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1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
[Utilizacion de residuos carnicos en la produccién de transglutaminasa 1$75,000 |

2.- Introduccion
La transglutaminasa es una enzima extracelular de la clase de las transferasas y es producida por la fermentacion del

microorganismo Streptoverticillium moboarense, las reacciones producidas por esta enzima producen cambios en las
proteinas alimentarias mejorando la textura y la estabilidad en términos de temperatura, sinéresis, propiedades
emulsionantes, gelificacion y aumento de la capacidad de fijacion de agua sin alterar el pH, color, sabor o nutricién
mejorando la calidad de los alimentos haciendo posible que sea nutritiva por la adicion de aminoacidos esenciales.
(Aiinomoto, 2013); (Ahmed et al., 2009); (Ando et al.. 1989); (Damodaran & Agyare, 2013); (Kuraishi et al., 2001),
(Zhu, et al., 1995). En este contexto investigadores de la industria alimentaria se han dado a la blisqueda de productos

que pueden alterar las propiedades tecnolégicas y funcionales de las macromoléculas alimentarias, sin que afecte la
calidad sensorial y nutricional de los productos (Dube, et al.. 2007): (Min & Green, 2008), una opcion es la produccion

de enzimas a base de residuos de alimentos a costos méas bajos ya que la produccion de estas representa el 28% del
costo de la operacién dedicado a la adquisicion de materia prima. (Klein, et al., 2012)

Los desperdicios de alimentos, que tienen un alto contenido nutricional, se contaminan con la acumulacion de estos
mismos, facilitando el habitat perfecto de reproduccion de organismos patogenos. Esto genera graves problemas
ambientales (Ravindran et al., 2012). Las industrias de carne entre otras, son la mayor fuente de residuos de la
industria alimentaria animal, estos desechos contienen cantidades elevadas de proteinas y no pueden ser evacuados

sin un tratamiento apropiado (Jayathilakan et al., 2012). Estudios han reportado la el uso de proteinas alimenticias

como sustratos para la transglutaminasa tales como Suero de leche, globulinas_de soya, proteinas miofibrilares .
albuminas entre otros ( Bonisch et al., 2007; Bonish et al. 2008: Hong & Xiong. 2012 ) En base a lo anterior el

presente trabajo pretende la produccién de la enzima transglutaminasa a partir de residuos de la industria carnica.

Objetivos
Objetivo general
Producir la enzima transglutaminasa a partir de residuos carnicos

Objetivos especificos
e Caracterizacion quimica del residuo (analisis fisicoquimico)

o Evaluar el proceso de pretratamiento del residuo.

e Caracterizacion del residuo pretratado.

e Evaluar el proceso de produccion de |a enzima transglutaminasa (estandarizacion del proceso).

Hipotesis
Los residuos carnicos en sus diferentes etapas de procesamiento y empaque seran utilizados como sustrato para la
bacteria Streptoverticillium moboarense que a su vez contribuya a la produccién de la enzima transglutaminasa.
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3.-Revision de Literatura

La transglutaminasa es una enzima que cataliza las reacciones de entrecruzamiento de los grupos y-carboxiamida de
los residuos de glutamina y los grupos g-amino de los residuos de lisina, €s producida por la fermentacion de el
microorganismo Streptoverticillium moboarense, actia en amplios intervalos de pH de 5,0 a 8,0 con una temperatura
éptima de 50 °C, es independiente de Ca i y su activacion no requiere cofactores especiales, estas caracteristicas
hacen de la transglutaminasa una enzima atractiva para la industria alimentaria (Macedo & Sato, 2005; Motoki y
Seguro, 1998: Yokoyama et al., 2004; Zhu et al., 1995; Nonaka et al., 1980).

Usos de la transglutaminasa en la Industria Alimentaria

Aplicacién en carnicos

Su principal funcién es en la restructuracion de productos carnicos a través de los enlaces cruzados que promueve, es
decir Los enlaces cruzados que se forman por la accion de la TGasa, fortalecen la estructura de la red de proteinas en
los productos carnicos preparados, como salchichas y jamon, y dando como resultado que las caracteristicas fisicas
como la elasticidad y la firmeza sean mejores (Gaspar et al., 2015 Kurashi et al., 2001).

Aplicacién en lacteos

La enzima se ha utilizado en la produccion de yogur, evitando asi la sinéresis (separacion del suero) ya que aumenta
la capacidad de retencion de agua del gel, se ha utilizado en la produccion de queso a partir de proteinas de suero de
leche (Soeda, 2000) o en leche entera (Kuraishi et al, 1997). El uso de esta enzima en la industria lactea incluye la
estabilizacion de productos como nata batida y la preparacion de caseinato con enlaces cruzados como ingredientes
funcionales (Lorenzen et al., 1998).

Aplicacion en pescado

El uso potencial de la transglutaminasa para mejorar las propiedades mecanicas de los productos reestructurados
proviene de la industria del surimi (Catro et al_ 2009), también los cambios en la textura de productos reestructurados
y alimentos congelados se pueden prevenir con la adicion de una solucién de transglutaminasa y caseinato. (Sakai et
al., 1998; Aguilar et al., 2012).

La transglutaminasa es una enzima con un amplio potencial para su aplicacion en la industria de alimentos, su
produccion puede realizarse mediante un proceso de fermentacion, utilizando cualquier tipo sustrato, sin embargo el
costo de produccion es elevado, por ello se buscan fuentes de carbonos que se e bajo costo y que provengan de
desechos de la industria de procesos alimentarios. (Aguilar et al., 2012)/&)’d

Produccion de enzimas a partir de residuos de la industria alimentaria

Los residuos de la industria alimentaria han favorecido en la produccién de enzimas de uso comercial enzimas
oxidativas como la celulasa, la lacasa, la amilasa, la xilanasa, la fitasa, y la lipasa han sido el foco de la produccion de
residuos de residuos de alimentos organicos. Las cepas microbianas son capaces de degradar los polimeros
complejos en la biomasa vegetal y utilizar los aztcares liberados para su sustrato este hecho es aprovechado al
utilizar los residuos de la industria de procesamiento de alimentos como materia prima para la produccion de
enzimas. (Stamatakis, 2010; Narra et al., 2012; Ho, 2015; Zhou et al., 2014; Kiran et al., 2014 Viniegra et al., 2003).

La transglutaminasa es un enzima de gran importancia en la industria de alimentos, su produccién se lleva a cabo
mediante un proceso de fermentacion, sin embargo los costos de produccion son elevados por lo que es importante la
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busqueda de nuevas fuentes de carbono, principalmente las obtenidas a partir de residuos industriales para la
produccion de la misma.

4.- Procedimiento Experimental

ETAPA 1

Caracterizacion quimica del residuo y agua de coccion (andlisis fisicoquimico)

A la materia prima se le determinara el contenido de humedad, proteinas y lipidos por los métodos establecidos en el
Manual de Técnicas Oficiales A.O.A.C. (Association of Official Analytical Chemist), 1990. Ademés se determinara
Densidad y Porosidad en el caso del empaque.

Materia seca

Se ddeterminara en una termobalanza (Ohaus MB23) a 120°C con un peso minimo de muestra de 0.5 gramos.

Lipidos

La determinacion de lipidos se llevara a cabo utilizando un equipo de extraccion Soxhlet, colocando en el sifon 5 g de
materia prima, la extraccidse realizara por 4 horas con hexano como agente extractivo.

Proteina cruda (Nx 6.25)

El método de Macro-Kjeldhal: se coloca 1 g de muestra en digestion con acido sulfarico concentrado y 5 g de
catalizador mezcla reactiva de selenio. Al resultado de |a digestion se le agregaran 300 mL de agua destilada, se deja
enfriar a temperatura ambiente, colocar en matraz Kjeldhal que contenga 50 mL de acido borico 4% v/v, seis gotas de
indicador mixto (rojo de metilo 0.2% y verde de bromocresol 0.2%), 110 mL de hidroxido de sodio 45% (p/v) y seis
granallas de zinc. Se tomaran 250 mL del destilado para llevar a cabo una titulacién con acido sulfurico hasta el vire de
color azul a rojo. El contenido total de proteina se cuantificara utilizando el factor de conversion de 6.25 empleando la
siguiente formula:

9%N= (mL gastados de la muestra — mL del blanco) (normalidad del acido)(0.014)(100)
g de muestra

% de Proteina= (%N) (Factor de conversion)

ETAPA 2

Evaluar el proceso de tratamiento de los residuos
En un vaso de precipitado de 1 It colocar dentro del autoclave 0.5 Lt del agua de coccion y 0.5 kg del empaque

relacién 1:1 masa-volumen, se llevara a cabo en autoclave a una temperatura de 120 °C y 15 PSI de presion con
diferentes tratamientos (4cido acético, acido citrico, acido clorhidrico e hidroxido), después se llevara acabo la cinetica
enzimatica con la cual se espera conocer el punto maximo de la liberacion del sustrato y saber cual de las soluciones
es la mejor para obtener el sustrato de la fermentacion. Las variables seran las siguientes ph, temperatura, tiempo,
nivel de inoculo, concentracién de sustrato, concentracion de sales como cloruro de magnesio, fosfato, nitratos que

ayudan como cofactores y estos nos dira a que nivel cada una de ellas tiene ingerencia en la produccion.

ETAPA 3

FERMENTACION _ s
El medio de cultivo para la produccion de transglutaminasa es una fermentacion aerdbica, siendo la aireacion y |a

agitacion necesarias, la temperatura optima varia de 25°C a 35°C, el tiempo de fermentacion depende de las
condiciones del cultivo y es determinada por la mayor actividad que puede lograrse de 2 a 4 dias. La transglutaminasa
es estable un pH éptimo de 5 a 8. (Aguilar et al., 2012; Zhu et al., 1995, Méndez et al., 2006; Ando et al., 1989)
Produccion preeliminar de la enzima bajo condiciones estandar (reportadas en la literatura)

Proceso de fermentacion

Se realizaran las fermentaciones bajo las siguientes condiciones:
Para este proceso se utilizé un medio que contenia los siguientes reactivos (cuadro 2):
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Cuadro 2. Composicion del medio de fermentacion

Nutriente Concentracion g/L
Fosfato de sodio dibasico 5

Fosfato de potasio monobasico 2

Sulfato de Mg heptahidratado 0.5

Peptona 10.5

Extracto de levadura 2.5

Caseinato de sodio 38.4

Glicerol, almidon y glucosa 30

Una vez preparada la mezcla, se tomaron de la misma 100 ml y se colocaron en matraces de 250 ml y se le agregaron
44 pl del inéculo de Streptoverticillium ladakanum que se reactivara con anterioridad. Se prepararan tres matraces de
cada sustrato agua de coccion, empaque y glicerol (control) se tomaran muestras de 1000 ul en microtubos a partir de
las 0 horas hasta completar 120 horas, cada 12 horas. El ensayo se llevara a cabo por triplicado a 200, 300 y 400 rpm
durante 120 horas en un agitador orbital (shaker), monitoreando cada 12 horas. Con una temperatura de 26 °C y un
pH de 7. Una vez que se obtengan todas las muestras se realizaron analisis tales como proteina por la técnica de
Lowry, azucares reductores (DNS) y azlcares totales por el método de fenol sulfurico, produccion de biomasa,
consumo de sustrato, actividad enzimatica por un metodo cualitativo y por un meétodo colorimétrico basado en la

formacion de monohidroxamato a partir de N-a-CBZ-GLN-GLY (Grossowicz, 1950).

ETAPA 4

Estandarizacion del proceso

Encontrar las mejores condiciones para la produccion de la enzima se utilizara un disefio experimental Placket-Burman
este disefio es una técnica estadistica eficaz para demostrar la importancia relativa de los factores estudiados y
predecir sus valores optimos (Hassan et al., 2016 ) las variables serén las siguientes ph,temperatura, tiempo, nivel de
inoculo, concentracion de sustrato, concentracion de sales como cloruro de magnesio, fosfato, nitratos que ayudan

como cofactores y estos nos dira a que nivel cada una de ellas tiene ingerencia en la produccion.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar B R, 4 M e Mg T PAES Be e

Caracterizacion del residuo X | X

Evaluar procesos de pretratamiento de residuos A | XK

Caracterizacion del residuo pre-tratado X X

Estandarizacion del proceso de propagacion del X A

microorganismo

Seleccion del mejor residuo para la produccion de la X | X

enzima

Redaccion de avance y articulo cientifico ¥ ok bx IR K[
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Cronograma de distribucién de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E ol M A UM ) e s e N
Caracterizacion del residuo x| X
Evaluar procesos de pretratamiento de residuos v
Caracterizacion del residuo pre-tratado X X
Estandarizacion del proceso de propagacién del AKX
microorganismo
Seleccion del mejor residuo para la produccion de [a X | X
enzima
Duracion total del proyecto
| Afio de Inicio 2018 | Afio estimado de conclusion 2019 |

9.-Productos Esperados

Avance tesis de Doctorado y Licenciatura
1 articulo cientifico enviado

Estrategia para la produccién de la enzima
Divulgacion en Congreso Internacional
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