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Resumen

El salmon es uno de los principales peces de acuicultura en Chile. Para contribuir en el
desarrollo sostenible de esta industria se deben incorporar alternativas que generen un
beneficio medioambiental, social y econdmico. Los esquelones son un importante
subproducto del proceso de fileteado, ya que representan alrededor del 10% en peso del
pescado. Estos estdn compuestos principalmente por musculo y hueso. La fraccion dsea del
esqueldn, ademés de coldgeno, posee un alto contenido de calcio, mineral deficitario en la
dieta contemporanea. El hueso puede ser transformado en un ingrediente funcional mediante
la aplicacion secuencial de micro-molienda (ds, = 10[um]) e hidrdlisis enzimatica
(Alcalase 2.5L), favoreciendo asi la solubilizacién de Ca*? y la formacion de péptidos. Los
modelos que generalmente son utilizados para describir la cinética de catalisis son Michaelis-
Menten (MM) y Reversa de Michaelis-Menten (RMM), validos para los casos en que E, <
< So+Kn Q) ySy << Ey+ Ky, (2), respectivamente. Dado que para sustratos solidos la
concentracion molar S, o de sitios accesibles en superficie (sitios de ataque) suele ser
desconocida, no es trivial decidir cual de estas condiciones es la indicada, y por consiguiente
cudl deberia ser el modelo a utilizar. Otro modelo que ha sido propuesto es el de conservacion
de sustrato (CS) gue seria valido para ambas condiciones, (1) y (2). Independiente del modelo
que se utilice, todos ellos implican una rapida formacion del complejo ES, seguido de un
prolongado periodo en que d(ES)) / dt = 0, conocida esta como la condicion de Quasi
Steady State (QSS). La utilizacion y validacién experimental de estos modelos requieren
entonces de dos elementos fundamentales:

- Paraaplicar cualquiera de estos modelos es necesario garantizar que la velocidad inicial
de reaccion sea medida cuando se haya alcanzado QSS. Esto en catalisis de sistemas
homogéneos es practicamente instantaneo (t = 0), pero no necesariamente cierto cuando
el sustrato es un s6lido con una geometria y estructura compleja.

- Como el sustrato solido es normalmente aplicado en términos de concentracion masica
[gL71], es necesario introducir un pardmetro que estime la relacion entre la
concentracion molar disponible de los sitios de ataque y la carga masica del sustrato,
I'[molgystrato Eostrato], requiriéndose entonces la estimacion de tres parametros
cinéticos: k, (constante de velocidad catalitica, tasa maxima de conversion del complejo
ES a producto, por enzima), K,,, (constante de Michaelis, indicador de afinidad enzima—
sustrato), I" (parametro de accesibilidad, moles de sitios de ataque por unidad de masa
de sustrato).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el comportamiento de la cinética en fase
heterogénea en medio acuoso de microparticulas de hueso obtenido a partir de esquelén de
salmon, estudiando la validez del modelo CS, por medio de la caracterizacion y el analisis
experimental. Se midié formacion de producto en el tiempo mediante valoracién por pH-
Stato. Se obtuvo que el valor de los parametros cinéticos es de I' = 9.7x1072 +
5.5x1073[umol g~ 1], K, = 4.50 + 1.59 [uM] , mediante ajustes de regresion no lineal al
modelo CS, y k, = 8.49 + 0.49[s~] obtenido a partir de la medicion de enzima libre en la
fase soluble de la reaccion a tQSS. Se resuelve que la proteina de hueso de salmén es un
sustrato conservante, y que el modelo CS describe la cinética en fase heterogénea de este
sustrato mediante la accion proteolitica de Subtilisina (Alcalase 2.5L).
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1 Introduccién

La industria alimentaria reconoce la importancia de considerar los objetivos del desarrollo
sostenible. Esto implica realizar proyectos que promuevan la salud y el cuidado del medio
ambiente, manteniendo la competitividad econdmica en el mercado global. Para alcanzar este
objetivo, se pueden incorporar tecnologias de procesamiento que reduzcan el consumo de
aguay energia, asi como valorizar los residuos o subproductos (Naciones Unidas, 2018).

En Chile, la industria productora de salmén es una de las mas importantes en el &mbito
pesquero y alimentario, alcanzando una produccién de mas de 700 mil toneladas al afio en el
periodo del 2024 (Consejo Del Salmoén Chile, 2024), posicionando al pais en el segundo lugar
a nivel mundial, después de Noruega, en producir y exportar salmon (FAO, 2022). La
revalorizacion de los residuos pesqueros del salmon en Chile se vuelve fundamental para
fomentar la sostenibilidad de esta industria, ya que es sabido que estos podrian generar un
beneficio en la salud de los consumidores por su importante valor nutricional, ademéas de
incorporarles valor econémico.

En una tipica linea de fileteado de salmones, los filetes son aproximadamente el 60% del
peso del salmén completo, mientras que uno de los principales productos derivados son los
esquelones, una matriz compuesta de muasculo adherido y hueso, que representan un 10% del
peso inicial. Este residuo suele ser empleado para la produccion de otros subproductos de
bajo valor como, por ejemplo, la harina de pescado cuyo uso principal es como pienso para
la alimentacion animal. Sin embargo, nutrientes como el calcio y el colageno presentes en la
fraccion Osea del esquelon podrian ser aprovechados para la alimentacion humana, cuya dieta
hoy en dia es deficitaria en calcio. Estudios han evidenciado que el calcio proveniente del
hueso de salmon es absorbido de manera eficiente en el organismo humano (Malde et al.,
2010), y que ademas, si el calcio es quelado por péptidos de colageno genera un efecto
positivo en la biodisponibilidad de este mineral, permitiendo una interaccion efectiva en el
sistema gastrointestinal para su absorcién (Li et al., 2020). La disponibilidad de esquelones
de salmon podrian alcanzar las 70 mil toneladas anuales y 8.400,0 ton de hueso (app 12% del
esquelon).

Una alternativa para procesar y dar valor al hueso de salmdn es la aplicacién de tecnologia
enzimatica, que en condiciones controladas de pH y temperatura genera péptidos de colageno
a partir de hueso previamente sometido a un proceso de molienda, lo que puede generar un
impacto importante en la solubilidad del calcio, ademas del efecto quelante de los péptidos y
amino&cidos libres (Pérez et al., 2024). Esto implica una hidrolisis enzimatica a partir de un
sustrato sélido suspendido en medio acuoso.

En el &mbito de la tecnologia enzimatica, los estudios cinéticos de la catalisis constituyen la
base elemental de la bioquimica cuantitativa, necesarios para el desarrollo tanto de la
comprension fundamental como de las aplicaciones de las enzimas en el nivel tecnolégico.
La mayor parte de la investigacion en este ambito se refiere a reacciones homogéneas en
medio acuoso. Se postula que las enzimas, los sustratos y los productos son especies disueltas
y que la velocidad de su inter-conversion puede describirse mediante ecuaciones de velocidad
convencionales. La reaccién enzimatica mas elemental puede describirse mediante el
siguiente esquema micro-cinético:
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E+S=ES->E+P

Este esquema de reaccidn, bajo la aplicacién de la ley de accion masica y bajo las premisas
(@) y (b), conduce a la bien conocida ecuacion de Michelis-Menten (MM):

k,EpS

MM 2020
= — 1.1
VSS SO + Km ( )
a) La concentracion molar del complejo [ES] alcanza un pseudo estado estacionario

(% ~ 0) en un periodo de tiempo muy corto (teaeisis — 0). ESte es conocido como

Quasi Steady State (QSS) (Kari et al., 2019).

b) La concentracion molar de So es mucho mayor que la misma de Ey: Ey < Sy + K.

Donde vMM es la velocidad inicial de reaccion en QSS, k, es la constante de velocidad
catalitica, que representa la tasa de conversion del complejo enzima—sustrato en producto, E,
y S, corresponden a la concentracion de enzima y sustrato inicial, respectivamente, y K, es
la constante cinética, constante de Michaelis, indicador de la afinidad enzima—sustrato.

Los parametros k2 y Km pueden ser estimados a partir de experimentos de curvas de progreso
(P vs t) evaluando vMM = dP/dt para t.ueisis = O-

Sin embargo, en el caso de la catalisis enzimética de hueso de salmdn suspendido en medio
acuoso, es decir un medio heterogéneo, nos encontramos bajo dos importantes
cuestionamientos a los supuestos (a) y (b), cuestionamientos que han sido abordados en la
literatura, especialmente para la catalisis enzimatica del residuo sélido “celulosa”, de gran
interés, por cuanto se requiere convertir biomasa en una solucion de glucosa (sacarificacion)
para su posterior uso en la produccion de etanol (Kari et al., 2017). Se ha planteado que,
debido la naturaleza del sustrato, un solido polimérico, el QSS no se alcanzaria en tiempo
corto (tearaisis — 0). En segundo lugar, la concentracion molar de sustrato dificilmente es
conocida, por cuanto estaria constituida por los sitios de la superficie de la masa de sustrato
sobre los cuales se adsorberia la enzima, lo que hace incierto que se cumpla el supuesto (b),
Eo < So + Kp.

Andersen et al. (2018) propuso un modelo para describir la cinética considerando un sustrato
solido e insoluble (celulosico) denominado modelo de conservacion de sustrato (CS), el cual
es aplicable en todo el rango de combinaciones de Eo/So. Ademas, el modelo incorpora un
parametro que estima la relacion entre la concentracion molar disponible de los sitios de
ataque y la carga masica del sustrato, I' [mMolgystrato8sistrato], F€Quiriéndose entonces la
estimacion de tres parametros cinéticos del modelo: k,, K, I'. Asi mismo, Kari et al. (2017)
y Kari et al. (2019), mostr6 un procedimiento practico para la estimacion de los parametros
del modelo.

Teniendo en cuenta que el hueso de salman tiene una estructura similar a la celulosa, es decir,
un sélido polimérico, la hipotesis del presente estudio es que la proteina del hueso de salmén
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-un solido insoluble- es un sustrato que se conserva al ser catalizado por enzimas
proteoliticas.

El objetivo general de este estudio es evaluar el comportamiento de la cinética en fase
heterogénea en medio acuoso de microparticulas de hueso obtenido a partir de esquelén de
salmon, estudiando la validez del modelo CS, por medio de la caracterizacion y el anlisis
experimental. Para ello, los objetivos que se abordaran de manera especifica son:

1. Estimar la concentracién molar de la enzima Subtilisina en el preparado enzimatico
Alcalase 2.5L.

2. Estimar el tiempo al cual se verifica QSS.

3. Dilucidar el protocolo experimental para estimar los parametros cinéticos del modelo
CS (ky, Kip, Y I).

4. Estimar k,, K., y I’ del modelo CS y verificar su validez.
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2 Antecedentes

2.1 Desarrollo sostenible

El desarrollo sostenible se define como aquel que satisface las necesidades del presente sin
comprometer la capacidad de las futuras generaciones para satisfacer sus propias
necesidades. En otras palabras, busca equilibrar el crecimiento econémico, la inclusion social
y la proteccion del medio ambiente para garantizar un desarrollo armonioso y perdurable a
lo largo del tiempo. Las dimensiones del desarrollo sostenible son (Naciones Unidas, 2018):

e Dimension Social: Se refiere a la equidad, la inclusion social, el bienestar de las
personas y el respeto a los derechos humanos.

e Dimension Econdmica: Implica la promocion de un crecimiento economico
sostenible, la eficiencia en el uso de recursos y la generacion de empleo decente.

e Dimension Ambiental: Se centra en la conservacion y proteccion del medio
ambiente, la gestion sostenible de los recursos naturales y la mitigacién del cambio
climético.

En el contexto de la industria alimentaria, esta se centra en el aprovechamiento de residuos
y subproductos alimentarios para la elaboracién de nuevos productos o ingredientes puede
reducir el desperdicio, aumentar la eficiencia en la cadena de valor, y promover la salud de
las personas (Naciones Unidas, 2018).

2.2 Industria del salmén

El salmon (Salmo salar) es un pez diadromico de la familia de los salmdnidos, que habita en
aguas frias, dulces y saladas. Presenta un cuerpo fusiforme cubierto por escamas, una
poderosa musculatura y una alimentacién basada en crustdceos y otros peces. Su
caracteristica mas distintiva es el color de su carne, rosa anaranjado, conocido como "color
salmoén". Puede alcanzar tamafios de hasta 1,5 metros de longitud y 45 kg de peso. Es
clasificado como un "pez azul", término que engloba a aquellos peces con un elevado
contenido de tejido adiposo, razon por la cual también se les conoce como "peces grasos".
Debido a lo anterior, es que el salmén no solo es conocido por el atractivo color de su carne
0 por su sabor distintivo, sino también por ser una fuente significativa de &cidos grasos
poliinsaturados omega-3, especificamente el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA). Estos acidos grasos, al ser consumidos, proporcionan beneficios
para la salud cardiovascular al reducir los niveles de triglicéridos y colesterol, y al mismo
tiempo, tienen propiedades antiinflamatorias (Valenzuela B, 2005). Es una excelente fuente
de proteinas de alto valor bioldgico, asi como de minerales como el selenio, fosforo, yodo y
potasio. Ademas, aporta vitaminas del grupo B, como la B6 y B12, niacina, tiamina, vitamina
D y E. Su consumo se asocia con beneficios para la proteccidn de las células frente al dafio
oxidativo, el mantenimiento de huesos y dientes, y el funcionamiento del sistema nervioso
(Fundacion Espafiola de la Nutricion, s. f.).

Aunque histéricamente ha sido considerado un pez de captura salvaje, la actual abundancia
del salmon se debe en gran medida a su produccion industrializada mediante la acuicultura.
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El proceso productivo de la acuicultura del salmén, o salmonicultura, es considerado un
proceso ciclico, y por lo tanto, no de extraccion (Valenzuela B, 2005). A continuacion, se
detallan las principales etapas presentes en este proceso (SalmonChile, 2021)

2.2.1

Desove, fertilizacion e incubacién: En otofio se produce el desove de los
reproductores. La incubacion tiene lugar en agua dulce donde se desarrollay completa
la etapa de eclosion, la cual requiere de aguas limpias y oxigenadas.

Alevinaje: El Alevin nada bajo el cuidado atento y se comienza a alimentar, hasta
convertirse en el denominado salmén juvenil.

Esmoltificacion: Los salmones juveniles son trasladados al agua de mar por primera
vez, donde se vuelven hidrodindmicos y su dorso se torna verde, cambiando también
su conducta a la de un cardumen.

Engorda: Alimentacion responsable con el medio ambiente hasta llegar al peso de
cosecha, alrededor de 4,5 kg.

Cosecha: Los peces son separados por tamafio y enviados a las plantas de proceso.
Procesamiento y empaque: El salmon cosechado es llevado a plantas de
procesamiento en donde es eviscerado, se le corta la cola y la cabeza, y el resto del
cuerpo constituye la parte comestible. De esta forma, queda disponible para el
consumo como filete fresco, filete congelado o ahumado.

Produccion mundial de salmén

La produccién de salmén a nivel mundial ha ido en aumento en las ultimas dos décadas. En
la Figura 2-1 es posible notar que tan solo el salmén del Atlantico (Salmo Salar) ha logrado
triplicar su produccion desde el afio 2000 hasta el 2020, afio en que también logrd
representar el 32,6% de la produccion mundial de peces de acuicultura marina y costera,
liderando en el total de especies mas importantes producidas en esta categoria (FAO, 2022).
El salmon se caracteriza por ser una especie versatil y de alto valor, ideal para la acuicultura
a gran escala, ocupando una fuerte posicion competitiva en el mercado mundial. El
crecimiento de la demanda de salmén ha superado otras categorias de pescado en casi todas
las regiones y la acuicultura del salmon del Atlantico ha crecido hasta convertirse en una de
las industrias mas rentables y tecnolégicamente avanzadas.
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Figura 2-1: Produccion mundial promedio, en periodos de 5 afios, de salmén atlantico. Datos obtenidos de (FAO, 2022).
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En 2020 las exportaciones de salmon ascendieron a 27.600 millones de ddlares, liderado por
Noruega y Chile. Noruega exporta principalmente a la Unidn Europea, mientras que Chile
suministra salmén Atlantico en su mayoria a los Estados Unidos, Brasil y Japon (FAO, 2022).

2.2.2 Produccion de salmén en Chile

Como se mencioné anteriormente, Chile es el segundo productor mundial de salmon, y de
trucha, representando cerca del 33% de la produccién global (SalmonChile, 2023). El
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA) a diciembre del 2022, reporto
que el salmén representd el 50.6 % del total de la acuicultura en términos de cosechas, siendo
asi un producto significativo en la produccion de alimentos, y del sector acuicola en Chile
(Departamento de analisis sectorial, 2022). Es asi como el salmon se convierte en uno de los
alimentos mas exportados, junto con la trucha representa alrededor del 7% de las
exportaciones nacionales (SalmonChile, 2023). A continuacién, en la Tabla 2-1 se presenta
por diversas categorias, la participacion de exportaciones nacionales de Salmoén atlantico,
Coho y Trucha durante el periodo de enero-junio del afio 2023.

Tabla 2-1: Exportaciones Nacionales en base a varias categorias para Salmon atlantico, Coho y Trucha en el periodo
enero-junio 2023 (SalmonChile, 2023).

Variacion
\(/,[\(/)T)E MMUSD | Interanual

usD
Total 497.771 3.317 2%
Por Especie
Salmon atlantico 342.958 2.474 0%
Coho 126.887 656 21%
Trucha 27.926 187 -17%
Por Mercado
EEUU 198.018 1.462 -3%
Japon 83.309 457 -12%
Brasil 61.557 433 1%
Otros 59.259 339 6%
A. Latina 32.428 223 2%
Rusia 21.885 144 107%
U. Europea 21.733 115 23%
China 19.582 143 68%
Por Producto
Filetes 242.117 1.764 4%
Entero 117.606 849 5%
H/G 93.792 457 -3%
Porciones 36.264 206 -3%
Otros 7.992 41 -19%
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Por Conservacién

Congelado 28.556 1.723 7%
Fresco 210.688 1.556 -2%
Ahumado 2.052 25 -22%
Otros 1.476 12 -33%

Para el periodo Enero-Junio de 2023 las exportaciones de salmdn atléantico, coho y trucha
totalizaron 3.317 millones de dolares. El 69% de las exportaciones correspondieron a salmon
atlantico, 25% salmon del pacifico y 6% trucha, en su mayor parte a mercados como Estados
Unidos (44%), Japén (14%) y Brasil (13%). EI formato més exportado en volumen fue filete
fresco de salmon atlantico (25%), seguido de coho congelado H/G (17%), atlantico entero
fresco (15%) y filete congelado de atlantico (13%).

2.2.3 Residuos de la industria del salmén

La expansion del procesamiento de la produccion pesquera y acuicola ha dado como
resultado cantidades cada vez mayores de subproductos, que pueden representar hasta el 70%
del pescado procesado (en peso), dependiendo del tamafio, la especie, y el tipo de
procesamiento. Es posible evidenciar un promedio de la composicion en la mayoria de las
especies procesadas por la industria pesquera a continuacion en la Tabla 2-2 (FAO, 2022).
Los residuos del pescado se denominan comunmente como subproductos vy, si se tratan
correctamente, se clasifican como subproductos de categoria 3, ya que podrian ser aptos para
el consumo humano (Olsen et al., 2014).

Los subproductos se consideraban tradicionalmente de escaso valor o problematicos, y se
utilizaban como alimento para animales de granja, como fertilizantes, o se descartaban. La
mejora en la utilizacion de subproductos se debe a varias razones, entre ellas las
problematicas medioambientales, econdmicas, y la necesidad de producir mas alimentos para
la humanidad a partir de recursos limitados. Los principales subproductos que se obtienen a
partir de los residuos de la industria pesquera son la harina de pescado, concentrados de
proteina de pescado y aceite de pescado (Olsen et al., 2014).

Tabla 2-2: Valores promedio de diversos residuos en el procesamiento de diversas especies de pescado expresados en
porcentaje del peso total del pescado (FAO, 2022).

Porcentaje promedio del peso

Subproducto/Residuo total del pescado %

Cabezas 9-12
Visceras 12-18
Piel 1-3
Espinas 9-15
Escamas 5
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El manejo de subproductos a menudo presenta desafios significativos tanto desde el punto de
vista ambiental como técnico. Esto se debe a la elevada presencia de microorganismos y
enzimas en la materia prima, que la hace propensa a descomponerse rapidamente a menos
que se procese 0 almacene adecuadamente. Por lo tanto, es esencial recolectar y tratar los
subproductos de manera oportuna para su posterior procesamiento. Se ha prestado mucha
atencion a transformar esta biomasa en ingredientes funcionales o biolégicamente activos
(bioactivos) (Olsen etal., 2014). La transformacion de estos subproductos pesqueros en
nuevos ingredientes o productos en diversas formas ofrece una alternativa valiosa. Esto no
solo incrementa el valor de los productos, sino que también ayuda a evitar pérdidas
econOmicas, reduce el impacto ambiental y proporciona a los consumidores opciones de
alimentos nutritivos, econdmicos y convenientes (FAO, 2022).

Los restos de musculos, cabezas, espinazos y algunas partes de las visceras, como el higado
y las huevas del salmon, son ricos en proteinas y nutrientes esenciales, incluyendo &cidos
grasos omega-3, vitaminas A, D y B12, minerales como hierro, zinc, calcio, fésforo y selenio.
Estos subproductos pueden ser procesados para crear productos alimenticios altamente
nutritivos para el consumo humano, como salchichas, croquetas de pescado, patés, snacks,
sopas, salsas, entre otros (FAO, 2022).

Los huesos de pescado también son una valiosa fuente de proteinas, la matriz extracelular de
un hueso de pescado se compone de manera similar a la del hueso de mamifero, la cual
contiene una fase organica constituida en un 90% por coladgeno (mayoritariamente del tipo
1), y una fase mineral que posee principalmente fosfatos de calcio (CaP) en forma de cristales
de hidroxiapatita (HAp) (Li et al., 2020). Estos pueden ser procesados para obtener harina,
que se puede utilizar como suplemento alimenticio o como ingrediente fortificante en
alimentos como otras harinas, galletas y fideos. Otra opcion es procesar los huesos y la piel
del pescado para producir gelatina, que puede servir como sustituto de la gelatina
convencional (FAO, 2022).

El calcio presente en la espina de pescado representa un alto contenido, en algunos casos se
menciona que este se encuentra aproximadamente en una proporcion de 234 g/kg de hueso
seco, por lo que estudios se basan en obtener el calcio presente en este subproducto de bajo
valor como un potencial ingrediente funcional para aplicaciones alimentarias (Li etal.,
2020). Por otro lado, el colageno presente en la espina de pescado, juega un papel
fundamental para lograr que el calcio extraido pueda mejorar su bioabsrocién como calcio
soluble, esto pues al degradarse en péptidos de colageno y aminoéacidos logran quelar los
iones de calcio liberados (Ca*?) por la estructura cristalina de HAp, aumentando la
solubilidad y estabilidad de los iones de calcio, y evitando que estos formen precipitados en
el proceso de digestion en el organismo humano (Li et al., 2020).

2.2.4 Marco legal para la eliminacion y aprovechamiento de residuos pesqueros

En Chile, la gestion de residuos en la industria acuicola y pesquera se rige principalmente
por las normativas del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA) y por la
legislacion ambiental vigente. Estas disposiciones establecen que los establecimientos que
destinen sus desechos a plantas reductoras deben aplicar procedimientos que aseguren la
correcta separacion de materiales, evitando la contaminacion cruzada y garantizando la
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inocuidad de los productos derivados. Asimismo, se exige que la manipulacion y transporte
de estos residuos cumpla con los estandares sanitarios y de trazabilidad requeridos,
considerando las exigencias de los mercados de exportacion (Contraloria General de la
Republica, 2020).

A nivel legislativo, la Ley de Fomento al Reciclaje y la Ley de Responsabilidad Extendida
del Productor (REP) refuerzan la obligacién de los productores y procesadores de gestionar
sus residuos de manera responsable, incentivando su valorizacion como materia prima en
nuevos procesos. Estas leyes buscan fomentar el reaprovechamiento de subproductos,
aportando a la sostenibilidad econémica y ambiental del sector.

2.3 Nutracéuticos y Alimentos Funcionales

Los alimentos o compuestos que promueven la salud generalmente se clasifican en dos
grandes categorias: (1) Los alimentos funcionales, son en realidad productos que pueden
parecerse o ser un alimento convencional y consumirse como parte de una dieta habitual,
pero que ademas de aportar nutrientes pueden reducir el riesgo de enfermedades. Ademas de
los alimentos tradicionales, también existen alimentos funcionales que se producen mediante
el procesamiento de alimentos, como la leche agria antihipertensiva que se ha demostrado
que reduce la presion arterial en el organismo humano, por ejemplo (Lagouri, 2019). (2) Los
nutracéuticos son componentes naturales de los alimentos u otro producto comestible, que
han sido hallados como beneficiosos para el cuerpo humano, previniendo, tratando una o mas
enfermedades, o mejorando el desempefio fisioldgico. Estas sustancias pueden ser: parte del
alimento fresco completo, parte de un alimento procesado, una sustancia fortificada o
enriquecida en un alimento, o proveerse como suplemento (Estrada-Lopez et al., 2017).

Estudios como el de Malde et al. (2010), han demostrado que el calcio proveniente de huesos
de salmén se absorbe de manera eficiente en el organismo humano. La metodologia utilizada
para la disposicion del hueso en la ingesta de los estudios fue disponer el mineral en un
tamafio de particula menor, mediante molienda, no reportado. Otros estudios, como el de Xie
et al. (2014), han dado resultados favorables cuando se trata de absorcion de calcio dentro
del sistema digestivo en ratas Wistar, alimentandolas con hueso de pescado en diferentes
tamafos de particula, mezclado con hidrolizado de proteina de tejido muscular de pescado.
Se evidencid que a medida que el tamafio de particula de hueso era menor (menor o igual a
un didmetro de particula de 74 [um]), la absorcion del calcio en el organismo de las ratas
tenia mejores resultados. Por lo que, en definitiva, las espinas del salmén no solo son una
potencial fuente natural de calcio debido al alto contenido mineral de la fraccion dsea del
salmon, sino que también su absorcion en el organismo tiene buenos resultados. De esta
forma el salmon es un potencial alimento para agregarle funcionalidad.
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2.4 Hidrdlisis de proteinas

Las proteinas son macromoléculas que se construyen a partir de 20 elementos de
construccion, denominados aminoacidos, unidos entre si mediante enlaces peptidicos para
formar polimeros largos no ramificados. Estos polimeros se pliegan formando estructuras
tridimensionales precisas que facilitan una enorme variedad de funciones bioquimicas (Stryer
etal., 2014). Las propiedades y funciones de un tipo particular de proteina dependen por
completo de la secuencia de sus aminoécidos, que es singular en cada proteina, si se cambia
un solo aminodcido de la secuencia, puede que la proteina pierda actividad bioldgica
(Coultate, 1998). Las proteinas pueden actuar como moléculas sefial, receptoras,
estructurales, o como agentes catalizadores, estos Gltimos se denominan enzimas (Stryer
etal., 2014). Un aminodcido se define como una sustancia quimica organica en cuya
composicion molecular entran un grupo amino y otro carboxilo (como se observa en el lado
derecho de la Figura 2-2).

La hidrdlisis de proteinas se puede definir como la descomposicion quimica o enzimaética de
estas macromoléculas en péptidos de diferentes tamafios mediante la accién de agua. A
continuacidn, en la Figura 2-2 se observa el esquema donde se rompe el enlace peptidico
mediante la presencia de una molécula de agua, y en su caso inverso, la unién de dos
aminoacidos formando un enlace peptidico.

Enlace Peptidico Aminoacido 1 Aminoécido 2
H HoQ R 0 H H 0 H R 0
Lo |
D R I T S/ PR O P
I I I
H R H H OH H R “oH H H oH

Figura 2-2: Reaccion de ruptura / formacion del enlace peptidico en una proteina.

Existen diversos factores que pueden afectar a este proceso dada las diferentes propiedades
quimicas de los enlaces de aminoacidos conjugados, es por eso que se han desarrollado
diferentes procedimientos de hidrolisis que varian segun el tipo de reaccion (quimica o
enzimatica), la naturaleza de la reaccién quimica (acida o basica), y el estado fisico de la
reaccion (liquido o vapor). Los hidrolizados de proteinas se producen para una amplia
variedad de usos en la industria alimentaria, y son los métodos quimicos los que se utilizan
comdnmente, sin embargo, los métodos enzimaticos son los mas prometedores pues traen
consigo resultados de productos con mayor funcionalidad y valor nutritivo (Kristinsson &
Rasco, 2000).

2.4.1 Hidrolisis quimica

La hidrolisis quimica de las proteinas se logra rompiendo enlaces peptidicos con &cidos o
bases. Para la industria alimentaria es un método econdémico, pero tiende a ser un proceso
dificil de controlar, lo que conduce a productos con composicion quimica y propiedades
funcionales variables. La hidrolisis de proteinas en el ambito alimenticio con solventes
quimicos y fuertes se realiza a temperaturas y pH extremos, lo que produce productos con
cualidades nutricionales reducidas, funcionalidad deficiente y uso restringido como
potenciadores de sabor (Kristinsson & Rasco, 2000).
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2.4.1.1 Hidrolisis Acida

La hidrdlisis acida de proteinas es mas comunmente empleada que la hidrolisis basica o
alcalina. Se utiliza ampliamente en la preparacion de una variedad de productos alimenticios,
especialmente aquellos elaborados a partir de fuentes de proteinas vegetales econémicas.
Aungue su control puede ser desafiante, este proceso es fundamental para la produccién de
hidrolizados que aportan saborizantes a alimentos como carnes procesadas, galletas saladas
y mezclas para sopas (Kristinsson & Rasco, 2000).

En el caso especifico de la hidrolisis acida de proteinas de pescado, generalmente se lleva a
cabo mediante la reaccion con acido clorhidrico (o en ocasiones con acido sulfirico) a
temperaturas y presiones elevadas. Posteriormente, se neutraliza el hidrolizado obtenido a un
pH 6.0 — 7.0 y se procede a su secado 0 concentracion. Segun Kristinsson & Rasco (2000),
la hidrdlisis completa del sustrato de proteina de pescado puede lograrse en 18 [h] a 118 [°C]
en acido clorhidrico con una concentracion de 6 [N]. Un inconveniente de este proceso es la
alta cantidad de sal (NaCl) presente en el producto luego de la neutralizacion, lo cual puede
afectar su funcionalidad y caracteristicas sensoriales.

2.4.1.2 Hidrélisis basica

Para llevar a cabo esta hidrolisis, se emplean reactivos alcalinos, principalmente el Hidroxido
de Sodio (NaOH). Sin embargo, este método no es éptimo para la hidrdlisis de proteinas, ya
que produce productos con caracteristicas funcionales deficientes y afecta negativamente su
valor nutritivo. A pesar de estas limitaciones, se utiliza cominmente para recuperar y
solubilizar diversas proteinas, como los residuos de pavo deshuesado, que contienen una
cantidad significativa de proteinas Utiles para la elaboracion de productos alimenticios
(Kristinsson & Rasco, 2000).

En el caso de la proteina de pescado, se ha experimentado con este método, observando
mejoras minimas en las funcionalidades del hidrolizado en comparacién con la proteina
original. No obstante, este proceso puede generar reacciones nocivas, como la formacién de
sustancias toxicas como la lisinoalanina, que son indeseables en alimentos y otros productos
destinados al consumo humano (Kristinsson & Rasco, 2000).

2.4.1.3 Hidrélisis Enzimética

La hidrolisis enzimatica de proteinas es un bioproceso que ocurre a temperaturas moderadas,
y es importante para mejorar las propiedades fisicas, quimicas, funcionales y nutricionales
de las proteinas originales, sin comprometer su valor nutritivo. También es un método
innovador para preparar péptidos activos, que poseen muchas propiedades fisioldgicas, que
incluyen la unidén de minerales, actividad opioide, potenciador del crecimiento de
bifidobacterias, regulador de la presion arterial, entre otras (Qi & He, 2006). Las enzimas son
catalizadores bioquimicos, estas pueden catalogarse como endogenas, es decir, que se
encuentran naturalmente en subproductos alimenticios, o exdgenas, lo que implica agregar
enzimas de origen externo. La hidrdlisis enziméatica no ocurre como una sola reaccion, sino
como una serie de reacciones simultaneas de ruptura de enlaces, lo que hace que el proceso
sea complejo. Puede simplificarse en tres etapas consecutivas: primero, la formacion del
complejo enzima-sustrato; segundo, la ruptura del enlace peptidico liberando un péptido, y
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finalmente, el péptido restante sufre un ataque nucleofilico por parte de una molécula de
agua, lo que lo separa de la enzima (Kristinsson & Rasco, 2000).

2.4.2 Hidrolizados enzimaticos de proteinas de pescado

Los hidrolizados de pescado se definen como proteinas de pescado que se descomponen en
péptidos de diferentes tamafios. Muchos estudios han dado como resultados hidrolizados de
proteinas de pescado con excelentes propiedades funcionales (Kristinsson & Rasco, 2000).
Utilizar hidrolisis enzimatica para la proteina de pescado proporciona mejor control en el
proceso Y selectividad para la obtencidn de un producto con mejores resultados. La hidrdlisis
enzimatica de proteinas de pescado se ha empleado principalmente como un enfoque
alternativo para convertir la biomasa de pescado sub-utilizada, que es destinada comdnmente
para fabricar piensos o fertilizantes, en productos proteicos comestibles.

Al enfocarse en los residuos del salmon, especificamente en el esquelon de salmén que esta
compuesto por hueso y musculo adherido, se tiene que este representa aproximadamente un
10% del peso del pescado, cuyo 12% en peso es netamente hueso (Liaset et al., 2003).
Investigaciones como la de Liaset et al. (2003) documentaron la composicion quimica de las
fracciones producida por hidrélisis enzimatica de esquelon de salmon, y evidenciaron que las
proteinas del tejido muscular adheridas al hueso se solubilizaron mediante proteasas
comerciales (protamex) y representaban el 48% de la proteina cruda total, mientras que la
fraccion dsea un 11%, con un importante contenido de calcio, fosforo y magnesio. Un
balance de masa tedrico en una linea de fileteado de salmon podria dar una estimacion del
rendimiento de calcio. Estos célculos se basan en investigaciones realizadas sobre la
utilizacion de estructuras de salmon (Liaset et al., 2003; Malde et al., 2010). La Figura 2-3
muestra los nimeros después de operaciones sucesivas.

Péptidos miofibrilares 88 kg Agua evaporada 5 kg Péptidos colagenosos 3 kg

Salmén entero

l I H lavad H lavad I i
1.000 kg — Esquelon Huesos lavados uesos lavados uesos lavados Ceniza

O N —) =) Calcio
deSalmén 1 enzimaticamente enzimaticamente i enzimaticamente mineral

) 1,83 kg
100 kg : 12 kg secos 1 secos 'y molidos : 4kg

7kg kg
Filetes de Hidrdlisis enzimatica Molienda Hidrdlisis enzimatica

Salmén
600 kg

Figura 2-3: Balance te6rico de masa en una linea de fileteado de salmén para estimar el rendimiento de calcio que se
podria obtener.

Dado que el calcio es el principal subproducto que se desea obtener, es posible observar en
el proceso al menos dos instancias en las que se debe hidrolizar proteina de pescado. En
particular, esta investigacion se basa en el segundo proceso de hidrdlisis enzimatica, donde
la materia prima es hueso de salmon lavado enzimaticamente, secado y molido. En
publicaciones como Jung et al. (2006) se ha demostrado que el proceso de hidrélisis de
proteina de hueso de pescado ha sido un factor positivo en la absorcion de calcio, pues se ha
estudiado que el colageno hidrolizado forma péptidos de colageno, los cuales pueden quelar
el calcio y formar quelatos de calcio, lo cual podria promover la absorcion del calcio en el
tracto gastrointestinal humano. Estudios como el de Malde et al. (2010) han demostrado
resultados favorables en la absorcion de calcio en el cuerpo humano, disponiendo el hueso
de salmén en un tamafio de particula menor no reportado, el cual habia sido previamente
sometido a un proceso de molienda. Por otro lado, el estudio realizado por Li et al. (2020),
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simularon la liberacion y solubilizacion de calcio de las espinas de pescado durante el proceso
de molienda, demostrando que el contenido de calcio soluble aumentd significativamente, al
igual que el contenido de aminoacidos libres y péptidos. Sugieren que la liberacion y
solubilizacion del calcio de las espinas de pescado durante la nanomolienda se atribuye a las
alteraciones del tamafio y a los efectos quelantes de los aminoacidos y péptidos. Debido a lo
anterior es que se desprende la motivacion por emplear tanto la reduccion de tamafio de la
estructura del hueso de salmén, como el proceso enziméatico mediante hidrdlisis, para la
obtencion de microparticulas de hueso ricas en calcio altamente biodisponible por el efecto
quelante que generan los péptidos de colageno.

Para llevar este proceso a escalas industriales, es necesario caracterizarlo, controlarlo y
optimizarlo primero en escalas de laboratorio. En particular, esta investigacién busca
caracterizar el proceso de catalisis enzimatica de proteina de hueso de salmon (presente en
microparticulas de una matriz solida e insoluble) mediante la accion enzimética de una
proteasa Subtilisina contenida en el preparado comercial de nombre Alcalase® 2,5L. De esta
forma se podran controlar condiciones importantes del proceso para la obtencién de calcio
soluble y péptidos de colageno, tales como temperatura, pH, tiempo de reaccion,
concentracion inicial de enzima 'y de sustrato, y concentracion de producto formado.

Para poder controlar la concentracion incial de enzima es necesario conocer la concentracion
molar de la enzima Subtilisina presente en el preparado enzimatico Alcalase 2.5L. Para ello
es posible emplear una metodologia basada en la titulacién del sitio activo de la enzima
Subtilisina.

2.4.3 Técnica de titulacion del sitio activo

Esta técnica se basa en la inactivacion parcial de una preparacion enzimatica con una cantidad
conocida de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), un sustrato suicida que inmoviliza el
sitio activo de una serina-proteasa (Figura 2-4) como lo es el caso de la Subtilisina, para
posteriormente medir la actividad catalitica residual. EI procedimiento se debe repetir con
cantidades crecientes de inhibidor hasta que se observa la inactivacion total y los puntos de
datos se representan en una gréfica. La cantidad de PMSF necesaria para la inactivacion
completa corresponde con el nimero de sitios activos (en concentracion molar) (Van Langen
et al., 2002).

0
0 I
[l _S
OH S—F ol
| I [ O
Ter O ?er
i ] PMSF
LSub ‘ - Sub
HF _

Figura 2-4: Mecanismo de reaccion de la Serina (Ser) cataliticamente activa de la Subtilisina (Sub), con una
molécula de PMSF, para formar un intermediario acil-enzima estable y sin actividad de Sub.
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2.4.4  Procesamiento del esquelon de salmén para la obtencion de microparticulas de
hueso de salmoén con tamafio dgy = 10[pum]

El aprovechamiento del esqueldn de salmon para la produccion de microparticulas de hueso

implica una secuencia de operaciones destinadas a reducir la dureza del material, eliminar

humedad y alcanzar una distribucion controlada de tamafio de particula (Figura 2-5).

. Polvo de
Esquelén hueso de
de —-‘ Molienda 1 }—-| Hidrolisis H Coccion H Molienda 2 H Secado }—-‘ Molienda 3 H Tamizado |—- salmén
salmén Picadora y Reactor Olla a presion Minipimer Horno de Molino planetario Tamiz d 5 0=10[|J.M]
moledora de 2[h]a55[°C] 1[h]a 121 [°C] 5 [min] bandejas 10 [min] con No. 40
carne y 0.2 [Mpa] 2 [h]a 105 [°C] inversidn de giro

Figura 2-5: Diagrama de flujo de los procesos para la obtencion de polvo de hueso de salmén con tamarfio de particula
medio de 10 [um].

Tras la hidrolisis enzimatica, el hueso es sometido a una etapa de coccion en condiciones de
alta presion y temperatura (~121 °C, 0.2 MPa, durante 1 h), lo que permite ablandar la matriz
mineral y facilitar su desintegracion (Figura 2-6.2). Posteriormente, el material cocido se
separa de la fase liquida y se tritura mecanicamente hasta obtener una pasta homogénea
(Figura 2-6.3-4). Esta pasta se distribuye en laminas delgadas y se somete a secado a 105 °C
por 2 h, originando hojuelas quebradizas (Figura 2-6.5-7).

El material seco se procesa mediante molienda seca en molino planetario (400 RPM, 2
intervalos de 5 min con inversién de giro, relacion medio:producto 4:1, esferas de acero de
10 mm) (Figura 2-6.8). Finalmente, el producto obtenido es tamizado (malla No. 40) para
asegurar una fraccion de microparticulas con un tamafio medio en torno a ds, = 10[um]
(Figura 2-6.9-10).

Este flujo de procesamiento permite transformar un subproducto de la industria salmonera
en un polvo fino con propiedades fisicoquimicas controladas, adecuado para aplicaciones
funcionales y de valorizacion.
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Figura 2-6: Proceso del tratamiento del hueso, posterior a la etapa de hidrolizado. (i) Materiaprima (hueso hidrolzado).
(2) Coccion de hueso de salmon en olla a presion. (3) Se separa el hueso sélido, del liquido luego de la etapa de coccidn.
(4) Una vez separado el hueso de la fase liquida se procede a una molienda con minipimer, donde se forma una pasta. (5)
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Se dispone la pasta de hueso en una bandeja de estufa. (6) El hueso es secado a 105 [°C] durante 2 horas. (7) Lamina de
pasta de hueso luego del proceso de secado, se forman hojuelas. (8) las hojuelas pasan al proceso de micro molienda en
molino planetario. (9) El producto de la molienda es tamizado en tamiz No. 40. (10) Hueso de salmén dso=10 [pum].

2.4.5 Analisis y caracterizacion de la hidrolisis enzimatica:

Para caracterizar la cinética de la reaccion y obtener una medida del grado de degradacion
hidrolitica es que resulta necesario cuantificar la cantidad de producto formado en el
transcurso de la reaccion (Kristinsson & Rasco, 2000). Un método adecuado para aquello es
medir la cantidad de grupos o —amino libres que se forman producto de la reaccion
enzimatica. EI mecanismo de hidrdlisis enzimatica de sustrato unico da lugar a que los
productos de la hidrolisis reaccionen intercambiando un protén, como se ve a continuacion
en las ecuaciones (2.1) y (2.2) (Qi & He, 2006).

Apertura del enlace peptidico:
proteasa
R,CONHR, + H,0 — R;COOH + R,NH, (2.1)

Intercambio de proton:
R,COOH + R,NH, - R;CO0~ + R,NHJ (2.2)

2.4.5.1 Cuantificacion de producto mediante pH-Stato

Debido a este proton liberado en la ecuacion (2.2), es que el medio de reaccion ve alterado
su pH, haciéndose cada vez méas acido segun avance la reaccion. Es en este punto en donde
se utiliza el método de valoracion del grupo a — amino protonado, mediante la adicion de
una base (por lo general NaOH) de forma que se mantenga constante el pH de reccion como
se muestra a continuacion en la ecuacion (.3).

Titulacién grupo amino:
R,NH# + OH™ - R,NH, + H,0 (2.3)

Luego, la cantidad de compuesto base consumido es proporcional a la cantidad de grupos
a — amino presentes, y por consiguiente, es proporcional a la cantidad de producto formado
mediante hidrélisis enzimética (Qi & He, 2006;Valencia et al., 2019). La siguiente ecuacion
(2.4) permite cuantificar los grupos a — amino producidos mediante variables medibles en
el proceso de titulacion (P. Valencia et al., 2014).

VOH " N
a— NH [mM] = (2.4)
o (Vi + Vo)
10pH—pK
“= T 1opreK @3
K=78+220"T1 10 (2.6)
PR =T 98T '

Donde Vp es el volumen afiadido de base, V; es el volumen inicial de reaccion, N representa
la normalidad de la base, y o corresponde al grado de disociacion promedio de los grupos
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a — amino, el cual se calcula a partir de las ecuaciones (2.5) y (2.6), donde se evidencia la
dependencia que tiene del pH y temperatura de reaccion (T).

Este método implica el uso de un equipo conocido como pH-stato o controlador de pH (ver
Figura 2-7), el cual supervisa constantemente el pH de la mezcla de reaccion y lo ajusta
manteniéndolo constante mediante la adicion de NaOH (Kristinsson & Rasco, 2000). El
volumen de NaOH agregado se registra en tiempo real. Se trata de un método sencillo y
rapido que no requiere la toma de muestras, ya que es continuo y directo. Sin embargo, tiene
limitaciones, ya que solo es efectivo para reacciones con pH alcalino a neutro y no es
adecuado para aquellas sin control de pH. Ademas, la adicion de compuesto base puede ser
indeseable para el producto final, por lo que este método no es aplicable en procesos
industriales de alimentos.

Termdimetro

}?—E

o 00
Reactor con baiio Medidor Auto bureta Registro
termorregulado de pH

Figura 2-7: Esquema de instalacion experimental para el método de valoracion con pH-Stato. Obtenido y traducido de
(Kristinsson & Rasco, 2000).

2.4.5.2 Cuantificacion de proteina (sustrato) presente en la materia prima

El método Kjeldahl es un procedimiento utilizado para analizar el contenido de nitrégeno en
una variedad de materiales organicos, siendo ampliamente empleado en la determinacion del
contenido de proteinas en alimentos, fertilizantes, aguas residuales y combustibles fosiles.
Este método consta de tres pasos principales: digestion, destilacion y titulacion (Kjeldahl
Method for Determination of Nitrogen, s. f.). Posterior a este proceso se procede al céalculo
de proteina con la informacién recopilada del procedimiento.

a) Digestion de la muestra:
Durante la digestion, la muestra organica se descompone en una solucién de acido sulfurico
concentrado, generando sulfato de amonio (ecuacion (2.7)). La adicion de una sal inorgéanica,
como el sulfato de potasio, eleva la temperatura de la solucion, acelerando la descomposicion
organica y reduciendo el tiempo de digestion. Sin embargo, es importante controlar la
temperatura para evitar la pérdida de compuestos volatiles de nitrégeno.

Catalizador/Calor

n— C - NH2 + H2804 _— COZ + (NH4)ZSO4 + SOZ (27)

b) Destilacién:

24



En esta etapa, se afiade una base en exceso al producto de la digestion para convertir los iones
de amonio en amoniaco gaseoso (ecuacion (2.8)), el cual se destila y se condensa en una
solucion acida de acido bdrico (ecuacion (2.9)). Este proceso permite separar el nitrogeno de
la muestra y atraparlo en forma de un complejo de borato de amonio.

(NH,)SO, + 2NaOH - 2NH; + Na,S0, + 2H,0 (2.8)
NH; + H;BO; » NH; + H,BO03 (2.9)

c) Titulacion:
La cuantificacion del nitrégeno amoniacal se realiza por medio de una volumetria &cido-base
del i6n borato formado (ecuacion (2.10)), empleando acido clorhidrico o sulfurico, y como
indicador, una disolucion alcohlica de una mezcla de rojo de metilo y azul de metileno (en
caso de valoracion colorimétrica). Los equivalentes de acido consumidos corresponden a los
equivalentes de amoniaco destilados.

H,BO; + H* - H3BO; (2.10)

d) Caélculo:
De la valoraci.n se puede calcular el n.mero de equivalentes de nitr.geno recogidos, y con
este dato se obtiene el porcentaje de nitrégeno en la muestra. Para calcular el porcentaje de
proteina basta con multiplicar por un factor de conversion el % de nitrégeno calculado. Este
factor de conversiéon estd tabulado para cada grupo de alimentos como se muestra a
continuacion en la Tabla 2-3, donde se recogen factores para algunos alimentos.

Tabla 2-3: Factor de conversion para obtener la tasa de proteina bruta a partir del nitrogeno total (Garcia Martinez &
Fernandez Segovia, s. f.).

Alimentos Factor (K)
Harina de trigo 5.70
Trigo, centeno, cebada 5.83
Arroz 5.95
Soja 571
Leche y derivados 6.38
Carne y derivados 6.25
Clara de huevo 6.70
Yema de huevo 6.62
Huevo entero 6.68
Gelatina 5.55
Vegetales 6.25

2.4.5.3 Curvas de progreso y velocidad inicial de reaccion

Las curvas de progreso son aquellas que representan la cantidad de producto formado, en
funcion del tiempo, para una reaccion quimica. Cada curva es construida teniendo una
concentracion de enzima y una concentracion de sustrato inicial conocida, y se mide la
formacion de producto a diferentes instantes de tiempo.
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La velocidad inicial de reaccion se define como la cantidad de producto que se forman por
unidad de tiempo poco despues de haber comenzado la reaccion. Teniendo datos
experimentales de formacidn de producto con respecto al tiempo es posible construir graficas
de progreso y calcular la velocidad inicial de reaccion que representa a cada catalisis
enzimatica, con concentraciones iniciales de sustrato y enzima conocidas. En 2019, Valencia
etal. demostré que la constante “a” de la ecuacion logaritmica (2.7) corresponde a la
velocidad de reaccion inicial, ya que como se puede notar en la ecuacién (2.8) y (2.9), cuando
el tiempo tiende a cero, el limite de esta funcion es la constante “a”. Esta variable sera
nombrada posteriormente como v, haciendo alusion a la velocidad inicial de reaccion en
estado estacionario. Para obtenerla se requiere ajustar esta ecuacion a datos experimentales
para estimar las constantes cinéticas a y b.

1
P= Bln(abt +1) (2.7)
ltl_r)rol P=a (2.8)
Ves = a (2.9)

2.4.6 Modelos de catalisis enzimatica

Entre las muchas formulaciones matematicas de la cinética de sustratos, la cinética de
Michaelis-Menten (MM) es usada a menudo porque ha tenido éxito en muchas aplicaciones
desde su creacion a principios del siglo XX. La cinética de MM es aplicable cuando la
concentracion de enzima supera con creces la concentracion de sustrato, y existe el caso
contrario, en donde es el sustrato que supera en creces la concentracion de enzima, cuya
cinética es modelada por la Reversa de Michelis-Menten (RMM). Sin embargo, la reaccion
de hidrolisis enzimatica resulta mucho méas compleja al considerar factores como: (1) la
diversidad de los componentes de la reaccién, es decir, los péptidos producidos durante la
reaccion son productos como también reactantes de la siguiente reaccion; (2) multiplicidad
de los tipos de reaccion: un gran numero de enlaces peptidicos son cortados de manera
simultanea en paralelo y secuencialmente; (3) complejidad de las redes de reaccién, como la
existencia de inhibicion por sustrato, diversidad de productos e inactivacion de enzima
durante la hidrolisis; (4) maltiples influencias exdgenas como el pH, temperatura, fuerza
ionica y la presion sobre la velocidad de reaccion (Qi & He, 2006). Considerando ademés
que en los procesos naturales se pueden encontrar situaciones en donde la condicion de
cantidad de sustrato sobre cantidad de enzimas, o viceversa, puede ir variando, resulta
imperativa la busqueda de modelos cinéticos que pueda funcionar consistentemente en una
amplia gama de concentraciones de sustrato y enzima. En el estudio de Tang, (2015) se
describe un modelo asociado al equilibrium chemistry approximation (ECA), que es
aplicable para casi todo el rango de abundancia de sustratos y enzimas. Posterior a esto, y
basandose en aquellos estudios, Andersen et al. (2018) propuso un modelo cinético llamado
“Modelo de conservacion de sustrato”, el cual busca modelar situaciones como la
degradacion de celulosa (sustrato sélido) mediante enzimas que se encuentran disueltas en
un liquido homogéneo. De esta forma el modelo se fomenta en la hipotesis de que cuando
una enzima soluble degrada un sustrato insoluble como la celulosa, es probable que ocurra
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una condicién temporal en la que este es casi constante. Se encontr6 que las enzimas
celuloliticas que trabajan en la interfaz solido-liquido, muestran una cinética de estado
estacionario incluso cuando la superficie accesible del sustrato estd cubierta con la enzima
(saturacion del sustrato). Esta estacionariedad se basa en el equilibrio entre la eliminacion
enzimatica de los sitios de ataque del sustrato que son inicialmente accesibles, y la exposicion
de nuevos sitios de ataque (originalmente inaccesibles) como resultado de la degradacion
enzimatica.

2.4.6.1 Deducciéon del modelo de conservacion de sustrato

La ecuacion de Michaelis—Menten (MM) describe adecuadamente reacciones enzimaticas
homogéneas, donde enzima y sustrato son solubles. Sin embargo, cuando la reaccion ocurre
en la interfase entre un sustrato solido y una enzima en solucion, se trata de un sistema
heterogéneo. En este contexto, resulta complejo verificar la aplicabilidad del modelo clésico,
pues la concentracion molar de sitios accesibles en la superficie (sitios de ataque) suele ser
desconocida.

Andersen et al. (2018) propusieron un modelo cinético en el cual la eliminacién de sitios de
ataque expone de manera simultdnea nuevos sitios accesibles, manteniendo constante la
fraccion de sustrato disponible. De ahi deriva el enfoque denominado modelo de
conservacion de sustrato.

Para una reaccion enzimatica simple, se considera el esquema (2.10):

E+s=N ESSE4p (2.10)
‘_k—l .

Tipicamente, la formacion del complejo enzima-sustrato (es) ocurre de manera rapida,
seguida de un Quasi Steady State (QSS) en el cual d[ES]/dt = 0. Durante este régimen la
velocidad de formacién de producto (vgs) se expresa mediante la ecuacion de Michaelis-
Menten (ecuacion (2.11)) para cuando se considera que la concentracion inicial de enzima es
mucho menor que la concentracion inicial de sustrato:

MM _ kZEOSO
v =5 TR (2.11)
Donde k, es la constante de velocidad catalitica, que representa la tasa de conversion del
complejo enzima—sustrato en producto, E, y S, corresponden a la concentracion de enzima
y sustrato inicial, respectivamente, y K., es la constante cinética constante de Michaelis,
indicador de afinidad enzima—sustrato. Este modelo se asume valido cuando E, < Sy + Ky;,.
En el caso opuesto, cuando (S, < E, + K,), se aplica el modelo denominado Reversa de
Michaelis-Menten (RMM) cuya expresion es:

RMM __ kZEOSO

= 2.12
VSS EO + Km ( )
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Ambas expresiones describen adecuadamente sistemas homogéneos en condiciones de
pseudo primer orden. Sin embargo, para sistemas heterogéneos es necesario considerar
fendmenos adicionales asociados a la naturaleza del sustrato sélido. Andersen et al. (2018)
Estudiaron enzimas celuloliticas sobre interfases liquido-solido y observaron que, cuando la
superficie del sustrato parecia saturada, la cinética mantenia un estado estacionario. Esta
estacionariedad se basa en el equilibrio entre la eliminacion enzimatica de los sitios de ataque
del sustrato accesibles, dando lugar a la exposicion de nuevos sitios de ataque para la enzima
a medida que se va reaccionando, como se puede ver en la Figura 2-8, en donde los espacios
accesibles para la enzima se distinguen con color rosa, mientras que aquellos que no pueden
ser atacados por la enzima se observan de color naranja. Cuando la enzima logra acoplarse a
un sitio activo del sustrato comienza la degradacion de las hebras que conforman al sustrato,
este proceso se puede observar cuando las hebras color rosa se tornan en un tono méas oscuro.
Una vez ocurrida la degradacion es posible notar que tanto la enzima como la hebra dan lugar
a un nuevo sitio activo para que se acople nuevamente otra enzima y logren el complejo
enzima-sustrato. Al estar ocurriendo esto de forma simultanea conduce a un supuesto de que
existe un namero constante de sitios de ataque accesibles para la enzima durante un tiempo
limitado.

Figura 2-8: Modelo de conservacidn de sustrato para una enzima degradando un sélido (elaboracién propia).

Con este enfoque se puede hablar entonces de que el sustrato es degradado por la enzima,
pero a su vez, en términos de sitios activos, sigue existiendo en la reaccion de manera
constante, lo que da lugar al modelo de conservacion de sustrato segun el esquema de la
ecuacion (2.13):

k
E+Se ESSE+S+P (2.13)

Es importante destacar que el sustrato S representado en el lado derecho del esquema no
corresponde al mismo sustrato molecular inicial, sino a la fraccion accesible que se va
generando conforme progresa la reaccién. De este modo, el modelo no describe un proceso
autocatalitico ni replicatico, sino un mecanismo en el que el sustrato accesible se conserva
de manera efectiva.
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A partir de este planteamiento, Andersen et al, 2018 derivaron la expresion cinética del
modelo de conservacion de sustrato (CS) segun la ecuacion (2.14):

4 SoEo
(Sp + Eg + Kp)?

1
Vgs = EkZ(SO + EO + Km) 1-— \/1 - (214‘)

Donde v representa la velocidad de formacion del producto en condiciones iniciales cuando
se alcanza QSS.

Esta expresion es particularmente Gtil para sustratos insolubles ya que la concentracion de
enzima libre (Eg) puede ser cuantificada experimentalmente mediante separacion por
centrifugacion del sustrato con enzima ligada (ES) y la enzima libre. Luego, a partir de las
medidas de vg Y Egg, €s posible estimar k, como:

K, = —055 (2.15)
EO - Ess

Una aproximacion lineal del modelo de a ecuacién (2.14) conduce a la expresion simplificada

T SoEo .
(3.16), vélida en el rango GoTEetK)? <0.1:

EoSo

i — 2.16
%S, + Eo + Ky, (2.16)

1 _
vss = K

Finalmente, considerando que para sustratos sélidos la concentracion molar se relaciona con
la cantidad de moles de sitios accesibles por g de sustrato carga de un sustrato solido tiene
dependencia de los sitios de ataque donde se puede adsorber la enzima, es que la
concentracion molar del sustrato se expresa segun la ecuacion (2.17).

So = TS, (2.17)

Donde T es la densidad de sitios de ataque en que la enzima puede adsorberse por masa de
sustrato [mol/g], y S, la carga masica de sustrato por volumen de solucion [g/L], de esta
forma las ecuaciones (2.14) y (2.16) pueden reescribirse como la ecuacion (2.18) y (2.19),
respectivamente.

1 . 4TS.E,
Vgg = Ekz(rso +Ep+Kp)|1- [1—-— > (2.18)
(TSo + Eg + Kin)
E,S
vl =k, —22 (2.19)
ISy + Eo + Ky
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Este modelo se dedujo sin considerar que existe un exceso de enzima o de sustrato dominando
la reaccion, dado que el hecho de que se estén generando sitios accesibles de ataque a medida
que avanza la reaccién puede estar constantemente modificAndose esa relacion de
concentracion E,/S,. Una propuesta experimental para obtener los parametros cinéticos del
modelo CS es mediante un analisis combinado de los modelos MM y RMM, ya que al
considerar exceso de sustrato al inicio de la reaccion (E, «< Sy + K,,) la ecuacion (2.19) es
analoga al modelo MM considerando que la concentracion de sustrato se expresa como la
ecuacion (2.17). Por consiguiente al considerar un exceso de enzima al inicio de la reaccion
(Sp < Eg + K,) laecuacion (2.19) es andloga a RMM bajo el mismo criterio.

- Michaelis-Menten para un sustrato sélido:

1,MM _ k;E(So
ss - —Km

(2.20)

Donde los parametros a ajustar en este modelo son k, y K,,,/T.

- Reversa de Michaelis-Menten para un sustrato sélido:
VLRMM — kZFSOEO
58 Eo + K

(2.21)
Donde los parametros a ajustar en este modelo son k,T'y K.
De las ecuaciones (2.20) y (2.21) se puede estimar I' como:
_ (K, )RMM
- MM
(®)
re (kZF)RMM
(kZ)MM

r (2.22)

(2.23)

Donde segln Kari et al. (2017) los valores de ambas ecuaciones (2.22 y 2.23) diferiran si las
suposiciones de exceso de enzima o sustrato no estan en lo cierto.

2.4.6.2 Enfoque para el analisis cinéetico en Quasy Steady State (QSS)

Como se ha mencionado antes, en sistemas enzimaticos heterogéneos, como la hidrolisis de
celulosa por celulasas, la interaccién entre enzima y sustrato ocurre predominantemente en
la interfaz del sustrato sélido insoluble. Bajo estas condiciones, ademas de la union especifica
en el sitio activo, pueden intervenir otras fuerzas de interaccion superficial que afectan la
dindmica del proceso catalitico. Considerando ademas que existe una modificacion gradual
de la superficie del sustrato en el progreso de la reaccidn, se podria explicar que en ensayos
de procesos cataliticos enzimaticos sobre esta clase de sustrato se manifiesta una tasa
decreciente continua (ver Figura 2-10), incluso cuando factores como la inhibicion, la
inactivacion y el agotamiento del sustrato parecen insignificantes (Kari et al., 2019).
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Esta desaceleracion, junto con la falta de un tramo claramente lineal en la curva de progreso,
representa un desafio para la aplicacion directa del supuesto de QSS. No obstante, diversos
estudios han demostrado que dicho supuesto puede ser valido dentro de intervalos temporales
definidos, siempre que se cumpla la condicion de equilibrio entre la formacion y
descomposicion del complejo enzima-sustrato (ES). Este equilibrio se alcanza cuando el
cambio en la concentracion total de sustrato es despreciable durante el intervalo analizado
(dS,/dt~0) (Kari et al., 2017).

Una estrategia experimental efectiva para verificar esta condicion consiste en cuantificar la
concentracion de enzima libre a lo largo del tiempo. Si dicha concentracion permanece
constante, como se observa en la Figura 2-9 luego de 2-3 minutos, puede asumirse gque tanto
la adsorcion como la actividad han alcanzado un régimen pseudo-estacionario. Este enfoque
fue incorporado en el presente trabajo: ademas de las curvas de progreso para la obtencion
de las velocidades iniciales de reaccion en QSS, se mide la fraccién de enzima libre durante
la reaccidn a una concentracion de enzima y sustrato especifica. Ademas, mediante esta
metodologia se puede estimar k, como se menciond anteriormente segun la ecuacion (2.15).

T : T ¥ T L T X T % T

1.0 = n ™ n

Fraction of bound enzyme
T

0.0 1 » [ I 2

{Pscudo steady-statef

60

10

Product, (pM)

0k " 1 L 1 L 1 -
0 8 16 24

Time (min)
Figura 2-9: Fraccion de enzima HjCel7A adsorbida sobre Avicel (parte superior) y concentracion de producto formado
(parte inferior) en funcion del tiempo, a una concentracion enzimatica de 500 nM y carga de sustrato de 50 g/L. Las lineas
solidas fueron afiadidas para guiar la visualizacion de los datos experimentales (Kari et al., 2017).
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Figura 2-10: Curvas de progreso y tasas derivadas para dos celulasas (TrCel7A y TrCel6A) actuando sobre celulosa
microcristalina (Avicel) a 25 °C. Los paneles ilustran experimentos bajo condiciones de saturacion de sustrato (paneles Ay
C) y saturacion de enzima (paneles B y D), obtenidos al variar la carga de sustrato o la concentracién enzimatica
respectivamente. Para el analisis de tasas, los autores utilizaron un ajuste tipo P(t)=AtB, cuya derivada proporciona una
estimacion continua de la velocidad de reaccion dP/dt (Kari et al., 2019).
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3 Materiales y métodos

3.1 Metodologia y disefio experimental

Para desarrollar los objetivos especificos de este estudio se muestra en la Figura 3-1 un
esquema que detalla cada uno de ellos (“; Qué?”), la manera de como abordarlos (“;Como?”),
y lo que se obtiene de cada etapa (“;Para qué?”).

L Qué? (Como? (Para qué?
Estimar la concentracion
molar de la enzima Subtilisina » Titular con PMSF una muestra de Alcalase 2.5 L, mediante ensayos con B ‘
en el preparado enzimatico azocaseina para medir actividad enzimética Subtilisina
Alcalase 2.5L
Estimar el tiempo al cual se . N - N
. . t
verifica QSS _( Medir enzima libre Ejp.ce en el tiempo H Qss |
kT
+  Michaelis-Menten (MM) r= M
(ez)mm
+ Reversa Michaelis-Menten (RMM) (S, - T & Eq + Kyy) — T G,y Kondrwane |
Dilucidar el protocolo © Pgssvst = v vsEg > kol Ky r = Km)rm
experimental para encontrar (Ken/Tmm

los parametros cinéticos del
modelo CS ([, k,, vy Kp,)

. N . v,
* Medir enzima libre Erree en 055 = ky = Is_:s
‘0~ Efree

+ Reversa Michaelis-Menten (RMM) (Sq - T & Eg + Kyy) _( (k2)gsss (Mrmm, ¥ (Kim)rmm |
* Pogsvst = v vs Ep = kol Ky

Estimar k3, Ky, I del modelo + Conservacion de sustrato (CS)
CS v verificar su validez + Pgssvst — v vs Eg y/o Sp(seglin protocolo) — kp, I' Ky,

(kz)cs, (Ncs, ¥ (Km)cs |

Figura 3-1: Esquema de metodologia para abordar cada objetivo especifico de la investigacion.

En la Figura 3-1 se observa que existen dos caminos para cumplir con en el objetivo que
busca dilucidar el protocolo para encontrar los parametros cinéticos del modelo CS. Uno de
ellos es por medio del ajuste de los modelos de MM y RMM a datos experimentales que
cumplan sus dominios de validez, y de forma combinada se obtengan los parametros
cinéticos. Sin embargo, tal y como se menciond en otras investigaciones, es posible que para
este tipo de reacciones interfaciales el enfoque de MM no entregue informacion relevante
debido a que su aplicabilidad se limita a concentraciones extremadamente bajas de
concentracion de enzima para este tipo de sustratos, lo que dificulta su desarrollo
experimental. Es por ello que se sugiere una segunda metodologia basada en experimentacion
con el enfoque de RMM, ya que se ha verificado que es Util para procesos enzimaticos
interfaciales debido a que es valido en condiciones experimentales faciles de lograr para este
tipo de sustratos. Este enfoque se complementa con que a partir de los experimentos de
medicion de enzima libre en QSS es posible estimar la constante cinética k,, y por lo tanto
se puede obtener T' al ajustar RMM considerando ese valor para k,. En consecuencia, se
ajustara el modelo CS y verificara su validez una vez se establezca el protocolo experimental
adecuado para la experimentacién con proteina de hueso de salmon.

Se emplearon microparticulas de hueso de salmén (ds, = 10[um]) y se consider6 como
sustrato la proteina contenida por unidad de masa de hueso medida por método Kjeldahl (0.21
Qproteina/Qhueso). Se utilizd Alcalase 2.5L como fuente de enzima Subtilisina. El hueso de
salmoén proviee del esqueldn de salmon proporcionado por la empresa FiordoAustral.
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Tabla 3-1: Variables para cada procedimiento experimental.

Categoria

| Variable/Parametro

| Descripcién/Niveles

Determinaciéon de concentraciéon molar de Subtilina en Alcalase 2.5L

Variable dependiente

Actividad catalitica residual de
la Subtilisina

- Estimada mediante
ensayo con azocaseina

empleado

Variables - Concentracién molar PMSF [5.92x10% — 1.07x1071] [mM]
independientes - Relacion volumen - 0.1/1.4 mL/mL
PMSF:Enzima PSMF:Alcalase2.5L
Parametros/Condicio - Temperatura de reaccion - 50 [°C]
nes controlados/as - Tiempo de incubacion antes de - 10 [min]
medir actividad
- Preparado enzimatico - Alcalase 2.5L

Estimacion de tiempo inicial de QSS

Variable dependiente

Concentracion de enzima libre
[Efree]

Concentracion de producto
formado en el tiempo P(t)

- Estimada mediante
ensayo con azocaseina

- Estimado mediante
valoracion con pH-Stat

Variables
independientes

Concentracion inicial de
Enzima [E]
Concentracion inicial de
Sustrato [Sy]

- 3.82 [uM] (Subtilisina)

- 30.0 [gL™1] (proteina)

Parametros/Condicio
nes controlados/as

Tiempo de toma de muestras
(deteniendo la reaccion en frio)
Tiempo total de reaccion
Agitacion

pH

Concentracion NaOH
Temperatura de reaccion

Tipo de sustrato solido

Método de separacion

- 5,30,60,90,180, 360,
480,600,900,1200 [s]

- 1200 [s]

- 50%

- 75

- 1.5[N]

- 501[°C]

- Mismo lote

- Centrifugacién

Estimacion de pardmetros cinéticos MM: k, y K,,, /T

Variable dependiente

Concentracion de producto
formado en el tiempo P(t)
Velocidad inicial de reaccién a
condiciones de QSS (vg)

- Estimado mediante
valoracion con pH-Stat

- Estimado mediante ajuste
de P(t) aec. (3.7)

Variables
independientes

Concentracion inicial de
Sustrato [S,]

7.5; 14;23;30;45 [gL™1]

Parametros/Condicio
nes controlados/as

Tiempo total de reaccion
Agitacion

pH

Concentracion NaOH
Temperatura de reaccion
Tipo de sustrato solido

- 1200 [s]

- 50%

- 75

- 1.5][N]

- 50][°C]

- Mismo lote

Estimacion de parametros cinéticos RMM: k,T'y K,

34




Variable dependiente

Concentracion de producto
formado en el tiempo P(t)
Velocidad inicial de reaccién a
condiciones de QSS (vg)

- Estimado mediante
valoracién con pH-Stat

- Estimado mediante ajuste
de P(t) aec. (3.7)

Variables
independientes

Concentracion inicial de
Enzima [E,]

7.63x1071; 3.82; 7.63;
1.91x10%; 3.82x10%;
7.63x10%; 1.14x102 [uM]

Parametros/Condicio
nes controlados/as

Tiempo total de reaccion
Agitacion

pH

Concentracion NaOH
Temperatura de reaccion
Tipo de sustrato sélido

- 1200 [s]

- 50%

- 75

- 1.5][N]

- 50][°C]

- Mismo lote

3.1.1 Consideraciones preliminares para experimentos con hueso de salmoén ds, =

10 [pm].

La concentracién inicial de sustrato S, (proteina de hueso de salmdén) se varia en cada
experimento. La concentracion maxima de hueso empleada es del 15 % (m/m) debido a que
en rangos superiores la mezcla hueso-agua tiende a aglomerarse. En la Figura 3-2 se observa
como la mezcla hueso-agua forma una matriz semisélida plastica y moldeable, cuando esta
a una concentracion de 50 % (m/m.

R\

Figura 3-2: Matriz semis6lida,

3.2 Métodos

3.2.1 Titulacion del sitios activos en Alcalase 2.5L (Subtilisina)

hueso-agua.

1. Materias primasy reactivos:

o Azocaseina

Solucién tampon sodio fosfato 50 [mM] pH 7.5
Acido tricloroacético (TCA) 10% (v/v)

NaOH 1[N]

PMSF

0O O O O O
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Etanol absoluto

| -
plastica, y moldeable, con 50% p/p de hueso ds, = 10 [um] en una mezcla




o Alcalase 2.5L
o Agua desionizada

2. Equipos:
o Bafio térmico seco
o Espectrofotometro
o Balanza analitica

3. Procedimiento experimental:
Preparacion Azocaseina 1.0% (m/v)
1. Pesar 1.00 [g] de azocaseina en balanza analitica.
2. Disolver la azocaseina en 100 [mL] de solucion tampodn sodio fosfato (50 [mM], pH
7.5) con agitacion y calefaccion a 50 [°C].
3. Dividir en porciones (se recomienda en tubos falcon de 50 [mL]) y almacenar
congelado en caso de no usarse inmediatamente.

Preparacion de PMSF

1. Pesar 0.1 [g] de PMSF y diluir en 10 [mL] con etanol absoluto. Rotular esta dilucion
como C;.

2. Diluir C; 10 veces. Se recomienda que la dilucion sea tomando 1.0 [mL] de C; y
aforar en 100 [mL] con etanol absoluto. Rotular esta dilucién como C,.

3. Diluir C, 10 veces. Se recomienda que la dilucién sea tomando 1.0 [mL] de C, y
aforar en 100 [mL] con etanol absoluto. Rotular esta dilucion como Cs.

4. Diluir C5 en razones de 1:10, 3:10, 4:10, 6:10, 8:10, en tubo ependorf de 1.5 [mL],
para esto se suponen volimenes aditivos, y se mezcla la cantidad necesaria de
volumen de C; + volumen de etanol absoluto para cumplir con las diluciones en un
total de 1 [mL] (ver Figura 3-3). Rotular diluciones como Cs4, C35, Cs3, C34, Css,
respectivamente.

Preparacion muestra de solucién de proteasa para titulacién de sitios activo: Para cada
muestra agregar en un tubo ependorf de 1.5 [mL], 0.1 [mL] de PMSF de dilucion Cs;
(i{1,2,3,4,5}), y 1,4 [mL] de Alcalase 2.5L diluida 1:935 (ver Figura 3-3).

€31 0.1 mLde C3
— * Muestra
0.9 mL de Etanol abs. .
PMSF para medir Alcalase 2.5L
actividad
C32 0.3 mLdeC3
— + & )
0.7 mL de Etanol abs. —— 10.7 mL de LmL de
- CE1 Alcalase 2.5L
0.1 g PMSF 1mLdeCl 1mL de C2 + M
+ + + 04 mLdeC3 - 1.4 mL de Agua Agua
Etanol abs. Etanol abs. Etanol abs. €33 4 ml de dliucién desionizada desionizada
—> —> —> . 0.6 mL de Etanol abs. 1) Alcalé‘ES; 25L — —
hetl L il \—/ 0.1 mL de 100 mL, 100 mL)
c34 0.6 mLdeC3 \v ], dliucién
+ oY o}
c1 c2 c3 —> 0.4 mL de Etanol abs. PMSF CE2 CE1
C3i
i={1,2,3,4,5)
35 0.8 mL de C3
._) +

0.2 mL de Etanol abs.

Figura 3-3: Preparacion de muestras para curva de titulacion de Subtilisina con PMSF.
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Titulacion de sitios activos mediante ensayo de actividad

1.

o 0k w

7.
8.
9.

Para crear muestras de proteasa con el agente inmovilizante de serina (PMSF),
agregar en un tubo ependorf de 1.5 [mL], 0.1 [mL] de PMSF de dilucion Cs;
(i{1,2,3,4,5}), y 1,4 [mL] de Alcalase 2.5L diluida 1:935 (ver Figura 3-3).

En el bafio seco a 50 [°C] incubar 1.0 [mL] de azocaseina 1.0% (m/v) en tubo
eppendorf de 2 [mL].

Afiadir 100 [mL] de solucion de proteasa-PMSF, y agitar en vortex.

Volver al bafio seco e incubar por 10 minutos.

Detener reaccion agregando 1.0 [mL] de TCA 10%, agitar en vortex.

Para el blanco incubar 1.0 [mL] de azocaseina 1.0% (m/v) por 10 minutos. Agregar
1.0 [mL] de TCA 10% (v/v), y luego afadir los 100 [uL] de solucién de proteasa-
PMSF.

Separar fases centrifugando a 8000 RCF por 6 minutos.

Mezclar 1.0 [mL] de sobrenadante con 1.0 [mL] de NaOH 1[N].

Medir absorbancia a 440 [nm]

10. Hacer ensayo en duplicado o triplicado.

Consideraciones para el ensayo

@)
®)

Obtener curva de actividad proteolitica vs concentracion de PMSF.

Se realizan ensayos preliminares [U/mL] para determinar las concentraciones de
PMSF [mM] a utilizar de forma que se obtenga la parte lineal de la curva, y ademas,
que se obtenga un absorbancia medible a 440 [nm] entre 0,999 y 0,100.

Unidad actividad proteolitica [U/g]

Se define la unidad de Actividad proteolitica U/g como la cantidad de preparado
enzimatica (en gramos) que es responsable de producir un cambio en 1,0 unidad de
absorbancia medida a 440 nm en cubeta de 1 [cm], por minuto de reaccion bajo las
condiciones del ensayo con azocaseina descritas en el procedimiento (azocaseina 1%
(m/v), pH 7,5, 50°C por 10 min). Desde ahora en adelante la unidad U/g se referira
Unicamente a la actividad proteolitica obtenida del ensayo con azocaseina descrito.
Teniendo en cuenta esta definicion, el valor de la actividad proteolitica en las unidades
[U/g] se obtendra determinando la pendiente de la recta Absorbancia vs Cantidad de
enzima (en gramos) y dividiéndola por los 10 minutos de reaccion. Esto siempre
verificando la linealidad de la recta obtenida.

3.2.2 Hidrolisis enzimatica
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Materias primas y reactivos:
o Alcalase 2.5L
Hueso de salmoén dsy = 10 [um]
Agua desionizada
NaOH 1.5 [N]
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2.

Equipos:
o Balanza analitica
o Bafio termorregulado
o Valorador compacto Mettler-Toledo G20
o Refrigerador

—

u'..g"

Figura 3-4: Montaje experimental para llevar a cabo las hidrélisis enzimaticas y la valoracion de grupos a-NH3 mediante

3.

pH-stato, utilizando bafio termorregulado y el equipo Mettler-Toledo G20.

Procedimiento experimental:

Antes de hidrolizar:

o

Verificar nivel de agua (desionizada) en el bafio termorregulado, encender y fijar la
temperatura de trabajo (52 [°C])

Preparar enzima (diluir) y almacenar refrigerada

Encender equipo valorador compacto G20, calibrar el electrodo y lavar la bureta con
la solucion tituladora (NaOH 1.5 [N])

Preparar mezcla hueso-agua en un vaso de reaccion (reactor)

Hidrolisis:

1.

2.
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Introducir reactor en el bafio termorregulado. Introducir electrodo y termocupla
(Figura 3-4), y comenzar a agitar con velocidad en 50%.

Una vez la mezcla haya alcanzado la temperatura de trabajo (~50 — 52 [°C]), ajustar
el pH de la mezcla de reaccion a 7.5 usando la dosificacion auténoma de NaOH (1.5
[N]) del equipo valorador, considerando un programa que ajuste el pH al que se desea
trabajar durante 10 a 20 minutos. Cabe sefialar que se me emplea NaOH para el ajuste
de pH debido a que la mezcla de hueso-agua es &cida (pH~5.0).

Seleccionar el programa de valoracién a pH 7.5 durante 10 minutos, con agitacion al
50%. Una vez el equipo comience a medir esperar 20 segundos para que el pH de
reaccion sea estable (~7.5), y afiadir 100 [uL] de enzima. El equipo llevara registro



del volumen dosificado de solucién tituladora en el tiempo, asi como también del pH
y la temperatura. Llevar registro de los segundos exactos que se esper6 para afadir la
enzima una vez el equipo comenzé a medir, ya que estos deben ser considerados al
momento de tratar los datos.

4. Al finalizar el tiempo de reaccidn que se desea medir (10 minutos), retirar el vaso de
reaccion del equipo, lavar con agua desionizada el electrodo, la termocupla y el
agitador. Para este estudio se descarta el contenido del reactor en el desagiie.

5. Almacenar los datos en una planilla Excel sefialando la concentracion inicial de
enzimay hueso empleada.

3.2.3 Estimacion de tiempo inicial de QSS

Para cuantificar la formacién del complejo-enzima sustrato se mide la actividad de la enzima
presente en la fase soluble (enzima libre), a diferentes instantes de la reaccion. Dado que la
actividad inicial en la reaccion esti asociada a la concentracion inicial de enzima en el
experimento, se considera que la actividad residual entre la actividad inicial y la actividad de
la fase soluble corresponde a la concentracion del complejo enzima-sustrato.

1. Materias primasy reactivos:
o Azocaseina
Solucién tampon sodio fosfato 50 [mM] pH 7.5
Acido tricloroacético (TCA) 10% (v/v)
NaOH 1[N]
Etanol absoluto
Alcalase 2.5L (1:50)
Hueso de salmoén dg, = 10 [um] (8.0 [9])
Agua desionizada
NaOH 1.5 [N]

O O O O O O O O

2. Equipos:
o Bafio térmico seco
Espectrofotometro
Balanza analitica
Bario termorregulado
Valorador compacto Mettler-Toledo G20
Refrigerador
Congelador

O O O O O O

- Procedimiento experimental:
Antes de hidrolizar:

o Almacenar en el congelador los tubos ependorf que se emplearan para la
extraccion de muestras de la reaccion de hidrolisis en diferentes instantes.

o Verificar nivel de agua (desionizada) en el bafio termorregulado, encender y fijar
la temperatura de trabajo (52 [°C])

o Preparar enzima (diluir) y almacenar refrigerada

o Encender equipo valorador compacto G20, calibrar el electrodo y lavar la bureta
con la solucion tituladora (NaOH 1.5 [N])
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o Preparar mezcla hueso-agua en un vaso de reaccion (reactor)

Hidrolisis:

1. Introducir reactor en el bafio termorregulado. Introducir electrodo y termocupla, y
comenzar a agitar con velocidad en 50%.

2. Una vez la mezcla haya alcanzado la temperatura de trabajo (~50 — 52 [°C]), ajustar
el pH de la mezcla de reaccion a 7.5 usando la dosificacion autonoma de NaOH (1.5
[N]) del equipo valorador, considerando un programa que ajuste el pH al que se desea
trabajar durante 10 a 20 minutos. Cabe sefialar que se me emplea NaOH para el ajuste
de pH debido a que la mezcla de hueso-agua es acida (pH~5.0).

3. Seleccionar el programa de valoracion a pH 7.5 durante 20 minutos, con agitacion al
50%. Una vez el equipo comience a medir esperar 20 segundos para que el pH de
reaccion sea estable (~7.5), y afiadir 100 [uL] de enzima. El equipo llevaré registro
del volumen dosificado de solucién tituladora en el tiempo, asi como también del pH
y la temperatura. Llevar registro de los segundos exactos que se esperd para afadir la
enzima una vez el equipo comenz6 a medir, ya que estos deben ser considerados al
momento de tratar los datos.

4. Una vez afiadida la enzima, extraer muestras de 0.5 [mL] a diferentes instnates de la
reaccion, y depositarlas en los tubos ependorf previamente enfriados y reservar en
frio.

5. Al finalizar el tiempo de reaccién que se desea medir (20 minutos), retirar el vaso de
reaccion del equipo, lavar con agua desionizada el electrodo, la termocupla y el
agitador. Para este estudio se descarta el contenido del reactor en el desague.

6. Almacenar los datos en una planilla Excel sefialando la concentracion inicial de
enzima y hueso empleada.

7. Centrifugar las muestras de reacciéon durante 6 minutos a 8000 RCF. Extraer la fase
de cada muestra en tubos ependorf previamente rotulados segun el instante de tiempo
en el que se extrajo cada una.

8. Reservar muestras para ensayo de actividad con azocaseina.

Ensayo con azocaseina para medir actividad proteolitica

1. En el bafio seco a 50 [°C] incubar 1.0 [mL] de azocaseina 1.0% (m/v) en tubo
eppendorf de 2 [mL].

2. Afadir 100 [mL] de solucion de muestra de reaccion, y agitar en vortex.

3. Volver al bafio seco e incubar por 10 minutos.

4. Detener reaccion agregando 1.0 [mL] de TCA 10%, agitar en vortex.

5. Para el blanco incubar 1.0 [mL] de azocaseina 1.0% (m/v) por 10 minutos. Agregar
1.0 [mL] de TCA 10% (v/v), y luego afadir los 100 [uL] de muestra de reaccion.

6. Separar fases centrifugando a 8000 RCF por 6 minutos.

7. Mezclar 1.0 [mL] de sobrenadante con 1.0 [mL] de NaOH 1[N].

8. Medir absorbancia a 440 [nm]

9. Hacer ensayo en duplicado o triplicado.
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3.2.4 Estimacion de tiempo inicial de QSS mediante filtro de suavizado y
diferenciacion de Savitzky-Golay (savgol)

El filtro de suavizado y diferenciacion Savitzky-Golay se utiliza a menudo para suavizar

datos ruidosos (por ejemplo curvas experimentales) sin perder las caracteristicas importantes,

como los picos o las tendencias locales. Este filtro permite reducir el ruido de alta frecuencia

en una sefial gracias a sus propiedades de suavizado, asi como las sefiales de baja frecuencia

(p. €j., debido a desplazamientos y pendientes) mediante la diferenciacion.

El filtro consiste en que para una determinada sefial medida en N puntos, y un ancho de filtro
“w”, savgol ajusta un polinomio de orden “o0” mediante minimos cuadrados, en cada ventana
de filtro a medida que el filtro se mueve a traves de la sefial, y reemplaza el punto central por
el valor del polinomio. El ancho de ventana del filtro “w” es tipicamente un valor impar, y a
medida que este valor es mas grande, implica que la curva es méas suavizada pero disminuye
el detalle de la curva (ver Figura 3-5). En cuanto al orden del polinomio “0”, grados mas
altos permiten seguir mejor curvas con cambios rapidos, pero también pueden introducir
oscilaciones indeseadas. Una restriccion para el filtro es que w > (o + 1), es decir, el nimero
de mediciones debe ser > al nimero de pardmetros a estimar. Si w > (o + 1) entones el
filtro suaviza la sefial, y si w = (o + 1) no se proporciona suavizado (Gallagher, s. f.).

16000 -

Measured | |
w=7

w=15
w=27 7

14000 -

12000

10000

8000
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. .

300 350 400
-1

Wavenumber (cm™)

Figura 3-5: Espectro de medido (azul) y datos suavizados de savgol con ancho de filtro w={7,15,27}, y oren polinomial
0=2 (Gallagher, s. f.).

Dado que ya se tiene un polinomio ajustado, se puede derivar analiticamente. Al aplicar la
primera derivada se logran resaltar cambios bruscos en la sefial (pendientes), mientras que al
aplicar la segunda derivada se resalta la curvatura de la sefial (donde empiezan y terminan
los picos). Esto permite suprimir las variaciones lentas, es decir, las sefiales de baja frecuencia
como desplazamientos de base, inclinaciones del fondo o tendencias lineales que no son de
interés. Lo que sobrevive son los cambios mas rapidos en la sefial, que suelen corresponder
a la informacidn real: aparicion de un pico, un cambio en la velocidad de reaccion, un umbral
fisioldgico.
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En el presente trabajo, el filtro de Savitzky-Golay se utilizé con el propdésito especifico de
estimar el tiempo inicial de establecimiento del régimen de QSS en las curvas de progreso de
reaccion.

-Procedimiento y criterio de QSS (MATLAB)

Las curvas de progreso P(t) seran suavizadas y derivadas mediate un filtro de Savitzky-
Golay (orden 2-3; ventana temporal de 90-120 [s]) con el fin de estimar la velocidad
instantanea de formacion de producto P(t). El inicio del régimen de QSS (tqss) se

determinara como el primer instante en que la pendiente local P(t), estimada por regresion
lineal en una ventana temporal deslizante, permanece por debajo de un umbral definido € =
k MAD(P), mediante la desviacion absoluta mediana MAD(x) = (mediana(|x —
mediana(x)|), con k = 3. Durante al menos 25 puntos consecutivos. Ademas, se exigio un
coeficiente de variacion menor a 0.08 dentro de una ventana de validacion.

A partir toss, la formacion de producto se redefinié como P*(t) = P(t) — P(tqgss), t =
tgss 10 que implica que P*(tgss) = 0. Luego, los datos experimentales de las curvas de
progreso P*(t) se ajustaron a la ecuacion logaritmica de formacion de producto (ecuacion
(3.7)) y a partir del parametros “a” se obtuvo la velocidad inicial en QSS “v”, junto con su
IC del 95% de certeza obtenido de la matriz jacobiana del ajuste.

3.2.5 Herramientas de calculo y anélisis de regresion

Para esta investigacion se ha requerido calcular los pardmetros de dos principales ecuaciones
no lineales mediante ajustes de regresion, los cuales resultan significativos para el analisis de
los resultados. A continuacion, se detalla la metodologia empleada para calcular los
pardmetros y el posterior analisis de dicho ajuste.

a) Calculo de parametros mediante regresion no lineal: minimizacion del error
cuadratico (SCg)
Se define como residuo a la diferencia entre lo observado (y;) y lo estimado o predicho (¥;),
y es también una estimacion del error e; segun la ecuacion (3.5) (Gutiérrez Pulido & de la
Vara Salazar, 2008).

ei=yi— % (3.5)

Luego, es claro observar que, si el valor estimado es considerablemente distinto al valor
observado, este error crecerd en magnitud, por lo que se dice que el modelo no estaria
representando bien a los datos experimentales. Es por ello que para cuando los parametros
del modelo son una incdgnita y se desea obtenerlos mediante experimentos, se puede recurrir
a herramientas computacionales que busquen minimizar este error al ir iterando los
parametros desconocidos. Dado que al momento de minimizar una funcion se puede
considerar que esta pueda aumentar en magnitud, pero negativamente, es que la ecuacion
(3.5) se eleva al cuadrado, de esta forma su recorrido siempre serd mayor a cero, y al
minimizarla, su objetivo serd encontrar aquellos valores de los pardmetros que permitan que
esta tienda a cero. Por otro lado, como cada dato observado tendra un error asociado a su
prediccion, es que para que el modelo ajuste a todos los datos simultaneamente se calcula lo
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que se conoce como ‘“suma de cuadrados del error”, que estd dada por la ecuacién
(3.6)(Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

SCg = Z(Yi - 91)° (3.6)

Mediante la herramienta Solver de Excel es posible calcular los parametros de un modelo,
minimizando la ecuacion (3.6).

b) Analisis de calidad del ajuste
Para evaluar si la regresion efectuada en el punto a mediante minimizacion de la suma de los
errores al cuadrado del modelo ajustd bien los datos, es que existen criterios cuantitativos
que representen qué tanta variabilidad presente en la variable de respuesta fue explicada por
el modelo (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

e Raiz de error cuadrado medio (RMSE)
Es uno de los dos indicadores de rendimiento principales para un modelo predictivo de
regresion. Mide la diferencia media entre los valores previstos por el modelo predictivo y los
valores reales. Proporciona una estimacion de la capacidad del modelo predictivo para
predecir el valor (precision). Se calcula como:

n
1
RMSE = |~ (y; = 9))? (3.7)
i=1

e Coeficiente de determinacion R?
Se interpreta como la proporcion de la variabilidad de los datos que es explicada por el
modelo, y se calcula segun la ecuacion (3.8).

R? = Variabilidad explicada por el modelo  SCg (3.8)
B Variabilidad total Sy '

Donde SCg y Syy se calculan segln las ecuaciones (3.9) y (3.10), respectivamente, con y
como el promedio de todos los datos observados:

n

SCr = ) @ =) (3.9)
i=1

Syy = SCg + SCg (3.10)
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Donde 0 < R? < 1, mientras que si R? es mas cercano a 1, se puede decir que la variabilidad
explicada por el modelo se acerca a la existente en los datos observados, por lo que la calidad
del ajuste podria ser satisfactoria.

o Coeficiente de determinacion ajustado Razljustado
Este coeficiente se calcula segun la ecuacion (3.11).

CMTotal - CME

2 —
Rajustado - CMTotal (3.11)

Donde el cuadrado medio tota, CM,,;, S Obtiene al dividir la suma de los cuadrados totales
Syy, entre sus grados de libertad (n — 1), con n el total de observaciones, y el cuadrado medio
del error, CMg, al dividir la suma de cuadrados del error en sus grados de libertad (n — p).
En general, para fines de prediccion se recomienda un coeficiente de determinacion ajustado
de al menos 0.7.

e Media del error absoluto (mea)
Otra forma de medir la calidad del ajuste es a través de la media del valor absoluto de los
residuos segun la ecuacion (3.12).

B Jel

n

mea (3.12)

Mientras mejor sea el ajuste, los residuos serdn mas pequefios y, en consecuencia, también
la mea tendera a ser mas pequefia. La mea es til para ver cuanto falla en promedio el modelo
al hacer la estimacidn de la variable de respuesta.
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4 Resultados y Discusion

4.1 Concentracion molar de Subtilisina en Alcalase 2.5L

La recta obtenida mediante el procedimiento de titulacion del sitios activos en Alcalase 2.5L
(Subtilisina) se observa en la grafica de la Figura 4-1.

20 F
L-
e Act. = -3.8094 [PMSF] + 1.7437
3 R2 = 0.9965
= .
2, 10 e
- =,
S
.
N 1 1 1 1 1 1 1 1 .' X3
015 01 02 03 0,4 05
[PMSF] [mM]

Figura 4-1: Ensayo de actividad para titular la concentracion de enzima presente en el preparado enzimético Alcalase 2.5L.

Con la ecuacion de la recta que se obtiene mediante la estimacién lineal de los puntos
experimentales se predice la concentracion de PMSF requerida para inactivar completamente
a la proteasa presente en la dilucion de Alcalase 2.5L empleada. En este punto se cumple que
los moles de PMSF son equivalentes a los moles de Subtilisina, ya que esta proteasa posee
un solo sitio activo. Considerando la dilucién empleada de Alcalase 2.5L y el volumen que
se afiadio de enzima en el procedimiento experimental a la mezcla PMSF-proteasa, se calcula
la concentracion molar en el preparado enzimatico, y se obtiene un valor de 30.53 [mM].
Este valor es el que se usara en el desarrollo de esta investigacion para el calculo de E, en
todos los experimentos.

4.2 Tiempo al cual se verifica Quasi Steady State (QSS)

Para describir la cinética de la proteina de hueso de salmé6n mediante las ecuaciones de MM,
RMM, y CS, se debe asumir QSS. El supuesto de QSS solo se cumple si el complejo enzima-
sustrato (ES) se genera a la misma velocidad que se desintegra, esto generalmente se cumple
cuando el cambio en el sustrato total (S,) es insignificante (dS,/dt = 0). En enfoques de
sistemas homogéneos, donde tanto la enzima como el sustrato son solubles, el instante en
que se alcanza QSS es casi inmediato, por lo tanto se dice que v se calcula como dP/dt
cuando t — 0. Sin embargo, para sustratos solidos e insolubles se ha demostrado que las tasas
iniciales de reaccion estdn dominadas por una fase de “explosion” (tjump) Previa al QSS que

sobre estima el valor de vy, y por lo tanto se vuelve de gran importancia estimar el tiempo
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en el cual se da inicio al régimen de QSS (tyss) en proteina de hueso de salmén para la
aplicabilidad de los modelos cinéticos en cuestion.

Como se ha mencionado anteriormente, la concentracién molar de los sitios de ataque en un
sustrato solido insoluble difiere de la de un sustrato soluble, ya que la mayoria de los sitios
de ataque son inaccesibles a la degradacion enzimética durante la fase inicial de reaccion.
Los estudios que se han realizado en celulosa, un polimero sélido de naturaleza insoluble,
apuntan que para dilucidar si un sustrato tiene caracteristicas de “sustrato conservante” se
debe medir la concentracion de producto dependiente del tiempo, y la enzima libre (Ef.ec)
durante reacciones de hidrolisis de aproximadamente 20 [min]. En base a la metodologia
propuesta es que a continuacion se presenta el resultado de este experimento en la Figura 4-2.
Se observa que la fraccion de enzima ligada (asociada a la formacion del complejo [ES])
inicialmente tiene un maximo cercano a los 60 [s] el cual se asocia al momento inicial de
“explosion” (tjump) Para luego disminuir y estabilizarse aproximadamente desde los 260 [s]
iniciada la reaccion, considerando entonces que este es el tiempo donde se podria considerar
el inicio del QSS (tqgss). Mas adelante, cuando se discuta sobre el valor estimado de T', se
volvera a analizar el panel inferior de la Figura 4-2, para evaluar si la proteina de hueso de
salmén cumple con el comportamiento de sustrato conservante.

En la Figura 4-3 se presentan los resultados al aplicar el filtro SG a las curvas de progreso de
los experimentos (expl y exp2) expuestos en la Figura 4-2. El instante temporal en el que se
detecta el inicio del régimen de QSS es a los 270 [s] y 228 [s], respectivamente. El filtro
también detecto el tj,m, a los 45 [s] y 80[s], respectivamente. EI analisis numérico (SG)
reprodujo y cuantifico las tendencias observadas visualmente en la Figura 4-2.
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Figura 4-2: Fraccion de enzima Alcalase 2.5L (Subtilisina) adsorbida sobre proteina contenidas en microparticulas de
hueso de salmoén (dso = 10 [um]) (parte superior) y concentracion de producto formado (parte inferior) en funcion del
tiempo, a una concentracion inicial enzimatica de 3.81 [uM] y carga inicial de sustrato de 30 [g L™1]. Las lineas solidas

fueron afiadidas para guiar la visualizacion de los datos experimentales. La linea punteada azul representa el tiempo en el
que ocurre un salto en el comportamiento de la formacion de complejo enzima-sustrato (tjump), 12 linea punteada roja
representa el tiempo donde se considera el inicio del QSS (tqss).
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Figura 4-3: Obtencion de tj,mp, ¥ tqss Mediante el filtro de SG para los experimentos a una concentracion inicial

enzimatica de 3.81 [uM] y carga inicial de sustrato de 30 [g L™1].

El analisis numérico con el filtro SG se empled en todos los experimentos realizados con el
enfoque de RMM (esto debido a un andlisis que se discutird posteriormente). Los tiempos
tqss obtenidos se graficaron en la Figura 4-4. En esta investigacion se consider6 que el
tiempo de inicio de QSS para el calculo de v sera el tiempo maximo calculado, es decir
tgss = 300 [s], ya que de esta forma se garantiza que todos los experimentos estén bajo este

régimen.

360
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120 |
A S030 [g/L]
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40 80 120
E, [UM]

Figura 4-4: toss obtenidos mediante el analisis numérico (SG) para los experimentos con el enfoque de RMM.
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4.3 Protocolo experimental para encontrar los parametros cinéticos del
modelo CS (k,, K,,,, Yy T)

4.3.1 Experimentos para analisis de Michaelis-Menten (MM)

Una de las principales limitaciones experimentales para analizar el enfoque de MM, es que
el hueso de salmon (ds, = 10[um]) para concentraciones superiores a 15 % (m/m) tiende
a aglomerarse, por lo que dificulta las mediciones que permiten el calculo de velocidad inicial
de reaccion segun la metodologia propuesta con pH-Stato. A continuacion, en la Figura 4-5
se presentan los resultados obtenidos de las velocidades iniciales de reaccion cuando la
reaccion alcanza QSS. Se ajustd el modelo de MM a cada experimento por separado, y sus
parametros se presentan en la Tabla 4-1.

12 16 8

x 103

4 E0 7.63x10-1 [uM] A | [ 4E07.63x10-1 [uM] B
E0 3.81x10-3 [UM] E0 3.81x10-3 [UM]

E0 1.91x10-3 [M] » | E0 1.91x10-3 [uM] 1 6
8 E0 9.53x10-4 [UM] E0 9.53x10-4 [UM]
L N _ .

Vs [UM s71]

Voo/Eo [51]

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Selg L] SelgL7]

Figura 4-5: En el panel A se muestran los ajustes del modelo de Michaelis-Menten a los resultados experimentales de v
en QSS para cada E,. En el panel B se muestran los mismos ajustes, normalizado por E,. Considerar para el panel B que
en el eje de las ordenadas izquierdo se leen los valores de v /E, para la concentracion 7.63x10~* [uM], y las demas
concentraciones se leen en el derecho.

En la Figura 4-5 se observa que es necesario experimentar con concentraciones de sustrato
mayores a 45 [gL™1] para obtener informacion experimental sobre la saturacion de la
enzima, lo cual no es viable por el comportamiento fisico de la muestra antes mencionado
(se aglomera). A su vez, si se disminuye la concentracion enzimatica en érdenes de magnitud,
tampoco se visualiza la saturacion enzimatica. En el panel B se observa que el criterio de
Michaelis-Menten en que la concentracién de sustrato supera en creces la concentracion
inicial de enzima tampoco estaria cumpliéndose, ya que de ser asi, no se observaria una

) . . MM k,S
dependencia de E, en cada corrida experimental <V]S; = 2—K‘1n> Por lo tanto, tal y como se

0 SO+T
estudio en el caso de la celulosa (Kari et al., 2017), el enfoque de MM desde un punto de
vista experimental es mas complejo de lograr para un sustrato sélido, en este caso, proteina

de hueso de salmon.
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Tabla 4-1: Parametros obtenidos del ajuste al modelo de Michaelis-Menten a los resultados experimentales de v, en QSS

para cada E,.

Eo [UM] k, [s71] terror Ky [gL™!]  zerror
7.63x1071  1.96x10? 5.80 28.9 17.8
3.81x1073 3.16x10%  7.81x102 47.4 19.1
1.91x107® 5.07x10%®  1.15x103 31.8 13.9
9.53x10™* 1.37x10*  4.20x103 50.1 25.0

4.3.2 Experimentos para analisis de Reversa de Michaelis-Menten (RMM)

Tal y como se menciond anteriormente, para sustratos solidos e insolubles como la celulosa,
se han obtenido mejores resultados para el analisis de su cinética enziméatica mediante
experimentos donde la concentracion inicial de enzima supere en creces la concentracion
inicial del sustrato (enfoque de RMM). A continuacién se exponen los resultados
experimentales obtenidos al hidrolizar proteina de hueso de salmén mediante la accién

catalitica de Subtilisina (Alcalase 2.5L).

En la Figura 4-6 se grafica el ajuste al modelo de RMM. En el panel B se observa el
cumplimiento del criterio de saturacién de sustrato, dado que al normalizar los datos
experimentales y el modelo de RMM por S, los datos experimentales se alinean a una Unica

RMM
tendencia, marcada por el ajuste del modelo, y no dependen de S, (VSS =

36
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Vss/SO [leO' g<1 S-l]
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Figura 4-6: En el panel A se muestra el ajuste del modelo de Reversa de Michaelis-Menten a los resultados
experimentales de vgs en QSS. En el panel B se muestran el mismo ajuste, normalizado por S,.
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Los parametros estimados por el ajuste se presentan a continuacion en la Tabla 4-2, los

errores de los parametros provienen de la matriz de covarianza del ajuste no lineal.
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Tabla 4-2: Parametros cinéticos obtenidos del ajuste al modelo de Reversa de Michaelis-Menten a los resultados
experimentales de v, en QSS.

Parametro Valor *error
k,[ [umolg~1s™1]  0.824 0.053
K [UM] 7.39 1.74

Dado que el enfoque MM fue descartado para estimar los pardmetros cinéticos del modelo
CS en conjunto con el modelo RMM, es que se requiere estimar k, por separado para
desacoplar I y k, del ajuste del modelo de RMM. Se empleara entonces un enfoque basado
en RMM y la medicion de enzima libre en QSS (Efree,st) para obtener k.

4.3.3 Procedimiento seleccionado para establecer el protocolo experimental para
encontrar los parametros cinéticos del modelo CS (k;, K,,,, y I)

Para estimar k, se utilizaron los resultados del experimento donde se midié Eg... en el
tiempo, y se consideraron las concentraciones de enzima libre medidas posterior al toss =

300 [s]. Se estimé k, como el promedio obtenido al calcular en cada punto este parametro

segun lo planteado en la ecuacion (2.15) como: k, = % Los resultados se presentan
0~ Efree,QSS

a continuacion en la Figura 4-7.

12

k, [s1]

A expl
exp 2
Promedio

300 325 350 375

t[s]
Figura 4-7: Resultados experimentales para estimar k, mediante la medicién de enzima libre en QSS.

Mediante esta metodologia se obtuvo k, = 8.49 + 0.49 [s™1], cuyo margen de error fue
calculado como el intervalo de confianza (IC) con 95% de certeza. Considerando k, fijo se
ajustd el modelo RMM a los datos experimentales (ver Figura 4-8) y se obtuvieron los
parametros que se exponen a continuacion en la Tabla 4-3. En cuanto a los indicadores de
calidad del ajuste, el modelo RMM explica aproximadamente el 89% de la variabilidad
observada (R?) en v, como también de que la cantidad de parametros ajustados mantiene
una buena calidad explicativa (joustado)' En cuanto al RMSE, este cuantifica la dispersion
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promedio de los residuos, considerando que la escala de vy, de los experimentos, este
representa cerca de un 10% de las velocidades mas altas, indicando una buena precision pero
con tendencia a errores sistémicos en los extremos. En cuanto al mae, en promedio las
predicciones del modelo de RMM se desvian menos de 2 [uMs™!] de los valores
experimentales, mostrando que los errores son moderados y no hay valores atipicos extremos.

Tabla 4-3: Parametros cinéticos obtenidos del ajuste al modelo de Reversa de Michaelis-Menten a los resultados
experimentales de vy en QSS, conk, = 8.49 £ 0.49 [s™*] obtenido mediante la cuantificacion de Efee gss-

_ RMSE mae
Modelo [ [umol g 1 Ky [MM] [uM s71] R? Rgl]'ustado [uM s71]

RMM  9.71x1072 46.23x1073 7.40 +1.74 2.33 0.8895 0.8761 1.82

45030 [g/L]
30 1 S0 7.5 [g/L] A A

0 40 80 120
Es [1M]

Figura 4-8: Ajuste del modelo RMM a los datos experimentales mediante regresion no lineal, con k, = 8.49 + 0.49 [s™1]
obtenido mediante la cuantificacion de Egee gss-

4.4 Estimacion de parametros cinéticos (k,, K,,,, y I') mediante el modelo
de conservacién de sustrato (CS)

A continuacidon se presentan los resultados del ajuste de los datos experimentales que se
emplearon para el ajuste de RMM al modelo CS, mediante regresion no lineal. Andersen
et al. (2018) propuso que el enfoque experimental para ajustar el modelo CS por regresion
no lineal es cuando no hay un exceso significativo de enzima ni de sustrato, por lo que, ya
teniendo en cuenta que se esta en un régimen donde predomina la concentracion de enzima
por sobre la de sustrato, es que se ajusta el modelo CS con k, fijado al valor obtenido en los
experimentos previos, con el fin de ajustar dos pardmetros y disminuir la correlacion
existentes entre los parametros del modelo cuando hay un exceso de enzima o de sustrato.
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Figura 4-9: Ajuste del modelo CS para obtener 'y K, , con k, = 8.49 + 0.49 [s~1] obtenido mediante la cuantificacion
de Efree,qss- Las lineas punteadas representan el intervalo de prediccion del modelo con un 95% de certeza.

En la Figura 4-9 se observa el ajuste de los datos experimentales al modelo CS, considerando
ademas el intervalo de prediccion del modelo con un 95% de certeza, lo que quiere decir que
dentro de ese intervalo es muy probable que se ubiquen futuros datos a las mismas
condiciones del experimento. Al analizar los pardmetros obtenidos en la Tabla 4-4 y la
bondad de ajuste, se observa que el modelo CS explica aproximadamente el 89% de la
variabilidad observada (R?) en v, Y que la cantidad de parametros ajustados mantiene una
buena calidad explicativa, al igual que ocurri6 en RMM. EI RMSE disminuy0 levente en
comparacion al ajuste por medio de RMM, al igual que el mae, lo que da cuenta de que CS
captura de mejor manera los datos experimentales en todo el rango.

El valor de K, (4.50 + 1.59 [uM]) obtenido se encuentra dentro del rango reportado para
Subtilisina en estudios cinéticos con péptidos modelo (Ruan et al., 2008), donde se describen
valores entre 0.6 — 156 [uM], dependiendo de la secuencia del sustrato y la variante
enzimatica. Esto indica una afinidad elevada de la enzima hacia los sitios disponibles de
ataque del sustrato. Aun cuando se empled una matriz proteica mas compleja (proteina de
hueso de salmon), la buena afinidad podria deberse al reducido tamafio de particula
(dsp = 10[um]), que ofrece una amplia superficie especificay facilita el acceso de la enzima
a regiones expuestas ricas en enlaces peptidicos susceptibles de hidrélisis. Esto sugiere que
la morfologia del sustrato y la disponibilidad superficial de los sitios cataliticos juega un rol
importante en la afinidad observada.

Tabla 4-4: Parametros cinéticos del modelo CS ajustado mediante regresion no lineal para los datos experimentales con
enfoque en RMM k, = 8.49 4+ 0.49 [s™1].

- RMSE mae
Modelo I [umol g] Km MMl yo1p R Riustado 1)

CS 9.70x10~? +5.50x10~3 4.50 +1.59 2.32 0.8907 0.8747 1.84
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En la Tabla 4-5 se presentan valores de I' calculados para sustratos solidos insolubles como
la celulosa (Avicel) con diferentes enzimas celuloliticas, y se ensefia ademas el resultado de
esta investigacion para la proteina de hueso de salmon.

Tabla 4-5: Valores de T para celulosa (Kari et al., 2017) y proteina de hueso de salmén (dso = 10 [um]).

Sustrato Enzima I [umol g71]
Avicel (celulosa) Cel7Awrt 0.22
Avicel (celulosa) Cel7Acp 0.027
Avicel (celulosa) Cel7Awssga 0.013
Proteina de hueso de salmén  Subtilisina (Alcalase 2.5L) 0.097

Se dice que la diferencia notoria en los valores de I para el mismo sustrato segun la enzima
es debido a la especificidad de cada una pero en base a la superficie del sustrato, a diferencia
de la especificidad tipicamente asociada a la estructura quimica del sustrato. El valor de T
estimado para la proteina de hueso de salmon es bastante similar a lo obtenido por Kari et al.,
(2017) en el caso de la celulosa. Si bien ambos sustratos son polimeros, solidos, e insolubles,
es importante considerar que la proteina presente en el hueso de salmén estd mineralizada
con apatita, por ello el sustrato no esta en forma pura, sino en conjunto con la fase mineral,
condicionando posiblemente la accesibilidad de la enzima, y por ende, es esperable que el
valor de este pardmetro sea menor o similar al de la celulosa. Ahora bien, si se considerara
que toda la proteina presente en los granulos de hueso esté disponible para degradarse en la
superficie, y esta corresponde en su totalidad a coladgeno, cuyo peso molecular es de
aproximadamente 300 [Da] (Garcia S. et al., 2021), entonces se podria estimar un limite
superior para T, el cual es de aproximadamente [z = 0.904 [umol g~1]. En base a lo
anterior, se podria decir que el valor obtenido de I' representa que cerca del 10% de la proteina
se encontraba disponible en la superficie, cuyo didmetro de particula medio es de ds, =
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10 [um], y se podria evaluar a futuro como varia este pardmetro en funcion del tamafio de
particula medio.

[Anse - 228
[0 < amo F 4
Lz .

oxp -1
Vis [«Ms™']

Eol'Sy
TS . L B
=208, + Ep + Ky

Figura 4-10: Superficie de respuesta del modelo CS junto a los datos experimentales de esta investigacion. En el cuarto
panel se presenta el analisis de prediccion de modelo frente a los datos experimentales.

En la Figura 4-10 se presenta la superficie de respuesta del modelo junto con los datos
experimentales de este estudio. EI modelo en el rango bajo sobrestima la velocidad inicial de
reaccion segun lo que se observa en el analisis de prediccion del modelo frente a los datos
experimentales de la Figura 4-10, sin embargo, se observa una tendencia en la mayoria de
los puntos experimentales a ser predichos por el modelo, donde cerca del 90% de la
variabilidad de los datos es explicada por el modelo. Con estos resultados se puede decir que
la cinética de catalisis enzimética de proteina de hueso de salmén en un medio acuoso es bien
descrita por el modelo de CS, ya que, como se observa en la grafica, los datos experimentales
se distribuyen sobre y bajo la superficie siguiendo la tendencia marcada por el modelo. Ahora
bien, volviendo a la Figura 4-2, al calcular S, en concentracion molar de sitios accesibles
para la enzima, se tiene que S, = 2.91 [uM], lo que da cuenta de que la proteina de hueso de
salmdn se comporta como sustrato conservante, ya que practicamente al instante inicial de la
reaccion el sustrato ya deberia haberse agotado, sin embargo la reaccion sigue generando
producto incluso mas alla de los 20 [min].
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5 Conclusiones

De este estudio se resuelve que la cinética de hidroélisis enzimatica de proteina de hueso de
salmon (ds, = 10 [um]) es descrita por el modelo CS. Se estimo6 la concentracion molar de
la enzima Subtilisina en el preparado enzimatico Alcalase 2.5 L. Se estimd también el tiempo
donde se alcanza QSS y se garantiza ese régimen, incorporando una herramienta matematica
para el célculo de este, ademas del analisis ya propuesto por otros autores. Para hidrolizar
hueso mediante la accion de la enzima Subtilisina (Alcalase 2.5L), se recomienda un anélisis
tipo RMM o, al menos, sin exceso de sustrato, ya que llevar experimentalmente a condiciones
de MM es poco practico: exige E, muy bajas y S, muy altas, siendo esto ultimo poco viable
por la aglomeracion y las propiedades fisicas del polvo de hueso de salmon. Se dilucidé una
metodologia que permite estimar los parametros cinéticos del modelo CS. Un aspecto
importante de los resultados de este estudio es que se logro estimar la densidad de moles
sitios de ataque por carga masica de sustrato (proteina presente en polvo de hueso de salmén
ds, = 10 [um]), un parametro clave para la caracterizacion cinética y el disefio de procesos
enzimaticos empleando la proteina de hueso de salmén como sustrato sélido e insoluble, y
sus posteriores aplicaciones tecnoldgicas para la industria alimentaria.

Se recomienda replicar este estudio a diferentes tamafios de particula de polvo de hueso de
salmon para evaluar la densidad de moles de sitios de ataque por carga masica de sustrato,
en funcion del tamarfio de particula medio, y asi estudiar como escalar este proceso de manera
mas eficiente.
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7 Anexos

7.1 Densidad de la mezcla de reaccion en funcion de la masa de hueso de
salmon dsp = 10 [pum)]

Dado que el hueso se comporta como un sélido insoluble en presencia de agua y el preparado
enzimatico, es que la muestra de reaccion es considerada heterogénea (ver Figura 7-1(a)).
Para las reacciones de hidrdlisis enzimatica, esta mezcla se mantendra en agitacion constante,
a modo de mantener en suspension el solido y generar transitoriamente un estado homogéneo
(ver Figura 7-1(b)). Si se tiene conocimiento de la masa de la mezcla de reaccion (masa de
hueso (my)+masa de agua (m,)+masa de preparado enzimatico (mg)) se puede determinar
la densidad promedio de esta mezcla, y de esta forma poder dilucidar el volumen de reaccion,
que es fundamental para el conocimiento de la concentracion molar de la enzima, y la
concentracion m/V del sustrato en la mezcla de reaccion para las hidrolisis enziméticas.
Tanto el sustrato como la enzima deben estar en estas unidades para el posterior ajuste de los
modelos tedricos-mecanisticos de cinética de catélisis enzimatica.

Figura 7-1: (a) Muestra de reaccidn sin agitacion; (b) Muestra de reaccion sometida a agitacion.

Para determinar la densidad se toma una alicuota de 1 [mL] de muestra de reaccion (en
agitacion constante) y se mide la masa de dicha alicuota. Luego la densidad que representa
cada alicuota se calcula como:

masa alicuota [g]
1[mL]

p= (4.4)

Se recomienda repetir el procedimiento por muestra de reaccion al menos 10 veces.
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Figura 7-2: Densidad de la mezcla de reaccién para los experimentos de hidrdlisis enzimatica de proteina de hueso de salmén
con Alcalase 2,5L, en funcion de la masa de hueso de salmén afiadido para una masa de mezcla de reaccion total de 80 [g].

De la gréfica de la Figura 7-2 se obtiene la ecuacion de la recta que describe el
comportamiento del aumento de la densidad en funcion de la masa de hueso de salmon. De
esta forma se puede considerar la concentracion m/V de hueso en las reacciones de hidrolisis
enzimatica. Ahora bien, en términos de concentracion de sustrato, es necesario considerar
que el sustrato es la proteina presente en el hueso de salmén, la cual en su mayoria
corresponde a colageno. Mediante un experimento de cuantificacion de nitrégeno Kjeldahl,
se obtuvo que el contenido de proteina presente en el hueso de salmén es de

0,27 gproteina/ghueso :

61



7.2 Curvas de progreso y tasa de formacion de producto
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Figura 7-3: Curvas de progreso y tasa de formacion de producto para los diferentes experimentos.
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