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Resumen

La bromelina es una enzima proteolitica de gran importancia en la industria biotecnolégica, es
extraida del tallo o el fruto de Ananas comosus L. (pifia) y tiene la capacidad de hidrolizar
proteinas como el colageno, el cual posterior a esta reaccidon enzimatica se convierte en un
suplemento de gran valor nutricional ante ciertas afecciones del ser humano. En el presente
estudio se llevé a cabo la obtencién de colageno hidrolizado mediante una reaccién enzimatica
con bromelina sobre gelatina. Para lo cual se realizé una hidrdlisis con variacion de condiciones,
con respecto a la concentracién de enzima (0.1M, 0.25M, 0.5M), el tiempo (1h, 2h, 3h) y pH
(5.85, 6.10, 7); para lo cual la variable respuesta fue el grado de hidrdlisis (GH) de cada uno de
los tratamientos, posterior a ello se realizé para el tratamiento que presentd los parametros
Optimos M3T3P2 (0.5M, 3h, 6.10) con un GH de 13.685%, la cuantificacion de proteina por el
método de Bradford que fue de 0.942mg/mL y también se analizé la muestra mediante
electroforesis SDS PAGE, se obtuvo un peso de 6500Da; los resultados fueron analizados
estadisticamente con ANOVA, lo que comprobd que los tres factores influyen en el GH,

comprobando asi la hipdtesis planteada en la investigacion.

Palabras claves:

BROMELINA

HIDROLISIS

COLAGENO

PROTEINA
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Abstract

Bromelain is a proteolytic enzyme of great importance in the biotechnological industry. It is
extracted from the stem or fruit of Ananas comosus L. (pineapple) and has the ability to
hydrolyze proteins such as collagen, which after this enzymatic reaction becomes a supplement
of great nutritional value against certain conditions of the human being. In the present study,
hydrolyzed collagen was obtained by means of an enzymatic reaction with bromelain on gelatin.
For which a hydrolysis was carried out with variation of conditions, with respect to the enzyme
concentration (0.1M, 0.25M, 0.5M), time (1h, 2h, 3h) and pH (5.85, 6.10, 7); for which the
response variable was the degree of hydrolysis (GH) of each of the treatments, after which it
was carried out for the treatment that presented the optimal parameters M3T3P2 (0.5M, 3h,
6.10) with a GH of 13.685%, protein quantification by the Bradford method was 0.942mg/mL
and the sample was also analyzed by SDS PAGE electrophoresis, a weight of 6500 Da was
obtained; the results were statistically analyzed with ANOVA, which confirmed that the three

factors influence GH, thus confirming the hypothesis proposed in the investigation.

Key words:

e BROMELAIN

e HYDROLYSIS

* COLLAGEN

e PROTEIN
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

La pifia es una fruta tropical, perteneciente a la planta originaria de América del Sur,
conocida como Ananas comosus L. En 1493 Cristdbal Coldén fue quien llevd la planta a Espafia en
donde se otorgd el nombre de pifa, debido a su semejanza con el fruto del pino. A finales del
siglo XIX se extrajo del jugo de esta fruta, una enzima de gran importancia comercial, llamada

bromelina (Garcia, 2021; Pulido, 2007).

Se han realizado varios estudios desde el descubrimiento de la bromelina, los cuales han
tenido diferentes enfoques para utilizarse, el principal es la optimizacién para su extraccion, que
tiene como objetivo evitar la desnaturalizacidn de la enzima, asi también se emplea para
investigaciones farmacoldgicas y alimenticias, las cuales han tenido resultados positivos al ser un
procedimiento sin complejidad de accién (Hernandez et al.,2003; Almonacid et al.,2019). Una de
las aplicaciones mas antiguas que le otorga a esta enzima, es de ablandador de carnes, sin
embargo, también existen multiples estudios en la cual describen la efectividad de la produccién
de hidrolizados a escala industrial, generando asi productos que se componen de complementos

alimenticios (Headon y Walsh, 1994; Kleef et al., 1996).

Al someter a un sustrato a una reaccion de hidrolisis con la presencia de una enzima
proteolitica, se ha observado que los residuos de la molécula inicial, lamados péptidos, generan
cambios de interés como lo son: aumento en la carga, exposicion de grupos hidrofébicos y el
descubrimiento de cadenas laterales reactivas de los aminodcidos que lo componen. El cambiar

su composicion, le otorga al producto varias propiedades funcionales como lo son: facilidad en
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la digestién al ingresar al cuerpo humano y asi también aumenta la capacidad antioxidante

(Caessens, 1999; Arias et al., 2016).

A través del tiempo, la molécula conocida como colageno y sus diversos tipos presentes
en el cuerpo humano se presenta como una inestable lo que produce ciertas afecciones que
atentan contra la salud y bienestar, y frente a este objeto de estudio es en donde varios
investigadores han colocado su interés al proporcionar una variedad de productos que acttan
previniendo la pérdida natural de esta molécula, a estos productos se los conoce como
suplementos de coldgeno, es aqui donde nace la fuente de muchos estudios realizados que han

comprobado su eficacia (Martinez Valiente, 2018).

Asi también en base a estos estudios se ha podido comprobar que la afeccién que
poseen algunas personas con respecto a una deficiencia o disminucion de la sintesis natural de
la molécula de procoldgeno o colageno como tal, se genera en base a una alteracion en la etapa
de hidroxilacion de los residuos de prolina y lisina, generando asi una molécula con menos
estabilidad térmica, lo cual va a requerir de suplementos para tener una buena funcionalidad

(Martinez Valiente, 2018).

En el afo de 1996 los investigadores Arquer y Puyol implementaron un estudio que
trataba de la suplementacién con 10 g de colageno hidrolizado, lo cual influia a un incremento
de las vitaminas B y magnesio en una muestra de estudio a pacientes de 65 afios que poseian
algun tipo de afeccidn con respecto a su movilidad articular. Los resultados fueron positivos
pues en el transcurso de 16 semanas que produjo una mejoria en la movilidad o ausencia de la
afeccion en un 84.2% del total de los pacientes (Academia Espafiola de Nutricion y Dietética

[AEND], 2018).
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Justificacion

Al momento de elegir el tipo de derivado proteico, es necesario en primer lugar elegir su
fuente primaria, la cual puede ser de tres tipos: vegetal, animal o bacteriano; todo depende del
enfoque de nuestro producto final. En esta ultima década se encuentra en auge dentro del area
de investigacidn, el utilizar el material de origen natural para la elaboracién de productos que
colaboren con el area industrial y de comercializacion, para lo cual se requiere que tanto
materias primas como de sustento en el proceso sean de bajo costo y una elevada
disponibilidad, y es alli donde la obtencidn de coldgeno hidrolizado entra a esta area
cumpliendo con los requisitos para ser un producto sustentable, tanto en la parte de

investigacion como en la de comercializacion (Ortega et al.,2017; Almonacid et al.,2019).

Para eleccién de la fuente proteinica idonea es necesario tener en cuenta la
funcionalidad del producto final, asi también el aspecto que se quiere conseguir, en general se
utiliza colageno y gelatina para destacar propiedades gelificantes y emulsificantes puesto que
tienen una gran capacidad de formacion de geles, y es alli nuestro punto de interés ya que se
requiere un protocolo que elimine esta propiedad natural que posee esta materia prima

(Benitez et al., 2008; Pagan et al., 2013).

Por otro lado, la utilizaciéon de una enzima, es sugerido en procesos aplicados en la
industria debido a que los productos finales pueden obtenerse en cortos lapsos de tiempo,
impulsando reacciones bioldgicas del proceso sin alterar su composiciéon ni consumirse en el
mismo, asi mismo estas reacciones son capaces de desarrollarse a bajas temperaturas y
presiones, o utilizados materiales econdmicos. Al referirse a la enzima bromelina, la cual se

extrae de Ananas comosus L. (pifia), una fuente vegetal abundante y de facil obtencion en



18

Ecuador; su funcién de interés se direcciona a la degradacion eficaz de los aminoacidos debido a

su accion proteolitica (Carvajal et al.,2004; Parraga et al.,2019).

El punto de interés donde interviene tanto la fuente de colageno y la accién enzimatica
se direcciona a su aprovechamiento en construccién de las células dérmicas, con el fin de
generar firmeza y fortalecimiento en la piel, aliviar dolor de las articulaciones, prevenir la
pérdida dsea, reduccién en riesgo de enfermedades del corazén, entre otras. Al obtener
colageno hidrolizado, se puede realizar varios productos finales, y aprovechar su funcionalidad

para una rentabilidad industrial (Juher y Pérez, 2015; Schoenfeld,2018).

Objetivos de Investigacion

Objetivo General del Proyecto

Obtener colageno hidrolizado mediante la reaccion enzimatica con bromelina sobre

gelatina.

Objetivos Especificos del Proyecto
* Evaluar las condiciones éptimas para la hidrdlisis de colageno con bromelina sobre
gelatina, que permita estandarizar un protocolo consistente, repetible y escalable.
* Determinar la calidad de colageno hidrolizado mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).
* Cuantificar por el método de Bradford la cantidad de proteina presente en el colageno
hidrolizado.

Hipétesis de la Investigacion

Se obtiene coldgeno hidrolizado mediante la reaccién enzimatica con bromelina sobre

gelatina.
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Capitulo 2: Marco Tedrico

Enzimas

Las enzimas son proteinas que cumplen la funcién de catdlisis o regulacion de procesos
biolégicos de los seres, lo que provocan, es una aceleracion o retardo en una reaccién especifica
sin alterar su composicién; estas macromoléculas poseen multiples funciones, como, por
ejemplo: a nivel industrial, posee varias aplicaciones en alimentos, asi también en productos
farmacéuticos, en los cuales desarrolla técnicas para obtenerlos en procesos optimizados con

respecto del tiempo (Austin, 2019; Charnock y McCleary, 2005; .Dalgo, 2012).

Caracteristicas

Existen varias caracteristicas de las que las enzimas son responsables y por las cuales se

destacan al elegirlas para actuar como materia de un proceso (Cardenas, 2014; Gebauer, 2001):

Poseen alta especificidad por el sustrato

e Poseen efecto catalizador, disminucién en la energia de activacién

¢ Noinfluyen en el estado de equilibrio de la reacciéon, Unicamente en su

velocidad.

e Se utiliza pequenas cantidades para ser eficaces.

e Genera una produccion de un complejo enzima-sustrato el cual es reversible.

e Tienen la capacidad de intervenir nuevamente, pues no se con sumen a lo largo

de la reaccion.
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Reaccion Enzimatica

En las reacciones que son catalizadas con una enzima [E], los reactivos sobre los cuales
se va a llevar a cabo la reaccién se denominan sustratos [S], la composicidn de este sustrato va a
cambiar y se va a formar uno o varios productos de interés, a todo ello se va a poder expresar de

la siguiente manera (Dalgo, 2012):

E+S¢>[ES] <> E+P

Al unirse la enzima al sustrato, en la primera parte de la reaccidn se forma el completo
enzima-sustrato que va a ser alterado en su composicion y genera en la segunda parte de la
reaccion el producto deseado, acompaiado de la enzima libre que podra ser reutilizada y actuar

sobre un sustrato diferente.

Actividad Enzimdtica

La actividad enzimatica se puede definir como el nivel de enzima que se encuentra
activa y presente, para lo cual depende de ciertas condiciones, esta actividad es denotada con la
letra U y expresa la cantidad de enzima que cataliza 1 umol de sustrato de interés en un rango
de un minuto; sin embargo, también puede ser expresada en unidades de enzima por miligramo

de proteina expresada como U/mL prot.

Factores que Influyen en la Reaccion Enzimdtica

Entre los principales factores que van a influenciar el proceso de la reaccién enzimatica,
y los cuales generan una alteracion dandole a la enzima condiciones dptimas para que pueda
realizar la unidn enzima-sustrato son: pH, temperatura, tiempo y concentracién (Khan Academy,

2021).
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pH.

Este factor es responsable directo de lo correspondiente a su estructura terciaria ya que
es capaz de mantenerla, asi también se afirma que la enzima llega a ser mas activa cuando se
desarrolla en un medio dentro un rango éptimo de este factor. Cuando el valor de pH se
encuentra fuera de este rango, existen una alteracién con respecto a los grupos R, por lo tanto,
va a existir una afeccidn a la estructura terciaria lo cual va a provocar que no se una la enzima al
sitio activo y el complejo enzima sustrato no se forme, sin embargo, se puede revertir al cambiar
el pH nuevamente en condiciones éptimas, siempre y cuando las variaciones anteriores no

hayan sido excesivas Figura 1 (Khan Academy, 2021; Timberlake, 2013).

Figura 1

Grdfica de relacion del factor pH vs velocidad de la reaccion enzimdtica
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Nota. La grafica muestra como el pH influye en la velocidad de la reaccion, indicando que la
mdxima actividad enzimatica que va a expresarse es cuando el pH es 7, el cual es considerado

como pH éptimo (Timberlake, 2013).
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Temperatura.

Es necesario que exista un aumento de temperatura puesto que ello ocasiona una
aceleracién en la reaccién, es decir la enzima va a poseer suficiente cantidad de energia para ser
utilizada. Sin embargo, la razon mas acertada por la que se este factor es indispensable para la
reaccion, se debe a que, si existe un incremento excesivo de temperatura, la enzima puede
llegar a desnaturalizarse, y generaria una pérdida de su actividad enzimatica. En varias
bibliografias, los autores afirman que la temperatura éptima para un gran grupo de enzimas es

correspondiente a los 37°C Figura 2 (Khan Academy, 2021; Timberlake, 2013).

Figura 2

Grdfica de relacion del factor temperatura vs velocidad de la reaccion enzimdtica

l Mk
" actividad
g ) cnrmitica
J
! Desnaturg-
lzacion
,
-g .
|
3 \
- 1
¥ : |
T Temperatoca
= Optama
1 Y | I\ |
) NI W) a1 S o)

Temperstuey (°C)

Nota. La grafica muestra como la temperatura influye notablemente al incrementar, sin
embargo, llega a un punto 6ptimo de entre los 35y 38°C en que la reaccion va a tener su
mdaximo de actividad, sin embargo, si la temperatura de reaccion sigue aumentando, puede
producir depende del tipo de enzima, que se desnaturalice y pierda su actividad y efecto en la

reaccion (Timberlake, 2013).
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Concentracion de Enzima y Sustrato.

Cuando en la reaccidén se aumenta la concentracidn con respecto a la cantidad de
enzima, lo que se ocasiona es un aumento en la velocidad de reaccién, considerando que esta
presente en la reaccién el sustrato al que esta enzima se va a unir. La reaccién deja de aumentar
su velocidad, una vez que el sustrato se encuentra completamente unido a la enzima; de la
misma forma actla el sustrato al aumentar su concentracion, hasta que llega a un cierto punto
en el que la enzima disponible va a estar saturada y ya no existira aumento de la velocidad. La
concentracién de enzima va a expresarse directamente proporcional con respecto a la actividad
enzimatica; sin embargo, para que esto sea expresado de esa forma, la concentracion de la

enzima debe ser menor a la del sustrato Figura 3 y 4 (Khan Academy, 2021; Timberlake, 2013).
Figura 3

Grdfica de relacion de la concentracion de enzima vs velocidad de la reaccion enzimdtica
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Nota. La grafica muestra como la concentracion de enzima es directamente proporcional a la
velocidad de reaccidn, puesto que si esta aumenta la velocidad también lo hace. Tomado del

libro de Quimica general, organica y bioldgica: estructuras de la vida por Timberlake, 2013.
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Figura 4

Grdfica de relacion de la concentracion de sustrato vs velocidad de la reaccion enzimdtica

Actividad mdxima

o - WP W A W W R e -

Toda la enzima se
combing con Sustrto

Aumenta la actividicd
enzimiicn

Velocidad de b

Nota. La grafica muestra como la concentracidn de sustrato al aumentar produce que la
velocidad también lo haga, sin embargo, llega a un punto de actividad maxima en el cual asi
aumente el sustrato la velocidad de reaccidon sera continua y no se producira cambios

(Timberlake, 2013).

Clasificacion

La clasificacidén de enzimas se realiza en funcidn de su accion catalitica especifica

(Cardenas, 2014; Gonzales, 2017).
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Clasificacion de las enzimas
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# Enzima

Caracteristica

1 Oxidoreductasas

2 Transferasas

3  Hidrolasas

4 Liasas

5 Isomerasas

6 Ligasas

Intervienen en la reaccién de transferencia de hidrégeno (H) o

electrones (e-) de un sustrato a otro.

Se encuentran presentes en reacciones de dadores de un grupo

guimico especifico, que no sean hidrégeno.

Actuan en reacciones de hidrdlisis en presencia de moléculas de

H20.

Intervienen en reacciones de eliminacién, ruptura o soldadura de

sustratos.

Participan de la interconversién de isémeros.

Producen catdlisis para la formacidn de enlaces mediante la

hidrdlisis simultanea de nucledtidos de trifosfato (ATP o GTP).

Nota. Recuperado de Gonzalez, J. M. Copyrigth 2017 por Gonzalez. Reprinted with permission.

Proteasas.

Cada uno de los 6 tipos de enzimas, posee una subdivisién; en el caso de las hidrolasas,

posee un tipo de enzima llamadas proteasas, también conocidas como peptidasas y son enzimas

proteoliticas que son capaces de escindir los enlaces peptidicos de las proteinas lo cual facilitan
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su posterior digestién, y cumplen la caracteristica que la reaccidn se genera en presencia de una

molécula de agua (Wiseman, 1985; Dalgo, 2012).

Uno de los ejemplos de enzimas que se extraen de fuentes vegetales y mediante
procesos biotecnoldgico han podido ser utiles para la obtencién de productos finales, es la

proteasa bromelina (Gacesa y Hubble, 1941; Dalgo, 2012).

Existe otra division de acuerdo al aminoacido o composicidn de su sitio activo: serin

proteasas, asparticoprotasas, cistein proteasas y metaloproteasas (Dalgo, 2012; Eliécer, 2003).

Bromelina

La bromelina (EC 3.4.22.32) es una enzima proteolitica o glicoproteina perteneciente a
las cisteino proteasas, es extraida del tallo o el fruto de Ananas comosus L. (pifia), esta enzima es
activada por la presencia de cisteina, tiosulfato y glutation; e inhibida por iones metadlicos

oxidantes y agentes que reaccionan con tioles (Dalgo, 2012).

Su medio de accidn se desarrolla sobre aminoacidos basicos y aromaticos. Posee un
rango Optimo de 5 a 8, con una baja tolerancia térmica. Esta enzima se direcciona en
aplicaciones para varias industrias: carnica, cervecera, vinicola, cosmética, farmacéutica y

también clinica (Carrera, 2003; Mollejo, 2020).

Propiedades Quimicas

En el afo de 1970 los investigadores Yasuda, Takanashi y Murashi reportaron por
primera vez la estructura y composicion de la enzima bromelina; en su composicion tiene un
residuo y carboxilo terminal que es valina y glicina correspondientemente. Esta glicoproteina

presenta un oligosacarido que se encuentra covalentemente unido a la cadena peptidica, posee



también un grupo sulfhidrilo reactivo por molécula y sus aminodcidos presentes en la proteina
son: arginina, valina. Acido aspartico, glicina, serina, metionina, prolina, amonio, alaninay

glucosamina tal como se encuentra representado en la Figura 5 (Pulido, 2007).

Propiedades Fisicas
Tabla 2

Propiedades fisicas de la enzima Bromelina

Propiedades Tallo de pifa
Peso molecular 33000 Da
Color Blanco
Estado Polvo
Olor y sabor Caracteristico
Solubilidad En agua
pH éptimo 5-8
Actividad enzimatica 1200 GDU/g
Temperatura de inactivacion 70°C
Temperatura de almacenamiento 25°C

Nota. Recuperado de Pulido. Copyrigth 2007 por Pulido. Reprinted with permission.
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Figura 5

Composicion quimica de la molécula de bromelina

Nota. Se observa que la estructura de la enzima Bromelina se encuentra compuesta por
diferentes aminodcidos unidos. Tomado del Estudio sobre la obtencién de bromelina a partir de

desechos de pinay la factibilidad de producirla en México a nivel industrial por Puebla, 1979.

Gelatina

La gelatina es una proteina considerada como producto alimenticio natural, la cual se
obtiene mediante hidrdlisis acida, alcalina o enzimatica de la molécula de colageno. La fuente
para obtencién puede ser: piel de bovinos y porcinos o huesos desmineralizados de animales,
asi también puede ser escamas de pescados, sin embargo, por la alta contaminacién ya no es
una buena estrategia para su extraccion. La composicion de la gelatina que se conoce como
gelatina sin sabor es de un 98% de proteina proveniente del coldgeno y 2% de sales minerales;
en lo cual también posee una variedad de aminoacidos como: glicina 27%, prolina 16%, valina

14%, hidroxiprolina 14% y acido glutdmico 11% (Prodegel, 2017).
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Colageno

Descubrimiento de la Molécula

El estudio que se dié de la molécula colageno en su minima expresién empezd en el afio
de 1950, gracias a dos investigadores que fueron Highberger y Schmitt pues realizaron la
caracterizacidn de la molécula mediante microscopia electrénica. En 1955 Rich y Crick
plantearon modelos para determinar la estructura de tripe hélice del colageno y Boedtker y
Doty en 1956 estipularon las fisicoquimicas que esta molécula contenia. Miller y Matukas,en
1969 presentaron el contenido de fibrillas de coldgeno con bandas de 70 nm que fueron
clasificadas en tres diferentes clases de coldgeno con caracteristica de homologia (Saenz

Serrano, 2017).

Composicion y Ubicacion

El coldgeno es una molécula que se encuentra dentro de matriz extracelular de los
tejidos, como puede ser el caso de piel, hueso, cartilago, tendones y ligamentos a lo cual se le
atribuye en sus caracteristicas principales que es un componente del tejido musculo-
esquelético, proporciona estabilidad al tejido. La molécula esta constituida por 3 cadenas
polipeptidicas que se encuentran unidas para la formacion de una triple hélice Figura 6

(Elsevier,2019; Baltimore et al., 2000).
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Figura 6

Estructura de la molécula de coldgeno

Nota. La figura posee las diferentes estructuras del colageno, siendo la ultima la triple hélice que
lo compone. Tomado de la Revista Latinoamericana de Metalurgia y Materiales por Davila y

Martin, 2016.

La unidad que lo compone fundamentalmente es una proteina larga de 300 nm, de
1,5nm en su diametro y presenta 3 subunidades en forma de espiral, cada una de las cadenas
posee un aproximado de 1050 aminodcidos. Una de las diferencias que denota cada tipo de
colageno es que existen segmentos dispuestos a una interrupcién de la triple hélice de su
estructura y funcionalidad diferente, la cual se ve representada en la Figura 6 (Mandal, 2019).
Las 3 cadenas que se encuentran componiendo esta molécula de coldgeno, poseen una
secuencia repetitiva de glicina-X-Y que representa unidades de prolina o hidroxiprolina

(Chandler et al., 1988; Guerrero,2019).

La via de degradacidn de coldgeno se ocasiona en la superficie de los tejidos, gracias al

accionar de enzimas colagenasas que tienen la capacidad de unirse a la triple hélice; la
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consecuencia de esta via es la disgregacién y aumento de otras posibles degradaciones es decir

gue se asimile en el cuerpo (Serrano, 2011; bfit,2020).

Tipos

Existe una clasificacion extensa para definir los diferentes tipos de colageno, sin
embargo, los mas importantes y de interés con respecto al enfoque de suplemento para el ser

humano son (Elsevier, 2019):

Colageno Tipo I.

Su funcidn es el generar resistencia con respecto a la movilidad, dotando al organismo
flexibilidad y resistencia. Se considera que el tipo mdas abundante en el cuerpo humano, se
puede encontrar formando parte de piel, hueso, tenddn y cérnea, es decir la mayoria de tejido

conectivo. Se compone de: 33% glicinay 10% de prolina (Elsevier, 2019).

Colageno Tipo Il.

Se localiza como parte del cartilago, aunque también se encuentra en la cérnea
embrionaria formando fibrillas finas. Sus dimensiones y forma alargada son similares a las del
colageno de Tipo I. Es de gran importancia para la piel y su asimilacion se realiza por medio de
condrocitos que otorgan la capacidad de la matriz cartilaginosa y resistencia ante una presion
intermitente. Este colageno es una proteina que consta de dieciocho aminoacidos (Elsevier,

2019).

Colageno Tipo lll.

El tejido conjuntivo laxo, es un sitio especifico en donde se podra encontrar este tipo de

colageno, asi también en lugares como los vasos sanguineos y la dermis. La funcidn principal de
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este tipo de coldgeno es el soporte de drganos que poseen una capacidad de expansién. Su

principal composicion es la presencia de cadena alfa 3 (Elsevier, 2019).

Colageno Tipo IV.

Su funcidn radica también en el sostén y a capacidad de filtracidn, posee una estructura

en forma de ldmina basal que se encuentra en epitelios (Elsevier, 2019).

Hidrdlisis

Una alternativa eficaz para la ingesta y absorcidon de aminodacidos incorporados en la
dieta alimenticia, es la hidrolisis de proteinas, lo cual genera un aumento en la disponibilidad de
este tipo de moléculas. El coldgeno es otra fuente de proteinas de uso frecuente para
hidrolizados. Para lo cual en este proceso se utilizan enzimas que generan una amplia
especificidad, proporcionando asi una serie de péptidos de diferente extensiéon de aminoacidos
C- y N-terminales variables con una distribucidn de diferentes pesos moleculares lo cual se

genera debido al grado de digestién alcanzado (Benjakul y Morrissey, 1997; Angeles et al.,2018).

El estado natural del coldgeno tiene la caracteristica de ser insoluble para lo cual es
indispensable un cambio de temperatura para poder desestabilizar a la molécula, de tal forma
que sus hélices se separan y se obtiene moléculas proteicas de menor peso molecular que
conservan su estructura helicoidal, las cuales si se sigue aplicando elevacidn de temperatura se

obtendra una estructura totalmente diferente (Mamani, 2018).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Instituciones Participantes

La presente investigacion se elabord en colaboracidn con las instalaciones de la empresa

Wildland Cia. Ltda. y laboratorios de docencia de la Universidad de las Fuerzas Armadas- ESPE.

Colaboradores Cientificos

Luis E. Trujillo PhD

Director de tesis

Ing. Hernan Paz

Docente lider del proyecto y fundador de la empresa Wildland Cia. Ltda

Area de Estudio

La primera parte experimental del proyecto se realizard en las instalaciones del
laboratorio de la empresa “Wildland” ubicada en Ecuador, en la ciudad de Quito, en el sector de

Puengasi - Calle K No. 204 entre calles M y N.

La segunda parte fue realiza en los laboratorios de docencia de la Universidad de las

Fuerzas Armadas- ESPE, sede Sangolqui.

Metodologia

Materia Prima

La enzima que se utilizd en el presente estudio fue bromelina, suministrada por un
proveedor comercial, la cual basada en sus especificaciones posee una actividad enzimatica de

1000000 U/g.
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El sustrato que actud en la reaccién enzimdtica fue gelatina, obtenida de la Productora

de Gelatina Ecuatoriana S.A. PRODEGEL.

Condiciones de Hidrdlisis de Coldgeno con Bromelina

Se realizaron diferentes ensayos, en los cuales se aplico la variacién en tres factores
diferentes, que alteraron la reaccién enzimatica entre bromelina y gelatina; con respecto a la
concentracion de enzima (0.1M, 0.25M, 0.5M), el tiempo (1h, 2h, 3h) y pH (5.85, 6.10, 7) en el
proceso de hidrolisis. Se utilizaron 69.75L de agua destilada, 5.25g de gelatina para cada uno de
los tratamientos y citrato de sodio para nivelar el pH (0.5g, 1g, 3g correspondientemente) Tabla
3. Se considerd una temperatura de 37°C. Para esta parte de la experimentacidn se considerd

como variable respuesta el grado de hidrdlisis (GH).

Caracterizacion Organoléptica

Se realizé una evaluacién organoléptica en cada uno de los ensayos, considerando las
caracteristicas de: olor, color y consistencia. La determinacién se realizé basado en la
investigacion de Ferndandez (2001), el cual planted que los atributos escogidos, representan una

base al momento de obtener resultados cualitativos.

Determinacion del Grado de Hidrdlisis

Se determind el grado de hidrélisis (DH) de cada uno de los tratamientos planteados con
las variaciones correspondientes de pH, temperatura tiempo. Se utilizd para esta determinacion
una reaccién en donde intervienen los enlaces peptidicos que estan presentes como
hidrolizados sobre la totalidad de enlaces que estan presentes en cada uno de los tratamientos

realizados experimentalmente, tal como se expresa en la Ecuacion 1.
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h

hrotal

DH = * 100 Ecuacion 1

Donde:

e hvaa corresponder la cantidad de enlaces peptidicos hidrolizados.

e htot la cantidad total de enlaces peptidicos que son correspondientes a la

proteina nativa [meq/g] (Spellman, 2003).

El método que se utilizé para la medicion de cantidad de nitrégeno liberado es Kjeldahl
basado y modificando las especificaciones de PanReac AppliChem (2018). Los resultados
obtenidos, fueron proporcionados por un laboratorio asociado a la empresa Wildland Cia. Ltda

(Figueroa et al.,2016; Llerena y Rodriguez, 2017).

Cuantificacion de Proteina Mediante el Método de Bradford

La cuantificacion de proteina presente en el producto final, se realizé mediante el
método Bradford, el cual permitié determinar la cantidad de proteina que se encuentra
presente en el colageno hidrolizado. En primer lugar, se realizé una curva de calibracion
utilizando albumina sérica bovina (BSA), la cual fue la proteina estandar. La solucién de BSA se
prepard en un buffer de cloruro de sodio 0.15M en una relacién 1:1, posterior a ello se realizé 5
diluciones seriadas mg/mL (0.2; 0.4; 0.6 ;0.8; 1) teniendo como resultado final 800uL en cada

uno de los tubos con dilucién.

Posterior a ello, se realizd el analisis de la cantidad de proteina presente en el colageno
hidrolizado que se obtuvo del tratamiento en condiciones dptimas, se hizo una dilucion 1:1
(muestra y NaCl) para lo cual se colocé en un tubo de ensayo 0.0016g de muestra con 1.6mL

NaCl para la primera dilucién, posterior a ello se hizo una segunda dilucion 1:2; a cada uno de
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los tubos tanto para los que respectan a la curva de calibracién y a los que contienen la muestra
se les afiadié 200ul de reactivo de Bradford se incubd la reaccidén a temperatura ambiente por 5

min (winkler Ltda., 2017).

Finalmente, la lectura de la absorbancia se realizé con el espectrofotémetro Thermo
scientific ajustado a 595 nm, y posterior a ello se analizaron y obtuvieron las graficas de los

datos mediante la herramienta Microsoft Excel.

Figura 7

Curva estandar de BSA en buffer de cloruro de sodio 0.15M
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Andlisis de Electroforesis en Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE

Para determinar la pureza del colageno hidrolizado obtenido y también para identificar
la concentracion presente en el ensayo a condiciones éptimas se realizd electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE el método se empled en base al protocolo establecidos por Laemmli

(1970) y el manual de CAMBREX (2017). La muestra de colageno hidrolizado (tratamiento
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M3T3P2) fue disuelta en SDS 5% e incubada a 70 °C por 20 min. Posterior a ello se solubilizé en
buffer de electroforesis 1:1 (25mM Tris Base, 192mM Glicina y 0.1% SDS). La muestra preparada
(15ug muestra, 3um buffer de carga y 2ug B-mercaptoetanol) se cargd en un gel concentrador al
5% y un gel separador al 15%; se utilizé un marcador molecular REF P6649 de Molecular Probes
by life technologies. La corrida se realizé en una cdmara de electroforesis vertical Thermo

scientifica 150v y 100mA.

Al finalizar el proceso de electroforesis se realizd una tincién al gel con una solucidn de
Azul de Commmassie durante 24h en agitacidn leve; posterior a ese tiempo se procedid a
destenir el gel mediante lavados de agua tibia hasta lograr una visualizacién en las bandas con

los diferentes pesos moleculares.

Disefio Experimental

El disefio experimental estuvo compuesto por la influencia de 3 factores: pH,
concentracién de la enzima bromelina y el tiempo de reaccién; en cada uno de los factores
existio 3 niveles. Y la variable de respuesta fue el grado de hidrolisis que generd cada uno de los
tratamientos. En total se obtuvo 27 experimentos, con 2 repeticiones cada uno y fueron
denotados por letras y numeros dependiendo de cada uno de los factores que interactuaron, tal

y como se observa de forma general en la Tabla 3.
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Matriz de la denotacion y valores para cada unidad experimental

Variable de
Factor respuesta
(%)
Concentracion de Tiempo de
pH
Bromelina reaccion
Denotacion Valor  Denotacion Valor Denotacién Valor
(M) (h) Grado de hidrdlisis
m1 0.1 t1 1 pl 5.85
m2 0.25 2 2 p2 6.10
m3 0.5 i3 3 p3 7

Para el analisis de resultados se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) en la herramienta

Microsoft Excel utilizando un valor de significancia de 0.05, por la cual se evalué la hipétesis de

interés y las alternativas que se plantearon, lo que permitié obtener las condiciones dptimas para

establecer un protocolo de obtencién de colageno hidrolizado.
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Capitulo IV: Resultados y Discusion

Hidrdlisis de Colageno con Bromelina

Una vez que se relaciond cada factor se obtuvo 27 tratamientos diferentes Tabla 4, Se
obtuvo un rango de GH de entre 1.02 y 13.685% de los cuales se obtuvo como mejor
experimentacion el tratamiento M3T3P2 debido a que su grado de hidrélisis fue en promedio de
13.685%, lo cual, mediante otras investigaciones relacionadas, varios autores afirman que
cuando se proporciona una mayor concentracion de enzima se logra obtener una mayor
cantidad de grado de hidrdlisis (Gaviria et al., 2015). Sin embargo, existe la influencia de 2
factores mas y al analizar el pH 6.10 en el que se desarrolld; se constatd que a pesar de que las
variables con respecto a este factor se encontraban dentro del rango establecido (4.5 — 8)
(BIOCON,2016), la variable P2 present6 el mayor grado de hidrdlisis, tal como se indica en el la
grafica de interaccién del Apéndice 3.2-3.3. los valores con respecto a este pH fueron los mas

altos.

El valor del GH de 13.685% obtenido en esta investigacidn, se considerd el éptimo para
poder reproducirlo a gran escala, puesto que en estudios como los de Llerena y Rodriguez (2017)
establecen un porcentaje de 12.59% que lo comparan con los resultados en los que Pandia (2011)
indicé que el resultado propicio para GH es de 15%, puesto que asi se obtiene una mejor
capacidad de retenciéon de agua, mayor grado de hidrélisis y también una solubilidad de
nitrégeno, un tercer autor emite que ayuda también en la capacidad emulsificante, siento este

GH en su investigacidn de estudio de 10.5% (Camacho et al., 2007).

En cuestidon de las caracteristicas organolépticas, Fernandez (2001) establecié en su
investigacion ciertas caracteristicas que colaborarian para obtener el producto final, el

tratamiento M3T3P2 presentd un olor agradable al igual que el resto de los tratamientos, ninguno
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de ellos tuvo un olor desagradable es decir que en esta investigacidén no fue un punto problema;
las razones para que el olor y sabor varien es por la intervencién de sus elementos en el protocolo,
asi como el afiadir citrato de sodio el cual actué como un regulador de pH, sin embargo este no
actuo alterando estas propiedades organolépticas, esta sustancia quimica se presenta en polvo
cristalino, de color blanco e inodoro (Possehl S.A., 2020). Con respecto al color, se obtuvieron 3
tonalidades: amarillo traslucido, claro y opaco, lo que produjo este cambio es la cantidad que se
necesitd para poder equilibrar y obtener los niveles de pH requeridos, debido a las caracteristicas

antes mencionadas del compuesto el cambio de color se lo muestra en el Apéndice 1.

El proceso de obtencion de coldgeno hidrolizado supone una etapa de desnaturalizacion
la cual se ve reflejada en la disminucién de la viscosidad (Ledn et al.,2019), es decir que
cualitativamente se vio el cambio de colageno nativo a uno desnaturalizado, debido a que
presentd un cambid luego del tratamiento, es el caso del M3T3P2 que es de nuestro interés,
mostré una escasez de viscosidad en su composicién luego de estar en las condiciones
preestablecidas; asi mismo uno de los tratamientos que no lograron un cambio en esta
caracteristica fueron los primeros presentados en la Tabla 4 los cuales poseian en su composicién
un alto grado de viscosidad y posterior al tratamiento también siguieron gelificando el producto

final.
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Datos de la variable respuesta GH y caracteristicas organolépticas del proceso de hidrdlisis

Tratamientos GH1 GH2 Promedio Caracteristicas Organolépticas
% % % Olor Viscosidad Color
M1T1P1 1.04 1 1.02 N ++ Ama,rl!lo
traslucido
M1T1P2 1.08 1.02 ++ Amarillo
1.05 +
claro
M1T1P3 1.09 1.05 107 N ++ Amarillo
opaco
M1T2P1 1.2 1.15 1175 N ++ Amalrl!lo
traslicido
M1T2P2 1.24 1.11 1175 N ++ Amarillo
claro
M1T2P3 1.24 1.21 1,295 N ++ Amarillo
opaco
M1T3P1 1.29 1.19 ++ Amarillo
1.24 + .
traslucido
M1T3P2 1.31 1.15 ++ Amarillo
1.23 +
claro
M1T3P3 1.31 1.36 1335 N ++ Amarillo
opaco
M2T1P1 3.45 3.6 3505 N ++ Ama’rl!lo
traslucido
M2T1P2 3.8 3.72 3.76 N ++ Amarillo
claro
M2T1P3 3.84 3.81 3875 N ++ Amarillo
opaco
M2T2P1 3.9 3.96 3.93 N + Amalrl!lo
traslicido
M2T2P2 3.94 3.84 3.89 N + Amarillo
claro
M2T2P3 3.96 3.98 3.97 N + Amarillo
opaco
M2T3P1 4 4.05 4.025 N + Amalrl!lo
traslucido
M2T3P2 4.32 4.4 436 N + Amarillo
claro
M2T3P3 4.35 4.65 + Amarillo
4.5 +
opaco
M3T1P1 10.8 10.9 10.85 N - Amalrl!lo
traslicido
M3T1P2 12.48 12.32 - Amarillo
12.4 +

claro
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Tratamientos GH1 GH 2 Promedio Caracteristicas Organolépticas

% % % Olor Viscosidad Color

M3T1P3 12.54 12.48 1251 N - Amarillo
opaco

M3T2P1 10.08 10.2 10.14 N - Amalrl!lo

traslucido

M3T2P2 13.57 13.76 13.665 N -- Amarillo
claro

M3T2P3 12.69 12.72 12.705 N - Amarillo
opaco

M3T3P1 11.59 11.68 11.635 N - Ama,rl!lo

traslucido

M3T3P2 13.59 13.78 13.685 N -- Amarillo
claro

M3T3P3 12.78 12.84 12.81 N - Amarillo
opaco

Nota. Para determinar las caracteristicas organolépticas se representé para el olor un signo (+) si
es agradable y (-) si no es agradable; con respecto a la viscosidad el sigo de menos (-) representé
poco de disminucidn en esta propiedad, (--) no presenta viscosidad, (+) presenta viscosidad, (++)

presenta alta viscosidad.

La Tabla 5 corresponde al analisis de varianza de los resultados obtenidos con respecto
a la variable de respuesta GH en 2 repeticiones cada tratamiento, se observé que las
condiciones dptimas del ensayo fueron pH de 6.10, concentracién de bromelina 0.5M y 3h en el
tiempo de reaccidn. Estos valores fueron analizados también mediante la interaccion de estos 3

factores presentes en el Apéndice 3.

La Influencia de los 3 factores con sus 3 variables se confirmé mediante el andlisis ANOVA
gue se encuentra resumido en la Tabla 5 donde se dio paso a nuestra hipdtesis de estudio, y se
obtuvo como resultado que existe diferencia significativa (p<0.05) tanto en nuestra variable
respuesta GH y la dependencia que existe entre las variables; siendo asi la concentracion de
bromelina el factor con mayor influencia sobre el grado de hidrdlisis; las gréfica del Apéndice 3.1-

3.2 muestran incremento de GH mientras existe también un aumento de la cantidad de enzima
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en el tratamiento, es decir que a una mayor cantidad de enzima la molécula de coldageno lograra

descomponerse a péptidos mas pequefios de facil absorcidon (Gaviria et al., 2015).

Tabla 5

Andlisis de varianza de los tratamientos y sus interacciones entre los factores

Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabi critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F lidad F
1223.15193 7335.8 7.73467 1.91262195
Tratamientos 3 26 47.04430513 1426 E-46 9
1198.64687 93454, 1.43062 3.35413082
Concentracién 8 2 599.3234389 9977 E-52 9
203.79 5.12031 3.35413082
Tiempo 2.61 2 1.306938889 6419 E-17 9
21.984 3.64185 2.72776530
CB/TR 0.56 4 0.140986111 551 E-08 6
7.52547777 586.73 5.65098 3.35413082
PH 8 2 3.762738889 9532 E-23 9
11.1404444 434.29 4.46921 2.72776530
CB/PH 4 4 2.785111111 3965 E-24 6
0.54964444 21.427 4.71817 2.72776530
TR/PH 4 4 0.137411111 0863 E-08 6
41.160 3.71491 2.30531317
CTP 2.11 8 0.263958333 1213 E-13 7
Error 0.17315 27 0.006412963
1223.32508
Total 3 53

Caracterizacion del colageno hidrolizado

Método de Bradford

Se obtuvo una absorbancia de 0.2456nm para la primera dilucién de muestra de

colageno hidrolizado y para la segunda dilucién 0.2451nm, valores que se utilizaron para

obtener la concentracion de proteina en la muestra. Los valores se obtuvieron utilizando la

curva de calibracion de BSA con un coeficiente de correlacién (R2) de 0.9849 Figura 7, de donde
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se despejé la Ecuacion A4. Los valores finales de concentracién tanto en la dilucién 1y 2 fueron

de 0.1943mg/mLy 0.1941mg/mL correspondientemente.

Electroforesis SDS- PAGE

El gel que se obtuvo en la corrida de electroforesis determiné la presencia de colageno
hidrolizado mediante la tincidn de las bandas con pesos moleculares de alrededor de 6500 Da,
como se observa en la Figura 8, peso el cual se encuentra dentro del rango obtenido en estudios
previos y bibliografia relacionada con el tipo de enzima utilizada y sustrato, como es el caso del
peso molecular de 25 kDa, obtenido de un protocolo con un pH de 6.15, 45°Cy una
concentracion de enzima de 5.70mg/mL, sin embargo el tiempo de digestién fue de 22.5 h lo

cual no se encuentra dentro del rango del presente estudio.

El coldgeno cuando se encuentra en estado nativo, es decir en forma de gelatina, con
una alta viscosidad posee pesos moleculares superiores a los 100 kDa, cuando este coldageno ha
pasado por una reaccidn enzimatica de hidrdlisis pueden obtenerse valores en un rango inferior
es decir entre 90 a 50 kDa, sin embargo, mientras mayor sea su grado de hidrdlisis se van a
obtener péptidos de bajo peso molecular, valores inferiores a los 40 kDa (Gorgieva y Kokol,
2011). Lo que genera el tener estos pesos inferiores es la desnaturalizacién de la molécula de
colageno lo cual origina que no se posea la triple hélice en su composicion estructural

(Rabotyagova y Cebe, 2008).
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Figura 8

Resultado SDS PAGE de coldgeno hidrolizado
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Capitulo V: Conclusiones

Se obtuvo colageno hidrolizado a partir de una reaccion enzimatica de bromelina sobre
gelatina, pues esta enzima tiene una alta actividad proteolitica, lo que le permitié actuar frente
al sustrato y asi permitioé escindir a la proteina en péptidos de menor tamafio, lo cual fue
constatado mediante las caracteristicas organolépticas, en esta investigacion no existié un
cambio en cuanto al olor, pero si al color en tres tonalidades y la viscosidad del liquido fue la
caracteristica cualitativa que permitié confirmar cual fue el mejor tratamiento, debido a la

ausencia de la misma en el de mayor grado de hidrélisis.

Con respecto con los datos obtenidos de la presente investigacion, se observé que la
hidrdlisis enzimatica con bromelina, se desarrolla de forma eficiente, cuando la temperatura de
37°C permanece constante, el pH del medio es basico 6.10, la concentracién de enzima es 0.5M

y se requieren 3h de tiempo de reaccion; como resultado se obtiene un grado de hidrélisis de
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13.685%, que se encuentra dentro del rango aceptable y lo que indica que el colageno fue
hidrolizado por la enzima bromelina, y sus propiedades organolépticas fueron de color amarillo

claro, ausencia de viscosidad y sin cambio de olor.

El analisis estadistico demostré que la concentracion de bromelina representa la
variable mas relevante dentro del proceso de hidrélisis, sin embargo, tanto ese como los otros

dos factores influyen directamente en la obtencidn de la proteina hidrolizada.

La cuantificacidn de proteina obtenida después de la hidrélisis fue mediante el método
de Bradford del cual se obtuvo el valor de 0.1942mg/mL en base a la curva de calibracion de

BSA.

Se determind mediante la tincidn de SDS PAGE que el peso del colageno hidrolizado que

se obtuvo con el tratamiento en éptimas condiciones fue de 6500 Da.

Capitulo VI: Recomendaciones

La hidrdlisis enzimatica que se realizé en base a la bromelina sobre gelatina permitid
gue se origine un nuevo producto que es el colageno hidrolizado, sin embargo ello da cabida a
diferentes propiedades funcionales con respecto a su composicion inicial en lo cual también
intervienen varios factores que no fueron analizados en la presente investigacion, sin embargo
seria conveniente en una futura investigacion tomarlos en cuenta para obtener una
caracterizacion completa ante un producto final obtenido, los factores que podrian analizarse
serian: capacidad de absorber grasas, capacidad absorciéon de agua, solubilidad y capacidad
espumante, las cuales se presentarian también como variables respuesta antes nuestra variable

de estudio.
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Posterior a la experimentacidn y analisis de bibliografia se observé que podia ser
tomada en cuenta la temperatura como un cuarto factor que pueden comprobarse si tiene
significancia en el grado de hidrdlisis, por lo que se sugiere realizar una investigacion posterior,
con respecto a una variabilidad de temperatura y corroborar si existen cambios con respecto a
la influencia de los otros parametros que fueron pH, concentracién de bromelina y tiempo de

reaccion.

Para obtener otro tipo de caracterizacion, posterior a la hidrélisis de coldgeno y se

prende corroborar la presencia de los resultados obtenidos, se recomienda utilizar otra técnica

molecular, por ejemplo, cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), la cual se presenta

también como una técnica para cuantificar la pureza del coldgeno obtenido.
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