249,91° 2,78+0,58" 1,3740,10*
30 - - - - - 43,16+3,01¢ 1,96+0,04* 1,88+0,11*
40 0,00+0,00°* 98,75+1,55"™ 83,10+2,33" 78,73+3,01™ 46,73+3,30% - - -
60 0,00+0,00° 90,40+0,59 68,97+0,95¢ 51,58+1,01" 27,36+1,83¢ - - -
120 0,00+0,00° 76,27+0,32" 49,01£1,03% 28,05+0,14¢ 1,58+0,08" - - -
240 - - - - - 2,00+2,17 2,10£1,04* 2,45+1,11*
Factor A: pH * Factor A B
Factor B: Tiempo * Factor B B

Interaccién AB

Interaccién AB

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de muiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.4. Actividad relativa de Flavourzyme® en estado libre, pre-incubada a distintos valores de pH

y tiempos (50°C).
Tiempo Actividad relativa (%)

(min) pH 5,0 pH 6,5 pH7,0 pH7,5 pH 8,0 pHS,5 pH 10,5
0 100,00+3,60™ 78,10+15,76X 100,00£11,04™ 100,00£1,81™ 100,0040,65™ 100,00+£3,50™ 100,00£3,56™
10 78,31+9,914 100,00£1,15™ 83,61+1,03! 47,041 411 84,2342 44! 69,92+1,52ik 0,00+0,00*
20 58,74+9,85! 64,735,261 31,110,401 17,79+0,794 60,122,081 33,44+8,53" 0,00+0,00*
40 62,37+8,931 33,43+0,15" 16,78+10,144 13,49+0,04bcde 31,40+3,69h 15,28+4,01¢de 0,00+0,00*
60 21,63+1,71¢ 23,99+1,21¢feh 20,43+1,87¢f 8,83+0,792bcd 32,12+15,55¢" 19,75+0,70% 0,00+0,00*

120 3,1043,06% 33,47+3,98" 0,00+0,00* 0,31+0,01* 15,72+10,58% 4,181,521 0,00+0,00*
Factor A: pH *
Factor B: Tiempo *
Interaccion AB *

Las tltimas filas muestran los resultados del ANOVA de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Aclaracién: en el caso del pH 10,5, se realizaron ensayos a otros tiempos (2, 4, 6 y 8 min), obteniendo
actividad nula. Esos datos fueron los que se utilizaron para realizar la Figura 21 y el correspondiente ajuste

con el fin de obtener los pardmetros de inactivacion.
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Tabla A4.5. Actividad de Alcalase® en estado libre, empleando distintas concentraciones de caseina y de

enzima.
Actividad (uM/min)
Caseina
(M) 0,8 uM de 1,5 uM de 3,0 uM de 6,0 uM de
Alcalase® Alcalase® Alcalase® Alcalase®
9,8 15,04+0,38% 26,39+0,12° 29,50+0,87° 29,44+0,12°
24,6 48,22+1,62¢ 50,17+1,83¢ 52,87+1,51¢ 51,35+1,16°
49,1 91,66+1,24¢ 94,59+1,83¢ 96,80+2,01¢ 97,64+3,25¢
78,6 140,34+0,98¢ 155,56+1,86° 161,58+1,35' 163,68+5,75¢%
98,3 161,41£2,46' 185,49+4,24h 196,38+1,897 202,67+0,54
1474 194,03+1,921 251,14+1,61! 288,83+5,69™ 298,17+1,72"
196,6 214,62+4,29% 295,51£2,27™" 367,70+3,85P 384,81+8,634
2359 214,76+7,74% 322,50+8,39° 417,714,747 430,25+3,47¢
Factor A: Concentracion de caseina *
Factor B: Concentracion de enzima *
ES

Interaccion AB

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.6. Actividad de Flavourzyme® en estado libre, empleando distintas concentraciones de caseina

y de enzima.
Actividad (uM/min)
Caseina
(M) 11,8 uM de 23,5 uM de 46,5 uM de 94,1 uM de
Flavourzyme® Flavourzyme® Flavourzyme® Flavourzyme®
9,8 0,00+0,00* 0,00+0,00* 0,00+0,00* 0,00+0,00*
24,6 8,18+0,98° 15,61£1,47% 14,68+0,02° 9,36+2,00°
49,1 22,7042,34 45,22+0,82°¢ 53,4143,26 55,87+1,03¢
78,6 23,074,974 59,90+4,92¢ 92,27+0,71 104,23+4,66’
98,3 29,154,094 75,37+6,78" 114,44+3,63% 132,05+4,01!
1474 28,22+0,06¢ 76,30+1,40 140,36+6,50™ 187,9046,69"
196,6 27,39+0,67¢ 88,16+2,75! 162,41+3,89" 237,53+0,07°
2359 46,68+7,96° 91,0149,31 163,40+2,05" 254,60+1,20°

Factor A: Concentracion de caseina

Factor B: Concentracion de enzima

Interaccion AB

*

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de muitiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.7. Productividad de Alcalase® (pH 9) y Flavourzyme® (pH 7,5) en estado libre, evaluada a

distintas temperaturas y tiempos de reaccion.

Actividad relativa (%)

Temperatura
Alcalase® Flavourzyme®
(0
1h 2h 1h 2h

26 38,25+3,542 54,772 ,41¢ 37,94+2,90* 73,99+0,78°
30 45,69+1,16° 64,4342,59% 48,9240,75° 78,83+0,83¢
35 58,36+0,63% 71,39+1,04¢ 57,79+1,38¢ 92,62+1,02f
40 61,0520,20% 79,17+0,28" 74,08+7,51°¢ 100,00+0,58¢
45 70,37+1,52¢ 100,0043,63 77,73£2,71¢ 87,41x1,87°
50 77,06+1,20¢ 86,99+8,01! 51,98+0,36° 63,80+1,35¢

Factor A: Temperatura * Factor A *

Factor B: Tiempo * Factor B *

* Interacciéon AB *

Interacciéon AB

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes, para cada enzima, indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.8. Productividad de Alcalase® (45°C) y Flavourzyme® (40°C) en estado libre, evaluada a

distintos valores de pH y tiempos de reaccion.

Actividad relativa (%)

pH Alcalase® Flavourzyme®
1h 2h 1h 2h
4,0 0,00+0,00* 0,32+0,05* 0,00+0,00* 0,00+0,00*
6,0 41,27+0,91° 51,26+0,53¢ 71,58+0,03° 84,44+0,33¢
7.5 88,59+0,23¢ 96,83+0,10¢ 95,74+0,93" 100,00£0,41¢
9,0 98,03+0,43" 100,0040,54 87,27+0,874 93,22+0,53¢
11,0 91,63+0,75¢ 93,22+0,35¢ 0,00+0,00* 0,00+0,00*
Factor A: pH ® Factor A *
Factor B: Tiempo ® Factor B *

Interaccion AB

*

Interaccion AB

Las tltimas filas muestran los resultados del ANOVA de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes, para cada enzima, indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.9. Actividad relativa de Alcalase® en estado libre, evaluada en presencia de diferentes

concentraciones de sales.

Actividad relativa (%)

Sal
0,1 mM 1 mM 2 mM
- 100,00+£0,61&" 100,00+1,47¢" 100,00+0,83¢&
CaCly 103,56+0,73m 106,04+0,38™ 105,64+0,25™
CoSO4 111,50£2,18" 102,69+3,30i 109,68+2,13"
CuSOq4 101,96+1,30h 91,21£0,29¢ 42,99+0,84*
Li»COs 102,34+3,201k 101,46+3,08M 100,43+2,27fhi
MgSOy4 98,23+2,23¢°f2 100,95+1,73hi 100,33+0,03hi
MnCl, 100,96+1,52"i 97,91+0,58¢ 91,92+2,08¢
NiSO4 101,4141,44hi 104,66+1,44Km 96,02+2,21¢
ZnCl, 103,14+1,27m 86,34+£1,10¢ 79,3420,44°
Factor A: Presencia de sal *
Factor B: Sal *
Factor C: Concentracion de la sal *
Interacciones (dobles y triple) ®

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de mudltiples vias.
*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A4.10. Actividad relativa de Flavourzyme® en estado libre, evaluada en presencia de diferentes

concentraciones de sales.

Actividad relativa (%)

Sal
0,1 mM 1 mM 2 mM
- 100,00+0,63¢ 100,00+4,01# 100,00+4,01¢
CaCly 96,30+4,12" 123,60+2,69! 122,17+0,70"
CoSO4 116,66+1,45 91,80+2,10¢ 95,761,931
CuSOq4 90,78+1,01°f 31,84+1,78* 31,7946,35*
Li>CO;s 107,08+0,12" 112,3046,521k 102,02+0,82¢"
MgSO, 112,860,96% 111,45+1,800 119,07+8,42"
MnCl, 97,90+0,26 91,42+0,23¢ 76,39+1,69¢
NiSO4 86,56+0,58% 44,71+0,27° 36,22+1,46*
ZnCl, 99,81+1,64¢" 82,69+1,69%¢ 80,335,604
Factor A: Presencia de sal *
Factor B: Sal *
Factor C: Concentracion de la sal *
&

Interacciones (dobles y triple)

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de miltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Anexo 5. Resultados y discusién. Estudios de obtencion y caracterizacion de hidrolizados

de WPC-80 con Alcalase® en estado libre

Tabla AS5.1. Contenido de proteina, actividad antioxidante (AAQ) y actividad antihipertensiva (AAH) de
las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los hidrolizados con

cromatografia de filtracién en gel.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (uM) AAH (%)
22,1 0 2,0020,0042 85,1241,40CP 2,380,084
1 2,000,004 188,9242,44F¢ 5,2041,014BCa
2 29,89+1,36 121,26425,06PE%  7,08+3,72BCDED
3 119,89+1,746¢ 446,58+3,73He 32,40+0,67%
4 107,70+1,12F¢ 707,95+18,59"" 39,40+0,54L
5 31,30+0,25P 674,63+29,00" 32,10+2,93K4
6 3,40+0,744 289,704100,676¢ 8,633,42DEFCh
7 2,0020,0042 184,40416,55F 6,3620,41BCDab
8 2,0020,0042 87,41£25,02€0° 4,0520,33ABab
9 2,0020,0042 0,0020,0042 15,133 31%
29,1 0 2,00+0,004 0,000,004 13,16:£0,34H0¢
1 2,00+0,004 106,686,620¢f 13,7442,43V¢
2 21,4420,62% 117,03+2,60PE 8,83:0,62DEFGbed
3 134,1745 274 400,66241,05H 63,59+1,76Mi
4 60,86+2,115¢ 778,262,61K« 63,67+1,59Mi
5 9,60+0,008 528,71%10,25Y 31,3620,34Kn
6 2,0020,0042 302,19+7,69h 16,1620,87"
7 2,0020,0042 70,29+5,36BCPed 9,022, 55 EFGbed
8 2,00+0,004 174912426, 605F  10,27+0,62EFCHede
9 2,00+0,004 84,763,860t 6,89:1,10BCDa®
10 2,00+0,004 0,00+0,004 8,570,87CPEFGbed
11 2,0040,004 44,7045,254BCbe 5,77+0,365CP
12 2,0020,0042 22,58+9,28ABab 7,27+0,30BCDEFab
13 2,0020,0042 78,60436,49BC0de 1] 6940 4(CHIf
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Continuacion de la Tabla AS.1.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (uM) AAH (%)
29,1 14 2,000,004 181,06:£0,007 8,25:+0,31CDEFbe
15 2,00+0,0042 0,00+0,0042 10,56:£0,9 ] FGHIde

Letras mayusculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05).
Letras mintsculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05)
para muestras de un mismo DH.

Proteina determinada con el ensayo del dcido bicinconinico, utilizando albimina sérica bovina como
estdndar. A las muestras cuyo resultado fue O ug de proteina se les asigné el valor minimo detectable por
la técnica (2 pg).

DH: grado de hidrdlisis.

Contenido de proteina, AAO y AAH (dilucién 1/2) de las muestras de partida tratadas por centrifugacién y
ultrafiltracion (WPH-CF):

-22,1% DH: 1185,61433,91 pg, 10454,10+75,77 uM y 87,25+0,26%.

-29,1% DH: 1111,93+12,41 pg, 13572,64+951,11 uM y 95,49+2,80%.

267



Anexos

Tabla AS.2. Contenido de proteina, actividad antioxidante (AAO) y actividad antihipertensiva (AAH) de

las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los hidrolizados con

cromatografia de intercambio aniénico débil.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (uM) AAH (%)
22,1 0 47,7020,128¢ 143,28+19,13FCbe 31,303,021
1 3,050,258 126,78246,60F° 3,702, 24ABabe
2 2,000,004 33,05443,89ABCa 1,2540,134®
3 2,00+0,004 285,08+65,181 10,1420,30PEFde
4 2,000,004 0,00+0,00A 14,1243 607
5 2,0020,0042 222,81413,20H 13,8846,585C
6 2,0020,0042 0,0020,004A2 5,95+0,065Ct<d
7 2,0020,0042 22,87+6,3148 0,0020,0042
8 2,0020,0042 0,0020,004A2 9,1620,13CDede
9 2,00+0,004 183,5364,726Hbe 1,090,074
10 2,00+0,00A 41,54212,40ABCa 1,750,504
29,1 0 46,040,50C¢ 572,88+5,46% 45,09+1,88™
1 9,19+1,49< 120,99+0,00EF 18,92:+0,00He
2 2,0020,0042 0,0020,0042 13,5742,55EFGdet
3 2,0020,0042 173,87+5,31CHd 10,55+2,01 PEFGed
4 2,0020,0042 73,37+11,17€PE 7,23+0,42BCPb
5 2,0020,0042 0,0020,0042 14,29+1,66°¢
6 2,00+0,004 54,46:+12,40BCD0 14,100,066
7 2,00+0,004 0,000,004 9,51:1,88CDEbe
8 2,00+0,004 115,67+23,90EF 0,000,004
9 2,00+0,004 102,63227,6657C 1,2420,474
10 2,0020,0042 0,00£0,00A 11,03:1,28DEFGedef
11 2,0020,0042 0,00£0,00A 9,63+2,90CDEbe
12 2,0020,0042 0,00£0,00A 0,0020,0042
13 2,00+0,004 0,000,004 11,0940, 59 PEFCGedef
14 2,00+0,004 0,000,004 14,2642,290¢
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Continuacion de la Tabla AS5.2.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (uM) AAH (%)
29,1 15 2,00+0,004 0,000,004 11,031,8] PEFGede
16 2,00+0,004 0,000,004 0.71:£0,94CDEbe

Letras mayusculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05).
Letras mintsculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05)
para muestras de un mismo DH.

Proteina determinada con el ensayo del dcido bicinconinico, utilizando albiimina sérica bovina como
estdndar. A las muestras cuyo resultado fue O pg de proteina se les asigné el valor minimo detectable por
la técnica (2 pg).

DH: grado de hidrdlisis.

Contenido de proteina, AAO y AAH (dilucién 1/2) de las muestras de partida tratadas por centrifugacion y
ultrafiltracion (WPH-CF):

-22,1% DH: 1185,61433,91 pg, 10454,10+75,77 uM y 87,25+0,26%.

-29,1% DH: 1111,93+12,41 pg, 13572,64+951,11 uM y 95,49+2,80%.

Fuerza i6nica del buffer fosfato 50 mM (pH 7) utilizado para eluir las muestras: baja: 0-0,3 M NaCl; media:
0,4-0,6 M NaCl; alta: 0,75-2,5 M NaCl:

-22,1% DH: FAO a4; FA5a6; FA7a10.

-29,1% DH: FAOa 6; FA7a9; FA 10 a 16.

269



Anexos

Tabla AS5.3. Contenido de proteina, actividad antioxidante (AAO) y actividad antihipertensiva (AAH) de

las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los hidrolizados con

cromatografia de intercambio aniénico fuerte.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (uM) AAH (%)

22,1 0 51,740,370 726,85+28,18E 46,37+5,131
1 10,2120,50< 81,49+23,788x 16,79+1,85%
2 2,00+0,00A 18,57+15,214b 0,000,004
3 2,000,004 0,000,004 0,000,004
4 2,00+0,00A 55,021,57ABa 0,000,004
5 2,00£0,004 0,0020,0042 7,27+1,76PE
6 2,00£0,004 297,21%130,82¢° 3,550,898
7 2,00£0,004 16,79423,75%B2 8 84+(),]2EFCHe
8 2,00£0,004 32,69+21,4248 8,04:0,47EF
9 2,000,004 1,9742,79% 0,000,002
10 2,000,004 0,000,004 7,9120,22PEFe
11 2,000,004 0,000,004 12,69+0,101
12 2,000,004 0,000,004 0,6020,17ABzb
13 2,00£0,004 36,06+48,3948 0,0020,0042
14 2,00£0,004 0,0020,0042 8,272, 20EF
15 2,00£0,004 85,53+116,748 3,45+0,13ABC

29,1 0 50,8622,61° 610,281,290 54,19+1,39Mh
1 4,29+0,195 32,5147,71480 24,74+0,72Ke
2 2,000,004 0,000,004 11,7740,55Hief
3 2,0020,004 0,000,004 5,43+1,13CDEcd
4 2,000,004 0,00+0,004 0,0020,0042
5 2,00£0,00A 0,00+0,00A 0,680,368
6 2,00£0,00A 0,00+0,00A 0,000,004
7 2,00£0,00A 0,0020,00A 4,4820,92CDb¢
8 2,0020,004 0,000,004 8,472, 35EFCde
9 2,0020,004 0,000,004 12,0742,04Hef
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Continuacion de la Tabla AS5.3.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (M) AAH (%)
29,1 10 2,000,004 0,00+0,004 13,8543,591f
11 2,000,004 0,00+0,004 0,0020,0042
12 2,801,054 0,000,004 0,0020,0042
13 2,000,004 0,000,004 11,074 43FCHE!

Letras mayusculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05).
Letras mintsculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05)
para muestras de un mismo DH.

Proteina determinada con el ensayo del dcido bicinconinico, utilizando albimina sérica bovina como
estdndar. A las muestras cuyo resultado fue O pg de proteina se les asigné el valor minimo detectable por
la técnica (2 pg).

DH: grado de hidrdlisis.

Contenido de proteina, AAO y AAH (dilucién 1/2) de las muestras de partida tratadas por centrifugacién y
ultrafiltracion (WPH-CF):

-22,1% DH: 1185,61433,91 pg, 10454,10+75,77 uM y 87,25+0,26%.

-29,1% DH: 1111,93+12,41 pg, 13572,64+951,11 uM y 95,49+2,80%.

Fuerza i6nica del buffer fosfato 50 mM (pH 7) utilizado para eluir las muestras: baja: 0-0,3 M NaCl; media:
0,4-0,6 M NaCl; alta: 0,75-2,5 M NaCl:

-22,1% DH: FAOa7;FA8all;FA12al5.

-29,1% DH: FAOa5;FA6a9;FA10a13.
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Tabla AS5.4. Contenido de proteina, actividad antioxidante (AAO) y actividad antihipertensiva (AAH) de

las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los hidrolizados con

cromatografia de catiénico fuerte.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (uM) AAH (%)
22,1% 0 58,32:0,50E 378,84+16,41C¢ 46,55+15 431
1 5,250,068 49,58+5,95BCab 14,5421 ,42GH
2 2,00+0,004 132,95+88,365¢  7,1220,06BCDEFb
3 2,000,004 80,89+£10,96BC0b ]2 48+0 47 EFGHD
4 2,00+0,004 57,12431,43BCabe 14,3520,15CH
5 2,00£0,004 84,53+11,08CDb¢ 5,441 97ABCa
6 2,00+0,004 106,44+33,39DEb 52340 25ABCib
7 2,00£0,004 0,0020,004A2 11,5142,07CPEFGab
8 2,00+0,004 196,77+58,77F4  6,67+1,]10ABCDEFab
9 2,000,004 37,3347,51ABab 8,99:+3,72CDEFGab
10 2,000,004 0,000,004 1,610,058
29,1 0 47,001,120 467,91+18 81H 38,78+0,59Kh
1 5,470,128 0,000,004 0,000,004
2 2,00£0,004 0,0020,0042 14,331,320H
3 2,00£0,004 0,0020,0042 6,274, 40ABCDD
4 2,00£0,004 0,0020,0042 0,0020,0042
5 2,00£0,004 0,0020,0042 0,1020,1442
6 5,96:0,56< 0,000,004 19,041,59H
7 2,00+0,004 0,00+0,004 0,0020,004
8 2,00+0,004 0,000,004 13,181,87EFCHd
9 2,00+0,004 0,000,004 19,1142,53He
10 2,00+0,00A 0,00+0,00A 30,08+0,92°
11 2,00+0,00A 0,00+0,00A 24,2420,42V1
12 2,00+0,00A 0,00+0,00A 13,48+1,38FCHd
13 2,00+0,004 0,000,004 6,48:+0,84ABCDE
14 2,00+0,004 0,000,004 8,48:£0,43CPEFGbe
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Continuacion de la Tabla A5.4.

DH (%) FA Proteina (ng) AAO (uM) AAH (%)

15 2,00+0,0042 0,00+0,0042 11,171 ,02CDEFGed

Letras mayusculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05).
Letras mintsculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05)
para muestras de un mismo DH.

Proteina determinada con el ensayo del dcido bicinconinico, utilizando albimina sérica bovina como
estdndar. A las muestras cuyo resultado fue O pg de proteina se les asigné el valor minimo detectable por
la técnica (2 pg).

DH: grado de hidrdlisis.

Contenido de proteina, AAO y AAH (dilucién 1/2) de las muestras de partida tratadas por centrifugacién y
ultrafiltracion (WPH-CF):

-22,1% DH: 1185,61433,91 pg, 10454,10+75,77 uM y 87,25+0,26%.

-29,1% DH: 1111,93+12,41 pg, 13572,64+951,11 uM y 95,49+2,80%.

Fuerza i6nica del buffer fosfato 50 mM (pH 7) utilizado para eluir las muestras: baja: 0-0,3 M NaCl; media:
0,4-0,6 M NaCl; alta: 0,75-2,5 M NaCl:

-22,1% DH: FAO a4; FA5a6; FA7a 10.

-29,1% DH: FAOa 6; FA7a9; FA10a 15.
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Tabla AS.5. Contenido de proteina, actividad antioxidante (AAO) y actividad antihipertensiva (AAH) de

las fracciones agrupadas (FA) obtenidas a partir del fraccionamiento de los hidrolizados con

cromatografia de interaccién hidrofdbica.

DH (%) FA Proteina (ug) AAO (uM) AAH (%)
22,1 0 57,18+1,61 522,24+34,16% 44,27+0,380¢
1 7,930,748 58,262,418 12,101,620
2 2,00+0,00A 0,000,004 12,0020,76
3 2,000,004 0,00+0,00A 4,2120,278
4 2,000,004 0,00+0,00A 4,02+1,165
5 2,00£0,004 0,0020,0042 4,550,288
29,1 0 38,93+0,37% 526,97+64,19< 45,961,346
1 7,141,748 0,0020,004A2 0,1920,284
2 2,45+1,554 0,0020,004A2 15,311,78EF
3 2,0020,004 0,000,004 13,7622, 06PEF
4 2,000,004 0,000,004 3,551,428
5 2,0020,004 0,00£0,004 0,000,004
6 2,00+0,004° 0,000,004 0,000,004
7 2,00£0,004 0,0020,0042 0,0020,0042
8 2,00£0,004 0,0020,0042 15,2442,2] PEFd
9 2,00£0,004 0,0020,0042 8,05+2,25C¢
10 2,00£0,004 0,0020,0042 14,1041,94DEFd
11 2,000,004 0,000,004 0,000,004
12 2,000,004 0,000,004 4,573,148t
13 2,000,004 0,000,004 0,000,004
14 2,000,004 0,000,004 16,404 2474
15 2,00£0,00A 0,00+0,00A 0,000,004
16 2,00£0,00A 0,00+0,00A 0,000,004

Letras mayusculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05).

Letras mintsculas diferentes, para cada caracteristica analizada, indican diferencias significativas (p<0,05)

para muestras de un mismo DH.
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Proteina determinada con el ensayo del dcido bicinconinico, utilizando albimina sérica bovina como
estdndar. A las muestras cuyo resultado fue 0 ug de proteina se les asign6 el valor minimo detectable por
la técnica (2 png).

DH: grado de hidrdlisis.

Contenido de proteina, AAO y AAH (dilucién 1/2) de las muestras de partida tratadas por centrifugacién y
ultrafiltracion (WPH-CF):

-22,1% DH: 1185,61433,91 pg, 10454,10+75,77 uM y 87,25+0,26%.

-29,1% DH: 1111,93+12,41 pg, 13572,64+951,11 uM y 95,49+2,80%.

Fuerza i6nica del buffer fosfato 50 mM (pH 7) utilizado para eluir las muestras: baja: 0-0,3 M NaCl; media:
0,4-0,6 M NaCl; alta: 0,75-2,5 M NacCl:

-22,1% DH: FA3a5;FAOa2;FAOa?2.

-29,1% DH: FA 15y 16; FA13y 14;FA O a 12.
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Anexo 6. Resultados y discusién. Estudios de inmovilizacion

Tabla A6.1. Proteina residual y actividad residual del sobrenadante durante la inmovilizacién en el

tiempo de Alcalase® y Flavourzyme® sobre particulas de quitosano activadas con glutaraldehido al 2%.

Proteina residual (%)

Tiempo de Actividad residual (%)

inmoyvilizacién (h) Alcalase® Flavourzyme® Alcalase® Flavourzyme®
0 100,00£5,11¢ 100,00+1,89¢ 100,00£5,52¢ 100,00+4,67*

1 54,21+0,78°¢ 91,78+1,21f 68,22+1,08¢ 69,63+0,86°
2 50,18+4,77¢ 75,38+1,16° 48,38+2,62° 54,20+11,65¢

3 29,25+3,27° 73,92+2,46° 32,57+4,49¢ 39,27+4,65°¢

4 27,1940,41° 60,83+0,01¢ 26,40+1,76° 23,03+1,33%

12 7,87+1,56% 42,11+£0,39°¢ 8,48+0,50° 1,09+0,282

24 6,44+0,52* 20,1940,18° 4,04+0,012 0,000,002

48 5,52+0,81? 7,360,422 2,690,072 0,00£0,00*

72 2,66+0,40* 8,13+1,18? 1,90+0,03? 0,00+0,00*

Letras diferentes, dentro de cada columna, indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A6.2. Proteina residual y actividad residual de los controles de inmovilizacién en el tiempo de

Alcalase®.
Tiempo de Proteina residual (%) Actividad residual (%)
inmovilizacion (h) Control 1 Control 2 Control 1 Control 2
0 100,00+11,86°' 100,00+2,08°' 100,0045,52¢feh 100,00+4,26°
1 93,38+10,93¢% 108,56+1,24°' 98,8946, 5¢¢feh 107,1340,85¢"
2 111,09£11,01' 83,12+13,19b 108,3849,01" 106,061,301
3 101,96+2,32°f¢ 96,75+7,184f 103,14+7,48°feh 96,18+2,834f
4 115,98+12,338 78,7443,54%¢ 108,24+0,08" 97,280,344t
12 83,1845,69°¢ 69,39+8,57° 88,970,661 69,63+7,36°
24 80,36+3,69" 44,60+1,97° 95,59+8,08¢% 54,94+2,28°
48 78,56+6,98" 43,87+0,67* 77,49+8,29¢ 43,05+3,27*
72 70,7143,31° 72,08+9,78° 68,04+2,11¢ 43,85+1,97*
Factor A: Muestra (control 1y 2) * *
& &

Factor B: Tiempo de inmovilizaciéon

Interaccion AB

*

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes, para cada pardmetro, indican diferencias significativas (p<0,05).

Control 1: Solucién enzimatica preparada en buffer carbonato de sodio 100 mM (pH 9).

Control 2: Solucién enzimadtica preparada en solucién de glutaraldehido al 2%.
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Tabla A6.3. Proteina residual y actividad residual de los controles de inmovilizacién en el tiempo de

Flavouryme®.
Tiempo de Proteina residual (%) Actividad residual (%)
inmovilizacién (h) Control 1 Control 2 Control 1 Control 2
0 100,00+0,07¢ 100,0043,38¢ 100,00+£0,27¢ 0,00+0,00*
1 99,95+7,26¢ 97,3145,42¢ 93,85+1,01" 0,00+0,00*
2 98,92+8,27¢ 94,37+4,570d 86,29+1,42° 0,00+0,00*
3 99,95+6,90¢ 95,07+6,61< 83,34+2,51°¢ 0,00+0,00*
4 91,33+2,5220d 100,134,644 83,31+0,02¢ 0,00+0,00*
12 100,360,761 86,57+3,49¢ 76,867,784 0,00+0,00*
24 96,27+4,79% 79,99+6,10* 59,90+7,13¢ 0,00+0,00*
48 124,1445,80° 82,62+3,75% 64,61+3,31°¢ 0,00+0,00*
72 128,07£11,54¢ 91,78+4,36%d 52,71+£3,31° 0,00+0,00*
Factor A: Muestra (control 1y 2) * *
Factor B: Tiempo de inmovilizacion ® *
& ES

Interaccion AB

Las ultimas filas muestran los resultados del ANOV A de multiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes, para cada pardmetro, indican diferencias significativas (p<0,05).

Control 1: Solucién enzimadtica preparada en buffer fosfato de sodio 100 mM (pH 8).

Control 2: Solucién enzimatica preparada en solucién de glutaraldehido al 2%.
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Anexo 7. Resultados y discusion. Caracterizaciéon bioquimica, funcinonal y cinética de

Alcalase® y Flavourzyme® en estado inmovilizado

Tabla A7.1. Actividad relativa de Alcalase® (pH 9) y Flavourzyme® (pH 8) en estado libre e

inmovilizado, evaluada a distintas temperaturas.

Actividad relativa (%)

Temperatura
Alcalase® Flavourzyme®
(§(®)
Libre Inmovilizada Libre Inmovilizada
30 23,48+0,26* 23,95+0,69* 24,63+5,35° 37,68+0,45¢
40 46,05+0,67¢ 37,88+0,12° 81,63+1,19¢ 71,56+1,54f
45 57,81£0,33f 46,20+0,58¢ 93,2342,01h 89,61£1,94h
50 73,40+3,52¢ 53,99+0,50° 100,0043,15 100,00£2,00/
55 84,38+3,33h 73,45+1,13¢ 55,2242,55¢ 97,47+0,471
60 94,28+1,30/ 90,13+0,08! 24,82+2,05° 63,01£1,42¢°
65 100,00+2,33% 97,50+3,70* - -
70 95,88+3,04/ 100,00+3,24% 0,00+0,00* 37,88+0,65¢
75 49,11+2,39« 81,61+0,98" - -
80 39,30+0,13° 51,2940,044 - -
Factor A NS
Factor B * *
Interacciéon AB * *

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOV A de mudltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

NS: efecto no significativo (p>0,05).

Letras diferentes, para cada enzima, indican diferencias significativas (p<0,05).
Factor A: Condicién (libre o inmovilizada).

Factor B: Temperatura.
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Tabla A7.2. Actividad relativa de Alcalase® y Flavourzyme® en estado libre e inmovilizado, evaluada a

distintos valores de pH.

Actividad relativa (%)

pH Alcalase® Flavourzyme®
Libre Inmovilizada Libre Inmovilizada
4,0 1,134£0,022 3,42+40,01° 0,00+0,00* 26,82+1,33¢
6,0 40,19+2,47¢ 33,12+0,37¢ 44,66+4,78¢ 17,88+0,94<4
7,0 83,91+3,111 57,160,211 64,81+1,30 100,0043,30!
7.5 81,21+2,86" 68,90+1,268 100,00+4,19! 98,08+7,66
8,0 85,30+0,631 100,00+0,03™ 70,47+1,88! 86,51+0,74%
8,5 91,96+2,334 88,52+1,91% 48,09+2,98¢ 77,40+0,99)
9,0 100,0045,67™ 84,674,261 22,60+4,074¢ 44,88+0,54¢
9,5 96,90+9,99'm 77,48+1,72" 0,00+0,00* 37,87+0,24f
10,0 76,53+1,13" 67,11+0,01¢ 0,00+0,00 33,38+1,70¢
11,0 19,49+0,34¢ 27,66+0,11¢ 0,00+0,00 13,63+0,33%
12,0 4,35+0,21* 12,3540,10° 0,00+0,00 10,21£0,60°
Factor A * *
Factor B * *
Interacciéon AB * *

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOV A de multiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Factor A: Condicion (libre o inmovilizada).

Factor B: pH.

Temperatura de reaccién: 65°C para Alcalase® libre, 70°C para Alcalase® inmovilizada y 50°C para

Flavourzyme® libre e inmovilizada.
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Tabla A7.3. Actividad relativa de Alcalase® en estado inmovilizado, pre-incubada a distintas

temperaturas y tiempos (pH 8).

Tiempo Actividad relativa (%)
(min) 60°C 65°C 70°C 80°C
0 100,00+0,80" 100,000,807 100,00+0,80" 100,000,807

30 80,72+0,92" 58,00+0,99! 42,4940,08! 9,3340,36¢
60 71,06+0,95™ 47,69+0,80' 34,29+0,04¢ 7,9540,24°
240 51,01+0,19% 24,75+0,26f 15,59+0,51¢ 5,860,317
720 39,43+0,22h 18,68+0,02° 8,97+0,14% 6,34+0,15°

Factor A: Tiempo *

Factor B: Temperatura *

Interacciéon AB *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de miiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A7.4. Actividad relativa de Flavourzyme® en estado inmovilizado, pre-incubada a distintas

temperaturas y tiempos (pH 7.5).

Tiempo Actividad relativa (%)
(min) 35°C 40°C 45°C 50°C
0 100,00+0,12™ 100,00+0,12™ 100,00£0,12™ 100,00+0,12™
30 40,6320,10! 41,80+2,03! 31,1940,43) 23,18+0,00"
60 33,06+0,47% 29,5240,85! 21,46+0,53¢ 13,02+0,37°
240 20,39+0,16¢ 10,74+0,45¢ 8,89+0,26¢ 4,08+0,00°
720 13,33+0,16f 6,93+0,35¢ 5,22+0,07° 1,16+0,32°
Factor A: Tiempo *
Factor B: Temperatura *
Interacciéon AB *
Las ultimas filas muestran los resultados del ANOVA de mdltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla A7.5. Actividad relativa de Alcalase® en estado inmovilizado, pre-incubada a distintos valores de

pH y tiempos (65°C).

Actividad relativa (%)

Tiempo
(min) pH 6 pH7 pHS pH 9 pH 10
0 100,00+0,80" 100,00+0,80" 100,00+0,80" 100,00+0,80" 100,00+0,80"
30 45,91+0,11" 52,70+0,01° 58,00+0,994 56,66+0,29P 34,56+0,36%
60 32,700,000 37,98+0,05" 47,69+0,808 44,49+0,50™ 25,99+0,16
240 12,730,444 15,83+0,68° 24,75+0,26" 22,58+0,22¢ 11,29+0,06°
720 9,17+0,16° 11,17+0,44°¢ 18,68+0,02f 14,83+0,10° 6,960,082

Factor A: Tiempo *

Factor B: pH *

Interaccion AB *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de muiltiples vias.
*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

283



Anexos

Tabla A7.6. Actividad relativa de Flavourzyme® en estado inmovilizado, pre-incubada a distintos

valores de pH y tiempos (35°C).

Tiempo Actividad relativa (%)
(min) pHS5 pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5 pH 9,5
0 100,00+0,12° 100,00+0,12° 100,00£0,12° 100,00£0,12° 100,00+0,12°
30 26,69+0,18! 57,110,291 40,17+0,56™ 34,26+0,32! 30,62+1,15%
60 34,1240,47" 42,64+0,72" 33,06+0,47' 24,6240,66" 18,64+0,49f
240 8,80+1,19° 29,21+1,28 20,39+0,16# 16,32+0,10° 11,31+0,24°¢
720 7,02+0,832 19,59+0,02% 13,33+0,16¢ 8,46+1,21° 7,09£1,09*
Factor A: Tiempo *
Factor B: pH *
Interaccion AB *

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA de muiltiples vias.

*: efecto significativo (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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