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1. Resumen Ejecutivo

Con el aumento de la poblacion en el mundo, cada vez es mayor la necesidad de evaluar la
produccion de alimentos altos en macronutrientes que requieran menos recursos para su
produccion. En este trabajo, se estudio la implementacion de alimentos de origen fangico como
una opcion en un futuro, debido a sus ventajas respecto a alimentos proteicos de origen animal
y vegetal. Para esto, se utilizé la hidrolisis enzimatica de proteinas, siendo este un método
biolégico de extraccién de proteinas que, mediante el uso de enzimas solubiliza las proteinas
para realizar la separacion del contenido proteico efectivamente.

Como objetivo, se busco evaluar el efecto del tipo de pretratamiento sobre la eficiencia de la
hidrolisis de proteina de champifién ostra.

Igualmente, el enfoque del estudio se centré en el comportamiento de la reaccion de hidrolisis,
extraccién de nitrégeno y un analisis econdmico sobre el producto final, teniendo como publico
objetivo deportistas de alto-medio rendimiento y personas que quieran seguir un monitoreo
continuo tanto de sus macronutrientes como micronutrientes ingeridos. Considerando que los
pretratamiento seleccionados son el uso de escaldado, secado y secado mas adicién de celulasa.

Metodolégicamente, se propuso estudiar el efecto de la dosis de proteasa y el pretratamiento
aplicado, sobre el comportamiento de la reaccion, la concentracidon de grupos a-amino y la
extraccién de nitr6geno. Estas hidrolisis enzimaticas se realizaron a 55 [°C], en agitacion
continua, pH nativo sin control, con una proporcién sustrato/mezcla de un 50% en el interior del
recipiente, durante un periodo de 60 minutos. Donde, las concentraciones de proteasas afiadidas
en los experimentos respectivos son igual a 0,42 [MAU/Qchamp]; 0,84 [MAU/gchamp] Y 1,68
[MAU/gchamp], agregando una concentracion de celulasa de 76,72 [FPU/Qqitna] €n Su
pretratamiento especifico.

Asi, se tuvo que los pretratamientos de secado y secado mas celulasa fueron mas eficientes
respecto a utilizar escaldado como pretratamiento. La diferencia entre estos es que, al realizar el
escaldado, se pierde cierta cantidad de proteina en medio del pretratamiento, ademas de
inactivar la mayoria de las enzimas presentes en el alimento, terminando asi en un menor grado
de hidrolisis, concentraciéon de grupos a-amino y recuperacion de nitrégeno. Por otro lado, el uso
de secado como pretratamiento fue clave para maximizar la recuperacion de nitrégeno presente
inicialmente en el sustrato. Ademas, cuando se estudiaron los costos requeridos para la
produccion comercial de este hidrolizado, se observé que el costo minimo requerido era
aproximadamente de 62 [USD] para producir 1 kilo de proteina en base de Pleurotus Ostreatus,
esto al utilizar secado como pretratamiento, siendo el factor mas costoso la cultivaciéon misma
del hongo.

En conclusién, al comparar los pretratamiento usados, el secado es clave para maximizar la
extraccion de proteinas, esto sin adicion de proteasa o celulasa al realizar la hidrolisis enzimatica,
debido al nulo efecto presente al agregar estas enzimas. Ahora, respecto a la posibilidad de
producir este producto en masa, actualmente no existe posibilidad de llevarse a cabo, debido a
los altos costos de cultivo del hongo. Aunque, se recomienda el ahondar la investigacién sobre
desechos de origen fangico producidos en otros procesos industriales, ahorrando asi los
elevados costos de cultivacion.
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2. Introduccidn

Con el avance del tiempo, se espera que para el afio 2030 la poblacion mundial aumente en
1.000 millones de personas (ONU, 2022), esto afiadido con que el porcentaje de personas
desnutridas en el mundo crecié a un 9,9% (FAO, 2020). Esto implicar4 que cada vez ser4 mas
crucial la busgueda de nuevas opciones alimenticias en el mercado para abastecer a la poblacion
mundial. Asimismo, al momento de seleccionar alimentos enfocados en la solucién de esta
problematica, el factor decisivo sera la cantidad de macronutrientes que estos posean, ya que,
para que el cuerpo humano sea capaz de funcionar con normalidad este necesitara de una
ingesta constante de macronutrientes, entre los cuales se encontrara la proteina, la cual estara
a cargo de fortalecer y mantener a los musculos, huesos y la piel (National Institutes of Health,
2021).

En la actualidad, se tiene que el método mas utilizado para la obtencién de alimentos proteicos
es en base a fuentes animales, donde se requerira de una alta cantidad constante de alimentos
y agua para la mantenciéon de este ganado. Asimismo, el sector ganadero es responsable
aproximadamente de un 14% de las emisiones de los gases de efectos invernadero, afectando
en gran medida factores medioambientales en el mundo (Bailey et al., 2014).

Ademas, cabe destacar que con el pasar de los afios se ha visto un incremento en alimentos
proteicos a base de plantas, esto ayudando en gran medida el prevenir un incremento de los
gases de efecto invernadero producidos por el sector ganadero, como también generando
opciones para el sector vegano y vegetariano en la poblacién actual. Sin embargo, este tipo de
alimentos proteicos careceran de algun tipo de amino&cido esencial en su composicion, siendo
este dependiendo del tipo de vegetal seleccionado (Sa et al., 2020).

De esta manera, se vera una necesidad de invertir en métodos de produccién de alimentos con
un alto contenido de proteinas, con un enfoque sostenible mayor respecto a las tecnologias
presentes, dando asi la posibilidad de la utilizacion de hongos como sustrato inicial para cumplir
estos objetivos.

Recientemente, se han reconocido a los hongos como fuentes seguras de proteinas de alta
calidad, con un bajo contenido de grasas y la presencia de ingredientes funcionales en su
composicion. Ademas, esto considerando sus reducidos recursos para su produccion y un perfil
completo de los aminoacidos esenciales requeridos por el cuerpo humano (Ayimbila &
Keawsompong, 2023).

Sin embargo, debido al alto contenido de humedad y carbohidratos en los hongos en su estado
base, se requerira la adicién de procesos que modifiqguen la materia prima para la obtencién de
la proteina de hongos como producto final. Dentro de los métodos disponibles actualmente, la
hidrolisis enzimatica de proteinas es considerada una excelente opcion si el objetivo en el
producto es un alto contenido en proteina, ademas de un contenido de grasas y carbohidratos
infimos.

La hidrolisis enzimatica de proteinas es un tipo de proceso biolégico que se caracterizara por
utilizar la proteina como materia prima y realizar una separacion los enlaces peptidicos mediante
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la accidn de enzimas adicionadas de manera externa, para asi obtener conjuntos de péptidos de
menor tamafio a la proteina original y ciertos aminoécidos libres (Liceaga & Hall, 2018). Asi,
posterior a una centrifugacion de la mezcla, se realizara la extraccion de la parte soluble, esto
con el objetivo de retirar las proteinas disueltas en la solucién, ya que, mediante la reduccién de
tamafo de los péptidos, la solubilidad del material proteico aumentard, causando asi que un
porcentaje del contenido proteico original sea capaz de ir al medio liquido, el cual podra ser
secado para la obtencién del producto objetivo.

Debido al potencial no explotado de las proteinas en base a hongos en el mercado y la reducida
informacion en el topico de extraccion proteica de hongos, se propondr4d como tema de
investigacion la extraccion de proteinas del hongo Pleurotus ostreatus mediante hidrolisis
enzimatica, seleccionado por su alto contenido en proteina en comparacion con otras especies
de hongos y que posee en su composicion tanto aminoacidos esenciales como no esenciales
(Deepalakshmi & Mirunalini, 2014).

Cabe destacar, que al momento de experimentar se trabajara con 3 pretratamientos sobre el
sustrato inicial, cada uno por separado, con una posterior adicion de enzima comercial Alcalase.
Para asi discernir cual sera la mejor eleccion para este sustrato en especifico, mediante la
obtencion del grado de hidrolisis de la reaccion, cuantificacion de grupos a-amino y porcentaje
extraido de proteina, siendo capaces de reflejar cual pretratamiento tiene una mayor eficiencia
de extraccioén proteica al momento de obtener una cierta cantidad de hidrolizado objetivo.
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3. Objetivos y alcances

3.1 Objetivo General
e Evaluar el efecto del tipo de pretratamiento sobre la eficiencia de la hidrolisis de proteina
de champifidn ostra.

3.2 Objetivos Especificos
e Evaluar el efecto del pretratamiento sobre el comportamiento de la reaccién de hidrolisis.
e Evaluar el efecto del pretratamiento sobre la extraccion de proteinas.
¢ Realizar una evaluacion econdmica del producto final y deliberar acerca de la entrada de
este al mercado.

3.3 Alcances

Para esta investigacion, se realizaran experimentos operando un reactor por lotes para la
obtencion del hidrolizado objetivo. Posteriormente, tanto al hidrolizado como a muestras retiradas
en el transcurso de la hidrolisis se le aplicaran distintos métodos analiticos para la obtencién de
las variables requeridas en este estudio, siendo estas fase soluble, grado de hidrolisis, liberacion
de grupos a-amino, recuperacién de nitrégeno y la consideracién de una evaluacion econémica.
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4. Antecedentes generales

4.1 Pleurotus ostreatus

El pleurotus ostreatus, o también denominado “champifidon ostra”, “hiratake”, “shimeji” o
“houbitake” corresponde a un tipo de champifion el cual crece ampliamente en areas tropicales
y subtropicales, siendo capaz de ser cultivado facilmente de manera artificial (Krishnamoorthy &
Sankaran, 2014). Ademas, el pleurotus ostreatus es un miembro del género Pleurotus y
corresponde al segundo hongo comestible mas cultivado del mundo, solo por detras del Agaricus
Bisporus (champifiédn comun), debido a su valor econémico, ecoldgico y medicinal (Mihai et al.,
2022)

La composicion de los champifiones es alta en proteinas y baja en grasas, ademas de poseer
una alta cantidad de vitaminas B, C, D, K y minerales. Estos también tienen una considerable
cantidad de quitina y B-glucanos (Sharifi-Rad et al., 2020). Donde para el caso especifico del
Pleurotus ostreatus, su contenido de proteina considerando base seca estara entre 17 y 42 %
del peso total, y la humedad de este en estado natural ronda el 85 y 87 porciento (Chatterjee et
al., 2021).

Cabe destacar que, este hongo en especial se caracteriza por poseer un tiempo de crecimiento
menor al de otros hongos comestibles. Donde, el sustrato utilizado para su cultivo no requerira
esterilizacion, siendo suficiente una pasteurizacion previa, lo cual es menos costoso. Ademas,
un alto porcentaje del sustrato podrd ser convertido en esporocarpo (cuerpo fructifero),
aumentando asi su rentabilidad (Tesfaw A et al., 2015).

Los hongos comestibles poseen las propiedades de colonizar y degradar una gran variedad de
sustratos lignocelulésicos y otros residuos que son producidos principalmente bajo la actividad
de las industrias agricolas, forestales y de procesamiento de alimentos (Sanchez, 2010). Por lo
que, el uso de subproductos para cultivacion de hongos utilizando las tecnologias actuales puede
ser una solucion frente a las crisis contemporaneas, al transformar residuos no comestibles en
biomasa de un alto valor econémico.

Actualmente, la mayoria de los productos en base de hongos encuentran usos como
suplementos alimenticios, ténicos, alimentos funcionales, nutraceuticos, fitoquimicos,
micoquimicos y alimentos de disefio (Ferreira et al., 2017). Para este caso de estudio, el analisis
sera enfocado en los aspectos del hongo como alimento funcional derivado de un tratamiento de
hidrolisis enzimatica con un pretratamiento respectivo.
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4.2 Hidrolisis de proteina

Las proteinas son polimeros altamente complejos, formadas por 20 diferentes tipos de
aminoéacidos, donde los amino&cidos se encontraran enlazados entre si, mediante la union de un
grupo amino propio, con un grupo carboxilo perteneciente a otro aminoacido (Damodaran et al.,
2008), siendo este enlace denominado “enlace peptidico”. Los “péptidos” corresponderan a
aquellas cadenas que posean entre 2 a 50 aminoacidos totales (Barrett & Elmore, 1998).
Mientras que, cuando el péptido aumenta su nimero de aminoacidos enlazados sobre los 50,
obtendra el nombre de proteina, teniendo asi que los péptidos seran precursores importantes
previos a la formacién de proteinas.

El término “hidrolisis de proteina” ira referido a “todas las maneras posibles de dividir proteinas
con el objetivo de obtener productos (hidrolizados) con un menor peso molecular” (Lieske &
Konrad, 1994). Cabe destacar que, al realizar la ruptura de las proteinas, en su mayoria estos
hidrolizados corresponderan a péptidos, con el resto siendo aminoacidos libres. Ademas, al
considerar distintos métodos de hidrolisis, estos seran principalmente mediante hidrolisis quimica
(acida o alcalina) e hidrolisis enzimatica.

Al tener en cuenta sus usos, la hidrolisis quimica se utiliza mas comunmente en la industria.
Mientras que, con el pasar del tiempo suele ser mas frecuente la utilizacion de enzimas en
procesos bioldgicos, siendo la hidrolisis enzimatica uno de los métodos mas prometedores de
cara al futuro debido a la alta funcionalidad y valor nutricional en sus productos (Kristinsson &
Rasco, 2000).

Por lo que, se ahondara en mayor profundidad sobre los distintos métodos de hidrolisis proteica:

4.2.1 Hidrolisis Quimica

La hidrolisis quimica es conseguida al quebrar enlaces peptidicos utilizando un acido o una base.
Siendo un método utilizado en industria principalmente por su bajo costo y simplicidad en
ejecucion. Sin embargo, este contara con las desventajas que sera un método dificil de controlar,
lo que llevara a variabilidad en la composicion quimica y propiedades funcionales del producto.
Esta hidrolisis proteica, utilizara quimicos y solventes fuertes a extremas temperaturas y pH, lo
cual llevara a una reduccion en su calidad nutricional y funcionalidad. Por lo que, sera restringido
a utilizarlo como potenciador de sabor (Kristinsson & Rasco, 2000).

e Hidrolisis Acida
Como se refiere el nombre, este tipo de hidrolisis acida se caracterizara por el uso de acidos. Si
un compuesto donador de protones (acido de Brgnsted) cataliza la reaccion, se llamara “hidrolisis
acida”. Formalmente, una parte del producto de reaccion separado recibe un proton (HY),
mientras que el otro producto recibe un hidroxilo (OH") (Gargaud et al., 2011).

En métodos précticos, para realizar la hidrolisis de proteinas los &cidos mas utilizados son los
acidos clorhidricos y sulftricos. Sin embargo, en la hidrolisis acida se vera una destruccion en
ciertos aminoacidos presentes (triptéfano, metionina, cistina y cisteina). Ailadiendo a esto, una
conversion de glutamina y asparagina en acido glutamico y aspartico respectivamente. Ademas,
al ocurrir la hidrolisis acida, la proteina reaccionara mayoritariamente para la obtencion de
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aminodcidos libres, con cantidades diminutas de péptidos pequefios. El proceso se caracteriza
por la adicién de significantes cantidades de sal, por lo que algunos fabricantes posteriormente
remueven la sal parcial o completamente, para asi evitar el efecto negativo relacionado al
crecimiento de microorganismos (Pasupuleti & Braun, 2010).

e Hidrolisis Alcalina

Asimismo, en el caso de la hidrolisis alcalina esta trabajara con compuestos de pH base
(reactantes alcalinos). Usualmente, la hidrolisis alcalina seré trabajada a una baja temperatura y
presion, donde esta podria ser completada a condiciones ambientes. Sin embargo, una de sus
desventajas radicara en el tiempo de proceso, pudiendo llevar horas o incluso dias para
completar la hidrolisis. Por otro lado, la hidrolisis alcalina también podra ser utilizada en
pretratamientos para ciertas materias primas, como ocurre en el tratado de madera mediante el
proceso Kraft para asi eliminar lignina y aumentar la reactividad de los polisacaridos o también,
en la remocién de grupos acetilo de la hemicelulosa para mejorar la accesibilidad de enzimas
hidroliticas (Mekala et al., 2014).

En métodos practicos, hasta el momento no se encuentran aplicaciones comerciales de
hidrolizados proteicos alcalinos en biotecnologia. Sin embargo, en la industria alimenticia, los
hidrolizados proteicos alcalinos son utilizados a escala comercial. Algunos aminoacidos como la
serina y treonina son destruidos durante la hidrolisis alcalina, pero este no seréa el caso para el
triptéfano, dando asi la oportunidad de utilizarse como un método para determinacion de
triptofano en materias primas (Pasupuleti & Braun, 2010).

4.2.2 Hidrolisis Enzimética

Previamente, dentro de las enzimas alimentarias estas pueden ser clasificadas en dos tipos.
Aquellas que son afiadidas a las comidas (enzimas exdgenas) para causar un cambio deseado
y aguellas que ya existen de por si en la comida (enzimas enddgenas) que pueden o no ser
responsables de las reacciones que afectan la calidad del alimento. Las enzimas exdgenas
pueden ser obtenidas de una variedad de fuentes, donde la eleccién del tipo de enzima sera
basada al considerar costos y funcionalidad, siendo el aspecto de la funcionalidad asociada a
actividad catalitica, selectividad y estabilidad bajo las condiciones que prevalecen durante la
aplicacion especifica. Mientras que, para el caso de las enzimas enddgenas, estas poseeran un
desafio mayor al momento de controlarlas, debido a que se encuentran presentes en la comida
en una gama de niveles diferentes, y existiendo limitaciones respecto a cémo puede ser
manejado el producto alimenticio para modular la accion de la enzima (Damodaran et al., 2008).

La hidrolisis enzimética, es un tipo de hidrolisis la cual utilizard mayoritariamente enzimas
proteoliticas (proteasas) para realizar la ruptura de los enlaces peptidicos dentro del material
proteico inicial. Su principal ventaja, como fue mencionado anteriormente, radicara en las
especificidad de cada enzima. Ya que, las enzimas catalizan solamente una reaccién especifica
y funcionan mediante la formacién de un complejo con el sustrato. Las proteasas seran de las
enzimas mejor caracterizadas, siendo las preparaciones de enzimas proteoliticas el grupo que
genera mayor cantidad de ingresos econémicos respecto a otros tipos de enzimas utilizadas en
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el mercado. Por otro lado, las proteasas seran categorizadas de acuerdo con los enlaces
peptidicos que estos hidrolizan y el mecanismo sobre el que actian. Respecto a sus
mecanismos, estos se clasificaran en endopeptidasas o exopeptidasas. Las endopeptidasas
hidrolizaran los enlaces peptidicos de los aminoacidos no terminales (dentro de la molécula),
produciendo asi péptidos compuestos por un alto nimero de aminoacidos. Mientras que, las
exopeptidasas hidrolizaran los enlaces peptidicos de los aminoacidos terminales, produciendo
asi un gran namero de aminoacidos libres. Asi, se tendra que, en la hidrolisis proteica de
alimentos, las endopeptidasas serdn ocupadas en la mayoria de los casos, mientras que, si se
requiere una degradacibn mas completa se afadird cierta cantidad de exopeptidasas
(Kristinsson & Rasco, 2000).

Respecto al proceso de la hidrolisis enzimética, se han propuesto varias alternativas para el
proceso. Donde, al realizar una vista general, se veran lo siguientes pasos (Liceaga & Hall, 2018):

e El proceso comenzara con una homogenizacion de la materia prima (siendo esta, el
alimento completo o proteina que ha sido extraida, aislada o concentrada previa a la
hidrolisis). Dependiendo de la actividad autolitica de la proteina, se evaluard una
pasteurizaciéon posterior a la homogenizacion.

e Después, se hard una variacion en la temperatura y/o pH del material homogenizado, con
el objetivo de buscar las condiciones 6ptimas para asegurar una alta actividad enzimatica.

e Asi, se procedera con la ruptura de los enlaces peptidicos en la mezcla de reaccién, que
se caracterizara por una fase inicial con una velocidad alta de reaccién enzimatica donde
los péptidos con elevadas cantidades de enlaces son hidrolizados en sitios especificos.
Y, se denotard que paulatinamente ira decreciendo la velocidad de reaccion enzimética
tanto por los distintos tipos de inhibicion, principalmente debido a agotamiento por
sustrato e inhibicién por producto.

e Posteriormente a la hidrolisis, la materia prima procesada tendr4 un ajuste en pH,
pasteurizacién o adiciébn de quimico para inactivar la enzima completamente, debido a
gue ya se deberia haber obtenido la hidrolisis requerida inicialmente.

e De esta manera el compuesto acuoso ya hidrolizado, sera enfriado y atravesara un
proceso de separacion (centrifugacion, ultrafiltracion, etc.) y un almacenamiento del
compuesto objetivo (congelado o secado spray).
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Materia prima Homogenizacién Ajuste de
proteica (proteina y agua) Temperatura y pH

Recoger hidrolizado,
Separacion medicion de grado de Almacenamiento
hidrolisis

Figura 1. Procedimiento general de hidrolisis enziméatica de proteinas (Liceaga & Hall, 2018).

4.3 Caracterizacion de la hidrolisis enzimatica

De esta manera, para realizar una caracterizacion de la hidrolisis enzimética, se requerira de
ciertos procedimientos aplicados a los productos obtenidos en la hidrolisis enzimatica de
proteinas. Estos procedimientos seran divididos en 2 tipos:

4.3.1 Técnicas Analiticas

Estos procedimientos son aplicados para identificar y cuantificar sustancias quimicas
especificas en una muestra o analito. Siendo este el paso posterior de conseguir los productos
objetivos de la hidrolisis. Para este caso, como técnicas analiticas se describiran aquellas para
cuantificar grupos a-amino y porcentaje de nitrégeno sobre los analitos.

e Método OPA
La técnica OPA o “o-ftaldialdehido”, cuantificara los grupos a-amino liberados por la hidrolisis
ocurrida a la materia prima, los cuales podran ser extrapolados al calculo del grado de hidrolisis
requerido. Asi, la cuantificacion de los grupos a-amino se lograra mediante un andlisis
espectrofotométrico a una longitud de onda de 340 [nm], ya que, al adicionar o-ftaldialdehido y
otro reactivo variable en la mezcla ya hidrolizada, se formara un compuesto que tendra la
cualidad de una absorbancia maxima en esa longitud de onda (Church et al., 1983).

Originalmente, el método OPA se lograba al utilizar como analito el hidrolizado, en adicion de los
reactivos OPA y “B-mercaptoetanol”, como se podra ver en la Figura 2 (Church et al., 1983):
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Figura 2. Reaccion de método OPA Original.

Donde “R” sera el reactivo (aminoacido, péptido o proteina) que contenga esa amina primaria.
Por otro lado, se tendra que él reactivo -mercaptoetanol sera considerado un peligro al ser
humano, debido a su caracter toxico y explosivo, con lo cual se comenz6 a buscar distintos
reactivos sustitutos con propiedades ambientalmente mas aceptables. De esta manera, mediante
el uso de ditiotreitol (DTT) como sustituto pudo obtener un resultado similar al momento del
analisis espectrofotométrico, esto con el afladido de poder utilizar la serina como el estandar y
asi poder realizar una curva de calibracion con absorbancias conocidas, ya que, en las
reacciones la serina tiende a ser muy cercano a la respuesta promedio de la totalidad de
aminoacidos (Nielsen et al., 2001).

Como se dijo previamente, debido a que el método OPA correspondera a una técnica aplicada a
la materia prima posterior a la hidrolisis, se podra trabajar a una temperatura ambiente y presion
atmosférica. Por otro lado, al momento de realizar el célculo de enlaces peptidicos rotos o totales,
primer se debera hacer la medicion de los grupos a-amino originales previo a la adicién de OPA,
ya que, la técnica no distinguird entre grupos a-amino obtenidos por hidrolisis o los
pertenecientes al péptido original.

e Método TNBS
El método TNBS o “Acido trinitrobencenosulfénico”, al igual que el método OPA consistira en la
medicion de los grupos a-amino liberados por la hidrolisis ocurrida al hidrolizado. Al momento de
estos ser cuantificados, se realizara un analisis espectrofotométrico a una longitud de onda de
340 [nm], debido a que el producto de la reacciéon (Croméforo) tendra una alta capacidad de
absorcion a esa longitud de onda (Adler-Nissen, 1979).

NO

2 2
0,N TS0 —= 0, NH = + 50,27 4 it
HDE NOo

Figura 3. Reaccion de método TNBS.

La reaccion se llevara a cabo bajo unas condiciones alcalinas de pH y sera terminada reduciendo
el pH. Mientras que, una desventaja de este método frente al OPA radicara en que el tiempo
necesario para incubacioén (alrededor de 60 minutos) sera mas de 10 veces mayor que para el
método OPA (Spellman et al., 2003).
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e Meétodo Kjeldahl

De igual manera, el método Kjeldahl correspondera a una técnica analitica empleada para la
determinacion del porcentaje de nitrégeno sobre las muestras objetivo. Este método consistira
en 3 fases consecutivas, siendo estas las fases de Digestion, Destilacion y Titulacién. Con este
método, se busca que la totalidad del nitrégeno presente en la muestra sea convertida a
amoniaco en la fase de Digestion y posteriormente a amonio en la fase de Destilacion, para asi
que este compuesto sea titulado correctamente. Para este método, se trabajara a temperaturas
elevadas durante tiempos alargados para asegurar la completa digestion de la muestra. Si se
requiere enfatizar en el procedimiento, revisar “Anexo A”.

4.3.2 Métodos de Caracterizacion

Los métodos de caracterizacion seran utilizados con la informacién obtenida en las técnicas
analiticas previamente descritas, con lo cual existird una dependencia directa de uno sobre el
otro. Los métodos de caracterizacion utilizados seran los siguientes:

e Grado de Hidrolisis

Como se vera en la Figura 1, una seccién del procedimiento general ira referido a la recoleccion
del hidrolizado y medicion de grado de hidrolisis. Este paso sera crucial al momento de cumplir
el objetivo general de este estudio. El grado de hidrolisis correspondera al porcentaje de enlaces
peptidicos que han sido hidrolizados en el proceso, siendo asi, el parAmetro clave para
monitorear la reacciéon de hidrolisis (Nielsen et al., 2001):

Grado de Hidrolisis (%GH) = (1)

* 100%
tot

Asi, h y hit seran definidos respectivamente como el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados
y el numero total de enlaces peptidicos en la mezcla de reaccion. De igual manera, el grado de
hidrolisis estara correlacionado con propiedades funcionales del producto, como son la
solubilidad, capacidad emulsionante, capacidad espumante, capacidad de absorcion de grasas
y un factor sensorial importante como sera la amargura (Petrova et al., 2018).

Respecto al grado de hidrolisis, se vera que la propiedad funcional mas importante sera la
solubilidad del producto, ya que, esta afectara directamente las otras propiedades previamente
mencionadas. Siendo dependiente de la afinidad que tenga al agua u otros solventes polares.
Asi, las interacciones hidrofébicas reducirén la solubilidad del producto al promover interacciones
proteina-proteina, mientras que las interacciones hidrofilicas aumentaran la solubilidad de este,
al promover interacciones proteina-agua (Liceaga & Hall, 2018). Cabe destacar, que al aumentar
el grado de hidrolisis la solubilidad del producto sera cada vez mas alta.
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Asi, al momento de estudiar el comportamiento de la curva de hidrolisis, cabe tener en cuenta
los mecanismos que afectan su forma. Siendo estos, agotamiento del sustrato, inhibicién por
productos de la hidrolisis e inactivacion térmica de la enzima.

07
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Figura 4. Simulacion del grado de conversion (X) vs tiempo adimensional, utilizando un modelo cinético (KM),
considerando inhibicién por producto (PI) e inactivacion enzimatica (El) (Valencia et al., 2014).

Donde, el factor que posee el efecto mas significante en esta curva correspondera a la inhibiciéon
por productos de hidrolisis, como se puede denotar en la Figura 2. Este hallazgo es relevante
para la aplicacion tecnolégica de la hidrolisis enzimatica de proteinas, debido a que la eficiencia
del proceso puede ser mejorada si los productos son retirados del reactor a medida que se
producen (Valencia et al., 2014).

De este modo, para conocer el grado de hidrolisis en el hidrolizado posteriormente tratado se
emplearan distintos tipos de métodos en el mercado, siendo los mas utilizados los métodos OPA
y TNBS (Spellman et al., 2003).

Para el calculo con estos métodos se utilizara la ecuacion N°2:

NHy — NHg) (2)

NH, * 100

Grado de Hidrolisis (%GH) =

Siendo referido a la resta entre la cuantificacion de los grupos a-amino en un tiempo t e inicial,
divido por los grupos a-amino totales en el sustrato.

e Recuperacion de Nitrégeno

La recuperacion de nitrégeno, como dice el nombre corresponde a un parametro que cuantificara
la proporcién de nitrégeno recuperado en la fase soluble del hidrolizado posterior a la hidrolisis
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enzimatica de proteinas, esto comparado respecto a la cantidad original de nitrégeno contenido
en la materia prima original. Asi, se utilizara la ecuacion N° 3 (Benjakul & Morrissey, 1997):

nitrogeno total en fase soluble
ES

Recuperacion de nitrégeno (RN) = -
nitrogeno total en sustrato

Donde, se obtendré la cantidad de nitrégeno total en fase soluble y en sustrato usando el método
Kjeldahl, donde su procedimiento se especificara en el “Anexo A”.

Parametros empiricos sobre la hidrolisis enzimatica

La cuantificacion de grupos a-amino, como fue mencionado en anterioridad estara enlazada
directamente con la hidrolisis enzimatica de proteinas, debido a que asi se podra realizar un
seguimiento de la cantidad de enlaces rotos durante el tiempo total de la hidrolisis enzimatica.
Siendo esta necesaria al momento de obtener el grado de hidrolisis, como también al momento
de obtener un modelo empirico asociado a la hidrolisis enzimatica, con sus parametros empiricos
respectivos.
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Figura 5. Transcurso de tiempo de reaccién para diferentes valores de a y b fijo. (A) y diferentes valores de b y a fijo.
(B) Siendo la linea punteada la velocidad inicial de reaccién y la linea segmentada la velocidad de reaccion
avanzada a 60 minutos (Valencia et al., 2019).

Como se verd en la Figura N° 5 (tanto el grafico A como B), la formaciéon de producto se
caracterizara por tener una velocidad inicial de formacion de producto méas rdpida en un
comienzo, respecto a la velocidad de formacion de producto presente al final de la hidrolisis que
ira bajando paulatinamente con el pasar del tiempo. Esto ocurrira principalmente a factores
previamente mencionados, como lo son el agotamiento del sustrato, inhibicién por productos de
la hidrolisis e inactivacién térmica de la enzima.

Ahora, al modelar matematicamente el comportamiento de la formacién de producto, se ha
observado que el implementar una ecuacién logaritmica se asemeja con una alta precision al
comportamiento real visto en la hidrolisis enzimética, siendo esta la ecuacion logaritmica
(Valencia et al., 2019):
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1
P(t)=E*ln(a*b*t+1)

Siendo P la concentraciéon de grupos a-amino en el tiempo, ademas de tener los parametros “a”
y “b”, siendo el primero la velocidad de reaccién inicial y el segundo un parametro relacionado
con la velocidad de reaccion en fases avanzadas. Permitiendo de esta manera, tener
documentado estos pardmetros empiricos existentes al tratar con cierto sustrato en sus
condiciones respectivas (T°, pH, tiempo reaccidén, concentracion enzima) y poder realizar
comparaciones entre distintos estudios para encontrar aquellos pardmetros que se acerquen al
optimo tedrico y maximizar la obtencion de hidrolizado. Ademas, para la obtencion de estos
parametros empiricos, se recomendard el uso del método de los minimos cuadrados sobre este
modelo empirico.

4.4 Pretratamiento

Ahora, al realizar énfasis en la estructura y compuestos especificos de los hongos, estos al igual
gue los alimentos en base de plantas, poseeran una pared celular que se encargara de tener un
rol de soporte, proteccion y de almacenar la mayoria de los nutrientes del alimento en especifico.
Para las frutas y verduras, esta pared celular se encontrara formada principalmente por celulosa,
hemicelulosa y pectinas (Nyman & Haska, 2013). Mientras que, tanto para las bacterias como
hongos, los componentes principales seran quitina, glucanos, manoproteinas y glicoproteinas.
Siendo la quitina el componente centrado en cumplir el rol estructural de esta pared celular,
ademas de ser el componente mas cercano a la membrana plasmética del hongo o bacteria (Lord
& Vyas, 2019).

Mannoproteins
a®@ @10 1g10 10
B-glucans *\ % \
,\ _ R’ =) —— Chitin
Cell A
membrane

Membrane proteins

Figura 6. Componentes principales de la pared celular (Vega & Kalkum, 2012).

Asi, al momento de realizar la hidrolisis enzimatica de proteinas en hongos, su pared celular sera
considerada un inconveniente. Esto debido a que, las proteinas intracelulares deben ser
expuestas para propiciar la accion catalitica de la proteasa afiadida, siendo esto logrado
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mediante la ruptura celular. Para lograr esta modificacion en la pared celular, se han propuesto
el uso de diferentes pretratamientos sobre el sustrato para causar cambios fisicos en la pared
celular del hongo y asi que la interaccion entre la enzima aplicada y el contenido de proteina
propia del hongo ocurra sin inconvenientes (Ugalde & Castrillo, 2002). Dentro de los
pretratamientos a mencionar, se tendran en cuenta solo los utilizados previos a realizar una
hidrolisis enziméatica de proteinas:

4.4.1 Escaldado

Este pretratamiento consistira en agregar el sustrato troceado a un recipiente que contenga agua
desionizada a una temperatura alta, siendo esta entre 90 y 100 grados Celsius durante un tiempo
menor a 5 minutos. Posteriormente, el sustrato sufrira un choque térmico al traspasarlo a otro
recipiente con agua desionizada a temperatura ambiente. El pretratamiento se centra en realizar
una deformacion a la pared celular, con el afiadido de generar una inactivacion de las enzimas
propias del sustrato en el proceso (Palupi et al., 2011).

4.4.2 Secado

El secado, serd el pretratamiento més sencillo, donde el sustrato troceado se pondra en un
recipiente durante un periodo de tiempo alargado mayor a 6 horas a una temperatura entre 40 y
60 grados Celsius. La deformacion de la pared celular sera causada por el tiempo alargado del
secado, al mismo tiempo reduciendo la humedad del sustrato al minimo. A diferencia del
escaldado, este proceso no inactivara completamente las enzimas propias del sustrato (Ang &
Ismail-Fitry, 2019).

4.4.3 Adicién de Celulasa mas Secado

Al igual que el pretratamiento anterior, se realizard un secado alargado durante un tiempo mayor
a 6 horas a una temperatura entre 40 y 60 grados Celsius. Ahora, la diferencia radicara que al
realizar la hidrolisis enzimatica sobre Pleurotus Ostreatus, se afiadié una dosis de celulasa y
proteasa al momento de comenzar la hidrolisis sobre el sustrato ya secado. Este pretratamiento
como tal, tiene el objetivo de ir hidrolizando y rompiendo los enlaces presentes propios de la
quitina mediante la adicion de celulasa, asi mejorando la disponibilidad de las proteinas dentro
de la célula al interactuar con la proteasa afadida (Zhu et al., 2022). Ahora, el uso de celulasa
en vez de quitinasa para romper la pared celular es aceptable dentro del marco te6rico y préctico,
ya que, el enlace que busca romper la celulasay la quitinasa correspondera al mismo (enlace -
1,4 glucosidico) (Poshina et al., 2018).

4.4.4 Liofilizacion

Este proceso consistira en tener el sustrato troceado, que se almacenara en un congelador a
temperaturas bajo cero. Posteriormente, este alimento congelado se sometera a presiones
menores a la atmosférica mediante el uso de bombas de vacio, causando asi, una evaporacion
del agua presente en el alimento, y que consecuentemente esta evaporacién provocara
deformaciones en la pared celular del sustrato. Por otro lado, las enzimas presentes
originalmente en el alimento se mantendran intactas (Goswami et al., 2022).
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4.5 Hidrolizados proteicos de Hongos

Aparte de la calidad nutricional, la funcionalidad de las proteinas es un factor de alta importancia,
debido al efecto que estas tendran en la digestion y consumo del alimento en cuestion. Las
proteinas son moléculas altamente funcionales utilizadas en industrias quimicas, farmacéuticas
y alimenticias para procesos como la emulsificacion, formacién de espuma, mejora de la
viscosidad y encapsulacion. Asi, la funcionalidad de las proteinas ira referido a las propiedades
gue contribuyen al sabor, textura, estabilidad del alimento y su apariencia final (Liceaga & Hall,
2018).

Respecto a los hidrolizados proteicos, estos se caracterizaran por tener cambios en sus
propiedades funcionales (solubilidad, propiedades emulsificantes, capacidad de retencién de
agua y propiedades espumantes), lo cual implicara un cambio en la calidad el alimento y el
impacto que tendra sobre el cuerpo humano (Kristinsson & Rasco, 2000).

Ahora, al enfocarse en productos de origen fungi, se han realizado estudios de hidrolisis de
proteinas sobre hongos shiitake, ostra, bunashimeji y enoki utilizando tallo de bromelina como
enzima proteolitica. Donde, como resultados se obtuvo un grado de hidrolisis entre 53 y 65 %
para la totalidad de los sustratos, al realizar la hidrolisis a 40°C durante 20 horas. Siendo este
hidrolizado afiadido a sopa de pollo, resultando en mejoras en el aroma, sabor y textura en la
boca (Ang & Ismail-Fitry, 2019). También, las proteinas de hongos han sido una fuente para la
extraccién de aminoacidos que proporcionan el sabor umami, como el glutamato y el aspartato.
Siendo un sabor deseable en las artes culinarias (Da Silva, 2021).
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5. Metodologia

Como fue previamente mencionado, el objetivo general de este estudio radica en evaluar el
efecto del tipo de pretratamiento sobre la eficiencia de la hidrolisis enzimatica de proteinas. Para
esto, posteriormente a la aplicacion del pretratamiento en especifico, se utilizaron reactores por
lotes para realizar la hidrolisis, donde se obtuvo tanto los hidrolizados como las muestras
retiradas en el transcurso de la hidrolisis. Asi, se aplicaron distintos métodos analiticos para la
obtencion de las variables requeridas en este estudio, siendo estas fase soluble, grado de
hidrolisis, liberaciéon de grupos a-amino, recuperacion de nitrdgeno y costos asociados.

Asi, el procedimiento experimental a seguir es el siguiente:

Obtencion de

Disefo de Parametros
Experimentos para Modelo
Log.

Pre- Hidrolisis Determinacion
Tratamiento Enzimatica grupos a-amino

+ Obtencion G.H.

Determinacion Fraccion ‘
Nitrogeno Total soluble

Relacion
Costo/Proteina

Figura 7. Procedimiento por seguir para cada Experimento.

De esta manera, se defini6 una metodologia asignando las materias primas, equipos y
parametros de operacion a utilizar.

5.1 Disefio de Experimentos

Primero, al momento de definir el disefio de experimentos, se decidi6 estudiar la hidrolisis
enzimatica de proteinas de Pleurotus Ostreatus (champifidn ostra) utilizando el sustrato en una
dilucion 50% (peso/peso), en pH nativo sin control, a una temperatura de operacién de 55 [°C]
durante un periodo de 60 minutos. En la totalidad de los experimentos, se decidi6 el variar entre
3 pretratamientos aplicados sobre el sustrato, siendo estos el uso de Escaldado, Secado y
Secado mas adicién de Celulasa. Ademas, se utilizaron 3 concentraciones de enzima comercial
Alcalase diferentes en cada pretratamiento, siendo respectivamente estas 0,42; 0,84; 1,68
[mAU/g champifion]. Con el afiadido de que se realizaron experimentos sin enzima Alcalase
adicionada (Autolisis) para cada pretratamiento. También, serd importante destacar que se
estudié la significancia entre aplicar un pretratamiento o no, por lo que se afiadieron 2
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experimentos como control, sin el uso de pretratamientos previos, con una concentracioén de
enzima Alcalase afadida de 0y 1,68 [mAU/g champifidn] respectivamente.

Para realizar estas hidrolisis, primero el sustrato original fue troceado para que tenga el
pretratamiento respectivo, donde posteriormente se afiadié la cantidad de agua desionizada
necesaria para obtener una mezcla 50% (peso/peso), respecto a la cantidad de champifion ostra
original previa al pretratamiento.

Seguidamente, se realizé la hidrolisis enziméatica de proteinas durante un periodo de 60 minutos
considerando las condiciones de pH y T° previamente mencionadas, donde se extrajeron 8
muestras de 0,5 [mL] de la mezcla sustrato/agua desionizada durante el tiempo especificado,
gue seran usados para cuantificar la cantidad de grupos a-amino en el transcurso del tiempo.

Asi, esta mezcla después del tiempo respectivo fue centrifugada para obtener el porcentaje de
fase soluble en la muestra, en conjunto de su fase insoluble. Después, esta fase soluble del
hidrolizado fue sometida al método Kjeldahl para conseguir la cantidad de nitrégeno en el
hidrolizado y asi compararlo con la cantidad inicial de nitrdgeno del sustrato.

Por otro lado, las muestras extraidas durante la hidrolisis se usaron para obtener la cantidad de
grupos a-amino en el transcurso del tiempo mediante el método OPA, y asi conseguir los puntos
de cuantificacion de producto en el tiempo. Ademas, de esta manera se obtuvieron los

parametros “a” y “b” del modelo logaritmico para cada experimento y también el grado de
hidrolisis del hidrolizado posterior a la hidrolisis.

Asi, en los siguientes puntos se definieron las materias primas a utilizar en conjunto de los pasos
ya explicados en el disefio de experimentos en mayor detalle, considerando equipos a utilizar,
pardmetros de operacion y reactivos de interés.

5.2 Materia Prima y Reactivos

5.2.1 Sustrato

Como sustrato, se eligi6 champifién ostra (Pleurotus Ostreatus) comercializado en el
supermercado Jumbo, debido a su facil obtencion y constante reabastecimiento en el lugar de
compra. Este sustrato cuenta con la siguiente informacion nutricional segun el proveedor:

Tabla 1. Informacion Nutricional Pleurotus Ostreatus (Jumbo)

Informacion
Nutricional Por cada 100 gramos
Energia [kcal] 33
Proteinas [g] 3,31
Grasas Totales [g] 0,41

Hidratos de Carbono

disponibles [g] 6,09
AzUcares totales [g] 1,11
Sodio [g] 18
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Cabe destacar que, al momento de referirse a esta informacién nutricional, esta se usé
estrictamente como idea de la informacion nutricional real, debido a que esta informacion es
estandar para todos los champifiones ostra en el mercado.

De esta manera, para obtener cantidad la real de proteina en el sustrato, siendo este el
macronutriente de interés en este estudio, se utilizé el método Kjeldahl especificado en el “Anexo
A” para obtener el porcentaje de nitrégeno en la muestra y asi el porcentaje de proteina total,
siendo este de un 2,05 [%].

5.2.2 Enzima
Al considerar las enzimas a utilizar en el estudio, se optd por seleccionar las siguientes enzimas
comerciales.

e Alcalase 2,5 L

Esta enzima comercial corresponde a una enzima proteasa producida a partir de origen
bacteriano, especificamente Bacillus Licheniformis. Siendo esta un derivado de la proteasa
subtilisina. Esta proteasa comercial estd compuesta por endo-proteasas, rompiendo asi los
enlaces internos de la proteina a hidrolizar. Respecto a su temperatura 'y pH recomendado para
operacion, estos se encuentran en el rango de 60 a 75 [°C] y 6,5 a 10 de pH
correspondientemente. Ademas, la actividad especifica de la Alcalase es de 2,5 [AU/Qenzima)
segun informado por el proveedor (Novozymes, 2024).

e Actividad proteolitica Alcalase [AU/g]

Esta unidad se referira a “Anson Unit por gramo”, entregada por el proveedor del producto en si.
La unidad AU corresponde a la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 [umol] de L-
tirosina a partir de hemoglobina por minuto a 25 [°C] y 7,5 de pH. Donde en este caso, 1 gramo
del producto Alcalase, contiene 2,5 AU. Siendo estas unidades utilizadas en todas las fases de
la metodologia para cuantificar la cantidad de proteasa aplicada.

Por otro lado, al momento de definir las unidades de actividad proteolitica, estas se encuentran
valoradas respecto al sustrato en cuestion que se utilizé para cuantificar la actividad proteolitica
en el laboratorio del proveedor, y no referidas a la cuantificacion del uso de proteasas sobre
champifién ostra para la formacion de producto.

e Carezyme 4500 L

Esta enzima comercial corresponde a una enzima celulasa producida a partir de origen fangico,
especificamente de los hongos Aspergillus. Siendo este producido mediante una fermentacién
sumergida de un microorganismo Aspergillus genéticamente modificado. Esta celulasa comercial
esta compuesta por endo y Exo-glucanasas, rompiendo asi los enlaces internos y externos al
hidrolizar (Lopez, 2019). Respecto a su temperatura y pH recomendado para operacion, estos
se encuentran en el rango de 40 a 60 [°C] y 7 a 9 de pH correspondientemente. Ademas, la
actividad especifica de la Carezyme es de 4500 [CNU-CA/Qenzima] Segun informado por el
proveedor (Merck, 2022; Novozymes, 2014).
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e Actividad celulitica Carezyme [FPU/MLenzima)

Esta unidad se refiere a “Filter Paper Unit” por mililitro de enzima. La unidad FPU correspondera
a la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 2 [mg] de glucosa a partir de 50 [mg]
celulosa de papel filtro en 60 minutos (Adney & Baker, 1996). Ahora, la enzima Carezyme 4500L,
posee su actividad celulitica ya estandarizada con anterioridad, siendo esta 81,74 [FPU/mL]
(Lopez, 2019). Estas unidades son utlizadas en todas las fases de la metodologia para
cuantificar la cantidad de celulasa aplicada.

Asi, para resumir las enzimas que se utilizaron se tiene la Tabla N°2:

Tabla 2. Propiedades de las enzimas seleccionadas.

Nombre Comercial Calificacion Rango T°[°C] | Rango pH
Enzima Origen de Enzima Tipo de Enzima
Basado en Proteasa
Alcalase Bacterias Endo-Proteasa 60-75 6,5-10
Basado en Celulasa Endo-Glucanasas +
Carezyme Hongos Exo-Glucanasas 40-60 7-9

De esta manera, para la relacion (enzima/sustrato) se utilizaron valores donde es posible una
contrastacion entre cada uno de los experimentos.

e Calculo Concentracion Proteasa [AU/gchampition]

Primero, para la cantidad afiadida de Alcalase, se decidié basarse en estudios donde se vario6 la
cantidad de esta enzima sobre esquel6n de salmén usado como sustrato, utilizando la
concentracion intermedia de enzima como tope (Valencia et al., 2021). Esto con la diferencia que
se reducira la cantidad de enzima adicionada en proporcion a la relacion del contenido de
proteina existente entre el esqueldén de salmén y el champifion ostra. Usando asi, la ecuacion
N°5:

mAU
mAU ] Eproteasa,esquelon [m

gproteina]

E
proteasa,champ Iproteina

g champ

Oproteina,champ [
g champ ]

%proteina,esquelon [
g esquelén

Asi, considerando que la concentracién de enzima elegida como tope en este caso fue de 13
[MAU/gesqueisn], €Sto seria una concentracion de 1,68 [mAU/gchampirion]. Debido a que el contenido
de proteina del esquelén y champifion es de 15,83% y 2,05% respectivamente. Obteniendo asi
3 concentraciones de enzima, siendo estas 1,68; 0,84 y 0,42 [mAU/gchampiion] €N cada caso. Para
verificar los calculos realizados referente a la dosis de celulasa adicionada, revisar “Anexo B”.
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e Calculo Concentracion Celulasa [FPU/Qquitina]

Después, para la cantidad afiadida de Carezyme, se decidié basarse en estudios donde se vario
la cantidad de esta enzima sobre orujo de uva tinto usado como sustrato, utilizando una
concentracion de celulosa en el rango de este trabajo como tope (Lopez, 2019). Esto con la
diferencia que, se reducira la cantidad de celulasa adicionada en proporcién a la relacion del
contenido de celulosa o quitina existente en el orujo de uva tinto y el champifién ostra. A modo
de calculo, se supuso que existira el mismo efecto entre hidrolizar con celulasa un cierto
contenido de celulosa o quitina respectivamente. Asi, la concentracion de Celulasa que usada
fue de 76,72 [FPU/gquiina] decidida arbitrariamente, concordando con el rango de concentracion
de celulasa de 30 a 90 [FPU/gcewiosa]. Para verificar los célculos realizados referente a la dosis de
celulasa adicionada, revisar “Anexo C”.

5.3 Pretratamientos

Para la realizacion de los pretratamientos sobre el Pleurotus Ostreatus (champifion ostra). Se
eligieron 3 pretratamientos, que fueron utilizados por separado en cierto nimero de experimentos
y que posteriormente fueron ser sometidos a la hidrolisis enzimatica de proteinas.

Los pretratamientos elegidos son el uso de Escaldado, Secado y Secado mas la adicién de
Celulasa. Ahora, para cada pretratamiento se tuvieron los siguientes sustratos y reactivos
necesarios, ademas de seleccibn de equipos, procedimientos de trabajo y pardmetros
operacionales:

5.3.1 Escaldado
Sustratos y reactivos necesarios:

v' Agua desionizada
v" Champifién Ostra

Equipos Utilizados:

Tabla 3. Equipos Utilizados para Escaldado.

Equipo Especificacion
Trituracion Batidora de Inmersién Oster
Calentado

Agua Hervidor Black HE300

Balanza Mettler Toledo PL1502-S

Procedimientos de trabajo y pardmetros operacionales:

* Primero se tomaron 500 gramos de champifion ostra (nimero elegido como base de
calculo), y se le realizo un troceado fino con cuchillo o simil.

» Se hizo un pesaje del champifidn ostra.

» Elchampifién ostra troceado fue limpiado aplicando un flujo continuo de agua desionizada
durante un minuto.
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El champifidn ostra estuvo puesto dentro de un recipiente con 500 [mL] de agua caliente
a una temperatura de 95 [°C] aproximadamente, durante 4 minutos.

Posteriormente, se separd el champifidon ostra del agua caliente y se traspasé a otro
recipiente con 500 [mL] de agua a temperatura ambiente durante 3 minutos.

Ya pasado el tiempo, al champifién ostra ya escaldado se le quito el liquido que haya
absorbido en el proceso, usando un colador durante 1 minuto. Después, el sustrato se
traspaso a un recipiente vacio.

Se hizo pesaje del champifién ostra ya escaldado. (A momentos de sefialar los gramos
de champifién en las unidades de ciertos parametros, estos son referidos a los gramos
previos al escaldado. Aun asi, el peso de estos no suele tener méas de 1% de variacion)
Asi, el champifién ostra se trituro con la batidora Oster durante 1 minuto para obtener una
mezcla homogénea para utilizar.

Después, se pesaron 25 gramos de triturado y se le agregaron 25 gramos de agua
desionizada al mismo recipiente. Donde, esta mezcla sustrato mas agua desionizada es
utilizada en la fase de hidrolisis enzimatica.

5.3.2 Secado
Sustratos y reactivos necesarios:

v Agua desionizada
v" Champifién Ostra

Equipos Utilizados:

Tabla 4. Equipos Utilizados para Secado.

Equipo Especificacion
Trituracién Batidora de Inmersién Oster
Estufa de secado de calefaccién
Secado eléctrica VIMARONI
Balanza Mettler Toledo PL1502-S

Procedimientos de trabajo y parametros operacionales:

Primero se tomaron 100 gramos de champifién ostra (numero elegido como base de
célculo), y se le realizo un troceado fino con cuchillo o simil.

Se agregaron 25 gramos de este troceado en una placa Petri, habiendo pesado la placa
Petri anteriormente.

El champifién ostra troceado situado en placa Petri fue limpiado aplicando un flujo
continuo de agua desionizada durante un minuto con un colador. Cada limpiado se hizo
por separado. (Si hay 100 gramos de champifidn ostra, separar usando 4 placas Petri y
realizar 4 limpiados)

Cada placa Petri con el champifion ostra troceado se introdujo a la Estufa Vimaroni para
llevar a cabo el secado, este secado se ejecut6é durante 18 horas continuas y a 50 [°C].

Pagina 29



Posteriormente, las placas Petri con el sustrato fueron pesadas por separado y
mantenidas dentro del equipo si no son utilizadas. (Para que no absorban humedad)
Asi, en un recipiente al champifibn ostra ya seco se le afiadieron 40 [mL] de agua
desionizada aproximadamente y fueron triturados con la batidora Oster durante 1 minuto
para obtener una mezcla homogénea para utilizar.

Se agrego agua desionizada a la zona del triturador que tuvo contacto con el sustrato,
esto hasta que haya 50 gramos de mezcla agua desionizada mas champifién en el
recipiente, para asi no perder sustrato adherido al triturador.

Esta mezcla de champifién ostra mas agua desionizada fue utilizada en la fase de
hidrolisis enzimatica.

5.3.3 Secado mas Adicion de Celulasa
Sustratos y reactivos necesarios:

v' Agua desionizada
v' Champifién Ostra
v' Carezyme 4500 L

Equipos Utilizados:

Tabla 5. Equipos Utilizados para Secado con Adicion de Celulasa.

Equipo Especificacion
Trituracion Batidora de Inmersién Oster
Estufa de secado de calefaccion
Secado eléctrica VIMARONI
Balanza Mettler Toledo PL1502-S

Procedimientos de trabajo y parametros operacionales:

Primero se tomaron 100 gramos de champifién ostra (niumero elegido como base de
calculo), y se le realizo un troceado fino con cuchillo o simil.

Se agregaron 25 gramos de este troceado en una placa Petri, habiendo pesado la placa
Petri anteriormente.

El champifién ostra troceado situado en placa Petri fue limpiado aplicando un flujo
continuo de agua desionizada durante un minuto con un colador. Cada limpiado se hizo
por separado. (Si hay 100 gramos de champifién ostra, separar usando 4 placas Petri y
realizar 4 limpiados)

Cada placa Petri con el champifion ostra troceado se introdujo a la Estufa Vimaroni para
llevar a cabo el secado, este secado se ejecut6é durante 18 horas continuas y a 50 [°C].
Posteriormente, las placas Petri con el sustrato fueron pesadas por separado y
mantenidas dentro del equipo si no son utilizadas. (Para que no absorban humedad)
Asi, en un recipiente al champifion ostra ya seco se le afiadieron 40 [mL] de agua
desionizada aproximadamente y fueron triturados con la batidora Oster durante 1 minuto
para obtener una mezcla homogénea para utilizar.
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Se agrego agua desionizada a la zona del triturador que tuvo contacto con el sustrato,
esto hasta que haya 50 gramos de mezcla agua desionizada méas champifién en el
recipiente, para asi no perder sustrato adherido al triturador.
Instantes previos a la hidrolisis enziméatica, se afiadieron 579 [uL] de celulasa Carezyme
4500 L diluida con agua desionizada en proporcion 1:10.
Esta mezcla de champifién ostra mas agua desionizada fue utilizada en la fase de
hidrolisis enzimatica.

5.4 Hidrolisis Enzimatica
En la fase de hidrolisis enzimatica, como se menciond previamente se utilizé la mezcla
champifibn ostra mas agua desionizada, en una relacion 1:1, equivaliendo a un total de 50
gramos de mezcla. Donde, al momento de definir el nimero total de experimentos se

consideraron 3 concentraciones distintas de enzima comercial

Alcalase para cada

pretratamiento, con la adicion de una hidrolisis enzimatica con pretratamiento sin Alcalase
aplicada (Autolisis). Ademas, a este nimero se le agregaron hidrolisis enzimaticas sin un
pretratamiento previo, siendo estas una autolisis y otra con una concentracion de Alcalase
agregada de 1,68 [MAU/gchampiion], para estudiar la diferencia en el comportamiento del

hidrolizado sin este tipo de procesos, a manera de control.

Asi se tendra el siguiente disefio de experimentos:

Tabla 6. Disefio de Experimentos.

. . . Concentracion Enzimatica Dosis de Enzima Afadida
Sigla Enzimas [ Pretratamiento FPU/
Exp [Comerciales|  Aplicado [mAU/g champ] guitinag] Proteasa [uL] | Celulasa [uL]
E-1 - Escaldado 0 0 0 0
E-2 Alcalase Escaldado 0,42 0 3,9 0
E-3 Alcalase Escaldado 0,84 0 7.8 0
E-4 Alcalase Escaldado 1,68 0 15,6 0
S-1 - Secado 0 0 0 0
S-2 Alcalase Secado 0,42 0 3,9 0
S-3 Alcalase Secado 0,84 0 7,8 0
S-4 Alcalase Secado 1,68 0 15,6 0
Secado +
SC-1 - Celulasa 0 76,72 0 57,9
sc2 | Alcalase + 1 Secado + 0,42 76,72 3,9 57,9
Carezyme Celulasa
sc-3 | Alcalase + 1 Secado + 0,84 76,72 7,8 57,9
Carezyme Celulasa
sc-4 | Alcalase + 1 Secado + 1,68 76,72 15,6 57,9
Carezyme Celulasa
Ctrl-1 - Control 0 0 0 0
Ctrl-1 Alcalase Control 1,68 0 15,6 0
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Asi, se definieron todos los sustratos y reactivos necesarios, ademas de seleccién de equipos,
procedimientos de trabajo y parametros operacionales:

Sustratos y reactivos necesarios:

v

AR NERN

Mezcla champifidn ostra pretratado mas agua desionizada razén 1:1
Proteasa Alcalase 2,5 L

Celulasa Carezyme 4500 L

Acido tricloroacético (TCA) al 10% (v/v)

Equipos Utilizados:

Tabla 7. Equipos Utilizados para Escaldado.

Equipo Especificacion
Termorregulador Thermo Scientific AC200
Rotor

Vastago Mettler Toledo G10S
Termocupla
Centrifuga 1 Labnet Prism C2500
Centrifuga 2 Ortoalresa Digtor 22 C

Balanza Mettler Toledo PL1502-S

Procedimientos de trabajo y parametros operacionales:

Primero, se encendi6é el termorregulador y se introdujo en un recipiente con agua
desionizada para que cumpla con la funcion de un bafio termorregulado. La temperatura
seleccionada para trabajar es de 55 [°C].

Después, se tomaron 50 gramos de champifidn ostra mas agua desionizada, ya situados
en un recipiente que encaje con el auto titulador Mettler Toledo G10S y se hizo la conexion
respectiva para que queden unidos, debido a que este equipo contara con un rotor,
vastago agitador y una termocupla para realizar un seguimiento de la agitacién como de
la temperatura en el recipiente.

La parte inferior del recipiente se situ6 dentro del bafio termorregulado, esperando a que
la temperatura entregada por la termocupla sea de 54 [°C] aproximadamente.

Mientras el calentamiento de la muestra ocurre, se dejaron preparados 8 tubos Eppendorf
de 1,5 [mL], que en su interior poseen 500 [uL]] de TCA 10% (v/v) afiadidos con una
micropipeta.
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= Cuando la mezcla llego a la temperatura deseada, se retiraron 500 [uL] de ella y se
afadieron a un tubo eppendorf con TCA 10% (v/v) en su interior. Asi se obtendra la
cantidad de grupos a-amino previo a la hidrolisis.

» Instantes después, se afiadio la cantidad respectiva de enzima (proteasa o proteasa mas
celulasa).

= Desde ese momento, se realiz6 un seguimiento de la hidrolisis enzimatica durante 60
minutos.

= Se repitid la toma de muestras ocurrida en el instante O (previo a afiadir enzima). Esta
toma de muestra se realizé en los minutos 2, 5, 8 ,15, 30,45 y 60. Para cuantificar
posteriormente cantidad de grupos a-amino durante a la hidrolisis.

» Yaterminada la hidrolisis, las muestras tomadas se centrifugaron en la Centrifuga Labnet
Prism 2500C durante 10 minutos a 10300 [RPM], donde posteriormente se retird la fase
soluble con uso de una micropipeta, y se traspaso el contenido a otro tubo eppendorf.

= [Estas muestras posteriormente se congelaron, para en otro momento cuantificar los
grupos a-amino.

Ahora, al realizar la hidrolisis enziméatica de proteinas, ademas de la obtencién de muestras para
cuantificar grupos a-amino, también se pudo obtener su fase soluble y la recuperaciéon de
nitrégeno en el hidrolizado. Para ello, se debera trabajar con la muestra total hidrolizada
obtenida en la misma hidrolisis enzimatica.

5.4.1 Fase Soluble
Para obtener este dato, se siguio6 el procedimiento desde el fin de la hidrolisis enzimética.

= Utilizando la balanza Metler Toledo, se pesé el total de la muestra presente dentro de un
tubo Falcon de 50 [mL] (este tubo debe estar pesado por separado).

= Se tomo la muestra total hidrolizada y se centrifugo con la Centrifuga Ortoalresa Digtor
22 C, durante 10 minutos a 4600 [RPM].

= De esta forma, al finalizar la centrifugacion existe una fase insoluble y otra soluble
presente.

= Se peso por separado la fase soluble presente.

= Posteriormente, congelar esta fase soluble, ya que es necesaria al momento de obtener
la recuperacion de nitrégeno en la muestra.

Asi, para el calculo de la fase soluble se aplico la ecuacién N°6:

mf,sol [g ]
mtotal,mezcla [g]

Fsotubte [%] =

Esto, usando el pesaje de la fase soluble y de la mezcla posterior a la hidrolisis enzimatica.
Ademas, es importante considerar que, al momento de calcular el porcentaje de fase soluble, el
agua desionizada adicionada en un comienzo corresponde a un gran porcentaje de esta fase
soluble, con lo cual no todo este contenido es referido al agua original propio del alimento.

5.4.2 Recuperacion de Nitrégeno
Para obtener este dato, se us6 el hidrolizado congelado posterior a realizar la separacion de la
fase soluble. Ademas, como ya fue explicado con anterioridad, para el calculo de este parametro
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se requirié tanto del porcentaje de nitrégeno existente en el hidrolizado objetivo como del
perteneciente al sustrato original. Utilizando la ecuacion N°7:

%Nf,sol * Vf,sol[mL] * Pr sol [%]

%Nchamp,seco * muestra [gchamp,seco]

Recuperacion de nitrogeno (RN) =

Para conseguir estos porcentajes de nitrogeno, se debid realizar el método Kjeldahl, explicado
en el “Anexo A”, que posee tanto el procedimiento para utilizar los equipos como el calculo
respectivo para saber el porcentaje de nitrégeno existente en la muestra. Mientras que, para el
calculo de la densidad del hidrolizado, se retiraron 5 muestras del hidrolizado con una micropipeta
de volumen fijo, fueron pesados en la balanza analitica y se promedi6 la masa medida, siendo
esta densidad igual a 1,021 [g/mL].

5.5 Cuantificacion grupos a-amino

En esta fase de la experimentacion, ya se obtuvieron las muestras de hidrolizado retiradas cada
cierto tiempo en la fase de hidrolisis enzimatica, que posteriormente se les aplico un proceso de
congelacién para almacenarlas. Asi, para lograr la cuantificacién de los grupos a-amino del
hidrolizado con el pasar del tiempo, se decidi6 el uso del Método OPA previamente mencionado
para cumplir esta tarea.

Ahora, se definieron todos los sustratos y reactivos necesarios, en conjunto con la seleccién de
equipos, procedimientos de trabajo y parametros operacionales:

Sustratos y reactivos necesarios:

v' Muestras en tubos Eppendorf de 1,5 [mL] obtenidas en la fase de hidrolisis enzimatica.
v" Reactivo OPA. (Para su elaboracion ver “Anexo D”)
v Agua desionizada.

Equipos Utilizados:

Tabla 8. Equipos Utilizados para Cuantificaciéon de grupos a-amino.

Equipo Especificacion
. Thermo Scientific Orion Aquamate
Espectrofotémetro
8000
Celdas de Vidrio -

Procedimientos de trabajo y parametros operacionales:

= Primero, se descongelaron las muestras guardadas en los tubos Eppendorf.

= Como siguiente paso se realiz6 la curva de serina, necesaria para este Método. (Ver
“‘Anexo E”)

» La absorbancia leida por el espectrofotometro se fijé en 340 [nm].

» Después, considerando que es la primera vez realizando el método OPA en estas
muestras, se realiz6 una dilucion de la muestra en proporcion 1:10; 1:30 y 1:50 en otro
tubo Eppendorf. (Esto solo para la muestra retirada en tiempo 0)
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= Asi, para medir la absorbancia estas diluciones, se agregaron 200 [uL] de la dilucion
dentro de la celda de vidrio, en conjunto con 1,5 [mL] del reactivo OPA.

» |nstantes posteriores, la celda de vidrio se introdujo al espectrofotbmetro durante 2
minutos aproximadamente y se ley6 la absorbancia de la celda.

= Se realizaron estas mediciones para cada dilucién en triplicado.

= Se hizo comparacion de estos resultados con la absorbancia obtenida en la curva de
serina, si la medicion de alguna diluciébn se mantiene dentro del rango entregado por la
serina, utilizar esa dilucién como guia para las siguientes muestras de la misma hidrolisis.

= Sicon el paso del tiempo en las muestras, la absorbancia se va fuera del rango medido
por la curva de serina, se decidié aumentar la dilucién de la muestra respecto a la original
(en tiempo 0).

= De esta manera, se repitioé este procedimiento para todas las muestras de un hidrolisis.

Respecto a la razéon de la elaboracion de la curva de serina, es porque, al ser la serina un
aminodcido conocido, presente en proteinas y de caracteristicas conocidas, se podra establecer
una relacién cuantitativa entre la concentracion de serina y la absorbancia entregada por el
espectrofotdbmetro. Y como la serina al ser un aminoacido, este posee solamente un grupo amino
y uno carboxilo, con lo cual se llega a la relacién que la concentracion de serina es igual a la
concentracion de grupos a-amino. Y de esta manera se pudo relacionar cuantitativamente la
absorbancia entregada por las muestras del hidrolizado con respecto a la concentracion de
grupos a-amino presentes.

Por lo tanto, este es el comportamiento comun presente en los puntos de cuantificacién de grupos
a-amino en el tiempo:

Datos método OPA
14,000
12,000
10,000
8,000
6,000
4,000
2,000

0,000
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion grupos a-amino [mM]

Tiempo [min]

Figura 8. Comportamiento Estandar de cuantificacion de grupos alfa amino en el tiempo. (Elaboracion propia)
Donde, para obtener esta concentracion el tiempo se ocupd la ecuacion N°8:

ConcentracioNyyestra[MM] = Concentracionyesera[MM](1=¢) — Concentracionmyeserq[MM](¢=0)
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Y, para la obtencién de la concentracion real de grupos a-amino, se siguié la ecuacién N°9:

Concentracioncpamp[mM]¢=¢) = Concentracionmyesere [MM](¢=¢) * Faitucion * Dilucionrcy

Donde, en la ecuacion N°9 se consider6 tanto la dilucion realizada al momento de utilizar el
método OPA, como al agregar TCA 10% (v/v) en la fase de hidrolisis enzimética para inactivar
las enzimas presentes. De esta manera, se podra hacer el célculo del grado de hidrolisis,
parametros empiricos y costo de produccion del hidrolizado respecto a la enzima utilizada.

5.5.1 Grado de Hidrolisis
El grado de hidrolisis, corresponde a la cantidad de enlaces peptidicos rotos en la hidrolisis
respecto al total de enlaces peptidicos presentes en el sustrato original.

Para este caso, se considerd la ecuacién N°1 escrita anteriormente en el estado del arte, en
conjunto con la ecuacion N°10 planteada por (Benjakul & Morrissey, 1997):
Grado de hidrolisis (GH)[%] = P 100 =—% 100

tot Lmax — Lo

Siendo L: y Lo la concentracién de grupos a-amino liberados en el tiempo t e inicial. Mientras que,
Lmax €S la concentracion de grupos a-amino al realizar un proceso de degradacion completa. Lmax
se calculg, utilizando los datos de la digestion completa de champifién ostra ya realizada, segun
el método Kjeldahl en el “Anexo A”. Teniendo asi, la siguientes ecuaciones para el calculo del
grado de hidrolisis:

[mmOI] Vfase sol [L]

) * muestra [gchamp,seco]

mmo l] Concentracioncpramp

gp %Nchamp,seco * (

(Lt - LO) [

Iprot

Initro geno

Donde, la concentracién de grupos a-amino fue obtenida en el punto de “Cuantificaciéon de grupos
a-amino” y la relacién de gramos de proteina referente a gramos de nitrégeno es de 6,58 segln
(Tshinyangu & Hennebert, 1996). Mientras que, para el célculo los parametros Lmax Y Lo se
plantearon las ecuaciones N°12 y N°13:

(‘)/N . 1000 mmol N D [ mmol N ]
0
mmol] champ,seco 14 gnitrogeno gchamp,seco _

gprot gprot
\ <%Nchamp,seco * ( ]
gmtrogeno gchamp,seco

max) [
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mmol] B (Concentracionmuestm [mM](¢=0) * Faitucion * DilucionTCA) * Veasesot[L]

(Lo) [ ol

Iprot
%Nchamp,seco * (gnitrogeno * muestra [gchamp,seco]

Obteniendo asi, la ecuacion para el calculo del grado de hidrolisis:

) rmmol]
C oncentracionchamp I * Vfase,sol [L]

Iprot
%Nchamp,seco * (gnitrogeno * muestra [gchamp,seco]

GH|%)| =
[ 0] (Concentradonmuestra [mM] (t=0) * Fdilucion * DiluCionTCA) * Vfase,sol[L]

10,86 —

Iprot
%Nchamp,seco * (gnitrogeno * muestra [gchamp,seco]

5.5.2 Pardmetros Empiricos Asociados a la hidrolisis enziméatica

Como fue mencionado con anterioridad, para el célculo de los pardmetros empiricos asociados
a la hidrolisis enzimatica, previamente se requerira de los puntos de cuantificacion de los grupos
a-amino respecto al tiempo. Donde se usoé la ecuacién N°4 para modelar los datos en curvas de
cuantificaciéon de los grupos a-amino:

1
P(t)=E*ln(a*b*t+1)

Siendo P(t), la concentracion total de los grupos a-amino del hidrolizado respecto al tiempo, y t
la variable temporal.

Asi, para conseguir que la curva se acople a los datos se decidié usar el método de los minimos
cuadrados (MMC), donde se busca que los residuos obtenidos entre la diferencia del modelo y
los datos experimentales sea minima. Para esto, se variaron los parametros “a” y “b”, hasta
conseguir un resultado que minimice este error cuadratico:

Suma Residuos Cuadrado = Z(Pe — Py)?

Siendo Pe, el producto experimental y Py el producto segun el modelo buscado.

[Tl

De esta manera, existen parametros ajustados “a” y “b” para cada hidrolisis con cierto
pretratamiento y concentracion de proteasa agregada. Asi, se realizé un calculo del coeficiente
de determinaciéon R? y el error estandar (SE) para caracterizar que tan bien se ajustan estos
parametros al set de experimentos.

Ahora, para el célculo de coeficiente determinacién R? sobre la curva de cuantificaciéon de grupos
a-amino. Se debe saber previamente que este valor ronda entre 0 y 1, y mientras mas cercano
este valor sea a 1, mayor es el acople de los datos experimentales respecto a la curva modelada.
Para esto, se uso la siguiente ecuacion:
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Siendo VAR la varianza residual y VAT la varianza total, que son expresados de la siguiente
manera:

n
VAR = Z(Ydato - ymodelo)2

i=1

n
2
VAT = Z(Ydato - Yprom,dato)
i=1

Siendo Ydato, Ymodelo € Yprom,dato, |& CONcentracion de grupos a-amino, la obtenida por la curva
modelo y el promedio de los datos reales respectivamente. Por otro lado, n es el nimero de datos
tomados por hidrolisis.

Mientras que, para el error estandar se utilizé la ecuacion N°19 (Valencia et al., 2015):

Error estandar(SE) = ’MSE * Cjj

Siendo MSE, el error cuadréatico medio y Cj el elemento situado en la fila y columna j de la matriz
de dispersion (X™X)2. Asi, se hizo el calculo del MSE al usar la ecuaciéon N°21:

Z?zl(ydato - ymodelo)2

n—k
Donde n y k, son respectivamente el nUmero de datos considerados y el nUmero de pardmetros
gue posee la ecuacion del modelo.

MSE =

Y, para verificar si los parametros “a” y “b” de cada hidrolisis son significativos para su regresion,
se utilizé la prueba de significancia de parametros.

¢ Prueba de significancia

Esta prueba de significancia busca estudiar si, el numero de parametros definidos inicialmente
son correctos para gue el comportamiento del modelo se acople estrechamente a los datos
experimentales, o que, exista un sobredimensionamiento de estos, teniendo asi parametros
insignificantes presentes para esa hidrolisis en especifico.

Para ello, se plantearon las siguientes hipétesis:
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Hy:p; =0 (21)
Hy:B; # 0 (22)

De esta manera, si la hipétesis nula (Ho) no es rechazada, se tiene que el parametro estudiado
no es significante respecto al modelo de la hidrolisis en especifico. Por otro lado, si la hipotesis
nula es rechazada, el pardmetro estudiado es de importancia al modelo de la hidrolisis en
especifico.

Ahora, para saber si se rechaza o no la hip6tesis nula se utilizaron las ecuaciones N°23 y N°24:

i Bi (23)
° ™ Error Estandar(f;)
Cstudent = t(%,n_p) = t(0,05,8-2) = 2,45 (24)

Asi, si to<tswaent la hipotesis nula no sera rechazada, teniendo que el parametro no es significante.
Mientras que, si to>tswdent €1 parametro es de importancia al modelo de la hidrolisis en especifico.
Los resultados de esta prueba de significancia de parametros pueden ser vistos en el “Anexo F”.

5.5.3 Costes Asociados

Ahora, desde el ambito econémico se realizd una comparacion de la cantidad de proteina extraida
desde el sustrato original, respecto a la cantidad de proteasa aplicada. Ademas de agregar otro
pardmetro relacionado al costo de la enzima necesaria para extraer cierta cantidad de proteina
dentro del hidrolizado. Para ello, primero se requiri6 saber el coste de cada enzima, datos que
se encuentran mostrados en la Tabla N°9:

Tabla 9. Costos de Enzimas Comerciales Utilizadas.

Nombre Comercial Costo [USD/kg]
Carezyme 4500 L 16,08
Alcalase 2,5 L 16,08
Cabe destacar que, el coste de la proteasa Alcalase 2,5 L es fija a cotizaciones obtenidas al
realizar contacto con el proveedor de este producto en el pais respectivo, mientras que, frente a
la falta del coste de la celulasa Carezyme 4500 L, se supuso que su coste sea igual a la de la
proteasa.

De esta manera, al ya saber estos costes se utilizé la ecuacion N° 25 para calcular el coste de
gramo de proteina extraida por gramo de enzima adicionada:

Iprot )) (25)

gnitrogeno

<Vf,sol[mL] * pf,sol [%] * %Nf,sol * (

DOSiSenz [genz]

g
Costoenz,H[ pmt] =
genz
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Este parametro vario dependiendo de la dosis de proteasa Alcalase aplicada para las diferentes
hidrolisis, como también al afiadir celulasa Carezyme como pretratamiento.

Ahora, al estudiar el costo de las enzimas adicionadas requeridas para extraer un kilogramo de
proteina, se uso la ecuacion N° 26:

USD

] (26)
Ycare %103

. USD ,
USD ] Dosisyc [gaicl * Costog, [E] + Dosiscare [gcarel * Costocare [

g
(st ppsa ] 8- (222

gnitrogeno

Costognz g [kg
prot

Cabe mencionar que, tanto las dosis de enzima afiadidas y la cantidad de proteina extraida
presente en el hidrolizado son datos ya calculados en este punto de la obtencién de resultados.

Ademas, se realiz6 una comparacion del coste de obtener este hidrolizado frente al coste de
adquisicion de este tipo de hidrolizados proteicos en el comercio. Y asi, dimensionar si existe
actualmente la posibilidad de manufacturar este producto. Para esto, la ecuacién del coste total
se defini6 de la siguiente forma:

USD

COStototal,H [

Costocyitive USD ] (27)
kgprot

] = (COStOenz,H + T + COStOSecadO) [W

Donde se hizo alusion al coste de las enzimas adicionadas, mas el costo de realizar el cultivo del
hongo Pleurotus Ostreatus y el secado necesario en ciertos pretratamientos como el secado de
este liquido proteico para la obtencién de un polvo de facil consumo.

De esta manera, para el costo relacionado del cultivo, este se situé en 0,75 [USD] (703 CLP) por
kilogramo de champifion ostra cultivado (Chitra et al., 2018), que equivaldria a 36,59 [USD]
(34300 CLP) por kilogramo de proteina presente en el sustrato. Y, este valor fue dividido por la
recuperacion de nitrégeno de cada hidrolisis, para obtener el costo de cultivacion por kilogramo
de proteina extraida del sustrato. Mientras que, para el costo del secado como pretratamiento se
supuso una potencia de 1,6 kW en la estufa, que se encontré encendida durante 18 horas para
obtener la humedad objetivo, teniendo en cuenta que el llenado de la estufa con sustrato da
abasto a poder producir 1 kilogramo de proteina de Pleurotus Ostreatus, teniendo asi un
consumo de 28,8 kW-h por kilogramo de hidrolizado secado. Y, para el secado del hidrolizado
se ocup6 un secador spray que tiene un consumo energético de 2,05 kW-h por kilogramo de
hidrolizado secado, siendo este valor proveniente de simulaciones con suero de leche como
materia prima (Dominguez-Nifio et al., 2018). Teniendo asi, un gasto respectivo de 7,02 [USD]
y 0,5 [USD] por kilogramo de hidrolizado secado, esto considerando que se tomé en cuenta el
coste de energia de Chile para realizar esta conversion.
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5.5.4 Prueba de Diferencias Significativas

Asi, se aplicaron diferentes técnicas estadisticas en los datos obtenidos para identificar si los
valores correspondientes en cada situacion poseian diferencias significativas entre ellas. El
procedimiento de actuar es similar al presente en la “Prueba de Significancia” en la seccién
“5.5.2”, estas pruebas siendo:

e Test de Anova

El Test de Anova se utilizd para reconocer si existio una diferencia significativa reconocible
entre un cierto grupo de muestras. Para ello, el procedimiento realizado al igual que la “Prueba
de Significancia” en la seccién “5.5.2”, se planted la Hipétesis 0 en conjunto con la Hipétesis 1,
que dice lo siguiente:

Hotpy = Uy = Uz =..= Uy (28)
H,: Los promedios no son todos iguales (29)

Siendo px el promedio de cada dato. Teniendo que, si se rechaza la Hipétesis 0, se tiene que
los promedios de los datos no son todos iguales, evidenciando una diferencia significativa como
minimo en uno de los datos seleccionados respecto al resto.

Para evidenciar esta diferencia se calculd la variable estadistica de Fisher o valor F, con la
ecuacion N°30:

(2% — X)) (30)
=1

= — 2
?=1Z?=1(Xl _Xj)
N-—k

Siendo )?j,)? y X; respectivamente el promedio de datos de cierto grupo, el promedio total de

datos y un cierto dato de la totalidad de las muestras. Mientras que, N y k son el numero total
de datos y el nimero de grupos totales.

Asi, ya con la variable calculada esta se comparé con el valor de F critico provenientes de
tablas de distribucion de Fisher ya definidas. De esta manera, si el valor calculado es mayor al
F critico, se tiene que existira una diferencia significativa como minimo en uno de los datos
seleccionados respecto al resto. Por otro lado, si el F calculado es menor al F critico no se
rechazara la Hipétesis 0.

o Test de Tukey

El test de Tukey se utilizé en conjunto con el Test de Anova, ya que, este test estadistico es
capaz de identificar si existe una diferencia significativa entre distintos grupos procedentes de
una muestra total. Estas dos pruebas se utilizaron en conjunto para saber si existe tanto una
diferencia significativa en los datos presentes y cuales grupos son significativamente diferentes
entre si.

Para ello, se utilizd la ecuaciéon N°31:
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(31)
HSD = q *

Siendo HSD, la diferencia honestamente significativa. Mientras que, q y r respectivamente son
el valor critico proveniente de la tabla de Tukey y la cantidad de replicas de cada dato. Ademas,
X; v X son el dato cualquiera de un grupo y el valor promedio del mismo grupo a comparar.
Ahora, la diferencia honestamente significativa se comparé con la diferencia absoluta entre los
2 grupos a comparar. Si el valor HSD es mayor a la diferencia absoluta entre los grupos, se tiene
que no existiran diferencias significativas entre los grupos, por otro lado, si el valor HSD es
menor, existe una diferencia significativa entre los grupos.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Caracterizacion del Hidrolizado

6.1.1 Fase Soluble

En la Figura N°9 se observa el porcentaje de fase soluble del hidrolizado utilizando cada
pretratamiento por separado, adicionando los resultados pertenecientes al control. Esto
considerando, que para cada pretratamiento se varié la concentracion de Alcalase adicionada,
siendo esta O [mMAU/Qchamp]; 0,42 [MAU/Qchamp]; 0,84 [MAU/Qchamp] Y 1,68 [MAU/Gchamp]
respectivamente. Asimismo, las condiciones de operacién de estos experimentos son los
referenciados en la fase metodoldgica, realizando todas las hidrolisis en un reactor por lotes
durante 60 minutos, con pH nativo, a 55 [°C] y con sustrato en dilucion 50% (p/p). Teniendo asi
la Figura N°9:

90%
80%

T 1 . - -

70% I -
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Escaldado Secado Secado + Celulasa Control
B Autolisis W 0,42 [mAU/g_champ] 0,84 [mAU/g_champ] 1,68 [mAU/g_champ]

Fase Soluble [%]

Figura 9. Fase Soluble del Hidrolizado para cada pretratamiento aplicado con 60 minutos de reaccion, pH nativo, a
55 [°C] con sustrato en dilucién 50% (p/p). Considerando Concentraciones de Alcalase 0 [mAU/gchamp] (Autolisis);
0,42 [MAU/ gchamp]; 0,84 [MAU/ gchamp]; 1,68 [MAU/ gchamp]-

Asi, como es visto en el “Anexo G”, se realizé un analisis de diferencias significativas entre las
fases solubles agrupadas segun el tipo de pretratamiento utilizado, observandose que, al aplicar
secado mas adicion de celulasa se identifico la presencia de diferencias significativas entre las
fases solubles obtenidas al variar la concentracion de enzima afiadida. Esta diferencia puede ser
atribuida al minimo error presente en las cuantificaciones de la fase soluble.

También, el porcentaje de fase soluble del control es menor que realizando un pretratamiento al
sustrato, teniendo respectivamente una fase soluble de 63,4+1,24% y 67,6+0,88% para la
autolisis y con una dosis de proteasa adicionada de 1,68 [MAU/gchamp], €Sto podria ser debido a
gue tanto pared celular como la estructura del sustrato no poseen ningun tipo de deformacion
realizada en el control, causando asi que exista una mayor resistencia a separar la fase liquida
presente dentro de la célula. Mientras que, no existe una diferencia significativa al agregar
proteasa adicional o no.
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Cabe destacar que, estos porcentajes de la fase soluble del hidrolizado son tan altos debido a
gue al utilizar una mezcla de agua desionizada mas sustrato en relacién 1:1 (p/p) para la
hidrolisis, se tuvo que al centrifugar el hidrolizado un gran contenido de la fase soluble
corresponde al agua desionizada adicionada en un inicio.

6.1.2 Recuperacion de Nitrogeno
Para conocer el porcentaje de recuperacion de Nitrdgeno respecto al original en el sustrato, se
tiene la Figura N°10:
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Figura 10. Recuperacion de Nitrégeno del Hidrolizado para cada pretratamiento aplicado con 60 minutos de
reaccion. Considerando Concentraciones de Alcalase 0 [MAU/ gchamp] (Autolisis); 0,42 [MAU/ gchamp]; 0,84 [MAU/
Ochamp]; 1,68 [MAU/ gchamp).

Al enfocarse en el escaldado como pretratamiento se observé que, existe una diferencia
significativa entre cada valor de la recuperacion de nitrégeno, como es visto en el “Anexo H”,
teniendo que, a mayor cantidad de concentracién de proteasa adicionada, mayor es la
recuperacion de nitrogeno del hidrolizado, teniendo que esta variable va desde una recuperacion
de nitr6geno de 24,67+0,55% hasta un 45,38+1,76%. Este comportamiento podra ser causado
debido a que, al realizar el tratamiento térmico ocurrié una inactivacion térmica significativa de
las proteasas propias del alimento, evitando que estas proteasas del sustrato inicial reduzcan el
largo de estas proteinas y que ocurra un aumento de la solubilidad de las proteinas para que
sean almacenadas dentro de la fase soluble del hidrolizado posterior a la centrifugacion, dando
total responsabilidad a la proteasa comercial adicionada a realizar esta funcion.

Ahora, respecto a la recuperaciones de nitrégeno al aplicar secado y secado mas adicion de
celulasa como pretratamientos, como se observo en la Figura N°10 no existe una diferencia
significativa presente entre cada pretratamiento, teniendo asi que la adicion de celulasa en este
proceso de hidrolisis no posee un efecto significativo para la recuperacion de nitrégeno con los
parametros de operacién seleccionados en la fase metodolégica. Ademas, se observo que no
existe una diferencia significativa al utilizar secado como pretratamiento, para cualquier
concentracion de proteasa elegida.

El mayor porcentaje de nitrdgeno recuperado lo poseeran los pretratamientos de secado y
secado mas celulasa. Esta diferencia entre el utilizar escaldado y los otros dos pretratamientos
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podria ser debido que, al realizar el escaldado, el agua a temperatura elevada absorba cierta
cantidad de las proteinas propias del alimento que originalmente hayan tenido un grado de
solubilidad lo suficientemente alto para que puedan ser transportadas al agua a esa temperatura
en especifico, reduciendo asi el total de proteinas disponibles en la mezcla de champifion mas
agua desionizada previa a la hidrolisis.

Por otro lado, respecto al control su recuperacién de nitrégeno fue de 55,21+1,96% Yy
61,96+1,37% para la autolisis y al agregar una dosis de proteasa de 1,68 [mMAU/gchamp]. Siendo
estos valores mayores a los observados al seleccionar escaldado como pretratamiento bajo
cualquier dosis de proteasa agregada, esta diferencia puede ser justificada por la cantidad
significativa de proteina que se retira del sustrato al realizar el escaldado.

6.1.3 Grado de Hidrolisis
Respecto al grado de hidrolisis, se tiene la Figura N°11:
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Figura 11. Grado de Hidrolisis del Hidrolizado para cada pretratamiento aplicado con 60 minutos de reaccion.
Considerando Concentraciones de Alcalase 0 [MAU/ gchamp] (Autolisis); 0,42 [MAU/ gchamp); 0,84 [MAU/ gchamp]; 1,68
[I’TIAU/ gchamp].

Primero, al enfocarse en las hidrolisis donde se hizo escaldado como pretratamiento, al igual que
para los resultados de recuperacion de Nitrégeno, existen diferencias significativas entre sus
resultados al variar la concentracion de proteasa, teniendo un aumento gradual en la variable
estudiada al momento de adicionar proteasa en las cantidades especificadas, llegando a un
rango maximo cuando la concentracion de enzima es de 0,84 [mAU/gchamp), Siendo este grado de
hidrolisis igual a 7,00+0,28%.

Mientras que, cuando se utilizd secado no existi6 una diferencia significativa en el grado de
hidrolisis al agregar proteasa, donde esta variable va de 7,68+0,16% hasta un maximo de
9,36+1,71%. Lo mismo es dicho cuando se usé como pretratamiento secado mas celulasa, ya
gue, su grado de hidrolisis va de 7,14+0,03% hasta un maximo de 9,98+0,5%.

Ademas, se vio que incluso el control obtuvo un grado de hidrolisis mayor al ser comparado con
mediciones realizadas a hidrolisis con escaldado aplicado. Este efecto podria ser explicado, ya
que, al aplicar el escaldado no quedaran proteasas propias del alimento que rompan las
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proteinas en la duracién de la hidrolisis, dependiendo mayaoritariamente de la enzima comercial
Alcalase afiadida, diferenciandose completamente de los otros pretratamientos estudiados.

Asimismo, se realizd0 una comparacion con resultados de hidrolisis enzimética aplicadas en
subproductos de Agaricus Bisporus (champifion comun) con un secado previo, donde se tuvo un
grado de hidrolisis de 23,7+0,5%. Esta diferencia, radicaria en que se us6 una temperatura de
operacién de 50 [°C] durante un periodo de 2 horas, con una relacién de enzima/sustrato igual a
0,3%, dando asi margen a que en este estudio sea mayor el grado de hidrolisis. Mientras que, al
comparar con hidrolisis enziméticas realizadas a esquelon de salmén, se tuvo un grado de
hidrolisis aproximado de 6% al trabajar a una temperatura de 55 [°C], pH nativo, sustrato en
relacion 50% (p/p) con dosis de enzima comercial de Alcalase adicionada (Valencia et al., 2021),
siendo estas condiciones de operacion extremadamente similares a las trabajadas en este
estudio, con grados de hidrolisis cercanos a los obtenidos experimentalmente.

6.2 Curvas de grupos a-amino y parametros del modelo logaritmico

6.2.1 Cuantificacion de grupos a-amino en la hidrolisis enzimatica
Ahora, se estudiaron las diferencias existentes en los puntos de cuantificacion de grupos a-amino

del experimento en si, para después presentar los parametros “a” y “b” propios de la ecuacion
logaritmica N°6, esto para cada situacion estudiada y asi comparar los datos obtenidos.

En las Figuras N°12, N°13, N°14 y N°15 se observan graficadas las concentraciones de grupos
a-amino:

Concentracion
grupos a-amino [m

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo [min]
Autolisis 0,42 [mAU/g champ.ost] 0,84 [mAU/g champ.ost] 1,68 [mAU/g champ.ost]

Figura 12. Concentracién grupos a-amino Usando Escaldado como Pretratamiento a diferentes concentraciones de
enzima adicionada, a una temperatura de 55°C, 50% (w/w) y pH nativo.
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Figura 13. Concentracion grupos a-amino Usando Secado como Pretratamiento a diferentes concentraciones de
enzima adicionada, a una temperatura de 55°C, 50% (w/w) y pH nativo.
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Figura 14. Concentracion grupos a-amino Usando Secado + Celulasa como Pretratamiento a diferentes
concentraciones de adicionada, a una temperatura de 55°C, 50% (w/w) y pH nativo.
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Figura 15. Concentracién grupos a-amino en Control a diferentes concentraciones de enzima adicionada, a una
temperatura de 55°C, 50% (w/w) y pH nativo.

Al observar la Figura N°12, se realizo un proceso de hidrolisis sobre la mezcla que previamente
fue tratada con escaldado. Se observo que al no adicionar proteasa sobre la mezcla, el aumento
de la concentracion de grupos a-amino con el transcurrir del tiempo es pequefa, llegando a ser
de 0,94+0,25% al pasar los 60 minutos de reaccion. Mientras que, al afiadir proteasa se tuvo un
aumento notable de la concentracion de grupos a-amino presente. Ahora, al afiadir 0,42 y 0,84
[MAU/gchamp] de proteasa al comenzar la hidrolisis, se tuvo que la concentracion de grupos a-
amino crecio de manera proporcional, sin embargo al afiadir 1,68 [mMAU/gchamp] de proteasa, no
existio una diferencia significativa en su concentracion de grupos a-amino respecto al
experimento con una concentracion de 0,84 [MAU/gchamp], €Sto podra ser debido a una saturacion
de los sitios de ruptura presentes en la superfice de las particulas de champifion ostra, causando
asi que al seguir aumentando la dosis de enzima afiadida no varie con concentracion de grupos
a-amino. Estas observaciones se corroboraron mediante el analisis estadistico de diferencias
significativas presente en el “Anexo G” y “ Anexo H”.

Mientras que, respecto a las Figuras N°13 y N°14, no se observo una diferencia significativa entre
ocupar secado o secado mas adicion de celulasa como pretratamiento. Lo mismo es ser dicho al
variar la concentracion de proteasa en estos pretratamientos. Esto podra ser debido a que, la
cantidad de enzimas propias del mismo alimento son suficientes para ocupar la totalidad de los
sitios de ruptura presentes en la superficie de las particulas de champifion ostra. Ahora, la
diferencia de resultados entre utilizar escaldado o los otros 2 pretratamientos radica en que, al
aplicar temperaturas mayores a 90 [°C] en el escaldado, se genero una inactivacion termica de
las enzimas propias del champifion ostra, teniendo que para ese pretratamiento en especifico es
crucial la adicion de proteasa para que aumente la concentracion de grupos a-amino.

En la Figura N°15 no se observo una diferencia significativa en la concentracion de grupos a-
amino a lo largo de la reaccion para el caso del caso control. Pero, a diferencia de cuando se
realizo un pretratamiento al sustrato, la concentracion de grupos a-amino alcanzados al fin de la
reaccion es menor llegando a un promedio de 7 [mM], a diferencia de los 13 [mM] promedio en
los resultados previos. Esta diferencia podra ser debido a que al no causar una alteracion en la
pared celular del hongo, la interaccion entre las proteinas presentes dentro de la celula y las
enzimas fuera de la celula fue infima, teniendo asi que solamente se cuantificaron los grupos a-
amino de las proteinas presentes fuera de la celula.
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6.2.2 Parametros del modelo logaritmico

Ahora, respecto a los parametros “a”,

b” y R? obtenidos al realizar la curva de concentracion de

grupos a-amino respecto al tiempo para cada hidrolisis, se tuvieron los siguientes resultados en

la Tabla N°10.

Tabla 10. Parametros "a" [mM/min], "b"[1/mM] y R2 del modelo logaritmico para cada Hidrolisis, a una temperatura
de 55 [°C] y 60 [min] de tiempo de reaccion.

ID a [mM/min] Error Standard | b [1/mM] | Error Standard R2
E-1 0,0156 0,0026 0,0001 0,4190 0,9795
E-2 0,1860 0,0293 0,1849 0,0552 0,9842
E-3 0,4447 0,0637 0,1400 0,0328 0,9889
E-4 0,6203 0,0588 0,2005 0,0177 0,9953
S-1 0,8020 0,1156 0,1765 0,0223 0,9895
S-2 2,6406 0,5093 0,2989 0,0163 0,9856
S-3 0,5445 0,0453 0,1516 0,0143 0,9961
S-4 1,1559 0,2359 0,2396 0,0326 0,9832

SC-1 1,0742 0,1194 0,1784 0,0153 0,9942
SC-2 0,8840 0,0859 0,2009 0,0140 0,9950
SC-3 0,4340 0,0306 0,1202 0,0124 0,9967
SC-4 1,6894 0,2660 0,2928 0,0250 0,9901
Ctrl-1 2,2417 0,9201 0,5759 0,0950 0,9570
Ctrl-2 0,6162 0,1325 0,3979 0,0597 0,9798

Al comparar con los parametros calculados por (Camus, 2023) y (Valencia et al., 2021), se
observo que el parametro “a” fue menor respecto al parametro calculado al realizar hidrolisis
sobre esquelon de salmon, mientras que en el caso del parametro “b”, este fue mayor. Esta
variacion significativa en los valores de los parametros es una consecuencia directa de la
diferencia del contenido de proteina en cada sustrato, ya que, el contenido de proteina de
champifion ostra es aproximadamente 10 veces menor al de esquelon de salmon, resultando en
gue la concentracion de grupos a-amino final se redujo significativamente respecto a cuando se
utilizo esquelon de salmon. Teniendo asi, que la velocidad inicial de reaccion (parametro “a”) es
mucho menor debido a la menor presencia de sustrato presente y el parametro “b” es mayor
debido a la rapida desaceleracion de formacion de producto por una probable saturacion de la
reaccion o por el dificil acceso de la enzima sobre las proteinas dentro de la celula.
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6.3 Costes Asociados en Produccion del Hidrolizado Procesado
Asi, para la seccion de costes asociados se observaron las Figuras N°16, N°17 y N°18:
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Figura 16. Proteina extraida por gramo de enzima utilizada. Esto para cada pretratamiento aplicado con 60 minutos
de reaccién. Considerando Concentraciones de Alcalase de 0,42 [MAU/ gchamp]; 0,84 [MAU/ gchamp]; 1,68 [MAU/
Qchamp).
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Figura 17. Coste de enzimas utilizadas para extraer un kilogramo de proteina. Esto para cada pretratamiento
aplicado con 60 minutos de reaccion. Considerando Concentraciones de Alcalase de 0,42 [mAU/ gchamp]; 0,84 [MAU/
gchamp]; 1,68 [mAU/ gchamp].
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Figura 18. Coste total considerado para obtener un kilogramo de proteina de Champifion Ostra. Esto para cada
pretratamiento aplicado con 60 minutos de reaccion. Considerando Concentraciones de Alcalase de 0; 0,42 [mAU/
Ochamp]; 0,84 [MAU/ gchamp); 1,68 [MAU/ gchamp)-

Ahora, respecto a los costes referentes a la utilizacion de enzimas proteoliticas o celuliticas, si lo
buscado es optimizar el gasto de enzimas comerciales afiadidas, lo recomendable es trabajar las
hidrolisis con una concentracién enzimatica de proteasa de 0,42 [mMAU/gchamp], debido a que los
datos experimentales denotan que la razon de proteina extraida respecto a enzima consumida
fue mayor para estos casos, especialmente al utilizar secado como pretratamiento, que tiene un
valor igual a 88,81+3,21 [gpot/Tenz]- Y, S€ tuvo que al escoger el secado mas celulasa como
pretratamiento estos valores seran los menores, debido a que también se contabilizo la cantidad
de celulasa afadida.

Asimismo, al cuantificar la cantidad de dinero gastada en enzimas proteoliticas o celuliticas
respecto a la produccién de un kilogramo de proteina de Pleurotus Ostreatus. Se observo que
estos valores no superaran los 4 [USD] aun en el peor de los casos, apreciandose asi, que el
gasto neto centrado en enzimas no fue significativamente alto. Denotando que, nuevamente al
utilizar secado estos valores son los menores entre las demas opciones estudiadas, siendo
menor a 1 [USD].

Por otro lado, realizando énfasis en la Figura N°18, se tiene que el costo total para producir un
kilogramo de proteina es considerablemente elevado, siendo el factor principal de esto, el alto
costo total de cultivacion de estos hongos para producir el producto objetivo. Esto es
principalmente causado por el bajo contenido proteico propio de los hongos, teniendo asi la
necesidad de cultivar méas de 50 kilogramos de Pleurotus Ostreatus como minimo para obtener
un kilogramo de proteina a partir de este sustrato, suponiendo una recuperacion de nitrdgeno
cercana al 100%, que no es el caso para este sustrato bajo las condiciones de trabajo fijadas.
Igualmente, si se busca elegir un pretratamiento en especifico, se recomendard utilizar secado,
debido a que su coste fue de los menores entre los casos estudiados, siendo este de 57,5
[USD/kgpret] €n promedio, con el afiadido que no requirid de adicionar celulasa como en otros
pretratamientos. También, cabe destacar el costo de produccién del control, rondando entre 60
y 65 [USD] por kilogramo de producto, siendo esto resultado de su razonable recuperacion de
nitrégeno, en conjunto al ahorro del consumo eléctrico de realizar algun pretratamiento al
sustrato.
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7. Conclusiones

Se concluira que, al realizar hidrolisis enzimatica de proteinas, tanto el tipo de pretratamiento
como la concentracion de proteasas afiadidas es clave en el efecto que tiene sobre la variables
estudiadas en el hidrolizado proteico de origen fungico.

Respecto al tipo de pretratamiento, con el uso de secado y secado mas celulasa sobre el sustrato
se observaron la mayores cantidades de proteina extraida respecto al total, teniendo asi que no
existe diferencia al adicionar celulasa, lo mismo siendo dicho al afiadir proteasa en la hidrolisis
enzimatica. Asi, se observo que el secado sin adicion de proteasay celulasa es el pretratamiento
objetivo para maximizar la extraccién de proteinas sin utilizar recursos innecesarios. Ademas, se
observé que la extraccidon de proteina al realizar escaldado como pretratamiento fue menor que
la obtenida en el caso de control.

Por otro lado, respecto a la idea de comercializar este tipo de hidrolizado, se pudo observar que
actualmente el costo requerido para la producciéon de este hidrolizado sigue siendo demasiado
alto, ya que, el precio en el comercio de proteina hidrolizada de cualquier fuente suele ser menor
gue el coste para producir proteina de Pleurotus Ostreatus. Aun asi, queda la puerta abierta a
volver a retomar esta propuesta cuando existan formas de cultivar hongos a un costo mucho
menor o el trabajar con residuos fangicos provenientes de produccién de otros productos, como
puede ser al producir condimentos para sopa, ahorrando asi los costos de cultivacién del
sustrato.

Se recomendara en un futuro investigar acerca de si la adicion de celulasa genera algun efecto
teniendo en cuenta tiempos de hidrolisis mayores a 1 hora, para saber si nuevamente no surte
efecto la adicion de celulasa u ocurre lo contrario. También, se daré la idea de hidrolizar residuos
fungicos de otros procesos industriales y conocer si existen variaciones en la cantidad de
proteina extraida.
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9. Anexos

9.1 Anexo A: Procedimiento método Kjeldahl
Siguiendo el procedimiento especificado por (Barbano & Clark, 1990).

Reactivos necesarios:

Acido Sulftrico 95-98% (peso/peso)
Tabletas Catalizadoras

Tabletas Antiespumantes

Acido Borico 4% (peso/peso)

Agua desionizada

Hidréxido de Sodio 35% (peso/peso)
Acido Sulftrico 0,1 M Estandarizado
Azul de bromotimol

Equipos Utilizados:

Tabla 11. Equipos Utilizados Procedimiento Kjeldahl.

Equipo Especificacion
Digestor Automatico Velp Scientifica DKL Digestion Unit
Scrubber Velp Scientifica SMS Scrubber
Bomba de Vacio Velp Scientifica SRL
Chiller Velp Scientifica Smart H50-500
Destilador con Vapor Velp Scientifica UDK 129
Titulador Automatico Mettler Toledo G10S

Procedimiento:

Se afadieron 500 [uL] de muestra en cada tubo del digestor, ademas de una pastilla
catalizadora y antiespumante suministrada por el distribuidor.

Se diluyo una parte de la solucion de NaOH 35% (peso/peso) a una 17% (peso/peso),
agregar 1 Litro de esta nueva solucién en conjunto con azul de bromotimol a un recipiente
gue estara conectado al Scrubber necesario para operar el Digestor Automatico.
Prender el Chiller, para que la corriente de agua se encuentre constantemente a
temperaturas bajas. Esto en conjunto de encender la bomba de vacio.

Al mismo tubo se agregd 15 [mL] de Acido sulfirico 95-98% (peso/peso) siguiendo los
protocolos de seguridad respectivos.

Insertar los tubos con su soporte adherido al equipo Digestor, el cual se encendera y
funcionard durante un periodo de 30 minutos a 250 [°C], otros 30 minutos a 350 [°C] y
finalmente 90 minutos a 420 [°C]. Considerar un tiempo minimo de espera cercano a los
60 minutos para que se enfrien los tubos ya terminado el funcionamiento del equipo.

Pagina 57



e Posteriormente, a cada tubo se le agrego un total de 50 [mL] de agua desionizada para
aumentar el volumen de la muestra sin adicionar nitrégeno.

o El Destilador con vapor se interconectara a un recipiente con solucion NaOH 35%
(peso/peso) y 2 Litros de agua desionizada.

e Asi, se coloco el tubo en el equipo Destilador con vapor. Ademas, se introdujo un
recipiente con 30 [mL] de Acido Borico 4% (peso/peso) en la salida del equipo, cuidando
gue la manguera quede al fondo del recipiente.

e De esta manera, el Destilador funciono durante 5 minutos con una cantidad de NaOH
introducida de 53 [mL] por cada tubo.

e Después, cada recipiente resultante de cada tubo utilizado tuvo que pasar por una
titulacion volumétrica afiadiendo acido sulfarico 0,1 [M] estandarizado. Esto hasta
encontrar el primer punto equivalente en esta titulacion, y asi obtener el contenido de
nitrégeno en la muestra.

Para conseguir el contenido de nitrégeno, se usé la siguiente ecuacion (Barbano & Clark, 1990):

1,4007 * (VS - VB) * N
w

Nitrogeno [%] =

Siendo, Vs y Vg los volimenes en mililitros de Acido sulfarico 0,1 [M] usados para titular la
muestra y el blanco (sin muestra afiadida) respectivamente. Para este caso en particular, se
consider6 que Vg seria despreciable y no deberia tomarse en cuenta. Por otro lado, N y W son
la normalidad de la solucion de Acido sulftrico y el peso de la muestra introducida originalmente
en gramos.

9.2 Anexo B: Calculo Dosis de Proteasa Adicionada

Para este calculo, se considerd una concentracion de proteasa 1,68; 0,84 y 0,42 [MAU/gchampirion]
en cada caso. Para cuantificar la dosis afiadida se hicieron los siguientes célculos, teniendo en
cuenta que la cantidad de champifidn ostra humedo es de 25 gramos, la actividad especifica de
la Alcalase es de 2500 [mAU/genzima] Y la densidad de esta proteasa es de 1,08 [g/mL]:

E mAU N Ychamp ]
Dosis mLproteasa] 3 proteasa,champ gchamp gchamp mezcla
proteasa mezcla A mAU " Yproteasa
enz,Alcalase penz,Alcalase mL
YIproteasa proteasa
£ mAU « 25 Ychamp ]
mLproteasa] _ proteasa,champ Ychamp mezcla

Dosis [
proteasa mezcla

2500[ mAU ] «1 08[ Iproteasa ]
Yproteasa ’ mLproteasa

Resultando asi, en una dosis de 3,9; 7,8 y 15,6 [uL] de proteasa, teniendo una concentracion de
proteasa de 0,42; 0,84 y 1,68 [MAU/gchampiion] respectivamente.
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9.3 Anexo C: Calculo Dosis de Celulasa Adicionada

Para este calculo, se considerd una concentracion de celulasa de 76,72 [FPU/gquiina], Valor dentro
del rango de estudio de investigaciones anteriores (Lopez, 2019). Ahora, para cuantificar la dosis
afiadida, se hicieron los siguientes calculos, teniendo en cuenta un contenido de quitina de 3,29%
promedio en champifién ostra seco (Vetter, 2007):

FPU FPU iti
Celuchamp [ ] = Celuchamp [—] * %quitina,champ seco [M]
champ seco gquitina gchamp seco
FPU U iti
Celucnamp [ ] = 76,72 ] * 0,0329 [M] = 2,524
gchamp seco gquitina gchamp seco

Asi, al momento de definir la cantidad de enzima adicionada por experimento, se debe considerar
una muestra de champifion ostra en peso seco agregada de 2 gramos, debido a que el contenido
de agua presente en el champifién ostra promedio es de 92%.

(Celu -~ FPU * % [gchamp seco])
. mLcelulasa champifion gchamp secol champ secomezcla Imezcla
DOSlScelulasa, mezcla = FPU
Aenz,Carezyme mLcelulasa]
(2,524 [ FPU ] % 1,875 gchampseco])
. mLcelulasa gchamp seco | Imezcla mLcelulasa
DOSlScelulasa, = FPU =0,0579 [—————
mezcla 81.74 [ ] mezcla
’ mLenzima

Resultando asi, en una dosis de 57,9 [uL] de celulasa por experimento.

9.4 Anexo D: Elaboracién Reactivo OPA
Siguiendo los pasos de (Nielsen et al., 2001) para su elaboracion se requirié lo siguiente:

Reactivos necesarios:

e Borato de sodio decahidradado (Bérax)
¢ Dodecilsulfato de sodio (SDS)

e O-ftalaldehido (OPA)

e Ditiotreitol (DTT)

e Agua desionizada

o Etanol 97% (p/p)

Equipos Utilizados:

Tabla 12. Equipos Utilizados para la elaboracion reactivo OPA.

Equipo Especificacion

Balanza Analitica

Boeco BAS 31 Plus

Agitador Magnético Con
Calefaccién

SCILOGEX MS-H-
S10

Agitador Vortex

Velp Scientifica ZX3
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Procedimiento:

Para la elaboracién de 100 [mL] de reactivo OPA (base de calculo), primero se uso6 un
vaso precipitado para agregar aproximadamente 50 [mL] de agua desionizada y dejar en
el agitador magnético a 70 [°C].

Mientras se calienta el agua, se utilizé la balanza analitica para poder pesar en recipientes
de plastico 3,810 y 0,1 gramos de reactivo Bérax y SDS respectivamente.

Agregar reactivos al vaso precipitado, y colocar un vidrio reloj sobre el vaso precipitado,
para que no se escapen los gases, debido al aumento de la temperatura.

Se uso nuevamente la balanza analitica para pesar en recipientes de plastico 0,080 y
0,088 gramos de reactivo OPA (solido) y DTT respectivamente.

Después, en un tubo Falcon de 15 [mL] se disolvié 0,080 [g] de OPA (reactivo solido) en
2 [mL] de etanol 97% (p/p) utilizando el agitador Vortex. El tiempo necesario para disolver
dependera de la cantidad de OPA agregado.

Se agrego la solucion de etanol mas OPA y los 0,088 [g] de DTT al vaso precipitado
original.

Esperar a que se disuelva en su totalidad en el vaso precipitado.

Posteriormente, se retiré el vaso precipitado del agitador magnético y se recubrio el vaso
precipitado con aluminio, para prevenir que el reactivo OPA absorba luz y se degrade,
afectando asi la estabilidad del reactivo y su eficiencia.

Cuando la solucién ya se encuentre a temperatura ambiente, se aforo con un matraz de
aforo de 100 [mL]. Resultando asi, en la elaboracién completa del reactivo OPA.
Posteriormente, este reactivo se almaceno en botellas de vidrio &mbar para evitar que
absorba luz en lo posible.

9.5 Anexo E: Procedimiento Curva de Serina
Para su elaboracién se requirio lo siguiente:

Reactivos necesarios:

Serina
Agua desionizada
Reactivo OPA (Revisar “Anexo D”)

Equipos Utilizados:

Tabla 13. Equipos Utilizados para la elaboracion reactivo OPA.

Equipo Especificacion
Balanza Analitica BOECO BAS 31 Plus
Thermo Scientific Orion

Agquamate 8000
Celdas de Vidrio -

Espectrofotometro
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Procedimiento:

e Primero, se hizo un dilucién de la serina presente afadiendo agua destilada. Para esto
es recomendado el utilizar tubos Eppendorf de 2 [mL] como sitio para realizar la dilucion.
Las diluciones seran de 20, 40, 60,80 y 100 [mg/L] de serina respectivamente.

e La absorbancia leida por el espectrofotémetro se fijo en 340 [nm].

e Para hacer una medicion, dentro de la celda de vidrio se afiadieron 200 [uL] de la muestra
en especifico, agregando 1,5 [mL] de reactivo OPA.

e Instantes posteriores, se introdujo la celda de vidrio al espectrofotbmetro durante 2
minutos aproximadamente y poder medir la absorbancia de la celda.

e Se realizaron estas mediciones para cada dilucién en triplicado, con un agregado de un
blanco que, en vez de muestra, lleve solamente 200 [uL] de agua desionizada mas 1,5
[mL] de reactivo OPA.

De esta manera, se obtuvo el siguiente grafico:

Curva Calibracion Serina

0,800

0,700

0,600 y=0,7702x-0,0012
0,500 R?=0,9994
0,400
0,300

0,200

Abs a 340nm

0,100

0,000

—0,10(9’000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

Serina [mM]

Figura 19. Curva de Serina Estandar.

Siendo el eje de las abscisas la concentracion de Serina en [mM] y en las ordenas la medicion
promedio de la absorbancia para ese concentracién de Serina en especifico. Recordando que, en la
seleccidn de estos datos, el error relativo para los datos de la misma dilucién debe ser menor al 5%
para que sean considerados como aceptados, en caso de que esto no ocurra en las 3 réplicas, repetir
las diluciones hasta llegar a lo requerido.
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9.6 Anexo F: Prueba de Significancia

Tabla 14. Resultados de prueba de significancia aplicada sobre el parametro "a", presente en modelo ajustado para
cuantificar grupos a-amino en champifién ostra.

ID Parametro a Error Standard to ¢, Es significante?
E-1 0,0156 0,0026 5,9706 Significante
E-2 0,1860 0,0293 6,3420 Significante
E-3 0,4447 0,0637 6,9810 Significante
E-4 0,6203 0,0588 10,5478 Significante
S-1 0,8020 0,1156 6,9351 Significante
S-2 2,6406 0,5093 5,1845 Significante
S-3 0,5445 0,0453 12,0187 Significante
S-4 1,1559 0,2359 4,9003 Significante

SC-1 1,0742 0,1194 8,9973 Significante
SC-2 0,8840 0,0859 10,2896 Significante
SC-3 0,4340 0,0306 14,1778 Significante
SC-4 1,6894 0,2660 6,3516 Significante
Ctrl-1 2,2417 0,9326 2,4037 No Significante
Ctrl-2 0,6162 0,1325 4,6521 Significante

Tabla 15. Resultados de prueba de significancia aplicada sobre el parametro "a", presente en modelo ajustado para
cuantificar grupos a-amino en champifién ostra.

ID Pardmetro b Error Standard to ¢ Es significante?
E-1 0,0001 0,4190 0,0002 No Significante
E-2 0,1849 0,0552 3,3475 Significante
E-3 0,1400 0,0328 4,2637 Significante
E-4 0,2005 0,0177 11,3419 Significante
S-1 0,1765 0,0223 7,9094 Significante
S-2 0,2989 0,0163 18,2933 Significante
S-3 0,1516 0,0143 10,5797 Significante
S-4 0,2396 0,0326 7,3587 Significante

SC-1 0,1784 0,0153 11,6837 Significante
SC-2 0,2009 0,0140 14,3529 Significante
SC-3 0,1202 0,0124 9,6871 Significante
SC-4 0,2928 0,0250 11,7244 Significante
Ctrl-1 0,5759 0,0963 5,9787 Significante
Ctrl-2 0,3979 0,0597 6,6674 Significante
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9.7 Anexo G: Test de Anova.

Tabla 16. Resultados Test de Anova sobre distintas variables evaluadas.

Conjunto Medicion Valor F F critico ¢ Diferencia Significante?
Escaldado Recuperacién Nitrégeno 104,40 6,59 Si
Secado Recuperacién Nitrégeno 2,27 6,59 No
Secado + Celulasa | Recuperacién Nitrégeno 10,73 6,59 Si
Autolisis Recuperacion Nitrégeno 7,95 18,51 No
Escaldado Fase Soluble 0,36 6,59 No
Secado Fase Soluble 3,47 6,59 No
Secado + Celulasa Fase Soluble 11,65 6,59 Si
Autolisis Fase Soluble 7,71 18,51 No
Escaldado Grado de Hidrolisis 122,00 6,59 Si
Secado Grado de Hidrolisis 0,32 6,59 No
Secado + Celulasa Grado de Hidrolisis 5,65 6,59 No
Autolisis Grado de Hidrolisis 1,36 18,51 No
Escaldado Grupos a-amino 119,77 6,59 Si
Secado Grupos a-amino 2,02 6,59 No
Secado + Celulasa Grupos a-amino 4,10 6,59 No
Autolisis Grupos a-amino 0,00 18,51 No
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9.8 Anexo H: Test de Tukey.

Tabla 17. Resultados Test de Tukey aplicados sobre resultados con diferencias significativas presentes en el Test de

Anova.

Concentracion Proteasa

Diferencia Absoluta

¢ Diferencia

Conjunto Medicion Grupos [MAU/gchamp] HSD Promedios Significante?
Recuperacién
Escaldado | Nitrégeno 0;0,42 4,562 8,24 Si
Recuperacion
Escaldado Nitrégeno 0; 0,84 4,562 13,69 Si
Recuperacién
Escaldado Nitr6geno 0;1,68 4,562 18,94 Si
Recuperacion
Escaldado Nitrégeno 0,42; 0,84 4,562 5,45 Si
Recuperacion
Escaldado Nitr6geno 0,42; 1,68 4,562 10,70 Si
Recuperacion
Escaldado Nitrégeno 0,84; 1,68 4,562 5,25 Si
Secado + |Recuperaciéon
Celulasa Nitr6geno 0; 0,42 8,910 11,59 Si
Secado + | Recuperacion
Celulasa Nitrégeno 0; 0,84 8,910 7,75 No
Secado + |Recuperaciéon
Celulasa Nitr6geno 0;1,68 8,910 9,58 Si
Secado + | Recuperacion
Celulasa Nitrégeno 0,42; 0,84 8,910 3,84 No
Secado + |Recuperaciéon
Celulasa Nitr6geno 0,42; 1,68 8,910 2,01 No
Secado + | Recuperacion
Celulasa Nitrégeno 0,84; 1,68 8,910 1,83 No
Grado de
Escaldado Hidrolisis 0;0,42 1,615 3,06 Si
Grado de
Escaldado Hidrolisis 0; 0,84 1,615 6,42 Si
Grado de
Escaldado Hidrolisis 0;1,68 1,615 6,45 Si
Grado de
Escaldado Hidrolisis 0,42; 0,84 1,615 3,36 Si
Grado de
Escaldado Hidrolisis 0,42;1,68 1,615 3,39 Si
Grado de
Escaldado Hidrolisis 0,84; 1,68 1,615 0,03 No
Grupos a-
Escaldado amino 0;0,42 2,610 5,02 Si
Grupos a-
Escaldado amino 0; 0,84 2,610 10,53 Si
Grupos a-
Escaldado amino 0;1,68 2,610 10,12 Si
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Grupos a-

Escaldado amino 0,42; 0,84 2,610 5,51 Si
Grupos a-

Escaldado amino 0,42; 1,68 2,610 5,09 Si
Grupos a-

Escaldado amino 0,84; 1,68 2,610 0,42 No
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