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Resumen 

El presente trabajo tiene por objetivo obtener extractos peptídicos bioactivos con capacidad 

quelante de hierro a partir de hidrolizados de caseína por fermentación microbiana con bacterias 

proteolíticas aisladas de residuos de langostino. La investigación fue experimental, con el apoyo de 

FONDECYT del Instituto Tecnológico de la Producción (ITP), cuyo Laboratorio de Biotecnología 

inoculó 4 cepas bacterianas marinas en el sustrato caseína para la fermentación en dos periódos de 24 y 48 

horas. Los códigos de las muestras obtenidas y el nombre de la especie de procedencia fueron RL-15(08) 

Shewanella putrefaciens group, RL-15(19) Shewanella sp., RL-15(41) Shewanella sp. y RL-15(42) 

Bacillus velezencis. Se realizó un proceso adicional de concentración de los extractos peptídicos 

empleando etanol, con que se obtuvo tres tipos de extractos: extractos iniciales (A), extractos solubles al 

etanol (S) y extractos precipitantes en                                   

etanol (P). Se realizaron las siguientes técnicas analíticas: Determinación del grado de hidrólisis, 

Determinación de la actividad proteolítica, Cuantificación de proteínas solubles y Determinación de la 

actividad quelante de hierro. Los resultados mostraron que, las cepas códigos RL-15 (19) y RL-15 (41) 

dieron respuestas máximas de actividad quelante de hierro de 84.21 % en los extractos peptídicos solubles 

al etanol (S) y de 84.03 % en los extractos peptídicos precipitantes en etanol respectivamente, generados 

por sus enzimas durante la fermentación de 48 horas y que superaron al patrón quelante EDTA. Se 

concluye que las bacterias proteolíticas del género Shewanella sp., a través de sus enzimas generadas, son 

capaces de hidrolizar la caseína y producir péptidos bioactivos con actividad quelante de hierro que 

podrían ser aplicados en el desarrollo de alimentos funcionales. Por consiguiente, se recomienda realizar 

estudios de aplicación. 

 
Palabras clave: Péptidos, bioactivos, hidrólisis, caseína, bacterias marinas, residuos de 

langostino, hierro, quelante. 
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Abstract 

The objective of this work is to obtain bioactive peptide extracts with iron chelating capacity 

from casein hydrolysates by microbial fermentation with proteolytic bacterins isolated from shrimp 

residues. The research was experimental, with the support of FONDECYT of the Technological Institute 

of Production (ITP), whose Biotechnology Laboratory inoculated 4 marine bacterial strains in the casein 

substrate for fermentation in two periods of 24 and 48 hours. The codes of the samples obtained and the 

name of the species of origin were RL-15(08) Shewanella putrefaciens group, RL-15(19) Shewanella sp., 

RL-15(41) Shewanella sp. and RL-15(42) Bacillus velezencis. An additional concentration process of the 

peptide extracts was carried out using ethanol, with which three types of extracts were obtained: initial 

extracts (A), ethanol-soluble extracts (S) and ethanol- precipitating extracts (P). The following analytical 

techniques were carried out: Determination of the degree of hydrolysis, Determination of the proteolytic 

activity, Quantification of soluble proteins and Determination of the iron chelating activity. The results 

showed that the code strains RL-15 (19) and RL-15 (41) gave maximum responses of iron chelating 

activity of 84.21% in the peptide extracts soluble in ethanol (S) and 84.03% in the peptide extracts. 

precipitants in ethanol respectively, generated by their enzymes during the 48-hour fermentation and that 

exceeded the EDTA chelating pattern. It is concluded that the proteolytic bacteria of the genus 

Shewanella sp., through their generated enzymes, are capable of hydrolyzing casein and producing 

bioactive peptides with iron chelating activity that could be applied in the development of functional 

foods. Therefore, application studies are recommended. 

Keywords: Peptides, bioactives, hydrolysis, casein, marine bacteria, shrimp residues, iron, chelator
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1. Descripción y Formulación del Problema 

El ámbito de importancia de los alimentos no sólo se refiere a satisfacer el hambre y 

proporcionar los nutrientes necesarios para el organismo sino también para prevenir o tratar 

enfermedades (Food Insight, 2016; Gul et al., 2015; Urango et al., 2009; Mollet & Rowland, 

2002) así como, mejorar la salud física y mental, inclusive en enfermedades crónicas (Butnariu 

y Sarac, 2019). A su vez, el bienestar a la salud que aportan, se conjuga con el surgimiento en 

avances tecnológicos (Betoret et al., 2011), estilos de vida (Arellano Cueva, 2017) y tendencias 

socioeconómicas, en este contexto surgen los Alimentos Funcionales. 

La funcionalidad de alimentos se refiere a los compuestos biológicamente activos  que 

los conforman y los ubican en un mercado de desarrollo y crecimiento constante, aunque 

fluctuante por la estacionalidad, efectos climáticos, disponibilidad de recursos y agua. El término 

“bioactivo” fue introducido por Mellender e Isakssonen en el año 1950 (Bueno Gavilá, 2017) en 

relación a su procedencia de diversas fuentes naturales. El ILSI Europe, International Life 

Sciences Institute in Europe (1999), declara un alimento como funcional cuando se demuestra 

exitosamente que aporta beneficios para la salud sobre una o varias funciones en el organismo 

más allá de los nutrientes básicos que puedan ofrecer. Dichos alimentos pueden ser naturales  o 

aquellos que se les han agregado, quitado y/o variado uno o más de sus componentes, de aquí 

surge la tendencia por aprovechar materias primas alternativas que posean alguna característica 

bioactiva para generar alimentos e insumos funcionales. 

En los últimos veinte años se aprecia un creciente interés por compuestos bioactivos, 

entre estos las proteínas, sumado a su valioso aporte nutricional aminoacídico y su diversa 

capacidad funcional tecnológica, como emulsificante, espumante y gelificante, entre otros 
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(Damodaran, 2010; Rembado y Sceni, 2009). Las proteínas hidrolizadas y péptidos derivados 

también constituyen una alternativa de beneficio a la salud humana (Abdel-Hamid et al., 2017; 

Du et al., 2016; Rizello et al., 2016; Orosco Condori, 2013; Clemente, 2000) y también pueden 

ser incluidas como ingrediente de alimentos funcionales o en aplicaciones en fármacos y 

nutracéuticos (Montesano et al., 2020). La figura 1 resalta la relación de estudios sobre péptidos 

bioactivos de fuentes proteicas enfocados a la salud, tanto de origen animal (leche, derivados de 

huevo, pescado, insectos, y otros) como de origen vegetal (soya, trigo, arroz, algas, entre otros), 

algunas aún por explorar (Montesano et al., 2020). 

Figura 1 

Línea de tiempo de las últimas dos décadas con respecto al número de artículos 

publicados en una base de dato (*). 

 

 

 

 

 

 

 
 

(*) Nota. Es el resultado de la base de datos PubMed Medline al introducir en el 

buscador las palabras “bioactive peptides in food”. 
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y aprovechamiento, generando además péptidos bioactivos como productos de interés biológico. 

La hidrólisis puede ser química, microbiana o enzimática, destacando los dos últimos tipos por 

no generar impacto negativo al ambiente ni daño oxidativo a los aminoácidos; la hidrólisis 

fermentativa, utilizando cultivos bacterianos o enzimas microbianas proteolíticas (Korhonen y 

Pihlanto, 2003) ha sido descrita para obtener sustancias quelantes y portadoras de minerales 

(Park y Nam, 2015). La hidrólisis enzimática es el método de mayor aplicación industrial 

actualmente por no provocar daño y permitir mejor control de proceso, lo que facilita su 

reproducibilidad y la obtención de péptidos bioactivos (Nasri, 2017). En la actualidad grandes 

mercados mundiales de Japón, EE.UU. y países europeos entre otros, son abastecidos con 

productos a base de hidrolizados proteicos (Tabla 1) que contienen péptidos bioactivos en sus 

formulaciones, obtenidos principalmente mediante blends enzimáticos comerciales; es 

importante señalar que esta tendencia no promueve la búsqueda de enzimas provenientes de 

fuentes naturales tales como los microorganismos. 

Tabla 1 

Productos alimentarios con péptidos bioactivos vendidos en el mercado 

 

Nombre 
comercial 

Nombre de 
producto 

País de 
origen 

Link de acceso 

Ameal Peptide Casein-derived 
peptides, 
Lactotripeptides 
: Valine-
Proline-Proline 
and Isoleucine- 
Proline-Proline 

Japón https://www.amealp 
eptide.com/ 

Calpis 
(Calpico) 

Leche agria 
Ameal 

Japón https://www.hlj.co 
m/calpis-calpico- 
sour-milk-ameal-s- 
200ml-pet- 
cps17912 

https://www.hlj.com/calpis-calpico-sour-milk-ameal-s-200ml-pet-cps17912
https://www.hlj.com/calpis-calpico-sour-milk-ameal-s-200ml-pet-cps17912
https://www.hlj.com/calpis-calpico-sour-milk-ameal-s-200ml-pet-cps17912
https://www.hlj.com/calpis-calpico-sour-milk-ameal-s-200ml-pet-cps17912
https://www.hlj.com/calpis-calpico-sour-milk-ameal-s-200ml-pet-cps17912
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Gelita Suplemento 
alimenticio a 
base de 
colágeno 
hidrolizado 
(péptidos 
bioactivos de 
colágeno) 

Alemania https://www.gelitati 
enda.com/products/ 
verisol-edicion- 
especial 

Biozate 9 Proteína de suero 
hidrolizado 

EEUU https://www.agropur.com/
us/ingredient s/branded- 
ingredients/biozate- 
hydrolyzed-whey- protein 

Osteum        Hidrolizado de 
proteína de leche 
rico en fosfopéptidos 
de caseína (CPP) 

Francia https://www.ingre
di a.com/fields-of- 
expertise/bioactive
- ingredients/dairy- 
based-bioactives- 
ingredients/ 

Lactium Hidrolizado de 
proteína de leche 
que contiene un 
decapéptido llamado α- 

Casozepina 

Francia https://www.ingre
di a.com/fields-of- 
expertise/bioactive
- ingredients/dairy- 
based-bioactives- 
ingredients/ 

 

 
Entre los microorganismos, es importante destacar su capacidad de secretar muchas 

proteínas al medio extracelular tales como toxinas, adhesinas y gran variedad de enzimas 

hidrolíticas participantes del ciclo de vida bacteriano (Koster et al., 2000). Numerosos 

microorganismos son utilizados con fines industriales, por su facilidad de replicación y 

producción de enzimas de importancia industrial, así como su ventajosa estabilidad en rangos de 

pH y temperatura y la especificidad de su acción (Binod et al., 2013). Diversas industrias como 

la alimentaria, acuícola, farmacéutica, textil, fabricación de detergentes, papelera y otros, 

emplean enzimas bacterianas amilolíticas (Haki & Rakshit, 2003; Glazer, 1998; Wiseman, 

1991), lipolíticas (Silver et al., 2007; Copa et al., 2006; Jaeger & Eggert, 2002; Undurraga et al., 

https://www.agropu/
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2001), proteolíticas (Neklyudov et al., 2000; Rao et al., 1998; Buchanan et  al., 1997; Wong et 

al, 1996) y quitinolíticas (Howard et al, 2003; Podile & Prakash, 1996; Revah & Carroad, 1981). 

Otra ventaja en el uso de microorganismos se refiere a su adaptación a bajas temperaturas 

y elevada concentración de sal (microorganismos psicrótrofos y halófilos) que son típicos de 

ambientes y actividades acuícolas según reportes (Mandragutti et al., 2021; León et al., 2016; 

Sánchez et al., 2004), a lo que se suma su tolerancia a presiones hidrostáticas altas, pH alcalinos, 

incluyendo condiciones de bajo o nulo contenido de oxígeno (medios anóxicos) (Bredholt et al., 

2008; Feller y Gerday, 1996; Staley & Stanley, 1986). León et al. (2016) trabajando con 

Actinomicetos y bacterias marinas aisladas de conchas de abanico, demostraron la acción 

antimicrobiana frente a patógenos de importancia en acuicultura. Las enzimas bacterianas 

marinas pueden ser clasificadas como amilasas, pectinasas, quitinasas, lipasas, proteasas, y otros 

(Jha & Zi-rong, 2004; León et al., 2000; Staley & Stanley, 1986). Buleje Alfaro (2017) aisló, a 

partir de desechos de la industria langostinera, bacterias de importancia industrial y reducción en 

impacto ambiental. Las especies microbianas aisladas fueron Acinetobacter iwoffii, 

Brevundimonas vesicularis, Burkholderia cepacia, Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas 

aeruginosa, Shewanella putrefaciens, Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio 

vulnificus. 

También en el ámbito de las enzimas bacterianas extracelulares generadoras de 

compuestos bioactivos, Mellender e Isakssonen (1950) referido por Bueno Gavilá (2017) 

obtuvieron efectos favorables sobre la biodisponibilidad y fijación de calcio en los huesos de 

niños raquíticos. Ait-Oukhatar et al. (1999) y Ait-Oukhatar et al. (2002) administraron 

caseinofosfopéptidos unidos a hierro en ratas observando la mejora en su biodisponibilidad, 

reflejada en el aumento de sus niveles de hemoglobina y almacenamiento de hierro en sus 
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tejidos; estudios complementarios indican que el hierro unido a los caseinofosfopéptidos también 

evita su captura e inhibición por otros minerales tales como el calcio y zinc (Ait- Oukhatar et al., 

2002; Pérès et al., 1999; Pérès et al., 1997). 

Lo anterior despierta el interés por la actividad promotora de los péptidos bioactivos para 

absorción de minerales. Al respecto, el hierro es relevante por su intervención en actividades del 

metabolismo celular, su carencia ocasiona anemia, una de las carencias alimentarias más 

importantes en el mundo (OMS, 2020). La anemia no sólo obedece al bajo consumo de hierro 

(dietas vegetarianas) o a la absorción digestiva deficiente (en celíacos), también se produce por 

la insuficiente ingesta en situaciones de enfermedad, o en grupos de riesgo, especialmente niños 

y mujeres embarazadas, o por pérdidas de sangre durante el sangrado menstrual (Cardero et al., 

2009). Tampoco la ingesta total de hierro asegura su completa absorción, interactúan factores 

químicos (hierro hemo o no hemo), factores dietéticos (alimentos anti nutrientes), tanto como las 

reservas de hierro en el organismo (Hunt & Roughead, 2000). 

En base a lo expuesto, el presente trabajo plantea la obtención de extractos peptídicos 

bioactivos con capacidad quelante de hierro a partir de caseína hidrolizada por bacterias 

proteolíticas aisladas de residuos de langostino (Litopenaeus vannamei). 

1.2. Antecedentes 

El termino Alimentos funcionales fue empleado en Japón a inicios de los años 80. En el 

año 1991, dicho país crea una legislación específica que permite comercializar y etiquetar 

aquellos “alimentos para uso específico en la salud” (Foods for Specific Health Use, FOSHU), 

una vez sean aprobados por el Ministerio de salud si se demuestra científicamente la capacidad 

funcional que se afirma. En el año 1993, EEUU permite la denominación de ciertos alimentos 
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como “aquellos que reducen el riesgo de padecer enfermedades”; de igual manera, la obtención 

del alegado que se otorga debe ser autorizada por la Administración para Alimentos y 

Medicamentos (FDA, siglas en inglés) tras su comprobación científica de la capacidad que posea 

(Leal et al., 2016). Los compuestos bioactivos forman parte de los alimentos funcionales, ya que 

pueden estar incluidos de forma natural o ser adicionados durante su proceso. Las proteínas 

poseen importancia funcional y estructural en el organismo (Daliri et al., 2017), sus fragmentos 

peptídicos (bioactivos) encriptados pueden cumplir actividades biológicas favorables a la salud 

humana una vez liberados de su proteína precursora (Kitts y Weiler, 2003), lo cual es facilitado 

por la digestión gastrointestinal (Vioque y Millán, 2006) produciendo sustancias 

antimicrobianas, antihipertensivas, antioxidantes, anticitotóxicas, inmunomoduladoras, opioides 

y portadoras de minerales (Park y Nam, 2015). El primer péptido bioactivo fue reportado por 

Mellander en el año 1950, quien afirmaba que algunos péptidos derivados de la caseína podían 

ser capaces de combatir la enfermedad de Raquitismo en bebés mejorando la calcificación de sus 

huesos. La tabla 2 muestra diversos estudios que demuestran la obtención de péptidos 

bioactivos provenientes  de proteínas de diferentes alimentos. 

Los péptidos bioactivos se obtienen a través de la hidrólisis de proteínas. El proceso de 

hidrólisis puede ser de dos tipos: químico (ácidos o bases) y biológico (microorganismos y 

enzimas). La hidrólisis es una práctica antigua aplicada para mejorar la digestibilidad, 

palatabilidad y conservación de las proteínas que hasta la fecha se sigue realizando. La hidrólisis 

enzimática es la de mayor aplicación en la actualidad debido a la practicidad de su proceso, bajos 

costos, no genera efectos secundarios, entre otros (Gallegos Tintoré, 2012). Los primeros 

indicios del empleo de enzimas se dieron con Luis Pasteur durante el siglo XIX, al realizar el 

proceso de fermentación alcohólica del azúcar por levaduras.  
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Tabla 2 

Péptidos encriptados con actividades biológicas de diferentes fuentes alimentarias 

 
Alimento Proteína 

precur sora 
Actividad del 
péptido 

Enzima Tipo 
de 
estu 
dio 

Referen 
cias 

Leche de 
vaca, cabra, 
oveja y 
búfala 

Caseínas 
seroproteí nas 

Estimulantes  
Inhibidores de  
Renina              
Inhibidores de  
DPP4 
Antioxidantes  
Inhibidores de  
ACE 
Inhibidores de  
DPP3 
Hipo 
colesterolémicos 
Reguladores        
Anticancerígenos            
Inmunomodulad
ores  
Inhibidores de 
CaMPDE 

Pepsina 
Tripsina 
Quimotri
ps ina 

In 
sílico 

Barrero et 
al., 2021 

Salvado 
de avena 

Proteínas del 
salvado de 
avena 

Quelante de 
minerales 

 

Antioxidantes 

Protamex In 
vitro 

Baakdah                                y 
Tsopmo, 
2016 

Soja Proteína de 
soja 

Quelante de calcio 
(Ca) 

Neotrasa 
Flavourz
y me 
Proteasa 
M 
Pepsina 

In 
vitro 

Bao et 
al.,2008 

Amaranto 
 
 
 
 

 

Proteínas de 
amaranto 

Actividad 
antitrombótica 

Pepsina 
Pancrea
ti na 

In 
vitro 

Sabbione 
et al., 
2014 

Leche de 
oveja 

Caseinatos Antioxidante 
Antihipertensiv
a 
Antimicrobian
a 

Proteasa
s 
microbia
n as 
(Bacillu
s sp.) 

In 
vitro 

Corréa  et 
al., 2011 
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Trigo Gluten  de trigo Antioxidante 
Inhibidores de 
ECA 

Alcalasa 
Acida sa 

In 
vitro 

Drago et 
al., 2013 

Yema de 
huevo 

Fosvitina Quelante de calcio 
(Ca) 

Tripsina In 
vitro 
In 
vivo 

Zhong  et 
al., 2016 

Semilla 
de tarwi 

Proteína del 
tarwi 

Antioxidante  Alcalasa 

Proteasas 
microbianas 

(Bacillus 

sp.)  

In 
vitro 

Borja 
Lozano, 
2014 

Cañihua Proteinas 
harina de 
cañihua 

Antioxidante 
Antihipertensiva  

Neutrasa 

Alcalasa 

In 
vitro 

 

Ochoa 
Pachas,2
018 

 

Garbanzo 
 
Proteínas de 
harina de 
garbanzo 

 

Quelante de cobre 
(Cu) 

Quelante de hierro 
(Fe+2) 

 

Alcalasa 
Flavourzi
me 
Pepsina 

 Pancreatina 
 

 
In 
vitro 
 

 
Megías     et 
al., 2007 
 

Leche de 
búfala 

 

αS- 
caseína 

 

Quelante de hierro 
(Fe+2) 

 

Corolasa  pp 
   Alcalasa 
   Flavourzime 

In 
vitro 
 

Torres- 
Fuentes 
et al., 
2012 
Jaiswal 
et al., 
2014 
 

Leche 
Proteínas de la 
leche (caseínas y 
proteínas del suero 

                            

Quelante de hierro y 
calcio 

Enzimas 
microbianas 

In 
vitro 

Figueroa
Hernánde
z et al., 
2012 

 
 

En el año 1897, Eduard Buchner, logró extraer las enzimas de las levaduras y realizó el 

primer proceso fermentativo sólo con ellas. A partir de ahí, muchas enzimas fueron aisladas de 

diversas fuentes naturales como animal, vegetal y microbiana, quienes son empleados en el 
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proceso de alimentos y fármacos (Primo Yufera, 2007). Las enzimas proteolíticas se han 

empleado desde la antigüedad en innumerables procesos biotecnológicos como elaboración de 

cerveza, quesos, textura cárnica y panificación (Whitehurst y Law, 2002); y que en la actualidad 

son los más empleados para diferentes procesos industriales. 

Existe una gama de blends enzimáticos comerciales de origen animal (quimotripsina), 

vegetal (papaína) y microbiana. Estos últimos resultan ventajosas económicamente por su 

facilidad de replicación, a esto se suma que las enzimas bacterianas presentan estabilidad en 

rangos de pH y temperatura, así como especificidad de acción (Binod et al., 2013). Las bacterias 

se hallan en diferentes fuentes naturales, y pueden ser aislados y almacenados para su uso a 

futuro (Buleje Alfaro, 2017). Este hecho despierta el interés por hallar nuevos medios para 

obtener enzimas de importancia industrial. El incremento de estudios de microorganismos de 

medios marinos sugiere su capacidad de generar compuestos biológicamente activos y 

propiedades versátiles (Mandragutti et al., 2021), lo cual abre paso a su aprovechamiento como 

fuentes interesantes por explotar (Bredholt et al., 2008). En la tabla 3 se aprecian algunos 

hallazgos de enzimas microbianas y sus fuentes de obtención. 

Tabla 3 

Actividad hidrolítica microbiana marina de algunos microorganismos de origen marino. 

 

Fuente de 
obtención 

Microorganismo Actividad 
hidrolítica 

Autor, año 

Lagos de soda 
hipersalinos 

Bacillus sp. Proteasa alcalina 
extracelular 

Ibrahim et 
al. (2015) 

Desechos de 
langostinos 

Bacillus, Burkholderia, O 

chrobactrum, Vibrio, 

Pseudomonas y 

Shewanella 

Proteasas, 
amilasas, lipasas y 
quitinasas 

Sirvas et al. 
(2021) 



11  

Agua de mar 
contaminada 
con efluentes 
pesqueros 

Pseudomonas sp, 

Alcaligenes sp,        

Alcaligenes sp 

Proteasas 
extracelulares 

Sánchez et 
al. (2004) 

Invertebrados 
intersticiales y 
bentónicos 

Vibrio, Flavobacterium, 

Moraxella y otros géneros 
no identificadas 

Enzimas 
extracelulares 
(caseinasa, 
esterasa, amilasa, 
gelatinasa, 
ADNasa, agarasa, 
lecitinasa) 

León et al. 
(2000) 

Isla Rey Jorge 
de la península 
Fildes, 
Antártica 

Pseudomonas sp. Proteasas 
extracelulares 

Fullana 
(2014) 

Intestino de 
Grania sp. 

Pseudomonas sp. y otras 
cepas microbianas 

Celulasas, 
proteasas, agarasas 
y amilasas 

Herrera 
(2015) 

Argopecten 

purpuratus (con 
cha de abanico) 

Streptomyces Enzimas 
extracelulares 
(proteasas y  
lipasas) 

León et al. 
(2016) 

Ambientes 
marinos 
contaminados 

Pseudomonas Enzimas 
psicrotroficas 
halotolerantes 
(proteasas) 

Arauco et 
al. (2004) 

 

 
Una de las características funcionales de los hidrolizados proteicos y péptidos derivados 

es su capacidad de unión a minerales (Figueroa-Hernández et al., 2012; Koch y Vasek, 2014; 

Torres-Fuentes et al., 2012). Los estudios con respecto a la capacidad quelante de proteínas y 

péptidos hidrolizados para unirse a minerales como el hierro, han demostrado mejoras en su 

aprovechamiento por el organismo (Guo et al., 2014) y su conveniencia para mejorar la nutrición 

humana (Walters et al., 2018). Este interés de estudio es motivado en buscar alternativas de 

solución ante el problema de salud mundial que se sigue percibiendo en estos tiempos como el 

hierro y su carencia. Este mineral cumple funciones importantes en la respiración celular, síntesis 



12  

de ADN/ARN y expresión genética y su carencia causa trastorno nutricional, emocional y físico 

(Lozoff et al., 2006; Umbreit, 2005), provocando la anemia. Al respecto han surgido propuestas 

de mejora, Donato (2017) estudió las causas de deficiencia de hierro en Argentina, y estableció 

acciones preventivas, diagnóstico clínico, y tratamiento de la enfermedad. Selva y Ochoa (2011) 

plantearon 3 proyectos para afrontar la deficiencia de hierro en Cuba, incluyendo capacitaciones 

a personas involucradas en temas de alimentación saludable y nutrición, así como entregas de 

alimento fortificado con hierro y micronutrientes en polvo. Duran et al. (2017) realizaron una 

recopilación de información respecto a las ventajas de la tecnología de encapsulamiento como 

herramienta de prevención o tratamiento de la anemia por deficiencia de hierro. Por su parte, han 

surgido estudios con péptidos bioactivos en la búsqueda de actividades quelantes de minerales 

para mejorar el aprovechamiento del hierro en el organismo. Por ejemplo, Vargas Ramírez 

(2018) evaluó la capacidad quelante y antioxidante de hidrolizados proteicos provenientes de 

pastas residuales de la extracción de aceites de Jatropha curcas L., oleaginosa mexicana.  

En adición, las proteínas alimentarias con respecto a sus péptidos encriptados y la 

actividad proteolítica de enzimas microbianas podrían aprovecharse para el surgimiento de 

nuevos productos que contribuyan a la salud como mejorar la absorción de hierro. Por ejemplo, 

Figueroa-Hernández et al. (2012) obtuvieron péptidos bioactivos con capacidad quelante de 

calcio y hierro por fermentación microbiana de la caseína utilizando Lactococcus lactis. 

1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo General 

Obtener extractos peptídicos bioactivos con capacidad quelante de hierro a partir de 

hidrolizados de caseína utilizando bacterias proteolíticas aisladas de residuos de langostino. 
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1.3.2. Objetivos Específicos 

Evaluar el grado de hidrólisis de caseína utilizando bacterias proteolíticas del  género 

Bacillus 

Evaluar el grado de hidrólisis de caseína utilizando bacterias proteolíticas del  género 

Shewanella 

Separar las fracciones hidrolizadas de caseína obtenidas por la utilización de bacterias  

proteolíticas de los géneros Bacillus y Shewanella 

Evaluar la actividad quelante de hierro en hidrolizados de caseína obtenidos por  actividad 

de bacterias proteolíticas del género Bacillus 

Evaluar la actividad quelante de hierro en hidrolizados de caseína obtenidos por  actividad 

de bacterias proteolíticas del género Shewanella 

1.4. Justificación 

La anemia es un grave problema de salud pública en el mundo que afecta particularmente 

el 42 % de niños menores de 5 años y 40 % de las embarazadas, debido principalmente a 

carencias nutricionales del mineral (folato, vitaminas B12 y A), hemoglobinopatías; 

enfermedades infecciosas como el paludismo, tuberculosis, sida y parasitosis (OMS, 2020). Esta 

realidad abre paso a la búsqueda de alternativas de solución que puede surgir a través de las 

proteínas lácteas y sus péptidos bioactivos en el desarrollo de alimentos funcionales ya que son 

fuentes con múltiples funcionalidades reportadas (Pes, 2022; Nongonierma y FitzGerald, 2016). 

La importancia de las proteínas lácteas empleadas como ingredientes de alimentos se basa en sus 

actividades biológicas, aportando beneficios para la salud (Barrero et al., 2021; Baro et al., 2001) 

como la mejora de absorción de minerales a través de la capacidad quelante que puedan poseer. 
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Walters et al. (2018); Eckert et al. (2014); Baakdah y Tsopmo (2016) afirmaron que las proteínas 

y péptidos son capaces de quelar y transportar minerales debido a los residuos de aminoácidos 

conformados, facilitando la absorción de minerales como el hierro, necesarios en la nutrición 

humana. 

El problema de salud por carencia del hierro también es posible por exceso del mineral 

debido a que los iones ferrosos (Fe+2) pueden formar radicales libres al unirse con el peróxido 

de hidrógeno; provocando peroxidación de lípidos, causante de muerte celular (ferroptosis) en el 

organismo, y que en los alimentos ocasiona modificaciones de sabor, valor nutricional y vida 

útil. Precisamente el uso de antioxidantes (vitamina E y su derivado-trólox) cumplen funciones 

quelantes del hierro; al respecto, quelantes peptídicos de proteínas alimentarias y funciones 

antioxidantes, se presentan como una buena alternativa. (Walters et al., 2018). 

La obtención de péptidos bioactivos a partir de enzimas microbianas ha sido aplicada 

también a partir de residuos y/o desechos industriales con fines de mitigación del impacto 

ambiental, (Buleje Alfaro, 2017; Saval Bohórquez, 2012). El empleo de microorganismos como 

agentes productores de enzimas es ampliamente conocido y utilizado con fines de interés 

industrial y comercial (Buleje Alfaro, 2017; Saval Bohórquez, 2012; Ostos et al., 2018; Borja 

Lozano, 2014; Luevano- Escareño, 2014). Aquí es importante resaltar que también los 

microorganismos de medios marinos son capaces de generar compuestos biológicamente activos 

(Mandragutti et al., 2021) demostrando así ser fuentes interesantes por explotar (Bredholt et al., 

2008). 

Entre los microorganismos marinos productores de enzimas proteolíticas, se conoce los 

Bacillus (Lentini et al., 2007; Ibrahim et al., 2015; Rodas et al., 2009) y bacterias del género 

Shewanella (Pucci et al., 2009; Ivanova et al., 2004; Atienzar Fernández, 2019). La especie 
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Shewanella putrefaciens ha sido descrita además como “bacteria gram negativa marina, 

anaeróbia facultativa, capaz de reducir hierro y manganeso, usándolos como aceptores finales de 

electrones de la cadena respiratoria (Sharma y Kundu, 2010). 

Por todo lo expuesto, el presente trabajo tiene el objetivo de obtener extractos peptídicos 

bioactivos con capacidad quelante de hierro de hidrolizados de caseína empleando bacterias 

proteolíticas aisladas de residuos de langostino. 

1.5. Hipótesis 

Ho: Se obtienen extractos peptídicos bioactivos con capacidad quelante de hierro a partir 

de hidrolizados de caseína utilizando bacterias proteolíticas aisladas de residuos de langostino. 

Ha: No se obtienen extractos peptídicos bioactivos con capacidad quelante de hierro a 

partir de hidrolizados de caseína utilizando bacterias proteolíticas aisladas de residuos de 

langostino. 



16  

II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Bases Teóricas Sobre el Tema de Investigación  

2.1.1. Péptidos Bioactivos Alimentarios 

2.1.1.1. Generalidades. Los péptidos bioactivos alimentarios son pequeños segmentos 

contenidos en una proteína dietética, conformada por lo general entre 2 a 20 aminoácidos unidos 

por enlaces peptídicos o también llamados enlaces amida. El efecto biológico que poseen 

propicia favorablemente la mejora de nuestras condiciones de salud; sin embargo, para que esto 

suceda, requieren ser liberadas de la proteína nativa o intacta (Vizcardo y Zavala, 2016; Yang et 

al., 2021). Críptidos, criptinas y criptomas son términos derivados de las ciencias ómicas para 

referirse a los péptidos encriptados, proteínas y campo de estudio respectivamente (Pes, 2022); 

sin embargo, es importante referir que la bioactividad de los críptidos hidrolizados de las 

criptinas puede o no ser similar a la de su precursor proteico, lo cual podría guardar relación con 

las fuentes de origen de los críptidos derivadas tanto de fuentes alimentarias como no 

alimentarias (Iavarone et al., 2018) (Ueki et al., 2007; Mukai et al., 2008; Mora y Hayes, 2015). 

La hidrólisis proteica es obtenida a través de la digestión propia del organismo o por 

algún tratamiento previo (Vioque y Millan, 2006), empleando enzimas aisladas de fuentes 

animales, vegetales y microbianas, o por efecto de procesos de fermentación empleando cepas 

bacterianas o fúngicas (Benitez et al., 2008; Ostos et al., 2018; Korhonen y Pihlanto, 2003). La 

hidrólisis química ácida o básica es poco aplicada industrialmente por la dificultad de su control 

y efectos secundarios perjudiciales al ambiente y propiedades funcionales de las proteínas y 

péptidos derivados (Navarro et al., 1972; Guadix et al., 2000; Kristinsson y Rasco, 2000). 

Las actividades biológicas de péptidos bioactivos alimentarios de origen animal y vegetal 

son diversas (Kitts y Weiler, 2003; Daliri et al., 2017; Korhonen y Pihlanto, 2003; Vizcardo y 
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Zavala, 2016; Montesano et al., 2020), entre ellas resaltan las antihipertensivas, antimicrobianas, 

opiáceas, inmunomoduladores, antioxidantes, quelantes y transportadores de minerales, 

anticancerígenas, antitrombóticas, entre otros (Hartmann y Meisel, 2007; Sharma et al., 2011; 

Daliri et al., 2017; Vizcardo y Zavala, 2016), además de péptidos con actividad multifuncional 

(Oliva y Vega, 2004; Corréa et al., 2011, Pes, 2022). La tabla 4 recopila algunos péptidos 

bioactivos, también existe la base de datos conocido BIOPEP-UMW, brinda información 

detallada de una diversidad de péptidos bioactivos de fuentes dietéticas, no dietéticas, endógenas 

y no endógenas. La bioactividad de los péptidos está relacionada con el número, tipo, secuencia 

y conformación espacial de aminoácidos en su estructura, así como su fuente de origen y el 

contacto con otros componentes para la elaboración de un alimento funcional. (Yang et al., 

2021). 

 
Uno de los primeros pasos para el estudio de los péptidos bioactivos, inicia en estudios in 

vitro, estudios in sílico (métodos bioinformáticos) y su validación a través de estudios in vivo 

(animales o humanos) (Fitz et al., 2019 citados por Barrero et al., 2021). Kitts y Weiler, 2003 

refieren la importancia de estudios sobre la descripción de la capacidad fisiológica de péptidos 

bioactivos procedentes de fuentes proteómicas alimentarias. La distribución al sistema biológico 

y expresión de la bioactividad de los péptidos bioactivos depende de si llegan intactos al 

intestino delgado y/o pueden atravesar la barrera intestinal celular y llegar al torrente sanguíneo, 

requieren por tanto resistir las condiciones de la barrera enzimática y flora microbiana 

gastrointestinal (Shimizu y Son, 2007; Miner-Williams et al., 2014). 
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Tabla 4 

Péptidos encriptados con actividades biológicas obtenidos a partir de diferentes fuentes 

alimentarias.  

ALIMENTO PROTEINA 
PRECURSOR 

A 

ACTIVIDAD DEL 
PÉPTIDO 

ENZIMA TIPO DE 
ESTUDI 

O 

REFERENCIA S 

Leche de 
vaca, cabra, 

oveja y 
búfala 

Caseínas 
seroproteínas 

Estimulantes 
Inhibidores de 
Renina 
Inhibidores de 
DPP4 
Antioxidantes 
Inhibidores de 
ACE 
Inhibidores de 
DPP3 
Hipocolesterol
émicos 
Reguladores 
Anticancerígen
os 
Inmunomodula
dores 
Inhibidores de 
CaMPDE 

Pepsina 
Tripsina 

quimotrips
ina 

In sílico Barrero et al., 
2021 

 
Salvado 
de 
avena 

Proteínas 
del 
salvado de 
avena 

Quelante de 
minerales 
Antioxidantes 

Protamex In vitro Baakdah y 
Tsopmo, 
2016 

 

Soja 
 

Proteína 
desoja 

 

Quelante de calcio 
(Ca) 

 

Neotrasa 
Flavourzy 
me 
Proteasa 
M 
Pepsina 

 

In vitro 
 

Bao et al., 
2008 

Amaranto Proteínas de 
amaranto 

Actividad 
antitrombótica 

Pepsina 
Pancreati 
na 

In vitro Sabbione et 
al., 2014 
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Leche de 
oveja 

Caseinatos Antioxidante  
Antihiperten
siva 
Antimicrobi
ana 

Proteasas 
microbian 
as 
(Bacillus 

sp.) 

In vitro Corréa et 
al., 2011 

Trigo Gluten 
de 
trigo 

Antioxidant
e 
Inhibidores 
de ECA 

Alcala
sa 
Acida 
sa 

In vitro Drago et 
al., 2013 

Yema 
de 
huevo 

Fosvitina Quelante de calcio 
(Ca) 

Tripsina In 
vitro 
In 
vivo 

Zhong et 
al., 2016 

 
Semillas 
de tarwi 

 
Proteínas 
del tarwi 

 
Antioxidante 

-Alcalasa 
-Proteasas 
microbian
as 
(Bacillus 

sp.) 

 
In vitro 

 
Borja 
Lozano, 
2014 

Cañihua Proteínas 
harina de 
cañihua 

Antioxid
ante 
Antihiper
tensiva 

-Neutrasa 
-Alcalasa 

In vitro Ochoa 
Pachas, 
2018 

Garbanzo 
 
 
 
 
 
 

Proteínas 
de harina 
de 
garbanzo 

Quelante de cobre 
(Cu) 

Quelante de hierro 
(Fe 

+2) 

-Alcalasa 
- 
Flavourzime 
-pepsina 
-pancreatina 

In 
vitro 

Megías etal., 
2007 

Torres- 
Fuentes et 
al., 2012 

Leche de 
búfala 

αS-
caseína 

Quelante de 
hierro (Fe+2) 

-Corolasa  
pp 
-Alcalasa 

-Flavourzime 

In 
vitro 

Jaiswal etal., 
2015 

Leche Proteínas 
de la 
leche 
(caseínas 

y 
proteínas 
del 
suero) 

Quelante de  
hierro y calcio 

Enzimas 
microbiana
s (Lactococ 

cuslactis 

subsp. 

cremoris 

NCFB 7 

In 
vitro 

Figueroa- 
Hernández 
et                al., 2012 
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2.1.1.2. Péptidos Bioactivos Obtenidos de Proteínas Lácteas. Secuencias peptídicas 

específicas de origen lácteo han demostrado presentar propiedades funcionales de interés gracias 

a su versatilidad fisiológica y fisicoquímica, este tipo de péptidos pueden formar parte de 

alimentos funcionales con fines saludables (Korhonen & Pihlanto, 2003). En la tabla 5, se 

muestra la obtención de péptidos bioactivos de la leche y de proteínas lácteas, empleando 

microorganismos y enzimas microbianas. 

Tabla 5 

Péptidos bioactivos obtenidos por diversos microorganismos y enzimas microbianas 

 

SUSTRATO MICROORGANIS 
MOS 
UTILIZADOS 

PROTEÍNA 
PRECURSO 
RA 

SECUENC IA 
DE 
PÉPTIDO 
S 

BIOACTIVIDA 
D 

REFERENCI A 

Leche Lactobacillus 

helveticus, 

Saccharomyces  

cerevisiae 

Β- 
caseína, 
K- 
caseína 

Val-Pro- 
Pro,Ile- 
Pro-Pro 

Inhibición de la 
ECA 

 
Anti hipertensivo 

Takano & 
van 
Leeuwenh 
oek(2002) 
Nakamura, 
Yamamoto 
, Sakai, 
Okubo, et 
al. (1995) 
Nakamura, 
Yamamoto 
, Sakai, 
Takano, 
et al. (1995) 

Leche Lactobacillus 

helveticus 

LBK 16H 

Β- 
caseína, 
K- 
caseína 

Val-Pro- 
Pro, 

 

Ile-Pro- 
Pro 

Atenúa el 
desarrollo de 
hipertensión 
en SHR 

Hata, et 
al. (1996) 
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Leche Lactobacillus 

helveticus, 

X X Inmunoestimul
ante 

Matar, 
et al. 
(1996) 

Leche Lactobacillus 

GG 

Enzimas+ 
pepsina y 
Tripsina 

Β-caseína 
 

 
αs1-caseina 

Tyr-Pro- 
Phe-Pro 
Ala-Val- 
Pro-Tyr- 
Pro-Gln- 
Arg 
Thr-Thr- 
Met-Pro- 
Leu-Trp 

Opioide 
Inhibidor de la 
ECA 

 
Inmunoestimul
ador 

Rokka, 
et al. 
(1997) 

Leche Lactobacillus 

helveticus 

CPN 4 

Proteínas 
de suero 

Tyr-Pro Inhibidor de la 
ECA 

Yamamoto, 
et al. 
(1999) 

Leche Lactobacillus 

delbrueckii 

subsp. 

bulgaricus SS1 
Lactococcus lactis 
subsp. 

cremoris FT4 

Β- 
caseína, 
K- 
caseína 

Muchos 
fragmento s 

Inhibidor de la 
ECA 

Gobbetti, et 
al. (2000) 

Leche Lactobacillus 

delbrueckii 

subsp. 

bulgaricus 

IFO13953 

K-caseína Ala-Arg- 
His-Pro- 
His-Pro- 
His-Leu- 
Ser-Phe- 
Met 

Antioxidante Kudoh, et 
al. (2001) 

Suero Kluyveromyes  

marxianus var. 

Marxianus 

Β- 
Lactoglobu
lina 

Tyr-Leu- 
Leu-Phe 

Inhibidor de la 
ECA 

Belem, et 
al. (1999) 

 
Suero 

 
Tritirachium  

álbum 

Proteinasa K 
derivada 

 
Β- 
Lactoglobuli 
n A 

 
Ile-Pro- 
Ala 

 
Antihipertensiv
o 

 
Abubakar, et 
al.(1998) 
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Caseína Lactobacillus 

helveticus 

Proteinasa 
CP90 

Β-caseína Lys-Val- 
Leu-Pro- 
Val-Pro- 
(Glu) 

Inhibidor de 
la ECA 

Maeno, et 
al. (1996) 

Fracciones 
de Caseína 

Lactobacillus GG αs1- 
caseína,Β- 
caseína, 
K-caseína 

X Inmunomodul
ador 

Sütas, et al. 
(1996) 

X: proteína precursora o péptidos activos no identificados 

Nota. Datos tomados del artículo científico de Korhonen & Pihlanto (2003). 

 
2.1.1.3. Actividad Biológica de Péptidos Bioactivos. Las investigaciones sobre estos 

componentes bioactivos son de gran atención por su importancia en la salud humana. Existen 

numerosos estudios sobre péptidos derivados de caseínas, de proteínas séricas con propiedades 

biológicas interesantes como actividades opioides (Teschemacher, 2003), antihipertensivos 

(Correa et al., 2011), antimicrobianos (López-Expósito y Recio, 2008; Rocha et al., 2013), 

antitrombóticos (Rojas-Ronquillo et al., 2012), inmunomoduladores (Huang et al., 2010), 

quelantes-transportadores de minerales (Sharma et al., 2011; Figueroa-Hernández et al., 2012) 

entre otros. A continuación, se presenta algunas de las más importantes actividades sobre las 

cuales los péptidos bioactivos influyen favorablemente. 

2.1.1.3.1. Actividad Antidiabética. La diabetes sacarina, mellitus o simplemente diabetes 

(DM2), es un trastorno metabólico que afecta al 10 % de la población mundial entre los 20 y 

79 años (Federación Internacional de la Diabetes, 2021) y se estima que llegará a 46% para el 

2045 (Mena Roa, 2021). La DM2 es ocasionada por elevados límites de glucosa en la sangre 

por la disfunción de hormonas peptídicas gastrointestinales (incretinas) reguladoras de insulina 

(Daliri et al., 2017). Nauck (2011) ha referido que la enzima dipeptidil peptidasa-4 - DPPIV 
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hidroliza estas hormonas afectando su función. 

Numerosos estudios han enfocado la inhibición de esta enzima que representa una  

alternativa de posible tratamiento de DM2 proponiendo DPPIV sintética; sin embargo, se conoce 

que estos productos químicos pueden generar ciertos efectos adversos en la salud (Richard et al., 

2011; Langley et al., 2007; Stulc y Sedo, 2010). Al respecto, los péptidos de proteínas 

alimentarias resultan una posible solución, así lo han demostrado los estudios de inhibidores de 

DPPIV realizados por Takahashi et al. (2021) utilizando péptidos obtenidos por hidrólisis 

enzimática del lecho de salmón, un subproducto pesquero. También Vilcacundo et al. (2017) 

evaluaron la actividad antidiabética inhibidora de la DPPIV, α- amilasa y α-glucosidasa mediante 

ensayos in vitro en péptidos de proteínas de quinua obtenidos por hidrólisis gastrointestinal 

simulada con pepsina y pancreatina. Nongonierma y FitzGerald (2015) estudiaron la capacidad 

inhibidora de la DPPIV en péptidos de proteínas de cáñamo, guisante, arroz y soja a través de 

ensayos in vitro con tres enzimas comerciales y digestión gastrointestinal simulado. Harnedy 

et al. (2015) estudiaron las proteínas de la microalga Palmaria palmata en relación a la 

capacidad inhibidora de la DPPIV en sus péptidos derivados a través de ensayos in vitro con 

enzimas Corolasa PP. Zhang et al. (2015) estudiaron la capacidad inhibidora de la DPPIV en 

péptidos de leche de cabra a través de ensayos in vitro con enzimas tripsina y quimotripsina. 

2.1.1.3.2. Actividad Antihipertensiva. La hipertensión es una de las principales 

enfermedades de gravedad extrema que afecta negativamente al sistema cardiovascular, cerebral 

y urinario (OMS, 2021); además de presentar alguna asociación con el SARS-CoV- 2, virus del 

COVID-19 (García-Castro et al., 2022). La hipertensión es producto de la acción de la enzima 

convertidora de angiotensina I (ECA) a angiotensina II, péptido de función vasoconstrictora, en 

adición, la ECA contribuye a la degradación de la bradicinina, un dilatador de la presión arterial. 



24  

Los tratamientos incluyen sustancias sintéticas (García- Castro et al., 2022) que 

lamentablemente provoca efectos secundarios en el organismo del paciente (Gebreyohannes et 

al., 2019), esto conduce a reemplazar estas drogas por fuentes naturales como los péptidos 

bioactivos de actividad antihipertensiva obtenidos de proteínas alimentarias. 

2.1.1.3.3. Actividad Anticancerígena. El cáncer es un término genérico para referirse a 

un conjunto de enfermedades que se puede desarrollar en cualquier parte del cuerpo, debido a la 

multiplicación rápida de células anormales que invaden partes adyacentes del cuerpo y logran 

prolongarse a otros órganos del mismo (OMS, 2022). Es la principal causa de muerte a nivel 

mundial; cerca de 10 millones de defunciones fueron reportadas en el año 2020 (OMS, 2022). 

Las intervenciones quirúrgicas, radioterapias y quimioterapias son algunos de los tratamientos 

empleados contra el cáncer, aunado al empleo de fármacos sintéticos, lo cual ha logrado en lo 

posible paliar esta situación; sin embargo, el uso de estos medicamentos trae consigo efectos 

secundarios adversos e incluso la resistencia de células cancerosas a estos fármacos terapéuticos 

(Chiangjong et al., 2020). 

Péptidos de fuentes naturales han sido reportados con capacidad anticancerígena, así 

como la modificación estructural de éstos con fines de incremento en citotoxicidad, especificidad 

y mayor eficacia de la terapia (Chiangjong et al., 2020). Se han reportado péptidos bioactivos 

anticancerígenos a partir de fuentes naturales como la soya (González- Montoya et al., 2018), 

hongos comestibles (Prateep et al., 2017), colágeno de organismos marinos (Ramirez-Guerra 

et al., 2013), amaranto (Maldonado-Cervantes et al., 2010), leche (Pepe et al., 2013); además se 

reportan péptidos antimicrobianos con capacidad anticancerígena (Felício et al., 2017). La 

capacidad de estos péptidos bioactivos se manifiesta a través de diferentes mecanismos de 

acción, como la afinidad interactiva electrostática con la membrana celular mitocondrial o 
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cancerosa, conduciendo a la apoptosis (Xie et al., 2020). 

2.1.1.3.4. Actividad Antioxidante. Como resultado de las reacciones metabólicas en los 

organismos vivos se forman las especies reactivas de oxígeno (ROS). Su formación excesiva 

puede dañar a las proteínas (enzimas), lípidos (membrana celular) y ADN (material genético), 

producto de la incapacidad antioxidante fisiológica ante la excesiva cantidad de radicales libres, 

manifestándose a través de la formación de ciertos tipos de enfermedades (cáncer, cardiaco, 

artritis reumatoide, etc.) y el envejecimiento. De manera análoga, dicho efecto oxidativo también 

se puede manifestar en los alimentos a través de la peroxidación lipídica (rancidez), sabores 

anormales y reducción de la vida útil en los productos. Se han creado antioxidantes sintéticos 

para paliar dicha situación; sin embargo, el empleo de éstos se reduce por los efectos secundarios 

que generan en el organismo. 

La búsqueda de antioxidantes naturales (compuestos fenólicos) se ha desarrollado para 

reemplazar a los sintéticos; sin embargo, poseen baja capacidad antioxidante e insolubilidad en 

sistemas acuosos. El estudio de péptidos antioxidantes ha manifestado su actividad a través de la 

captación de radicales libres y la quelación con iones metálicos que catalizan las reacciones 

oxidativas (Ruiz et al., 2013). Se reportan fuentes alimentarias que encriptan péptidos 

antioxidantes en sus proteínas: amaranto (Delgado et al., 2016), frijol común (Mendoza-Jiménez 

et al., 2018), quinua (Cisneros Yupanqui, 2017), tarwi (Borja Lozano, 2014), chía (Galazzi et al., 

2018), garbanzo (Ambriz et al., s.f.), suero bovino (Hernandez-Ledesma et al., 2005), leche 

(Saracho Álvarez, 2011). 

2.1.1.3.5. Actividad Antimicrobiana. Uno de los problemas que se ha convertido en un 

reto para las industrias farmacéuticas, cosméticas y alimentarias ha sido combatir la 

contaminación microbiana (Ebrahimabadi et al., 2010). En efecto, se crearon antibióticos, pero 
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sus usos excesivos e incontrolados han generado resistencia de patógenos a dichas sustancias 

químicas (Nasri, 2017). El descubrimiento de péptidos antimicrobianos naturales o derivados de 

fuentes alimentarias se han convertido en interesantes alternativas de reemplazo de las sustancias 

químicas convencionales (Nasri, 2017). 

Los péptidos bioactivos actúan insertándose en los microorganismos a través de su pared 

celular aniónica y membrana de fosfolípidos, provocándoles la muerte bacteriana (Nasri, 2017). 

La actividad que poseen está en función a su secuencia aminoacídica y estructura tridimensional 

(Nasri, 2017). Diferentes fuentes alimentarias han demostrado poseer péptidos con capacidad 

antimicrobiana, siendo algunas de ellas reportadas: la hemoglobina bovina (Yabe Adje et al., 

2011), lisozima de clara de huevo de gallina (Pellegrini et al., 1997), proteína del suero 

(Demerse-Mathieu et al., 2013), subproductos de cangrejo (Beaulieu et al., 2013) y caballa 

(Ennaas et al., 2015), caseína de la leche de camello (Kumar et al., 2016). 

2.1.1.3.6. Actividad quelante y transportador de minerales. Las fuentes vegetales han 

demostrado contener proteínas capaces de liberar péptidos quelantes de minerales. Proteínas de 

salvado de arroz hidrolizadas con alcalasa y aromazima generaron péptidos capaces de unir al 

hierro (Foong et al., 2015). De Oliveira et al. (2015) emplearon proteasas de la bacteria 

Chryseobacterium sp. kr6 para obtener hidrolizados de proteínas de soja, capaces de quelar 

hierro en función de la proporción enzima/sustrato. 

Las fuentes animales contienen proteínas capaces de liberar péptidos que pueden cumplir 

alguna actividad biológica. Proteínas de la leche y derivados lácteos han manifestado poseer 

actividades quelantes de minerales (Figueroa-Hernández et al., 2012, Fajardo- Espinoza et al., 

2020), subproductos de pescado como pieles y huesos, han demostrado contener proteínas, 

gelatina y colágeno frecuentemente, que liberan péptidos con actividad  quelante de metales 
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(Walters et al., 2018). 

2.1.1.3.7. Actividad multifuncional. En algunos alimentos, los péptidos bioactivos 

obtenidos ofrecen actividad multifuncional. En la proteína de amaranto se conoce la capacidad 

antioxidante, inhibidora de la ECA y de la enzima dipeptil peptidasa IV (Martínez, 2017); en 

quinua la capacidad antidiabética, antihipertensiva, antioxidante y anticancerígena (Vilcacundo 

Chamorro, 2017), y la actividad antioxidante e inhibidora de la ECA en proteínas de lentejas 

(García-Mora et al., 2017) y proteínas del salvado de arroz (Wang et al., 2017). En las proteínas 

de yema de huevo ha sido referida la actividad antioxidante, inhibidora de la ECA y antidiabética 

(Zambrowicz et al., 2014), también péptidos derivados de leche fermentada por cepas específicas 

de L. plantarum fueron evaluados con respecto a la actividad antiinflamatoria, antihemolítica, 

antioxidante, antimutagénica y antimicrobiana (Aguilar-Toalá et al., 2017). 

2.1.2. Hierro en la Alimentación Humana 

2.1.2.1. Importancia del Hierro en la Alimentación Humana. El hierro es un mineral 

necesario para las funciones biológicas del organismo humano, por ejemplo, en el transporte del 

oxígeno a través de la hemoglobina y su almacenamiento a través de la mioglobina, también 

actúa como cofactor de enzimas. A nivel mundial, la insuficiencia nutricional de su consumo es 

la principal causa que afecta a niños, mujeres gestantes y no gestantes (Yañez y Ayerbe, 2021). 

Esta enfermedad de prevalencia severa provoca la incapacidad del transporte de oxígeno a los 

tejidos, la reducción de cantidad  y función de las células rojas, también conocida como 

ferropenia (OMS, 2020). 

La OMS y el BM indican que casi el 50 % de los niños y niñas menores de 5 años 

tienen anemia a nivel mundial, señala su origen en las diferencias socioeconómicas y recomienda 

como alternativa su adición a través de su enriquecimiento, diversificación y suplementación 
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(OMS, 2020). El hierro debe estar presente en todas las etapas de la vida y especialmente en la 

dieta de los infantes entre los primeros meses de vida (de 0 a 12 meses). Según Natural Institutes 

of Health (2022) menciona que la falta del consumo de hierro podría afectar el crecimiento y 

desarrollo motor de los niños. Entre los síntomas más comunes de la anemia se presentan la 

debilidad, falta de energía, problemas respiratorios, mareos, pérdida de peso y dolores de cabeza; 

teniendo en cuenta que, si no se tratan a tiempo, podrían provocar serios riesgos para la salud. 

Los requerimientos del mineral dependen de la edad y sexo, en el caso de mujeres gestantes, su 

requerimiento es mayor que aquellas no gestantes (Rovati, 2020). 

2.1.2.2. Biodisponibilidad y Antinutrientes. El hierro se clasifica en hemínico (presente 

en carnes rojas y blancas) con una biodisponiblidad del 30 %, y no hemínico (presente en 

alimentos de origen vegetal, sales elementales, en la leche y huevos) con una biodisponibilidad 

del 10 %. Su absorción se produce en el duodeno y parte del yeyuno, el pH gástrico favorece el 

paso de estado de férrico (Fe+3) a ferroso (Fe+2), acción necesaria para que pueda ser 

absorbido cuando logra atravesar la pared intestinal. La pérdida del hierro se puede dar por el 

sudor, exfoliación de membranas mucosas, mudanza de células de la piel y pérdidas 

gastrointestinales mínimas, dando como suma total aproximada de 1 mg/día en adultos, 2 

mg/día en lactantes, 5 mg/día en niños de 6 a 11 años; por lo que las pérdidas necesitan ser 

recuperadas mediante su ingesta a través de los alimentos o suplementos nutricionales. Su 

absorción puede ser inhibida por los fitatos, olifenoles, calcio y fosfatos; y puede ser contribuido 

por la vitamina C, ácido cítrico, péptidos con cisteína, etanol y productos fermentados (Badui 

Dergal, 2006). 

En los alimentos, el hierro en forma ferroso (Fe+2) puede contribuir   a la auto 

oxidación y a la rápida descomposición de hidroperóxidos a sustancias volátiles donando un 
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sólo electrón del radical. Diversos componentes del alimento influyen en la quelación del 

mineral, haciendo énfasis que los aminoácidos como His, Glu, Asp y Cys, son capaces de 

resultar en compuestos solubles con el hierro. Por lo tanto, las propiedades fisicoquímicas que 

presentan los péptidos bioactivos determinarán la capacidad de formación del complejo péptido-

mineral y por consiguiente su fácil absorción. Péptidos bioactivos de bajo peso molecular y con 

alto contenido en Cys en su estructura podrían ser considerados buenos formadores de complejos 

péptido-hierro (Vargas Ramírez, 2018). 

2.1.2.2.1. Actividad quelante del hierro en caseína. El término “quelato” proviene de la 

palabra griega “chela”, que significa “pinza”, el quelato formado presenta la forma similar de 

brazos de una pinza que captura el metal. Las moléculas de agua que rodean a los iones 

metálicos son reemplazadas por un agente quelante llamado también ligando y que adquiere 

formas complejas. Es importante señalar que el cuerpo humano no es capaz de metabolizar 

metales pesados cuando son detectados, por lo que permanecen en él dispuestos a reaccionar con 

otras sustancias, provocando toxicidad; razón por la cual se estudian fuentes proteicas que 

generen péptidos bioactivos con actividad quelante para eliminarlos (Solano Abad, 2017; 

Walters et al., 2018; Du et al., 2016; Abdel-Hamid et al., 2017). 

La capacidad quelante de minerales que poseen los péptidos bioactivos de las proteínas 

lácteas, radica en sus regiones fosforiladas dentro de su secuencia aminoacídica y que además las 

hacen resistentes al proceso de hidrólisis enzimática gastrointestinal. Estudios in vivo han 

demostrado la acumulación de péptidos fosforilados luego de su liberación en la región 

intestinal, lugar donde son absorbidos todos los nutrientes como los minerales (Meisel y Frister, 

1988, y Chabance et al., 1998 citados por Cruz Huerta, 2016). Precisamente los micronutrientes 

como Ca+2, Zn+2 y Mg+2 pueden unirse a los péptidos fosforilados en condiciones alcalinas, el 
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complejo formado demuestra resistencia a las proteasas gastrointestinales en estudios in vivo 

(Mellander y Folsch, 1972 citados por Cruz Huerta, 2016). Boutrou et al. (2010) reportaron que 

el complejo formado, producto de la unión entre el péptido β-CN f (15-25)4P y los iones hierro, 

logra inhibir la acción enzimática de fosfatasas y peptidasas; planteando la posibilidad de que la 

actividad de la fosfatasa alcalina ubicada en el borde en cepillo favorecería la absorción del 

hierro unido a las regiones peptídicas fosforiladas mediante desfosforilación estructural, 

liberando el mineral (Cruz Huerta, 2016). 

La caseína hidrolizada con tripsina o quimotripsina, libera péptidos caseinofosfopéptidos 

(CPP), capaces de quelar al calcio (Donida et al., 2009; Walker et al., 2006) como también al 

hierro (Kibangou et al., 2005). Estos CPP son reportados como mejoradores de la absorción y 

biodisponibilidad de los minerales mencionados, pero no aplica para todos los CPP generados, 

ya que su capacidad quelante depende de la procedencia como αs1, αs2 o β-caseína; Kibangou et 

al. (2005) afirman que el CPP de β-caseína capta mejor que el CPP de αs1-caseína cuando 

son quelados al hierro, debido a la diferencia estructural de ambos péptidos. 

2.1.3. Proteínas 

Estas macromoléculas cumplen roles indispensables para el funcionamiento y desarrollo 

celular, participando en reacciones metabólicas, en el transporte y almacén de nutrientes y 

oxígeno, la formación de la estructura tisular, transmisión nerviosa, en contracciones musculares, 

motilidad celular, coagulación sanguínea, en sistemas inmunológicos, hormonas y moléculas 

reguladoras entre otros (Nagai y Taniguchi, 2019). 

La cadena peptídica empieza siempre con el aminoácido metionina y a través de su grupo 

carboxilo se une al α-amino de otro aminoácido formando un dipéptido (Müller-Sterl, 2008), su 

estructura de enlace formado -CO-NH-, unión peptídica o enlace peptídico y el prefijo “di” 
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indica la formación de dos aminoácidos (Aktnis & Jones, 2012), mediante proceso de 

condensación y formación de una molécula de agua (figura 2). Es así que el grupo carboxilo libre 

del dipéptido permite la repetición contínua para la biosíntesis de las proteínas, cuya cadena 

polipeptídica contiene el primer grupo α- amino (amino terminal) y el último grupo carboxilo 

(carboxilo terminal). La unidad aminoacídica que forma parte del polipéptido es denominada 

resto (Müller- Sterl, 2008), las cadenas formadas hasta por 10 restos son denominadas 

oligopéptidos, más de 10 restos forman cadenas polipeptídicas, las proteínas son cadenas 

conformadas por más de 50 restos (Müller-Sterl, 2008). 

La composición aminoacídica, regiones hidrófilas e hidrofóbicas, con cargas positivas, 

negativas o sin carga entre otros, definen la función de las proteínas (Loveday, 2019) así como su 

valor nutricional, digestibilidad, toxicidad y funcionalidad tecnológica en los alimentos (Gálvez 

et al., 2006). 

2.1.3.1. Proteínas lácteas. Estas proteínas se caracterizan por el aporte de proteínas de 

alto valor biológico, en leche esta fracción oscila entre 3-4 % (Maza y Legorreta, 2011), 

dependiendo de factores que pueden ser de tipo fisiológico, alimentario, climático, genético y 

zootécnico (Alais, 1985). Las proteínas lácteas aportan los aminoácidos necesarios y nitrógeno 

orgánico para la síntesis y reparación de tejidos (Maza y Legorreta, 2011). En adición, contienen 

propiedades funcionales de gran importancia en la industria alimentaria. (Phadungath, 2005). 

2.1.3.2. Caseína. La caseína es un complejo proteico fosforado que gracias a sus cargas 

eléctricas e hidrofobicidad puede formar agregados coloidales (micelas) con otras caseínas. Las 

micelas de caseína están compuestas por 92 % de proteína y 8 % de constituyentes inorgánicos, 

principalmente fosfato cálcico (Hernández-Ledesma, 2002), siendo relevante su aporte en 

aminoácidos, calcio y fósforo inorgánico (Maza y Legorreta, 2011). Amiot (1991) y Alais 
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(1985), manifiestan que la caseína en la leche se encuentra en forma de fosfocaseinato de calcio 

y la estabilidad micelar puede ser alterada por acidificación del medio a pH 4.6 (en su punto 

isoeléctrico). 

Figura 2 

Estructura del enlace peptídico 

 

Nota. El proceso de condensación que forma el dipéptido y enlace peptídico, libera una 

molécula de agua. Fuente: (Müller-Sterl, 2008). 

La micela de caseína está formada por fracciones de α, β y k-caseína unidas por 

interacciones hidrófobas de partes apolares de las caseínas que contienen un núcleo hidrófobo 

secuestrado por una capa polar formada de grupos fosfóricos de α y β-caseína. Las micelas se 

unen a través de interacciones electrostáticas entre los grupos fosfatos de α y β- caseína con los 

iones calcio, de forma directa o en cadenas empleando fosfato y citrato agregando así las 

submicelas cubiertas por k-caseínas. La fracción k-caseína presenta moléculas poco fosforiladas, 
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muy polares e incapaces de unirse a los iones calcio, por lo que generan repulsión (Primo 

Yúfera, 1997; Belitz y Grosch, 1997; Coultate, 1998). 

Las caseínas micelares pueden ser aisladas por métodos físicos (centrifugación y 

cromatografía de exclusión por tamaño) o mediante agentes químicos (precipitación) utilizando 

ácidos, alcohol, enzimas o cuajo y metales pesados (Kramm Vásquez, 2003). Las proteínas 

lácteas pueden ser separadas con facilidad en caseína y lactosuero, lo que facilita sucesivas 

extracciones y purificaciones (Swaisgood, 2003). 

2.1.3.2.1. Clasificación de la Caseína. Estudios basados en la movilidad molecular 

(cromatografía, electroforésis, filtración y ultra centrifugación) ponen de manifiesto la existencia 

de 4 tipos de caseínas principales y son: αs1-caseina (αs1-CN), αs2-caseína (αs2- CN), β-caseína 

(β-CN) y k- caseína (k-CN), presentes en proporción molar media de 3:0.8:3:1 respectivamente. 

Otros grupos de proteínas en mínimas cantidades pueden ser incluidas como la y- caseína (y-CN) 

que es un fragmento proteico resultado de la proteólisis de la β-CN, y la ʎ-caseína que deriva 

de la αs1-CN (Ferrandini et al., 2006). García et al. (2014) afirman que las caseínas confieren 

estabilidad a la fracción proteica de la leche, es decir evitan agregaciones y precipitados de las 

proteínas frente a cualquier tipo de estrés. 

Los diferentes tipos de caseínas poseen características particulares como por ejemplo la α 

y β-CN son sensibles a los iones calcio, y la k-CN es insensible frente a dicho ión, contribuyendo 

de esta manera estabilidad a la micela de caseína en la leche (Cid Rodríguez, 2004). Las caseínas 

sensibles al calcio, la α-CN es muy soluble frente al ión (Rey, 2009). La αs1- CN, presente en 

mayor concentración en la leche, es una proteína con alto grado de fosforilación, conformada por 

199 aminoácidos con 17 residuos de prolina, 8 a 9 grupos fosfato que interaccionan con los iones 

calcio, 3 regiones apolares o hidrofóbicas que contribuyen a la estabilidad micelar y 1 dominio 
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con alta polaridad o hidrofílica (de carga negativa) donde están presentes la mayoría de grupos 

fosfatos, generando un pH de 6.6 en la leche (García et al., 2014). 

La αs2-CN es la más hidrofílica de todas las caseínas, la más fosforilada con 3 regiones 

de fosfoserina y posee la mayoría de residuos de aminoácidos catiónicos. También posee una 

parte hidrofóbica en su zona C-terminal y zona central. Su estructura le permite formar 

interacciones electrostáticas importantes en función del pH y alta sensibilidad a iones calcio 

(Rey, 2009). Contiene 207 aminoácidos con 13 grupos fosfatos dispuestos a interactuar con los 

iones calcio, algunos restos de prolina y cisteínas formando un único  enlace disulfuro 

(García et al., 2014). 

La β-CN es el tipo de caseína que contiene 209 aminoácidos y 5 grupos fosfato 

dispuestos a interactuar con el calcio, no se evidencia presencia de cisteína, pero contiene el 

mayor número de residuos de prolina. Existe una división marcada entre su zona polar (por el 

extremo N-terminal) y apolar dominada por una alta cantidad de aminoácidos hidrofóbicos (por 

el extremo C-terminal). 

Debido a la alta hidrofobicidad y gran contenido de residuos de prolina, la β-CN cumple 

funciones de plegamiento en la formación micelar (García et al, 2014), no precipita con facilidad 

ante la presencia de calcio (Pariona Escarlante, 2014), debido al poco contenido de fósforo. La β-

CN se comporta de diferente forma cuando se encuentra como monómero o cuando están 

formando micelas, ya que en ésta última la β-CN es menos susceptible de sufrir hidrólisis de 

proteasas como pepsina, tripsina o plasmina; sin embargo, a bajas temperaturas (< 4 ºC) puede 

perder la estructura micelar por acción de las enzimas. Por lo que, la y-CN es el resultado de la 

fragmentación de la zona C-terminal de la β-CN, y las proteosa-peptonas como resultado de la 

fragmentación de la zona N-terminal de dicha caseína (Rey, 2009). 
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La k-CN está constituida por 169 aminoácidos, sus residuos de serina glucosilan varios 

segmentos de la molécula, a diferencia de otras caseínas, cuenta con un sólo grupo fosfato 

promoviendo la interacción limitada con el ión calcio. Esta fracción estabiliza la micela evitando 

que precipiten las α-CN y β-CN por efecto del calcio (García et al., 2014). 

Es el sustrato especifico de acción de la quimosina, sustancia presente en el cuajo, 

conformada por un N-terminal o para-kappa-caseína (con residuos hidrófobos, electropositivos) 

siendo la fracción precipitada, y una parte C-terminal (carboxilo glicopeptídico hidrófilo, 

electronegativo) que permanece soluble. La k-CN es un trímero constituido por tres cadenas 

polipeptídicas que se unen de forma intermolecular por enlaces disulfuro, contiene un trisacárido 

conformado (galactosa, galactosamida y ácido siálico). Elevados contenidos de calcio en una 

suspensión de caseína, generan rupturas del complejo αs-k porque la αs y el β-CN precipitan ante 

la presencia del ión, y la k-CN se mantiene en solución. Existen tres tipos de asociaciones: αs-k, 

β-k y αs-β, donde la más fuerte se considera la αs-k, formada por enlaces hidrófobos de tipo 

Van der Walls (interacciones de grupos no polares más concurrentes en las caseínas) (Cid 

Rodríguez, 2004). 

2.1.3.2.2. Hidrolizados de Caseína. Se requiere de mucha energía para formar un enlace 

peptídico a temperatura ambiente y en un medio acuoso, por lo que no es favorable 

termodinámicamente; pero esta reacción en dichas condiciones puede lograrse a través del 

proceso de hidrólisis del enlace peptídico (figura 3) (Gálvez et al., 2006). En la figura 3 se 

observa, hacia la derecha de la reacción el equilibrio está muy desplazado, la hidrólisis sin 

catalizadores es lenta por la meta estabilidad de los polipéptidos. Existen diferentes maneras de 

catalizar una reacción de hidrólisis proteínica (Gálvez et al., 2006). 
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Figura 3 

Hidrólisis del enlace peptídico 

 

 

 
Nota. La figura muestra el proceso de hidrólisis del enlace peptídico con acción de la 

molécula de agua. Fuente: (Gálvez et al., 2006). 

La hidrólisis de proteínas es producto de la degradación a péptidos y/o aminoácidos libres 

por efecto de la ruptura del enlace peptídico. Existen diferentes vías de reacción como la 

fermentación, hidrólisis enzimática, química (ácidos o bases) o por digestión gastrointestinal 

(Udenigwe y Aluko, 2012). El uso de métodos químicos es poco empleado por efectos adversos 

generados que podrían afectar la calidad nutricional del producto final. El empleo de enzimas 

reduce el efecto de formación de compuestos no deseados (Belagardi, 2011). Las enzimas 

proteolíticas pueden provenir de fuentes animales, vegetales y microbianas. En la tabla 6 se 

muestra una lista de enzimas, con sus respectivas fuentes de obtención, estudiadas por 

diferentes autores. 

Tabla 6 

Enzimas aplicadas en la producción de péptidos bioactivos por hidrólisis enzimática 

 
Enzima Fuente Activida

d (a) 
Condicion
es óptimas 

Tiem
po 
(b) 

Referencia s 

Alcalasa Bacillus 

lichenifor 

mis 

≥2,4 U / g pH 7,5; 25 
° 

C 

4 Kumar y 
col. 
(2016) 

Quimotrip
sina 

Páncreas bovino ≥40 U / mg pH 7,8; 37 
° 

C 

4 Kumar y 
col. 
(2016) 



37  

Pepsina Mucosa 
gástrica 
porcina 

2500 U / 

Mg 

pH 2,0; 37 
° C 

4 Chaudhari 
y col. 
(2017) 

Tripsina Páncreas porcino 30 U / g pH 7,0; 37 
° 

C 

4 Mirzaei y 
col.(2018) 

Elatasa Páncreas porcino ≥4 U / mg pH 8,0; 37 
° 

C 

1 Bamdad y 
col. (2017) 

Flavourzy
me 

Aspergillus 

oryzae 

≥500 U / g pH 7,0; 50 
° 

C 

1 Bamda
d y col. 
(2017) 

Savinase 
 

 

 

 
Termolisis 

 

 

 
 

Pancreatina 
 

 

 
Papaína 

Bacillus sp. 

 

 

 

 
Bacillus 

thermoproteolyti 

cus 

 

 
Páncreas porcino 
 

 

 
Hoja de la 
planta  de 
papaya 

≥16 U / g 
 

 

 

 
14 U / g 

 

 
 

 
 

≥100 U / mg 
 

 

 
≥10 U/mg 

pH 7,0; 55 
° C 

 

 
pH 7,0; 50 
° C 

 

 

 

pH 7,5; 40 
°C 

 

 
pH 7,0; 65 
°C 

1 
 

 

 

 
1 

 

 

 

 
4 

 

 

 
4 

Bamd
ad y 
col. 
(2017) 
 
Bamd
a d y 
col. 
(2017) 
 
Cauch
ara y 
col. 
(2017) 

 
Kumar 
y col. (2 

(a) Cantidad de sustrato en moles convertidos en producto por unidad de tiempo 
(b) Duración de la hidrólisis 

               Nota. Datos tomados del artículo científico de Mada et al. (2019). 
 
 

El grado de hidrólisis de proteínas predice las características de los hidrolizados y a partir 

de ello sus posibles aplicaciones; es el porcentaje de enlaces peptídicos rotos en función de la 

proteína original. Varios factores determinan el resultado del grado de hidrólisis, como la 

concentración de sustrato, relación enzima/sustrato, tiempo de incubación, pH, temperatura y 

naturaleza de la enzima empleada. Este último factor es caracterizado por su actividad específica 
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y tipo de actividad de la enzima; esto nos demuestra que no sólo influye en el grado de 

hidrólisis, sino también en los tipos de péptidos que resulten (Benítez et al., 2008). Los 

hidrolizados generados para fines alimentarios se dividen en 3 grupos: hidrolizados con bajo 

grado de hidrólisis (1 al 10 %), como mejoradores de las propiedades funcionales; hidrolizados 

con grados de hidrólisis variable, empleados como saborizantes; e hidrolizados extensivos (>10 

%), aplicados para alimentos cualificados (Benítez et al., 2008). 

Generalmente la hidrólisis proteica con enzimas, se ejecuta en un reactor donde se 

controla la agitación, pH, temperatura y tiempo del proceso. El sustrato proteico puede ser de 

origen animal, vegetal o bacteriano; y su elección estará en función al uso que se le va dar al 

hidrolizado que se obtenga y a su valor agregado comparado con el sustrato de partida (Benítez 

et al., 2008). El sustrato es colocado en agua hasta obtener los parámetros de pH y temperatura 

estables, luego se agrega la enzima proteolítica que hidrolizará la proteína; se genera una 

disminución del pH conforme va progresando la reacción por ruptura de enlaces peptídicos. 

Cuando se emplean enzimas, se debe mantener el pH al óptimo para mantener su actividad, 

por lo que se adiciona base diluida. Para interrumpir la hidrólisis proteica, se debe inactivar la 

enzima a través de calor, disminución de pH o una combinación de ambos; también se puede 

ejecutar a través de filtración (Benítez et al., 2008). 

Rizzello et al. (2016) afirman que las proteínas alimentarias no sólo son empleadas como 

nutrientes sino también son capaces de cumplir funciones fisicoquímicas importantes para 

mejorar la salud, a través de la activación de sus péptidos liberados de la proteína de origen. 

Proteínas de plantas, de animales, de hongos, de microbios y de sus productos son fuente de 

péptidos bioactivos (Daliri et al., 2017). 
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2.1.3.2.3. Uso y Aplicaciones de Caseína en la Industria Alimentaria. La caseína puede 

ser extraída mediante métodos químicos empleando ácidos (minerales u orgánicos), y métodos 

enzimáticos empleando cuajo (enzima quimosina) (Becerra y Paz, 2009), es empleada con 

diversos fines, tales como su uso en la fabricación de revestimientos, adhesivos, emulsiones, 

plásticos y fibras. En la industria alimentaria, es base de la industria de productos lácteos tales 

como yogur, queso, mantequilla, manjar blanco, fórmulas infantiles, entre otros; además de su 

aplicación como ingrediente y/o insumo en la elaboración de una gama de alimentos y bebidas. 

Otras aplicaciones son sus hidrolizados para mejorar su aprovechamiento y absorción a nivel 

gastrointestinal.  

2.1.4. Bacterias Proteolíticas en Crustáceos Marinos 

2.1.4.1. Bacterias Obtenidas de Residuos de la Industria Langostinera. El langostino 

es un crustáceo decápodo de cuerpo alargado que habita los mares de todo el mundo, 

específicamente en fondos arenosos, cuevas, resquicios bajo piedras y raíces sumergidas donde 

pasan la mayor parte del tiempo alimentándose de algas, gusanos, moluscos, restos de animales 

muertos, peces y otros crustáceos (García-Guerrero et al., 2013). El Perú es uno de los principales 

países exportadores en América Latina de la especie Litopenaeus vannamei, siendo los 

departamentos de Tumbes y Piura como los mayores productores (PNIPA, 2021). 

Según el Ministerio de la Producción, en el año 2018 ambos departamentos tuvieron una 

producción total de 31.5 mil toneladas aproximadamente, siendo la principal forma de consumo 

de langostinos del tipo congelados (81%) y la diferencia de consumo fresco. Las principales 

formas de exportación de langostino son: Colas con caparazón, sin caparazón y enteros (PNIPA, 

2021). De esta industria se estima el considerable residuo, ya que los residuos generados se 

encuentran en rangos de 58 a 61% (IMARPE-ITP, 1996). Estos desechos industriales acuícolas 
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son descartados generando problemas de impacto ambiental; sin embargo, representan un 

sustrato que podría ser aprovechado para generar subproductos de importancia comercial 

(Bergheim et al., 2000). Según Toyes Vargas (2016), estos subproductos marinos pueden otorgar 

valor agregado para la obtención de proteínas, péptido, aminoácidos, enzimas, extractos, 

atractantes, aceites, DHA, EPA, fosfolípidos, gelatina, minerales, ácidos nucleicos, quitosano, 

glucosamina, astaxantina, vitaminas liposolubles e hidrosolubles y biopolímeros. Por ejemplo, 

Sirvas et al. (2021) analizaron los residuos de langostinos e identificaron bacterias proteolíticas, 

amilolíticas, lipolíticas y quitinolíticas; y concluyeron que los desechos de la industria 

langostinera podrían ser aprovechadas en la obtención de subproductos de interés comercial y 

otras aplicaciones industriales. 

2.1.4.2. Bacterias proteolíticas obtenidas de: 

2.1.4.2.1. Género Bacillus. El género pertenece a la familia Bacillaceae que describe más 

de 50 especies identificadas. Son microorganismos bacilares, gram positivos, formadores de 

endosporas, quimiheterótrofos móviles y de flagelos períticos. Son anaerobios o aerobios 

facultativos, catalasa positivos y se encuentran distribuidos ampliamente en diferentes tipos de 

ambientes como el suelo (Aslim et al., 2002), los ecosistemas de agua dulce (Mandal et al., 

2005) y los marinos (Miranda et al., 2008), así como en ecosistemas extremos (Kayode-Isola et 

al., 2008). También pueden hallarse en alimentos, materia vegetal y tracto gastrointestinal de los 

animales (Córtes-Sánchez et al., 2017). 

Una diversidad de especies son empleadas como indicadores de desinfección o 

esterilización, otras son capaces de producir antibióticos, vitaminas, enzimas, intervienen en la 

solubilización de fosfatos, fijación biológica del nitrógeno, y otras aplicaciones de interés 

industrial en áreas como la farmacéutica, alimentos, ambiental, entre otros (Kim et al., 2010; 
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GharaeiFathabad, 2011; Jacques, 2011). Como se mencionó, el género Bacillus puede ser hallado 

en una diversidad de ambientes como los marinos. Zheng et al. (2005) aislaron 42 cepas con 

actividad antimicrobiana provenientes de invertebrados marinos, algas, aguas de mar y 

sedimentos; siendo las bacterias marinas pertenecientes a los géneros Alteromonas, 

Pseudomonas, Bacillus y Flavobacterium. Pucci et al. (2009) identificaron bacterias marinas en 

muestras de agua de mar y sedimentos del intermareal, un total de 469 cepas fueron aisladas 

siendo el género Bacillus uno de los reportados. Miravet et al. (2003) identificaron géneros y 

especies de bacterias marinas y géneros de hongos, aislados de los arrecifes de la plataforma SW 

cubana, siendo Bacillus sp. uno de los géneros hallados. Justo et al. (2014) aislaron 20 cepas 

bacterianas de muestras aleatorias en el mar de Playa Cantolao-La Punta- Callao, cuyos géneros 

identificados fueron Moraxella, Bacillus, Acinetobacter, Vibrio, Aeromonas, Photobacterium, 

Alteromonas, Alcaligenes, Streptococcus y Chromobacterium. 

Bacillus velezensis es una bacteria aeróbica, gram positiva, formadora de endosporas, lo 

cual posee grupos de genes específicos de cepa relacionados con la biosíntesis de metabolitos 

secundarios, que desempeñan un papel importante tanto en el crecimiento de plantas y 

biocontrol de fitopatógenos (hongos, bacterias, virus, nemátodos, etc.) (Rabbee et al. 2019). 

Bacteria hallada en diferentes ambientes como suelo, agua, aire, rizósfera vegetal, humano, 

animal, alimentos fermentados, etc. (Alenezi et al., 2021). Diferentes cepas de B. velezensis 

identificadas han sido objeto de estudio (Lee et al., 2015; Baptista et al., 2018; Rabbee et al. 

2019; Cheffi et al., 2019). En el 2005, se aisló la cepa tipo FZB42 de B. velezensis del río Velez 

en Torredelmar-España (Ruíz-García et al., 2005), y se tiene más de 200 secuencias de genomas 

de cepas de B. velezensis disponibles en GenBank. 

2.1.4.2.2. Género Shewanella. Asignado a un conjunto de microorganismos hallados en 
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una diversidad de hábitats como arena, agua y sedimentos marinos, minas de carbón, petróleo, y 

otros. Es una Gammaproteobacteria, perteneciente al orden Alteromonadales y familia 

Shewanellaceae; cuyo género está conformado por más de 60 especies que poseen la capacidad 

de utilizar una variedad de sustratos como aceptor final de electrones durante la respiración; 

además se caracterizan por ser bacilos gram negativos de 1-3 um de tamaño y móviles por un 

flagelo polar, y pueden tener un metabolismo aeróbico o anaeróbico facultativo (Hau y 

Gralnick, 2007; Janda y Abbott, 2014; Yousfi et al., 2017). El género Shewanella agrupa 

especies que habitan en una variedad de condiciones como nutrientes, salinidad, temperatura, 

potencial redox, presión y en asociación con otros organismos; por lo cual la versatilidad de sus 

especies abre paso a futuras investigaciones en diversidad genómica. 

La especie Shewanella putrefaciens por lo general ha sido hallada en aguas marinas y 

pescados en mal estado (Jørgensen y Huss, 1989; Stenström y Molin, 1990). Owen et al. (1978) 

mostraron que dicha especie comprende al menos cuatro grupos genómicos separados (I-IV), lo 

cual uno de dichos grupos (IV) fue reclasificado como nueva especie con nombre Shewanella 

alga. Pero los tres grupos genómicos restantes todavía están clasificados dentro de la misma 

especie (Vogel et al., 1997 y Rosselló-Mora et al., 1994 citados por Ziemke et al., 1998). Por 

otro lado, algunas especies como Shewanella algae, Shewanella putrefaciens y Shewanella 

haliotis han sido asociadas a la aparición de ciertas enfermedades de la piel y hepatobiliares, 

infecciones de tejidos blandos, entre otros. En adición, las cepas de Shewanella algae, 

Shewanella putrefaciens, Shewanella xiamenensis, Shewanella oneidensis y Shewanella 

frigidimarina podrían servir como medios de transmisión de genes de resistencia a antibióticos 

(Janda y Abbott., 2014; Yousfi et al., 2017). 

Shewanella spp. es otra denominación para referirse a especies no identificadas o sin 
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clasificar (National Center for Biotechnology Information, 2020). Son capaces de utilizar 

diversos sustratos como aceptor final de electrones durante la respiración. Dichos sustratos 

pueden ser elementos tóxicos y metales insolubles (Hau y Gralnick., 2007; Janda y Abbott., 

2014). Se reportan hallazgos lo cual se pretenden especificar las especies de Shewanella spp. 

(Saticioglu et al., 2021; Li et al., 2020). 

2.1.5. Enzimas Proteolíticas Bacterianas 

Las proteasas o proteinasas son un grupo de enzimas que rompen los enlaces peptídicos e 

hidrolizan las proteínas, pueden ser proteasas comerciales de origen vegetal (papaína, ficina y 

bromelina), animal (pepsina, tripsina y quimotripsina, renina) y microbianas (de hongos y 

bacterias) (Quirasco y López- Munguía, 2006). Cumplen funciones importantes en la ejecución 

de muchos procesos metabólicos y regulatorios. Las enzimas proteolíticas de origen microbiano 

son más ventajosas frente a las de origen animal y vegetal por su estabilidad, facilidad de manejo 

y bajos costos de producción (Buleje Alfaro, 2017). 

Según su actividad catalítica, las proteasas se dividen en dos grupos: endopeptidasas, 

aquellos que rompen enlaces internos de la cadena proteica; exopeptidasas, aquellas que rompen 

enlaces terminales de la cadena. El segundo grupo se pueden dividir en aminopeptidasas (rompen 

enlace N-terminal) y carboxipeptidasas (rompen enlaces C- terminal) (Belagardi, 2011). 

Todos los microorganismos generan proteasas con la finalidad de consumir fuentes de 

nitrógeno complejas; y aquellas extracelulares y producidos en gran cantidad son aplicados a 

nivel industrial. Son usados para generar hidrolizados con importancia nutricional en alimentos; 

para la recuperación de proteínas provenientes de materiales de desperdicio como sangre, 

vísceras y pescado; para modificar el gluten de la harina de trigo. También han contribuido en 

modificaciones proteicas con la finalidad de mejorar sus propiedades funcionales (Quirasco y 
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López-Munguía, 2006). 

2.1.5.1. Factores que Afectan la Velocidad de Reacción Enzimática. La velocidad de 

reacción enzimática depende de diferentes factores como el pH del medio al que se somete, así 

como la temperatura, cantidad de sustrato y/o enzimas empleadas, entre otros (Quirasco y López-

Munguía, 2006). 

-Efecto del pH: la concentración de iones hidronio en el medio afecta el grado de 

ionización de los aminoácidos de la proteína, su sitio activo, del sustrato o de la unión enzima 

sustrato. Por lo que, las enzimas trabajan a pH óptimos y se desnaturalizan (alteración de 

estructura) a pH extremos. 

-Efecto de la temperatura: a mayor temperatura, mayor velocidad de reacción, teniendo 

en cuenta que temperaturas muy altas podrían afectar la capacidad catalítica de las enzimas 

porque al ser proteínas, estas se desnaturalizan y pierden su actividad. En general, el rango de 

temperatura óptima dentro del cual trabajan las enzimas está entre 30 y 45 °C, y sobre los 60 °C 

las enzimas se inactivan. 

-Efecto de la concentración de sustrato: la función de la enzima es mejor cuando la 

concentración de sustrato es mayor que la de enzimas. Esto favorece en ejecutarse la reacción a 

velocidades altas, todo lo contrario, sería si la cantidad de enzimas sea mayor que la de sustratos 

generándose una disminución en la velocidad de reacción. 

-Efecto de la actividad de agua (Aw): las enzimas son capaces de actuar incluso a 

mínimos valores de aw como en el caso de aquellas enzimas no inactivas en alimentos 

deshidratados. Otro ejemplo se da con las lipasas contenidas en aceites puros, que actúan con un 

mínimo de agua. Es así que la disponibilidad del sustrato favorece las reacciones enzimáticas 
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pese a las condiciones bajas de aw. La acción de algunas enzimas que actúan en medios con baja 

aw es producto del equilibrio entre disolventes orgánicos no miscibles con el agua o el reemplazo 

de este último con disolventes miscibles como el glicerol. 

-Efecto de otros agentes en la actividad enzimática: otros factores influyen en la 

capacidad catalítica de las enzimas como la fuerza iónica que modifica el sitio activo de las 

enzimas, los iones de metales pesados que inhiben la acción enzimática, y caso contrario con su 

activación afectada por la acción de varios cationes y aniones. 

2.1.5.2. Hidrólisis de Proteínas por Acción de Enzimas Bacterianas. Se ha obtenido 

péptidos bioactivos a partir de enzimas bacterianas. Por ejemplo, Yamamoto et al. (1994) 

emplearon una proteinasa asociada a la pared celular de la bacteria Lactobacillus helveticus 

CP790, para hidrolizar caseínas y detectar la presencia de péptidos bioactivos derivados 

inhibidores de la ACE. Saracho Álvarez (2011) obtuvo péptidos bioactivos antioxidantes a partir 

de leches fermentadas con cepas de Lactococcus lactis aislados de diferentes ecosistemas 

(lácteos artesanales, vegetales y cultivos iniciadores comerciales). Lombardi (2018) estudio la 

coagulación de la leche bovina inducida por extractos enzimáticos de origen fúngico 

(Aspergillus niger NRRL3) y otro bacteriano (Bacillus sp. P7), evaluando sus propiedades 

fisicoquímicas de los geles obtenidos y con posterior aplicación en productos de quesería. Hafeez 

et al. (2013) estudiaron la acción enzimática extracelular de dos cepas de Streptococcus 

thermophilus con diferente fenotipo sobre la leche, observando actividades de tipo 

aminopeptidasa extracelular que se originan en las superficies de dichas células; por lo que 

concluyeron que el empleo de leches fermentadas como ventor de péptidos bioactivos y la 

estabilidad de los mismos, implica el estudio previo de la acción proteolítica superficial de las 

enzimas de Streptococcus thermophilus. 
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Por otro lado, se reporta la capacidad proteolítica que poseen algunas enzimas de 

bacterias marinas y que pueden ser aplicadas con fines industriales (CORDIS, 2019). Por 

ejemplo, Sánchez et al. (2004) aislaron 26 cepas de bacterias marinas con capacidad proteolítica 

provenientes de agua de mar contaminada con efluentes pesqueros, empleando caseína como 

sustrato. Entre las cepas identificadas, Pseudomonas sp. fueron las que resultaron con la mayor 

actividad proteolítica de sus enzimas, seguida de Alcaligenes sp. y Aeromonas sp. León et al. 

(2000) aislaron cepas productoras de enzimas extracelulares con actividades múltiples siendo 

una de ellas proteolítica. Un total de 102 cepas de bacterias marinas fueron aisladas de 

invertebrados intermareales y bentónicos en la Bahía de Ancón, así también de muestras de 

conchas de abanico y ostras recolectadas en la Bahía de Pucelana e Isla de San Lorenzo-Callao. 

Se empleó agar marino con sustratos complementarios como la caseína. Se identificaron cepas 

del género Vibrio como predominante, seguido de los géneros Flavobacterium, Moraxella y 

Flexibacter. León Quispe en el año 1996, aisló cepas con actividad enzimática extracelular e 

inhibidoras frente a bacterias ictiopatógenas del neuston marino, identificándolas como 

Pseudomonas, Vibrio, Alteromonas, Flavobacterium, Cytophaga y Micrococcus. Zheng et al. 

(2005) aislaron 42 cepas con actividad antimicrobiana provenientes de invertebrados marinos, 

algas, aguas de mar y sedimentos; siendo las bacterias marinas pertenecientes a los géneros 

Alteromonas, Pseudomonas, Bacillus y Flavobacterium. Pucci et al. (2009) identificaron 

bacterias marinas en muestras de agua de mar y sedimentos del intermareal, un total de 469 

cepas fueron aisladas siendo el género Bacillus uno de los reportados. 

2.1.6. Técnicas de Análisis 

2.1.6.1. Técnicas de Análisis en Proteína. Actualmente diferentes industrias a nivel 

mundial adoptan técnicas de ensayo como aquellas relacionadas al análisis de proteínas para los 
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productos que fabrican. 

Dichos ensayos también son aplicados para fines de investigación como por ejemplo en 

la determinación de la actividad específica (actividad total/proteína total) de enzimas, cuya 

exactitud y precisión de resultados depende en parte de la medición precisa de la proteína total, lo 

cual trae consigo los siguientes puntos a considerar: la sensibilidad y técnica del método, 

definición clara de unidades, compuestos que interfieren, eliminación de sustancias que 

interfieren antes de analizar muestras, y correlación de información a partir de diversas técnicas 

(Lovrien y Matulis, 1995). Se hace referencia a las técnicas de análisis aplicadas en el presente 

estudio. 

2.1.6.1.1. Determinación de Proteínas Solubles por Método de Lowry. El método de 

Lowry (Lowry et al., 1951) es una técnica de análisis colorimétrico que determina la cantidad 

de proteínas solubles presente en el sistema por efecto de la reducción del reactivo de Folin-

Ciocalteau con los grupos fenólicos de las proteínas en la muestra analizada. Es así que una 

disminución de los valores de Lowry indica una menor concentración de proteínas. Se emplea 

una curva estándar de Tirosina o Albúmina sérica bovina (estándares comunes empleados), cuya 

ecuación lineal permite despejar la variable a cuantificar. 

2.1.6.2. Técnicas de Análisis Enzimático. Son técnicas empleadas por los investigadores 

para identificar la presencia o cantidad de una enzima en el organismo, tejido o muestra. La 

elección de las condiciones apropiadas para el análisis enzimático depende de la sensibilidad 

requerida. Las técnicas de análisis enzimático pueden ser aplicadas con fines de detección o de 

cuantificación utilizando reactivos fluorescentes. Los procedimientos de análisis enzimático son 

modificados en función al pH, temperatura, fuerza iónica, concentración de los componentes en 

el ensayo, y en general de acuerdo con los requisitos específicos de la enzima en estudio, ya que 
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su actividad depende de varios factores (Sigma Aldrich, s.f.). 

2.1.6.2.1. Actividad Enzimática. Uno de los análisis de detección de la actividad 

enzimática es a través de un ensayo colorimétrico basado en la evaluación de la actividad 

enzimática por hidrólisis de azocaseína (sustrato). El cambio de coloración rojo a amarillo 

producido demuestra el grado de hidrólisis por acción de la enzima estudiada y su medida se 

realiza mediante espectrofotometría (García-Carreño et al., 1993). 

2.1.6.2.2. Grado de Hidrólisis de Proteínas. Es un ensayo para la cuantificación de la 

actividad enzimática resultante de la relación porcentual entre los enlaces peptídicos escindidos 

por mol de sustrato respecto al número total de enlaces por mol de sustrato. El reactivo utilizado 

en el presente estudio es el reactivo sanger o 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno, que reacciona con los 

grupos aminos libres en presencia de tetraborato de sodio, dando como resultado una coloración 

amarilla que puede ser medido en el espectrofotómetro. Un elevado grado de hidrólisis es el 

resultado de mayor presencia de grupos aminos libres en el sistema (Dumay et al., 2004). 

2.1.6.3. Técnicas de Análisis en Hierro. Actualmente, industrias a nivel mundial realizan 

análisis para la determinación de hierro en los productos que fabrican o medios/superficies en 

estudio; también los investigadores aplican técnicas de análisis en hierro para los estudios que 

requieran. En el caso de los alimentos, la determinación de componentes químicos como el 

hierro, puede ser realizada obteniendo resultados muy exactos de manera práctica. Uno de los 

métodos es la espectrofotometría UV VIS que emplea la luz para medir las concentraciones de 

las sustancias químicas. El fundamento de esta técnica se explica por el efecto que produce un 

fotón al atravesar una muestra, pasando de un estado basal a uno excitado (incremento de la 

energía de la molécula). La intensidad provocada por el paso de muchos fotones a través 

de la muestra que contiene el analíto, es atenuada por efecto de la absorción y medida por 
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la absorbancia (Leslie, 1991; Lozano, 2004; Kirk, 2006 citados por Arango et al.,2012). 

2.1.6.3.1. Determinación de la actividad quelante de hierro. Según la AOAC 

(Association of Official Analytical Chemistry), para la determinación de hierro se emplea el 

método de la orto-fenantrolina. Este último reacciona con el Fe+2, produciendo un complejo de 

color rojo característico (ferroina) que absorbe notablemente a una longitud de onda de 510 nm. 

considerando que, a dicha longitud de onda, el Fe+3 no presenta absorción, debe ser reducido a 

Fe+2 empleando un agente reductor apropiado como la hidroxilamina en medio ácido (pH 3-4), 

mismo medio donde la orto-fenantrolina se halla en su forma protonada como ion 1,10-

fenantrolin (FenH+). La reacción se describe en la siguiente ecuación: 

Fe2+ + 3FenH+ → Fe (Fen)3+3 + 3H+ (2) 

Para determinar la concentración final de hierro en la muestra analizada, se debe realizar 

una curva de calibración preparando varias concentraciones conocidas de hierro (5 a 10 puntos). 

La ecuación resultante permite determinar la cantidad de hierro en la muestra, expresada en 

unidades porcentuales de hierro libre o quelado.
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III. MÉTODO 

3.1. Tipo de Investigación 

3.1.1. Según su Finalidad es Aplicativa 

Esta investigación tuvo la finalidad de evaluar la bioactividad (quelación de hierro) de 

péptidos derivados de caseína. 

3.1.2. Según el Objetivo es Experimental 

Ya que se manipuló y controló de forma activa las variables independientes (hidrolizados 

de caseína generados por las enzimas bacterianas), y se evaluó su influencia en las variables 

dependientes en la obtención de péptidos bioactivos (capacidad quelante de hierro). 

3.1.3. Según el Marco en el que Tiene Lugar es de Laboratorio 

Por ser un espacio con las instalaciones, materiales, instrumentos y equipos necesarios 

que permitieron un mejor control del estudio para obtener resultados confiables. 

3.2. Ámbito Temporal y Espacial 

Fue desarrollada en el laboratorio de Fisicoquímica de la Dirección de Investigación, 

Desarrollo e Innovación Tecnológica en el Instituto Tecnológico de la Producción. Carretera 

Ventanilla km 5, Callao. 

3.3. Variables 

3.3.1. Operacionalización de las variables 

- Variables independientes (VI): Hidrolizados de caseína generada por enzimas 

bacterianas, son productos peptídicos por efecto de la acción de enzimas bacterianas 

al romper enlaces peptídicos de la caseína. 
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Indicador: Grado de hidrólisis (%) 

Indicador: Actividad enzimática (mg azocaseina hidrolizada/20 ml muestra) 

Indicador: Proteinas solubles (ug proteinas/20 ml muestra) 

- Variables dependientes (VD): Capacidad quelante de hierro en los péptidos de 

caseína hidrolizados por enzimas bacterianas, es un tipo de actividad biológica que 

poseen los péptidos de caseína hidrolizada producto de la acción de enzimas 

bacterianas al sustrato. 

Indicador: Fe quelado (%) 

3.4. Población y Muestra 

  Hidrolizados de caseína obtenidos por enzimas microbianas se pueden considerar como 

una población infinita ya que el volumen que se puede producir esta en función a la cantidad de 

sustrato y enzimas que se pueden utilizar. 

  Se empleó la técnica de muestreo no probabilístico a través del método por juicio debido 

al bajo costo, por ser conveniente y por el poco consumo de tiempo. 

De acuerdo al tipo de muestro considerado, el tamaño de la muestra para cada uno de los 

análisis fue de 4 (3.6.2 de Procedimientos) y 2 (3.6.3, 3.6.4 y 3.6.5 de Procedimientos) por 

tratamiento, siendo los extractos peptídicos crudos de caseína hidrolizados por enzimas 

microbianas procedentes de residuos de langostino, las muestras a analizar. 
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3.5. Instrumentos 

3.5.1. Obtención de Extracto Crudo Peptídico 

3.5.1.1. Materiales. 

20 tubos Falcon de 50 mL 

1 gradilla para tubos Falcon 

1 caja de Tecnopor mediano 

6 gelpacks 

1 bolsa de 500 microtubos descartables de 2mL 

1 bolsa de 1000 tips de micropipeta descartables de 1mL 

1 micropipeta Eppendorf de 100-1000 uL 

3 gradillas para microtubos 

1 vaso Beacker de 250 mL 

1 par de guantes de Látex 

1 plumón indeleble 

3.5.1.2. Equipos. 

1 centrífuga refrigerada para tubos de 50 mL (Eppendorf, 5804 R) 

1 centrífuga refrigerada para tubos de 2 mL (Sigma, 3-30KS) 

1 congelador de -13 a -15 °C 

1 balanza electrónica, r=5 Kg (A & D, GF 6100) 
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3.5.1.3. Reactivos. 

250 mL de etanol absoluto (Merck) 

3.5.1.4. Muestras. 

4 matraces con 50 mL de caseína hidrolizada por 4 cepas bacterianas de residuos de 

langostino (1 cepa por matraz) y 1 matraz con 50 mL de caseína control, total de 5 matraces por 

tiempo de incubación (24 y 48 h). 

Nota: las cepas bacterianas fueron procedentes del cepario del área de Biotecnología de 

la Dirección de Investigación, Desarrollo e Innovación Tecnológica en el Instituto Tecnológico 

de la Producción 

3.5.2. Determinación Porcentual del Grado de Hidrólisis (%GH) 

3.5.2.1. Materiales. 

2 fiolas de 10 mL, 50 mL y 250 mL c/u 

2 barras magnéticas para tubos de ensayo cap. 20 mL 

4 tubos de ensayo con tapa rosca, de 10 y 20 mL c/u 

2 gradillas para tubos de ensayo 

1 micropipeta Eppendorf de 20-200 uL 

1 micropipeta Eppendorf de 100-1000 uL 

1 pipeta de 5000 uL 

1 cronómetro 
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10 embudos de vidrio 

10 unidades de papel Whatman Nº 125 

10 tips de micropipeta de 200 uL y 1000 uL cada uno 

1 punta de plástico para pipeta de 5000 uL 

1 piseta con agua desionizada 

2 pares de guantes de Látex 

1 plumón indeleble 

3.5.2.2. Equipos. 

1 espectrofotómetro UV-Visible (Genesys 180) 

1 agitador de tubos (IKA, RT10) 

1 calentador de bloques para tubos de ensayo 

1 centrífuga para tubos de 2 mL (Sigma, 3-30KS) 

1 estufa (Venticell-Eco line) 

1 balanza analítica (OHAUS, DV214CSERI) 

1 baño termostático (MEMMERT, WB1OSERI) 

1 campana extractora 

3.5.2.3. Reactivos. 

Solución de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB o reactivo de Sanger) (Sigma- Aldrich) 
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Solución de tetraborato de sodio al 2 % (p/v) (Merck) 

Ácido clorhídrico 6 N (Merck) 

Glicina de grado analítico 99 %. (0.015 % p/v) (Biopack) 

3.5.2.4. Muestras. 

A=Muestra hidrolizada 

Caseína en polvo 

3.5.3. Evaluación de la Actividad Proteolítica 

3.5.3.1. Materiales. 

1 bolsa x 500 microtubos descartables nuevos de 2mL 

1 bolsa x 1000 tips de micropipeta de 200 uL 

1 bolsa x 1000 tips de micropipeta de 1000 uL 

1 micropipeta Eppendorf de 20-200 uL 

1 micropipeta Eppendorf de 100-1000 uL 

3 gradillas para microtubos 

2 vaso Beacker de 10 mL 

1 rollo de parafilm 

1 pisceta con agua desionizada 

2 microplacas Coster de 96 pozos 

2 pares de guantes de Látex 
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1 plumón indeleble 

3.5.3.2. Equipos. 

1 baño termostático (MEMMERT, WB1OSERI) 

1 centrífuga para tubos de 2 mL (Sigma, 3-30KS) 

1 microespectrofotómetro (BIOTEK Power Wave XS) 

1 agitador de tubos (IKA, RT10) 

3.5.3.3. Reactivos. 

100 mL de azocaseína 2% (SIGMA-ALDRICH, USA) 

100 mL de buffer Tris-HCl 0.05 M, pH 8.5 (PROBIOTEK) 

3 mL de ácido tricloroacético (TCA) 100 % (MERCK) 

3.5.3.4. Muestras. 

A=Muestra hidrolizada 

P=Extracto peptídico precipitado con etanol 

S=Extracto peptídico soluble en etanol 

3.5.4. Cuantificación de Proteínas Solubles 

3.5.4.1. Materiales. 

1 bolsa de 1000 tips de micropipeta de 200 uL 

1 bolsa de 1000 tips de micropipeta de 1000 uL 

1 gradilla de tubos de ensayo 
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100 tubos de ensayo cap. 5mL 

1 micropipeta Eppendorf de 20-200 uL 

1 micropipeta Eppendorf de 100-1000 uL 

1 pisceta con agua desionizada 

2 pares de guantes de Látex 

1 plumón indeleble 

3 vasos Beacker de 10 mL 

3.5.4.2. Equipos. 

1 espectrofotómetro UV-Visible (Genesys 180) 

1 agitador de tubos (IKA, RT10) 

3.5.4.3. Reactivos. 

250 mL de reactivo de Lowry 

25 mL de reactivo de Foling 

1 mL de Tirosina 0.03 % (Merck) 

3.5.4.4. Muestras. 

A=Muestra hidrolizada 

P= Extracto peptídico precipitado con etanol 

S= Extracto peptídico soluble en etanol 
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3.5.5. Determinación de la Actividad Quelante de Hierro 

3.5.5.1. Materiales. 

1 bolsa de 1000 tips de micropipeta de 200 uL 

1 bolsa de 1000 tips de micropipeta de 1000 uL 

1 gradilla de tubos de ensayo 

100 tubos de ensayo cap. 5mL 

1 micropipeta Eppendorf de 20-200 uL 

1 micropipeta Eppendorf de 100-1000 uL 

1 piseta con agua desionizada 

2 pares de guantes de Látex 

1 plumón indeleble 

3.5.5.2. Equipos. 

1 espectrofotómetro UV-Visible (Genesys 180) 

1 agitador de tubos (IKA, RT10) 

3.5.5.3. Reactivos. 

30 mL de sol. NaCl 0.9 % (Merck) 

10 mL de sol. Sulfato ferroso 0.1 % (500 uM) (J.T. Baker) 

20 mL de Fenantrolina 0.05 % en etanol (Alpha Chemika) 

1mL de EDTA 0.01 % (J.T. Baker) 
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3.5.5.4. Muestras. 

A=Muestra hidrolizada 

P= Extracto peptídico precipitado con etanol 

S= Extracto peptídico soluble en etanol 

3.6. Procedimientos 

3.6.1. Obtención de Extracto Crudo Peptídico 

Las muestras fueron recibidas en condiciones de refrigeración en caja de Tecnopor con 

gelpacks proporcionadas por el laboratorio de biotecnología del ITP a través del convenio 

N°161-2017-FONDECYT. Dichas muestras fueron trasvasadas a tubos Falcon cap. 50 mL para 

su centrifugación (3000 rpm x 10 min. x 5 ºC), previamente se verificó la equivalencia de pesos 

en los tubos conteniendo las muestras. Transcurrido el tiempo de centrifugación el sobrenadante 

(70 % aprox.) fue colocado en otro tubo Falcon. Sobrenadantes y pellets fueron mantenidos en 

refrigeración. Todos los tubos fueron debidamente rotulados. 

A continuación, los sobrenadantes fueron centrifugados en microtubos de 2 mL (5 

unidades por código de muestra) a 1000 rpm x 30 min. x 5 ºC para separar una alícuota de 1mL 

por microtubo agregando etanol absoluto a 5 ºC en relación de 1:3 (sobrenadante: etanol) y 

almacenando en congelación a -20 ºC por 3 días. 

Transcurrido el tiempo, los tubos Falcon con las muestras fueron centrifugados a 5000 

rpm x 30 min. x 5 ºC, el sobrenadante fue trasvasado de inmediato y el pellet obtenido fue 

hidratado con agua desionizada, homogenizado y almacenado en congelación hasta su análisis. 

Nota: este procedimiento fue aplicado a dos periódos de fermentación: 24 y 48 h.  
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Las muestras fueron tratadas por duplicado por periódo de fermentación. 

Tabla 7 

Código de cepas bacterianas de residuos de langostino y el nombre de la especie 

perteneciente (*). 

 
 

Código de cepa Nombre de la especie 
RL-15 (08) 
RL-15 (19) 
RL-15 (41) 
RL-15 (42) 

Shewanella putrefaciens group 

Shewanella sp. 

Shewanella sp. 

Bacillus velezensis 

                      Nota. * Denominación referida por el Laboratorio de Biotecnología del ITP 

3.6.2. Determinación Porcentual de Grado de Hidrólisis (%GH) 

Se determinó según metodología de Dumay et al. (2004), basada en la cuantificación de 

grupos aminos liberados en la hidrólisis a través de la reacción con el reactivo 1-fluoro- 2,4-

dinitrobenceno (también llamado DNFB o reactivo Sanger) en presencia de tetraborato de 

sodio. La solución obtenida presenta color amarillo y su absorbancia es medida a una longitud de 

onda de 410 nm. 

3.6.2.1. Preparación de Curva Estándar. La curva estándar fue preparada utilizando una 

solución de glicina 0.15 ug/uL, para lo cual 75 mg de glicina fueron disueltos en una fiola de 10 

mL y de esta solución 1 mL fue diluido en fiola de 50 mL. Para las diluciones fue utilizada agua 

desionizada. La tabla 8 muestra las concentraciones tomadas para realizar la lectura en el 

espectrofotómetro. 
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Figura 4 

Diagrama de flujo para la concentración de péptidos de caseína por hidrólisis enzimática 

de células bacterianas de residuos de langostino.  
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Tabla 8 

Puntos de medición para la curva estándar glicina 

Nº 
Punto 

Sol. 
Glicina 

(uL) 

H2O 
desionizada(uL) 

Concentraci
ón 

final (ug) 
0 0 1000 0 
1 25 975 3.75 
2 50 950 7.5 
3 100 900 15 
4 200 800 30 
5 400 600 60 

Nota: el punto “0” fue preparado por duplicado, uno como punto de 

medición y otro para colocar en la celda durante la lectura de todas las muestras. 

3.6.2.2. Hidrólisis Química Total de la Caseína. Se procedió a pesar 0.05 g de sustrato 

original (caseína en polvo) por duplicado en tubos de ensayo capacidad 20 mL, se agregó 10 mL 

de HCl en la campana extractora para cada tubo. Los tubos fueron cuidadosamente cerrados con 

sus tapas y sometidos a 100 ºC por 24 horas. Transcurrido el tiempo, los hidrolizados de 

caseína fueron retirados y enfriados rápidamente para su filtración con embudo y papel 

Whatman en fiolas capacidad 250 mL, además de lavados sucesivos del pellet con agua 

desionizada para recuperar la mayor muestra posible y su enrase correspondiente. 

De las soluciones obtenidas se tomaron dos alícuotas de 50 y 100 uL, y completados con 

agua desionizada hasta 1 mL. 

3.6.2.3. Preparación de la Muestra. Las muestras en estudio (muestras hidrolizadas (A) 

para cada código de cepa) fueron diluidos al 1 % con agua desionizada, es decir, 10uL de 

muestra y el resto con agua hasta 1 mL. 

Nota: 

- Las muestras fueron los hidrolizados de caseína producto de la acción enzimática por 
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cepa bacteriana. La dilución de las muestras se realizó hasta obtener un factor que generó un 

valor de absorbancia comprendido dentro del rango de la curva estándar. 

3.6.2.4. Cuantificación de Nitrógeno Amínico (en los Puntos de la Curva Estándar, 

Hidrólisis Total de la Caseína y Muestras Hidrolizadas). Como continuación de los 

procedimientos 3.6.2.1, 3.6.2.2 y 3.6.2.3, se procedió a agregar 1 mL de tetraborato de sodio (2 

% p/v) a cada tubo de ensayo. En seguida, se adicionó 0.25 mL de reactivo Sanger incubando a 

60 ºC por 10 minutos y enfriando a temperatura ambiente. Luego se adicionó a cada tubo 2 mL 

de ácido clorhídrico 6 N para proceder a su lectura en el espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 410 nm. Todas las adiciones de reactivos fueron cuidadosamente homogeneizadas, y en 

el caso de ácido clorhídrico realizadas en campana extractora. 

Las ecuaciones 1 y 2 permitieron el cálculo para determinar el contenido de nitrógeno 

amínico presente en las muestras en estudio y grado de hidrólisis.  

Ecuación 1: 

𝒏 (𝒎𝒈𝒈 ) = 𝑵. 𝑨. 𝒎𝒈𝒎𝒍 𝒙 𝑽𝒐𝒍 𝑭𝑺 (𝒎𝒍)𝑷 (𝒈)  

Donde: 

n (mg/g) = cantidad de nitrógeno amínico en miligramos por gramo de sustrato 

hidrolizado químicamente o muestra en estudio. 

N.A. mg/mL = cantidad de nitrógeno amínico en miligramos por mililitro de sustrato 

hidrolizado químicamente o muestra en estudio (proveniente de la cantidad de volumen 

empleado en el análisis para cada uno). 
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P =peso en gramos del sustrato hidrolizado químicamente o muestra en estudio. 

FS =volumen de fracción soluble en mililitros, empleado en función de la muestra 

analizada. 

 Ecuación 2: 

𝑮𝑯 (%) = 𝒏𝒏𝑻 𝒙𝟏𝟎𝟎 

Dónde. 

nT = cantidad total de nitrógeno amínico en equivalente de glicina por gramo de 

sustrato caseína. 

n= cantidad de nitrógeno amínico por gramo de muestra hidrolizada (A) 

3.6.3. Evaluación de la Actividad Proteolítica Enzimática 

Se determinó según García-Carreño et al. (1993), mediante el método basado en la 

evaluación de la actividad enzimática por hidrólisis de azocaseína y cuantificación por 

espectrofotometría. 

3.6.3.1. Muestras Hidrolizadas (A). La evaluación de la actividad proteolítica enzimática 

se realizó por duplicado en función al periódo de fermentación (24 y 48 h) y tiempo de hidrólisis 

enzimática (3, 6 y 18 h), empleando un sistema de evaluación en base a azocaseína (tabla 9). 

Se procedió a rotular microtubos (por duplicado) en función a los códigos de las muestras 

(tabla 10). Posteriormente, se adicionó 100 ul del sustrato azocaseína 2 %, 500 uL de buffer Tris-

HCl 0.05 M pH 8.5 y 200 uL de alícuota A (muestra hidrolizada) en cada microtubo. 

De inmediato, se empleó el agitador de tubos para mezclar bien todos los constituyentes. 
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Tabla 9 

Constituyentes del sistema de evaluación empleada 

 
Constituyente Cantidad 

(uL) 
Azocaseína 2 % 100 

Buffer Tris-HCl 0.05 M        
pH 8.5 

500 

Alícuota A 
(muestra 
hidrolizada) 
 
Ácido 
tricloroacético TCA                100 
% 

          200 
 
 
 
 
20 

 

 

Tabla 10 

Códigos de las muestras en evaluación (Muestra hidrolizada – A) 

Código de 
cepa y control 

Periodo de 
incubación (h) 

Código de 
análisis 

 
       BK 

24 BK(24h)A 
48 BK(48h)A 

 
   RL-15 (08) 

24 8(24)A 
48 8(48)A 

 
   RL-15 (19) 

24 19(24)A 
48 19(48)A 

 

   RL-15 (41) 
24 41(24)A 
48 41(48)A 

 

   RL-15 (42) 
24 42(24)A 
48 42(48)A 

 

Luego se sellaron los microtubos con parafilm (1 x 5 cm2 aprox.) y se colocaron en baño 

termostático a 40 ºC x 3, 6 y 18 h. con la finalidad de generar las condiciones adecuadas del 

medio para la acción de las enzimas en presencia del sustrato. Transcurrido el tiempo de 
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hidrólisis, se procedió a inactivar las enzimas, para lo cual se retiró la gradilla del baño 

termostático, se quitó el parafilm y se adicionó 20uL de ácido tricloroacético 100 % a cada 

microtubo. En seguida, se agitaron con el equipo y se dejaron en reposo a temperatura ambiente 

por 1 h. Luego, se centrifugaron a 8000 rpm x2 min. y se tomó una alícuota de sobrenadante 

(200 uL) en microplacas para la lectura de absorbancia a 400 nm en el microespectrofotómetro. 

3.6.3.2. Extractos Peptídicos Precipitados con Etanol (P) y Solubles en Etanol (S). La 

evaluación de la actividad proteolítica enzimática se realizó por duplicado en función al periódo 

de fermentación (24 y 48 h) y tiempo de hidrólisis enzimática (3, 6 y 24 h), empleando un 

sistema de evaluación en base a azocaseína (tabla 11). 

Se procedió a rotular microtubos en función a los códigos de las muestras (tabla 12 y 13). 

Posteriormente, se adicionó 100 uL del sustrato azocaseína 2 %, 500 uL de buffer 

Tris-HCl 0.05 M pH 8.5 y 200 uL de alícuota P o S en cada microtubo. 

Tabla 11 

Constituyentes del sistema de evaluación empleada 

Constituyente Cantidad 
(uL) 

Azocaseína 2 % 
Buffer Tris-HCl 0.05 M 
pH8.5 
Alícuota P (precipitado con 
alcohol) o S (soluble en 
alcohol 
Acido tricloroacético 
TCA100 % 

100 
500 

 
200 

 

 
20 

 

Posteriormente, se empleó el agitador de tubos para mezclar bien todos los 

constituyentes. Luego se sellaron los microtubos con parafilm (1 x 5 cm2 aprox.) y se colocaron 
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en baño termostático a 40 ºC x 3, 6 y 24 h. con la finalidad de generar las condiciones adecuadas 

del medio para la acción de las enzimas en presencia del sustrato. Transcurrido el tiempo de 

hidrólisis, se procedió a inactivar las enzimas, para lo cual se retiró la gradilla del baño 

termostático, se quitó el parafield y se adicionó 20uL de ácido tricloroacético 100 % a cada 

microtubo, se llevaron al agitador de tubos y se dejó en reposo a temperatura ambiente por 1 h. 

Luego, se centrifugó a 8000 rpm x 2 min. y se tomó una alícuota de sobrenadante (200 uL) en 

microplacas para la lectura de absorbancia a 400 nm en el microespectrofotómetro. 

Tabla 12 

Códigos de las muestras en evaluación (precipitados con etanol -P) 

 
Código de 
cepa y control 

Periodo de 
incubación (h) 

Código de 
análisis 

 
       BK 

24 BK(24h)P 

48 
BK(48h)P 

 
   RL-15 (08) 

24           8(24)P 
48           8(48)P 

 
 
   RL-15 (19) 

24         19(24)P 
48         19(48)P 

 

 

   RL-15 (41) 

 
24 

         
        41(24)P 

48         41(48)P 
 

   RL-15 (42) 
24         42(24)P 
48         42(48)P 

 

 
 

Tabla 13 

Códigos de las muestras en evaluación (solubles en etanol - S) 

Código de 
cepa y control 

Periodo de 
incubación (h) 

Código de 
análisis 

 
       BK 

         24 BK(24h)S 
          48 BK(48h)S 
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   RL-15 (08) 

24 8(24)S 
48 8(48)S 

 
 
   RL-15 (19) 

24 19(24)S 
48 19(48)S 

 

   RL-15 (41) 
24 41(24)S 
48 41(48)S 

 

   RL-15 (42) 
24 42(24)S 
48 42(48)S 

 

3.6.4. Cuantificación de proteínas solubles 

Se midió la cantidad de proteínas solubles a través del método de Lowry (Lowry et al., 

1951). Este método colorimétrico determina la cantidad de proteínas solubles presente en el 

sistema por efecto de la reducción del reactivo de Folin- Ciocalteau con los grupos fenólicos de 

las proteínas. Es así que una disminución de los valores de Lowry indica una menor 

concentración de proteínas por efecto de la capacidad proteolítica enzimática de las cepas 

bacterianas al sustrato caldo caseína. Se preparó una curva estándar con reactivo Tirosina. 

Para la determinación de la curva estándar se formularon 7 puntos a diferentes 

concentraciones de reactivo estándar (tabla 14). 

Para la evaluación de las muestras, se procedió a rotular tubos de ensayo (por duplicado) 

en función a los códigos de las muestras a evaluar (tabla 15) y se ordenaron en una gradilla. Se 

adicionó 500 uL de muestra y 2500 uL de reactivo de Lowry a cada tubo, de inmediato se 

taparon, se agitaron y se dejaron reposando en oscuridad por un tiempo de 20 min. Transcurrido 

el tiempo, se adicionó 250 uL de reactivo de Foling a cada tubo, se agitaron y se dejó reposar 

por 15 min. 
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Por último, los tubos ensayados fueron llevados al espectrofotómetro para  la medición 

de la absorbancia a 550 nm. 

Tabla 14 

Constituyentes para la curva estándar 

 
H20 

(uL) 

Sol 
Tirosina 
0.03 % 

(uL) 

Reactivo 
 

Lowr
y(uL) 

Reactivo                    
foling 
(uL) 

475 25  

 

 
2500 

 

 

 
250 

450 50 

425 75 

400 100 

350 150 

300 200 

250 250 

 

 
Tabla 15 

 Códigos de las muestras en evaluación 

Código 
de cepa y 
control 

Periodo de 
incubación 

(h) 

Extracto 
crudo 

inicial (A) 

Precipitado con  
alcohol (P) 

Soluble en 
alcohol(S) 

 
BK 

24 BK(24h)A BK(24h)P BK(24h)S 

48 BK(48h)A BK(48h)P BK(48h)S 

 
RL-15(08) 

24 8(24h)A 8(24h)P 8(24h)S 
48 8(48h)A 8(48h)P 8(48h)S 

 
 

RL-15(19) 
24 19(24h)A 19(24h)P 19(24h)S 
48 19(48h)A 19(48h)P 19(48h)S 

 
 

RL-15(41) 
24 41(24h)A 41(24h)P 41(24h)S 
48 41(48h)A 41(48h)P 41(48h)S 

 
 

RL-15(42) 
24 42(24h)A 42(24h)P 42(24h)S 
48 42(48h)A 42(48h)P 42(48h)S 
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3.6.5. Determinación de la Actividad Quelante de Hierro Ferroso 

La determinación de la actividad quelante de hierro (+2) se basó según el método 

proporcionado por Essuman et al. (2017) con algunas modificaciones. Este método colorimétrico 

mide la capacidad quelante de una sustancia al hierro ferroso; una mayor capacidad quelante 

resulta de una baja absorbancia, manifestándose un ligero color naranja o ningún cambio 

apreciable. Caso contrario a mayor absorbancia, menor capacidad quelante de la sustancia 

evaluada, y por lo tanto habrá mayor hierro libre dispuesto a ser quelado por la fenantrolina 

como reactivo indicador manifestando un color naranja. Se realizó una curva    estándar con 

reactivo EDTA. 

Para la determinación de la curva estándar se formularon 6 puntos a diferentes 

concentraciones de reactivo estándar (tabla 16). 

Tabla 16 

Constituyentes para la curva estándar 

 
 

H20 

(uL) 

Sol 
EDTA  

0.01 % 
(uL) 

 

H20 

(uL) 

Sol. 
NaCl 
0.9 % 

(uL) 

 
Sol. 
FeSO4 

0.1 % 
(uL) 

Sol. Fenantrolina 

0.25 % 
(adicionado 
luego de 5 

min.de reposo) 
200 0  

 
 

400 

 

 

 
400 

 

 

 
    100 

 

 
 

250 

180 20 
170 30 
160 40 
150 50 
140 60 

 

Para la evaluación de las muestras (A, P y S), se procedió a rotular tubos de ensayo (por 

duplicado) en función a los códigos de las muestras a evaluar (tabla 9) y se ordenaron en una 

gradilla. Se adicionó 200 uL de muestra diluida (20 uL de muestra y se completó con agua 
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desionizada), 400 uL de agua desionizada, 400 uL de NaCl 0.9 % y 100 uL de Sol. FeSO4 0.1 % 

a cada tubo, de inmediato se taparon y se agitaron con movimientos suaves y pausados cada 10 s 

por 5 min., luego se adicionó 250 uL de Sol. Fenantrolina 0.25 % y se midió la absorbancia en el 

espectrofotómetro a 510 nm. 

3.7. Análisis de datos 

Se empleo Microsoft office Excel 2007 para la recopilación de datos de todos los 

experimentos realizados. El análisis de los datos fue realizado utilizando el software estadístico 

GraphPad Prism., a un nivel significativo del 5 %. 
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IV. RESULTADOS 

4.1. Determinación Porcentual del Grado de Hidrólisis (%GH) 

En la tabla 17 se muestra el resultado de las absorbancias de los puntos definidos para la 

curva estándar con glicina (variación de la concentración del aminoácido). La primera columna 

de la tabla muestra las diluciones elegidas para la curva, y la columna adyacente es el resultado 

de conversión de unidades, es decir, cantidad del aminoácido en ug por volumen de alícuota 

empleada en cada punto (Ver el ítem 3.6.2.1 de Procedimientos). 

 

Tabla 17 

Absorbancias para la curva Glicina 

Gly 

(ul) 

Gly 
(ug) 

Absorbancia 
(ʎ=410 nm) 

0 
 

25 
 

50 
 

100 
 

200 
 

400 

0 
 

3.75 
 

7.5 
 

15 
 

30 
 

60 

0 
 

0.077 
 

0.155 
 

0.304 
 

0.613 
 

1.231 
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Figura 5 

Incremento de valores de absorbancia por concentración de Glicina 

 

 

 

 

 

 
 

   Nota. Según la ecuación determinada, cuando los ug de Glicina se incrementan en 1 

unidad, la absorbancia se incrementa en 0.02058 puntos. Asi mismo, según el coeficiente de 

determinación R2, el 100 % de la absorbancia se debe a la concentración de glicina. 

En la tabla 18 se muestra los resultados de grados de hidrólisis expresados en valor 

porcentual (%) para las muestras hidrolizadas (A). 

Tabla 18 

Grado de hidrólisis (%GH) por acción proteolítica de las células bacterianas(1) 

  
 
BK 

 
 
RL-15 (08) 

CODIGO DE LA MUESTRA 
 
RL-15 (19) 

 
 
RL-15 (41) 

 
 
RL-15 (42) 

 
 
GH (%) 

14.66 

14.66 

14.75 

14.57 

16.16 

16.33 

16.6 

16.6 

17.74 

17.65 

17.83 

17.83 

18.44 

18.27 

18 

18.18 

19.32 

19.41 

20.55 

20.82 

(1) Resultados obtenidos en 4 réplicas orepeticiones  
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Figura 6 

Grado de hidrólisis de la caseína por acción de las células bacterianas 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Los promedios de grado de hidrólisis (%) obtenido por efecto de la acción de las 

enzimas bacterianas son diferentes observándose mayor efecto en el tratamiento RL-15(42), así 

mismo todos los tratamientos experimentales son mayores al tratamiento control BK. 

Aplicando la prueba de Fisher para ver el efecto de los tratamientos, se tiene el siguiente 

desarrollo lo cual se encuentra procesado en el Anexo 1: 

Ho: Todos los tratamientos tienen igual efecto en el grado de hidrólisis. 

Ha: Alguno de los tratamientos tiene un efecto diferente en el grado de hidrólisis. 

α = 0.05 

P valor = 0.0001 
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Decisión: P valor < α, entonces se rechaza Ho, siendo la prueba significativa. 

Como resultado de la prueba se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se 

rechaza Ho; por lo tanto, se puede afirmar que existen diferencias en el efecto de los tratamientos 

sobre el grado de hidrólisis. 

A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos cuyos resultados procesados se encuentran en el Anexo 2.  

El número de comparaciones a realizar es de: 10. 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional de los tratamientos “k” y “m” que estan en 

comparación. 

α = 0.05 

Según la prueba Tukey, que se presenta en el Anexo 2, se observa que los P valor de las 

comparaciones múltiples entre los promedios de los tratamientos son menores al valor de 

significancia α=0.05, a excepción de la comparación entre los tratamientos RL-15 (41) vs RL—

15 (19) cuyo P valor = 0.4331 es superior a α=0.05.  

Como resultado de la prueba se tiene lo siguiente: 

Las comparaciones entre los tratamientos RL-15 (08) vs BK, RL-15 (19) vs BK, RL-15 

(41) vs BK, RL-15 (42) vs BK, RL-15 (19) vs RL—15 (08), RL-15 (41) vs RL—15 (08), RL-

15 (42) vs RL—15 (08), RL-15 (42) vs RL—15 (19) y RL-15 (42) vs RL—15 (41) son 

significativos, por lo tanto, sus promedios son diferentes. 
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La comparación entre los tratamientos RL-15(19) vs RL-15(41) es no significativo, por lo 

tanto, sus promedios son iguales. 

4.2. Evaluación de la actividad proteolítica 

4.2.1. Muestra hidrolizada (A) 

En la tabla 19 se muestra los valores de absorbancia para la curva estándar con azocaseína 

(ʎ=400 nm). 

Tabla 19 

Absorbancias para la curva estándar 

sol. azoc 
1% en 

buffer fosf. 
8.5 (uL) 

 
mg de 

azocaseína 

 
% 

hidrólisis 

 
Absorbancia 
(ʎ=400 nm) 

200 2 100 0.722 
180 1.8 90 0.664 
160 1.6 80 0.595 
140 1.4 70 0.526 
120 1.2 60 0.495 

 
 

Figura 7 

Incremento de valores de absorbancia por efecto de azocaseína hidrolizada 
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Ecuación: 

 

 Nota. Según la ecuación determinada, cuando la hidrólisis (%) incrementa en 1 unidad la 

absorbancia se incrementa en 0.0059 puntos. Asi mismo, según el coeficiente de determinación 

R2, el 98.71 % de la variación de la absorbancia se debe a la cantidad de azocaseína hidrolizada. 

En la tabla 20 se muestra los resultados de actividad proteolítica en muestras hidrolizadas 

(A) expresados en mg de azocaseína hidrolizada por enzimas producidas durante el proceso de 

fermentación microbiana en tiempos de 24 y 48 h. 

Tabla 20 

Actividad proteolítica expresado en mg de azocaseína hidrolizada en muestras A 

 
Código de 
Muestra 

Absorbancia 
(ʎ=400 nm) 

% 
hidrólisis 

mg azoc./20 ul 
muestra 

BK(24h)A 0.000 0.000 0.000 
BK(48h)A 0.000 0.000 0.000 
8(24h)A 0.249 20.740 0.041 
8(48h)A 0.272 24.554 0.049 
19(24h)A 0.000 0.000 0.000 
19(48h)A 0.000 0.000 0.000 
41(24h)A 0.231 17.605 0.035 
41(48h)A 0.177 8.537 0.017 
42(24h)A 0.618 83.198 0.166 
42(48h)A 0.306 30.316 0.061 

 
 
 
4.2.2. Extracto precipitado con etanol (P) 

En la tabla 21 se muestra los resultados de actividad proteolítica en extractos peptídicos 

precipitados con etanol (P) expresados en mg de azocaseína hidrolizada. 

 

Abs (ʎ=400nm)=0.0059 (%hidrólisis)+0.1268  
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Tabla 21 

Actividad proteolítica expresado en mg de azocaseína hidrolizada en muestras P 

Código de 
Muestra 

Absorbancia 
(ʎ=400 nm) 

% 
hidrólisis 

mg azoc./20 ul 
muestra 

BK(24h)P 0.090 0.000 0.000 
BK(48h)P 0.100 0.000 0.000 
8(24h)P 0.204 13.000 0.026 
8(48h)P 0.265 23.339 0.047 
19(24h)P 0.000 0.000 0.000 
19(48h)P 0.000 0.000 0.000 
41(24h)P 0.250 20.881 0.042 
41(48h)P 0.255 21.644 0.043 
42(24h)P 0.539 69.780 0.140 
42(48h)P 0.321 32.915 0.066 

 
 
4.2.3. Extracto soluble en etanol (S) 

En la tabla 22 se muestra los resultados de actividad proteolítica en extractos peptídicos 

solubles en etanol (S) expresados en mg de azocaseína hidrolizada. 

Tabla 22 

Actividad proteolítica expresado en mg de azocaseína hidrolizada en muestras S 

 
Código de 
Muestra 

Absorbancia 
(ʎ=400 nm) 

% 
hidrólisis 

mg azoc./20 ul 
muestra 

BK(24h)S 0.110 0.000 0.000 
BK(48h)S 0.100 0.000 0.000 
8(24h)S 0.000 0.000 0.000 
8(48h)S 0.000 0.000 0.000 
19(24h)S 0.165 6.390 0.013 
19(48h)S 0.246 20.119 0.040 
41(24h)S 0.373 41.644 0.083 
41(48h)S 0.264 23.169 0.046 
42(24h)S 0.000 0.000 0.000 
42(48h)S 0.000 0.000 0.000 
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Figura 8 

Actividad proteolítica en extractos peptídicos por acción bacteriana 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Los promedios de azocaseína hidrolizada (mg), obtenido por efecto de la accion de 

las enzimas bacterianas en ambos periódos, son diferentes; observándose que las muestras BK 

(caseína control) no evidenciaron actividad proteolítica en ningún tipo de fracción (A, S y P), en 

caso del código 41 se aprecia que para los tres tipos de fracción y en ambos periódos de 

fermentación, las muestras manifiestan actividad proteolítica. Se evidencia que las muestras 

código 19 no manifestaron actividad proteolítica luego de su fermentación (A); sin embargo, el 

empleo del etanol para concentrar los péptidos, hizo posible evidenciar actividad proteolítica 

como solubles al etanol mas no precipitados en él. Las muestras código 42 manifestaron 

actividad proteolítica luego de su fermentación (A) y como precipitados en etanol mas no 

solubles en éste. 

Analizando estadísticamente la efectividad de los periódos de fermentación (24 y 48 h) 
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evaluada en las muestras tipo A, a través de la prueba de Fisher se tiene lo siguiente (ver Anexo 

3) 

Ho: Todos los tratamientos tienen igual efecto de actividad proteolítica entre los  

       periódos 24 y 48 h. 

Ha: Alguno de los tratamientos tiene un efecto diferente de actividad proteolítica 

       entre los periódos 24 y 48 h. 

α = 0.05 

P valor = 0.0008 

Decisión: P valor < α, entonces se rechaza Ho, siendo la prueba significativa. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se rechaza 

Ho; por lo tanto, se puede afirmar que existen diferencias en el efecto de actividad proteolítica en 

los tratamientos entre periódos 24 y 48 h. 

A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos logrados en 24 y 48 horas cuyos resultados procesados se encuentran en el Anexo 4.  

El número de comparaciones a realizar es de 5 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional, de “k” y “m” que son los tratamientos en 

comparación. 
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α = 0.05 

Según la prueba Tukey, se observa que los P valor de las comparaciones múltiples entre 

los promedios de los tratamientos son mayores al valor de significancia α=0.05, con excepción 

de los tratamientos A (24 h):42 vs. A (48 h):42, cuyo P valor = 0.0007.  

Como resultado final se tiene lo siguiente: 

Las comparaciones entre los tratamientos A (24 h):BK vs. A (48 h):BK, A (24 h):8 vs. A 

(48 h):8, A (24 h):19 vs. A (48 h):19 y A (24 h):41 vs. A (48 h):41 no son significativos, por lo 

tanto, sus promedios son iguales. 

La comparación entre los tratamientos A (24 h):42 vs. A (48 h):42 es significativo, por lo 

tanto, sus promedios son diferentes. 

Analizando estadísticamente la efectividad del etanol, evaluada en las muestras tipo S y 

P, a través de la prueba de Fisher para ver el efecto de los tratamientos, se tiene el siguiente 

desarrollo lo cual se encuentra procesado en el Anexo 5: 

Ho: Todos los tratamientos tienen igual efecto de actividad proteolítica entre los 

       tipos de fracciones A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

Ha: Alguno de los tratamientos tiene un efecto diferente de actividad proteolítica 

       entre los tipos de fracciones A, S, y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

α = 0.05 

P valor = 0.0180 

Decisión: P valor < α, entonces se rechaza Ho, siendo la prueba significativa. 
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Como resultado final se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se rechaza 

Ho; por lo tanto, se puede afirmar que existen diferencias en el efecto de actividad proteolítica 

entre los tratamientos para los tipos de fracción A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos cuyos resultados procesados se encuentran en el Anexo 6.  

El número de comparaciones a realizar es de 27. 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional, “k” y “m” son dos tratamientos en 

comparación. 

α = 0.05  

Según la prueba Tukey, se observa lo siguiente: 

Las comparaciones entre promedios de los tratamientos 8 A (24 h) vs. 8 S (24 h), 8 A (48 

h) vs. 8 S (48 h), 8 S (48 h) vs. 8 P (48 h), 19 A (24 h) vs. 19 S (24 h), 19 S (24 h) vs. 19 P (24 

h), 19 A (48 h) vs. 19 S (48 h), 19 S (48 h) vs. 19 P (48 h), 42 A (24 h) vs. 42 S (24 h) y 42 S (24 

h) vs. 42 P (24 h) son diferentes, es decir hay diferencia significativa de la actividad proteolítica 

por efecto del etanol; y promedios de los tratamientos 8 P (24 h) vs. 8 P (48 h), 19 S (24 h) vs. 19 

S (48 h), 41 S (24 h) vs. 41 S (48 h) y 42 P (24 h) vs. 42 P (48 h) son diferentes al comparar entre 

periódos para un mismo tipo de fracción (S y P). 

La comparación entre los promedios de los tratamientos 8 A (24 h) vs. 8 P (24 h), 8 S (24 

h) vs. 8 P (24 h), 8 A(48 h) vs. 8 P(48 h), 41 A(24 h) vs. 41 S(24 h), 41 A(24 h) vs. 41 P(24 h), 
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41 S(24 h) vs. 41 P(24 h), 41 A(48 h) vs. 41 S(48 h), 41 A(48 h) vs. 41 P(48 h), 41 S(48 h) vs. 41 

P(48 h), 42 A(24 h) vs. 42 P(24 h), 42 A(48 h) vs. 42 S(48 h), 42 A(48 h) vs. 42 P(48 h), 42 S(48 

h) vs. 42 P(48 h) son iguales, es decir no hay diferencia significativa de la actividad proteolítica 

por efecto del etanol,  y 41 P(24 h) vs. 41 P(48 h) al comparar entre periódos para un mismo tipo 

de fracción (P).  

4.3. Cuantificación de proteínas solubles 

En la tabla 23 se muestran las absorbancias de los puntos definidos para la curva estándar 

con Tirosina (variación de la concentración del aminoácido). 

 

Tabla 23 

Valores de Absorbancia para la Curva estándar de Tirosina 

 
 

Concentración de 
tirosina (ul) 

 
Cantidad 

de tirosina 
(ug) 

 
ug/ul del 

alícuota del 
sistema 

 

 

Absorbancia 
(550 nm) 

25 
50 
75 
100 
150 
200 
250 

7.5 
15 

22.5 
30 
45 
60 
75 

0.015 
0.03 
0.045 
0.06 
0.09 
0.12 
0.15 

0.114 
0.206 
0.326 
0.424 
0.55 

0.768 
0.883 
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Figura 9 

Incremento de valores de absorbancia por cantidad de Tirosina en el sistema 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ecuación: 

 

 
Nota. Según la ecuación determinada, cuando los ug de Tirosina se incrementa en 1 

unidad, la absorbancia se incrementa en 5.7421 puntos. Asi mismo, según el coeficinete de 

determinación R2, el 99.21 % de la variación de absorbancia se debe a la concentración de 

Tirosina. 

En la tabla 24 se muestran los resultados de la cantidad de proteína soluble expresado 

como ug tirosina por 20 ul de muestra analizada. 
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Fuente: Elaboración propia 

Tabla 24 

Cantidad de proteína (ug/ul) en extractos solubles y precipitados de caseína hidrolizada 

 
MUESTRA 

HIDROLIZADA (A) 
EXTRACTO SOLUBLE 

EN ETANOL (S) 
EXTRACTO 

PRECIPITADO CON 
ETANOL (P) 

código de 
cepa/tiempo 

de 
fermentación 

ug 
proteína/20 

ul de 
alícuota de 

muestra 

código de 
cepa/tiempo 

de 
fermentación 

ug 
proteína/20 

ul de 
alícuota de 

muestra 

código de 
cepa/tiempo 

de 
fermentación 

ug 
proteína/20 

ul de 
alícuota de 

muestra 
BK(24h)A 24.45 BK(24h)S 6.55 BK(24h)P 21.11 
BK(48h)A 24.49 BK(48h)S 6.29 BK(48h)P 24.92 
8(24h)A 23.39 8(24h)S 62.36 8(24h)P 28.41 
8(48h)A 21.56 8(48h)S 77.95 8(48h)P 22.38 

19(24h)A 22.47 19(24h)S 6.20 19(24h)P 35.41 
19(48h)A 23.78 19(48h)S 13.55 19(48h)P 39.48 
41(24h)A 19.33 41(24h)S 55.75 41(24h)P 55.75 
41(48h)A 17.68 41(48h)S 60.19 41(48h)P 14.89 
42(24h)A 21.11 42(24h)S 95.37 42(24h)P 15.67 
42(48h)A 21.30 42(48h)S 105.12 42(48h)P 13.85 

 
 

Figura 10 

Cantidad de proteína en extractos peptídicos por acción bacteriana 

 
 

 

 

 

 

 

 

120.0
0 

BK 8 19 41
 42 

100.0
0 

80.0
0 

60.0
0 

40.0
0 

20.0
0 

0.00 

A S P A S P 

24 
HORAS 

48 
HORAS A=Muestras hidrolizadas.    S=Extractos peptídicos solubles en etanol. 

P=Extractos peptídicos precipitados con etanol.   

u
g

 p
ro

te
ín

a
 s

o
lu

b
le

/2
0

 u
l m

u
e

st
ra

 



86  

Nota. Los promedios de la cantidad de proteinas solubles (ug) por tipo de fracción (A, S y 

P), obtenidos por efecto de la acción de las enzimas bacterianas en ambos periódos, son 

diferentes; observándose que en los tres y para ambos periódos de fermentación existe presencia 

de proteínas solubles para todos los tratamientos. En adición, la efectividad del incremento del 

tiempo de fermentación (24 a 48 h), que se evidencia en todas las muestras hidrolizadas (A), no 

es notable.  

Analizando estadísticamente la efectividad de los periódos de fermentación (24 y 48 h), 

verificada en las muestras tipo A, a través de la prueba de Fisher para ver el efecto de los 

tratamientos, se tiene el siguiente desarrollo lo cual se encuentra procesado en el Anexo 7: 

Ho: Todos los tratamientos tienen igual cantidad de proteinas solubles entre los  

       periódos 24 y 48 h. 

Ha: Alguno de los tratamientos tiene diferente cantidad de proteinas solubles 

       entre los periódos 24 y 48 h. 

α = 0.05 

P valor = 0.5612 

Decisión: P valor > α, entonces se acepta Ho, siendo la prueba no significativa. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se acepta 

Ho; por lo tanto, se puede afirmar que no existen diferencias en la cantidad de proteinas solubles 

entre los tratamientos para ambos periódos de 24 y 48 h. 

A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos cuyos resultados procesados se encuentran en el Anexo 8.  
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El número de comparaciones a realizar es de 5. 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional, “k” y “m” son dos tratamientos en 

comparación. 

α = 0.05 

Según la prueba Tukey, se observa que todos los P valor de las comparaciones múltiples 

entre los promedios de los tratamientos son mayores al valor de significancia α=0.05. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: 

Las comparaciones entre los tratamientos A(24 h):BK vs A(48 h):BK, A(24 h):8 vs A(48 

h):8, A(24 h):19 vs A(48 h):19, A(24 h):41 vs A(48 h):41 y A(24 h):42 vs A(48 h):42 no son 

significativos, por lo tanto, sus promedios son iguales. 

Analizando estadísticamente la efectividad del etanol, evaluada en las muestras tipo S y 

P, a través de la prueba de Fisher para ver el efecto de los tratamientos, se tiene el siguiente 

desarrollo lo cual se encuentra procesado en los Anexos 9 y 11: 

Ho: Todos los tratamientos tienen igual cantidad de proteinas solubles entre los 

       tipos de fracciones A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

Ha: Alguno de los tratamientos tiene diferente cantidad de proteinas solubles  

       entre los tipos de fracciones A, S, y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 



88  

α = 0.05 

P valor = 0.0435 y 0.0258 (24 y 48 h respectivamente) 

Decisión: P valor < α, entonces se rechaza Ho, siendo la prueba significativa. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se rechaza 

Ho; por lo tanto, se puede afirmar que existen diferencias en el efecto de actividad proteolítica 

entre los tratamientos para los tipos de fracción A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos cuyos resultados procesados se encuentran en los Anexo 10 y 12.  

El número de comparaciones a realizar es de 29. 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional, “k” y “m” son dos tratamientos en 

comparación. 

α = 0.05 

Según la prueba Tukey, se observa lo siguiente:  

Las comparaciones entre promedios de los tratamientos BK A (24 h) vs. BK S (24 h),  

BK S (24 h) vs. BK P (24 h), 8 A (24 h) vs. 8 P (24 h), 19 A (24 h) vs. 19 S (24 h), 19 A (24 h) 

vs. 19 P (24 h), 19 S (24 h) vs. 19 P (24 h), 41 A (24 h) vs. 41 S (24 h), 41 A (24 h) vs. 41 P (24 

h), 42 S (24 h) vs. 42 P (24 h), BK A (48 h) vs. BK S (48 h), 19 A (48 h) vs. 19 S (48 h), 41 A 

(48 h) vs. 41 S (48 h), 41 S (48 h) vs. 41 P (48 h) son diferentes, es decir hay diferencia 
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significativa de la cantidad de proteínas solubles por efecto del etanol. 

La comparación entre promedios de los tratamientos BK A (24 h) vs. BK P (24 h), 8 

A(24 h) vs. 8 S(24 h), 8 S(24 h) vs. 8 P(24 h), 42 A(24 h) vs. 42 S(24 h), 42 A(24 h) vs. 42 P(24 

h), BK A (48 h) vs. BK P (48 h), BK S (48 h) vs. BK P (48 h), 8 A (48 h) vs. 8S (48 h),  8 A (48 

h) vs. 8P (48 h), 8 S (48 h) vs. 8P (48 h), 19 A (48 h) vs. 19P (48 h), 19 S (48 h) vs. 19P (48 h), 

41 A(48 h) vs. 41 P(48 h), 42 A(48 h) vs. 42 S(48 h), 42 A(48 h) vs. 42 P(48 h) y 42 S(48 h) vs. 

42 P(48 h) son iguales, es decir no hay diferencia significativa de la cantidad de proteína soluble 

por efecto del etanol. 

4.4. Determinación de la actividad quelante de hierro 

En la tabla 25 se muestra las absorbancias de los puntos definidos para la curva estándar 

con EDTA (variación de la concentración del antioxidante). 

 

Tabla 25 

Absorbancias para la curva EDTA 

 
concentra 
ción de 
EDTA 

(ul) 

 
cantidad 
de EDTA 

(ug) 

 
Absorbancia 
(ʎ=510 nm) 

 
%Hierro 
libre 

 
%Hierro 
quelado 

 

0 
20 
30 
40 
50 
60 

0 
2 
3 
4 
5 
6 

0.335 
0.237 
0.1945 
0.1485 
0.099 
0.0565 

100 
70.75 
58.06 
25.74 
7.61 
1.28 

0.0 
29.3 
41.9 
74.3 
92.4 
98.7 
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Figura 11 

Disminución de valores de absorbancia por cantidad de EDTA (ug) 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

Nota. Según la ecuación determinada, cuando los ug de EDTA se incrementan en 1 

unidad, la absorbancia disminuye en 0.0464 puntos. Asi mismo, según el coeficiente de 

determinación R2, el 99.95 % de la variación de la absorbancia se debe a la concentración de 

EDTA. 

En la tabla 26 se muestran los resultados de la cantidad de hierro quelado y libre 

expresado en porcentajes (%) por tipo de fracción. 
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Tabla 26 

Cantidad porcentual de Fe libre y quelado por efecto de extractos solubles y precipitados 

de caseína hidrolizada. 

 
 

Código de 
muestra 

ug EDTA/20 ul 
de extracto 

%Fe libre/20 ul 
de extracto 

 

%Fe quelado/20 ul de 
extracto 

MUESTRAS HIDROLIZADAS (A) 
EDTA (20UL) 1.672 76.20 23.80 

BK (24H)A 2.297 68.51 31.49 
BK (48H)A 2.394 67.16 32.84 

8(24H)A 3.289 39.78 60.22 
8 (48H)A 3.224 40.98 59.02 

19 (24H)A 2.815 54.37 45.63 
19 (48H)A 3.127 42.78 57.22 
41 (24H)A 3.116 49.65 50.35 
41 (48H)A 3.224 40.98 59.02 
42 (24H)A 2.685 63.09 36.91 
42(48H)A 2.707 62.79 37.21 

EXTRACTO PEPTÍDICO PRECIPITADO CON ETANOL (P) 
EDTA (20UL) 2.470 70.32 29.68 

BK (24H)P 3.838 35.18 64.82 
BK (48H)P 3.946 33.18 66.82 

8(24H)P 3.052 62.19 37.81 
8 (48H)P 3.591 39.78 60.22 

19 (24H)P 4.205 28.55 71.45 
19 (48H)P 3.774 36.38 63.62 
41 (24H)P 4.129 29.78 70.22 
41 (48H)P 4.894 15.97 84.03 
42 (24H)P 4.334 26.15 73.85 

42(48H)P 4.334 26.16 73.84 

EXTRACTO PEPTÍDICO SOLUBLE EN ETANOL (S) 
EDTA (20UL) 2.707 64.60 35.40 

BK (24H)S 4.582 18.56 81.44 
BK (48H)S 4.054 28.16 71.84 

8(24H)S 1.349 82.82 17.18 
8 (48H)S 1.705 77.62 22.38 

19 (24H)S 4.571 18.76 81.24 
19 (48H)S 5.293 15.79 84.21 
41 (24H)S 0.530 94.80 5.20 
41 (48H)S 0.961 88.49 11.51 
42 (24H)S 0.638 93.22 6.78 
42(48H)S 0.821 90.54 9.46 
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Figura 12 

Actividad quelante de extractos peptídicos obtenidos por acción bacteriana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Nota. Los promedios de la cantidad de Fe quelado (%) por tipo de fracción (A, S y P), 

obtenidos por efecto de la acción de las enzimas bacterianas en ambos periódos, son diferentes. 

El compuesto EDTA empleado como quelante patrón es comparado con las muestras por cada 

tipo de fracción. En el caso de las muestras hidrolizadas (A), se observa que el código 8 es mayor 

al EDTA a comparación de las otras muestras en ambos periódos. En el caso de los extractos 

peptídicos solubles en etanol (S) se observa valores porcentuales mayores y menores al EDTA, 

siendo los códigos BK y 19 mayores al patrón en ambos periódos, y los códigos 08, 41 y 42 

menores al patrón. Con respecto a los extractos peptídicos precipitados con etanol (P), se observa 

que todos los códigos superan al EDTA en ambos periódos de fermentación. 

Analizando estadísticamente la actividad quelante de Fe en las muestras frente a la 
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actividad del patrón EDTA a través de la prueba de Fisher para ver el efecto de los tratamientos, 

se tiene el siguiente desarrollo lo cual se encuentra procesado en el Anexo 13: 

Ho: Todos los tratamientos poseen igual cantidad de Fe quelado (%) entre los 

       tipos de fracciones A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

Ha: Alguno de los tratamientos poseen diferente cantidad de Fe quelado (%)  

       entre los tipos de fracciones A, S, y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

α = 0.05 

P valor = 0.0295 

Decisión: P valor < α, entonces se rechaza Ho, siendo la prueba significativa. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se rechaza 

Ho; por lo tanto, se puede afirmar que existen diferencias en el efecto de actividad quelante entre 

los tratamientos para los tipos de fracción A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos cuyos resultados procesados se encuentran en el Anexo 14.  

El número de comparaciones a realizar es de 30. 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional, “k” y “m” son dos tratamientos en 

comparación. 
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α = 0.05 

Según la prueba Tukey, se observa lo siguiente:  

Las comparaciones entre los promedios de los tratamientos EDTA: A(24 h) vs. 8: A(24 

h), EDTA: S(24 h) vs. BK: S(24 h), EDTA: S(24 h) vs. 19: S(24 h), EDTA: S(24 h) vs. 41: S(24 

h), EDTA: P(24 h) vs. BK: P(24 h), EDTA: P(24 h) vs. 8: P(24 h), EDTA: P(24 h) vs. 19: P(24 

h), EDTA: P(24 h) vs. 41: P(24 h), EDTA: P(24 h) vs. 42: P(24 h), EDTA: A(48 h) vs. BK: A(48 

h), EDTA: A(48 h) vs. 19: A(48 h), EDTA: S(48 h) vs. BK: S(48 h), EDTA: S(48 h) vs. 19: S(48 

h), EDTA: P(48 h) vs. BK: P(48 h), EDTA: P(48 h) vs. 8: P(48 h), EDTA: P(48 h) vs. 19: P(48 

h), EDTA: P(48 h) vs. 41: P(48 h) y EDTA: P(48 h) vs. 42: P(48 h) son diferentes, es decir hay 

diferencia significativa de la cantidad de Fe quelado (%) con respecto al patrón EDTA. 

Las comparaciones entre los promedios de los tratamientos EDTA: A(24 h) vs. BK: A(24 

h), EDTA:A(24 h) vs. 19: A(24 h), EDTA:A(24 h) vs. 41: A(24 h), EDTA:A(24 h) vs. 42: A(24 

h), EDTA:S(24 h) vs. 8: S(24 h), EDTA:S(24 h) vs. 42: S(24 h), EDTA:A(48 h) vs. 8: A(48 h), 

EDTA: A(48 h) vs. 41: A(48 h), EDTA:A(48 h) vs. 42: A(48 h), EDTA:S(48 h) vs. 8: S(48 h), 

EDTA:S(48 h) vs. 41: S(48 h) y EDTA:S(48 h) vs. 42: S(48 h) son iguales, es decir no hay 

diferencia significativa de la cantidad de Fe quelado (%) con respecto al patrón EDTA. 

Con respecto a la eficiencia del tiempo de fermentación (24 a 48 h), observado en las 

muestras hidrolizadas (A), no se observan diferencias notables para todos los códigos. Si lo 

relacionamos con la cantidad de proteína soluble para cada código de muestra, no existe relación 

directa o inversa por lo que se descarta la posibilidad de que la variación de la cantidad de 

proteínas solubles en la muestra genere algún efecto de la capacidad quelante de los extractos 

peptídicos estudiados. Analizando estadísticamente la efectividad de los periódos de 
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fermentación (24 y 48 h) a través de la prueba de Fisher para ver el efecto de los tratamientos, se 

tiene el siguiente desarrollo lo cual se encuentra procesado en el Anexo 15: 

Ho: Todos los tratamientos poseen igual cantidad de Fe quelado (%) entre los  

       periódos 24 y 48 h. 

Ha: Alguno de los tratamientos tiene diferente cantidad de Fe quelado (%) 

       entre los periódos 24 y 48 h. 

α = 0.05 

P valor = 0.5304 

Decisión: P valor > α, entonces se acepta Ho, siendo la prueba no significativa. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se acepta 

Ho; por lo tanto, se puede afirmar que no existen diferencias en la cantidad de Fe quelado (%) 

entre los tratamientos para ambos periódos de 24 y 48 h. 

A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos cuyos resultados procesados se encuentran en el Anexo 16.  

El número de comparaciones a realizar es 5. 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional, “k” y “m” son dos tratamientos en 

comparación. 
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α = 0.05 

Según la prueba Tukey, se observa que todos los P valor de las comparaciones múltiples 

entre los promedios de los tratamientos son mayores al valor de significancia α=0.05. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: 

Las comparaciones entre los tratamientos A(24 h):BK vs A(48 h):BK, A(24 h):8 vs A(48 

h):8, A(24 h):19 vs A(48 h):19, A(24 h):41 vs A(48 h):41 y A(24 h):42 vs A(48 h):42 no son 

significativos, por lo tanto, sus promedios son iguales. 

Si analizamos estadísticamente la efectividad del etanol, evaluada en las muestras tipo S y 

P, a través de la prueba de Fisher para ver el efecto de los tratamientos, se tiene el siguiente 

desarrollo lo cual se encuentra procesado en el Anexo 13: 

Ho: Todos los tratamientos poseen igual cantidad de Fe quelado (%) entre los 

       tipos de fracciones A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

Ha: Alguno de los tratamientos poseen diferente cantidad de Fe quelado (%)  

       entre los tipos de fracciones A, S, y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 

α = 0.05 

P valor = 0.0295 

Decisión: P valor < α, entonces se rechaza Ho, siendo la prueba significativa. 

Como resultado final se tiene lo siguiente: A un nivel de significancia del 5 %, se rechaza 

Ho; por lo tanto, se puede afirmar que existen diferencias en el efecto de actividad quelante entre 

los tratamientos para los tipos de fracción A, S y P en ambos periódos de 24 y 48 h. 
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A continuación, se presenta la prueba de Tukey para comparar los promedios de los 

tratamientos cuyos resultados procesados se encuentran en el Anexo 14.  

El número de comparaciones a realizar es 30. 

Ho: µk = µm 

Ha: µk ≠ µm 

Donde µ es el promedio poblacional, “k” y “m” son dos tratamientos en 

comparación. 

α = 0.05 

Según la prueba Tukey, se observa lo siguiente:  

Las comparaciones entre los promedios de los tratamientos BK:A (24 h) vs. BK:S (24 h), 

BK:A (24 h) vs. BK:P (24 h), BK:S (24 h) vs. BK:P (24 h), BK:A (48 h) vs. BK:P (48 h), 8:A 

(24 h) vs. 8:S (24 h), 8:A (24 h) vs. 8:P (24 h), 8:S (24 h) vs. 8:P (24 h), 8:A (48 h) vs. 8:S (48 

h), 8:S (48 h) vs. 8:P (48 h), 19:A (48 h) vs. 19:S (48 h), 41:S (24 h) vs. 41:P (24 h), 41:A (48 h) 

vs. 41:S (48 h), 41:S (48 h) vs. 41:P (48 h), 42:A (24 h) vs. 42:S (24 h), 42:A (24 h) vs. 42:P (24 

h), 42:S (24 h) vs. 42:P (24 h), 42:A (48 h) vs. 42:S (48 h) y 42:S (48 h) vs. 42:P (48 h) son 

diferentes, es decir hay diferencia significativa de la cantidad de Fe quelado (%) en los 

tratamientos por efecto del etanol. 

Las comparaciones entre los promedios de los tratamientos BK:A (48 h) vs. BK:S (48 h), 

BK:S (48 h) vs. BK:P (48 h), 8:A (48 h) vs. 8:P (48 h), 19:A (24 h) vs. 19:S (24 h), 19:A (24 h) 

vs. 19:P (24 h), 19:S (24 h) vs. 19:P (24 h), 19:A (48 h) vs. 19:P (48 h), 19:S (48 h) vs. 19:P (48 

h), 41:A (24 h) vs. 41:S (24 h), 41:A (24 h) vs. 41:P (24 h), 41:A (48 h) vs. 41:P (48 h) y 42:A 
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(48 h) vs. 42:P (48 h) son iguales, es decir no hay diferencia significativa de la cantidad de Fe 

quelado (%) en los tratamientos por efecto del etanol. 

Los códigos de los extractos peptídicos que resultaron con mayor actividad quelante de 

Fe fueron 19(48h) S y 41(48h) P con un resultado de 84.21% y 84.03% respectivamente. Caso 

contrario, el código del extracto peptídico que resultó con menor capacidad quelante de Fe fue el 

41(24h) S con un 5.20%. 
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V. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en la tabla 26, figura 12, demuestran la actividad quelante de 

hierro y guardan relación con los obtenidos por diversos autores. Así, ha sido referida la 

quelación de hierro y calcio en péptidos lácticos utilizando Lactococcus lactis (Figueroa- 

Hernández et al., 2012), en hidrolizados de caseinato ovino por acción de proteasas de Bacillus 

sp (Correa et al 2011), en hidrolizados de ovoalbúmina, caseína y leche utilizando proteasas de 

Cynara scolymus L.(alcachofa) (Bueno Gavilá, 2017); en hidrolizados de suero de calostro 

bovino obtenidos con pepsina y pancreatina (Fajardo et al., 2020), así como en hidrolizados de 

fuentes lácticas (Guo et al., 2014 y Fuentes-García, 2017). 

Es interesante señalar que en estudios de péptidos lácticos quelantes de hierro, han sido 

reportados valores de 30% de hierro fijado a las 0 horas de fermentación (Figueroa- Hernández 

et al., 2012), valor que resulta cercano al obtenido en el presente estudio para las muestras BK 

(caseína control) de 32 %. En las muestras analizadas, los valores de Fe quelado llegan a 84.21 y 

84.03 % (figura 12, tabla 26) superando los obtenidos por Figueroa-Hernández et al. (2012), y 

similares a los obtenidos por Correa et al. (2011) quien reportó 83.3 % en hidrolizados de 

caseinato de leche ovina utilizando enzimas microbianas de Bacillus sp durante 30 minutos de 

hidrólisis. 

Correa et al. (2011) señalaron que el tiempo de hidrólisis en el proceso presenta una 

relación inversa con la capacidad de unión al Fe, es decir, la prolongación del tiempo de 

proteólisis disminuye la actividad quelante de minerales en las muestras estudiadas. Por ejemplo, 

como se mencionó en el párrafo anterior, los autores obtuvieron resultados de actividad quelante 

de Fe máximo de caseinato de leche ovina hidrolizado en 30 minutos, pero la prolongación del 

tiempo de hidrólisis disminuyó estos valores. En otro estudio realizado con suero de queso de 
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oveja para evaluar la actividad antioxidante y antihipertensiva, los autores analizaron la 

capacidad quelante de Fe obteniendo valores máximos luego de las 3 horas del proceso de 

hidrólisis, resultados que posteriormente mostraron notoria reducción (Córrea et al., 2014). 

En la presente tesis, la prolongación de tiempo de fermentación de 24 a 48 horas no 

modificó la capacidad quelante de Fe en las muestras hidrolizadas (A) y el proceso se mantuvo 

estable; sin embargo, el efecto del etanol en la concentración de los péptidos, generó diferencias 

significativas para los extractos (S) de códigos 19 y 42, y extractos (P) de códigos BK y 8. Esto 

permite suponer; que en algunos casos, si bien el incremento del tiempo no produjo cambio 

alguno de la capacidad quelante, el etanol contribuyó a la formación de nuevas estructuras 

peptídicas favorables a la actividad quelante de Fe. Lo evidenciado podría no guardar relación 

con lo afirmado por los autores debido a diversos factores tales como, diferencia de sustratos, de 

proteasas, técnica de análisis, parámetros del proceso de hidrólisis, proceso de concentración con 

etanol, secuencia aminoacídica de los péptidos, entre otros. Por otro lado, Torres (2020) evaluó 

la capacidad antioxidante de fracciones peptídicas obtenidas de un tipo de queso añejo mexicano 

durante 0, 30, 95 y 180 días, obteniendo resultados máximos de capacidad quelante de Fe en 

ciertas fracciones a los 0, 95 y 180 días de maduración, por lo que no siempre se va cumplir la 

relación inversa entre el tiempo de hidrólisis y la capacidad quelante de Fe. 

Wu et al. (2017), identificando péptidos quelantes de Fe en gelatina de piel de bacalao 

(Gadus morhua), indicaron que la hidrólisis prolongada generó péptidos de bajo peso molecular 

y aminoácidos libres. En el presente estudio, la prolongación del tiempo de hidrólisis (24 a 48 h) 

podría haber generado péptidos de bajo peso molecular por acción de las enzimas bacteriana 

sobre los enlaces peptídicos, aunque la actividad quelante de Fe en las muestras se mantuvo 

estable; sin embargo, el proceso adicional de concentración de péptidos con etanol hizo posible 
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el incremento de la actividad quelante de Fe en algunos extractos tipo S de muestras códigos 19 

y 42, y extractos tipo P de muestras códigos BK y 8. Al respecto, se estima que el etanol podría 

provocar el incremento de actividad quelante de Fe en algunas muestras al actuar sobre los 

enlaces peptídicos de los aminoácidos. Asimismo, la solubilización o precipitación de extractos 

peptídicos en etanol, podría guardar relación con su afinidad en la conformación aminoacídica. 

A partir de los hallazgos encontrados, aceptamos la hipótesis nula general que establece 

que se obtienen extractos peptídicos bioactivos con capacidad quelante de hierro a partir de 

hidrolizados de caseína utilizando bacterias proteolíticas aisladas de residuos de langostino. 
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VI. CONCLUSIONES 

La acción de Shewanella sp. sobre los extractos peptídicos solubles en etanol (S) código 

19 y los precipitados con etanol (P) código 41 durante 48 horas de hidrólisis, favorece la 

capacidad quelante de Fe por los péptidos generados: 84.21 % Fe quelado, 13.55 ug proteína 

soluble, 0.040 mg azocaseína hidrolizada, 17.76 % en muestra hidrolizada A (grado de 

hidrólisis) para el código 19 (48h) S. Y valores de 84.03 % Fe quelado, 14.89 ug proteína soluble, 

0.043 mg azocaseína hidrolizada, 18.22 % en muestra hidrolizada A (grado de hidrólisis) para el 

código 41 (48h) P. 

Con respecto al grado de hidrólisis (%), se concluye que las enzimas de la cepa de 

Bacillus velezensis, cuyo código es RL-15 (42), produjeron el mayor grado de hidrólisis con un 

valor de 20.02 %. Todas las enzimas de las 4 cepas en estudio produjeron mayor grado de 

hidrólisis frente a la muestra control (BK). 

Con respecto a la actividad proteolítica, se concluye que las enzimas de la cepa de 

Bacillus velezensis, producto de la fermentación de 24 h, fueron capaces de hidrolizar la mayor 

cantidad de azocaseína con un valor de 0.166 mg az. La fermentación de 24 a 48 h, generó una 

notable disminución de actividad proteolítica en las enzimas de la cepa en mención, con un valor 

de 0.166 a 0.061 mg az. El empleo del etanol produjo una alta cantidad de azocaseína hidrolizada 

con un valor de 0.140 mg az. en extractos peptídicos precipitados con etanol (P) generado por las 

enzimas de la misma cepa en mención con 24 h de fermentación. El empleo del etanol produjo 

una alta cantidad de azocaseína hidrolizada con un valor de 0.083 mg az. en extractos peptídicos 

solubles en etanol (S) por las enzimas de la cepa Shewanella sp. con 24 h de fermentación.  

Se concluye que el tiempo de fermentación (24 a 48 h) de las cepas en estudio no produjo 

un cambio notable de la cantidad de proteinas solubles evaluada en las muestras hidrolizadas 
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(A). Sin embargo, el empleo del etanol hizo posible un notable incremento y disminución de 

proteínas solubles evaluadas en muestras tipo S y P. 

Con respecto al patrón EDTA, las muestras hidrolizadas(A) BK (48h) A (caseína 

control), 19(48h) A y 8(24h) A presentaron mayor actividad quelante de hierro. Similar 

comportamiento fue observado en extractos peptídicos solubles en etanol (S), las muestras (BK 

(24h) S, BK (48h) S, 19(24h) S, 19(48h) S). Todos los extractos peptídicos precipitados con 

etanol (P), también mostraron mayor actividad quelante de hierro con respecto al patrón 

utilizado. 

Los resultados indican que no existe efecto significativo en la prolongación del tiempo de 

fermentación evaluado en las muestras hidrolizadas (A) respecto a su capacidad quelante de Fe; 

sin embargo, la concentración de péptidos utilizando etanol demostró incrementar esta acción, lo 

cual sugiere la ruptura y formación de secuencias peptídicas que favorecen la quelación de Fe. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren importantes aplicaciones en el 

campo de la salud y la nutrición en base a péptidos bioactivos hidrolizados por bacterias 

proteolíticas aisladas de residuos industriales de langostinos. 
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VII. RECOMENDACIONES 

Se recomienda evaluar otros procedimientos de concentración y/o purificación de 

péptidos que busquen mejorar su capacidad quelante. 

Profundizar en el estudio de las estructuras y secuencias aminoacídicas de los péptidos 

bioactivos y utilizar enzimas procedentes de microorganismos proteolíticos marinos, contribuiría 

al diseño de procesos de elevada eficiencia. 

El complemento de resultados in vitro tal como los desarrollados en el presente estudio, 

con pruebas in vivo para evaluar la biodisponibilidad de Fe y de otros micronutrientes en el 

organismo significaría una importante contribución en el campo de la alimentación y la salud 

humana. 
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IX. ANEXOS 

9.1. %GH 

Anexo 1: Resumen del ANOVA-una vía 
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Anexo 2: Detalle del ANOVA-una vía 

Number of families 1 

Number of comparisons per family 10 

Alpha 0.05 

Tukey's multiple 
 

comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Below threshold? Summary Adjusted P Value 

RL-15 (08) vs. BK 1.763 0.9528 to 2.572 Yes **** <0.0001 B-A 
 
 

RL-15 (19) vs. BK 3.103 2.293 to 3.912 Yes **** <0.0001 C-A 
 
 

RL-15 (41) vs. BK 3.563 2.753 to 4.372 Yes **** <0.0001 D-A 
 
 

RL-15 (42) vs. BK 5.365 4.555 to 6.175 Yes **** <0.0001 E-A 
 
 

RL-15 (19) vs. RL-15 (08) 1.340 0.5303 to 2.150 Yes ** 0.0010 C-B 
 
 

RL-15 (41) vs. RL-15 (08) 1.800 0.9903 to 2.610 Yes **** <0.0001 D-B 
 
 

RL-15 (42) vs. RL-15 (08) 3.603 2.793 to 4.412 Yes **** <0.0001 E-B 
 
 

RL-15 (41) vs. RL-15 (19) 0.4600 -0.3497 to 1.270 No ns 0.4331 D-C 
 
 

RL-15 (42) vs. RL-15 (19) 2.263 1.453 to 3.072 Yes **** <0.0001 E-C 
             
 
 
            RL-15 (42) vs. RL-15 (41)    1.803 0.9928 to 2.612        Yes  **** <0.0001    E-D 
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Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 n2 Q DF 

RL-15 (08) vs. BK 16.42 14.66 1.763 0.2622 4 4 9.506 15 

RL-15 (19) vs. BK 17.76 14.66 3.103 0.2622 4 4 16.73 15 

RL-15 (41) vs. BK 18.22 14.66 3.563 0.2622 4 4 19.21 15 

RL-15 (42) vs. BK 20.03 14.66 5.365 0.2622 4 4 28.94 15 

RL-15 (19) vs. RL-15 (08) 17.76 16.42 1.340 0.2622 4 4 7.227 15 

RL-15 (41) vs. RL-15 (08) 18.22 16.42 1.800 0.2622 4 4 9.708 15 

RL-15 (42) vs. RL-15 (08) 20.03 16.42 3.603 0.2622 4 4 19.43 15 

RL-15 (41) vs. RL-15 (19) 18.22 17.76 0.4600 0.2622 4 4 2.481 15 

RL-15 (42) vs. RL-15 (19) 20.03 17.76 2.263 0.2622 4 4 12.20 15 

RL-15 (42) vs. RL-15 (41) 20.03 18.22 1.803 0.2622 4 4 9.721 15 
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9.2. ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA 

Anexo 3: Resumen del ANOVA-dos vías 
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Anexo 4: Detalle de las ANOVA-dos vías 

Compare cell means regardless 
of rows and columns 

Number of families 1 

Number of comparisons per 
family 45 

Alpha 0.05 

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary 
Adjusted P 

Value 

 
A (24 h):BK vs. A (48 h):BK 0.000 -0.03414 to 0.03414 No ns >0.9999 

 
A (24 h):8 vs. A (24 h):41 0.006500 -0.02764 to 0.04064 No ns 0.9672 

 
A (24 h):8 vs. A (24 h):42 -0.1250 -0.1591 to -0.09086 Yes *** 0.0003 

 
A (24 h):8 vs. A (48 h):8 -0.007500 -0.04164 to 0.02664 No ns 0.9339 

 
A (24 h):19 vs. A (48 h):19 2.082e-017 -0.03414 to 0.03414 No ns >0.9999 

 
A (24 h):41 vs. A (24 h):42 -0.1315 -0.1656 to -0.09736 Yes *** 0.0003 

 
A (24 h):41 vs. A (48 h):41 0.01800 -0.01614 to 0.05214 No ns 0.3212 

 
A (24 h):42 vs. A (48 h):42 0.1060 0.07186 to 0.1401 Yes *** 0.0007 

 
A (48 h):8 vs. A (48 h):41 0.03200 -0.002137 to 0.06614 No ns 0.0621 

 
A (48 h):8 vs. A (48 h):42 -0.01150 -0.04564 to 0.02264 No ns 0.6947 

 
A (48 h):41 vs. A (48 h):42 -0.04350 -0.07764 to -0.009363 Yes * 0.0214 
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Anexo 5: Resumen del ANOVA-dos vías 
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Anexo 6: Detalle de las ANOVA-dos vías 

Compare cell means regardless 

of rows and columns 

     

 
Number of families 

 
1 

    

Number of comparisons per 
 

Family 

 

 
344 

    

Alpha 0.05 
    

Tukey's multiple comparisons 

test 

Mean 

Diff. 

 
 
 
95.00% CI of diff. 

 
 
 
Significant? 

 
 
 

Summary 

 
Adjusted P 

 
Value 

 

BK:A (24h) vs. 8:A (48h) -0.04900 -0.07441 to -0.02359 Yes 

BK:A (24h) vs. 41:A (48h) -0.01700 -0.05512 to 0.02112 No 

BK:A (24h) vs. 42:A (48h) -0.06050 -0.1939 to 0.07292 No 

BK:S (24h) vs. 19:S (48h) -0.04050 -0.05956 to -0.02144 Yes 

BK:S (24h) vs. 41:S (48h) -0.04600 -0.1476 to 0.05565 No 

BK:P (24h) vs. 8:P (48h) -0.04650 -0.09097 to -0.002028 Yes 

BK:P (24h) vs. 41:P (48h) -0.04300 -0.05571 to -0.03029 Yes 

BK:P (24h) vs. 42:P (48h) -0.06600 -0.1549 to 0.02294 No 

8:A (24h) vs. 8:S (24h) 0.04150 0.009734 to 0.07327 Yes 

8:A (24h) vs. 8:P (24h) 0.01550 -0.05438 to 0.08538 No 

8:A (24h) vs. 8:A (48h) -0.007500 -0.01385 to -0.001147 Yes 

8:A (24h) vs. 19:A (48h) 0.04150 0.009734 to 0.07327 Yes 
 

8:S (24h) vs. 8:P (24h) -0.02600 -0.06412 to 0.01212 No  
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8:P (24h) vs. 8:P (48h) -0.02050 -0.02685 to -0.01415 Yes 
 

8:A (48h) vs. 8:S (48h) 0.04900 0.02359 to 0.07441 Yes 
 

8:A (48h) vs. 8:P (48h) 0.002500 -0.06738 to 0.07238 No 
 

8:S (48h) vs. 8:P (48h) -0.04650 -0.09097 to -0.002028 Yes 
 

19:A (24h) vs. 19:S (24h) -0.02100 
 

Yes 
 

19:S (24h) vs. 19:P (24h) 0.02100 
 

Yes 
 

19:S (24h) vs. 19:S (48h) -0.01950 -0.03856 to -0.0004407 Yes 
 

19:A (48h) vs. 19:S (48h) -0.04050 -0.05956 to -0.02144 Yes 
 

19:S (48h) vs. 19:P (48h) 0.04050 0.02144 to 0.05956 Yes 
 

41:A (24h) vs. 41:S (24h) -0.04850 -0.2836 to 0.1866 No 
 

41:A (24h) vs. 41:P (24h) -0.007000 -0.1468 to 0.1328 No 
 

41:A (24h) vs. 41:A (48h) 0.01800 -0.1599 to 0.1959 No 
 

41:S (24h) vs. 41:P (24h) 0.04150 -0.05380 to 0.1368 No 
 

41:S (24h) vs. 41:S (48h) 0.03750 0.03115 to 0.04385 Yes 
 

41:P (24h) vs. 41:P (48h) -0.001000 -0.01371 to 0.01171 No 
 

41:A (48h) vs. 41:S (48h) -0.02900 -0.09253 to 0.03453 No 
 

41:A (48h) vs. 41:P (48h) -0.02600 -0.07682 to 0.02482 No 
 

41:S (48h) vs. 41:P (48h) 0.003000 -0.1114 to 0.1174 No 
 

42:A (24h) vs. 42:S (24h) 0.1665 0.05850 to 0.2745 Yes 
 

42:A (24h) vs. 42:P (24h) 0.02700 -0.1255 to 0.1795 No 
 

42:A (24h) vs. 42:A (48h) 0.1060 0.08059 to 0.1314 Yes 
 

42:S (24h) vs. 42:P (24h) -0.1395 -0.1840 to -0.09503 Yes 
 

42:P (24h) vs. 42:P (48h) 0.07350 0.02903 to 0.1180 Yes 
 

42:A (48h) vs. 42:S (48h) 0.06050 -0.07292 to 0.1939 No 
 

42:A (48h) vs. 42:P (48h) -0.005500 -0.2279 to 0.2169 No  

42:S (48h) vs. 42:P (48h) -0.06600 -0.1549 to 0.02294 No  
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9.3. PROTEÍNA SOLUBLE 

Anexo 07: Resumen del ANOVA-dos vías 
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Anexo 08: Detalle de las ANOVA-dos vías 

Number of families 1 

Number of comparisons 
per family 45 

Alpha 0.05 

Tukey's multiple 
comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value 

 
A(24h):BK vs. A(48h):BK -0.03450 -14.32 to 14.25 No ns  >0.9999 

 
A(24h):8 vs. A(48h):8 1.829 -64.69 to 68.34 No ns 0.9676 

 
A(24h):19 vs. A(48h):19 -1.306 -7.367 to 4.755 No ns 0.2501 

 
A(24h):41 vs. A(48h):41 1.654 -39.57 to 42.88 No ns 0.8851 

 
A(24h):42 vs. A(48h):42 -0.1915 -72.22 to 71.83 No ns >0.9999 

 

Anexo 09: Resumen del ANOVA-dos vías 
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Anexo 10: Detalle de las ANOVA-dos vías  

Compare cell means regardless of rows 
and columns 

Number of families 1 

Number of comparisons per family 104 

Alpha 0.05 

 

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary 
Adjusted P 

Value 

 
BK:A vs. BK:S 17.91 13.26 to 22.56 Yes 

 
BK:A vs. BK:P 3.344 -1.961 to 8.648 No 

 
     BK:S vs. BK:P -14.56 -24.52 to -4.607     Yes 

 
     8:A vs. 8:S -38.97 -88.32 to 10.37      No 

 
     8:A vs. 8:P -5.015 -8.115 to -1.915     Yes 

 
     8:S vs. 8:P 33.96 -18.49 to 86.40     No 

 
    19:A vs. 19:S 16.27 14.05 to 18.48      Yes 

 
    19:A vs. 19:P -12.94 -19.36 to -6.517      Yes 

 
    19:S vs. 19:P -29.21 -33.41 to -25.00      Yes 

 
    41:A vs. 41:S -36.41 -71.82 to -1.007      Yes 

 
    41:A vs. 41:P -36.41 -71.82 to -1.007      Yes 

 
    42:A vs. 42:S -74.26 -163.4 to 14.92      No 

 
    42:A vs. 42:P 5.443 -7.054 to 17.94       No 

 
    42:S vs. 42:P 79.70 3.022 to 156.4      Yes 
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Anexo 11: Resumen del ANOVA-dos vías 
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Anexo 12: Detalle de las ANOVA-dos vías 

-Compare cell means regardless 
of rows and columns 

-Number of families 1 

-Number of comparisons per 
family 105 

-Alpha 0.05 

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary 
Adjusted P 

Value 

 
BK:A vs. BK:S 18.20 16.97 to 19.44 Yes * 0.0211 

 
BK:A vs. BK:P -0.4360 -25.65 to 24.77 No ns 0.9985 

 
BK:S vs. BK:P -18.64 -45.08 to 7.807 No ns 0.0876 

 
8:A vs. 8:S -56.39 -177.5 to 64.75 No ns 0.1160 

 
8:A vs. 8:P -0.8185 -83.81 to 82.17 No ns >0.9999 

 
8:S vs. 8:P 55.57 -148.6 to 259.7 No ns 0.2013 

 
19:A vs. 19:S 10.22 0.9896 to 19.46 Yes * 0.0376 

 
19:A vs. 19:P -15.71 -59.98 to 28.57 No ns 0.1556 

 
19:S vs. 19:P -25.93 -79.44 to 27.58 No ns 0.1113 

 
41:A vs. 41:S -42.51 -79.40 to -5.611 Yes * 0.0336 

 
41:A vs. 41:P 2.787 -3.375 to 8.948 No ns 0.1197 

 
41:S vs. 41:P 45.29 14.56 to 76.03 Yes * 0.0220 

 
42:A vs. 42:S -83.82 -171.1 to 3.499 No ns 0.0555 

 
42:A vs. 42:P 7.454 -7.304 to 22.21 No ns 0.1070 

 
42:S vs. 42:P 91.27 -10.80 to 193.3 No ns 0.0650 
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9.4. ACTIVIDAD QUELANTE 

Anexo 13: Resumen del ANOVA-dos vías 
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Anexo 14: Detalle de las ANOVA-dos vías 

-Compare cell means 
regardless of rows and 
columns 

-Number of families 1 

-Number of comparisons per 
family 627 

-Alpha 0.05 

 

Tukey's multiple comparisons 
test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary 

Adjusted P 
Value 

 
          EDTA:A(24h) vs. BK:A(24h) -7.685 -31.51 to 16.14 No 

          EDTA:A(24h) vs. 8:A(24h) -36.42 -46.84 to -26.00 Yes 

          EDTA:A(24h) vs. 19:A(24h) -21.84 -135.7 to 92.08 No 

          EDTA:A(24h) vs. 41:A(24h) -26.55 -167.5 to 114.4 No 

          EDTA:A(24h) vs. 42:A(24h) -13.11 -48.36 to 22.15 No 

          EDTA:S(24h) vs. BK:S(24h) -46.04 -83.71 to -8.361 Yes 

          EDTA:S(24h) vs. 8:S(24h) 18.23 -32.03 to 68.48 No 

          EDTA:S(24h) vs. 19:S(24h) -45.84 -86.05 to -5.620 Yes 

          EDTA:S(24h) vs. 41:S(24h) 30.21 0.02776 to 60.38 Yes 

          EDTA:S(24h) vs. 42:S(24h) 28.63 -17.62 to 74.88 No 

          EDTA:P(24h) vs. BK:P(24h) -35.14 -37.05 to -33.23 Yes 

          EDTA:P(24h) vs. 8:P(24h) -8.130 -11.94 to -4.318 Yes 

          EDTA:P(24h) vs. 19:P(24h) -41.77 -82.11 to -1.423 Yes 

          EDTA:P(24h) vs. 41:P(24h) -40.54 -71.67 to -9.410 Yes 

          EDTA:P(24h) vs. 42:P(24h) -44.17 -45.12 to -43.21 Yes 

          EDTA:A(48h) vs. BK:A(48h) -9.045 -11.78 to -6.313 Yes 

          EDTA:A(48h) vs. 8:A(48h) -35.22 -76.13 to 5.694 No 

          EDTA:A(48h) vs. 19:A(48h) -33.42 -41.30 to -25.54 Yes 

          EDTA:A(48h) vs. 41:A(48h) -35.22 -71.05 to 0.6115 No 

          EDTA:A(48h) vs. 42:A(48h) -13.41 -29.55 to 2.727 No 

          EDTA:S(48h) vs. BK:S(48h) -36.44 -54.92 to -17.95 Yes 

          EDTA:S(48h) vs. 8:S(48h) 13.03 -27.19 to 53.24 No 

          EDTA:S(48h) vs. 19:S(48h) -48.81 -86.80 to -10.82 Yes 

          EDTA:S(48h) vs. 41:S(48h) 23.90 -46.37 to 94.17 No 

          EDTA:S(48h) vs. 42:S(48h) 25.95 -18.27 to 70.17 No 

          EDTA:P(48h) vs. BK:P(48h) -37.14 -39.05 to -35.23 Yes 

          EDTA:P(48h) vs. 8:P(48h) -30.54 -50.23 to -10.85 Yes 

          EDTA:P(48h) vs. 19:P(48h) -33.94 -61.26 to -6.622 Yes 

          EDTA:P(48h) vs. 41:P(48h) -54.36 -101.8 to -6.897 Yes 

          EDTA:P(48h) vs. 42:P(48h) -44.16 -85.71 to -2.611 Yes 

          BK:A(24h) vs. BK:S(24h) -49.96 -58.28 to -41.63 Yes 

          BK:A(24h) vs. BK:P(24h) -33.34 -39.12 to -27.55 Yes 

          BK:S(24h) vs. BK:P(24h) 16.62 14.08 to 19.16 Yes 

          BK:A(48h) vs. BK:S(48h) -39.00 -82.39 to 4.397 No 

          BK:A(48h) vs. BK:P(48h) -33.98 -49.29 to -18.66 Yes 

          BK:S(48h) vs. BK:P(48h) 5.020 -53.68 to 63.72 No 

          8:A(24h) vs. 8:S(24h) 43.04 25.38 to 60.70 Yes 



160  

          8:A(24h) vs. 8:P(24h) 22.41 12.88 to 31.94 Yes 

          8:S(24h) vs. 8:P(24h) -20.63 -28.76 to -12.50 Yes 

          8:A(48h) vs. 8:S(48h) 36.64 13.77 to 59.51 Yes 

          8:A(48h) vs. 8:P(48h) -1.200 -6.282 to 3.882 No 

          8:S(48h) vs. 8:P(48h) -37.84 -55.63 to -20.05 Yes 

    

         19:A(24h) vs. 19:S(24h) -35.61 -167.6 to 96.35 No 

         19:A(24h) vs. 19:P(24h) -25.81 -196.2 to 144.6 No 

         19:S(24h) vs. 19:P(24h) 9.795 -28.64 to 48.23 No 

         19:A(48h) vs. 19:S(48h) -27.00 -34.94 to -19.05 Yes 

         19:A(48h) vs. 19:P(48h) -6.400 -41.98 to 29.18 No 

         19:S(48h) vs. 19:P(48h) 20.60 -7.041 to 48.23 No 

         41:A(24h) vs. 41:S(24h) 45.15 -87.83 to 178.1 No 

         41:A(24h) vs. 41:P(24h) -19.88 -175.8 to 136.1 No 

         41:S(24h) vs. 41:P(24h) -65.02 -88.02 to -42.02 Yes 

         41:A(48h) vs. 41:S(48h) 47.52 35.25 to 59.78 Yes 

         41:A(48h) vs. 41:P(48h) -25.02 -52.78 to 2.748 No 

         41:S(48h) vs. 41:P(48h) -72.53 -88.03 to -57.03 Yes 

         42:A(24h) vs. 42:S(24h) 30.13 18.95 to 41.31 Yes 

         42:A(24h) vs. 42:P(24h) -36.94 -57.02 to -16.86 Yes 

         42:S(24h) vs. 42:P(24h) -67.07 -75.96 to -58.18 Yes 

         42:A(48h) vs. 42:S(48h) 27.76 21.85 to 33.66 Yes 

         42:A(48h) vs. 42:P(48h) -36.63 -78.18 to 4.919 No 

         42:S(48h) vs. 42:P(48h) -64.39 -111.8 to -16.93 Yes 

 
 

Anexo 15: Resumen del ANOVA-dos vías 
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Anexo 16: Detalle de las ANOVA-dos vías 

-Compare cell means regardless of 
rows and columns 

-Number of families 1 

-Number of comparisons per family 65 

-Alpha 0.05 

 
Tukey's multiple comparisons 
test Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary 

Adjusted P 
Value 

           A(24h):BK vs. A(48h):BK   -1.360 -22.45 to 19.73 No 

           A(24h):8 vs. A(48h):8 1.200 -29.29 to 31.69 No 

           A(24h):19 vs. A(48h):19 -11.59 -133.4 to 110.2 No 

           A(24h):41 vs. A(48h):41 -8.675 -113.8 to 96.47 No 

           A(24h):42 vs. A(48h):42 -0.3050 -19.43 to 18.82 No 

    

    

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 


