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Resumen

Titulo: Evaluacion de la hidrdlisis de sangre bovina empleando Gelzyme L 500 para la obtencién
de hierro hemo*

Autor: Cristian Jhoany Parra Jaimes y Harold Johan Prada Morales.**

Palabras Clave: Grado de hidrolisis, concentracion hierro hemo, hidrdlisis enzimatica, sangre
bovina.

Descripcion: Entre las insuficiencias nutricionales en los nifios, la deficiencia de hierro es una de
las mas comunes. La hidroélisis enzimatica es una alternativa para obtener hierro hemo contenido
en la sangre bovina, subproducto carnico que es producido en grandes cantidades dentro del pais.
Por tal razon, este trabajo de grado evalué la hidrdlisis de sangre bovina empleando la proteasa
alcalina liquida Gelzyme L 500 para la obtencion de hierro hemo. En primer lugar, se
seleccionaron las condiciones de pH y temperatura necesarios para obtener el mayor grado de
hidrdlisis, para esto, se trabajé un volumen de reaccion de 500 mL considerando distintos niveles
de pH (8, 9y 10) y de temperatura (45, 55 y 60 °C) y una concentracién de enzima:sustrato al 0.7
%p/p en un tiempo de reaccion de 120 minutos. Como resultado se obtuvo, un grado de hidrdlisis
de 10.03% a 55 °C con pH 10. Luego, se determind la influencia de la relacién enzima:sustrato
empleando tres niveles distintos (0.75, 1.25 y 1.75 %p/p) y tiempo de hidrolisis (30, 60 y 90
minutos) en el grado de hidrélisis y contenido de hierro hemo en los hidrolizados con las
condiciones seleccionadas de pH y temperatura. Finalmente se encontré que, el mayor grado de
hidrolisis fue de 16.55% utilizando concentracion enzima:sustrato al 1.75 %p/p a los 90 minutos.
Por otro lado, la mayor concentracion de hierro hemo fue de 5191.8 mg/L con una concentracion
enzima:sustrato al 1.25 %p/p a los 60 minutos.

*Trabajo de grado.

**Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Centro de
Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Director: Viviana Sanchez Torres, Ingeniera
Quimica, Ph.D. Codirectora: Maria Angélica Angarita Rangel, Ingeniera Quimica, Mg.
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Abstract

Title: Assessment of bovine blood hydrolysis using Gelzyme L 500 for heme iron extraction”
Author(s): Cristian Jhoany Parra Jaimes y Harold Johan Prada Morales™
Key Words: Degree of hydrolysis, heme iron concentration, enzymatic hydrolysis, bovine blood.

Description: Among the nutritional deficiencies in children, iron deficiency is one of the most
common. Enzymatic hydrolysis is an alternative for obtaining heme iron contained in bovine
blood, a byproduct of the meat industry produced in large quantities in the country. For this reason,
this thesis evaluated the hydrolysis of bovine blood using the liquid alkaline protease Gelzyme L
500 to obtain heme iron. Firstly, the necessary pH and temperature conditions were selected to
achieve the highest degree of hydrolysis. For this purpose, a reaction volume of 500 mL was used,
considering different pH levels (8, 9, and 10) and temperatures (45, 55, and 60 °C), and an enzyme-
to-substrate ratio of 0.7% w/w over a reaction time of 120 minutes. As a result, a hydrolysis degree
of 10.03% was obtained at 55 °C with a pH of 10. Subsequently, the influence of the enzyme-to-
substrate ratio was determined using three different levels (0.75, 1.25, and 1.75% w/w) and the
hydrolysis time (30, 60, and 90 minutes) on the heme iron content in the hydrolysates under the
selected pH and temperature conditions Finally, it was found that the highest degree of hydrolysis
was 16.55% using an enzyme-to-substrate concentration of 1.75% w/w at 90 minutes. On the other
hand, the highest concentration of heme iron was 5191.811 mg/L with an enzyme-to-substrate

concentration of 1.25% w/w at 60 minutes.

“Degree Work

“Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Food Science and
Technology Research Group. Director: Viviana Sanchez Torres, Chemical Engineer, Ph.D. Co-
director: Maria Angélica Angarita Rangel, Chemical Engineer, Mg.
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Introduccion

Las insuficiencias nutricionales en la poblacion infantil representan un desafio significativo
para la salud publica, tanto a escala mundial como nacional (Quevedo Bolivar, 2019). Entre estas,
la deficiencia de hierro es particularmente notable por su gran prevalencia, contribuyendo al 50%
de los casos de anemia (Abril et al., 2017). Este fendmeno afecta principalmente a grupos
demograficos que experimentan una ingesta y/o absorcion inadecuada de hierro a partir de los
alimentos. Tal situacidn se atribuye, en gran medida, a la presencia predominante de formas poco
solubles del mineral y a una baja biodisponibilidad en los alimentos consumidos (Duran et al.,
2017), lo que limita su aprovechamiento por parte del organismo.

La extraccion y utilizacion del hierro hemo es aprovechado en la industria alimentaria, asi
como en el &mbito de la suplementacion nutricional y farmacéutica, ya que es un componente con
alta biodisponibilidad bioldgica (Mufioz et al., 2019). El hierro hemo, se puede obtener de manera
controlada mediante un proceso enzimatico a partir de la sangre bovina, un subproducto de la
industria carnica que se produce en cantidades notables en el pais. Segun la Encuesta de Sacrificio
de Ganado (ESAG), en el primer trimestre del afio 2023 se registré un crecimiento del 1,7% en el
sacrificio de ganado vacuno (DANE, 2023), generando un aumento en la disponibilidad de sangre
bovina como fuente potencial de hierro hemo. Los eritrocitos contienen la hemoglobina en la cual
esta presente el hierro hemo (Monroy et al., 2013), cuya hidrdlisis da lugar a hidrolizados de alto
valor afadido por su fuente dietética de hierro, el cual es absorbido con mucha mayor facilidad
por el intestino (Soto Méndez & Caballero Pérez, 2011) (Benitez et al., 2008) (Pérez Galvez,

2006).
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Durante esta investigacion se empleo la proteasa Gelzyme L 500, una enzima que se usé
para fragmentar las proteinas presentes en la sangre bovina en cadenas de aminoécidos méas
reducidas, conocidas como proteinas hidrolizadas, lo que resulta en la liberacién del hierro hemo
y, por consiguiente, facilita su extraccion (Mufioz et al., 2019). Sin embargo, la actividad de la
enzima esta condicionada por multiples factores como la concentracion de sustrato, la relacion
enzima/sustrato, el tiempo de hidrolisis y las condiciones fisicoquimicas como el pH y la
temperatura (Figueroa et al., 2023).

El propdsito de esta investigacion consistio en analizar las mejores condiciones de
hidrdlisis enzimética para la obtencion de hierro hemo mediante una evaluacion de los efectos del
pH y temperatura sobre el grado de hidrdlisis y la concentracion enzima:sustrato y tiempo sobre
el grado de hidrolisis y contenido de hierro hemo en los hidrolizados de sangre bovina.

Este trabajo de grado apoya al proyecto financiado por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia
e Innovacion (MINCIENCIAS): “Desarrollo de una harina vegetal fortificada con hierro obtenido
del procesamiento enzimatico controlado de la sangre de bovino, como futura estrategia para
aumentar la disponibilidad de hierro hemo en la dieta de las familias con nifios menores de 5 afios
del departamento de Boyaca”, el cual esta siendo desarrollado por el Centro de Investigacion en
Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA) para el fortalecimiento de capacidades regionales de

investigacion en salud.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general
Evaluar la hidrdlisis de sangre bovina empleando Gelzyme L 500 para la obtencion de
hierro hemo.
1.2 Objetivos especificos
Seleccionar las condiciones de pH y temperatura necesarios para obtener el mayor grado
de hidrdlisis de Gelzyme L 500 con sangre bovina como sustrato.
Determinar la influencia de la relacién enzima:sustrato y el tiempo en el grado de hidrdlisis

y contenido de hierro hemo en los hidrolizados.
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2. Marco teorico y estado del arte

La sangre bovina se destaca como fuente nutricional debido su alto contenido proteico y
propiedades funcionales en la industria de alimentos (Morales et al., 2017), estd compuesta en
promedio por 80.9% de agua, 17.3% de proteinas, 0.62% de minerales, 0.23% de grasas y 0.07%
de carbohidratos (Montanero Zambrano et al., 2022). Esta puede dividirse en dos fases, la fase
solida donde se encuentra el paquete celular: glébulos blancos, glébulos rojos y plaquetas (Acosta
Camacho & Rios Morales, 2013), y la fase liquida denominada plasma que contiene entre 15 y
20% de proteina, con varios nutrientes esenciales como aminoécidos, minerales, vitaminas y
acidos grasos (Isaza Rengifo et al., 2010). Por tal razén, la sangre bovina junto a su contenido de
hierro hemo, se le otorgan varios usos importantes: consumo humano (alimenticio y farmacéutico),
animal e industrial (Rodriguez Furlan et al., 2010).

En primer lugar, estructuralmente el grupo hemo estd compuesto por un atomo de hierro y
un anillo heterociclico llamado porfirina. La porfirina es un tetrapirrol ciclico, donde cuatro anillos
de pirrol estan unidos por enlaces metileno (=CH-), con el atomo de hierro en el centro de esta
estructura (Villavicencio-Queijeiro, 2012). El hierro es un elemento fundamental en sistemas
bioldgicos que desempefia un rol importante en una variedad de procesos bioldgicos. Se utiliza en
el transporte de oxigeno, almacenamiento de oxigeno a corto plazo, la produccion de energia, entre
otros procesos (Winter et al., 2014). El hierro se presenta en dos formas: hemo (orgénico), se
encuentra principalmente en las carnes (mioglobina) y la sangre (hemoglobina) y el hierro no

hemo, proviene de fuentes vegetales y algunos alimentos de origen animal (Sermini et al., 2017).
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El hierro hemo, obtenido por fuentes alimenticias de origen animal, se caracteriza por su
mayor capacidad de absorcién por el organismo humano (Tostado et al., 2015), lo que facilita su
incorporacion en una gran variedad de alimentos.

El uso de las proteinas de la sangre bovina junto a su contenido de hierro hemo ha sido
propuesto para su incorporacion en diversos productos alimenticios, como carnes tradicionales
(morcillas y salchichas), y productos horneados (galletas, panes, pasteles y pastas) (Janiszewska,
2014). Sin embargo, la sangre bovina no esté siendo aprovechada debido a la falta de alternativas
de uso como subproducto carnico, por lo anterior, diferentes investigaciones se han centrado en la
forma de aprovechar los hidrolizados de sangre de diferentes animales, para evaluar la capacidad
antioxidante y antihipertensiva (Gomez et al., 2013).

La hidrdlisis consiste en una reaccion que implica la ruptura de moléculas mediante la
accion del agua (Flores et al., 2008). Este proceso puede llevarse a cabo de manera quimica o
enzimatica. La hidrdlisis enzimética de proteinas se utiliza especialmente para extraer fragmentos
de proteina de subproductos céarnicos como la sangre, y obtener ingredientes de alto valor
agregado, manteniendo asi el valor nutricional del producto final, conocido como hidrolizado
(Lafarga & Hayes, 2017). Las enzimas utilizadas en el proceso de hidrolisis se conocen como
proteasas y actlian como catalizadores biologicos, mas eficaces que los catalizadores inorganicos
(Cardona Serrate, n.d.) y de bajo costo en comparacion con otros catalizadores.

Las proteasas se pueden clasificar segun su origen (animal, vegetal, bacteriano o fungico),
por su modo de accion catalitica (endo- o exo-actividad) o con base en su sitio catalitico
(serinproteasas, cisteinproteasas, aspartato proteasas) (Monroy et al., 2013).

En cuanto a los hidrolizados de sangre bovina, se ha buscado mejorar las propiedades del

producto encontrando la mejor relacion enzima sustrato, por tal razdn en esta investigacion se
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evaluard la enzima Gelzyme L 500, una proteasa producida por Proenzymas S.A (Cali, Valle del
Cauca) y obtenida por fermentacion controlada de una cepa de Bacillus spp. Esta enzima hidroliza
en forma efectiva diversas proteinas (hemoglobina, caseina, albumina, gelatina, proteina de
pescado, soya Yy otras) segun las especificaciones de la ficha técnica (Proenzymas S.A, 2024) la
cual ofrece una via prometedora para la liberacion de hierro hemo a partir de sangre bovina.
Ademas, el costo de Gelzyme L 500, es méas bajo que el de otras proteasas de grado alimenticio
por ser una enzima comercial nacional.

Ahora bien, el grado de hidrolisis estd determinado por una serie de condiciones,
incluyendo la concentracion de sustrato, la relacion enzima/sustrato, el tiempo de incubacion y las
condiciones fisicoquimicas tales como el pH y la temperatura (Benitez et al., 2008).

En Colombia se reportan investigaciones previas relacionadas con el aprovechamiento de
la sangre bovina, por ejemplo, en la Universidad Industrial de Santander, se llevé a cabo una
estrategia para la obtencién de péptidos de alto valor nutricional que permita la valorizacién de la
sangre bovina. El estudio encontré las condiciones Optimas de operacion con una concentracion
de enzima de 0.76 %p/p, a una temperatura de 53°C y un pH de 8.34, utilizando la enzima Alcalasa
2.4 L (Monroy et al., 2013).

Asimismo, afos posteriores un estudio se encargé de evaluar la hidrolisis enzimatica de
sangre bovina para la obtencion de hierro hemo. Como resultado obtuvieron 28.48% como mayor
grado de hidrolisis a 1.0% de concentracion de enzima utilizando la enzima Gelzyme L 500 (Bacca
& Herrefio, 2024).

Una publicacion realizada por la Universidad Popular del César en conjunto con la
Universidad de la Guajira y la Universidad de Antioguia optimizaron la reaccion de hidrolisis

enzimatica de proteinas de la fraccion globular de sangre bovina. La enzima utilizada fue Acalase



HIDROLISIS DE SANGRE BOVINA EMPLEANDO GELZYME L 500 16

2.4 L, laarrojo un grado de hidrdlisis de 38.08 % para pH a 8.16, sustrato inicial al 6.6 % y relacion
enzima:sutrato al 14.7 %p/p en un reactor batch a temperatura de 55° C por 2 horas (Morales et
al., 2017).

Otro estudio utilizo diferentes mezclas de enzimas para investigar la relacion entre el grado
de hidrdlisis, la distribucién del peso molecular, la especificidad de la enzima y las caracteristicas
sensoriales de los hidrolizados. La concentracion fue de 0. 5% (p/p), con un pH 7 a 55 °C con
papaina durante 5 horas. Los valores mas altos del grado de hidrolisis fueron 26.3 y 19.6% que se
observaron facilmente después de 5 horas de hidrolisis en cada material de partida (Fu et al., 2018).

Por otro lado, investigaciones cuyo sustrato no es la sangre bovina, como la que presentada
por el Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA) en la que se evaluo
una estrategia para el aprovechamiento y la valorizacién de las proteinas del lactosuero utilizando
Gelzyme L 500, encontraron las mejores condiciones de pH y temperatura en la hidrdlisis, 10 y 60
°C respectivamente. Bajo estas condiciones, se alcanz6 un grado maximo de hidrolisis del 22%, y
se observo que el tamafio molecular de los hidrolizados resultantes era inferior a 6.5 kDa.(Duarte-

Manchego et al., 2019).
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3. Metodologia

La Figura 1 ilustra el diagrama de flujo, destacando las etapas llevadas a cabo con el
proposito de lograr los objetivos establecidos en este proyecto.
Figural
Diagrama de flujo por bloques del trabajo de grado

Hidrolisis enzimatica:

Volumen: 500 mL Hidrolisis enzimatica:
E/S: 0.7 % p/p Volumen: 500 mL
t: 120 minutos E/S: 0.75, 1.25 y 1.75 %p/p
pH: 8,9y 10 t: 30, 60 y 90 minutos
T: 45,55y 60 °C l
Etapa 2.
EFa}pa L Determinacion de la
Eleccién del pH _ relacién
y te;ger;tgra de Niveles con enzima:sustrato y el
{QLOUSES: mayor grado tiempo de hidrélisis.
de hidrolisis.

l

Variables de entrada > Hidrolizados con mayor
concentracion de hierro
Variables de salida - hemo y grado de hidrolisis.

3.1. Etapa 1. Eleccién del pH y la temperatura de hidrolisis.

La sangre bovina fue recolectada en la empresa Colbeef S.A.S ubicada en Girdn, Santander
utilizando como anticoagulante citrato de sodio al 1.5%. Se llevo a cabo la hidrolisis enzimatica
utilizando la enzima comercial Gelzyme L 500 (Proenzymas S.A) a una concentracion 0.7 %p/p
(0.63 g de enzima / 90.19 g proteina en sangre bovina) en un reactor batch con un volumen de 500

mL de sangre bovina, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2
Diagrama del montaje de hidrolisis sangre bovina
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Para evaluar las mejores condiciones de la enzima, se desarrollé un disefio factorial 32

considerando diferentes niveles de pH 8, 9, 10 y de temperatura 45, 55, 60 °C, la cual se ve

detallada en la Tabla 1. La temperatura no excedié los 60 °C, ya que puede provocar la

descomposicion del grupo hemo presente en la sangre (Martinez Gracia et al., 2000). Ademas,

también se establecieron estas condiciones de reaccidn teniendo en cuenta la ficha técnica de la

enzima empleada (Apéndice A). Durante esta fase, la reaccion de hidrolisis se llevo a cabo hasta

que el pH de la muestra de sangre bovina permanecié constante. Una vez finalizado, se trasladé el

producto hidrolizado al congelador para detener la reaccion enzimatica.
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Tabla 1

Diserio factorial de tratamientos considerando los distintos niveles de pH y temperatura

) pH Temperatura [°C]

Tratamiento 3 9 10 45 55 60

1 X X

2 X X

3 X X

4 X X

5 X X

6 X X

7 X X

8 X X

9 X X

El grado de hidrolisis se determind por el método del pH-estatico mediante una titulacion
con NaOH 5N. El célculo del grado de hidrolisis se realiz6 utilizando las ecuaciones 1, 2 y 3

presentadas a continuacion (Sanchez et al., 2016):

GH = % . hit (Ec. 1)
10PH - PK

a = m (EC. 2)

PK = 7,8+ 22— % 2400 (Ec. 3)

Donde B es el volumen de NaOH consumido (L), NB es la normalidad de la base, a es el
grado medio de disociacion de los grupos a-NH2 liberados en la reaccion, el cual depende del pK,
que a su vez esté asociado con la temperatura, Mp (kg) es la cantidad de proteina en la mezcla de
reaccion. Mp se calculd con la siguiente ecuacion:

Mp = kg de proteina en 500 ml de sangre * contenido de proteina en la sangre (%) (Ec. 4)
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El parametro ht (Eqv/kg) es el numero de enlaces peptidicos totales en la proteina (Morales
et al., 2017), para este caso se utilizo un ht de 8.3 Eqv/kg, que ha sido reportado para proteinas de
la sangre (Gémez et al., 2013).

3.2. Etapa 2. Determinacion de la relacion enzima:sustrato y el tiempo de hidrolisis.

Se empled el mismo montaje disefiado para la Etapa 1, que se observa en la Figura 2. Se
utilizé un disefio experimental factorial 32, teniendo como variables de entrada la relacion
enzima:sustrato y el tiempo de hidrélisis. Los niveles a evaluar se detallan en la Tabla 2, para la
relacion enzima:sustrato fueron 0.75, 1.25 y 1.75 % (p/p), teniendo en cuenta recomendaciones de
estudios previos (Bacca & Herrefio, 2024), mientras que para el tiempo de reaccidn se consideraron
30, 60, 90 min, fijando las condiciones de pH y temperatura seleccionadas en la etapa anterior.
Tabla 2

Disefio factorial de tratamientos considerando los distintos niveles de relacidén enzima:sustrato y

tiempo
T . Relacion E/S Tiempo

ratamiento 4 2o 1.25 1.75 30 60 90
1 X X
2 X X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X

Se tom0 una muestra de 4 mL antes y después de la hidrdlisis, las variables de respuesta
fueron el grado de hidrdlisis y la concentracion de hierro hemo en el hidrolizado. Para la

cuantificacion de hierro hemo las muestras de hidrolizado reaccionaron con metil isobutil cetona,
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HCI y agua durante una hora en la oscuridad para luego pasar por un bafio ultrasénico de 10
minutos (Quintero, 2009). Después de centrifugar a 2260 g y filtrar las muestras a través de un
filtro PVDF 0.45 pum, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 378 nm utilizando un
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Spectronic Cat. Espectrometro visible 4001/4 Genesys 20),
tal como se establecid en investigaciones previas (Monroy et al., 2013), empleando el patrén de
hierro hemo (Hemin Chloride 3741-5GM) mediante una curva de calibracion con soluciones de

concentracion entre 2.5 - 30 mg/L.

4. Resultados y analisis

4.1. Hidrodlisis enzimatica utilizando Gelzyme L 500.
4.1.1 Calculo de la masa de proteina en 500 mL de sangre.
Para realizar el célculo de la masa de proteina (Mp) en 500 mL de sangre bovina, se debia
conocer la masa del sustrato (513 g), y la masa de la proteina en 100 g de sustrato (17.58 g) segun
resultados del analisis bromatoldgico realizado por el laboratorio de servicios del CICTA (Tabla

3).
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Tabla 3

Resultados del analisis bromatolégico de la sangre bovina realizado por el CICTA

Pardmetros Unidad Resultado Método de andlisis / Normatividad
Humedad g/ 100 g 80.75 Gravimétrico
muestra (%) GOMESL.01 V06 2018-07-30
Ceniza g/ 100 g 0.80 Gravimétrico
muestra (%) GOMECH.01 V09 2019-04-01
Grasa g/ 100 g 0.28 Gravimétrico — Soxhlet
muestra (%) GOMEGC.01 V06 2019-04-01
Proteina g/ 100 ¢ 17.58 Volumétrico — Kjeldahl
muestra (%) GOMEPL.01 V08 2019-04-01
Hierro mg/ 100 g 47.27 Espectroscopia de absorcion atdmica asistida
muestra (%) por digestion por microondas

NTC-EN 140084:2021
Nota. Adaptado de Bacca & Herrefio (2024, p. 28).

Una vez conocidos dichos valores, se calculd la cantidad de proteina en la mezcla de la

reaccién. Teniendo en cuenta lo anterior, se reportan dichos calculos en las ecuaciones 5 y 6:

__513g%17.58¢g
M, = ~og (Ec. 5)
Mp = 90.19 g proteina (Ec. 6)

4.1.2 Grado de hidrolisis.

La Figura 3 muestra el efecto de la temperatura y el pH en el grado de hidrdlisis a lo largo
del tiempo. Se observa que, a un pH de 8, la hidrolisis es nula independientemente de la
temperatura. Ademas, se aprecia que el grado de hidrdlisis aumenta con los niveles més altos de

temperatura y pH.
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Figura 3
Resultados del grado de hidrolisis en funcion de temperatura (45, 55y 60 °C) y pH (8, 9y 10) en

500 mL de sangre bovina utilizando una concentracion 0.7 % p/p de enzima Gelzyme L 500
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Luego del reporte del andlisis bromatolégico para la muestra de sangre bovina, cuya
densidad fue de 1.0262 g/mL, con un valor de proteinas de 17.58 g, y al realizar el calculo de Mp
(90.19 g proteina) observado en las ecuaciones 5 y 6, se calculd el grado de hidrolisis
correspondiente. Los resultados de los grados de hidrolisis cuando se completd el tiempo de
reaccion de 120 minutos con pH 10 a 55 °C, pH 10 a 60°C, pH 10a 45 °C,pH9a 60 °C,pH 9 a
45 °C, pH 9 a 55 °C y pH 8 a 60 °C fueron de 10.03%, 9.69%, 7.19%, 5.72%, 1.70%, 1.37%,

0.00%. respectivamente. Estos resultados demuestran que pardmetros como la temperatura y el
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pH influyen significativamente en la hidrélisis enzimatica, como se evidencia en este trabajo y en
estudios previos (Montanero Zambrano et al., 2022).

En el Apéndice C se aprecian con detalle los resultados obtenidos en los 120 minutos de
hidrolisis para las distintas condiciones de pH (8, 9 y 10) y temperatura (45, 55 y 60 °C) para la
sangre bovina.

4.1.3 Analisis estadistico ANOVA.

Este analisis se llevd a cabo en el software estadistico Statistica (version 9) disponible en
el laboratorio de servicios del grupo CICTA.

Si el valor p es menor que un nivel de significancia predefinido (comunmente 0.05), se
rechaza la hipdtesis nula en favor de la hipdtesis alternativa. Esto significa que hay evidencia
suficiente para concluir que al menos uno de los grupos difiere significativamente de los demas en
términos de la variable de interés. Por el contrario, si el valor p es mayor que el nivel de
significancia, no hay suficiente evidencia para rechazar la hipétesis nula. En este caso, no se puede
concluir que existan diferencias significativas entre los grupos.

En la Tabla 4, se observo que el anélisis de varianza (p<0.05), indica que tanto la
temperatura como el pH son variables significativas que tienen influencia en el grado de hidrélisis.

Sin embargo, el efecto de la interaccion T*pH no representa una diferencia significativa.
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Tabla 4

Analisis de varianza (p<0.05) para la interaccion temperatura y pH

ANOVA

Pruebas univariadas de significancia para %GH.
Fuente Parametrizacion restringida por Sigma.
Descomposicion efectiva de hipotesis.

Suma de Grado Cuadrado Valor F p
cuadrados Libertad medio
Intercepto 283.2200 1 283.2200  207.3085  0.000001
Temperatura 14.4034 2 7.2017 5.2714 0.034646  Significativo
pH 251.1756 2 125.5878  91.9265  0.000003  Significativo
Temperatura*pH 18.6742 4 4.6686 3.4172 0.065456  No significativo
Réplicas 0.3147 1 0.3147 0.2303 0.644117  No significativo
Error 10.9294 8 1.3662

La Figura 4, evidencia claramente la relacion entre la temperatura y el grado de hidrdlisis
(%GH), la cual es directamente proporcional. A medida que aumenta la temperatura, se observa
un incremento en el %GH, lo que indica que el proceso de hidrdlisis se ve favorecido por

condiciones térmicas elevadas.



HIDROLISIS DE SANGRE BOVINA EMPLEANDO GELZYME L 500 26

Figura 4
Grafico ANOVA para temperatura
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En la Figura 5, se aprecia la relacion entre el pH y el %GH, la cual es directamente

proporcional. A medida que se aumenta el pH, se observa un significativo incremento en el %GH,

lo que indica que el proceso de hidrdlisis se ve favorecido por los niveles mas altos de pH.
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Figura 5
Grafico ANOVA para pH
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La finalidad de esta etapa, fue obtener hidrolizados con un grado de hidrélisis superior al

10%, para su uso en alimentacion especializada (Benitez et al., 2008). Las condiciones mas

cercanas para cumplir con este proposito fueron pH 10 a 60 °C y pH 10 a 55°C, pero como

anteriormente se menciond, una temperatura que exceda los 60 °C puede provocar la

descomposicion del grupo hemo presente en la sangre (Martinez Gracia et al., 2000). Por tales

motivos, se escogio continuar la Etapa 2 a las condiciones de pHy T (10 y 55 °C respectivamente)

con gue se obtuvo mayor grado de hidrolisis (10.03%).
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4.2. Cuantificacion de hierro hemo en las muestras con diferente relacion
enzima:sustrato.
4.2.1 Grado de hidrolisis.
La Figura 6 muestra el efecto de la concentracion de la enzima sobre el grado de hidrdlisis

a lo largo del tiempo. Se observa que, a una mayor relacion de enzima:sustrato aumenta el grado
de hidrdlisis.

Figura 6

Resultados del grado de hidrolisis en funcidn de relacion enzima:sustrato (0.75, 1.25y 1.75 %p/p)

y tiempo (30, 60 y 90 minutos) en 500 mL de sangre bovina utilizando pH 10 a 55 °C
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Los resultados de los grados de hidrdlisis cuando se completd el tiempo de reaccion de 90
minutos con concentraciones enzima:sustrato al 0.75, 1.25 y 1.75 %p/p fueron de 8.02, 13.5y
16.6% respectivamente. Cabe destacar que el valor de 16.6% representa el mayor grado de

hidrolisis alcanzado entre todos los tratamientos efectuados en este estudio. Este grado de
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hidroélisis permite que el organismo pueda absorber mayor cantidad de hierro hemo (Vaghefi et
al., 2002).
4.2.2 Determinacion de hierro hemo.

Teniendo en cuenta las cantidades de hierro hemo a pH 10 y temperatura de 55 °C a los 60
minutos, se aprecia en la Figura 7, con las concentraciones enzima:sutrato de 0.75, 1.25y 1.75
%p/p fueron 2768.1, 5191.8 y 4497.5 mg/L respectivamente. Ahora bien, comparandose con el
contenido de hierro hemo en el tiempo cero de sangre bovina entera (sin enzima) que fueron de
3814.7, 5668.1 y 6385.3 mg/L en las tres corridas, se evidencia la disminucion de contenido de
hierro hemo a medida que aumenta el tiempo de hidrolisis. Este resultado es ocasionado por la
coccion de la sangre bovina, ya que un horneo por tiempo prolongado reduce la absorcion de hierro

hemo (Gonzéalez Urrutia, 2005).
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Figura7

Concentracion de hierro hemo con diferentes cantidades enzima:sustrato (0.75, 1.25y 1.75 %p/p)

en distintos tiempos de hidrolisis (30, 60 y 90 minutos) con pH 10 a 55 °C
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4.2.3 Analisis estadistico ANOVA.

El analisis ANOVA se realizd para determinar la influencia de los factores y sus
interacciones sobre el contenido de hierro hemo. Los factores considerados en el analisis fueron
relacion enzima:sustrato (E/S), tiempo, interaccion de E/S*tiempo y réplica. Segun la Tabla 5,
tanto la relacion enzima:sustrato (E/S) como el tiempo mostraron efectos significativos sobre el
contenido de hierro hemo. La interaccion entre estos factores no es significativa, lo que implica
que sus efectos son independientes y no se combinan. La consistencia de las mediciones se

confirma por la no significancia del factor réplica.
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Tabla b

Analisis de varianza (p<0.05) para la interaccion entre la relacidén enzima:sustrato y tiempo

Pruebas Univariadas de Significancia para el contenido de hierro hemo
Parametrizacion restringida por Sigma
Descomposicion efectiva de la hipdtesis

Fuente

Sumade  Grados Cuadrado ValorF p
cuadrados Libertad  medio
Intercepto 385094771 1 385094771 501.9979 0.000000 Significativo
E/S 12250311 2 6125155 7.9846 0.007209 Significativo
Tiempo 19225582 3 6408527 8.3540 0.003544 Significativo
6
1

E/S*Tiempo 4655007 775835 1.0114 0.465446  No significativo
Réplica 3343541 3343541 4.3585 0.060881  No significativo
Error 8438367 11 767124

El grafico presentado (Figura 8), muestra que la relacion enzima:sustrato (E/S) tiene un
efecto significativo sobre el contenido de hierro hemo, que indica que un aumento en la proporcion

de enzima mejora la liberacion de hierro hemo.
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Figura 8

Gréfico ANOVA para relacion enzima:sustrato (E/S)
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Teniendo en cuenta las cantidades de hierro hemo en el tiempo cero como referencia de

sangre entera (sin enzima), se puede apreciar en la Figura 9 la disminucién de contenido de hierro

hemo para cada una de las relaciones enzima:sustrato (E/S) a lo largo del tiempo.
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Figura 9

33

Gréfico ANOVA de tiempo vs contenido de hierro hemo con influencia de relacion enzima:sustrato
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6. Conclusiones
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Las condiciones de pH y temperatura necesarios para obtener el mayor grado de hidroélisis

de sangre bovina utilizando Gelzyme L 500, son 55 °C y pH 10 para un grado de hidrélisis de

10.03% con una concentracion fija de enzima:sustrato al 0.7 %p/p a 120 minutos.
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Fijando las condiciones de pH y T (10 y 55 °C) la concentracion enzima:sustrato necesaria
para obtener el grado de hidrolisis mayor de sangre bovina empleando Gelzyme L 500 fue de 1.75
%p/p a los 90 minutos. Cabe mencionar que, a estas mismas condiciones se obtuvo el mayor grado
de hidrolisis de este trabajo (16.6 %).

La concentracion de enzima:sustrato necesario para obtener la mayor cantidad de hierro
hemo utilizando Gelzyme L 500 fue de 1.25 % a 60 minutos con pH 10 y a 55 °C. La concentracion
de hierro hemo que se obtuvo fue de 5191.8 mg/L.

Tanto la relacion enzima:sustrato como el tiempo influyen en el contenido de hierro hemo.
El contenido de hierro hemo aumenta con la relacion enzima:sustrato, pero disminuye a lo largo

del tiempo.

7. Recomendaciones

Se recomienda descongelar Unicamente la cantidad de sangre que se planea utilizar en el
momento. Repetidos ciclos de congelacion y descongelacion pueden deteriorar la calidad de la
sangre bovina, llevandola a su descomposicion.

Para trabajar hidrolisis enzimatica se recomienda emplear un pH superior a 7, ya que si el

pH es inferior, indica que la sangre bovina esta descompuesta.
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Apéndices

Apéndice A. Ficha técnica Gelzyme L 500.

SN — CHEMICAL CO LTD.

GELZYME L 500 ©

Proteasa Alcalina Liquida

Gelzyme L 500, es una proteasa obtenida por
fermentacion confrolada de una cepa de
Bacillus spp., que posee actividad endo y exo
peptlidasa, capaz de hidrolizar los enlaces
pepticos de las moléculas de proteinas.
Gelzyme L 500 hidroliza en forma efectiva la
mayoria de las proteinas, tanto de origen
animal como de origen vegetal. La Gelzyme L
500 es Utl sobre proteinas tales como:
hemoglobina, caseina, albumina, gelatina,
proteina de soya, pescado y ofras.

Aplicaciones.

v"  Produccion de hidrolizados de proteinas
animal y vegetal.

v Excelente para formular en
ablandadores liquidos para carnes.

v'  Alta Estabilidad.

v Se usa en formulacion de detergentes.

Dosis

Las dosis de Gelzyme L 500 estan en funcién de
las condiciones de proceso, de la materia
prima, del pH. la temperatura y grado de
tfransformacion deseados.

Deben conducirse ensayos previos para aplicar
el producto en la obtencidn de hidrolizados o
modificacion de proteinas, sugiriendose un nivel
de aplicacibn de 004 a 0.1 % sobre el
contenido de proteina.

Para ofras aplicaciones, es necesario hacer
evaluacion previa, con el fin de definir la dosis
optima que dé el mejor resultado final.

Propiedades

Color Ambar oscuro brillante a café
Olor Tipico de la enzima
Solubilidad Facilmente soluble

Actividad 500,000 DU/ g -— (833KMDU/g)
Fuente Bacillus spp.

Enzymes for industry.

P RO =N EfIVEIAS

ENZIMAS PARA PROCESOS INDUSTRIALES

PROENZIMAS S. A

Calle S6 No. SN - 65
PBX: 447 028
FASOK: a6 6442
Cali - Colombia
dirtecnicacproenzzirnmas. . corm
www.proenzimas.corm

Ingredientes
Enzima — Vehiculo.

Para la completa actividad de la Enzima Gelzyme L 500 no es
requerido ningun activador o cofactor.

Actividad
Una unidad DU es una unidad arbitraria que define la extension de la

hidrolisis enzimdatica del susirato caseina bajo condiciones de pH 8.5 y
temperatura 40 © C durante 40 minutos.

Valores - Efectos del pH Temperatura.
Optimos 9.0a 10.0 60° C
Efectivos 40a10.0 Hasta 65 C
Estabilidad 40a 10.0 Hasta 70 e C

Gelzyme L 500 es inactivada cuando la temperatura se eleva a 80 —
85 ° C durante 5 a 10 minutos, tfambién la enzima puede inactivarse
ajustando el pH abajo de 4.0 durante 30 minutos a una temperatura
de 50 ° C o gjustadndolo arriba de pH 11.0 a 60 ° C por 60 minutos.

En procesamiento de pescado el uso de la enzima facilita las fases de
evaporacion, por la reduccion de viscosidad por efecto del
fratamiento, permite usar menos cantidad de agua en la
evaporacion, aumentar la concentracion sin riesgos de
obstrucciones, usar menos energia y aumentar la eficiencia de
equipos.

Almacenamiento y Empaque

En recipiente cerrado y almacenamiento a temperatura y humedad
bajas, Gelzyme L 500 puede perder cerca del 5 % en 9 meses. La vida
Util del producto puede extenderse si se refrigeraa 5-8°C.

La unidad de empaque estandar para la enzima es de 20 kilogramos.

Vida de anaquel.

La vida de anaquel es de un (1) aho a partir de la fecha de
manufactura.

La informacion fécnica y sugerencias para su uso, confenidas en el
presenfe documento, se cree que son confiables, pero no pueden
consfruirse como garantias. Las especificaciones esfdan sujefas a
cambios basados en variaciones de las materias primas.

Proenzimas S.A. no se hace responsable de los resulfados obtenidos
con el uso de la enzima, porque su manejo y confrol estan fuera de
nuestfro alcance.
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Apéndice B. Curva de calibracion para la medicién de hierro hemo.

Con base en los resultados de absorbancia de las muestras patron reportados en la Tabla 1,
se construyo la curva de calibracion para la concentracion de hierro hemo que se observa en la
Figura 1.

Tabla 1

Lecturas de absorbancia de patrones de concentracion de hierro hemo

Patron Hemin Chloride

Concentracion de hierro Absorbancia
hemo [mg/L]

2.5 0.231
5 0.384
10 0.532
20 0.801
30 1.088

El valor obtenido en el coeficiente de correlacion (R? = 0.991) evidenciado en la Figura 1,

muestra que existe correlacion lineal entre la absorbancia y la concentracion de hierro hemo.



HIDROLISIS DE SANGRE BOVINA EMPLEANDO GELZYME L 500

Figura 1

Curva de calibracion de concentracion de hierro hemo
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Apéndice B. Protocolo cuantificacion de contenido de hierro hemo.

Evaluacion de la hidroélisis de sangre bovina empleando
Gelzyme L 500 para la obtencion de hierro hemo.

B3 —_n
’ii:: A

Objetivo: Determinar la influencia de la relacién enzima: sustrato y el tiempo de hidrdlisis

en el contenido de hierro hemo en los hidrolizados.

Equipos

Equipo

Justificacion

Ubicacién -
Responsable

Reactor batch con
agitacion mecanica
y un bafo
termostatico.

Hidrolisis de la sangre.

Lab 210 — Prof. Carlos.

Bano ultrasonico.

Medicion de hierro hemo.

Investigacion-Grupo
CICTA

Centrifuga. Medicion de hierro hemo. Lab 405 — Prof. Luis
Javier
Espectrofotometro. | Medicidn de hierro hemo. Investigacion-Grupo
CICTA
Materiales
Elemento Cantidad Justificacion Responsable
Vasos precipitados de 4 Ajustar el pH de la sangre. Prof. Viviana.
1000 mL
Transferpipeta de 5 mL 1 Agregar enzima a la sangre. | Prof. Viviana.
Recipientes plasticos de 4 Almacenar los hidrolizados | Prof. Viviana.
500 mL finales.
Tubos eppendorff 24 Toma de muestras de los | Prof. Viviana.
hidrolizados en to, t3omin, t6omin
Yy toomin.
Tubos falcon de 15 mL 50 Diluciones y digestion. Prof. Viviana.
pH metro portatil 1 Control pH de Ila|jLab 210 -
hidrdlisis. Prof. Carlos.
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Reactivos

Sustancias Justificacion Responsable

Gelzyme L 500 Enzima necesaria para la | Prof. Viviana.
hidrolisis.

NaOH 5N, HCI 4N [1] Control del pH. Prof. Viviana.

HCI, metil-isobutil-cetona, NaOH, | Medicion de hierro hemo. Prof. Viviana.

patrén de hierro Hemin Cloride

Diseio del experimento.

En la segunda etapa se empleara un sistema con un volumen de reaccion de 500 mL en
un reactor batch conectados a un regulador termostatico. Se utilizara un disefo
experimental factorial 32, teniendo como variables de entrada la relacion enzima:sustrato
y el tiempo de hidrdlisis. Los niveles a evaluar para la relacion enzima:sustrato seran
0,75, 1,25, 1,75 % (p/p), mientras que para el tiempo de reaccidon se consideraran 30,
60, 90 min, fijando las condiciones de pH y temperatura seleccionadas en la etapa
anterior.

Relacion E/S Tiempo

Tratamiento| 0,75 1,25 1,75 30 60 90

1 X X

2 X X

3 X X

4 X X

5 X X

6 X X

7 X X

8 X X

9 X X

Tabla 1. Tratamientos del disefio experimental.
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Protocolo:

Enzima
Gelzyme-L500

NaOH 5N
mL

Agitador
200 rpm

V: 500mL
] T:55°C
Sangre T55°C
Gelzyme-L500
pH: 10
Sangre Bovina
Reactor
batch ] i

- Sangre
hidrolizada,

Figura 1. Diagrama del montaje del reactor batcgh.

-—

. Descongelar sangre bovina por lo menos 18 horas antes en la oscuridad.

. Preparar 500 mL de sangre segun cada tratamiento propuesto en la oscuridad.

3. Agregar cada tratamiento por separado en el numeral 2 en el reactor batch con

agitacion mecanica con un agitador de hélice y una chaqueta aislante para el

control de la temperatura.

Ajustar el pH a 10 con una solucion 5N de NaOH [4].

. Una vez alcance la temperatura de 55 Celsius se agrega la enzima GELZYME-
L500 en concentracion 0,75, 1,25, 1,75 % p/p segun el tratamiento que
corresponda.

6. Medir el pH y temperatura cada 10 minutos. Ajustar el pH para cada tratamiento

con NaOH 5N [6].

Depositar los hidrolizados en recipientes plasticos y congelar.

8. Calcular el grado de hidrdlisis segun el método del pH-stat. Se realizara utilizando

las ecuaciones 1, 2 y 3 presentadas a continuacion [6]:

N

o

N

BN 1 1
GH = M_: E h_t (EC 1)
10PH - PK
pK =78 + 22T 4 2400 (Ec. 3)
298 *x T

Donde:

B: Volumen de base consumida (mL).
Ns: Normalidad de la base (meg/mL).
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a: Grado medio de disociacion de los grupos a-NH2 liberados en la reaccion, el cual
depende del pK, que a su vez esta asociado con la temperatura.

Mp: Cantidad de proteina en la mezcla de la reaccion (90.58 g).

T: Temperatura (K).

ht: Numero de enlaces peptidicos totales en la proteina (8.3 Eqv/kg).

Calculo de la masa de proteina en 500 mL de sangre.

Para realizar el calculo de la masa de proteina en 500 mL de sangre bovina, se debe
conocer la masa del sustrato (513 g), ademas de la masa de la proteina en 100 g de
sustrato (17.58 g). Una vez conocidos dichos valores, se proceden a calcular la cantidad
de proteina en la mezcla de la reaccion. Teniendo en cuenta lo anterior, se reportan
dichos calculos de la siguiente manera:

_ 513g+17,58¢g
P 100 g

M, = 90.18g proteina

9. Para la medicion del hierro hemo las muestras de hidrolizado reaccionaran con
metil isobutil cetona, HCl y agua.

10. Introducir la muestra en un bafio ultrasénico durante 10 min.

11.Mantener la muestra una hora en la oscuridad.

12. Centrifugar a 2260 g y filtrar las muestras a través de un filtro PVDF 0.45 pm.

13.Medir la absorbancia a una longitud de onda de 378 nm utilizando un
espectrofotometro UV-VIS, empleando el patrén de hierro hemo (Hemin Chloride)
mediante una curva de calibracion con soluciones de concentracién entre 2.5 - 30
mg/L.

Referencias:

[1] R. A. Monroy, «Valorizacion de residuos de sangre de bovino mediante hidrélisis
enzimatica integrando procesos con membranas», Universidad Industrial de
Santander, Bucaramanga, 2013.

[2] J. Herrefio y A. Bacca, «Hidrolisis enzimatica de la sangre de bovino para la
obtencién de hierro heminico», Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga,
2023.

[3] C. Martinez Gracia, G. Lopez Martinez, G. Ros Berruezo, M. L. Vidal Guevara, y
P. Abellan Ballesta, «Use of heme iron concentrate in the fortification of weaning
foods», J Agric Food Chem, vol. 48, n.o 7, pp. 2930-2936, jul. 2000, doi:
10.1021/jf991091q.
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Apéndice C. Resultados de los distintos tratamientos con relacion a pH y temperatura con

Gelzyme L 500 para la hidrdlisis de sangre bovina.

Tabla 1.

Resultados del grado de hidrolisis de sangre bovina a 45 °C y pH 8 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estdndar estandar
10 0.00 0 0
20 0.00 0 0
30 0.00 0 0
40 0.00 0 0
50 0.00 0 0
60 0.00 0 0
70 0.00 0 0
80 0.00 0 0
90 0.00 0 0
100 0.00 0 0
110 0.00 0 0
120 0.00 0 0

Tabla 2.

Resultados del grado de hidrélisis de sangre bovina a 45 °C y pH 9 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 0.68 0.00 0.00
20 1.02 0.00 0.00
30 1.19 0.24 0.17
40 1.36 0.00 0.00
50 1.36 0.00 0.00
60 1.53 0.24 0.17
70 1.53 0.24 0.17
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80 1.70 0.48 0.34
90 1.70 0.48 0.34
100 1.70 0.48 0.34
110 1.70 0.48 0.34
120 1.70 0.48 0.34

Tabla 3.
Resultados del grado de hidrdlisis de sangre bovina a 45 °C y pH 10 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 1.84 0.24 0.17
20 2.51 0.24 0.17
30 4.02 0.95 0.67
40 4.68 0.47 0.33
50 5.35 1.42 1.00
60 5.85 0.71 0.50
70 6.02 0.47 0.33
80 6.36 0.00 0.00
90 7.03 0.94 0.67
100 7.19 0.71 0.50
110 7.19 0.71 0.50
120 7.19 0.71 0.50

Tabla 4.
Resultados del grado de hidrélisis de sangre bovina a 55 °C y pH 8 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 0.00 0 0
20 0.00 0 0
30 0.00 0 0
40 0.00 0 0



HIDROLISIS DE SANGRE BOVINA EMPLEANDO GELZYME L 500 50

50 0.00 0 0
60 0.00 0 0
70 0.00 0 0
80 0.00 0 0
90 0.00 0 0
100 0.00 0 0
110 0.00 0 0
120 0.00 0 0

Tabla 5.
Resultados del grado de hidrolisis de sangre bovina a 55 °C y pH 9 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estdndar
10 0.84 0.24 0.17
20 1.03 0.45 0.32
30 1.03 0.45 0.32
40 1.20 0.69 0.49
50 1.20 0.69 0.49
60 1.37 0.93 0.66
70 1.37 0.93 0.66
80 1.37 0.93 0.66
90 1.37 0.93 0.66
100 1.37 0.93 0.66
110 1.37 0.93 0.66
120 1.37 0.93 0.66

Tabla 6.
Resultados del grado de hidrdlisis de sangre bovina a 55 °C y pH 10 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar

10 4.85 1.18 0.84
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20 6.02 0.47 0.33
30 6.52 1.18 0.84
40 7.36 0.95 0.67
50 8.02 0.95 0.67
60 8.69 0.95 0.67
70 9.03 1.42 1.00
80 9.86 1.65 1.17
90 10.03 1.42 1.00
100 10.03 1.42 1.00
110 10.03 1.42 1.00
120 10.03 1.42 1.00

Tabla 7.
Resultados del grado de hidrélisis de sangre bovina a 60 °C y pH 8 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 0.00 0 0
20 0.00 0 0
30 0.00 0 0
40 0.00 0 0
50 0.00 0 0
60 0.00 0 0
70 0.00 0 0
80 0.00 0 0
90 0.00 0 0
100 0.00 0 0
110 0.00 0 0
120 0.00 0 0
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Tabla 8.
Resultados del grado de hidrolisis de sangre bovina a 60 °C y pH 9 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 1.52 0.24 0.17
20 2.19 0.72 0.51
30 3.20 1.18 0.84
40 3.54 1.20 0.85
50 4.04 1.43 1.01
60 4.37 1.90 1.34
70 4.88 1.66 1.18
80 5.21 1.67 1.18
90 5.54 2.12 1.50
100 5.73 2.38 1.68
110 5.72 2.37 1.68
120 5.72 2.38 1.68

Tabla 9.
Resultados del grado de hidrdlisis de sangre bovina a 60 °C y pH 10 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 0.7 %p/p en 120 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 5.01 0.47 0.33
20 7.69 0.47 0.33
30 7.86 0.71 0.50
40 8.19 0.71 0.50
50 9.19 0.71 0.50
60 9.19 0.71 0.50
70 9.19 0.71 0.50

80 9.69 1.42 1.00



Figura 1. Grafico ANOVA para la interaccion T*pH.
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Apéndice D. Resultados de los diferentes tratamientos relacion E/S con Gelzyme L 500 y
tiempo para contenido de hierro hemo en sangre bovina.

Tabla 1.

Resultados del grado de hidrolisis de sangre bovina a 55 °C y pH 10 con una concentracién de

Gelzyme L 500 a 0.75 %p/p en 90 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 3.68 0.47 0.33
20 4.18 1.18 0.84
30 5.52 1.18 0.84
40 6.35 0.95 0.67
50 6.52 1.18 0.84
60 7.19 0.71 0.50
70 7.69 0.95 0.67
80 8.02 1.42 1.00
90 8.02 1.42 1.00

Tabla 2.
Resultados del grado de hidrdlisis de sangre bovina a 55 °C y pH 10 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 1.25 %p/p en 90 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 5.35 0.00 0.00
20 7.02 0.47 0.33
30 9.19 0.71 0.50
40 10.20 0.24 0.17
50 11.53 0.24 0.17

60 11.87 0.23 0.17
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Tabla 3.

55

Resultados del grado de hidrdlisis de sangre bovina a 55 °C y pH 10 con una concentracion de

Gelzyme L 500 a 1.75 %p/p en 90 minutos.

t Promedio Desviacion Error
(min) %GH estandar estandar
10 9.86 1.18 0.84
20 10.36 0.47 0.33
30 12.37 0.47 0.33
40 12.37 0.47 0.33
50 14.54 0.71 0.50
60 14.88 0.23 0.17
70 15.21 0.24 0.17
80 16.05 0.00 0.00
90 16.55 0.71 0.50




