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Resumen

Se evaluo el efecto de la concentracion de grasa en las visceras (Cg) y la velocidad de agitacién (Va),
sobre el grado el hidrélisis (GH) en el proceso de hidrolisis enzimatica de proteinas de visceras de tilapia
roja (Orechromis sp.) con Alcalasa 2,4L. Esto se realiz6 mediante un disefio experimental de superficie de
respuestas central compuesto. Se evalu6 ademas el mecanismo de inhibicién de la grasa presente en las
visceras sobre Alcalasa 2,4L y la posible inactivacion de la enzima por dafio mecéanico con la agitacién. Los
datos se ajustaron a un modelo polinomial de segundo orden con un R? de 0,84. Se observo que Cg
muestra un efecto lineal negativo sobre el GH, mientras que Va muestra un efecto parabdlico. Los
resultados sugieren también, que la Alcalasa 2,4L no presenta inactivacién por esfuerzo de cillaza en las
primeras cuatro horas del proceso, pero si presenta una inhibicién competitiva por efecto de la grasa.
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Effect of Fat Level and Stirring Speed on the Enzymatic
Hydrolysis of Red Tilapia Viscera (Orechromis sp.)

Abstract

The effects of viscera fat concentration (Cg) and stirring speed (Va) on the hydrolysis degree (GH) in the
process of enzymatic hydrolysis of red tilapia (Orechromis sp.) viscera protein with Alcalase 2,4L were
evaluated. This was done through a central composite design and response surface methodology.
Additionally, the inhibition mechanism of fat in the viscera on Alcalase 2,4L and the possible inactivation of
the enzyme by mechanical damage by agitation were also evaluated. The experimental data were fitted
using a second order polynomial model with an R2 of 0,84. It was observed that Cg shows a negative linear
effect on GH, while Va shows a parabolic effect. The results also suggest, that there is not Alcalase 2,4L
inactivation by shear stress in the first four hours of the process, but it presents a competitive inhibition
effect by fat.
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INTRODUCCION

La industria piscicola producen mas del 60% de subproductos, los cuales comprenden restos de fileteo (15-
20%), piel y aletas (1-3%), huesos (9-15%), cabezas (9-12%), visceras (12-18%) y escamas (5%) (Martinez
et al., 2015). El alto contenido en proteina y lipidos de estos subproductos y su inadecuado vertimiento, los
convierte en sustancias con impactos ambientales negativos dada la alta demanda bioquimica de oxigeno
(Garcia et al., 2009), pero al mismo tiempo son fuentes de proteinas y lipidos con importante potencial de
revalorizacién (Chalamaiah et al.,, 2012). Recientemente se han generado investigaciones para el
aprovechamiento de la proteina presente en las visceras de pescado, las cuales han logrado obtener
péptidos con importantes propiedades bioactivas y tecno-funcionales (Je et al., 2015; Saidi et al., 2014).
Estos péptidos pueden ser generados desde la proteina precursora de multiples maneras, pero una de las
mas utilizadas es la hidrolisis enzimatica por medio de proteasas (GOmez y Zapata, 2014; Gomez y Zapata,
2016; Je et al., 2015; Robert et al., 2015; Zhu et al., 2015). Las proteasas son enzimas que catalizan la
hidrélisis de los enlaces peptidicos de las proteinas con diferentes grados de intensidad y de selectividad
(Copeland, 2000), lograndose obtener péptidos con diferentes propiedades como quelantes de Zinc (Zhu et
al., 2015), antimicrobianos (Robert et al., 2015), antioxidantes (Gomez y Zapata, 2016; Je et al., 2015) y
antihipertensivos (Gémez y Zapata, 2014), entre otros. Diferentes reportes de literatura han establecido la
relacién existente entre la actividad biol6gica de los péptidos y su peso molecular (Gomez y Zapata, 2016;
Saidi et al., 2014; Zhu et al., 2015). En patrticular, las fracciones de péptidos con pesos moleculares entre 1 -
4kDa, serian los de mayor interés para usos nutricionales y/o farmacéuticos (Robert et al., 2015; Saidi et al.,
2014). Por lo tanto, obtener hidrolizados con altos grados de hidrélisis (GH), incrementa la posibilidad de
obtener péptidos bioactivos (Gomez et al., 2013; Gomez y Zapata, 2014). Por otro lado es de importancia
evitar las variaciones en actividad que puede sufrir la enzima durante la reaccion hidrolitica, las cuales
pueden ocurrir por desnaturalizacién, agregacién o inactivacién enzimatica, que se producen por factores
tales como temperatura (Valencia et al., 2014; Verhaeghe et al., 2016), pH (England et al., 2014), esfuerzo
de cizalla (Caussette et al., 1997; Colombié et al., 2001) o sustancias que interfieren en la catalisis (Slizyte
et al., 2005; Zheng et al., 2015).

Algunas variables como el pH y la temperatura, han sido ampliamente estudiadas en hidrolisis de proteinas
con diferentes enzimas y sustratos (Lassé et al., 2015; Valencia et al., 2014; Verhaeghe et al., 2016),
especificamente en la hidrélisis de visceras de tilapia se concluyé que las mejores condiciones de operacién
son pH 9.5 y temperatura de 53 °C usando Alcalasa 2,4 L, enzima que demostré una mayor eficiencia en la
catalisis de la reaccion en comparacién con otras proteasas (Baez et al., 2016). Sin embargo factores como
el efecto de la agitacion y la presencia de sustancias inhibidoras en la muestra han sido poco estudiados.
En este sentido algunos autores han reportado la influencia de la agitacién mecdanica en la estabilidad
enzimatica (Caussette et al., 1997; Colombié et al., 2001); pero en cuanto a dafios mecanicos sufridos por
enzimas proteoliticas por efecto de la agitacion en procesos de hidrolisis de proteinas, no existen adn
reportes que permitan identificar la importancia de esta variable. Por otro lado, aunque visceras de
diferentes géneros de peces han sido usadas para la obtencion de hidrolizados, no se han realizado
estudios que permitan identificar si algunos de los componentes mayoritarios, como es el caso de la grasa,
presenta efectos inhibitorios sobre la actividad de la enzima. Este trabajo busca determinar el efecto que
tiene la velocidad de agitacion y el contenido de grasa de las visceras sobre el grado de hidrolisis (GH), en
la hidrolisis enzimatica de visceras de tilapia roja (VTR), utilizando la proteasa alcalina Alcalasa 2,4L.

MATERIALES Y METODOS

Se describe la metodologia en sus varios aspectos: manejo del sustrato, andlisis proximal, hidrdlisis
enzimatica, el disefio experimental, la determinacion de la actividad enzimatica, el estudio de la agitacion
sobre la actividad de la Alcalasa 2,4l, la determinacion del patron de inhibicion de la grasa sobre la Alcalasa
2,41 y finalmente el analisis estadistico.

Manejo del sustrato

Las VTR se obtuvieron en cadena de frio de la Piscicola el Gaitero (Antioquia), tomando muestras de lotes
de produccion diferentes. Las visceras fueron homogenizadas en un procesador de alimentos (Quick 'n
Easy, Black&Decker, USA), calentadas a 90 °C por 20 minutos para inactivar las enzimas enddgenas y
favorecer la separacién de la grasa. Posteriormente se redujo la temperatura gradualmente de la siguiente
forma: 25°C por 20 min, 4°C por 40 min y -20°C durante 24 h. Pasadas las 24 h, la grasa fue separada de la
fraccion acuosa y almacenadas separadamente a -20 °C hasta el momento de la hidrélisis, en la cual se
utilizé Alcalasa 2,4 L grado alimenticio (Novo Nordisk Co., Dinamarca).

Analisis proximal

El contenido de humedad, grasa, proteina y cenizas de las VTR, fueron analizados de acuerdo a los
métodos de la AOAC (AOAC, 2005). Los resultados fueron expresados en base humeda.
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Hidrélisis Enziméatica

Las hidrdlisis se llevaron a cabo en un reactor de vidrio con 500 mL de solucion de trabajo, con
concentraciones de sustrato de 4 g proteinal/lL, relacion enzima/sustrato (E/S) de 10% (p/p), pH 9,5 vy
temperatura de 53°C, con base en resultados previos (Baez et al., 2016). El control de pH y temperatura se
hizo con un electrodo combinado de vidrio, conectado a un Titulador automatico Titrando 842 (Metrohm,
Suiza) operado por un ordenador (software Tiamo 1.2.1, Metrohm, Suiza). La velocidad de agitacion del
sistema de reaccion (Va) y la concentracion de grasa en las visceras (Cg), se varié segun lo define el disefio
experimental (Tabla 1). Para llevar las muestras al valor de Cg deseado, se peso6 la cantidad de grasa
necesaria segun el balance de masas y se mezclé con las visceras y el agua adicionada, agitando la mezcla
a 720 rpm a una temperatura de 53 °C durante 10 min, previo a la reaccion de hidrdlisis. La reaccion fue
monitoreada durante 4 h por medio del GH, expresado como la relacion entre el nimero de enlaces
peptidicos hidrolizados (h) y el nimero de enlaces peptidicos totales en la proteina nativa por unidad de
peso (ht) (Adler-Nissen, 1986). El método empleado para la determinacién del GH fue el de valoracién del
protén o método del pH-estéatico. El cual consiste en mantener constante el pH del medio de reaccién con
adicién de una solucion béasica (NaOH), dado que a medida que la hidrélisis avanza en medio alcalino, el
grupo carboxilo terminal se disocia por completo y los protones formados se reparten de acuerdo con el
equilibrio de protonacién de los grupos a-amino liberados. La base agregada para mantener constante el pH
neutraliza Unicamente los protones que son sustituidos por el catién de la base (Guadix et al., 2000). El
célculo del GH se hizo segun la ecuacion 1 (Adler-Nissen, 1986).

DH (%) = x 100 1)

Mp a ht

Donde B es el volumen consumido de base en L, Mp es la masa de la proteina en kg, Ns es la normalidad
de la base y a es el grado de disociacion de los grupos aminos liberados en la reaccién. Se emple6 un h; de
8,6 Eqv/Kg que ha sido reportado para proteinas del pescado (Adler-Nissen, 1986) y un a de 0,99, calculado
en funcion del pH y la temperatura de reaccién, de acuerdo a las ecuaciones 2 y 3 respectivamente
(Forghani et al., 2012).
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Disefio experimental

Se plated un disefio experimental de superficie de respuestas central compuesto de cara centrada. Con los
factores Cg (1,9 - 33 %) (p/p) y Va (240-1200 rpm), tomando GH como la variable respuesta. Se
desarrollaron 13 experimentos de acuerdo al disefio experimental, segun se indica en la Tabla 1. Se emple6
el software Design- Expert® 8.0.5 (Stat-Ease, EE.UU.) en la generacion y analisis de los datos del disefio.
La adecuacién del modelo, la significancia estadistica de los coeficientes de regresién y la interaccién entre
las diferentes variables independientes fueron probados mediante el analisis de varianza (ANOVA). La
significancia de los coeficientes estimados en el modelo se probo con el estadistico F (valor-P) y un nivel de
confianza del 95%.

Tabla 1: Disefio experimental de superficie de respuestas
central compuesto de la hidrdlisis enzimatica de VTR

Va (rpm) Cg (%) GH (%)
1200 33,0 8,39
720 33,0 6,65
720 1,9 9,38
1200 17,4 9,18
720 17,4 9,62
240 33,0 4,71
720 17,4 10,15
720 17,4 9,67
240 1,9 6,65
720 17,4 10,17
720 17,4 8,50
240 17,4 5,48
1200 1,9 9,48
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Adicionalmente, se llevé a cabo la optimizacion del modelo polinomial obtenido, para determinar las
condiciones de Cg y Va que maximizan el GH en 4 h de reaccion, empleando la técnica de modelos de
superficie de respuesta. El ajuste del modelo empirico se verificé a la luz de los resultados experimentales,
realizando tres replicas experimentales y comparando estos resultados con los predichos por el modelo
polinomial ajustado.

Actividad enzimatica

La actividad catalitica se determiné mediante un analisis estdndar usando caseina como sustrato, segun la
metodologia descrita por Cheung et al. (2012). En este andlisis, una unidad de actividad es representada
por una produccién de color equivalente a 1 umol de tirosina por min a pH 7,5 y 37°C. Para esto, una
alicuota de 100 pL de enzima fue incubada con 500 pL de solucién de caseina 0,65 %, durante 10 min a
37°C. La reaccion se detuvo adicionando 500 pl de solucién de acido tricloro acético (110 mM) y la mezcla
se centrifugd, para tomar 200 pL del sobrenadante y mezclarlos con 500 uL de Na2COsz 0,5 M y 100 uL del
reactivo de Folinciacalteu. Esta ultima solucion fue incubada a 37°C por 30 min y la absorbancia se ley6 en
un espectrofotdbmetro a 660nm (GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Scientific™, EE.UU.). Como patrén se
empled una curva estandar de solucion de Tirosina entre 0-200 mg/L.

Efecto de la agitacion sobre la actividad de la Alcalasa 2,4L

Para determinar si la Alcalasa 2,4 L sufre algun tipo de dafio permanente, que genere inactivacion de la
misma por el efecto mecanico que se imprime al sistema asociado a la velocidad de agitacion; se
prepararon 500 mL de la enzima en ausencia de sustrato, diluida a una concentracién de 0,017 g/mL
(cantidad minima de enzima necesaria para evaluar la actividad catalitica), a las mismas condiciones en las
gue se realiz6 la reaccién de hidrolisis: pH 9,5 y 53°C. La solucién fue sometida a agitacién constante de
480, 960 y 1440 rpm durante 4 horas y se tomd muestra cada 40 min, a las cuales se le midi6 la actividad
catalitica residual mediante el método descrito por Cheung et al. (2012). Adicionalmente, para determinar si
el efecto que la agitacion ejerce es sobre la interaccién de la enzima con el sustrato, se realizaron ensayos
de actividad catalitica de la Alcalasa 2,4L con el método descrito por Cheung et al. (2012), en un reactor de
vidrio de 500 mL y variando las velocidades de agitaciéon (entre 0 y 1440 rpm), durante los 10 min de
incubacion de la enzima con el sustrato de la prueba de actividad catalitica (caseina).

Determinacién del patron de inhibicion de la grasa sobre la Alcalasa 2,4L

Para investigar el tipo de inhibicién que ejerce la grasa presente en las visceras, sobre la Alcalasa 2,4L, la
hidrolisis de VTR fue realizada a 53 °C, pH 9,5 y agitacién constante de 960 rpm, usando tres niveles de Cg:
1,9; 33 y 56,1 % (p/p) y diferentes concentraciones iniciales de sustrato (S) para cada Cg. En cada ensayo
se determind la velocidad inicial de reacciéon, como la pendiente de la porcion lineal de la grafica de
concentracién de producto (P) en funcién del tiempo, donde P es calculada como el nimero de enlaces
peptidicos rotos segun la ecuacidn 4. Las cinéticas de la Alcalasa 2,4L en presencia del inhibidor (grasa)
fueron determinadas mediante el analisis de gréaficos de Lineweaver—Burk.

B NB
P =
a

4

Analisis estadistico

Para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores de actividad enzimatica
de la Alcalasa 2,4L a los diferentes niveles de agitacién, las mediciones se hicieron por triplicado y se utilizé
la prueba de la minima diferencia significativa (LSD), usando el paquete estadistico Statgraphics Centurion
(XV) 16.1.15 ((StatPoint, Inc., EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para una mejor presentacién y discusion, los resultados encontrados en este estudio se muestran y analizan
en varias sub-secciones: (i) analisis quimico proximal de las visceras; (i) el efecto de Cg y Va sobre el
proceso de hidrdlisis; (iii) la optimizacion del modelo; (iv) inactivacion de la Alcalasa 2,4l por efecto de la
agitacion; y (v) el tipo de inhibicién de la grasa sobre la Alcalasa 2,4l

Anélisis quimico proximal de las visceras

En la tabla 2 se muestra la composicién quimica proximal de las visceras enteras y desengrasadas. Otros
autores han sefialado resultados similares en cuanto a la composicion proximal de visceras enteras de otras
especies (Bhaskar y Mahendrakar, 2008; Slizyte et al., 2005), sin embargo de las visceras desengrasadas
no han sido ampliamente reportadas.

50 Informacién Tecnoldgica — Vol. 28 N° 4 2017



Efecto del Nivel de Grasa y Velocidad de Agitacién en la Hidrolisis Enzimatica de Visceras

Gomez

Tabla 2: Composicién proximal de las visceras enteras y desengrasadas

Composicion g/100g Visceras enteras

Visceras desengrasadas

Humedad 62,00
Lipidos 26,08
Proteina 8,48
Cenizas 1,19

83,21
1,88
10,04
1,71

Efecto de Cg y Va sobre el proceso de hidrdlisis

En la tabla 1 se muestran las 13 corridas del disefio experimental en forma aleatoria y los valores de la
variable respuesta obtenida en cada corrida. Mientras que en la tabla 3 aparece el ANOVA del disefio
experimental, el cual contiene la significancia estadistica del modelo, de cada factor o interaccion (valor-P),

el R?, R?-Ajustado y la carencia de ajuste.

Tabla 3: Andlisis de varianza (Valor- P) del disefio factorial

Fuente (Xi) Valor- P
Modelo 0,0006
Va 0,0008
Cg 0,0203
Vva? 0,0032
Carencia de ajuste 0,2732
R? 0,8437
R? Ajustado 0,7917

El ANOVA indica un modelo altamente significativo, donde Va es el factor con mayor influencia sobre GH,
con efecto en su término lineal y cuadratico. Mientras que Cg solo tiene efecto en su término lineal. Asi
mismo, el ANOVA entrega un polinomio de segundo orden (Ecuacién 5), el cual describe la influencia de las

variables sobre el GH de proteinas de VTR.

GH = 3,528 + (1,811 X Va) — (0,062 x Cg) — (0,115 X Va?)

()

En la Figura 1 se muestra el comportamiento grafico de la respuesta (GH) en funcién a los dos factores. En
concordancia con el modelo ajustado, se puede ver un efecto mas marcado por Va que por Cg. Se puede
notar también, que la concentracion de grasa tiene un efecto negativo sobre el GH de la reaccién, lo que
sugiere que la grasa genera interferencias en la hidrolisis de proteinas. Dicho fenémeno han sido poco
estudiado, pero algunos autores lo atribuyen a complejos proteina-lipido formados, los cuales son mas

resistentes a la accion catalitica de las proteasas (Slizyte et al., 2005).

GH (%)

)
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7744 7 Z
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B: Cg

1.9 240

Fig. 1: Grafico de contornos para el efecto de Va y Cg sobre el GH de la reaccion.
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Por otro lado, Va en su término lineal tiene un efecto positivo sobre el GH, pero en su término cuadratico
tiene un efecto negativo. Esto indica que aumentar Va favorece la reaccién, posiblemente porque ayuda a
mantener una mayor homogeneidad en la muestra, sin embargo por encima de un cierto valor de Va, este
factor empieza a ejercer un efecto negativo sobre el GH, por lo que se sefiala un cambio en la pendiente de
la grafica. Este fendmeno podria deberse a que un aumento excesivo en la velocidad de agitacion ocasiona
ya sea un cambio conformacional de la Alcalasa 2,4L, que dificulta la interaccion enzima-sustrato, o conlleva
a un proceso de inactivacion-agregacion de la enzima. Este Gltimo fendmeno ha sido reportado por algunos
autores, quienes han estudiado la influencia de parametros hidrodinamicos como la agitacién mecanica y
han demostrado un efecto de inactivacion enzimatica debido al incremento en la velocidad de agitacion
(Caussette et al., 1997; Colombié et al., 2001; Colombié et al., 2000).

Optimizacién del modelo

El modelo de la ecuacion 5, fue optimizado para predecir el valor de los factores que maximice el GH, asi
mismo se desarrollaron ensayos experimentales a las condiciones 6ptimas para evaluar la validez de este
modelo. Estos resultados se presentan en la tabla 4, en los que se incluye el error relativo existente entre
los valores predichos y experimentales. Este Gltimo parametro sefiala la capacidad del modelo para predecir
el comportamiento del GH en funcién de Va 'y Cg.

Tabla 4: Maximos locales predichos en la optimizacion de la hidrélisis enzimatica de VTR

Factor Valor 6ptimo | Tiempo predicho Tiempo experimental  Error relativo
Va (rpm) 982
Cg (% p/p) 2,0

10,00 9,51 +0,02 4,9 %

Inactivacion de la Alcalasa 2,4L por efecto de la agitacién

En la figura 2 se presenta la actividad de la Alcalasa 2,4L en solucién acuosa, en ausencia de sustrato, pH
9,5 y 53 °C, para diferentes velocidades de agitaciéon. Se puede observar que la actividad catalitica de la
enzima desciende con el tiempo, sin embargo, entre las diferentes velocidades de agitacién no presentan
diferencias estadisticamente significativas en los primeros 200 min de reaccién. Lo que sugiere que dicha
inactivacién no puede atribuirse a dafios mecénicos en la enzima, ocasionados por la agitacion, sino que
podrian deberse a otros factores como la temperatura o el pH (Lassé et al., 2015; Valencia et al., 2014). No
obstante en la Gltima medicidn, la actividad enzimatica de la Alcalasa 2,4L sometida a la mayor velocidad de
agitacion (1440 rpm), es menor a la encontrada para las otras dos velocidades; indicando que largos
periodos de tiempo bajo altas velocidades de agitacién, podrian ocasionar disminucién en la eficiencia de la
enzima, inducida por interfaces fisicas y catalizada por el incremento de superficies hidrofébicas de las
enzimas inactivadas, tal como lo propuso Colombié et al. (2001).

45
Va: 480 rpm
:g ------- Va: 960 rpm
B
2 L
E — - — Va: 1440 rpm
2 3,5
=)
he]
3 B
E -
= S L T
g TR T — S
2,5 h
1,5
o 60 120 180 240
Time (min)

Fig. 2: Cinética de inactivacion de la Alcalasa 2,4L bajo diferentes niveles de agitacion
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Teniendo en cuenta que el efecto que presento la Va en el disefio experimental, no puede ser explicado por
una inactivacién o agregacién enzimatica, se realizaron ensayos para evaluar si el aumento de Va podia
disminuir la eficiencia catalitica de la enzima, posiblemente por dificultar la interaccion enzima-sustrato. En
la Figura 3 se muestra como incrementos en Va favorece la actividad catalitica de la enzima, pero valores
por encima de 960 rpm ocasionan una disminucién en la eficiencia de la Alcalasa, como ya se habia
observado a partir del disefio experimental. Este comportamiento se puede deber a que inicialmente el
incremento de Va proporciona mayor homogeneidad del medio, favoreciendo el encuentro de la enzima con
el sustrato, pero por encima de cierto limite, los incremento de Va puede provocar alteraciones negativas en
el desempefio de la enzima.

3
2
1
0
0 480 960

1440

Actividad (unidades/mL)

Va (rpm)

Fig. 3: Actividad catalitica de la alcalasa 2,4 L a diferentes velocidades de agitacion

Tipo de inhibicién de la grasa sobre la Alcalasa 2,4L

Con el disefio experimental se pudo determinar que la grasa de las visceras ejerce un efecto negativo sobre
el proceso de hidrolisis. Para determinar si se trata de un efecto inhibitorio sobre la Alcalasa 2,4L vy
establecer cual es el tipo de inhibicion que se ejerce, se usaron graficos de Lineweaver—Burk (Figura 4), con
diferentes niveles de grasa (inhibidor). Se encontré que la grasa, tienen un patrén inhibitorio competitivo
sobre la Alcalasa 2,4 L, y que aumentos en la concentracion de grasa por encima de 1,9% no muestran un
aumento representativo en la magnitud de la inhibicién. El tipo de inhibicién ejercido por la grasa sobre la
Alcalasa 2,4L, podria explicarse dado que la subtilisina, que es componente mayoritario de la Alcalasa 2,4L,
€s una serin proteasa que cataliza no solo la hidrolisis de amidas, sino también de esteres (Wong, 1995);
teniendo en cuanta el alto nimero de enlaces éster en la grasa (Belitz et al., 2009), es de esperarse que
esta constituya un inhibidor competitivo por la alta reactividad con el sitio activo de la Subtilisina.
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Fig. 4: Gréfico de Lineweaver—Burk para la velocidad de reaccién de la Alcalasa 2,4L en presencia de grasa
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Estos resultados contradicen algunos reportes de literatura en los que las muestras desengrasadas
presentaron un menor GH, lo cual se atribuyd a la desnaturalizacién de la proteina en los procesos de
desengrasado (Hoyle y Merritt, 1994; Klompong et al., 2007). Sin embargo, en el presente estudio todas las
muestras se sometieron al mismo pretratamiento, independientemente del nivel de grasa que se fuera a
tener en la muestra. Por tal razén, la diferencia en los resultaos se debe Unicamente a la diferencia en los
niveles de grasa presentes.

CONCLUSIONES

Se ajustdé un modelo polinomial de segundo orden que describe adecuadamente la influencia de Va y Cg
sobre el GH de la reaccion de hidrdlisis enzimatica de las VTR, y se determiné que las condiciones que
maximizan el GH de la reaccion del sistema VTR-Alcalasa 2,4L, en la region experimental son: Va de 982
rpmy Cg de 2,0%, con las que es posible obtener hidrolizados con GH de 9,5%.

Se logré ademas determinar que la grasa de las visceras de tilapia roja (Orechromis sp.), ejerce una
inhibicidn competitiva sobre la Alcalasa 2,4L y que la velocidad de agitacion del sistema de reaccién,
aungue no logra inactivar la enzima en las primeras 4 horas, si tienen un efecto negativo sobre su actividad
catalitica cuando se manejan niveles superiores a 960 rpm.
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