PROTEASA FUNGICAS OBTENIDAS POR FERM ENTAC[ON EN MEDIO SOLI DO A
PARTIR DE HARINA DE PESCADO Y SU APLICACION EN LA HIDROLISIS
DE MUSCUL O DE CARPA DORADA (Carassius auratus).
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Introduccion. Las proteasas representan el 60% del mercado
de enzimas industriales y son ampliamente usadas en la
industria de alimentos. El uso de hongos filamentosos para
producir enzimas tiene una gran ventaja, son productores de
enzimas extracelulares de fé&cil recuperacion empleando
fermentacion en medio solido (FMS), una tecnologia
ambientalmente sustentable, pues pueden usarse substratos
biodegradables como la harina de pescado (1). Ademas, las
proteasas producidas por este medio podrian usarse para
obtener hidrolizados de proteina de subproductos pesqueros
gue no son utilizados como fuente de proteinas (2).

El objetivo de este trabajo fue comparar parametros cinéticos
de extractos proteoliticos fungicos producidos por FMS a
partir de harina de pescado y compararlos con una proteasa
comercial; asi como cacular € tamafio molecular
aproximado de las diferentes proteasas contenidas en los
extractos proteoliticos.

Metodologia Se utiliz6 harina de pescado y salvado de trigo
como soporte-substrato en una relacion de 60/40. Se
inocularon cepas de Rhizopus oryzae 2340, Aspergillus
oryzae 2095, A.niger 2088 y A.niger ANH-15, en reactores
tubulares de lecho empacado (0.4 g/cm?®), se incubaron a
30°C, 50%H y aireacion de 60 mL/min. Se determiné CO,
en un Metabolimetro (UAM-I). El extracto proteolitico (EP)
se extrgjo con agua destilada (10mL/g). Se cuantificd
actividad proteolitica (AP) a los EPs (3). Se homogeneiz6
filete de Carpa Dorada Carassius auratus) y se hizo una
suspension 1:2 en buffer de fosfatos pH 6.5. Se realizaron
cinéticas de hidrdlisis con los EPs y la proteasa comercial
Flavourzyme? a 30°C y pH 6.5 durante 120 min. y se
determind Grado de Hidrdlisis (GH) (4). El peso molecular
(PM) de los EPs se determiné por cromatografia en gel
usando Sephadex G50 y la fase mdvil fue un buffer de
fosfatos2 mM pH 6.8.

Resultados y discusion. En la Tabla 1 se observa que la
mayor velocidad especifica de crecimiento se obtuvo con la
cepa R. oryzae 2340, asi como € mayor GH después de
Flavourzyme? , sin embargo este EP tuvo menor AP. Los
EPs que presentaron mayor AP después de Flavourzyme?
fueron los producidos por A. oryzae 2095y por A. niger
ANH-15. La diferencia entre las APsy GH se debe a que los
EPs son diferentes y su actividad catalitica depende del
substrato y las condiciones de reaccion (5). El PM
aproximado de las proteasas contenidas en los EPs y de
Flavourzyme? se caculé6 por cromatografia en gel.
Flavourzyme? presentd fracciones con proteina alrededor de

50 kDa, mientras que los EPs presentaron fracciones con
proteina alrededor de 1.5y 50 kDa. Se determind AP a las
fracciones que presentaron proteinay se encontro, que las
fracciones con PM alrededor de los 50 kDa fueron generadas
por las proteasas producidas durante la fermentacion. Las
fracciones con PM arededor de 1.5 kDa no presentaron AP,
por lo que estas fracciones fueron generadas por péptidos
solubles provenientes de |a harina de pescado, el salvado de
trigo y del micelio. Los PMs de las proteasas obtenidas en
este trabajo entran dentro del intervalo reportado por
Venugopal (6), quien reportd que las proteasas microbianas
tieneun PM entre 20y 50 kDa.

Tabla 1 Velocidad especifica de crecimiento, actividad proteolitica
y tamafio molecular aproximado de las proteasas contenidas en los
EPsy la proteasa comercial.

EPy complego | 2 AP GH ax PM
comercial. (W | (UE/mgprot) | % (kDa)
Favourzyme’ 8.710 16 51.79
A.niger 2088 | 0.249 0.519 6.5 53.49
A.niger ANH-15 | 0.294 3.335 7.2 46.66
A. oryzae 2095 | 0.255 3.704 6.5 51.79
R. oryzae 2340 | 0.466 0.998 12 44.96

Conclusiones. Los EPs que presentaron mayor AP fueron
A. oryzae 2095y A. niger ANH-15. El EP R. oryzae 2340
fue e que alcanz6 mayor GH ., acercandose a los valores
obtenidos con Flavourzyme? . Ser4 de suma importancia
caracterizar los EPs obtenidos con respecto a [E/S], pH v
temperatura Optimos de reaccién para su mejor aplicacion en
|a obtencion de hidrolizados de pescado.
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