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RESUMEN

Las visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) son consideradas fuente
importante de proteinas y lipidos; sin embargo, la mayoria de las veces son descartadas sin
ningun intento de recuperacion debido a que son clasificadas como residuos de la industria
acuicola, generando un gran impacto ambiental. Una de las alternativas para el
aprovechamiento de este tipo de subproducto es la hidrolisis enzimatica, debido a que
convierte las proteinas de las visceras en productos de mayor valor agregado con mejores
caracteristicas funcionales y bioactivas. No obstante, La hidrolisis enzimatica es un proceso
complejo debido a la cantidad de factores que influyen en ella, lo que hace interesante un
entendimiento profundo de la cinética de reaccion. Por lo anterior, se realizé inicialmente
una evaluacion in vitro de las condiciones dptimas (pH y temperatura) que maximizan la
actividad proteolitica (AP) de Alcalasa® 2.4L en la hidrélisis de las visceras de trucha
arcoiris (VT). Posteriormente, se optimiz6 las condiciones de operacion de la hidrélisis
enzimatica de VT con Alcalasa ® 2.4L para encontrar el mayor grado de hidrolisis (GH),
utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para evaluar el efecto de la
concentracion de sustrato (S), concentracion de enzima (e), concentracion de grasa (G),
velocidad de agitacion (v) y temperatura (T) sobre GH. Una vez obtenidos los hidrolizados
de visceras de trucha arcoiris (HT), se evalud la influencia del GH y el peso molecular sobre
las actividades bioldgicas: antioxidante, inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA) y anticoagulante de HT como también su bioaccesibilidad, ademéas se estudio el
efecto del GH y el pH sobre las propiedades funcionales: solubilidad, propiedades
emulsionantes y espumantes. Se encontré que las condiciones de operacidén Optimas que
maximizan el GH a un pH de 8,5 y 60°C, luego de 6 horas de hidrélisis son 5,45% (m/v),
0,72 UA/g de proteina, 5,09% (m/m) y 102 rpm para S, e, G y v, respectivamente,
obteniéndose un GH méaximo de 20,48 + 1,07%. Los resultados demostraron que el GH y el
peso molecular tienen influencia sobre las actividades antioxidante e IECA de HT,
alcanzando las mayores actividades en la fraccion menor a 3 kDa (HT-F4). Asimismo, se
encontrd que la digestion Gl in vitro no alter6 la actividad ORAC e IECA de HT, sin
embargo, ocasiono un aumento en las actividades HORAC, ABTS y FRAP de dichos
hidrolizados. Ademas, parte de los compuestos presentes en HT lograron atravesar en cierta
proporcion la monocapa de células Caco-2/TC7, que simula la pared intestinal. Finalmente,
se hall6 que el GH y el pH influyen significativamente sobre las propiedades funcionales de
HT, donde sus valores mas altos para las propiedades emulsionantes y espumantes se dan a
GH bajos (5%), contrario a la solubilidad, cuyos valores maximos se presentan a GH altos
(20%), sin embargo, se encontro que todas propiedades funcionales a los diferentes GH,
presentaron los valores mas bajo a pH 4.

Palabras clave: subproductos de pescado, hidrolisis enzimatica, péptidos bioactivos,
proteinas funcionales.



ABSTRACT

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) viscera are considered an important source of protein
and lipids. However, most of the time, they are discarded without any attempt at recovery
because they are classified as waste from the aquaculture industry, generating environmental
problems. One of the alternatives to taking advantage of this type of by-product is enzymatic
hydrolysis. It converts the proteins from the viscera into greater value-added products with
better functional and bioactive characteristics. Nevertheless, enzymatic hydrolysis is a
complex process due to the factors that influence it, making a deep understanding of reaction
kinetics interesting. Therefore, an in vitro evaluation of the optimal conditions (pH and
temperature) that maximize the proteolytic activity (AP) of alcalase® 2.4L in the hydrolysis
of the rainbow trout viscera (VT) was initially performed. Subsequently, the operating
conditions of the enzymatic hydrolysis of VT with alcalase® 2.4L were optimized to find the
highest degree of hydrolysis (GH), using the response surface methodology (RSM) to
evaluate the effect of substrate concentration (S), enzyme concentration (e), fat concentration
(G), agitation speed (v) and temperature (T) on GH. Once the hydrolysates from rainbow
trout viscera (HT) were obtained, the influence of GH and molecular weight on biological
activities (antioxidant, IECA and anticoagulant) of HT was evaluated, as well as its
bioaccessibility and the effect of GH and pH on functional properties: solubility, emulsifying
and foaming properties. The study found that the highest GH of 20.48 + 1.07% was attained
under the optimum conditions, including S of 5.45% (w/v), e of 0.72 UA/g protein, G of
5.09% (w/w), v of 102 rpm, at pH 8.5 and 60 °C, during a reaction time of 6 h. The results
demonstrated that GH and molecular weight influence HT's antioxidant and IECA activities,
reaching the highest activities in the < 3 kDa fraction (HT-F4). Likewise, it was found that
in vitro Gl digestion did not alter the ORAC and IECA activities of HT; however, it caused
an increase in the HORAC, ABTS and FRAP activities of HT. Also, part of the compounds
present in HT could cross the Caco-2/TC7 cell monolayer in a certain proportion. Finally, it
was found that GH and pH significantly influence the functional properties of HT, where its
highest values for emulsifying and foaming properties are given at low GH (5%), contrary to
solubility, whose maximum values are presented at high GH (20%), however, it was found
that all functional properties to the different GH presented the lowest values at pH 4.

Keywords: Fish by-products, enzymatic hydrolysis, bioactive peptides, functional proteins.



1. INTRODUCCION



Obtencion de hidrolizados de proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
propiedades bioactivas y/o funcionales

1.1. Planteamiento del Problema

El total de la produccién acuicola mundial ha aumentado continuamente durante la tltima
década, alcanzando 114 millones de toneladas en el 2018, del cual se estima que un 88% se
utilizé para consumo humano directo (FAO, 2020). En Colombia dicho sector present6 una
produccion de 171 mil toneladas para el afio 2019, donde la trucha arcoiris represento
aproximadamente el 16% del total, convirtiéndola en la tercera especie de mayor produccion
en el pais, después de la tilapia roja (Oreochromis spp.) y la cachama blanca (Piaractus
brachypomus) (Direccién de Cadenas Pecuarias-Colombia, 2020). EI crecimiento mundial
de este sector causa preocupacion por el impacto ambiental generado, debido a que este tipo
de industrias descartan entre el 40 - 60% de su produccion como residuos, los cuales la
mayoria de las veces son descartados sin ningun intento de recuperacién o subutilizados para
elaborar productos de bajo valor agregado (Arvanitoyannis & Tserkezou, 2014; Chalamaiah,
Dinesh Kumar, Hemalatha, & Jyothirmayi, 2012). Colombia no es ajena a dicha
problematica, ya que, para el caso de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), el porcentaje
de subproductos se encuentra entre el 50 - 70% (Torres, Chen, Rodrigo-Garcia, & Jaczynski,
2007). Siendo las visceras su subproducto mas representativo, debido a que constituyen entre
el 12 al 20% del peso total del pescado, ademas de ser consideradas fuente importante de
proteinas y lipidos (Martinez-Alvarez, Chamorro, & Brenes, 2015).

Existen diversas alternativas que estan siendo utilizadas para el aprovechamiento de estos
tipos de subproductos, entre las cuales se encuentran: la hidrolisis, la biorremediacion, el
ensilaje y la filtracion (Arvanitoyannis & Tserkezou, 2014). No obstante, la hidrolisis es una
de las técnicas mas utilizados, debido a que convierte las proteinas de los subproductos de
pescado en productos de mayor valor agregado con mejores nutrientes, buenas caracteristicas
funcionales y bioactivas (H. Y. Jung & Kim, 2016; Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Esta
puede realizarse tanto por métodos quimicos (&cidos o alcalinos) como por métodos
bioldgicos (enzimaticos), siendo los primeros los mas economicos y simples. Sin embargo,
el proceso de hidrélisis quimica es dificil de controlar y genera productos con composicion
quimica y propiedades funcionales variables, lo cual limita su uso como ingrediente para

alimentos. Ademas, se realiza a condiciones extremas de temperatura y pH, lo cual puede
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degradar las propiedades nutricionales de los productos finales (Ghaly, Ramakrishnan,
Brooks, Budge, & Dave, 2013; S. He, Franco, & Zhang, 2013; H. Y. Jung & Kim, 2016;
Kristinsson & Rasco, 2000a; Yathisha, Bhat, Karunasagar, & Mamatha S., 2018). Por su
parte, la hidrdlisis enzimatica es uno de los métodos més empleados en el aprovechamiento
de subproductos acuicolas, debido a que presentan diversas ventajas, tales como: condiciones
mas suaves de reaccion y alta especificidad de la enzima por el sustrato, ademas de producir
hidrolizados sin residuos de disolventes orgéanicos o productos quimicos toxicos (Kristinsson
& Rasco, 2000a; Martinez-Medina et al., 2019; Soares de Castro & Sato, 2015). No obstante,
La hidrdlisis enzimatica de proteinas es un proceso complejo debido a la cantidad de factores
que influyen en ella, como por ejemplo: la naturaleza y calidad del sustratos, la concentracion
y especificidad de la enzima, elementos que hacen dificil un modelado fenomenolégico de la
cinética de reaccion (Qi & He, 2006; Qu, Ma, Zhao, & Pan, 2013; Trusek-Holownia, 2008;
Valencia, Espinoza, Ceballos, Pinto, & Almonacid, 2015; Valencia, Pinto, & Almonacid,
2014). Debido a lo anterior, son pocos los estudios cinéticos realizados en subproductos de
pescado, algunos de ellos se han hecho en cabezas y esqueleto de bagre (Ictalurus punctatus)
(Tan, Chang, & Meng, 2019), visceras de tilapia roja (Oreochromis spp.) (Zapata, Giraldo,
& Baéz, 2018) y musculo de salmon (Salmo salar) (Valencia et al., 2015), siendo escasos 10s

estudios realizados en subproductos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Los hidrolizados enziméticos de proteina de subproductos acuicolas, se caracterizan
principalmente por tener péptidos con un excelente equilibrio de aminoécidos, una buena
digestibilidad y una rapida absorcién (Guerard, 2007; Kristinsson, 2007). Estos compuestos
bioactivos contienen generalmente entre 2 a 20 residuos de aminoéacido, los cuales
dependiendo de su composicién y secuencia poseen diversas actividades bioldgicas, como:
inhibidoras de la ECA (Ketnawa, Suwal, Huang, & Liceaga, 2018; Thuanthong, De Gobba,
Sirinupong, Youravong, & Otte, 2017), antioxidantes (Gomez, Gomez, Zapata, et al., 2019;
Nikoo, Benjakul, Yasemi, Ahmadi Gavlighi, & Xu, 2019), antimicrobianas (Aissaoul,
Chobert, Haertle, Marzouki, & Abidi, 2017; Wald, Schwarz, Rehbein, BuBmann, &
Beermann, 2016), antitrombdticas (R. Nasri et al., 2012), anticancerigenas (Halim, Azlan,
Yusof, & Sarbon, 2018), entre otras. Siendo el salmén (Ahn, Kim, & Je, 2014; Neves,
Harnedy, O’Keeffe, & FitzGerald, 2017; Opheim et al., 2015; Slizyte et al., 2016), el bacalao



Obtencion de hidrolizados de proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
propiedades bioactivas y/o funcionales

(Girgih et al., 2015; Ngo, Vo, Ryu, & Kim, 2016; Sabeena Farvin et al., 2016; W. Wu, Li,
Hou, Zhang, & Zhao, 2017), la carpa (Cai et al., 2015; Tkaczewska, Jamroz, Kulawik,
Morawska, & Szczurowska, 2019; Yi, De Gobba, Skibsted, & Otte, 2016; C. Zhang, Zhang,
Wang, Chen, & Luo, 2017) y el atin (Ahmed & Chun, 2018; Klomklao & Benjakul, 2018;
L. Zhang et al., 2019) algunas de las especias mas investigadas para el aislamiento de
péptidos bioactivos. No obstante, a pesar de la gran popularidad de la trucha y su excelente
valor nutricional, existen pocos estudios sobre su contenido de péptidos biol6gicamente
activos (Korczek, Tkaczewska, & Migdat, 2018). Otras de las caracteristicas que poseen los
hidrolizados de subproductos de pescado son las propiedades funcionales, poco investigadas,
pero importantes en la formulacion de alimentos, entre las que se encuentran capacidad
emulsionante, capacidad de retencion de aceite, capacidad espumante y capacidad de

retencién de agua (Noman et al., 2018; Sripokar, Benjakul, & Klomklao, 2019).

Diversas investigaciones, han establecido la relacion existente entre la actividad bioldgica
de los péptidos y su peso molecular, estas han determinado que las fracciones de péptidos
con pesos moleculares entre 1 - 4kDa, serian los mas interesantes para usos nutricionales y
farmacéuticos (Balti et al., 2015; C. Liu, Ma, Che, Wang, & Li, 2018; Malaypally et al., 2014;
Opheim et al., 2015; Saidi, Deratani, Belleville, & Amar, 2014), es por esto que las técnicas
de separacion y purificacion de los hidrolizados de subproductos acuicolas son un tema clave
para la obtencién de péptidos bioactivos. Actualmente, existen varias tecnologias para el
aislamiento y purificacion a escala piloto de péptidos bioactivos segin su peso molecular,
como por ejemplo técnicas de separacion por membrana, cromatografia de exclusion por
tamafo, cromatografia de intercambio idnico, y cromatografia en fase reversa (Agyei,
Ongkudon, Wei, Chan, & Danquah, 2016; Lafarga & Hayes, 2017; Li-Chan, 2015). No
obstante, las tecnologias de separacién por membranas (ultrafiltracion y nanofiltracion) son
una buena opcion en comparacion con las técnicas de separacion tradicional, debido a que su
proceso es mas rentable y amigable con el ambiente (Abejon, Belleville, Sanchez-Marcano,
Garea, & Irabien, 2018; Sila & Bougatef, 2016).

Es evidente la necesidad de trabajos cientificos que conduzcan a la generacion de

hidrolizados enzimaticos de proteinas a partir del aprovechamiento de subproductos de
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pescado, y asi mitigar el impacto ambiental generado por su disposicién. Dichos hidrolizados
muestran ser una alternativa prometedora para la obtencion de péptidos bioactivos y/o
proteinas con propiedades funcionales, los cuales pueden tener un uso potencial en la
industria farmacéutica y alimentaria. En este contexto se propone un proyecto de
investigacion encaminado a dar valor agregado a las visceras de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) por medio de la hidrolisis enzimatica, para obtener compuestos con
actividad biolégica y/o funcional, lo cual tiene alta pertinencia debido a las escasas
investigaciones que existe sobre esta especie y a su importancia comercial en la acuicultura

nacional.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Obtener hidrolizados de proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

con propiedades bioactivas y/o funcionales.

1.2.2. Objetivos Especificos

Optimizar los parametros de operacion (concentracién de enzima, concentraciéon de
sustrato, concentracion de grasa y velocidad de agitacién) para la hidrolisis enzimatica de

visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa®2.4L.

Modelar la cinética de reaccion de la hidrélisis enzimatica de visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa®2.4L.

Evaluar las propiedades bioactivas: antioxidante, inhibidora de la enzima convertidora de
angiotensina y anticoagulante de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss).

Evaluar las propiedades funcionales: solubilidad, propiedades emulsionantes y

espumantes de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
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Caracterizar los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con

propiedades biologicas y/o funcionales.
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2.1. Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

2.1.1. Generalidades

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es un pez de la familia de los salmoénidos
(Figura 2.1), su cuerpo es alargado, un tanto comprimido y con una amplia banda color
rosacea en la linea lateral. Generalmente en la madurez puede alcanzar los 80 cm de largo,
aunque el tamafio mas comun se encuentra entre 20 a 40 cm, con un peso que puede variar
entre los 500 g a los 6 kg, lo cual va a depender de la temperatura del agua y la disponibilidad
de alimentos. Posee escamas pequefias y de colores tornasolados, con el dorso de color azul
a verde oliva, los flancos plateados y vientre blanquecino, ademas presenta manchas negras
en la cabeza, cuerpo, aletas dorsales y cola, aunque su coloracién varia en funcién del habitat,
la alimentacion, el tamafio y la condicion sexual. Es un pez resistente, facil de desovar, de
rapido crecimiento y tolerante a una amplia gama de entornos y manipulacion, por lo cual se
le considera una especie mas sencilla de estabular en comparacion a otras especies de
salmonidos. Aunque la trucha arcoiris puede tolerar temperaturas que van desde los 0 °C
hasta los 27 °C, la temperatura éptima del agua para su cultivo debe ser inferior a 21 °C
(FAO, 2005; Moyle, Quifiones, Katz, & Weaver, 2015).

Figura 2.1. Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), de “A Trout’s Anatomy”, por Hiff,
2012.

Esta especie, originaria del norte de Ameérica, se encuentra presente de forma natural en
los rios que desembocan en el Pacifico, desde el sur de Alaska hasta el norte de México.
Desde 1874 se ha introducido en aguas de todos los continentes, excepto la Antértida (FAO,
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2005). En Colombia se introdujo en alrededor de 1930 con fines de pesca recreativa y
acuicultura, en aguas de uso publico, especificamente en el lago de Tota en Boyaca, aunque
actualmente se encuentran en la mayoria de los cuerpos de agua fria del pais (FAO, 2019;
Merino, Bonilla, & Bages, 2013).

2.1.2. Produccion

La produccion mundial de trucha arcoiris ha tenido un gran crecimiento en las Gltimas
décadas, aumentado de 6 mil toneladas en el afio 1953 a 848 mil toneladas para el afio 2018
(Figura 2.2) (FAO, 2020). Este incremento se ha dado especialmente en Europa, debido al
aumento de la produccion en paises como Francia, Italia, Dinamarca, Alemania, Noruega y
Espafia, para abastecer los mercados nacionales. Igualmente, se ha presentado incremento en
la produccion de trucha arcoiris en América del Sur, debido a que Chile es actualmente el
mayor productor a nivel mundial. Otros paises productores importantes incluyen Estados
Unidos, Irdn y el Reino Unido (FAO, 2018).
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Figura 2.2. Produccién mundial de trucha arcoiris.



Marco Tedrico

En el caso de Colombia, también se ha presentado un aumento en los Gltimos 30 afios en
la produccion de dicha especia, pasando de una produccién de 400 toneladas en el afio 1987
a 26.471 toneladas para el afio 2019, representando aproximadamente el 16% de la
produccidn total acuicola nacional, y convirtiendo asi a la trucha arcoiris en la tercera especie
de mayor produccion en el pais, después de la tilapia roja (Oreochromis spp.) y la cachama
blanca (Piaractus brachypomus) (Direccion de Cadenas Pecuarias-Colombia, 2020; FAO,
2019). Los principales departamentos productores de trucha arcoiris son Antioquia, Cauca,
Valle del Cauca, Boyaca y Cundinamarca; siendo Antioquia el mayor productor del pais,

abarcando un 30% de la produccion nacional (Merino et al., 2013).

2.2. Subproductos acuicolas

La acuicultura es posiblemente el sector de produccién de alimentos con mayor
crecimiento (Figura 2.3), representando actualmente casi el 50% de los productos pesqueros
mundiales destinados a la alimentacion humana. De los 114 millones de toneladas de
produccion total acuicola en 2018, alrededor del 88% (aproximadamentel00 millones de
toneladas) se utiliz para el consumo humano directo, una proporcion que ha aumentado
significativamente en las ultimas décadas (FAO, 2020). A pesar de las mejoras en las
practicas de procesamiento y distribucién de pescado, las pérdidas actualmente representan
entre el 40 al 60% por ciento del pescado producido, lo cual va a ser funcién del nivel de
procesamiento y el tipo de especie procesada (Arvanitoyannis & Tserkezou, 2014;
Chalamaiah et al., 2012).

Estos residuos o subproductos son principalmente restos de fileteo (15 - 20%), piel y
aletas (1 - 3%), esqueleto (9 - 15%), cabezas (9 - 12%), visceras (12 - 18%) y escamas (5%)
(Martinez-Alvarez et al., 2015), siendo utilizados la mayoria de las veces para la produccion
de productos no alimenticios como harinas y aceites de pescado, pese a ser considerados
buena fuente de proteinas y lipidos en comparacidn con otros subproductos de origen vegetal
y animal (Friedman, 1996). Los subproductos de pescado poseen compuestos de alto valor
agregado como coléageno, gelatina, acidos grasos poliinsaturados (EPA y DHA) y minerales
(Benjakul, Yarnpakdee, Senphan, Halldorsdottir, & Kristinsson, 2014; Esteban, Garcia,

Ramos, & Marquez, 2007; Ghaly et al., 2013). En cuanto a su contenido proteico, este puede
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variar aproximadamente entre 8 y 50% de acuerdo con el tipo de especie, edad, estado
nutricional, estado de salud del animal y tipo de subproducto (Tabla 2.1). Este Gltimo también
va a determinar la composicion proteica, debido a que cada subproducto esta conformado por
diferentes tejidos, como por ejemplo los restos de fileteo, los cuales corresponden a musculo
esquelético (estriado); los subproductos como esqueleto, cabeza y aletas compuestos por
tejido Gseo 0 en caso de las visceras compuestas en su mayoria por tejido muscular visceral
o musculo liso y tejido conectivo (estroma), las cuales contienen proteinas como miosina,
actina, tropomiosina, elastina, colageno tipo Ill, glucoproteinas y calmodulina, ademas de
enzimas como pepsina, tripsina, quimotripsina y colagenasa (Gabella, 2002; Gehring,
Davenport, & Jaczynski, 2009; Khan et al., 2020; Villamil, Vaquiro, & Solanilla, 2017).
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Figura 2.3. Produccién acuicola mundial.

Uno de los subproductos que contiene estos compuestos de alto valor nutricional son las
visceras, lo que las convierte en uno de los subproductos mas importantes. Estas incluyen un
conjunto de d6rganos, entre los que estan intestinos, higado, vejiga natatoria, estbmago y
gonadas, que comprenden aproximadamente entre el 12 al 20% del peso total del pescado
(Bougatef, 2013; Villamil et al., 2017). Se estima que actualmente mas de 20 millones de

toneladas de visceras de pescado se producen a nivel mundial por afio, sin embargo, la
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mayoria de las veces son descartadas, ocasionando problemas ambientales, o son

subutilizadas para elaborar productos de bajo valor comercial, como alimentos para animales

o fertilizantes (Arvanitoyannis & Tserkezou, 2014; Hayes & Flower, 2013).

Tabla 2.1. Composicion proximal de subproductos de diversas especies acuicolas

Especie Subproducto Proteina Grasa Humedad Ceniza Referencia
(%) (%) (%0) (%0)
Bhaskar &
tl tl .
Cc;u;)(Ca & visceras 85+00 125+1,5 762+03 25 Mahendrakar
(2008)
Trucha arcoiris .
K B
(Oncorhynchus Musculo 20,3 6,2 71,2 1,9 Im & Byun
) (2012)
myKkiss)
Trucha arcoiris Taheri, Anvar,
(Oncorhynchus  Visceras 15+0,1 13+08 71,7£09 27£09 Ahari, &
mykiss) Fogliano (2013)
Tilapia roja Cabeza, Roslan, Yunos,
(Oreochromis  esqueletoy 146+03 55%+03 666+04 89+05 Abdullah, &
niloticus) cola Kamal (2014)
Tilapia Chuesiang &
(Oreochromis  Esqueleto 50,6 30,6 65,3 15,3 Sanguandeekul
nilotica) (2015)
Salmon del Visceras 8+2 44 +9 60+ 8 1+0 Onheim et al
Atlantico Cabeza 13+1 22+2 39+4 4+1 P (2015) '
(Salmo salar)  Esqueleto 15+1 27+1 42 +2 4+1
Esturion chino Noman et al
(Acipenser Musculo 152+0,7 32+0,1 749+0,3 1,0+0,03 '
. . (2018)
sinensis)

2.3. Produccion de hidrolizados de proteinas de subproductos acuicolas

Las proteinas de subproductos acuicolas pueden hidrolizarse por métodos quimicos

(tratamientos acidos o alcalinos) o por métodos bioguimicos, mediante la utilizacion de

enzimas proteoliticas, ya sea que estén presentes en los tejidos de los subproductos (autolisis)
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0 por la adicion de enzimas comerciales para acelerar el proceso (hidrolisis enzimética). El
objetivo principal de la hidrolisis es aumentar la recuperacion de proteinas y el rendimiento
de componentes valiosos, con propiedades diferentes a la proteina original (Aspevik et al.,
2017; Kristinsson, 2007; Petrova, Tolstorebrov, & Eikevik, 2018).

La hidrolisis quimica es un método relativamente econdmico y simple para escision de
las proteinas de subproductos de pescado, sin embargo, es un proceso dificil de controlar,
generando productos con composicion y funcionalidad variable. Ademas, generalmente este
tipo de hidrdlisis de proteinas se realiza a condiciones de pH muy bajo o alto y a temperaturas
que oscilan entre los 100 a 120 °C, ocasionando productos con cualidades nutricionales
reducidas y con poca funcionalidad (Kristinsson, Theodore, & Ingadottir, 2007). Por otro
lado, los procesos basados en enzimas, especialmente la hidrdlisis enzimatica, son los mas
comunmente empleados en el aprovechamiento de subproductos acuicolas, debido a que
presentan numerosas ventajas en comparacion con la hidrolisis quimica, tales como las

siguientes (Martinez-Medina et al., 2019):
e Condiciones mas suaves de reaccion, ya que se producen a temperaturas inferiores a
100 °C, a presién atmosférica y a un pH cercano a la neutralidad.

e Alta especificidad de reaccion, debido a que las enzimas tienen mayor especificidad
por el sustrato y no producen productos de degradacion hidrolitica a través de

reacciones de racemizacion.

e Las velocidades de reaccion se pueden controlar facilmente mediante el ajuste de

temperatura, pH o concentracion de enzima.

e Mayores velocidades de reaccion, presentando 6rdenes superiores a 10°.

e Las enzimas se inactivan facilmente una vez que se alcanza el grado deseado de

transformacion.

Diversos estudios han evaluado la utilizacion de los subproductos acuicolas como fuente

de proteinas para producir hidrolizados: Ovissipour, Safari, Motamedzadegan, & Shabanpour
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(2012), estudiaron la hidrolisis quimica y enzimatica de visceras de esturion persa (Acipenser
persicus), encontrando que los hidrolizados enzimaticos proporcionan mayor extraccion de
proteina en comparacion con los hidrolizados quimicos. Por su parte, Silva, Ribeiro, Silva,
Cahu, & Bezerra (2014), evaluaron las visceras y carcasa de tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) como fuente de hidrolizados de proteina, encontrando que su composicion
aminoacidica y el perfil lipidico, les permitia ser usados como fuente de proteinas en dietas
para animales de granja. Los estudios realizados por Opheim et al. (2015), sobre la hidrdlisis
de las visceras, esqueleto y cabeza de salmén del Atlantico (Salmo salar), mostraron que los
hidrolizados a partir de estos subproductos, contiene altos niveles de proteinas, con un alto
valor nutricional y potenciales péptidos bioactivos. Wisuthiphaet, Klinchan, & Kongruang
(2016) estudiaron la hidrolisis de proteinas provenientes de pez pony (Eubleekeria
splendens), jurel rayado amarillo (Selaroides leptolipis) y caballa (Decapterus maruadsi) por
métodos quimicos (&cido clorhidrico) y enzimaticos (papaina y alcalasa), encontrando que
los hidrolizados enzimaticos, especialmente los obtenidos con papaina poseian mejores
propiedades nutricionales, debido a un mayor porcentaje de aminoacidos como &cido

glutdmico, &cido aspartico y lisina.

2.3.1. Hidrdlisis enzimatica de proteinas

El proceso de hidrélisis enzimatica produce la ruptura de los enlaces peptidicos por medio
de la accién catalitica de proteasas, consumiéndose una molécula de agua por cada enlace
roto, liberando grupos carboxilo y amino, los cuales, pueden estar mas 0 menos ionizados

dependiendo del pH de la reaccion (Adler-Nissen, 1986), como se muestra en la Figura 2.4.

Toor T T i
~C-C-N-C- + Hzoﬂ—lc—coow H3N+—C|Z—
] |

H O R, H R,

Figura 2.4. Hidrolisis enzimatica de un enlace peptidico.

La hidrolisis enzimatica disminuye el peso molecular de las proteinas, generando una
serie de compuestos intermedios, encerrados en la secuencia primaria de la proteina original,
como proteasas y peptonas, liberando finalmente péptidos de menor peso molecular y con
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mayor cantidad de grupos ionizables, los cuales poseen propiedades nutricionales, como
buena digestibilidad y absorcion rapida, ademas de propiedades funcionales y actividades
bioldgicas mejoradas en comparacion a la proteina nativa. Entre las actividades bioldgicas
mas importantes estan la inhibidora de la ECA (Ketnawa, Suwal, et al., 2018; Thuanthong et
al., 2017), antioxidante (GOmez, GOmez, Zapata, et al., 2019; Nikoo et al., 2019),
antimicrobianas (Aissaoui et al., 2017; Wald et al., 2016), antitromboticas (R. Nasri et al.,
2012), anticancerigenas (Halim et al., 2018), entre otras. No obstante, existen varios factores
generales que determinan el resultado de la hidrdlisis enzimatica, los cuales se describen a
continuacion (Wubshet et al., 2019):

A. Parametros especificos del proceso:

En este grupo de factores, se encuentran las variables que se deben controlar durante el
proceso, como la concentracion del sustrato, la relacion enzima/sustrato, el pH, la
temperatura y el tiempo de la reaccion. Los primeros cuatro pardmetros son los principales
determinantes de la rapidez con que se produce la reaccion enzimatica, es por esto, que es
tan importante su optimizacion. La concentracion del sustrato (S) generalmente se da como
porcentaje en peso de la proteina total en la mezcla de reaccién, sin embargo, esta definicion
de S puede ser pragmatica y no necesariamente indica la concentraciéon de sustrato real,
debido a que tanto la proteina original como los péptidos formados inicialmente pueden servir
como sustrato para la reaccién proteolitica, y generalmente no se puede evaluar un valor
exacto de la concentracién de sustrato durante la reaccion (Adler-Nissen, 1986). Por su parte,
la relacion enzima/sustrato (E/S), hace referencia a la concentracion de enzima en relacion
con la concentracion de sustrato presente en la reaccién; y generalmente se expresa como
unidades de actividad de la enzima por peso de sustrato. Esta relacién se ve afectada por
factores como el pH y la temperatura, ademéas de ser mas significativa en la velocidad de
reaccion que la concentracion de enzima, debido a que los procesos de hidrdlisis de proteinas
a menudo se llevan a cabo a concentraciones de sustrato relativamente altas donde prevalece

la saturacion de sustrato (Adler-Nissen, 1986; Benjakul et al., 2014).
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El pH, la temperatura y el tiempo del proceso a menudo se seleccionan en funcion del
objetivo final de la hidrélisis enzimética. Es decir, si se quiere una reaccion rapida y con una
gran cantidad de enlaces peptidicos hidrolizados, el pH y la temperatura se ajustan a los
valores Optimos de trabajo de la enzima, sin embargo, operar cerca de estas condiciones
Optimas puede en algunos casos comprometer la estabilidad de ciertas enzimas si la reaccion
se realiza a tiempos muy largos, donde la tasa de hidrolisis enzimatica disminuye y alcanza
una fase estacionaria en la que no se produce hidrdlisis aparente. Por el contrario, Si el
objetivo es una hidrolisis limitada, se recomienda operar lejos de las condiciones Optimas de
la enzima, o en concentraciones de enzima significativamente mas bajas, para poder detener

la reaccion de manera més efectiva en grados més bajos de hidrolisis (Kristinsson, 2007).

B. Factores especificos del sustrato:

El sustrato para las enzimas proteoliticas, como su nombre lo indica son las proteinas, las
cuales son polimeros de a-aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos, y con una
estructura Unica a la que normalmente se une materia no peptidica, como carbohidratos,
lipidos, iones inorganicos, etc. (Adler-Nissen, 1986). Los sustratos pueden ser tanto de origen
animal, como vegetal o bacteriano. Entre los sustratos de origen animal se encuentra la leche,
el lactosuero, el huevo, el pescado y sus subproductos, los subproductos de origen bovino
tales como plasma, tendones y huesos. Por su parte, se usan como sustratos vegetales las
proteinas de soja, trigo, maiz, arroz, champifiones, calabaza, sorgo y amaranto (Benitez,
Ibarz, & Pagan, 2008; Sanchez & Véazquez, 2017). Sin embargo, lo mas importante es
conocer la composicion de aminoacidos de la proteina a hidrolizar, ya que de esta dependera
en qué medida y con qué facilidad puede ser hidrolizada la proteina por cierta proteasa; como
es el caso de las subtilisinas, las cuales tienen una amplia especificidad, pero con preferencia
por los amino&cidos hidrofobicos (exceptuando la prolina), por lo tanto, es de esperar que las
proteinas con un alto contenido de aminoéacidos hidrofobicos se hidrolicen mas facilmente

con este tipo de enzimas (Adler-Nissen, 1986).

Generalmente, el sustrato se selecciona de acuerdo con el uso final que se le quiere
proporcionar al hidrolizado y al valor agregado que se le dara a aquella proteina de partida

(Guadix, Guadix, Paez-Duefias, Gonzélez-Tello, & Camacho, 2000). Por ejemplo, si lo que
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se desea es obtener hidrolizados con propiedades gelificantes y emulsificantes se suelen
emplear colageno y gelatina por su capacidad para formar geles transparentes. Asi mismo,
cuando se busca un hidrolizado como fuente de nitrégeno para alimentacion animal, se usan
proteinas microbianas o provenientes de pescado, o si su finalidad es utilizarse para la
preparacion de alimentos infantiles o dietas enterales, se usa las proteinas de lactosuero, las

cuales son ricas en cisteina (Benitez et al., 2008).

C. Factores especificos de la proteasa:

Las enzimas proteoliticas, también conocidas como proteasas o peptidasas, pertenecen al
grupo de las hidrolasas, y son las responsables de catalizar la reaccion de hidrolisis de los
enlaces peptidicos de las proteinas, con diferentes grados de intensidad y selectividad (Rao,
Tanksale, Ghatge, & Deshpande, 1998). Estas se obtienen de diversas fuentes tales como
plantas, animales y microorganismos, siendo estos Ultimos las mejores fuentes para producir
proteasas comercialmente viables, especialmente las especies de bacterias Bacillus, como
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis y especies de hongos Aspergillus como Aspergillus

niger, A. flavus, A. fumigatus y A. oryzae (Singh & Kumar, 2019).

Las proteasas constituyen un grupo amplio y complejo de enzimas, las cuales se
diferencian una de la otra, segun su especificidad por el sustrato, la naturaleza de sus sitios
activos, su mecanismo catalitico, su perfil de estabilidad, su pH y temperatura 6ptima, siendo
fundamental el estudio de estas propiedades, para determinar su aplicacion a nivel industrial.
Es por lo anterior que, las proteasas no pueden clasificarse con el sistema general de
nomenclatura enzimatica, por el contrario, estas se clasifican segin su accién catalitica, la
naturaleza de su sitio activo y su valor de pH 6ptimo (Tabla 2.2). Cuando se considera su
modo de accion catalitica, es decir el sitio de escision de la cadena peptidica, las proteasas se

clasifican en dos grupos (Martinez-Medina et al., 2019):

a) Exopeptidasas: acttan sobre los enlaces peptidicos terminales de la proteina, ya sea en
el extremo terminal amino (aminopeptidasa) o carboxilo (carboxipeptidasas), dando

como resultado aminoacidos libres.
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b) Endopeptidasas: acttan en los enlaces peptidicos internos de la proteina, generando

cadenas peptidicas cortas.

Tabla 2.2. Clasificacion de Proteasa, de “Molecular and Biotechnological Aspects of

Microbial Proteases ” por Rao et al., 1998.

Proteasa Modo de accién® No. EC™
Exopeptidasas

Aminopeptidasas NH;.—;—O—O—O—O—O—O—O—O—COOH 3.4.11
Dipeptidil peptidasa NH,-@-@— - -~ O~ -COOH 3.4.14
Tripeptidil peptidasa NH-@-@ @+ - - -C-O-(O-coon  34.14

Carboxipeptidasa NH;(}O—O—QO—Q—O—O—%—.—COOH 3.4.16-3.4.18
Serina proteasa 3.4.16
Metaloproteasa 3.4.17
Cisteina proteasa 3.4.18
Peptidil dipeptidasa NH,AX <O H OO OHO--@-@-COooH 3.4.15
Dipeptidasas NH,-@--@-COOH 3.4.13

Endopeptidasas NHZ—QWCOOH 3.4.21-3.4.34
Serina proteasa 34.21
Cisteina proteasa 3.4.22
Aspartico proteasas 3.4.23
Metaloproteasa 3.4.24
Endopeptidasas de mecanismo 3.4.99

catalitico desconocido

* Ve - - ’ - - ’ -
Circulos blancos representan los residuos de aminoacidos en la cadena de polipéptidos y los negros

indican los aminodcidos terminales. Las lineas rojas muestran los sitios de accion de la enzima.

Kk, . .y - 4,
NUmero de la Comisién Enzimética

De igual manera, estas se dividen en cuatro subgrupos segun el grupo funcional en el sitio

activo (Rao et al., 1998):
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1) Serina proteasas: se caracterizan por la presencia de un grupo serina en su sitio activo.
Son numerosas Yy se extienden entre virus, bacterias y eucariotas, lo que sugiere que
son vitales para los organismos. Estas proteasas son generalmente activas a pH neutro
y alcalino, con un pH 6ptimo entre pH 7 y 11, con puntos isoeléctricos entre pH 4 y 6.
Con pesos moleculares que oscilan entre 18 y 35 kDa. Ademas, tienen amplias

especificidades por sustrato, incluyendo actividad esterolitica y amidasa.

2) Aspartico proteasas: las proteasas de acido aspartico, cominmente conocidas como
proteasas acidas, son las que dependen de los residuos de acido aspartico para su
actividad catalitica. La mayoria muestran una actividad méaxima a pH bajo (pH 3 a 4),
y con pesos moleculares en el rango de 30 a 45 kDa. Las fuentes mas conocidas de
este tipo de proteasas son el estbmago (para pepsina, gastricina y quimosina),
lisosomas (para catepsinas D y E), rifion (para renina), granulos de levadura y hongos
(para proteasas secretadas como rizopuspepsina, penicillopepsina y endotiapepsina).

3) Cisteina proteasas: su actividad depende de una diada catalitica que consiste en
cisteina e histidina. En general, estas enzimas son activas solo en presencia de agentes
reductores como HCN o cisteina, y tienen su actividad maxima a pH neutro, aunque
algunas de ellas, por ejemplo, proteasas lisosomales, son maximamente activas a pH

acido. A este grupo pertenece la papaina, siendo la cisteina la proteasa mas conocida.

4) Metaloproteasas: su principal caracteristica es que requieren iones metalicos
divalentes para su actividad. Incluyen enzimas de diversos origenes, como colagenasas
de organismos superiores, toxinas hemorréagicas de venenos de serpiente y termolisina

de bacterias.

En cuanto a la clasificacién de las proteasas de acuerdo con su rango de pH 6ptimo, estas
se pueden clasificar en proteasas alcalinas, neutras y acidas. Las proteasas acidas poseen su
mayor actividad entre pH 2 y 6, y estdn generalmente constituidas entre 380 a 420
aminoéacidos, y diferentes residuos de aminoacidos constituyen el sitio activo, perteneciendo
principalmente a este grupo las aspartico proteasas, algunas cisteina proteasas y

metaloproteasas. Las proteasas neutras, como su nombre lo indica, tienen una actividad
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Optima a valores de pH cercanos a la neutralidad, en esta clasificacion se incluyen las cisteina
proteasas, metaloproteasas y algunas serina proteasas. Finalmente, las proteasas alcalinas
tienen una alta actividad entre pH 8 a 13 y contienen aproximadamente de 420 a 480 residuos
de aminoacidos su cadena, siendo las serina proteasa las mas representativas de este grupo
(Martinez-Medina et al., 2019).

Entre las proteasas mas comUnmente usadas para producir hidrolizados de proteinas de
pescado, se encuentras las derivadas de microorganismos, como Alcalasa® 2.4L, Neutrasa®
0.5L, Flavourzima® y Protamex™: las derivadas de plantas, como papaina y bromelina, y
por ultimo las de fuentes animales, como pepsina, tripsina y pancreatica (Chalamaiah et al.,
2012; Guerard, 2007). Entre ellas, la Alcalasa® 2.4L (subtilisina Carlsberg: EC 3.4.21.14),
una serina proteasa alcalina producida a partir de Bacillus licheniformis, ha sido la mas
utilizada para la obtencion de hidrolizados de proteina de pescado, debido a que se ha
encontrado que se obtiene altos grados de hidrolisis en comparacion con otras proteasas,
generandose hidrolizados ricos en péptidos de cadena corta, que generalmente presentan
actividades bioldgicas como antioxidante, antihipertensiva y antiinflamatoria, que pueden ser
resistentes a las enzimas digestivas (Abdelhedi & Nasri, 2019; Kristinsson & Rasco, 2000a;
Sarmadi & Ismail, 2010). Ademas, esta endopeptidasa, posee una amplia especificidad para
romper enlaces peptidicos, prefiriendo los residuos de aminoéacidos aromaéticos e
hidrofébicos (Abdelhedi & Nasri, 2019; Benjakul et al., 2014). De igual forma, desde un
punto de vista técnico y econdmico, la alcalasa al tener su actividad optima a pH alcalino, es
mas eficientes en la hidrdlisis de proteinas de pescado, ademas de tener la mejor relacion
costo/actividad enziméatica en comparacion con el resto de proteasas (Bhaskar, Benila,
Radha, & Lalitha, 2008; Saadi, Saari, Anwar, Hamid, & Mohd Ghazali, 2015).

Algunas investigaciones sobre la hidrolisis de proteinas de pescado con alcalasa, han
demostrado que dicha proteasa presenta alta actividad en un rango de pH entre 6,5a 8,5y un
rango de temperatura entre 50 a 70 °C (Bhaskar et al., 2008; Ishak & Sarbon, 2017; Jamil,
Halim, & Sarbon, 2016; Ovissipour, Abedian Kenari, Motamedzadegan, & Nazari, 2012;
Saidi, Belleville, Deratani, & Amar, 2013). Sin embargo, en un estudio mas exhaustivo de la

hidrolisis enzimatica de subproductos de merluza del pacifico (Merluccius productos) con
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Alcalasa® 2.4L realizado por Benjakul & Morrissey (1997), se encontr6é que dicha enzima
presento una perdida considerable de actividad a un pH de 10,5 pero que permanecia activa
aun a pH 6. Por su parte, Da Rocha et al. (2018), estudiaron las actividades antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes de los hidrolizados enzimaticos de corvina argentina
(Umbrina canosai) usando alcalasa y protamex, encontrando que los hidrolizados con
alcalasa (GH 20%) tuvieron una mayor actividad de captacion de radicales ABTS, quelacion
de metales y poder antioxidante férrico reductor (FRAP), ademas de tener una influencia
considerable sobre la actividad antibacteriana, pero que ambos hidrolizados disminuyeron la
capacidad pro-inflamatoria. Liu et al. (2014), investigaron el efecto del tipo de enzima
(alcalasa y protamex) en las propiedades estructurales y funcionales de los hidrolizados de
subproductos de surimi, reportando que los hidrolizados obtenidos con protamex (GH 10%)
contenian péptidos mas grandes que los hidrolizados con alcalasa, sin embargo, ambos
hidrolizados aumentaron la solubilidad de las proteinas en mas del 65%.

2.3.2. Medicion de la extension de la hidrdlisis enzimatica de proteinas

Para controlar la cinética de reaccion de la hidrolisis enzimatica y obtener una medida de
su extension, se emplea el pardmetro denominado grado de hidr6lisis (GH), mas cominmente
usado para describir la hidrolisis de proteinas alimentarias, debido a que es méas simple y
rapido de controlar (Kristinsson & Rasco, 2000a). Este se define como la relacion porcentual
del nimero de enlaces peptidicos rotos durante la hidrélisis (h) sobre el nimero total de los
enlaces peptidicos de la proteina nativa (hwt) y ambos pueden ser expresados como meg/g de
proteina 0 como mmol/g de proteina. hiot puede ser determinado a partir de la composicion

de aminoéacidos de la proteina (Adler-Nissen, 1986):

h
GH (%) = =100 2.1)

tot

Se han utilizado varios métodos analiticos, para monitorear, comprender y optimizar el
porcentaje de GH, entre estos se encuentran los métodos clasicos como pH-stat, &cido

trinitro-bencenosulfénico (TNBS), orto-ftaldialdehido (OPA), titulacion de formol y
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nitrogeno soluble en acido tricloroacético (TCA), los cuales se basan en diferentes principios
para medir enlaces peptidicos rotos. Aunque, actualmente también se ha venido empleando
con menor frecuencia una serie de métodos como electroforesis, calorimetria, espectroscopia
de RMN e infrarroja (Wubshet et al., 2019). No obstante, el método de pH-stat es el mas
comunmente usado, debido a su practicidad y a su facilidad para monitorear y controlar el
grado de hidrdlisis en tiempo real (Adler-Nissen, 1986; Kristinsson & Rasco, 2000a). El
método de pH-stat es relativamente simple y se basa en mantener constante el pH durante la
reaccion, por medio de la adicion de una solucion bésica de concentracion conocida, para
neutralizar los H, liberados en la reaccion. Asi, el GH se calcula en funcién del nimero de
protones (grupos a-amino) liberados durante la hidrolisis, estimado a partir de las moles de
base consumida, segln la ecuacion (2.2) (Adler-Nissen, 1986; Guadix et al., 2000). Sin
embargo, esto no es necesariamente una medicion directa de los enlaces peptidicos
escindidos, ya que muchos factores, como la naturaleza de la enzima utilizada, el tamafio de
los péptidos hidrolizados y la temperatura de reaccion influirdn en las mediciones (Wubshet
etal., 2019).

. Vs Np
GH(%) = T a0 (2.2)
tot

Donde Vg (mL) es el volumen consumido de base durante la reaccion, Ng (meg/mL) es
la normalidad de la base, Mp es la masa de la proteina (g), o es el grado de disociacion
promedio de los grupos a-NH liberados en la hidrolisis. La ecuacion (2.2) solo es valida
cuando la hidroélisis se realiza a un pH superior al pK del grupo a-NH (pH superiores a 7,5).
En estas condiciones, la reaccion dara como resultado una liberacion neta de protones (H*)
cuando los enlaces peptidicos se corten y el consumo de base sera proporcional al nimero de
enlaces peptidicos divididos (Adler-Nissen, 1986). Sin embargo, por encima de pH 6,5, la
disociacion del grupo a-NH protonado se vuelve significativa, por lo tanto, es importante
conocer los valores de pK de los grupos a-NH, tanto para determinar el pH de la reaccion

como para calcular la constante de disociacion correctamente.

Otro de los métodos utilizados para medir el GH durante la hidrdlisis enzimatica es la

titulacion de formol, que al igual que el método del pH-stat, se basa en el nimero de protones
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liberados, medidos por la cantidad de base gastada en la titulacion. Pero difieren en el
principio béasico, ya que la titulacion de formol se basa en una reaccion entre un grupo amino
y formaldehido, como se muestra en la Figura 2.5. Esta reaccion se presenta tanto en pH
neutro como alcalino, dando como resultado la liberacion de protones y una reduccion
concurrente del valor de pKa del aminoacido — formaldehido producido. Esta titulacion se
puede realizar por dos técnicas diferentes, la directa o la indirecta. En la técnica directa, se
agrega formaldehido directamente a la solucion de muestra antes de realizar la valoracion
con la base. En la técnica indirecta, la solucion de muestra se ajusta primero al pH antes de
agregar el formaldehido, sin embargo, la técnica directa da mejores resultados en términos
de reproducibilidad (Wubshet et al., 2019).

RCH(NH;*)COO" + HCHO

RCH(NHCH,OH)COO" + H*

RCH(NHCH,OH)COO" + H*+ NaOH —— RCH(NHCH,OH)COONa + H,0

Figura 2.5. Reaccidn entre un aminoécido y formaldehido en presencia de hidroxido de
sodio.

Para la medicion del GH, también existen métodos espectrofotométricos como el TNBS
y el OPA, los cuales se basan en la medicion de los grupos a-amino liberados, por medio de
su derivatizacion con &cido trinitro-bencenosulfénico (Figura 2.6) o con orto-ftaldialdehido
(Figura 2.7), respectivamente, y asi permitir su deteccidon en el rango ultravioleta-visible para
el método TNBS o fluorescente para el caso del OPA. El valor de absorbancia obtenido se
convierte luego en valores cuantitativos mediante el uso de una curva estandar preparada con
un aminoécido libre, generalmente leucina, calculandose el GH, como la proporcion
porcentual de la cantidad del aminoacido liberado en el hidrolizado con respecto a la cantidad
del aminoacido de la proteina completa (Adler-Nissen, 1979; Nielsen, Petersen, &
Dambmann, 2001). Sin embargo, en estos métodos, los reactivos de derivatizacidn exhiben
reactividad diferente hacia algunos aminoéacidos, afectando la precision de la medicién. Por
ejemplo, en el caso del método OPA no sera exacto cuando se aplique en hidrolizados ricos
en prolina y cisteina (Wubshet et al., 2019).

23



Marco Tedrico

NO, h) NO, ||-| (”)
SO,H R N
o+ I\FOH — /C[ RAOH +  H,S0;
NH
oN NO, 2 o NO,
TNBS Aminoéacido TNBS- aminoacido
Figura 2.6. Reaccion de TNBS con grupos amino.
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OPA Aminoécido OPA- aminoéacido

Figura 2.7. Reaccion de OPA con grupos amino.

Por ultimo, se encuentra el método del nitrégeno soluble en &cido tricloroacético o indice
de solubilidad en acido tricloroacético, también utilizado para estimar el GH. Este no es un
método que detecta la cantidad de enlaces peptidicos escindidos, por el contrario, mide la
cantidad de nitrogeno soluble en acido tricloroacético, suponiendo que proviene
exclusivamente de aminoacidos y péptidos pequefios. El valor del indice de solubilidad del
acido tricloroacético se determina precipitando la proteina no hidrolizada con &cido
tricloroacético, seguido de centrifugacion. Asi, el indice de nitrégeno soluble en TCA del
hidrolizados se expresa como la proporcion porcentual del contenido de nitrégeno del

sobrenadante y del contenido en la muestra original (Aluko, 2018).

Aunque los meétodos discutidos anteriormente proporcionan las herramientas para
monitorear los cambios ocurridos durante la hidrdlisis enzimatica, la comparacion entre los
valores de GH obtenidos mediante cada uno de ellos debe realizarse con precaucion, debido
a que cada método emplea diferentes principios de medicién y por lo tanto los resultados van
a variar. Generalmente, los valores de GH obtenidos por el método del pH-stat son mas bajos
que los determinados por TNBS y OPA (Wubshet et al., 2019), lo cual puede deberse a una
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subestimacién del valor de pK de los grupos a-amino, ocasionando una sobreestimacion en
el grado de disociacion (a) y por ende en una subestimacion del GH (ecuacion 2.2.) (Adler-
Nissen, 1986). A su vez, los valores de GH obtenidos por el método TCA, son mas altos que
los reportados por métodos TNBS y OPA, lo que se debe principalmente a que la muestra de
inicial (hidrolizado) ya esta digerida y contiene altos contenidos de péptidos solubles (Aluko,
2018).

2.3.3. Modelado cinético de la hidrdlisis enzimatica de proteinas

La hidrdlisis enzimética de proteinas es un proceso complejo debido a la cantidad de
factores que influyen en ella, tales como (Qi & He, 2006; Sierra, Sepulveda, Véasquez,
Figueroa, & Zapata, 2018; Trusek-Holownia, 2008; Valencia et al., 2015):

i) Naturaleza y calidad del sustrato: la diversidad de aminoacidos que conforman los
enlaces peptidicos, haciendo casi imposible detectarlos usando solamente la

concentracion de sustrato como variable.

ii) Sustratos presentes en la reaccion: los péptidos generados pueden actuar como nuevos

sustratos, dando como resultado una hidrolisis progresiva.

iii) Tipos de reaccién: algunos enlaces peptidicos se rompen en paralelo y otros en

secuencia, todas las reacciones presentandose de forma simultanea.

iv) Sistemas heterogéneos: principalmente cuando se hidrolizan fracciones musculares
y porciones de grasas insolubles, como es el caso de la hidr6lisis de subproductos

acuicolas.

v) Inhibiciones presentadas tanto por el sustrato como por el producto e inactivacién

térmica de la enzima durante la reaccion.

vi) Factores exdgenos: tales como pH, temperatura y fuerza idnica, los cuales actian

sobre la velocidad de reaccion.
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Aunque los factores anteriores hacen dificil un modelado fenomenolégico del proceso de
hidrdlisis, es posible emplear la cinética simple de Michaelis-Menten, la cual ha sido utiliza
en este tipo de procesos, donde la velocidad de reaccion depende sélo de la concentracion de
sustrato (Apar & Ozbek, 2009; Qu et al., 2015; Trusek-Holownia, 2008). En este caso, la
reaccion enzimatica generalmente se modela como un proceso de dos pasos: union de sustrato
(S) con enzima (E) y formacion de un complejo enzima-sustrato (ES), seguido de una
descomposicion irreversible del complejo enzima-sustrato para liberar enzimay producto (P)
(Adler-Nissen, 1986):

E+SK$ESLE+P (2.3)

El modelo de Michaelis-Menten se basa en varias suposiciones, tales como: i) un
equilibrio rapido entre los reactivos (E + S) y el complejo ES, seguido de una conversion mas
lenta del complejo ES a enzima libre y producto (k2 << ki); ii) la concentracion de sustrato
permanece constante durante la reaccion, dado que generalmente la concentracion inicial de
sustrato es mucho mas alta que la concentracion total de enzima v iii) la concentracion del
complejo enzima-sustrato permanece constante en el tiempo, aplicandose el principio de
estado pseudo — estacionario (Copeland, 2013). Durante el estado pseudo - estacionario, la
velocidad de formacion del producto (v), puede calcularse mediante la ecuacién de
Michaelis-Menten:

_ Vmax~[S]
"B K

(2.4)

Donde, Km conocida como constante de Michaelis-Menten, es la concentracion del
sustrato que proporciona una velocidad de reaccion igual a la mitad de la velocidad méaxima
(Vmax) Obtenida en condiciones de saturacion, es decir, es la concentracion de sustrato a la
que la mitad de los sitios activos de la enzima se encuentran ocupados (saturados) de
moléculas de sustrato en el estado estacionario. El término Vmax se refiere a la velocidad
méaxima obtenida a una concentracion de sustrato infinita, y esta puede definirse

matematicamente como se observa en la ecuacion 2.5 (Copeland, 2013):
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Vinax = Ka. [E] (2.5)

Siendo k2 0 algunas veces Ilamada kcat la constante de velocidad catalitica, propiedad
fundamental de la enzima. Esta algunas veces se denomina como numero de rotacion de la
enzima (turnover number), ya que define la cantidad de eventos de rotacién catalitica que
ocurren por unidad de tiempo, siendo por lo tanto expresada en unidades tiempo reciproco
(por ejemplo, min?, s1) (lllanes, Altamirano, & Wilson, 2008). Km Yy Vmax Son conocidos
como los pardmetros cinéticos, los cuales se determinan experimentalmente para obtener
expresiones de velocidad validadas para el disefio o la evaluacion del rendimiento de la
hidrélisis enzimatica (lllanes et al., 2008). Sus valores pueden determinarse directamente
ajustando una grafica de velocidad inicial en funcion de la concentracion de sustrato (Figura

2.8) a la ecuacién de Michaelis-Menten (ecuacién 2.4).

La forma general de la curva de saturacion es la de una hipérbola rectangular (Figura 2.8).
A bajas concentraciones de sustrato (S <« Km), la velocidad de la reaccion (v) es proporcional
a la concentracion de sustrato (S), en esta region, la reaccion de hidrélisis enzimatica es de
primer orden con respecto a la concentracion del sustrato. Para el caso donde S es mucho
mayor que Km, es decir, a concentraciones de sustrato més altas, la velocidad de la reaccion
permanece aproximadamente constante y sin variaciones a los cambios en la concentracion
del sustrato. En esta region, el orden de las reacciones de hidrdlisis enzimatica es de orden
cero con respecto al sustrato (Marangoni, 2002). Aunque el modelo de Michaelis-Menten
sirve de base para el estudio de la hidrdélisis enzimatica de proteinas, este desconoce en
ocasiones la complejidad asociada al empleo de sustratos multiples altamente complejos,
como el caso de matrices alimentarias en las que intervienen mdltiples proteinas (Sierra et
al., 2018). Ademas, de no tener en cuenta la inhibicion por producto, inhibicién por sustrato
y la inactivacion térmica de la enzima para el modelado de la cinética enzimatica (Qi & He,
2006; Valencia et al., 2014).
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Figura 2.8. Representacion gréafica de la ecuacion de Michaelis-Menten (Curva de

Saturacion).

Una caracteristica importante de las reacciones de hidrolisis enzimatica es la interaccion
con sustancias diferentes al sustrato, lo cual conduce a una alteraciéon de los parametros
cinéticos. Estas sustancias, conocidas como inhibidores, se definen como cualquier ligando
que se une al enzima reversible o irreversiblemente, esta Gltima condicion también
denominada inactivacion, ocasionando una disminucion en la velocidad de reaccion o
bloqueando completamente la capacidad catalitica de un enzima (Copeland, 2013). En la
inhibicidn irreversible, el inhibidor se une de forma covalente a la enzima, modificandola y
sin posibilidad de regeneracion. Por su parte, en el caso de la inhibicidn reversible, al eliminar
el inhibidor la enzima recupera su actividad normal (Lehninger, Nelson, & Cox, 2013). Esta
ultima a su vez puede dividirse en tres tipos (Tabla 2.3):
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Tabla 2.3. Tipos de inhibicion de de “Lehninger Principles of Biochemistry” por Lehninger
et al, 2013.

Tipo de inhibicién Mecanismo

Competitiva:

El inhibidor (I) compite con el sustrato por el

E4+S = ES — E+P

sitio activo de la enzima. Muchos inhibidores s /%
competitivos son estructuralmente similares al I _ f): _ /S
sustrato y se combinan con la enzima para “n ( \f\ -
formar un complejo El, pero sin conducir a la 3 — @*‘ l/f__ I
catalisis. La evidencia experimental es el N

aumento en el K.

Acompetitiva:

En este caso el inhibidor se une exclusivamente t

al complejo ES, no presenta afinidad por la “ ) CE © I/_“\ﬂs\

enzima libre. Su efecto en la cinética enzimatica < = \—}J

es decrecer tanto el valor de Ky, como el de Viax. H {0
|: }/}
AN

No competitiva (mixta):

El inhibidor no compite con el sustrato por el T .
sitio activo de la enzima. Tanto el inhibidor ” H /_> © (%
Ky K]" = S

como el sustrato se unen al enzima formando un s o \-_/’ N
complejo terciario. El efecto aparente que tiene ) H “ 5
en la reaccién enzimatica es la disminucion de ®

. " — S
Vimax sin afectar el K. D \ )
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2.3.4. Procesos de purificacion de hidrolizados enzimaticos de proteinas

Los hidrolizados enziméticos de proteina contiene una mezcla muy compleja de
numerosos péptidos con diferentes secuencias de aminoacidos, tamafios moleculares,
hidrofobicidad, cargas netas y actividades biologicas. Se ha identificado que las fracciones
con pesos moleculares entre 1 a 4 kDa son la opcion mas prometedora para fines nutricionales
y farmacéuticos de mayor valor agregado (Abdelhedi & Nasri, 2019; Abejon et al., 2018; Li-
Chan, 2015). Por lo tanto, se han desarrollado métodos de separacién y purificacion, como
las técnicas cromatograficas y de membrana, para aislar efectivamente fracciones de péptidos
con un rango mas estrecho de propiedades fisicoquimicas y funcionales (Abejon et al., 2018;
Aluko, 2018; Li-Chan, 2015). Algunos de estos métodos sirven como fase inicial para la
produccion de fracciones peptidicas mas activas, la purificacion de péptidos y la posterior
identificacion de la secuencia de aminoacidos. No obstante, en algunos casos la separacion
de péptidos no siempre garantiza una mayor actividad en comparacion con el hidrolizado
original (Aluko, 2018).

2.3.4.1. Tecnologia de separacion por membrana

El principio general de este tipo de separacion es la permeabilidad selectiva de la
membrana para permitir que las sustancias de interés penetren a través de ella, en el caso de
hidrolizados de proteina, los péptidos son separados en funcién de su peso molecular. Los
procesos basados en membrana generalmente funcionan a temperatura ambiente y no hay
cambios de fase ni reacciones quimicas en el proceso, por lo que es especialmente adecuado
para la separacion y purificacion de sustancias bioactivas termosensibles (Ren et al., 2013).
Actualmente, para el fraccionamiento de hidrolizados de proteina se usa membranas tanto de
ultra como de nanofiltracion, sin embrago las membranas de ultrafiltracion son las mas
utilizadas para fraccionar péptidos, asi como para la eliminacion de proteinas y otras
macromoléculas. Las membranas estan hechas principalmente de polisulfona o derivados de
celulosa, las primeras proporcionan una alta rigidez, pero un ensuciamiento rapido debido a
su hidrofobicidad, por el contrario, las membranas de celulosa por su caracteristica hidrofilica
poseen un menor ensuciamiento, pero baja resistencia quimica y mecanica. Los tamafios de

las membranas estan disponibles comercialmente segun el peso molecular de corte (MWCO),
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y estos pueden variar entre 500 Da hasta 100 kDa (Aluko, 2018; Martinez-Maqueda,

Hernandez-Ledesma, Amigo, Miralles, & Gdémez-Ruiz, 2013). Se han reportado diversas

investigaciones sobre el impacto de esta tecnologia en los péptidos de hidrolizados de

diferentes subproductos de pescado (Tabla 2.4), encontrandose que, para la obtencién de

péptidos con un tamafio molecular deseado, con una propiedad funcional y/o actividad

determinada, es necesario utilizar una serie de membranas con diferentes pesos moleculares

de corte.

Tabla 2.4. Purificacion de hidrolizados de subproductos de pescado con tecnologia de

membranas
Tipo de Peso molecular de Especie Subproducto Referencia
membrana corte
Residuos del
Ultray , procesamiento Abejon et al.
nanofiltracién 1-4kDa Atn del atln (2018)
enlatado
Tilapia roja Roslan, Mustapa
Ultrafiltracion 5-10 kDa (Oreochromis Cabeza, Kamal, Md.
niloticus) esqueleto y cola  Yunos, &
Abdullah (2017)
Tilapia del nilo
Ultrafiltracion 1 kDa (Oreochromis Piel Thuanthong et
I al. (2017)
niloticus)
. ., Bacalao (Gadus . Ngo, Vo, Ryu,
Ultrafiltracion 1,5y 10 kDa macrocephalus) Piel & Kim (2016)
. ., Bacalao (Gadus Girgih et al.
Ultrafiltracion <1 kDa morhua) Esqueleto (2015)
Saidi, Deratani,
Ultray , , .
nanofiltracion 1-4kDa Atln Musculo oscuro  Belleville, &
Amar (2014)
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2.3.4.2. Técnicas de separacion cromatograficas

Las técnicas de cromatografia liquida son las més utilizadas para el fraccionamiento de
proteinas, mas especificamente HPLC es usado para compuestos bioactivos. Esta separacion
se logra de acuerdo con su carga, hidrofobicidad, tamafio o especificidad, y en algunos casos
también se pueden utilizar para eliminar algunas sustancias de interferencia (por ejemplo,
sales) provenientes de etapas de previas (Martinez-Maqueda et al., 2013; Saadi et al., 2015).
Existen diversas técnicas cromatograficas utilizadas en la separacion y purificacion de
hidrolizados de subproductos de pescado (Tabla 2.5), entre las méas utilizadas se encuentra la
cromatografia de intercambio iénico (IEC), la cual separa los péptidos en funcion de su
capacidad de carga. Los péptidos cargados positivamente se fraccionan por cromatografia de
intercambio anidnico, mientras que los cargados negativamente se fraccionan por

cromatografia de intercambio catiénico.

Tabla 2.5. Técnicas cromatogréaficas para purificacion de hidrolizados de subproductos de

pescado
Metodf) . Especie Subproducto Referencia
cromatografico*
IEC - SEC - RP Atln barrilete (K.
HPLC pelamis) Cabeza Zhang et al. (2019)
SEC - RP HPLC hg;?s‘;ado (Platichthys 1 4ccuto Ko et al. (2016)
IEC-SEC-RP Pez aleta azul (Navodon Cabeza Chi, Wang, Wang,
HPLC septentrionalis) Zhang, & Deng (2015)
Pez Pintarroia Musculo, Garcia-Moreno, Espejo-
SEC - RP HPLC (Sc Iiorhinujs. canicula) visceras, piel y Carpio, Guadix, & Guadix
y esqueleto (2015)
IEC - RP HPLC Salmon (Salmo sp.) Aleta Ahn, Kim, & Je (2014)
Pez cabeza de serpiente Ghassem, Babji, Said,
SEC - RP HPLC . P Musculo Mahmoodani, & Arihara
(Channidae sp.) (2014)

*|EC: cromatografia de intercambio idnico, SEC: cromatografia de exclusion molecular,
RP-HPLC: cromatografia liquida de alta presion en fase reversa.

Una de las técnicas mas usadas es la cromatografia liquida en fase reversas (RP-LC), la
cual separa los péptidos de acuerdo con su hidrofobicidad. Los péptidos menos hidrofobos
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no se unirdn o se unirdn débilmente en una fase estacionaria y eluiran en el primer grupo de
picos, por el contrario, los péptidos altamente hidrofobicos se uniran muy fuertemente y
requeriran un gradiente mas fuerte de la fase movil para eluirse en el grupo de péptidos de
liberacion tardia (Aluko, 2018). Finalmente, se encuentra la cromatografia de exclusion por
tamafio (SEC), més precisamente el modo de filtracién en gel, donde los péptidos y las
proteinas se separan de acuerdo con su peso molecular. En este caso, los péptidos con
tamafnos mas grandes que el tamafio de particula de la columna no podran ingresar al gel y
eluiran mas répido. En contraste, los péptidos méas pequefios entrardn en las particulas de la
columna, lo que retarda su paso, prolonga la permanencia en la columna y garantiza tiempos
de elucion mas largos (Aluko, 2018; Saadi et al., 2015).

2.4. Propiedades bioactivas de los hidrolizados de proteinas de subproductos acuicolas

Los hidrolizados enziméticos de proteinas de pescado, se caracterizan por ser una de las
fuentes mas importante de péptidos, los cuales son responsables de conferirle sus propiedades
bioactivas, estos se definen como una secuencia de aminoacidos con longitudes que varian
generalmente entre 2 a 20 unidades de aminoacidos y que estan encriptados e inactivos en
las proteinas originales, pero que pueden ser liberados a través de diferentes métodos,
incluida la hidrolisis enzimética (Martinez-Medina et al., 2019; Petrova et al., 2018). Los
péptidos pueden exhibir diferentes propiedades bioactivas, tales como: antihipertensiva,
antioxidante, antimicrobiana, antitrombotica, anticancerigena, etc. (Benjakul et al., 2014;
Kristinsson & Rasco, 2000a; Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Todo ello dependiendo de las
caracteristicas del péptido, como secuencia y composicion de aminoacidos, tamafio,
hidrofobicidad y carga (Arshad, Siow, Ngoh, Sofian, & Gan, 2019; Martinez-Medina et al.,
2019; Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Gracias a sus actividades bioldgicas, los péptidos son
moléculas de gran importancia para el desarrollo de agentes terapéuticos, ya que estos
proporcionan un impacto positivo en las funciones del cuerpo humano, protegiéndolo de
diferentes trastornos, infecciones y enfermedades (Ananey-Obiri, Matthews, & Tahergorabi,
2019), ademas de tener diversas ventajas en comparacion con los medicamentos
tradicionales, tales como un amplio espectro de accién, alta bioespecificidad y menos
alergenicidad (Agyei et al., 2016; Arshad et al., 2019).
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2.4.1. Propiedades antioxidantes

El estrés oxidativo es un desequilibrio redox, que ocurre cuando la capacidad antioxidante
de una célula se ve alterada por una sobre produccion especies reactivas del oxigeno (ROS).
Las ROS son una clase de radicales libres que se forman con oxigeno, tales como radicales
hidroxilos ("OH), peroxilo (ROQ), peroxinitrito (ONOQO") y anion superdxido (027), que
contienen uno o0 mé&s electrones orbitales desapareados, haciéndolos inestables y muy
reactivos con otras moléculas o sustancias para formar compuestos méas estables con un
estado de energia mas bajo, provocando asi lesiones celulares o tisulares. Se ha sugerido que
las ROS y por ende el estrés oxidativo, participan en el inicio y/o propagacion de
enfermedades cronicas tales como: cardiovasculares, inflamatorias, cancer y diabetes
(Ananey-Obiri et al., 2019; S.-K. Kim et al., 2012; Xiong, 2010).

Las reacciones oxidativas también pueden deteriorar las cualidades sensoriales y
nutricionales de los alimentos, debido a la oxidacion de lipidos y proteinas, lo cual puede
ocurrir tanto durante el procesamiento, como durante el almacenamiento. Para prevenir estas
reacciones de oxidacion existen en la industria alimentaria y farmacéutica, gran variedad de
antioxidantes sintéticos como el hidroxitolueno butilado (BHT), el hidroxianisol butilado
(BHA), la butil hidroguinona terciaria (TBHQ) y el galato de propilo (PG). Sin embargo, el
uso de estos antioxidantes sintéticos ocasiona riesgos potenciales para la salud, haciendo
importante la busqueda de antioxidantes naturales como alternativas seguras (Chalamaiah et
al., 2012; S.-K. Kim et al., 2012). Es este el caso de las proteinas y los péptidos bioactivos
derivados de los hidrolizados enzimaticos de subproductos acuicolas, los cuales pueden
utilizarse en las industrias alimentarias y farmacéuticas como antioxidantes potenciales con

beneficios para la salud (S.-K. Kim et al., 2012).

Los antioxidantes son sustancias quimicas que pueden prevenir, inhibir o captar los
radicales libres. Estos tienen un papel fundamental en la reduccion los procesos oxidativos
tanto en el cuerpo humano como en los sistemas alimentarios (Ananey-Obiri et al., 2019;
Samaranayaka & Li-Chan, 2011). En los alimentos, los antioxidantes son utilizados para
retardar la peroxidacion de lipidos, y por ende la formacion de productos secundarios de

dicha reaccion, con el fin de mantener el sabor, la textura y el color de los alimentos durante
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el almacenamiento. Ademas, los antioxidantes también reducen la oxidacion de proteinas, asi
como la interaccion de estas con los carbonilos derivados de los lipidos, evitando una
alteracion de la funcionalidad de las proteinas (Le Gouic, Harnedy, & FitzGerald, 2018;
Samaranayaka & Li-Chan, 2011). Actualmente, los antioxidantes naturales como la vitamina
C, los tocoferoles, los extractos de hierbas y los hidrolizados de proteinas y péptidos
derivados de fuentes como la leche, la soja, el huevo y el pescado, se han comercializado
como alternativas a los antioxidantes sintéticos en los sistemas alimentarios (Samaranayaka
& Li-Chan, 2011).

En el cuerpo humano, los antioxidantes ayudan a proteger los tejidos y érganos del dafio
oxidativo causado por las ROS. Para esto, existe una serie de antioxidantes presentes en las
células humanas, llamados antioxidantes enddgenos, como por ejemplo las enzimas
superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, y diversos compuestos no enzimaticos
como el selenio, el a-tocoferol y la vitamina C. Ademas de estos, los aminoacidos, péptidos
y proteinas también contribuyen a la capacidad antioxidante de las células y al mantenimiento
de la salud de los tejidos bioldgicos (Le Gouic et al., 2018). Algunos ejemplos de
amino&cidos con propiedades antioxidantes son histidina, cisteina, metionina y tirosina, y los
de péptidos antioxidantes como glutation, carnosina y anserina (Gianfranceschi,
Gianfranceschi, Quassinti, & Bramucci, 2018; Mada, Ugwu, & Abarshi, 2019; L. Zhang et
al., 2019). Sin embargo, una protedlisis extensiva de las proteinas produce una disminucion
de la actividad antioxidante, por lo tanto, los aminoécidos libres generalmente no son tan
efectivos como antioxidantes, en comparacion con los péptidos, que gracias a sus
propiedades quimicas y fisicas los hacen mas estables (Samaranayaka & Li-Chan, 2011). El
equilibrio antioxidante-prooxidante en el cuerpo humano puede cambiar con la edad y por
factores como la contaminacion ambiental, el estrés, el consumo excesivo de calorias y las

dietas altas en grasas (Samaranayaka & Li-Chan, 2011; Xiong, 2010).

En general, los péptidos antioxidantes son cortos, con cadenas entre 2 a 10 residuos de
aminoacidos, que incluyen residuos hidrofobicos (valina y leucina) y/o prolina, histidina,
triptéfano, tirosina, metionina y cisteina en sus secuencias (Ananey-Obiri et al., 2019). Estos

son capaces de actuar a través de tres mecanismos quimicos, como captadores de radicales
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libres, extincion del oxigeno singlete y/o agentes quelantes de iones metalicos. Los péptidos
como captadores de radicales libres pueden reducir la oxidacion de lipidos, proteinas y ADN
al inhibir la fase de iniciacion (antioxidantes preventivos) o al inhibir la fase de propagacion
(antioxidantes que rompen la cadena). La extincion del oxigeno singlete, implica la
transferencia de energia del O, al antioxidante o una agregacion de 'O a los endoperoxidos
formadores de antioxidantes. En cuanto al mecanismo de quelacion de iones metélicos, los
péptidos inhiben la actividad de los metales de transicion con dos 0 mas estados de valencia,
como el hierro y el cobre (Jensen, Eilertsen, Mahre, Elvevoll, & Larsen, 2013). De igual
forma, los péptidos antioxidantes pueden actuar por medio de interacciones fisicas, formando
membranas que evitan el contacto directo entre lipidos y radicales libres, como se muestra

en la Figura 2.9.
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Figura 2.9. Esquema de los mecanismos quimicos y fisicos de los péptidos antioxidantes
para inhibir los procesos oxidativos. (1) quelacion de metales; (2) captacion de radicales;

(3) interaccidn fisica (blindaje; repulsion), de “Antioxidant peptides ” por Xiong, 2010.

Se han utilizado varios métodos para controlar y comparar la actividad antioxidante de
proteinas y péptidos, los cuales se pueden dividir en ensayos quimicos y biolédgicos in vitro,
ensayos in vivo en modelos animales y experimentos clinicos en humanos. Los métodos
quimicos se basan principalmente en el mecanismo de inactivacion involucrado, y se pueden

dividir en dos categorias: transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y ensayos basados en
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transferencia de electrones (SET) (Jensen et al., 2013; S.-K. Kim et al., 2012). Los ensayos
basados en HAT determinan la capacidad de un antioxidante (AH) para extinguir los
radicales libres (ROQO®) mediante la donacién de un atomo de hidrégeno (H), formando
compuestos mas estables (AQ*®), y asi detener las reacciones en cadena de los radicales
(Sveinsdottir, Hamaguchi, Bakken, & Kristinsson, 2014), como se muestra en la Figura 2.10.
En general, los ensayos HAT implican un generador de radicales libres sintéticos, una sonda
oxidable y el antioxidante de interés, y su cuantificacion se realiza a partir de curvas cinéticas
de la reaccion competitiva, reflejando méas estrechamente los ensayos in vivo (Jensen et al.,
2013).

Y2
X'+ AH = XH + A"

Figura 2.10. Mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno (HAT)

Por su parte, los ensayos basados en el mecanismo SET detectan la capacidad de un
antioxidante (AH) de transferir electrones a un radical libre (ROQO®) y asi ayudar en la
reduccion de cualquier compuesto, incluidos metales, carbonilos y radicales (Figura 2.11).
Estos ensayos involucran solo dos componentes en la reaccién: una sonda oxidante y el
antioxidante de interés. La capacidad antioxidante se determina de acuerdo con el grado del

cambio de color de la sonda reducida (Sveinsdottir et al., 2014).

X*+ AH ==——=X"+ AH"*
AH**+ H,0¢&=——= A°+ H,0*
X+ H;0* ====XH + H,0

M(Ill) + AH === AH* + M(II)

Figura 2.11. Mecanismo transferencia de electrones (SET)

Estos métodos in vitro difieren entre si en términos de reactivos, estandares, pH y
métodos de cuantificacién, por lo que es dificil comparar los resultados entre ellos, en la
Tabla 2.6 se muestra las mayores diferencias entre dichos métodos y los ensayos empleados.
Ahora bien, debido a la complejidad de los procesos oxidativos que se producen en los
sistemas alimentarios o bioldgicos, asi como a los diferentes mecanismos por los que puede

actuar un antioxidantes, encontrar un método que pueda caracterizar el potencial antioxidante
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general no es facil, por lo tanto, se considera conveniente realizar varios ensayos que
abarquen los dos métodos in vitro para determinar la capacidad antioxidante de los péptidos
e hidrolizados de proteinas (Jensen et al., 2013; Samaranayaka & Li-Chan, 2011).

Tabla 2.6. Comparacion de ensayos basados en HAT y SET, de “Health Effects of

Antioxidative and Antihypertensive Peptides from Marine Resources” por Jensen et al,

2013.
Meétodo Ensayos Tlempp,de Tiempo de Resultado
reaccion Ensayo
ORAC, TRAP,
TOSC", CAA, Relativamente Mayor tiempo de
Inhibicion de la  rapido y andlisis, debido a Tomados de la curva
HAT oxidacion de completadoen  que monitorean la cinética
LDL, CBA, segundos o cinética de '
DPPH™, minutos. reaccion.
ABTS™.

Relativamente

FRAP, DPPH™,  lento y necesita Basados en cambios de

g Poco tiempo de color o disminucién
SET CUPRAC, de varios €0 liemp . _
o . analisis relativa del porcentaje en
ABTS™. minutos para
el producto.

completarse.
*Capacidad total de eliminacion de oxirradical.

**Ensayos en modo mixto: depende del tamafio y la polaridad de los compuestos que reaccionan y el pH del medio.

Actualmente, el interés en el desarrollo de antioxidantes a partir de proteinas de pescado,
mas especificamente a partir de los subproductos generados durante su procesamiento, ha ido
aumentando, debido a que se consideran fuentes ricas de compuestos bioactivos
estructuralmente diversos y con diferentes actividades bioldgicas (Ngo, Wijesekara, Vo, Van
Ta, & Kim, 2011). Ademas, el aprovechamiento de este tipo de subproductos a través de la
bioconversién en productos de alta calidad como los hidrolizados de proteinas y péptidos con
actividades biologicas, reduce la contaminacion y el costo econdémico asociado con el
tratamiento de los desechos generados (Abuine, Rathnayake, & Byun, 2019). Diversos
autores han reportado actividad antioxidante en hidrolizados de proteinas y péptidos de

subproductos de pescado, como se muestra en la Tabla 2.7.
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Tabla 2.7. Actividad Antioxidantes de hidrolizados de proteinas de subproductos de

pescado
Especie Subproducto Enzima Actividad Antioxidante Referencia
DPPH: 56,64 + 1,32% Tkaczewska,
Carpa FRAP: 3,37 + 0,04 uM Jamroz, Kulawik,
(Cyprinus Piel Protamex Trolox/ mg hidrolizado Morawska, &
carpio) Quelante de metales: Szczurowska
43,07 £ 2,16% (2019)
ABTS:~ 1200 pumol Trolox/
Trucha arcoiris Cabeza, g
visceras, FRAP:~ 200 umol Trolox/  Nikoo et al.
(Oncorhynchus Alcalasa
mykiss) aletas y (2019)
y esqueleto Quelante de metales:
~ 70 pmol EDTA/ g
ABTS: 1530,8 + 40,7 umol
Trolox/ ¢
Tilapia roja ORAC: 1125,8 + 33,1 umol
. . Gomez et al.
(Oreochromis  Visceras Alcalasa Trolox/ ¢ (2019)
spp.) CBA:498+19%
FRAP: 548,9 £ 42,4 umol
Trolox/ ¢
i DPPH:~ 40%
sonito ABTS:~ 98% Klomklao &
(Katsuwonus Visceras Alcalasa 2.4L Ve .
: Quelante de metales Benjakul (2018)
pelamis)
57,04%
. Quelante de metales .
Bacalao (Gadus . Tripsina 12,7 £ 0,3% con tripsina Wu, LI, Hou,
Piel Alcalasa Zhang, & Zhao
macrocephalus) . 6,2 £ 0,6% con alcalasa
Flavourenzima . (2017)
~ 9% con flavourenzima
DPPH: HB 90%; HP 60% .
Baga japonesa Inhibicion de la Gajanan,
(Nemipterus Esqueleto Papaina (HP) eroxidacion lipidica del Elavarasan, &
) _p q Bromelina (HB' p s . P Shamasundar
japonicus) acido linoleico (2016)

HB ~ 70%; HP ~ 62%
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2.4.2. Propiedades antihipertensivas

La hipertension es una enfermedad que presenta elevacion cronica de la presion arterial;
excediendo 140/90 mmHg (presion sistolica por encima de 140 mmHg o presién diastélica
por encima de 90 mmHg). Siendo uno de los principales factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares, como aterosclerosis, enfermedad coronaria, arteriopatia periférica,
accidente cerebrovascular o infarto de miocardio y enfermedad renal. La Organizacion
Mundial de la Salud (2014), informo que para el afio 2012, se presentaron 17,5 millones de
muertes a nivel mundial debido a enfermedades cardiovasculares y que alrededor de 7,4
millones se debieron a ataques cardiacos y 6,7 millones a accidentes cerebrovasculares,
convirtiéndose en una de las principales causas de muerte a nivel global (Arshad et al., 2019;
Martinez-Medina et al., 2019). Sin embargo, la regulacion de la presién arterial es compleja
e involucra varias vias metabolicas entrelazadas, entre las que se encuentran el sistema
renina-angiotensina, el sistema cinina-6xido nitrico, el sistema de endopeptidasa neutra, el
sistema de enzimas convertidoras de endotelina, el sistema nervioso simpético y los

mecanismos de equilibrio de rifiones y liquidos (Norris, Harnedy, & FitzGerald, 2014).

Las vias de control de la presion arterial mas estudiadas con respecto a los péptidos
derivados de fuentes pescado involucran a aquellas que inhiben la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) y/o la renina (Figura 2.12) (Abdelhedi & Nasri, 2019; Norris et al.,
2014). Estas enzimas tienen un rol crucial en la regulacion de la presién arterial a través de
los sistemas renina-angiotensina y quinina-oxido nitrico. En el sistema renina-angiotensina,
la renina, una aspartil proteasa producida principalmente en el rifion, es responsable de la
conversion del angiotensindgeno en el deca-péptido angiotensina I. El nivel de renina en la
sangre cambia con la alteracion de la presion sanguinea y el equilibrio de liquidos,
determinando asi la actividad general del sistema renina-angiotensina. Del mismo modo, la
ECA, una dicarboxipeptidasa presente en el torrente sanguineo, convierte la angiotensina |
en el octa-péptido y potente vasoconstrictor, angiotensina I1, al eliminar el dipéptido His-Leu
del extremo C-terminal. La presencia de angiotensina Il desencadenara la secrecion de
aldosterona de las glandulas suprarrenales, lo que da como resultado un aumento de la

reabsorcién de sal y agua, asi como un aumento de la presion arterial (Arshad et al., 2019;

40



Obtencion de hidrolizados de proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
propiedades bioactivas y/o funcionales

Lafarga & Hayes, 2017). En el sistema cinina-6xido nitrico, la ECA inactiva el péptido
vasodilatador bradicinina, la cual, ademas se une a los receptores que conducen a un aumento
eventual en el nivel intracelular de Ca®*, estimulando la generacion de 6xido nitrico a partir
de L-arginina (Gallego, Mora, & Toldra, 2018; Norris et al., 2014).

Angiotensinogeno Cinin6geno
@ l | Péptidos inhibidores | \
T | de la ECA !
________ i -, Angiotensina I : Bradicinina
 Péptidos inhibidores |
|____Gerenina
Angiotensina II Péptidos inactivos
|
! |
Vasoconstriccion Secrecion de aldosterona
Aumento de resistencia Aumento de retencion de
vascular periférica agua y sales
| |
v
Hipertension

Figura 2.12. Sistema renina-angiotensina y péptidos antihipertensivos derivados de
pescado, Tomado y modificado de “Bioactive Peptide of Marine Origin for the Prevention

and Treatment of Non-Communicable Diseases” por Pangestuti & Kim, 2017.

Actualmente, existe una variedad de compuestos sintéticos para el tratamiento de la
hipertension, los cuales poseen diferentes caracteristicas, como bloqueadores de los canales
de calcio, diuréticos, vasodilatadores directos, bloqueadores de los receptores de angiotensina
Il e inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y renina (Norris et al.,
2014; Sear, 2019). Siendo estos ultimos los mas estudiados, ya que sirven como primera linea
de defensa para sujetos hipertensos. Entre estos medicamentos sintéticos, se encuentran
Captopril, Enalapril, Lisinopril, Ramipril y Aliskiren, sin embargo, este tipo de
medicamentos inhibidores estan asociados con diferentes efectos secundarios, que incluyen
tos, erupciones cutaneas, hipotension, pérdida del gusto, angioedema, funcién renal reducida
y anomalias fetales (Abdelhedi & Nasri, 2019; Sear, 2019). Por todo lo anterior, ha
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aumentado el interés por compuesto de origen natural como los péptidos inhibidores de la
ECA y/o renina derivados de fuentes animales y vegetales, mas especificamente inhibidores
de la ECA obtenidos de hidrolizados de proteinas y péptidos provenientes del pescado y sus
subproductos (Abdelhedi & Nasri, 2019; Pangestuti & Kim, 2017).

Los péptidos inhibidores de la ECA a partir de fuentes de pescado se identificaron por
primera vez en musculo de sardina en el afio 1986 (Zeng, Zhao, Liu, & Dong, 2013). Desde
entonces, se han encontrado péptidos inhibidores de la ECA en hidrolizados de proteinas de
diversas especies de pescado como se muestra en la Tabla 2.8, los cuales se caracterizan por
ser péptidos de cadena corta, con una extension entre 2 a 10 unidades de aminoacidos y con
residuos de aminoacidos hidrofobicos y arométicos como triptéfano, tirosina, prolina y
fenilalanina (Lafarga & Hayes, 2017; Martinez-Medina et al., 2019; Matsui & Tanaka, 2010).
Estos péptidos pueden actuar de manera competitiva, no competitiva 0 acompetitiva, sin
embargo, la mayoria de los obtenidos a partir de fuentes de pescado actian como inhibidores
competitivos o no competitivos para la ECA. La inhibicion competitiva, se basa en bloquear
la ECA al ocupar sus sitios activos, de modo que el sustrato ya no se une al sitio activo.
Mientras que el mecanismo no competitivo, los péptidos son capaces de combinarse con la
enzima fuera de su sitio de union, para producir un complejo inhibidor, incapaz de catalizar
el sustrato, independientemente de si la molécula del sustrato ya se ha unido o no (Abdelhedi
& Nasri, 2019; Pangestuti & Kim, 2017; Zeng et al., 2013).

Se han utilizado varios métodos o0 modelos para determinar los efectos antihipertensivos
de las proteinas y péptidos inhibidores de la ECA, que incluyen ensayos in vitro estaticos y
dinamicos, cultivos celulares y estudios en animales para evaluar la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de péptidos antihipertensivos antes de estudios clinicos adicionales para
demostrar su efecto hipotensor en humanos (Gallego et al., 2018). Entre los ensayos in vitro,
se han utilizado métodos espectrofotométricos, fluorométricos, radioquimicos,
cromatograficos (HPLC) y electroforéticos (electroforesis capilar), asi como varios sustratos
para medir la actividad inhibidora de la ECA, siendo los mas utilizados los péptidos sintéticos
hipuril-histidil-leucina (HHL) y furanacriloil-fenilalanilglicil-glicina (FAPGG), pero se
pueden emplear otros péptidos (Jensen et al., 2013; Zeng et al., 2013).
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Tabla 2.8. Actividad inhibidora de la ECA de hidrolizados de proteinas de subproductos de

pescado

Actividad inhibidora

Especie Subproducto Enzima de la ECA Referencia
. ICs0: 361,1 + 39,3
Piel y ug/mL
?I\;Izr::argiﬁs 50p.) esqueleto Alcalasa Vazquez et al. (2019)
PP- ICso: 195,6 + 20,7
Cabeza
pg/mL
Trucha arcoiris
(Oncorhynchus Esqueleto Alcalasa ICso: 0,015 mg/mL Ketnawa et al. (2018)
mykiss)
Tilapia del Nilo
(Oreochromis Piel Alcalasa ICso: 1,20 mg/mL Thuanthong et al.
. (2017)
niloticus)
Tilapia roja Cabeza,
pia ro] . esqueletoy  Alcalasa 71,83 £5,07% (5 kDa) Roslanetal. (2017)
(Oreochromis spp.)
cola
Musola . ICso: 164,56 *+ 2,6 i
Vv E Abdelh l. (2017
(Mustelus mustelus) isceras sperasa® ug/mL bdelhedi et al. (2017)
Bacalao Piel Pepsina 91% Ngo et al. (2016)
(G. macrocephalus) P ° g '
Pepsina I1Cs0: 1,26 mg/mL
Lenguado Papaina I1Cs0: 2,14 mg/mL
(Paralichthys Mdsculo Ko et al. (2016)
olivaceus) Tripsina I1Cs0: 1,47 mg/mL

Kojizyme ICso: 2,85 mg/mL
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2.4.3. Propiedades anticoagulantes

La coagulacion de la sangre se inicia unos segundos después de una lesién vascular,
respuesta fisiologica Ilamada hemostasia. Su objetivo principal es sellar el vaso lesionado,
mediante la agregacion de plaquetas en el sitio de la lesion (hemostasia primaria), para luego
estabilizarlas mediante la formacion de una red de fibrina (hemostasia secundaria). Este
mecanismo no solo previene la pérdida de sangre sino que también desencadena la
cicatrizacion de heridas y la regeneracion de tejidos (Capurso & Capurso, 2020; Wahed,
Quesada, & Dasgupta, 2020). Tradicionalmente, la hemostasia en su fase secundaria se ha
dividido en tres vias distintas: intrinseca, extrinseca y comun (Figura 2.13), las cuales
conforman la cascada de coagulacion. En estas intervienen una serie de reacciones complejas
que involucran plaguetas y la activacion de proteinas sanguineas especificas, conocidas como
factores de coagulacion. Estos factores de coagulacion son generalmente enzimas serina
proteasas, con la excepcion de los Factores V (FV) y VIII (FVIII), que son glucoproteinas, y
FXIII, que es una transglutaminasa, los cuales circulan como zimogenos (precursores
enzimaticos) inactivos. Tanto la vias intrinseca como la extrinseca finalmente se fusionan en
la via comdn, lo que conduce a la formacion de trombina, seguida de la formacion de
monomeros de fibrina y su oligomerizacién (Capurso & Capurso, 2020; Yan, Xu, Vogler, &
Siedlecki, 2018).

La hemostasia normal es un equilibrio entre los mecanismos procoagulantes y
anticoagulantes del organismo, que se presenta gracias a fuerzas tromboresistentes que
involucran proteinas anticoagulantes para controlar la formacion de coadgulos y proteinas
fibrinoliticas para eliminar el codgulo una vez que se ha reparado una lesion vascular. No
obstante, cuando existe un desequilibrio entre estos componentes, el sistema hemostatico a
veces no puede degradar los coagulos de fibrina, lo que conduce a la obstruccion del flujo
sanguineo y en ultima instancia, a la trombosis (Levy, Sniecinski, & Welsby, 2019; Syed &
Mehta, 2018). La trombosis puede ocurrir tanto en la circulacién arterial como en la venosa,
siendo la trombosis arterial aguda la causa de la mayoria de los casos de ataque cardiaco y

de aproximadamente el 80% de los accidentes cerebrovasculares, por su parte el
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tromboembolismo venoso es la tercera causa principal de muerte asociada a enfermedades

cardiovasculares (Mackman, 2008).

Via intrinseca Via extrinseca

Activacion por FXII EVII ActjvaCqu por
contacto dafio al tejido
FXIla
FXlla . FXa
FIXa
FXI Trombina
FXla FVIla
Factor Tisular
FIX —— (FT)
FIXa FVIIa + Complejo FT
FX FXa FX
FV
FVIII FXi1
Protrombina Trombina FXIlIla
I Red de

Fibrinogeno —  Fibrina Fibrina

Figura 2.13. Diagrama simplificado de la cascada de coagulacion. Tomada y modificada
de ““Hemostasis and Thrombosis” por Capurso & Capurso, 2020.

Para tratar este tipo de patologia se usan agentes antitrombdticos, los cuales se dividen
en anticoagulantes y agentes antiplaquetarios, esto dependiendo del tipo de trombosis a tratar.
Los anticoagulantes son utilizados para prevenir y tratar la trombosis venosa, actuando sobre
las proteinas de la cascada de coagulacion. Los mas cominmente utilizados son la heparina
no fraccionada, las heparinas de bajo peso molecular y los antagonistas de la vitamina K,
como la Warfarina, los cuales pueden prolongar el tiempo de coagulacion entre 1,5 a 4 veces
con respecto a un control, dependiendo de la dosis y concentraciones utilizadas (Bozic
Mijovski, 2019; Gray, Mulloy, & Barrowcliffe, 2008; X. Liu et al., 2018; Wahed et al., 2020).
Sin embargo, aunque son eficaces, estos anticoagulantes sintéticos estan relacionados con
algunos efectos secundarios como, el desarrollo de trombocitopenia y la activacion de la

respuesta inmune en pacientes con uso a largo plazo. Por su parte, los agentes
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antiplaquetarios, como &cido acetilsalicilico y el clopidogrel previenen y tratan la trombosis
arterial, pero estan asociados con algunos efectos secundarios que incluyen sangrado
gastrointestinal y aumento de la reactividad plaquetaria (Indumathi & Mehta, 2016;
Mackman, 2008; M. Nasri, 2017; Ngo, Vo, & Kim, 2013). Por lo todo lo anterior, se hace
necesario el desarrollo de agentes anticoagulantes naturales y especificos, con menores
efectos secundarios, que representen una alternativa diferente a los anticoagulantes

tradicionales comerciales.

Los anticoagulantes mas frecuentemente aislados de fuentes marinas incluyen
macromoléculas como polisacaridos, proteoglicanos y proteinas, pero debido a su tamafio
molecular, se hace dificil la absorcion por el sistema gastrointestinal (Indumathi & Mehta,
2016). No obstante, los péptidos de bajo peso molecular son especialmente efectivos en
términos de costo, restriccion conformacional, permeabilidad de la membrana y estabilidad
metabdlica (Syed & Mehta, 2018). Se han descrito varios mecanismos por los cuales los
péptidos bioactivos podrian ejercer su actividad anticoagulante y/o antitrombética. Uno de
ellos es por medio de la interaccidn que presentan con la trombina (o factores de coagulacion)
inhibiendo su actividad proteolitica sobre el fibrindgeno. Otro mecanismo, esta relacionado
con la unién de los péptidos anticoagulantes con monomeros de fibrina ya formados y por lo
tanto, previniendo su polimerizacién (M. Nasri, 2017). Sin embargo, a pesar de las
caracteristicas benéficas que pueden presentan los péptidos como compuestos
anticoagulantes, rara vez se han aislado de hidrolizados enziméticos de subproductos de
pescado (Tabla 2.9), siendo necesario mas estudios para identificarlos, aislarlos y aclarar el
mecanismo relacionado con su efecto anticoagulante (Benjakul et al., 2014; M. Nasri, 2017;
Ngo et al., 2013; Saadi et al., 2015).

Para determinar la actividad anticoagulante de proteinas y péptidos derivados de
hidrolizados de subproductos de pescado se utiliza los ensayos de tiempo de tromboplastina
parcial activada (APTT), tiempo de protrombina (PT) y tiempo de trombina (TT), en los
cuales los resultados de prolongacion del tiempo de coagulacion se comparan con los tiempos
encontrados con el control o con un anticoagulante comercial, como la heparina (S.-K. Kim

& Wijesekara, 2010; Saadi et al., 2015). El ensayo de APTT, evalla la via de coagulacion
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intrinseca y comun, mediante la medicién del tiempo en el que el péptido anticoagulante

retrasa la activacion de los factores XII, XI, X, IX'y VIII, necesarios para la formacion del

activador intrinseco de la protrombina y fibrindgeno. Por su parte, el ensayo PT evalla el

tiempo en el que el anticoagulante retrasa la activacion de la protrombina, factor V, VIl'y X

presentes en la via de coagulacion extrinseca y comdn. Finalmente, el tiempo de trombina

(TT) mide la formacién de fibrina causada por la accion de la trombina, en el Gltimo paso en

la cascada de la coagulacion (Wahed et al., 2020).

Tabla 2.9. Actividad anticoagulante de proteinas marinas

Especie Producto ACtIVIdad Referencia
Anticoagulante
TT a 20 mg/mL
Alcalasa: 45,8 s
. . Hidrolizado ’

Gobio (Zosterisessor . NH1: 58,2 s .

ophiocephalus) (::QZSI:J&;ECO de A21:52.2s R. Nasri et al. (2012)
Al:49,1s
A26:>60s

Mejillon (Mytilus Extracto purificadode TT:81,3+0,8s

edulis)

Lombriz de mar
(Urechis unicinctus)

Limanda (Limanda
aspera)

musculo

Extracto purificado

Hidrolizado
enzimatico de
esqueleto

APTT:321+2,1s

APTT:1928+21s

APTT:~150sa4
Y

Jung & Kim (2009)

Jo, Jung, & Kim
(2008)

Rajapakse, Jung,
Mendis, Moon, &
Kim (2005)

2.5. Bioaccesibilidad de los péptidos bioactivos de los hidrolizados de proteinas de

subproductos acuicolas

Para que los péptidos bioactivos ejerzan efectos beneficiosos sobre la salud, deben

primero ser absorbidos en el intestino delgado, ya sea en su forma intacta o en otros

fragmentos activos. Sin embargo, dicha absorcion puede ser afectada por varios factores
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inherentes a la digestion gastrointestinal (GI), como la accion de las enzimas proteoliticas y
el pH degradante, especialmente en el estdmago, lo cual puede modificar las caracteristicas
estructurales de los péptidos y, por lo tanto, alterar su bioactividad (Abdelhedi & Nasri, 2019;
Gallego et al., 2018; Liao, Jahandideh, Fan, Son, & Wu, 2018; M. Nasri, 2017). No obstante,
la estabilidad de los péptidos bioactivos en el tracto gastrointestinal también va a depender
de su composicion de aminodcidos, tamafio molecular, carga y solubilidad (Pangestuti &
Kim, 2017; Xu, Hong, Wu, & Yan, 2019). Asi, los péptidos de bajo peso molecular, al ser
tan pequefios no pueden actuar como sustratos de las proteasas digestivas, haciéndolos mas
resistentes a la digestion G, lo que les permite pasar en su forma intacta y alcanzar el torrente
sanguineo (Pangestuti & Kim, 2017). En particular, los dipéptidos y tripéptidos se absorben
maés facilmente a través de la membrana del trato gastrointestinal que las proteinas y los
aminodcidos libres (Abdelhedi & Nasri, 2019; Norris et al., 2014; Xu et al., 2019). En el caso
de la composicién de aminoacidos, se ha encontrado que los péptidos que contienen prolina
e hidroxiprolina son mas resistentes a la degradacion por las enzimas digestivas (FitzGerald
& Meisel, 2000; Ohara, Matsumoto, Ito, Iwai, & Sato, 2007), y los que contienen cisteina
leucina, metionina, prolina, valina o isoleucina muestran una alta permeabilidad (Xu et al.,
2019).

Se han desarrollado varios modelos para evaluar y cuantificar tanto la bioaccesibilidad
(modelos de digestion Gl in vitro, cultivos celulares), como la biodisponibilidad (modelos in
vivo en animales y clinicos) de los péptidos bioactivos (Gallego et al., 2018; Jones, Caballero,
& Davidov-Pardo, 2019). En la Tabla 2.10, se muestra las principales ventajas y desventajas
de cada uno de estos modelos. La bioaccesibilidad se puede definir como la cantidad o
fraccion que se libera del péptido en el tracto gastrointestinal y que esta disponible para su
absorcidn; esto incluye las transformaciones digestivas del péptido, la absorcion/asimilacion
en las células del epitelio intestinal y, el metabolismo pre-sistémico (tanto intestinal como
hepatico). Esta generalmente se evalla mediante modelos de digestion Gl in vitro, seguido
de modelos de absorcion en células Caco-2, los cuales se emplean como primer paso para la
evaluacion de la bioactividad antes de realizarse los estudios en animales y en humanos
(Carbonell-Capella, Buniowska, Barba, Esteve, & Frigola, 2014; Galanakis, 2017; Tamer &

Copur, 2016). De manera diferente, el termino biodisponibilidad incluye en su definicion la
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utilizacion de un nutriente y, por lo tanto, puede definirse como la fraccion del compuesto

ingerido que alcanza la circulacion sistematica y se utiliza, esta incluye digestion Gl,

absorcion, metabolismo, distribucion de tejidos y efecto de la bioactividad del péptido. Es

por esto, que cuando se habla de biodisponibilidad, se debe demostrar que el componente

analizado se digiere y asimila de manera eficiente y luego, una vez absorbido, ejerce un efecto

positivo sobre la salud humana. La biodisponibilidad es posible determinarla por medio de

modelos in vivo en animales o estudios clinicos (Carbonell-Capella et al., 2014; Galanakis,
2017; Tamer & Copur, 2016).

Tabla 2.10. Ventajas y desventajas de los principales modelos usados para evaluar la

bioaccesibilidad y la biodisponibilidad

Modelo

Ventajas

Desventajas

Digestion Gl In vitro

Cultivos celulares

Estudios en animales

Estudios clinicos

Econdmico, rapido y sin
restricciones éticas

Rapido y sin restricciones éticas.
Evalta la permeabilidad real de
las células epiteliales.

Menos costoso que los estudios
clinicos. Posibilidad de realizar
estudios de toxicologia.

Método més preciso.

Solo puede evaluar la
bioaccesibilidad y no la
biodisponibilidad

No incorpora condiciones del tracto
gastrointestinal. Solo puede evaluar
la absorcion

No siempre es posible correlacionar
los resultados con ensayos en
humanos. Mas costoso que los
estudios in vitro o celulares.
Restricciones éticas

Altamente costosos, con
restricciones éticas. No apto para
estudios de toxicologia

2.5.1. Modelos de digestion gastrointestinal in vitro

La digestion GI in vitro es una herramienta simple y Gtil para evaluar y predecir la

bioaccesibilidad de los péptidos bioactivos, ya que posee una alta reproducibilidad,

condiciones controladas de operacién y facil muestreo (Jones et al., 2019; Minekus et al.,

2014). Los métodos de digestion Gl simulada tipicamente incluyen la fase oral, gastrica e
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intestinal (intestino delgado), y ocasionalmente la fermentacion en el intestino grueso (Figura
2.14). Estos métodos intentan imitar las condiciones fisiologicas in vivo, teniendo en cuenta
la presencia de enzimas digestivas en sus respectivas concentraciones, pH, tiempo de
digestion y concentraciones de sales, entre otros factores (Minekus et al., 2014). Aunque,
estos modelos no representan todos los aspectos dindmicos del proceso gastrointestinal,
muestran muy buenas correlaciones con los resultados in vivo incluso en el caso de alimentos
complejos que pueden estar sujetos a cambios estructurales debido al ambiente digestivo
(Gallego et al., 2018).

Amilasa —
pH 7 —— N
37°C - 2 min 4

Pepsina
— pH3
37°C - 2h

3. Fase Intestinal

Pancreatina

Sales biliares
pH 7
37°C -2 h

Figura 2.14. Modelo de digestion gastrointestinal in vitro.

Se han publicado pocos estudios sobre el efecto y la estabilidad de los péptidos bioactivos
de los hidrolizados de proteinas de subproductos acuicolas despues de la digestion Gl in vitro.
No obstante, Ketnawa, Wickramathilaka, & Liceaga (2018), evaluaron el efecto de la
digestion GI sobre la estabilidad de los péptidos antioxidantes, obtenidos a partir de la
hidrolisis enzimatica de espinas de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa
2.4®L, encontrando que después de la digestion gastrointestinal simulada, los péptidos

disminuyeron en cuanto al peso molecular (<1800 Da) y aumentaron su capacidad

50



Obtencion de hidrolizados de proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
propiedades bioactivas y/o funcionales

antioxidante de captacion de radicales ABTS. Por su parte, Wong et al. (2019) analizaron la
estabilidad de los péptidos antioxidantes WAFAPA (661,32 Da) and MYPGLA (650,30 Da)
derivados y purificados de la hidrélisis enzimatica de la especie marina mantarraya azul (D.
kuhlii), hallando que el péptido MYPGLA conservd su actividad antioxidante luego de la
digestion Gl in vitro, contrario a lo que se encontrd con el péptido WAFAPA el cual
disminuyo su capacidad antioxidante, los autores atribuyen este comportamiento a una

degradacion del péptido por las enzimas digestivas gastrointestinales.

2.5.2. Modelos celulares Caco-2

Los péptidos bioactivos después del proceso de las enzimas gastrointestinales deben
resistir las peptidasas de los enterocitos y pasar a través del epitelio intestinal para ser
finalmente absorbidos. Un modelo celular ampliamente aceptado para imitar dicha absorcion
de los péptidos en el intestino delgado son las células Caco-2 aisladas del adenocarcinoma
colorrectal humano (Jones et al., 2019; Liao et al., 2018; Xu et al., 2019). Las células Caco-
2 sufren espontaneamente la diferenciacion enterocitica cuando son sembradas sobre
membranas semipermeables, un proceso relacionado con el crecimiento. En las primeras
etapas del cultivo (3 a 4 dias), las células permanecen indiferenciadas, mostrando solo unas
pocas microvellosidades apicales, pero una vez que llegan a la confluencia (14 a 21 dias),
forman monocapas polarizadas con microvellosidades apicales bien desarrolladas (Pereira,
Costa, Sarmento, & Araljo, 2016). Esta monocapa celular divide los lados apical y
basolateral de la absorcion (Figura 2.15), el péptido a analizar se introduce en el lado apical
y el resto absorbido se recoge en el lado basolateral en los intervalos de tiempo deseados. El
porcentaje de analito que se absorbe a traves de las células Caco-2 se determina mediante
analisis analiticos (Jones et al., 2019). A pesar de su origen coldnico, las células Caco-2
expresan la mayoria de las caracteristicas morfologicas y funcionales de las células
intestinales absorbentes, incluidas las enzimas como las disacaridasas y peptidasas
tipicamente expresadas por los enterocitos. Sin embargo, la enzima metabolizadora mas
importante en el intestino humano (CYP3A4), es baja o ausente en las células Caco-2,

sobreestimando la fraccidn absorbida por los sustratos a 3A4 (Pereira et al., 2016).
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Existen algunos estudios sobre la absorcion intestinal de péptidos bioactivos derivados
de hidrolizados de proteinas de subproductos acuicolas, entre ellos los realizado por
Toopcham, Mes, Wichers, Roytrakul, & Yongsawatdigul (2017), donde investigaron la
bioaccesibilidad de los péptidos con actividad inhibidores de la ECA de los hidrolizados
enzimaticos de proteinas del musculo de tilapia (Oreochromis niloticus), encontrando que
aunque la digestion Gl in vitro disminuy6 la potencia de la inhibicién de la ECA del
hidrolizado de proteinas, mejor6 la permeabilidad de los péptidos a través de monocapas de
células Caco-2. Samaranayaka, Kitts, & Li-Chan (2010), evaluaron la absorcién en células
Caco-2 de péptidos con actividad antioxidante e inhibidora de la ECA de hidrolizados de
merluza del Pacifico (Merluccius productus) luego de una digestion Gl in vitro. Los péptidos
antioxidantes aumentaron su capacidad luego de la digestion, sin embargo, los péptidos
inhibidores de la ECA no presentaron ningin cambio; ademas solo los péptidos antioxidantes

pasaron a través de las células Caco-2.

Inserto

Apical Péptidos Bioactivos

Membrana Monocapa

Basolateral

Figura 2.15. Transporte de péptidos bioactivos desde el lado apical de una monocapa de
celulas Caco-2 cultivadas en la membrana del inserto, hasta el lado basolateral de
“Bioavailability of bioactive peptides derived from food proteins across the intestinal
epithelial membrane: A review” por Xu et al., 2019.

2.6. Proteinas funcionales de los hidrolizados de proteinas de subproductos acuicolas

Las propiedades funcionales estan relacionadas con la interaccion que ocurre entre las
proteinas, o de estas con otras moléculas presentes en el alimento, como carbohidratos,

lipidos, sales, volatiles y agua. Entre las cuales se encuentran la solubilidad de las proteinas,
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la capacidad de absorcion de agua y grasa, la capacidad de formacion de espuma y su
estabilidad, la capacidad emulsionante y la formacion de geles, definidas en Tabla 2.11
(Ananey-Obiri et al., 2019; Bessada, Barreira, & Oliveira, 2019). Existe una aplicacion
potencial de los hidrolizados de proteinas y péeptidos de subproductos de pescado como
ingredientes funcionales en los sistemas alimentarios, como se muestra en la Tabla 2.12.
Dichas propiedades funcionales corresponden a las caracteristicas fisicas y quimicas que
pueden modular la forma en que las proteinas se comportan en los sistemas alimentarios
durante el procesamiento, almacenamiento, preparacion y consumo (Ananey-Obiri et al.,
2019). Ademas de lo anterior, la funcionalidad de los hidrolizados de proteinas y péptidos se
ve afectada también por factores intrinsecos, como tamafio molecular, estructura y
conformacién, composicion y secuencia de aminoacidos, hidrofobicidad e hidrofilia, y por
factores extrinsecos como pH, temperatura y grado de hidrolisis (Aryee, Agyei, & Udenigwe,
2018; Bessada et al., 2019; Kristinsson & Rasco, 2000a).

Tabla 2.11. Propiedades funcionales, mecanismos y su aplicacion en alimentos

Funcionalidad Descripcién Mecanismo principal Aplicacion

Capacidad para disolverse
en un solvente

Solubilidad Hidrofilia Bebidas

Adsorcidn de proteinas en

Emulsionante

Espumante

Retencion de
agua

Retencion de
grasa

Gelificacion

la interfaz, recubrimiento
de gotas de aceite

Adsorcidn de proteinas en
la interfaz, revestimiento de
celdas de aire

Interaccion de proteinas en
agua, retencion de agua e
hinchazon.

Interaccion de sabor,
retencion de sabor y grasa

Formacion de gel

Adsorcion interfacial,
formacion de pelicula

Adsorcién interfacial,
formacion de pelicula

Puentes de hidrégeno

Enlace hidrofdbico

Formacion de red

Aderezos para
ensaladas, sopas

Ingredientes batidos,
pasteles, mousse,
merengues

Carne, salchichas,
pasteles, pan de molde

Panaderia, yogurt,
productos de pescado

Carne, salchichas,
pastas, productos
horneados
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Tabla 2.12. Propiedades funcionales de los hidrolizados de proteinas de subproductos de

pescado
Especie Subproducto  Enzima Propiedad Funcional” Referencia
Solubilidad: > 72%
_ IAE: ~ 25 m_zlg Sripokar,
Pez gatillo , _— IEE: ~ 14 min .
(Abalistes stellaris) Musculo Tripsina CE: 18778 + 1.92% Benjakul, &
) e Klomklao (2019)
EE: 154,44 + 1,92% a 30
min
Jurel fino FraCCiéh < 3kDa. .
(Decapterus Masculo No_ . Solubilidad: 3,15 +0,90% Nasir & Sarbon
macrosoma) definida IAE: 44,63 + 5,56 % (2019)
IEE: 34,40 £ 1,86 %
Solubilidad: 86,6- 98,7%
IAE: 11,0 - 13,3 m%g
IEE: > 94%
Esturién chino Masculo Papaina WHC: 1,93 g H,O/g Noman et al.
(Acipenser sinensis) proteina (2018)
OHC: 2,59 g aceite/g
proteina
CE: 76,7%
GH de 20%:
Atdn barrilete Solubilidad: 91,9- 100%
(Katsuwonus Viscera Alcalasa |AE: 37,95+ 1,01 m2_/g Klomklao &
pelamis) IEE: 35,29 £ 1,02 min Benjakul (2018)
CE: 147,58%
EE: 60% a 30 min
Trucha arcoiris CH de 23% (MW-FPH): Nguyen, Jones,
Solubilidad: > 90% Kim, San Martin-
ﬁi,rll(i:;r)hymhus Esqueleto Alcalasa IAE: ~ 7.5 mig Gonzalez, &
CE: ~40% Liceaga (2017)

* |AE: Indice de actividad emulsionante; IEE: Indice de estabilidad emulsionante; WHC: Capacidad de retencion de agua;
OHC: Capacidad de retencion de aceite; CE: Capacidad espumante; EE: Estabilidad de la espuma.
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2.6.1. Solubilidad de proteinas

La solubilidad es la propiedad que mide qué tanto se puede disolver el soluto (proteinas)
en un solvente, en el caso de alimentos, dicho solvente es el agua, lo cual clasifica a la
solubilidad de las proteinas cdmo una propiedad hidrofilica. Esta generalmente se reporta
coémo porcentaje de proteina soluble presente en el solvente en comparacion con la proteina
total de la muestra o del hidrolizado (Pelegrine & Gasparetto, 2005). La solubilidad es
probablemente una de las propiedades funcionales mas importante de las proteinas
hidrolizadas, debido a que afecta muchas de las otras propiedades funcionales, como por
ejemplo la capacidad emulsificante, espumante y gelificante, convirtiéndola asi un excelente
indicador de la funcionalidad del hidrolizado y de sus potenciales aplicaciones (Ananey-Obiri
et al., 2019; Kristinsson & Rasco, 2000a). La solubilidad de las proteinas es afectada tanto
por interacciones hidrofobicas, las cuales promueven la interaccion proteina — proteina,
generando una disminucion de la solubilidad como por interacciones idnicas que promueven
la interaccién proteina - agua, conduciendo a una mayor solubilidad; debido a que los
residuos ionicos presentes en la superficie de las proteinas inducen una repulsion
electrostatica entre sus moléculas y entre las capas de hidratacion alrededor de los grupos
ionicos (Aryee et al., 2018; Kristinsson & Rasco, 2000a).

En cuanto a los tres tipos principales de proteinas (estromales, miofibrilares y
sarcoplasmicas) presentes en los musculos y tejidos del pescado segun su solubilidad (Khan
et al., 2020; Villamil et al., 2017), las proteinas miofibrilares en su estado nativo son las que
presentan mas baja solubilidad en agua a diferentes valores de pH. Sin embargo, cuando se
presenta una ruptura de dichas proteinas, como por ejemplo con la hidrélisis enzimatica; se
produce estructuras mas pequefias como los péptidos, lo cual conduce a mejoras en la
solubilidad (Ananey-Obiri et al., 2019; Kristinsson & Rasco, 2000a). Estas mejoras en la
solubilidad de los hidrolizados van a depender tanto del grado de hidrdlisis, como del pH. A
mayores grados de hidrdlisis, los hidrolizados van a poseer péptidos mas pequefios, que
tengan proporcionalmente mas residuos polares, con la capacidad de formar enlaces de
hidrégeno con el agua, y asi aumentar la solubilidad. Si bien, existe una relacion directamente

proporcional entre la solubilidad y el grado de hidrolisis, se debe tener cuidado de no
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hidrolizar demasiado la proteina, ya que esto puede tener efectos negativos sobre el resto de
las propiedades funcionales (Karami & Akbari-Adergani, 2019). Por su parte, el pH afecta la
solubilidad de dos maneras, una es por medio de la carga neta de los péptidos, ya que esta
aumenta a medida que el pH se aleja de los puntos isoeléctricos de la proteina, y la otra, por
medio de la hidrofobicidad superficial, que promueve la agregacion a través de interacciones
hidrofébicas (Halim, Yusof, & Sarbon, 2016)

2.6.2. Propiedades emulsionantes

Una emulsion se define como un sistema heterogéneo que consiste en al menos dos fases
liquidas inmiscibles, una de las cuales se dispersa en la otra en forma de gotas. Estas pueden
ser emulsiones agua en aceite (W/O) en las cuales se dispersa el agua en la fase oleosa, 0
emulsiones aceite en agua (O/W) en las cuales el aceite se dispersa en la fase acuosa, siendo
estas las de mayor importancia en alimentos, debido a que estan asociadas con productos
como bebidas, helados, café, salsas, sopas, postres y aderezos (Jacobsen, 2016). Sin embargo,
desde el punto de vista termodindmico, las emulsiones alimentarias son sistemas inestables
que tienden a la separacion, por medio de algunos mecanismos, que incluyen la coalescencia,
la agregacion, la sedimentacion y la floculacién de las gotas dispersas. Por este motivo es
importante buscar la estabilidad fisica y quimica de las emulsiones, por medio de agentes
emulsionantes, como las proteinas y sus hidrolizado, por sus caracteristicas tensoactivas (Y.
Li, Kong, Liu, Xia, & Chen, 2017). La propiedad emulsionante de las proteinas generalmente
se determina por medio del indice de actividad emulsionante (IAE), el cual mide la cantidad
de aceite que se puede emulsionar por unidad de proteina, y por medio del indice de
estabilidad emulsionante (IEE), que mide la resistencia de la emulsion durante un tiempo
especifico (Aryee et al., 2018).

Las proteinas y sus hidrolizados son considerados buenos emulsionantes, mas
especificamente en las emulsiones O/W debido a que tienen la capacidad de absorberse
rapidamente en la interfaz, lo cual implica la reorganizacion y exposicién de los residuos de
aminoacidos hidrofobicos a la fase oleosa (apolar) y de los hidrofilicos a la fase acuosa
(polar), generando una reduccion de la tension interfacial; ademas poseen la capacidad de

interactuar con las moléculas vecinas, formando una pelicula viscoelastica cohesiva que
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puede soportar movimientos térmicos y mecéanicos, evitando la coalescencia (Aryee et al.,
2018; Karami & Akbari-Adergani, 2019; Kristinsson & Rasco, 2000a). Estas propiedades
estdn directamente relacionadas con la estructura de la proteina, el peso molecular, la
estabilidad conformacional, la composicién de aminoécidos, la solubilidad en agua y la
hidrofobicidad / hidrofilia de la superficie, ademas de factores como el grado de hidrolisis,

la temperatura, el pH y la fuerza ionica (Bessada et al., 2019).

Las propiedades emulsionantes de la proteina hidrolizada se mejoran controlando
cuidadosamente el grado de hidrolisis, ya que una hidrélisis extensa resulta en una pérdida
dréastica de dichas propiedades. Se sabe que al tener altos grados de hidrdlisis, se obtienen
péptidos mas pequefios que aungue son altamente estables y se difunden rapidamente para
adsorberse en la interfaz, no son lo suficientemente anfifilicos, por lo que son menos
eficientes para reducir la tension interfacial ya que no pueden desplegarse y ni reorientarse
en la interfaz, como si lo hacen las proteinas con mayor peso molecular (Karami & Akbari-
Adergani, 2019). Por su parte, el pH también afecta las propiedades emulsionantes de los
hidrolizados al cambiar la hidrofobicidad de la superficie de la proteina. Cuando las proteinas
estan cerca al punto isoeléctrico (PI), presentan baja capacidad emulsionante, dado que su
carga neta es minima, obstaculizando su migracion a la interfaz. Por lo tanto, la actividad
emulsionante de proteinas aumenta proporcionalmente si el pH del medio esta alejado del Pl
(ya sea a los lados acidos o alcalinos), no obstante, a un pH altamente alcalino, los
polipéptidos se despliegan debido a cargas negativas, brindando una exposicién mas eficiente
de residuos de aminoacidos hidrofilicos e hidrofébicos que promueven interacciones

significativas en la interfaz aceite-agua (Halim et al., 2016).

2.6.3. Propiedades espumantes

Las espumas alimentarias consisten en burbujas de aire (fase gaseosa) dispersas en una
fase liquida continua (laminar), y son de gran importancia en productos como cervezas,
postres, panificados y algunos lacteos, teniendo un papel importante en su textura y estructura
(Wouters, Rombouts, Fierens, Brijs, & Delcour, 2016). Sin embargo, este tipo de interfaces

aire-agua son termodinamicamente inestables debido a que las interacciones entre las
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moléculas de agua son mucho mas favorables que las que existen entre las moléculas de agua
y aire, haciendo que se presenten tres mecanismos principales de desestabilizacién, como
son: drenaje, coalescencia y desproporcion (engrosamiento). En la préactica, estos tres
mecanismos pueden acelerarse entre si, donde el drenaje, como su nombre lo indica, consiste
en la pérdida de la pelicula liquida entre burbujas de aire, ocasionado esto la coalescencia,
donde se fusionan dichas burbujas adyacentes, y finalmente la desproporcién, se da gracias
a la desaparicion de burbujas més pequefias debido a gradientes de presion que causan la
difusion del aire de burbujas mas pequefias a las mas grandes (Gharbi & Labbafi, 2019). Por
lo anterior, se hace necesarios agentes espumantes, como las proteinas y sus hidrolizados
enzimaticos, que gracias a su naturaleza anfifilica, estabilizan cinéticamente las interfaces de
la espuma; extendiendo su porcion hidrofébica al aire y su porcidn hidrofilica a la fase acuosa
(Kristinsson & Rasco, 2000a).

La quimica de las propiedades espumantes de las proteinas y sus hidrolizados
enzimaticos, tiene mucho en comdn con las propiedades emulsionantes, debido a que ambas
propiedades se basan en las caracteristicas superficiales de las proteinas (Kristinsson &
Rasco, 2000a). Las proteinas presentan buenas propiedades espumantes, debido
principalmente a que estas se difunden, adsorben y organizan en la interfaz, retardando los
mecanismos de desestabilizacion de la espuma de las siguientes maneras: a) pueden
estabilizar las burbujas de aire en las dispersiones formando una barrera estérica en la
interfaz, evitando que las burbujas se acerquen entre si y se fusionen (colapsen); b)
disminuyen la tensidn superficial tras la adsorcion; c¢) a través de interacciones mutuas, las
proteinas forman una pelicula viscoelastica alrededor de las burbujas de aire, estabilizando
la espuma. Donde, la cinética de adsorcion y las propiedades mecanicas de las peliculas
desarrolladas afectan fuertemente la formacién de espumayy la estabilidad (Karami & Akbari-
Adergani, 2019; Wouters et al., 2016). El potencial espumante de las proteinas generalmente
se evalUa en funcion de la capacidad espumante (CE), es decir, la cantidad inicial de espuma
formada después de agitar o batir, y la estabilidad de la espuma (EE), que es la cantidad de
espuma que queda despues de un cierto tiempo (Aryee et al., 2018; Bessada et al., 2019).
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Generalmente, las propiedades moleculares requeridas para obtener una buena capacidad
espumante pueden ser diferentes de las necesarias para lograr una adecuada estabilidad de la
espuma. De hecho, la capacidad se rige principalmente por los coeficientes de difusion de las
proteinas solubles hacia la interfaz aire-agua, los posibles cambios conformacionales y la
reorganizacion de la interfaz; por su parte, la estabilizacion de la espuma va a depender
principalmente de la formacién de una pelicula viscoelastica cohesiva que involucra cada
burbuja de gas (Bessada et al., 2019). No obstante, estas propiedades al igual que las
propiedades emulsionantes estan directamente relacionadas con factores como el grado de
hidrolisis y el pH. En muchos casos, un grado de hidroélisis bajo mejora profundamente la
capacidad espumante, debido a que los péptidos producidos por la hidrolisis enzimatica son
mucho mas flexibles que las proteinas nativas, lo cual mejora la difusion y la adsorcion en la
interfaz. Sin embargo, una hidrolisis excesiva puede reducir tanto la capacidad de formacion
de espuma como su estabilidad, debido a que los péptidos méas pequefios no tienen la
resistencia necesaria para formar una pelicula viscoelastica suficientemente fuerte alrededor
de las burbujas de aire, como si lo hacen los péptidos mas grades (Karami & Akbari-
Adergani, 2019; Wouters et al., 2016).

La capacidad de formacién de espuma se ve afectada por el pH del medio dispersante,
debido a que la carga neta de las proteinas influye en la adsorcion que estas pueden tener en
la interfaz aire-agua, asi, si el pH se encuentra cerca al punto isoeléctrico, su carga neta
disminuye y por lo tanto su adsorcion en la interfaz. En cuanto a la estabilidad de la espuma,
la cual depende de la naturaleza de la pelicula y del grado de interaccion proteina-proteina
dentro de la matriz, se espera que a pH muy acidos o alcalinos esta disminuya debido a la
repulsion que se puede generar entre los péptidos, debido a sus fuerzas iénicas (Halim et al.,
2016; Karami & Akbari-Adergani, 2019). No obstante, los hidrolizados de proteinas de
pescado tienen la propiedad inusual de tener buenas propiedades espumantes, y de formar
espumas fuertes y estables en un amplio rango de pH (Halim et al., 2016; Kristinsson &
Rasco, 2000a).

59



3. METODOLOGIA



Metodologia

3.1. Manejo del sustrato

Las visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) fueron suministradas por las
empresas Truchas Belmira (La Unidn, Antioquia) y Piscicola de Occidente (San Félix,
Antioquia). Estas fueron transportadas bajo refrigeracion al laboratorio de Nutricion y
tecnologia de Alimentos de la Universidad de Antioquia. Debido a que la grasa presente en
las visceras puede ocasionar una rancidez oxidativa en los hidrolizados (Benjakul et al.,
2014), se realizé un proceso de desengrasado por calentamiento, buscando ademas inactivar
las enzimas endogenas (pepsina, tripsina, quimotripsina, colagenasa, elastasa) (Villamil et
al., 2017). Para ello, se evaluaron tres diferentes procesos en cuanto a su eficiencia para

remover la grasa presente:

e Pretratamiento 1: Calentamiento a 90°C, durante 20 minutos a las visceras completas.
e Pretratamiento 2: Calentamiento a 60°C, durante 30 minutos a las visceras completas.

e Pretratamiento 3: Calentamiento a 90°C, durante 20 minutos a las visceras trituradas.

Posteriormente, se realiz6 un enfriamiento a -20°C por 24 horas, para separar la grasa
sobrenadante en forma sélida de la fase acuosa (Figura 3.1). Finalmente, se realiz6 una
homogenizacién de la fase acuosa en un procesador de alimentos Quick'n Easy (Black
&Decker, Maryland, USA), y se almaceno el sustrato a -20°C hasta su posterior uso como

sustrato de la reaccion.

Visceras frescas Calentamiento Congelacion

Figura 3.1. Proceso de extraccion de grasa de las visceras de trucha arcoiris.
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3.2. Enzimas y reactivos

La proteasa utilizada para la hidrélisis enzimética fue la Alcalasa® 2.4L grado
alimenticio (Novo Nordisk Co., Bagsvaerd, Dinamarca), una serina endopeptidasa producida
a partir de la fermentacion de Bacillus licheniformis, siendo su componente enzimatico
principal la Subtilisina Carlsberg (EC 3.4.21.62). Sus temperaturas de trabajo varian entre 30
y 65 °Cy pH entre 7y 9, dependiendo del tipo de sustrato (Novozymes, 2011). Las enzimas
utilizadas para la digestion gastrointestinal in vitro fueron, pepsina (estandares 1:15000 5X
NF) y pancreatina porcina (4X-100 unidades USP/mg), las cuales fueron obtenidas de MP
Biomedicals (Solon, OH, USA). La enzima convertidora de angiotensina (ECA) utilizada
para los ensayos IECA fue obtenida de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Los reactivos acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), &cido 2,2’
azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), 2,4,6-Tri (2-piridil) -s-triazina (TPTZ),
diclorhidrato de 2,20-azo-bis- (2-metilpropionamidina) (AAPH > 98%), Hidrato de N-
Hipuril-Histidil-Leucina (HHL > 98%), Azul tripan, dipéptidos carnosina y anserina, caseina
grado técnico y albumina de suero bovino fueron comprados en Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). La fluoresceina sddica fue obtenida de Honeywell Fluka (Seelze, Alemania). Los
reactivos usados para electroforesis, como: Acrilamida/Bisacrilamida (29:1), persulfato de
amonio, tetrametilendiamina (TEMED), azul de bromofenol y azul brillante de Coomassie
G-250 fueron obtenidos de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Todos los demas reactivos fueron
de grado analitico. Los Kits utilizados para determinar el tiempo de tromboplastina parcial
activada (APTT), tiempo de protombina (PT) y la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH)
fueron obtenidos de Wiener Lab. (Rosario, Santa Fe, Argentina). Los reactivos metanol,
acetonitrilo y acido trifluroacético grado HPLC, Folin-Ciocalteu y los medios de cultivo para
microbiologia fueron obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania). Para los ensayos celulares,
el medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con 15% de suero fetal bovino (SFB) fue
obtenido de Laboratorios Microvet SRL (Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina) y
los aminoacidos no esenciales, solucion de antibidticos (penicilina/estreptomicina), suero
fetal bovino (SFB), buffer fosfato salino (PBS) y solucion tripsina-EDTA (0,25% Trypsin
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EDTA 1X) fueron obtenidos de Gibco® Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).
Los demas reactivos y solventes fueron de grado analitico estandar.

3.3. Métodos Analiticos

3.3.1. Analisis Proximal

Se estim0 la composicion proximal (proteina, lipidos, humedad y cenizas) de las visceras
frescas (V); las visceras procesadas y desengrasadas (VT) y de los hidrolizados enzimaticos
(HT).

3.3.1.1. Humedad y cenizas

El contenido de humedad se determin6 gravimétricamente después de secar en estufa
durante 24 h a 105 °C, hasta lograr un peso constante en las muestras, segun la norma AOAC
930.15. El contenido de cenizas se determind después de una calcinacion de las muestras a
550 °C, de acuerdo con la norma AOAC 942.05.

3.3.1.2. Lipidos

El contenido total de lipidos en las muestras se determiné gravimétricamente después de
una extraccion con éter de petréleo y su respectiva evaporacion, por el método de Soxhlet
segun la norma AOAC 960.39.

3.3.1.3. Proteina

El contenido total de proteina (N x 6,25) fue determinada usando el método de Kjeldahl
segun la norma AOAC 992.15. Adicionalmente, se utiliz6 el método de Micro-Kjeldahl
seguido del método colorimétrico de Berthelot descrito por Nkonge and Ballance, (1982),
para determinar el contenido de nitrégeno de las muestras sometidas a digestion

gastrointestinal in vitro.
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La concentracion proteica de las fracciones de los hidrolizados se determiné mediante el
método colorimétrico de Lowry and Randall, (1951). Para el analisis, se tomaron 200 ul de
muestra y se mezclaron con 1 mL de la solucién C (Na;COsz 2% m/v - NaOH 0,1 N;
CuS04.5H20 1% m/v y tartrato de Na y K 2% m/v), se agitaron vigorosamente y se dejaron
reposar durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicioné 100 ul de
solucion de Folin (50% v/v en agua destilada) y se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se midié la absorbancia a 750 nm. Para el calculo de la proteina, se

realiz6 una curva de calibracion con albimina de suero bovino (0 — 0,4 mg/mL).

3.3.2. Cuantificacion de metales pesados

La cuantificacion de mercurio, plomo, cadmio y arsénico fue realizada por el grupo
diagnostico y control de la contaminacion (GDCON) de la Universidad de Antioquia. Para
esto, se adicionaron 3 mL de &cido nitrico y 1 mL de &cido clorhidrico a 0,5 g de visceras de
trucha arcoiris. La digestion acida se realizd en un equipo digestor por microonda
SpeedWave (Berghof, Eningen, Alemania) usando un programa de calentamiento segun el
método 3051A numeral 11.3.5 (EPA, 2007) Posterior a la digestion, se hicieron lavados con
agua desionizada y se afor6 la solucion a 10 mL, para finalmente realizar la lectura de los
metales mediante en un equipo de emision atbmica MP-AES 4100 (Agilent, California,
USA). El arsénico y el mercurio fueron leidos por la técnica de generacion de hidruros con

borohidruro de sodio en el mismo equipo MP-AES4100.

3.3.3. Analisis Microbioldgicos

Para la determinacion de la calidad microbioldgica de las muestras, se realizaron los
andlisis de recuento de coliformes totales y Escherichia coli, la deteccion de Salmonella sp.,
segun lo dispuesto en la NTC-5443, (2015), el recuento de microorganismos mesofilos por
la NTC-4519, (2009), recuento de Anaerobios Sulfito Reductores usando la NTC-5056,
(2002), recuento de mohos y levaduras por la NTC-5698, (2009).
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3.3.4. Determinacién de composicion de aminoacidos

El contenido de aminoécidos se determind usando un analizador automético de
aminoéacidos Biochrom 30 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido), cuyo principio basico
de operacion es la cromatografia de intercambio cationico segin el método Moore et al.,
(1958), y posterior reaccion con ninhidrina. Previo al anélisis cromatografico, las muestras
fueron hidrolizadas en medio &cido para liberar todos los aminoacidos presentes. Para esto,
1 mg de proteina de las muestras fue hidrolizada con 1 mL acido metansulfonico (MSA) 4
M - 0,2% de triptamina a 110 °C bajo atmosfera de vacio durante 24 h. Posteriormente, se
tomaron 800 pL de muestra hidrolizada y se le adicioné 10 pL de L-norleucina (25 mM) y
190 pL de Buffer de carga (pH 2,2). Los amino&cidos liberados fueron separados mediante
HPLC por una columna de intercambio cationico (PEEK, resina Ultropac8), utilizando
buffers de citrato de sodio (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido), con un gradiente de
pH entre 2,2 a 4,25 a una temperatura de 37 °C. Una vez realizada la separacion, los
aminoacidos reaccionan con Ninhidrina (derivacion post-columna) a una temperatura de 135
°C, y fueron detectados a dos longitudes de onda, 440 nm para prolinay 570 nm para el resto
aminoacidos. La identificacion y cuantificacion de los aminoacidos se realizé6 mediante una
curva de calibracion utilizando una solucion estandar de dieciocho aminoéacidos puros (AAS-
18, Sigma-Aldrich) y se us6 L-norleucina como estandar interno para corregir el valor de la

concentracion de aminoacidos.

3.3.5. Determinacién de dipéptidos de Histidina (Anserina y Carnosina)

Previo a las determinaciones de los dipéptidos, las muestras se trataron con acido
tricloroacético (TCA) con el fin de precipitar las proteinas de mayor peso molecular. Para
esto, se homogeneizaron 20 mg de proteina de las muestras con 1 mL de TCA 0,6 M durante
5 min y posteriormente, se centrifugaron a 2.600 x g durante 15 min a 4 °C. Se tom6 200 pL
de sobrenadante y se diluyd en 200 pL de KH2PO4 (90 mM - pH 5). Los niveles de los
dipéptidos anserina y carnosina se determinaron usando el método descrito por Sri Kantha,
Takeuchi, Watabe, & Ochi, (2000). Se inyectaron 20 ul de cada muestra a un HPLC equipado
con un detector UV (Shimadzu, Kioto, Japon) y la separacion cromatogréafica se desarrollo

utilizando una columna intercambio cationico Zorbax® 300-SCX (4,6 x 250 mm, 5 um) de
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Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Se utiliz6 una fase mévil de KH2PO4 90 mM
con 10% metanol, a una temperatura de 55 °C y un flujo de 1 mL/min. La deteccién de los
dipéptidos se realizo a una longitud de onda de 210 nm. Para su cuantificacidn, se relaciono
las &reas de los picos obtenidas en cada muestra con la concentracion del dipéptido por
interpolacion en la curva de calibracion correspondiente, las cuales se construyeron con las

areas de pico versus concentraciones estandar de carnosina y anserina (0 - 1 mg/mL).

3.3.6. Determinacion de la actividad enzimatica

3.1.1.1. Actividad de la Alcalasa® 2.4L

Se determind la actividad proteolitica de la Alcalasa® 2.4 L usando caseina como
sustrato, de acuerdo con el método de Anson (1938), Folin & Ciocalteu (1927) con ligeras
modificaciones. Para esto, 600 pl de caseina (0,65 % m/v) se hidrolizaron con 120 pl de
enzima (0,1 - 0,2 UA/mL) a una temperatura de 37 °C durante 10 min. La reaccion se detuvo
mediante la adicion de 600 pl de TCA (110 mM) e incubando a 37°C durante 30 min.
Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 10.000 rpm durante 2 minutos, se tomaron
300 pl del sobrenadante y se mezclaron con 750 pl de Na.COs (0,5 M) y 150 pl de Reactivo
de Folin - Ciocalteu, continuando con una incubacion a 37°C durante 30 min. La absorbancia
de la muestra se midi6 a 660 nm en un espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis (Thermo
Scientific, Massachusetts, USA). Como patrén se empled una curva estandar de solucion de
tirosina entre 0 - 200 mg/L. Los resultados se reportaron como Unidades Anson (UA)/ mL
de enzima, donde una unidad se define como la cantidad de enzima necesaria para producir

un color equivalente a 1,0 pmol de tirosina por minuto a pH 7,5 y 37 °C.

3.1.1.2. Actividad de la pepsina

La actividad proteolitica de la pepsina se determind por el método de Anson (1938) con
ligeras modificaciones, usando hemoglobina como sustrato. Se prepard una solucién madre
de pepsina (0,5 mg/mL) en NaCl 150 mM, la cual posteriormente se diluyé en HCI 10 mM
a diferentes concentraciones de trabajo (entre 5 pg/mL a 30 ug/mL). Se hidrolizaron 500 pl
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de hemoglobina (2 % m/v, pH 2) con 100 pl de la dilucion de pepsina correspondiente, a 37
°C durante 10 min, transcurrido este tiempo se adicion6 1 mL de TCA (5% m/v) para detener
la reaccidn. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 6.000 rpm durante 30 min con el
fin de precipitar la hemoglobina no hidrolizada. Finalmente, se tomo el sobrenadante y se
ley6 la absorbancia a 280 nm. Los resultados se reportaron como Unidades Anson (UA)/ mg
de enzima, donde una unidad produce un cambio de absorbancia (a 280nm) de 0,001 por

minuto a pH 2,0 y 37 °C, medido como productos solubles en TCA.

3.1.1.3. Actividad de la pancreatina

La pancreatina es una mezcla de varias enzimas digestivas, como amilasa, tripsina, lipasa,
ribonucleasa y quimotripsina, sin embargo, la cantidad de pancreatina afiadida para la
digestion gastrointestinal in vitro se basa en la actividad de la tripsina (Minekus et al., 2014).
Se determiné la actividad de la enzima empleando éster metilico de p-tolueno-sulfonil-L-
arginina (TAME) como sustrato, de acuerdo al método descrito por Hummel (1959). Se
preparé diferentes concentraciones de pancreatina, las cuales oscilaban entre 0,1 mg/mL a 1
mg/mL en HCI 1 mM. Antes de iniciar la reaccion, se mezcl6 30 pl de TAME (10 mM) con
260 pl de buffer Tris/HC1 46 mM (pH 8,1), y se incubd a 25°C durante 4 min. Posteriormente,
se adicion6 10 pl de solucion de pancreatina para cada concentracion y se registro el aumento
de la absorbancia a 247 nm durante 10 min en continuo hasta nivelacion. Los resultados se
reportaron como Unidad/mg de enzima, donde una unidad hidroliza 1 pumol TAME por

minuto a 25 °C, pH 8,1.

3.3.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis SDS-PAGE se realizd segun el método descrito por Laemmli (1970),
utilizando un gel compactador del 4% y un gel de separacién del 15%. Las muestras se
diluyeron en buffer de carga (Tris 0,0625 M, SDS 2% m/v, glicerol 10% v/v) asegurando una
concentracion final de proteina de 3 mg/mL, de cada muestra se cargd 10 ul en cada pozo.
Para las muestras que se analizaron en condiciones reducidas, se les adiciond B -
mercaptoetanol (5% v/v) e incubd a 100 °C durante 3 min. Para estimar el peso molecular de

las muestras, se utilizd un marcador de amplio espectro con un rango de peso molecular de 2
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a 250 kDa (Precision Plus Protein, Bio-Rad, California, USA). La electroforesis se realizé a
corriente constante (30 mA por gel, voltaje maximo 200 V) a temperatura ambiente en un
equipo Mini-Protean Il (Bio-Rad, California, USA). Posteriormente, se realiz6 una
coloracion con Coomassie Brilliant Blue durante 2h, seguido de decoloraciones sucesivas
(etanol 30%, acido acético 10%).

3.3.8. Cromatografia de exclusién molecular (filtracion en gel)

La distribucion de pesos moleculares de las visceras de trucha arcoiris y sus hidrolizados
se realiz6 en un sistema FPLC AKTA Purifier (GE Healthcare, lllinois, USA), utilizando dos
columnas analiticas de exclusion molecular con un volumen total (V) de 24 mL, compuestas
por una matriz de dextrano unido covalentemente con agarosa altamente sustituida. La
columna Superdex 75 10/300 GL (limite de exclusion 100 kDa, rango de separacién 3 -70
kDa, GE Healthcare), se calibrd con azul de dextrano (volumen de exclusién: Vo = 7,3 mL),
albdmina (67 kDa), ovoalbimina (44 kDa), quimotripsina (25 kDa), ribonucleasa (19 kDa)
y aprotinina (6,5 kDa) obteniéndose asi una curva de calibracion y por tanto una expresion
para la determinacion de los pesos moleculares (MW). La segunda columna utilizada fue una
GLP Superdex Peptide 10/300 (limite de exclusién 10 kDa, rango de separacion 100 Da-
7000 Da, GE Healthcare), con la cual, se realiz6 una curva de calibracion con azul de
dextrano (volumen de exclusién, Vo = 7,6 mL), aprotinina (6500 Da), vitamina B12> (1855
Da) y &cido hipdrico (179,14 Da), con el fin de determinar los pesos moleculares de los
péptidos presentes en las muestras. En ambas columnas se inyectaron 500 pL de muestras
solubles en buffer PBS (pH 7,4). Para la elucidn se utilizé buffer PBS (pH 7,4) con un flujo
de 0,4 mL/min a 25 °C. Los polipéptidos y péptidos se detectaron por absorbancia a 210 nm.

3.4. Proceso de Hidrdlisis Enzimatica

3.4.1. Efecto del pHy la temperatura en la actividad proteolitica de la Alcalasa® 2.4L

Se evaluo el efecto del pH y la temperatura (T) sobre la actividad proteolitica (AP) de la
Alcalasa® 2.4L, aplicando un disefio factorial central compuesto (CCFD). En la Tabla 3.1 se
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muestra las variables independientes (pH y T) con tres niveles (-1, 0 y +1), los cuales fueron
seleccionados de acuerdo con las especificaciones técnicas de la enzima, y tomando AP como

variable respuesta.

Tabla 3.1. Variables independientes, sus niveles codificados y reales utilizados en RSM

para la optimizacion la actividad proteolitica de la Alcalasa® 2.4L

Variable Independiente Niveles

-1 0 1
pH 75 85 95
Temperatura: T (°C) 40 50 60

La Tabla 3.2 presenta las 11 corridas experimentales aleatorizadas segin el disefio
experimental, en las cuales, se determind la actividad proteolitica de la Alcalasa® 2.4L
usando VT como sustrato de acuerdo con el método descrito en el numeral 3.3.6.1. El anélisis
de los datos del disefio se realizé con el software Design Expert® 7.0.0 (Stat-Ease, Inc.,
Minnesota, USA), donde el ajuste del modelo, la significancia estadistica de los coeficientes
de regresion y la interaccién entre las diferentes variables independientes fueron probados
mediante un ANOVA.

Tabla 3.2. Matriz de disefio central compuesto, para evaluar el efecto del pH y temperatura

sobre la actividad proteolitica de la Alcalasa® 2.4L

Experimento pH T (°C)
1 9,5 50
2 8,5 40
3 8,5 50
4 75 50
5 8,5 60
6 75 60
7 9,5 60
8 8,5 50
9 75 40
10 9,5 40
11 8,5 50
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La significancia de los coeficientes estimados en el modelo se probo con el estadistico F
(valor-p) y un nivel de confianza del 95%. Se empled la metodologia de superficie de
respuesta (RSM) para optimizar la actividad proteolitica de Alcalasa® 2.4L en funcion del
pH y la temperatura en la hidrélisis enzimatica de visceras de trucha arcoiris. Finalmente se
verifico el ajuste del modelo polinomial, comparando los resultados predichos con resultados

experimentales realizados por triplicado.
3.4.2. Proceso de hidrdlisis enzimatica de visceras de trucha arcoiris

El proceso de hidrolisis se realizd en dos reactores diferentes. En el primero, un reactor
de vidrio de 0,5L, se evaluo la cinética enzimética y el efecto de la concentracion de sustrato
(S), la concentracion de enzima (e) y la temperatura (T) sobre el grado de hidrdlisis (GH) en
la hidrolisis enzimatica. En dicho reactor el control del pH y la temperatura se realizé por
medio de un electrodo combinado de vidrio, conectado a un titulador automatico Titrando
842 operado con el software Tiamo 1.2.1 (Metrohm, Herisau, Suiza). Una vez obtenidas las
mejores condiciones de S, e y T para la hidrdlisis enzimética de visceras de trucha arcoiris
con Alcalasa® 2.4L en el reactor de 0,5 L (modelo), se escal6 la reaccién a un reactor BioFlo
110 de 7,5 L (New Brunswick Scientific, Nueva Jersey, USA), con el objetivo de evaluar el
efecto de la concentracion de grasa (G) de las visceras de trucha arcoiris y la velocidad de
agitacion de la reaccion (v) en el grado de hidrolisis. En dicho reactor (prototipo) el pH y la
temperatura fueron controlados por medio del software BioCommand (New Brunswick

Scientific, Nueva Jersey, USA). Para el escalado, se empled la ecuacion 3.1:

.D2. N2.
<ND p> :<ND p) 3.1)
woJy W/,

Donde N (s?) es la velocidad del impulsor, D (m) es el diametro del impulsor, p (kg/m®)

la densidad del fluido y p (kg/m.s) la viscosidad del fluido. Sin embargo, debido a que el
sustrato en el modelo es el mismo que en el prototipo, la ecuacion 3.1, se simplifico y

transformo en la ecuacién 3.2.
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(N-D?), = (N'D?), (3.2)

Sabiendo que Nm = 8 s (480 rpm), Dm = 0,05 m y Dp = 0,077 m, se obtiene un Np de
3,37 s (202 rpm). No obstante, debido a estudios previos realizados en el grupo de
Investigacion Nutricidon y tecnologia de Alimentos de la Universidad de Antioquia por
Zapata, Moya, & Figueroa (2019), se establece que los niveles para la velocidad de agitacion

(v) en el prototipo deben estar entre 75 a 125 rpm.

En ambos niveles, la reaccion fue monitoreada por medio de la determinacion del GH,
utilizando el método de pH-stat. La reaccion se detuvo por calentamiento a 85 °C durante 10
min, asegurando la inactivacion de la enzima. Posteriormente, los hidrolizados se enfriaron
en bafo de hielo y se centrifugaron a 6.700 g a 10 °C durante 20 min, con el objetivo de
recolectar la fraccién rica en proteinas hidrolizadas. La produccion de hidrolizados de

visceras de trucha arcoiris (HT) se muestra en la Figura 3.2.

Visceras de trucha
arcoiris

I

Extraccion de grasa

I
Ajuste de pH (8,5)

I

Hidrolisis enzimatica M
(método pH-stat) NaOH 2M

NaOH 2M

Inactivacion térmica
(85 °C — 20 min)
l

Enfriamiento (10 °C)

I
Centrifugacion
(6.700 g, 20 min, 10 °C)
I
Hidrolizado de visceras
de trucha arcoiris (HT)

Figura 3.2. Produccion de hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss)
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Una vez obtenidos los hidrolizados, estos fueron caracterizados mediante analisis de
composicion proximal, analisis microbioldgicos, composicion total de aminoacidos, perfil de
peso molecular por cromatografia de exclusién molecular, de acuerdo con las metodologias
descritas en el numeral 3.3; y empleados para la determinacién de propiedades bioldgicas y

funcionales.

3.4.3. Determinacion del Grado de hidrdlisis (GH)

El GH fue determinado por medio del método del pH-stat, el cual consiste en mantener
constante el pH de la reaccion por adicion de base, para neutralizar los protones liberados en
la ruptura de cada enlace peptidico, como se describe en el capitulo 2, numeral 2.3.2. Lo cual

se define por medio de las ecuaciones 3.3 a 3.5, obtenidas por Adler-Nissen (1986):

GH (%) =—2M5 109 (3.3)
o) ——/—/———— .
Mp-ahy,,
10 PHPK
ST oy
(298 - T)

Donde Vg (mL) es el volumen consumido de base durante la reaccién, Mg (mol/L) es la
molaridad de la base (NaOH 2M), Mp (g) es la masa de la proteina, hwot (mmol/g proteina) es
el numero total de enlaces peptidicos en la muestra, « es el grado de disociacion promedio
de los grupos a-NH liberados en la hidrélisis, el cual depende del pH y el pK, que a su vez

es funcion de la temperatura, como se aprecia en la ecuacion 3.5.

3.4.4. Determinacion del namero total de enlaces peptidicos (hiot)

El nimero total de enlaces peptidicos (hwt) de las visceras de trucha arcoiris en mmol/g,

se determino a partir de su composicion de aminoacidos (numeral 3.3.4), como el inverso del
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promedio de pesos moleculares de los aminoacidos presentes en las proteinas de visceras de

trucha arcoiris (PM,,) en g/mol, segun la siguiente ecuacion (Adler-Nissen, 1986):

1
hyp===—==x%1000 3.6
o (3.6)

3.4.5. Efecto de la concentracion de sustrato, concentracion de enzima y temperatura

sobre la hidrélisis enzimatica de las visceras de trucha arcoiris

Se aplico un disefo experimental factorial central compuesto, con dos puntos axiales (o
= 1,682), para evaluar el efecto de los factores concentracion de sustrato (S), concentracion
de enzima (e) y temperatura (T), sobre el grado de hidrolisis (GH). En la Tabla 3.3 se muestra
los niveles de los factores, los cuales fueron definidos con base en ensayos previos, y
tomando GH como variable respuesta.

Tabla 3.3. Variables independientes (S, e y T), sus niveles codificados y reales utilizados en

RSM para la optimizacion del GH

Variable independiente Niveles
-1 0 1

Concentracion de sustrato: S (% m/v) 2,00 4,00 6,00
Concentracion de enzima: e (UA/g) 0,24 0,48 0,72
Temperatura: T (°C) 45 55 65

En la Tabla 3.4 se presentan las 20 corridas experimentales en forma aleatoria, segun el
disefio experimental, en las cuales, se determind el GH de la hidrdlisis enzimatica de acuerdo
con el método descrito en el numeral 3.4.3. El analisis de los datos del disefio se realizé con
el software Design Expert® 7.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minnesota, USA), donde el ajuste del
modelo, la significancia estadistica de los coeficientes de regresion y la interaccion entre las
diferentes variables independientes fueron probados mediante un ANOVA. La significancia
de los coeficientes estimados en el modelo se probo con el estadistico F (valor-p) y un nivel
de confianza del 95%. Para optimizar las condiciones de la hidrélisis enzimatica se emple6

la metodologia de superficie de respuesta (RSM), por medio de la cual se definieron las
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condiciones de los factores para maximizar el GH. Finalmente se verifico el ajuste del modelo
polinomial, comparando los resultados predichos con resultados experimentales realizados

por triplicado.

Tabla 3.4. Matriz de disefio central compuesto, para evaluar el efecto de S, e y T sobre el
GH de la hidrdlisis enzimética

Experimento S (% m/v) e (UA/Q) T (°C)

1 6,00 0,24 45
2 4,00 0,48 55
3 4,00 0,88 55
4 7,36 0,48 55
5 2,00 0,72 45
6 2,00 0,72 65
7 0,64 0,48 55
8 4,00 0,48 55
9 4,00 0,48 55
10 6,00 0,24 65
11 4,00 0,48 55
12 4,00 0,48 55
13 4,00 0,48 55
14 4,00 0,48 71,8
15 6,00 0,72 65
16 4,00 0,48 38,2
17 2,00 0,24 45
18 4,00 0,07 55
19 6,00 0,72 45
20 2,00 0,24 65
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3.4.6. Efecto de la concentracion de grasay la velocidad de agitacion sobre la hidrdlisis

enzimatica de las visceras de trucha arcoiris

Se evaluo el efecto de la concentracion de grasa (G) presente en las visceras y la velocidad
de agitacion (v) sobre el GH, aplicando un disefio factorial central compuesto (CCFD). En la
Tabla 3.5 se muestra las variables independientes (G y v) con tres niveles (-1, 0 y +1), los
cuales fueron seleccionados de acuerdo con ensayos previos, y tomando GH como variable

respuesta.

Tabla 3.5.Variables independientes (G y v), sus niveles codificados y reales utilizados en

RSM para la optimizacion del GH

Variable independiente Niveles
-1 0 1
Concentracion de grasa: G (% m/m) 509 15,28 25,46
Velocidad de agitacion: v (rpm) 75 100 125

Tabla 3.6. Matriz de disefio central compuesto, para evaluar el efecto de G y v sobre el GH

de la hidrdlisis enziméatica

Corrida G (% m/m)  v(rpm)
1 25,460 125,00
2 15,280 100,00
3 5,089 125,00
4 15,280 135,36
5 15,280 100,00
6 5,089 75,00
7 15,280 100,00
8 15,280 64,64
9 25,460 75,00
10 25,460 100,00
11 15,280 100,00
12 15,280 100,00
13 5,089 100,00
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La Tabla 3.6 presenta las 13 corridas experimentales aleatorizadas segin el disefio
experimental, en las cuales, se determind el GH. El analisis de los datos del disefio se realizo
con el software Design Expert® 7.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minnesota, USA), donde el ajuste del
modelo, la significancia estadistica de los coeficientes de regresion y la interaccion entre las
diferentes variables independientes fueron probados mediante un ANOVA. La significancia
de los coeficientes estimados en el modelo se probo con el estadistico F (valor-p) y un nivel
de confianza del 95%. Se empled la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para
maximizar el GH. Finalmente se verifico el ajuste del modelo polinomial, comparando los

resultados predichos con resultados experimentales realizados por triplicado.

3.5. Modelado de la cinética de hidroélisis enzimética de visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss)

La hidrolisis enzimatica de proteinas se ha representado matematicamente a través de la
una ecuacion exponencial (ecuacion 3.7) propuesta por Marquez & Vazquez (1999). La cual
ha sido ampliamente usada para modelar la cinética enzimatica de proteinas de lactosuero
(Martinez-Araiza et al., 2011; Valencia et al., 2019), plasma bovino (Figueroa, Zapata, &
Gutiérrez, 2012), visceras de tilapia roja (Zapata et al., 2018) y masculo de salmon (Valencia
et al., 2019), debido a que es considerado un modelo de alta precision, simplicidad y
capacidad de prediccion.

d(GH) B
dt

a.e?CH (3.7)

Si se integra dicha ecuacion entre los limites de las condiciones de reaccion inicial y final,
se obtiene que:

1

GH =
b

In (abt+ 1) (3.8)

Donde los parametros a y b estan conformados por un grupo de constantes cinéticas que

dependen de los mecanismos cinéticos de la reaccion supuestos para el modelo, como se
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muestra en la Tabla 3.7, publicada por primera vez por Qi & He (2006). Por lo anterior, se

empleo la ecuacion 3.8 para modelar el comportamiento cinético de la reaccion de hidrolisis

enzimatica de proteinas de viscera de trucha arcoiris (sustrato) con Alcalasa® 2.4L, con la

cual se evalud cuatro mecanismos diferentes: sin inhibicion (Michaelis-Menten), inhibicion

por sustrato, inhibicion por producto e inhibicion por sustrato y producto. Para esto, se

empled en un reactor batch de 0,5L controlando parametros del proceso como: pH (8,5),

temperatura (60 °C) y tiempo de reaccion (6 h). Para el desarrollo de los modelos, las

concentraciones de sustrato y enzima se trabajaron en mM, con el objetivo de determinar las

constantes cinéticas en unidades comparables con otras investigaciones, ademas se realizaron

las siguientes suposiciones:

1. Temperatura y volumen constante.

2. El reactor batch es perfectamente mezclado.

3. Ladensidad y la capacidad calorifica de la mezcla permanece constante.

4. La reaccion es no elemental, con sucesién de reacciones elementales de primer orden

aparente.

5. Lavelocidad de reaccion no elemental obedece la ley de Michaelis-Menten.

Tabla 3.7. Expresiones para los parametros a 'y b en funcion de los mecanismos de

reaccion, de Enzymatic hydrolysis of protein: Mechanism and kinetic model por Qi & He,

2006.
Mecanismo a b
. e k2 € k3 Km
Sin Inhibicién
L k; Ks eg k; K, K
Inhibicion por sustrato KsS, + S2 k (Kg + Sp)
Inhibicion por ks Kp eg ks K. Kp Sy
producto KpSy + KmP ky (KpSy + Ky P)
k2 KSKP 60 k3 KmKSKPSO

Inhibicion por sustrato
y producto

KoK ,Sy +KpS;+K,,KpP

ky (KsK Sy + KpSE + Ky KpP)
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3.5.1. Determinacién de parametros cinéticos

Para el modelado de la hidrélisis enzimatica de las visceras de trucha arcoiris, se comenz6
con la determinacion de los parametros cinéticos (Vmax, Km, k2, ki, Ks y Kp) de manera

experimental, en funcion del tipo de inhibicién evaluada.
3.5.1.1. Constantes cinéticas de Michaelis-Menten

Los parametros cineticos velocidad maxima (Vmax) y constante de Michaelis-Menten (Km)
se determinaron ajustando la ecuacion de Michaelis-Menten (ecuacion 3.9) a la grafica de
velocidad inicial (vo) en funcion de la concentracion inicial de sustrato (So), Ilamada curva de
saturacion (Copeland, 2000), por medio de una regresion no lineal usando el software
MATLAB R2015a (MathWorks Inc., Natick, MA, USA). Los experimentos se realizaron a
diferentes concentraciones de sustrato inicial, las cuales variaron desde 0,25 a 11% (m/m)
(21.5 - 946 mM).

Vmax ’ SO

Vo = S)+ K,

(3.9)

La velocidad inicial de la hidrdlisis se calculd a partir de la pendiente del grafico de
concentracion de producto, que corresponde en este caso al hidrolizado (P), que representa
los grupos a-amino liberados (a-NH) con respecto al tiempo, P (mM) se determiné de
acuerdo con la ecuacion 3.10:

Vg-M
p—~ BB
a

(3.10)

Donde Vg (mL) es el volumen consumido de base durante la reaccion, Mg (mol/L) es la
molaridad de la base (NaOH 2M) y « es el grado de disociacion promedio de los grupos a-

NH liberados en la hidroélisis, determinado con la ecuacién 3.4.
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3.5.1.2. Inhibicién por sustrato

Cuando se presenta una inhibicion por sustrato, una segunda molécula de sustrato se une
al complejo ES para formar un complejo ternario inactivo (SES), presentandose una
inhibicidn de tipo acompetitiva (Copeland, 2000). Para calcular los parametros Vmax, Km y la
constante de inhibicidn por sustrato (Ks), se ajusté la ecuacién 3.11 descrita por Copeland,
(2000) a la curva de saturacion (vo vs So) por medio de una regresion no lineal usando el
software MATLAB R2015a (MathWorks Inc., Natick, MA, USA).

Vm ax

So
1+S—0+—

(3.11)

Vo =

3.5.1.3. Inhibicién por producto

Se evalud la inhibicion que pueden ejercer los productos de la hidrélisis (P) sobre la
reaccion enzimatica de visceras de trucha arcoiris, empleando la metodologia descrita por
Valencia, Pinto, & Almonacid (2014) con algunas modificaciones. Se prepararon
hidrolizados a las condiciones optimas (So = 433 mM, eo = 0,62 mM, T =60 °C y pH = 8,5)
con un GH de 20%. Posteriormente, se determinaron las velocidades iniciales (vo) de
hidrélisis a diferentes concentraciones de sustrato inicial (So) como se describi6 en el numeral
3.5.1.1, pero en este caso en presencia del producto de la hidr6lisis (inhibidor) a dos
concentraciones diferentes (5% y 10% m/m). Para determinar el tipo de inhibicion por
productos y sus contantes (Kp), se ajustaron globalmente las graficas de velocidad inicial vs
So a las ecuaciones de inhibicién competitiva, no competitiva y acompetitiva, ecuaciones
3.12, 3.13y 3.14 descritas por Copeland, (2000), respectivamente, utilizando toolbox “curve
fitting” del software MATLAB R2015a (MathWorks Inc., Natick, MA, USA).

Vma.x
WP (3.12)
So So Kp
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Vm ax

R A PN Y -
(XKP S() S()Kp
Vmax
vy = ——p (3.14)
et s,

3.5.1.4. Constantes cinéticas de inactivacion térmica de la enzima

Las curvas obtenidas para GH en funcion del tiempo a diferentes concentraciones
iniciales de sustrato (So) y de enzima (eo), se ajustaron al modelo general establecido en la
ecuacion 3.8, utilizando toolbox “curve fitting” del software MATLAB R2015a (MathWorks
Inc., Natick, MA, USA), donde se determind los parametros a y b. Una vez determinados
dichos pardmetros, la constante cinética de inactivacion térmica (kq) se hallé a partir de la

pendiente obtenida al graficar a/b vs eo/So (ecuacion 3.15).

=22 (3.15)

Donde k2 es de la constante de velocidad catalitica, la cual se determin6 por medio de la
ecuacion 2.5 (capitulo 2). Es importante resaltar que cualquiera que sea el mecanismo, la
razén a/b da como resultado siempre la misma expresion, como se muestra en la ecuacion
3.15 (Valencia et al., 2019).

3.5.2. Modelos cinéticos

Si la hidrdlisis enzimatica se puede describir como una reaccion no elemental 3.16,
entonces la velocidad de reaccion (v) estara determinada por la etapa irreversible, y por lo

tanto ser proporcional a la concentracién del complejo ES (ecuacion 3.17) (Copeland, 2000):

E+S;%£ﬁES—$L»E+P (3.16)

—1
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_ o AGH) _
V=S, —= =k, [ES] (3.17)
k,+k
= (3.18)
ki

Donde ki y k-1 son constantes de velocidad de reaccion y k» la constante cinética de la
reaccion de formacion del producto (constante de velocidad catalitica), las cuales definen la
constante de Michaelis-Menten (Km). Si el mecanismo de inactivacion de la enzima durante

la reaccion se expresa como (Marquez & Vazquez, 1999):
E+ES S, E, +E, +P (3.19)

Donde k3 es la constante de velocidad de reaccion para inactivacion, Eay Ei son la enzima
en su forma activa e inactiva, respectivamente. Por lo tanto, la ecuacién cinética de la

concentracion de la enzima total (e) se puede expresar como:

dle)
- —~ = ks [E][ES] (3.20)

Dividiendo la ecuacion 3.17 por la ecuacién 3.20, se obtiene la siguiente relacion:

d(GH)  k,
0 de kg [E]

(3.21)

Teniendo en cuenta las inhibiciones por sustrato y producto, la reaccion de hidrolisis

enzimatica se puede expresar como (Qi & He, 2006):

S+ES |i<(<:> SES (3.22)
E+P E‘:) EP (3.23)
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Donde la relacion entre las constantes de velocidad de reaccion k-4 y ks define la constante
de disociacion para el complejo SES (Ks) y la relacion entre k-5 y ks define la constante de
disociacion para el complejo EP (Kp). Utilizando la hipotesis de estado estacionario, donde
se asume que la velocidad de formacion de los complejos (ES, SES, EP) y la enzima es igual
a su velocidad de desaparicion (Qi & He, 2006), se tiene a partir de balances de masa que:

_ [E][S]
[ES] = a (3.24)
_ k,SIES] [SIES] [SI*[E]
[SES] = & KK (3.25)
(EP] = ks[E][P] _[E][P] (3.26)

k_5 KP

Dado que toda la enzima presente en la reaccion se encuentra de forma libre o compleja,

la concentracion total de la enzima en un momento dado seria:

e = [E#[ES]+[SES]+[EP] (3.27)

Reemplazando las ecuaciones 3.24 a 3.26 en la ecuacion 3.27, y suponiendo que S es
aproximadamente igual a S, P a p y Km << Sy, se obtiene una expresién para la concentracion

de enzima (E) en funcidn de la concentracion de enzima total y las constantes cinéticas:

eK, KgKp

[E] = > (3.28)
KstSO + KPSO +KmKSp
Sustituyendo la ecuacion 3.28 en la ecuacion 3.21, se tiene que:
d(GH)  k, (KsKpSo+ Kp Sy + K, Ksp) 1 (3.29)

de k3 Km KS KP SO e
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Integrando la ecuacion 3.29 entre los limites de las condiciones de reaccion inicial y final,

se obtiene que:

k; K, Kg Kp S,GH
e = ey exp > (3.30)
ko (Ks KpSy + Kp Sy + K,y Ksp)
Reemplazando la ecuacion 3.24 y 3.28 en la ecuacion 3.17:
d(GH, k,K¢Kp e
(1 _ 25 2 (3.31)
dt KSKPSO+ KPS0+KmKSp
Sustituyendo la ecuacion 3.30 en la ecuacion 3.31, se tiene que:
d(GH, k,KsKp e k; K, KsKp S
( ): 2085 vp €0 3 S BP0 GH (3‘32)

ex
dt KsKpSo+ KpSg+ K, Ksp b ko(Ks KpSy + Kp So+ K,y Ksp)

Siendo entonces los parametros a y b para el mecanismo de inhibicion por sustrato y

producto:
kKo Kp e
a= 28 P2 0 (3.33)
KSKPSO + KPSO +Km KSP
k; K, K¢ Kp S
3 S P70 (3.34)

b =
ko (Ks KpSp + Kp Sy + K,y Kep)

Al reemplazarar las ecuaciones 3.33 y 3.34 en la ecuacion 3.32, se obtiene la ecuacién
3.7, la cual describe el grado de hidr6lisis (GH) en funcion de dos pardmetros, a 'y b. Si se
integra dicha ecuacion entre los limites de las condiciones de reaccion inicial y final, se

obtiene que la ecuacién 3.8.

Para estudiar la cinética enzimatica de la hidrdlisis de visceras de trucha arcoiris, se
reemplazo las constantes cinéticas encontradas segun la metodologia descrita en el numeral

3.5.1 en las expresiones de los pardmetros a y b establecidas para cada uno de los mecanismos
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en la Tabla 3.7, y se evalu6 a diferentes condiciones de concentracion de sustrato inicial (So).
Para cada uno de los mecanismos se evalud la bondad de ajuste del modelo a través de los
coeficientes de determinacion (R? y R? ajustado), el error medio cuadratico (RMSE) y la

suma de errores cuadrados (SSE).

3.6. Evaluacion de Propiedades Bioactivas

Se evalué de manera in vitro las propiedades antioxidantes, inhibidoras de la enzima
convertidora de angiotensina y anticoagulantes de los hidrolizados de visceras de trucha
arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT) obtenidos a las condiciones 6ptimas a diferentes tiempos
de reaccion, asegurando asi, la evaluacién de las propiedades bioactivas a diferentes GH.
Adicionalmente, se evalud las propiedades antioxidantes e inhibidoras de la enzima
convertidora de angiotensina de las fracciones obtenidas del proceso de ultrafiltracion de HT

y de los digeridos gastrointestinales simulados de VT y HT.

3.6.1. Actividad antioxidante

Se determino la capacidad antioxidante de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris
con Alcalasa® 2.4L (HT), asi como también de las fracciones obtenidas por proceso de
ultrafiltracion y de los digeridos gastrointestinales simulados, por medio de métodos in vitro.
Se empled los métodos de ORAC y HORAC, basados en reacciones de transferencia de
atomos de hidrogeno (HAT), y los métodos ABTS y FRAP, basados en reacciones de

transferencia de electrones (SET).

3.6.1.1. Método ORAC (Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno)

Con este metodo es posible medir la capacidad de captacion de radicales libres, al exponer
la muestra a un generador de radicales peroxilo (ROO"), en este caso 2,2° Azo bis-(2-
metilpropionamida) dihidrocloruro (AAPH) a 37 °C, utilizando la fluoresceina (37,6 -
dihidroxispirol[isobenzofuran-1(3H),9"9H-xanten]-3-ona) como sonda oxidable. Asi,

aquellas muestras con capacidad para secuestrar radicales peroxilo protegeran a dicha
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molécula de la degradacidn oxidativa, inhibiendo o disminuyendo la pérdida de fluorescencia
(Ou, Hampsch-Woodill, & Prior, 2001). Se emple6 el método descrito por Ou, Hampsch-
Woodill, & Prior (2001), con algunas modificaciones (Orsini Delgado, Galleano, Afién, &
Tironi, 2015). Para esto, se mezclaron 25 pL de muestra o buffer PBS (control negativo) con
150 pL de solucién de fluoresceina (53,3 nM) y se incubaron a 37°C durante 15 min. A
continuacidn, se afiadieron 25 pL de solucion de AAPH (160 mM) para comenzar la reaccion.
La intensidad de fluorescencia (Aexc: 485 nm; Aem: 535 nm) se monitoreo cada minuto
durante 45 min mediante un lector de microplacas Synergy HT - Siafrt (BioTek Instruments,
Vermont, USA). En todos los casos, se calcularon las diferencias de areas bajo la curva de
descenso de fluorescencia entre el blanco (sin AAPH) y cada muestra. Se prepar6 una curva
estdndar usando diferentes concentraciones de Trolox (6,25 a 75 uM), expresando los
resultados en pmoles equivalente de Trolox (ET)/g de proteina y en concentraciéon de

proteina que neutraliza el 50% de los radicales (ICso).
3.6.1.2. Método HORAC (Capacidad de inhibicion del radical hidroxilo)

Este método evidencia fundamentalmente la capacidad de quelar metales inhibiendo la
formacion de radicales hidroxilos ("OH), exponiendo a la muestra a un sistema generador de
este tipo de radicales (H202/Co*?) por medio de la reaccion de Fenton a 37 °C, utilizando la
fluoresceina como sonda oxidable. En este caso, las muestras con capacidad de quelar
metales al inhibir la formacion de radicales hidroxilos protegeran a la fluoresceina de la
degradacion oxidativa, inhibiendo o disminuyendo la pérdida de fluorescencia (J. Moore,
Yin, & Yu, 2006). Para el analisis se emple6 el método descrito por Ou et al. (2002) y J.
Moore, Yin, & Yu (2006), con modificaciones establecidas por Orsini, Galleano, Afidén, &
Tironi (2015). Se mezclaron 20 ul de muestra o de buffer PBS (control negativo) con 190 pL
de solucion de fluoresceina (60,3 mM), 15 pL de H202 (0,75 M) y 75 L de solucion de
cobalto (&cido picolinico 0,2 mg/mL; CoCl,.6H20 0,22 mg/mL). La reaccion se llevé a cabo
a 37 °Cy las lecturas de fluorescencia (Aexc: 485 nm, Aem: 535 nm) se realizaron cada minuto
durante 3 h en un lector de microplacas Synergy HT-Siafrt (Biotek Instruments, Vermont,
USA). Para cada muestra y blanco (sin solucion de cobalto y H20y), se calcularon las
diferencias de las areas bajo la curva de descenso de fluorescencia. Ademas, se realiz6 una

curva de calibracion con acido clorogénico en concentraciones entre 50 y 500 pg/mL,
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expresando los resultados como pg de acido clorogénico equivalente (ACE)/g de proteina, y

como la concentracién de proteina que inhibe 50% de los radicales hidroxilos (I1Csp).

3.6.1.3. Método ABTS (Captacién de captacion del cation radical ABTS™)

El método ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) mide la
capacidad antioxidante que tiene un componente en reducir el radical ABTS™" por medio de
la transferencia de electrones, ocasionado un descenso en la absorbancia (732 nm) de dicho
radical cromdforo (Re et al., 1999). La actividad captadora de radicales libres se determind
por medio del método descrito por Re et al. (1999), en el cual se cuantificara la decoloracion
del radical ABTS', generado por la reaccién de oxidacién del ABTS (7 mM) con persulfato
de potasio (2,45 mM). Para esto, reaccionaron 100 pl de muestra o estandar (Trolox) con 1
mL de solucién ABTS™" (pH 7,4) durante 60 min en oscuridad. Transcurrido este tiempo se
medid la absorbancia a 732 nm. Se prepar0 una curva de calibracion usando diferentes
concentraciones de Trolox (0 a 300 pmoles/L), expresando los resultados en pmoles
equivalente de Trolox (ET)/g de proteina y en concentracion de proteina que neutraliza el
50% de los radicales (ICso).

3.6.1.4. Método FRAP (Poder antioxidante férrico reductor)

Este método mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el hierro férrico. Se basa
en la reduccién del complejo de hierro férrico y cloruro de 2,3,5-trifenil-1,3,4-triaza-2-
azoniaciclopenta-1,4-dieno (TPTZ) a la forma ferrosa en medio acido. Esta reduccion se
controla midiendo el cambio en la absorcion a 595 nm (Pulido, Bravo, & Saura-Calixto,
2000). Se llevo a cabo con la metodologia descrita por Pulido, Bravo, & Saura-Calixto (2000)
con algunas modificaciones. Para esto, se mezclaron 30 pl de muestra o estandar (Trolox)
con 900 pl del reactivo FRAP (TPTZ 10 mM, FeCl36H.O 20 mM, buffer acetato 0,3 M, pH
3.6) y 90 ul de H20O destilada. La reaccion se realiz6 a 37 °C durante 30 min en oscuridad.
Posteriormente, se midio la absorbancia a 595 nm. Se prepar0 una curva de calibracion

usando diferentes concentraciones de Trolox (0 a 500 uM), expresando los resultados en

86



Metodologia

umoles equivalente de Trolox (ET)/g de proteina y en concentracion de proteina que
neutraliza el 50% de los radicales (1Cxso).

3.6.2. Actividad Inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

Se determino la capacidad de inhibir la ECA de las proteinas y péptidos presentes en los
hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (HT), cuyo principio basico se explicd en el
capitulo 2, numeral 2.4.2. Para esto, se empleo el método descrito por Terashimaet al. (2010).
Se mezcld 10 pL de muestra con 25 uL de buffer fosfato (KH2PO4 50 mM a pH 8,3) y 10 uL
de solucion ECA (0,2 U/mL, KH2PO4 50 mM a pH 8,3). En la mezcla de reaccion para el
control negativo, se utilizaron 10 pL de buffer fosfato en lugar de la muestra de ensayo. Se
continud con una incubacion a 37°C durante 10 min, y luego se agrego 25 pL de solucion
HHL (Hipuril-Histidil-Leucina, 8,3 mM HHL, 133mM KH2PO4y 500mM NacCl), incubando
nuevamente a 37°C durante 30 minutos. La reaccion se finaliz6 agregando 70 pL de HCI 1M.
Posteriormente, se tomaron 20 pL de la mezcla de reaccion y se inyectaron a un sistema
HPLC (Shimadzu, Kioto, Japon) equipado con una columna hidréfoba (Cosmosil 5C18-MS-
Il, 4,6 x 150 mm). Se utilizd una fase movil isocratica de 80% H>O bidestilada con &acido
trifluoroacético al 0,1% (v/v) y 20% acetonitrilo con &cido trifluoroacético al 0,1% (v/v), con
un flujo de 1,0 mL/min. El acido hiparico (AH) generado por la reaccion y el HHL sin
reaccionar se detectaron a 228 nmy los tiempos de retencion de AH y HHL fueron de 4,5y
21 min, respectivamente. El porcentaje de inhibicion de la ECA se definid mediante la

ecuacion 3.35:

Inhibicién ECA (%) =——

100 (3.35)

Donde A es la altura del pico de AH sin inhibidores de la ECA (Control negativo), B es
la altura del pico de AH generado en presencia del inhibidor y C es la altura del pico de AH
generado sin enzima (control correspondiente a la autolisis de HHL en el curso del ensayo
enzimatico). El valor de ICso de las muestras se definié como la concentracion requerida para

reducir el pico de acido hiparico en un 50% (lo que indica un 50% de inhibicion de la ECA).
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El inhibidor clinico de laECA, Captopril (Control Positivo), se utilizé con fines comparativos

en una concentracion de 0 — 0,25 uM.

3.6.3. Actividad anticoagulante

Para determinar la actividad anticoagulante de proteinas y péptidos presentes en los
hidrolizados de visceras de trucha arcoiris se utilizé los ensayos in vitro de tiempo de
tromboplastina parcial activada (APTT) y tiempo de protrombina (PT), ambos basados en el
tiempo de coagulacién. Para esto, se tomaron muestras de sangre de 4 voluntarios sanos en
tubos de ensayo con solucion de citrato de sodio al 3,2% (m/v). La sangre se centrifugé a
2.800 x g durante 15 min, se separ6 el plasma pobre en plaquetas (PPP). En ambos ensayos,
los hidrolizados se emplearon a una concentracion de 20 mg proteina/mL vy el control se
midié reemplazando el volumen de muestra por agua destilada. Los andlisis se llevaron a
cabo en un analizador de coagulacion Coag-A-Mate XM (GMI, Nueva Jersey, USA) usando
Kits comerciales, segun la metodologia descrita por Jung & Kim (2009) con algunas

modificaciones.

3.6.3.1. Tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT)

Este ensayo evalUa la via de coagulacion intrinseca y comun, mediante la medicion del
tiempo en el que el anticoagulante retrasa la activacion los factores XII, X1, X, IX'y VIII,
necesarios para la formacion del activador intrinseco de la protrombina y fibrinégeno. Se
mezclaron 70 pl de PPP con 30 pl de muestra (20 mg/mL) y se incubaron durante 2 min a 37
°C. Luego, se adicion6 100 pl del reactivo APTT y se incubaron nuevamente por 5 min a 37
°C. El tiempo de coagulacion en segundos, se registrd luego de agregar 100uL de CaCl: (25
mM).

3.6.3.2. Tiempo de protrombina (PT)

Este ensayo evalla el tiempo en el que el anticoagulante retrasa la activacion de la

protrombina, factor V, VIl y X presentes en la via de coagulacion extrinseca y comun. Para
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el ensayo, 70 puL de PPP fueron incubados con 30 pL de la muestra (20 mg/mL) a 37 °C por

3 min. El tiempo de coagulacion se registro luego de la adicion de 200 pl de reactivo PT.

3.7. Evaluacion de la bioaccesibilidad

Se evaluo la bioaccesibilidad de las proteinas y péptidos de los hidrolizados de visceras
de trucha arcoiris por medio de modelos de digestion gastrointestinal (Gl) in vitro y cultivos
celulares (Caco-2/TC7).

3.7.1. Simulacion de la Digestion Gastrointestinal

3.7.1.1. Método estandarizado de digestidn estatica in vitro

Las visceras de trucha arcoiris (VT) y su hidrolizado éptimo (HT), fueron sometidos a
digestion gastrointestinal in vitro con el objetivo de evaluar la estabilidad de las proteinas
presentes en las muestras, segun el método descrito por Minekus et al. (2014). Se inici6 con
la fase oral, donde se mezclaron 2,5 g de muestra con 6 mL de fluido salival simulado (KCI
15,1 mM, KH2PO4 3,7 mM, NaHCO3 13,6 mM, MgCl 0,15 mM, NHsHCO3 0,07 mM; pH
7), 0,5 mL de a-amilasa (57,4 U/mg), 25 uL de CaCl, (0,3M) y 975 uL de H20 destilada, y
se incubaron durante 2 min a 37 °C con agitacion constante. Luego se continud con la fase
gastrica, donde se agregd 7,5 mL de fluido géastrico simulado (KCI 6,9 mM, KH2PO4 0,9
mM, NaHCOs 25 mM, NaCl 47,2 mM y MgCl2 0,1 mM, NH4sHCO3 0,6 mM; pH 3), 1,6 mL
de pepsina (2.000 UA/mL) y 5 pL de CaClz (0,3M) y se incubd con agitacion durante 2h a
37 °C. Transcurrido este tiempo, se realizd la fase intestinal, donde se agreg6 fluido intestinal
simulado (KCI 6,8 mM, KH2PO4 0,8 mM, NaHCO3 85 mM, NaCl 38,4 mM y MgCl, 0,33
mM; pH 7), 5,0 mL de pancreatina (100 U/mL), 2,5 mL de bilis (10 mM) y 40 uL de CaCly,
se continuo con incubacion a 37 °C durante 2 h en agitacion constante. Finalmente se
inactivaron las enzimas por calentamiento a 85 °C durante 10 min. Los digeridos fueron
liofilizados y conservados a 4 °C, y su contenido proteico se determind usando la técnica de
Micro-Kjeldahl.
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3.7.1.2. Determinacion del grado de hidrélisis por el método TNBS

Se determind el grado de hidrolisis de las visceras de trucha arcoiris digeridas (VTD) y
su hidrolizado optimo digerido (HTD) mediante el método del é&cido 2,4,6-
trinitrobencenosulfénico (TNBS), descrito por Adler-Nissen, (1979). Se preparo diluciones
de las muestras a 1 mg/mL en buffer fosfato 0,2125 M (pH = 8,2 con SDS 1% m/v) y se
incubaron a 75°C durante 15 min. Luego, se tomaron 63 pl de muestra se mezclaron con 500
uL buffer fosfato 0,2125 M (pH = 8,2 sin SDS) y solucion de TNBS 0,05 % m/v, se incubaron
en oscuridad durante 1 hora a 50°C. La reaccion se detuvo con HCI 0,1 N. Se midi6 la
absorbancia a 340nm y se utiliz6 L-leucina (&cido L-2-amino-4-metilpentanoico) como
patrén para la curva de calibracién, en concentraciones entre 0,225 y 2,25 mM. El grado de

hidrolisis (GH) se calcul6 a través de la ecuacion 3.36:

_ ([-NH], = [-NH,]p) y
R (E VAR 75 ) M (330

Donde [-NH2]: indica la concentracion de grupos amino liberados en el tiempo t (muestra
hidrolizada), [-NH:]o es la concentracion de grupos amino liberados en el tiempo 0 (muestra
sin hidrolizar), [-NH:].. es la concentracion total de grupos a-amino obtenidos después de una
hidrélisis acida completa (muestra hidrolizada completamente). El valor de [-NH:].. fue

estimado a través de la siguiente ecuacion:

1
PM,,

[-NHyLo=5—= (11 1,,,) * Cpra (3.37)

Donde PM,,, es el promedio de pesos moleculares de los aminoacidos en las proteinas de
visceras de trucha arcoiris, fiys s la proporcion de lisina en estas proteinas y Cprot €S la

concentracion de proteinas en la muestra.
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3.7.2. Simulacion de la absorcién intestinal

Se realiz6 una simulacion de la absorcion intestinal de los hidrolizados de visceras de
trucha arcoiris, los digeridos gastrointestinales y las fracciones con mayor bioactividad,

usando células Caco-2/TC7.

3.7.2.1. Cultivo de células Caco-2/TC7

Las células provenientes del epitelio colorrectal de adenocarcinoma humano, Caco-
2/TC7 pasajes 39 - 40 del cultivo ATCC (American Type Culture Collection, Maryland,
USA), fueron cultivadas en cajas plésticas de 25 cm? a 37 °C en atmdsfera humidificada con
5% de CO2 en medio de cultivo Dulbelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado con 15% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 1% (v/v) de aminoacidos no
esenciales y 1% (v/v) de solucion antibiotica (penicilina- estreptomicina). Las células se
incubaron hasta alcanzar la confluencia (alrededor de 7 dias). Se trataron con tripsina
utilizando tripsina-EDTA en buffer PBS y se suspendieron nuevamente en DMEM con 15%
de SFB. Se realiz6 un recuento del nimero de células totales por mL en un microscopio
invertido. Finalmente, de acuerdo con el andlisis a realizar, se diluyeron las células a la

concentracion deseada y se sembraron en placas o en insertos.

3.7.2.2. Ensayo de citotoxicidad celular

Se determing la citotoxicidad de las muestras a partir del ensayo LDH (enzima lactato
deshidrogenasa), utilizando un kit comercial. Este ensayo se basa en la cuantificacion de la
actividad enzimatica de LDH en el medio celular, debido a que un incremento de esta en el
sobrenadante del cultivo es proporcional al nimero de células lisadas o dafiadas (Parhamifar,
Andersen, & Moghimi, 2013). La liberacion de LDH de las células muertas o severamente
dafiadas cataliza la oxidacién de NADH a NAD™ ocasionando una caida en la absorbancia a
340 nm. Para esto, se sembraron las células Caco-2/TC7 en placas de 96 pocillos a una
densidad de 2,5 x 10* células/pocillo. Una vez que el cultivo celular lleg6 a confluencia se
agregd 100 pl de cada una de las muestras a diferentes concentraciones (0, 5 - 5 mg/mL para
HT, HTD, VTD y 1 mg/mL para las fracciones del proceso de ultrafiltracion), ademés de
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DMEM con Tritén X-100 3% (v/v) como control positivo de muerte celular. Posteriormente,
se incubaron a 30 °C durante 3 h. transcurrido este tiempo se retird 2,5 pL de sobrenadante y
se mezclaron con 150 pL de Reactivo A reconstituido (piruvato 0,6 mM y NADH 0,18 mM).
La reaccion se monitoreo cada 30 s durante 3 min midiendo la absorbancia a 340 nm usando
un lector de microplacas Synergy HT-SIAFRT (Biotek Instruments, Vermont, USA). La
actividad enzimatica de LDH (U/L) se expres6 como la variacion de absorbancia por min
(AAbs/min) calculando el promedio de la diferencia en las absorbancias por minuto, a los
tiempos 0,5, 1,5, 2,5y 3,0 min, el cual se multiplicé por el factor de correccion dependiente
de la temperatura de trabajo segun las especificaciones del fabricante (f = 9.683 a 30 °C).
Asi, la citotoxicidad se cuantifico en términos del porcentaje de liberacién de LDH (ecuacion
3.38):

LDH
LDH (%) :ﬁ:‘ffax 100 (3.38)
ota

Donde LDHwmuestra €S la actividad enzimatica de LDH (U/L) obtenida del tratamiento de
las células Caco-2/TC7 con las muestras analizadas y LDHrotal €S la actividad enzimatica de

LDH (U/L) del Control positivo de muerte celular.
3.7.2.3. Monocapa de células Caco-2/TC7

Para la obtencion de monocapas celulares confluentes, se sembraron 200 pl de suspension
de células Caco-2/TC7 provenientes de cultivos confluentes (numeral 3.7.2.1) en insertos de
policarbonato de 12 mm de diametro y 0,4 um de tamafio de poro (Millipore Merck,
Massachusetts, USA), en una concentracion de 1 x 10° células/cm?, y se adicion6 600 pl de
DMEM en el pozo (cdmara basolateral). Se incubd a 37 °C (5% de CO>), cambiando el medio
de cultivo de ambas camaras (apical y basolateral) cada dos dias durante al menos 21 dias
hasta que las células Caco-2/TC7 se diferenciaron completamente como monocapas. En cada
cambio de medio, se midi6 la resistencia eléctrica transepitelial (TEER, Q.cm?) para evaluar

la confluencia e integridad de las monocapas, utilizando un voltimetro Millicell-ERS
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(Millipore Merck, Massachusetts, USA). Una vez que se formd la monocapa (TEER

constante), se procedio con el ensayo de actividad transportadora en la monocapa celular.

3.7.2.4. Determinacion de la actividad transportadora

La actividad transportadora fue determinada en direccion apical a basolateral como se
describe en el capitulo 2, numeral 2.6.2. Una vez formada la monocapa (TEER constante),
se adicionaron 400 pL de Buffer PBS (pH 7,4) en las cdmaras apical y basolateral del inserto
y se incubaron durante 20 min en estufa a 37°C (5% de CO>) con el fin de estabilizar los
insertos. Transcurrida dicha incubacion, se removié el buffer PBS de ambas camaras, se
sembraron 400 pl de las muestras en estudio en la camara apical y 400 pl de buffer PBS en
la cdmara basolateral, incubando durante 3 horas a 37 °C. Posteriormente, Se tomaron
muestras de ambas camaras y se inyectaron a un sistema HPLC (Waters, Massachusetts,
USA) equipado con una columna analitica (Sephasil Peptide C8, 4.6 x 250 mm, 12 pm) y un
detector de arreglo de diodo (DAD). Para la corrida se utilizaron dos fases mdviles, el
solvente A fue una mezcla de H20 — acetonitrilo (98:2) con TFA (0,065% v/v), mientras que
el solvente B estuvo compuesto por una mezcla de H.O — acetonitrilo (35:65) con TFA
(0,065% v/v). Las muestras fueron eluidas con un gradiente lineal del solvente B en A (0 a

100% en 55 min, con un flujo de 1,1 mL/min), con un sistema de deteccion a 210 y 280 nm.

3.8. Fraccionamiento de Hidrolizados de visceras de trucha arcoiris

3.8.1. Fraccionamiento por membranas de ultrafiltracion

Se realizd un fraccionamiento de los hidrolizados que presentaron mayores actividades
bioldgicas mediante un proceso de ultrafiltracion en serie utilizando membranas Amicon
ultra 15 de celulosa regenerada (Millipore Merck, Massachusetts, USA), con un peso
molecular de corte (MWCO) de 100 kDa, 10 kDa y 3 kDa. En el proceso de ultrafiltracion
en serie, se empleo el método de recoleccion del retenido, de manera que el hidrolizado (20
mg/mL) pasé primero a través de la membrana de mayor MWCO, y su permeado pasé a
través de la siguiente membrana y asi sucesivamente hasta pasar por la membrana de menor

tamanio (Figura 3.3). En cada etapa de ultrafiltracion se centrifugo a 5.000 x g durante 20 min
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a 10 °C y se obtuvieron las fracciones correspondientes, las cuales fueron posteriormente

liofilizadas.

3.8.2. Separacion Cromatografia de exclusion molecular (FPLC)

Fracciones solubles en buffer PBS (pH = 7,4) de los digeridos de las visceras de trucha
arcoiris (VTD) y de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (HTD), fueron separadas
mediante FPLC utilizando una columna semi-preparativa de exclusion molecular Superdex
Peptide 10/300 (limite de exclusion 10 kDa, GE Healthcare), en un equipo AKTA Purifier
(GE Healthcare, Illinois, USA), empleando el método descrito en el numeral 3.3.9. Se
colectaron fracciones cada 0,5 mL a partir del Vo, obteniéndose un total de 36 fracciones.

HT-F1: MW > 100 kDa

Retenido

100 kDa

[

Permeado

HT-F2: 10 -100 kDa

N[

HT-F3:3 -10 kDa

HT-F4: MW <3 kDa

Figura 3.3. Secuencia de ultrafiltracion con las fracciones de hidrolizado obtenidas.
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3.9. Evaluacion de Propiedades Funcionales

Se determind la solubilidad de las proteinas, las propiedades emulsificantes y espumantes
de los hidrolizados obtenidos a las condiciones optimas a diferentes valores de pH y tiempos
de reaccion, asegurando asi, también la evaluacion de las propiedades funcionales a
diferentes GH.

3.9.1. Solubilidad de proteinas

La solubilidad de las proteinas de los hidrolizados se determiné de acuerdo con el método
descrito por Choi, Hur, Choi, Konno, & Park (2009), con algunas modificaciones. Se
prepararon soluciones de los hidrolizados a una concentracion de10 mg/mL y se ajusté el pH
a4,0; 7,0y 10,0 utilizando HCI 1 M y NaOH 1M. Posteriormente, se centrifugaron a 4.000
rpm durante 20 min y se recolectd la fraccion soluble (sobrenadante). Finalmente, se
determind el contenido de proteina del sobrenadante por el método de Lowry & Randall
(1951) descrito en el numeral 3.3.1.3 y se calcul6 el porcentaje de solubilidad de las muestras

de acuerdo con la siguiente ecuacion:

. proteina en el sobrenadante
Solubilidad (%) = - x 100 (3.39)
proteina total en la muestra

3.9.2. Propiedades emulsionantes

Se determinaron las propiedades emulsionantes como indice de actividad emulsionante
(IAE) e indice de estabilidad de la emulsion (IEE), segin el método de Pearce & Kinsella
(1978), con algunas modificaciones descritas por Liu et al. (2014). Se prepararon soluciones
de hidrolizado con concentracion de proteina (c) de 0,005 g/mL y se ajustd el pH de cada
muestra a 4,0; 7,0 y 10,0. Luego, se mezcld 45 mL de solucion de hidrolizado con 15 mL de
aceite de girasol, representando una fraccion de aceite de 0,25. Se homogenizaron a una
velocidad de 18.000 rpm durante 1 min, utilizando un homogeneizador OV5 (VELP
Scientifica, Monza, Italia). Se tomaron 20 pL de la emulsion al tiempo cero y a los 10 minutos

de formada la emulsion, y se diluyeron con 2 mL de SDS al 0,1% (m/v). Posteriormente, se
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midié la absorbancia de las muestras tomadas en ambos tiempos a 500 nm en un
espectrofotometro  Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific, Massachusetts, USA),
obteniéndose las absorbancias Ao y A1o respectivamente, utilizadas para calcular IAE y IEE,

segun las ecuaciones 3.40 y 3.41, respectivamente:

IAE (m%/ _2X 2303 Ay 100 3.40
IEE (min) Ao > 10 (3.41)
mm)=— .
Ay — Ay

3.9.3. Propiedades espumantes

Se midieron las propiedades espumantes de los hidrolizados, tales como capacidad
espumante (CE) y estabilidad de la espuma (EE), de acuerdo con el método de Coffmann &
Garcia (1977) con ligeras modificaciones. Se tomaron 50 mL de hidrolizado con una
concentracion de proteina de 10 mg/mL y se ajust6 el pH a 4,0; 7,0 y 10,0. Las muestras se
homogeneizaron a 18.000 rpm a una temperatura de 25°C durante 1 min, utilizando un
homogeneizador OV5 (VELP Scientifica, Monza, Italia). Se registro el volumen total
después del batido y al transcurrir 10 minutos, con el objetivo de calcular la capacidad de
formacion de espuma y la estabilidad de la espuma de acuerdo con las ecuaciones 3.42 y

3.43, respectivamente:

V, -V,

1

CE (%) = x100 (3.42)

V3 -V,
EE (%) =

x100 (3.43)
1

Donde V1 es el volumen antes del batido (mL), V2 es el volumen después del batido

(mL) y V3 el volumen después de transcurridos10 minutos (mL).
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3.10. Analisis Estadistico

Las mediciones se realizaron por triplicado para cada muestra en todos los experimentos
y los resultados se expresaron como media * desviacion estdndar de al menos dos
experimentos realizados por separado. Los datos fueron analizados mediante un analisis de
varianza (ANOVA). Cuando las diferencias fueron significativas (p < 0,05), los valores
medios se evaluaron mediante la prueba HSD de Tukey, utilizando Statgraphics® Centurion
XVI (Statgraphics Technologies Inc., USA).
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Resultados y Discusion

4.1. Caracterizacion de las visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y sus

hidrolizados enzimaticos

4.1.1. Pretratamiento de las visceras de trucha arcoiris

Con el objetivo de remover la mayor cantidad de lipidos presentes en las visceras de
trucha arcoiris, concentrar la proteina, evitar la oxidacion y coloracion del hidrolizado final
(Benjakul et al., 2014; Kristinsson, 2007), se evaluaron tres procesos de desengrasado por
calentamiento, segun lo establecido en el capitulo Metodologia, item 3.1. Se calculé el
porcentaje de extraccion de grasa para cada uno de los pretratamientos evaluados (Figura
4.1), obteniéndose con el pretratamiento 1 un porcentaje de extraccion del 10,6 £ 0,3 %,

seguido de un 8,4 £ 0,2 % con el pretratamiento 2 y un 3,2 + 0,2 % con el pretratamiento 3.

Pretratamiento 1 Pretratamiento 2 Pretratamiento 3

Figura 4.1. Extraccion de lipidos de las visceras de trucha arcoiris.

El andlisis de varianza simple demostré que existe una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,05) entre las medias de los pretratamientos evaluados, por lo cual, se
selecciond el pretratamiento 1 (90 °C, 20 min) como etapa previa a la hidrdélisis enzimatica
de visceras de trucha arcoiris, debido a que se obtuvo un mayor porcentaje de extraccion de
grasa en comparacion con el resto de los procesos. Si bien, la mayoria de los pretratamientos
utilizados para extraer la grasa de los subproductos de pescado son métodos de extraccién
con solventes, en el caso de las visceras, el tratamiento térmico es una practica muy
convencional, ya que tiene el doble propoésito de inactivar las enzimas enddgenas y extraer la

grasa presente (Villamil et al., 2017).
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4.1.2. Composicion proximal

La composicion proximal de las visceras de trucha arcoiris frescas (V) y desengrasadas
(VT) se presenta en la Tabla 4.1. En el caso de las visceras frescas, estas presentaron un
porcentaje de humedad del 62,42 £+ 0,26%, el cual se encuentran dentro del rango de humedad
(60 — 72%) reportado para algunas visceras de especies acuicolas, como salmon (Salmo
salar) (Opheim et al., 2015), tilapia roja (Orechromis sp.) (Gomez & Zapata, 2017) y trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Taheri et al., 2013). El proceso de desengrasada logro
disminuir el porcentaje de lipidos de las visceras de trucha arcoiris frescas del 25,40 a 5,09%,
alcanzandose una disminucion aproximada del 80%, lo cual es menor al porcentaje de
disminucion encontrado por Gémez & Zapata (2017), el en proceso de desengrasado de
visceras de tilapia roja (Orechromis sp.). No obstante, se logré concentrar la proteina, al pasar
de un 8,31% en las visceras frescas a un 12,63% en las visceras desengrasadas. Sin embargo,
el contenido de proteina de las visceras frescas fue inferior al reportado por Taheri et al.
(2013) para la misma materia prima el cual fue del 15%, esto puede deberse a que la
composiciéon proximal de los 6rganos animales varia con respecto al tamafio y madurez
sexual del pescado, condiciones nutricionales, temperatura de crecimiento y temporada de
pesca (Lopes de Souza, Petenuci, Camparim, Visentainer, & Inhamuns da Silva, 2020;
Noman et al., 2018).

Tabla 4.1.Composicion proximal de las visceras de trucha arcoiris

Muestra Proteina” Lipidos” Ceniza” Humedad
(%) (%) (%) (%)
\Y 8,31 +£0,332 25,40 £ 0,252 1,92 + 0,022 62,42 = 0,26%
VT 12,63+0,62°  509+019°  3,77+0,04° 7694 +0,27"

* Valores reportados en base hiimeda.
b Diferentes letras en la misma columna, indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).
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4.1.3. Calidad microbiologica

Los resultados del estado microbiologico de las visceras frescas (V) y de las visceras
procesadas (VT) que se usaron para la elaboracion de los hidrolizados enzimaéticos se
muestran en la Tabla 4.2. Debido a la elevada actividad de agua, pH proximo a la neutralidad
(6,3 - 6,8) y a la gran cantidad de nutrientes, las visceras de trucha arcoiris se convierten en
un medio ideal para el crecimiento microbiano, siendo necesario aumentar las precauciones
en cuento a su manejo, transporte y conservacion para asi mitigar su deterioro por los
microorganismos presentes, y a su vez evitar cualquier tipo de contaminacion microbioldgica
adicional. No obstante, los resultados sobre microrganismos patégenos (E. coli, Salmonella
sp y Vibrio cholerae) cumplen con los limites maximos permitidos por la reglamentacion

colombiana para la especie trucha arcoiris (NTC-5443, 2015).

Tabla 4.2.Calidad microbioldgica de visceras de trucha arcoiris

Patrén

Microorganismo \Y VT Microbiologico™

Bacterias aerobias

e 4,7x 10* UFC/g 7,0 x 10 UFC/g N/E
mesofilas
Coliformes totales 460 NMP/100g 93 NMP/100g N/E
Escherichiacoli ~ 4NMP/00g  <3NMP/aoog Mo 10 M=400

(n=5,¢c=2)

Salmonella sp. Ausencia/25¢g Ausencia/25g Ausencia/25g
Vibrio cholerae Ausencia/25¢g Ausencia/25g Ausencia/25g
Mohos y Levaduras 3,5x 103 UFC/g 7,3 x 10° UFC/g N/E

" De acuerdo con NTC 5445 de 2015
UFC: Unidades Formadoras de Colonias, NMP: Nimero mas probable de bacterias.
N/E: no establecido.

Asimismo, se pudo observar que el pretratamiento realizado a las visceras de trucha
arcoiris disminuyd la carga microbioldgica, tanto en bacterias aerobias mesofilas pasando de

4,7 x 10* UFC/g en V a un 7,0 x 10° UFC/g en VT; como en bacterias coliformes. Pese a
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ello, se observo una mayor cantidad de mohos y levaduras en las visceras procesadas, lo cual
puede deberse a las condiciones ambientales del laboratorio o0 a los equipos utilizados en el
momento del procesamiento de las visceras. Sin embargo, actualmente no existe una
normatividad que establezca los parametros méximos permitidos para este tipo de

microorganismo en los subproductos acuicolas.

4.1.4. Contenido de metales pesados

Debido a que Colombia sufre actualmente uno de los mayores problemas por
contaminacion ambiental gracias al uso desmedido de sustancias quimicas para el
aprovechamiento de minerales, mala disposicion de aguas servidas, ademas de précticas
industriales y agricolas inadecuadas en cuerpos de aguas fundamentales para la dindmica
poblacional de animales y vegetales (Lopez-Barrera & Barragan-Gonzalez, 2016; Vargas-
Licona & Marrugo-Negrete, 2019). Se determiné el contenido de metales pesados (Hg, Pb,
Cd y As) en las visceras de trucha arcoiris procesadas y desengrasadas (Tabla 4.3). Si bien,
no existe una normatividad para establecer los limites maximos permitidos en subproductos
de pescado, se encontrd que los niveles de mercurio presentes en las visceras de trucha
arcoiris son inferiores a los limites maximos establecidos tanto por la Union Europea
(Reglamento-582, 2016) como por la normatividad colombiana vigente (NTC-5443, 2015)
de 0,50 mg/kg peso fresco para consumo humano, contario a la concentracion de plomo la
cual super6 el limite maximo permitido para musculo de pescado establecido por dichas
reglamentaciones. No obstante, a la hora de realizar la hidrélisis enzimatica, las visceras de
trucha arcoiris son diluidas para ser utilizadas en la reaccién, obteniéndose concentraciones
de Pb por debajo de los limites maximos permitidos por la reglamentacién vigente, lo cual
sera comprobado y establecido en la caracterizacion de los hidrolizados de VT, como se
presenta mas adelante. En el caso del cadmio, se observa gque los niveles detectados (< 0,08
mg/kg) son ligeramente superior a los limites permitidos. En cuanto al nivel de arsénico total,
tanto la Union Europea como Colombia no han establecido un limite maximo permitido para

productos de pescado.
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En estudio realizado por Gallego-Rios, Ramirez-Botero, Lopez-Marin, & Velasquez-
Rodriguez (2018), reportaron concentraciones de 0,81 mg Hg/kg, 7,8 mg Pb/kg y 0,102 mg
Cd/kg en visceras de jurel de aleta amarilla (Caranx hippos) del Golfo de Uraba, las cuales
fueron superiores a las encontradas para visceras de trucha arcoiris. Sin embargo, en ambas
especies el nivel de plomo es mas alto que el limite maximo permitido, lo que fue atribuido
a las altas concentraciones de este metal en el agua en la que viven dichas especies, ya que
estan en contacto directo con él. Por su parte, Vergara-Estupifian & Rodriguez-Africano
(2015), encontraron concentraciones inferiores de plomo (0,287 mg/kg) en higado de tilapia

del Nilo (Orechromis niloticus) del rio Chicamocha.

Tabla 4.3.Contenido de metales pesados en visceras de trucha arcoiris

ParAmetro Concentracion Lirr_1i_te maximo _
(mg/kg) permitido (mg/kg)
Hg 0,032 £ 0,001 0,50
As <LD N/E
Pb 6,441 + 0,532 0,30
Cd <LD 0,05

** De acuerdo con el Reglamento 582/2016 de la Comision de la Unién Europea
LD: Limite de deteccion (As < 0,200 mg/kg; Cd <0,08 mg/kg).
N/E: no establecido.

4.1.5. Numero total de enlaces peptidicos (hiot)

Por medio de la composicion de los aminoécidos presentes en las visceras de trucha
arcoiris, se encontré que su peso molecular promedio es de 127,56 g/mol, que de acuerdo
con lo en el numeral 3.4.4. del capitulo Metodologia, se determind que el nimero total de
enlaces peptidicos (htwt) es de 7,84 mmol/g de proteina. Valor que se encuentra dentro del
rango de valores publicados para proteinas de pescado. Como el hit reportado para visceras
de tilapia roja (Oreochromis sp.) de 8,22 mmol/ g (Gomez, GOmez, Pereafiez, & Zapata,
2019), y para musculo de salmén (Salmo salar) de 7,501 mmol/g (Kristinsson & Rasco,
2000b) y 8,09 mmol/g (Valencia et al., 2014).
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4.2. Optimizacion de la hidrdlisis enzimética de las visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L
4.2.1. Efecto de pH y temperatura en la actividad proteolitica de la Alcalasa® 2.4L

Con el objetivo de evaluar el efecto del pH y T sobre la actividad proteolitica (AP) de la
Alcalasa® 2.4L, se utilizdé un disefio factorial compuesto central (CCFD), cuyas corridas
experimentales se presentan en la Tabla 4.4. Se puede observar que AP tuvo un valor minimo
de 8,45 UA/g y un maximo de 11,25 UA/g en los puntos 1y 11 del disefio, respectivamente.
Asimismo, en la Tabla 4.5, se presenta el analisis de varianza (ANOVA) que muestra el
efecto de las variables independientes (pH y T) sobre AP. A partir de este, se eligié un modelo
polinomial de segundo orden (ecuacion 4.1), donde solo se tuvieron en cuenta los términos
significativos (p < 0,05) y cuyos coeficientes se calcularon utilizando un andlisis de regresion
maltiple. La bondad de ajuste del modelo se evalud a partir de los coeficientes de correlacion

y determinacion. En este caso, el coeficiente de determinacidn ajustado (Ridj) fue de 0,8436,

lo que indica que el modelo de segundo orden muestra un buen ajuste con los datos
experimentales, y que este podria explicar el 84% de la variabilidad en el comportamiento

dentro del rango de valores estudiados.

Tabla 4.4. Niveles de las variables independientes con los valores observados para la

variable respuesta, actividad proteolitica (AP)

. T AP
Experimento pH (°C) (UA/Q)
1 9,5 50 8,45
2 8,5 40 10,11
3 8,5 50 10,12
4 7,5 50 8,95
5 8,5 60 10,89
6 7,5 60 9,77
7 9,5 60 9,67
8 8,5 50 10,87
9 7,5 40 8,51
10 9,5 40 8,58
11 8,5 50 11,25
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Tabla 4.5. Analisis de varianza (ANOVA) para la variable respuesta, actividad proteolitica

(AP).
Suma de . Media ,

Fuente cuadrados cuadratica 220N valor p
Modelo 9,21 3 3,07 18,98 0,0010™
T 1,64 1 1,64 10,12 0,0155"
pH 0,046 1 0,046 0,28 0,6108
pH? 7,52 1 7,52 46,55 0,0002™
Residual 1,13 7 0,16
Falta de ajuste 0,46 5 0,093 0,28 0,8930
Error 0,67 2 0,33
Total 10,34 10
R? 0,8905
Réd/‘ 0,8436

i Grados de libertad.
* p<0,05.
** < 0,01.
AP =-0,125 + 5,871x10° T + 0,032 pH — 1,867x107 pH2 4.1)

Como se puede ver en los resultados de la tabla ANOVA (Tabla 4.5), el término
cuadrdtico de pH tuvo un efecto significativo relativamente mayor (p = 0,0002) en
comparacion con el término lineal de T (p = 0,0155). Asimismo, las interacciones entre los
factores no influyeron significativamente (p > 0,05), al igual que el término lineal del pH, sin
embargo, este término no puede eliminarse del modelo, por orden de jerarquia. EI modelo
fue significativo (p = 0,001), en contraste con la falta de ajuste, que no fue significativo (p =
0,893), indicando que el modelo es lo suficientemente preciso para predecir la actividad
proteolitica de la Alcalasa® 2.4L para cualquier combinacion de variables experimentales
independientes. En el grafico de superficie de respuesta para AP en funcion del pH y la
temperatura (Figura 4.2), se puede observar que la actividad proteolitica posee un maximo
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en funcion del pH en el rango de 8,0 — 9,0; ademas, de aumentar a medida que aumenta la
temperatura. Asimismo, se optimizo la ecuacion del modelo (ecuacion 4.1) para maximizar
la variable respuesta (AP), encontrandose que valores de pH =8,5y T =60 °C arrojaban un
valor méximo predicho para AP de 11,17 UA/g, mientras que el valor de AP obtenido
experimentalmente fue 11,78 + 0,25 UA/g (promedio de tres ensayos), alcanzando un error
relativo de 5,18%.

AP (UA/g)

8,50 50,00
pH 8,00 ™ 45,00 T (°C)
7,50 40,00

Figura 4.2. Superficie de respuesta para AP en funcion del pH y la temperatura.

Por otra parte, algunos autores encontraron las mismas condiciones Optimas de pH y
temperatura para la hidrolisis de proteinas de pescado con Alcalasa® 2.4L. Normah, Jamilah,
Saari, & Yaakob (2005), informaron que la hidrolisis de musculo de besugo (Nemipterus
japonicas) con Alcalasa® 2.4L fue optima a 60 °C y pH 8,5. Por su parte, Benjakul y
Morrissey (1997) encontraron que la Alcalasa® 2.4L presentd una alta actividad en la
hidrolisis de subproductos (cabeza, piel, hueso, viscera y tejido muscular) de merlan del
Pacifico (Merluccius productus) en un rango de pH de 8,5 - 10 con una temperatura de 60
°C. Otros autores encontraron condiciones optimas similares, Wasswa, Tang, & Gu (2008),
reportaron que los valores oOptimos de temperatura y pH fueron 59,74 °C y 8,25,

respectivamente, para la hidroélisis de piel de la carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella)
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con Alcalasa® 2.4L. Asimismo, Ovissipour, Abedian Kenari, Motamedzadegan, & Nazari
(2012), encontraron que para un pH de 8,5 en la hidrdlisis de visceras de atun aleta amarilla

(Thunnus albacares) con Alcalasa ® 2.4L, la temperatura 6ptima era 60,4 °C.

4.2.2. Efecto de la concentracién de sustrato, concentracion de enzima y temperatura

sobre la hidrdlisis enzimatica de las visceras de trucha arcoiris.

Se determin0 el efecto de la concentracion de sustrato (S), concentracion de enzima (e) y
temperatura (T) sobre el grado de hidrolisis (GH), utilizando un disefio factorial como se
describié en la seccion 3.4.5 del capitulo Metodologia. En la Tabla 4.6, se presenta el valor

de GH para cada una de las corridas experimentales.

Tabla 4.6. Niveles de las variables independientes con los valores observados para la

variable respuesta, grado de hidrolisis (GH).

Experimento S e T GH
(% m/v) (UA/g) () (%)
1 6,00 0,24 45 16,347
2 4,00 0,48 55 19,128
3 4,00 0,88 55 20,042
4 7,36 0,48 55 17,049
5 2,00 0,72 45 17,548
6 2,00 0,72 65 17,346
7 0,64 0,48 55 15,835
8 4,00 0,48 55 19,283
9 4,00 0,48 55 18,926
10 6,00 0,24 65 16,679
11 4,00 0,48 55 18,058
12 4,00 0,48 55 19,265
13 4,00 0,48 55 19,420
14 4,00 0,48 71,8 19,216
15 6,00 0,72 65 20,429
16 4,00 0,48 38,2 19,508
17 2,00 0,24 45 17,844
18 4,00 0,07 55 17,679
19 6,00 0,72 45 19,837
20 2,00 0,24 65 18,087
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El efecto de las variables independientes (S, e y T) sobre el GH de la reaccidn enzimética
de las proteinas de las visceras de trucha arcoiris usando Alcalasa 2.4®L se muestra en la
tabla ANOVA (Tabla 4.7). A partir del ANOVA se eligié un modelo polinomial de segundo
orden, en el que se tuvieron en cuenta solo los términos significativos (p < 0,05) cuyos
coeficientes fueron calculados utilizando un andlisis de regresion multiple (ecuacion 4.2). La
calidad del ajuste del modelo se evalué a partir de los coeficientes de correlacion y

determinacion. En este caso, el modelo de segundo orden mostré un buen ajuste con los datos

experimentales debido a que se obtuvo un coeficiente de determinacion ajustado (Rﬁdj) de
0,9256, con una carencia de ajuste no significativa (p = 0,9605), lo que indica que el modelo
podria explicar el 93% de la variabilidad en el comportamiento dentro del rango de los
factores de hidrdlisis enzimatica evaluados. Asimismo, el ANOVA (Tabla 4.7) sefiala que
tanto Sy como e, tienen una fuerte influencia sobre GH, con términos significativos en el
orden lineal y cuadratico para S, ademas de interacciones significativas entre ambas variables
(p < 0,0001). Dichos efectos se pueden apreciar cuando se presenta el comportamiento

gréafico de la ecuacion 4.2 en la Figura 4.3.

Tabla 4.7. Analisis de varianza (ANOVA) para la variable respuesta, grado de hidrélisis

(GH).

Fuente ClSJleJlg]raaggs Gl# cu';/éler(:’:gca Razén-F Valor p
Modelo 30,68 4 7,67 60,06 <0,0001™
S 1,49 1 1,49 11,66 0,0038™
e 7,58 1 7,58 59,38 < 0,0001™
S.e 8,56 1 8,56 67,05 < 0,0001™
g 13,04 1 13,04 102,13 <0,0001™
Residuos 1,92 15 0,13
Falta de ajuste 0,68 10 0,068 0,28 0,9605
Error 1,23 5 0,25
Total 32,59 19
R? 0,9412
Roy 0,9256
i Grados de libertad.

* p<0,05.
**p<0,01.
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GH(%) = 17,237+1,016S - 5,517¢ + 2,1558.¢ - 0,236S° (4.2)

ARy
e R
e ST
EeE T “‘\h§\‘\\\§\\§\

S e,
SR

6,00
5,00

0.48 4,00

e (UA/g) 3,00

0,36 S (%)

0,24 2,00

Figura 4.3. Superficie de respuesta para GH en funcion de la concentracion de sustrato y

enzima, (temperatura 60 °C).

Analizando la ecuacion 4.2 se puede observar que la diferencia de signos entre el término
lineal y cuadratico de S, indica que existe un punto extremo de la respuesta (GH) en funcion
de esta variable, es decir en valores iniciales de S, se tiene un incremento de GH, pero por
encima de cierto limite, los incrementos de S provocan descenso de GH, como puede verse
en la Figura 4.3. Dicho punto extremo se ve afectado por la interaccion de Sy e, por lo que a
bajos valores de e el punto extremo esté cerca de valores intermedios de S, mientras que, para
valores altos de e, dicho punto se encuentra mas hacia los valores altos de S (alrededor del
5,45%), valores en los cuales el incremento de e favorece claramente el GH. Lo anterior
indica que, si la concentracion de sustrato supera un cierto valor, este va a generar algin tipo
de inhibicion sobre la enzima, lo cual ha sido reportado como inhibicion por sustrato para

Alcalasa® 2.4L en investigaciones realizadas en visceras de tilapia roja (Oreochromis sp.)
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(Zapata et al., 2018) y plasma de bovino (Figueroa, Zapata, & Sanchez, 2016). Dicho efecto
también podria deberse a que el incremento en la concentracion de sustrato por encima de
cierto limite puede provocar interacciones hidrofobicas entre moléculas del sustrato que

reduzcan la accesibilidad de la enzima (Bougatef et al., 2012; Opheim et al., 2015).

Igualmente, se observa que el GH incrementa al aumentar el valor de la concentracion de
enzima, lo cual concuerda con diversos estudios sobre hidrélisis enzimatica de proteinas de
pescado (Batista, Ramos, Coutinho, Bandarra, & Nunes, 2010; Bhaskar et al., 2008). Un
aumento en la concentracion de enzimas tiene un efecto positivo en la proteodlisis global, con
mejoras posteriores en la solubilizacion de la proteina de pescado, ademas, es méas probable
que las proteasas se localicen cerca del sustrato, por lo que se dividen los péptidos en un
grado mayor (Benjakul et al., 2014). Por otro lado, Ilama la atencidn que T no tenga efecto
significativo sobre GH, lo cual puede deberse a que el efecto de T se vea eclipsado por el
efecto de las otras dos variables, los cuales son significativos al 99% de confianza (p <
0,0001). Ademas, al estar trabajando en el rango de temperatura en que la enzima tiene su
mejor desempefio, puede hacer que los efectos que esta variable tiene sobre GH, sean
indetectables. El proceso de optimizacion entreg6 valores de S = 5,45% y e = 0,72 UA/qg,
bajo los cuales el valor predicho para GH fue 20,26%, mientras que el valor experimental de
GH obtenido fue 22,49 + 0,42% con un error relativo de 9,91%. La curva promedio obtenida
para las hidrdlisis realizadas a las condiciones Optimas se muestra en la Figura 4.4. Estos
valores de GH estan por encima de los obtenidos por Taheri et al. (2013), quienes encontraron
un GH de 15,4 + 0,3% por el método de nitrogeno soluble en &cido tricloroacético (TCA),
para la hidrolisis enzimatica de visceras de trucha arcoiris con alcalasa. No obstante, los
valores obtenidos fueron mas bajos que el promedio de GH reportado por Suwal et al. (2018),
el cual fue de 29,09 + 0,47% determinado por el método de TNBS para las espinas de trucha
arcoiris hidrolizadas con alcalasa. No obstante, la diferencia con estos estudios puede deberse
a los métodos utilizados para la cuantificacion del GH ademéas del uso de diferentes

condiciones enzimaticas.
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Figura 4.4. Grado de hidrolisis (GH) vs tiempo de reaccion (t). S = 5,45%, e = 0,72 UA/qg,
T=60°CypH=8,5. (I) desviaciones estandar.

4.2.3. Efecto de la concentracion de grasa y velocidad de agitacion sobre la hidrolisis

enzimatica de las visceras de trucha arcoiris.

Una vez obtenidas las mejores condiciones de S, e y T para la hidrélisis enzimatica de
visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L en el reactor de 0,5 L, se evaluo el efecto de
la concentracién de grasa (G) de las visceras de trucha arcoiris y la velocidad de agitacion
(v) sobre el GH de la hidrdlisis enzimatica en el reactor de 7,5 L, con un volumen de trabajo
de 3,5 L. En la Tabla 4.8 se presenta las 13 corridas experimentales del disefio y los valores
de la variable respuesta (GH) obtenidos. En la Tabla 4.9 se muestra el analisis de varianza
(ANOVA), el cual presentd un modelo polinomial de segundo orden (ecuacion 4.3) altamente
significativo (p = 0,0002), con una prueba de falta de ajuste no significativa (p > 0,05)
indicando que el modelo es preciso para predecir el GH para cualquier combinacion de

variables independientes, y con un coeficiente de determinacion ajustado (Rﬁdj) de 0,8302.

En el ANOVA (Tabla 4.9), se observa que la velocidad de agitacion (v) presenta una mayor
influencia sobre GH (p < 0,0001) en su término cuadratico, en comparacion con el efecto que

ejerce la concentracion de grasa (G) en su término lineal (p = 0,015). Lo cual se ve reflejado
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en la Figura 4.5, donde se muestra el comportamiento gréafico de la variable respuesta (GH)

en funcion de los dos factores evaluados.

Tabla 4.8. Niveles de las variables independientes con los valores observados para la

variable respuesta, grado de hidrolisis (GH).

Experimento G v GH

(%om/m)  (rpm) (%)
1 25,46 125,00 18,36
2 15,28 100,00 17,89
3 5,09 125,00 17,08
4 15,28 135,36 15,52
5 15,28 100,00 19,06
6 5,09 75,00 15,60
7 15,28 100,00 18,57
8 15,28 64,64 15,68
9 25,46 75,00 17,20
10 25,46 100,00 20,58
11 15,28 100,00 19,82
12 15,28 100,00 19,23
13 5,09 100,00 18,55

Tabla 4.9. Andlisis de varianza (ANOVA) para la variable respuesta, grado de hidrolisis

(GH).
Fuente Suma de Gl Meo!|a_1 Razén-F Valor p
cuadrados cuadratica

Modelo 27,99 3 9,33 20,56 0,0002™"
G 4,03 1 4,03 8,87 0,0155"
\Y; 0,73 1 0,73 1,60 0,2378
V2 23,24 1 23,24 51,21 <0,0001™
Residual 4,08 9 0,45
Falta de ajuste 1,98 5 0,40 0,75 0,6251
Error 2,10 4 0,53
Total 32,07 12
R? 0,8727
Ridj 0,8302

1 Grados de libertad.

* p<0,05.

** < 0,01,
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En relacion con el modelo ajustado (ecuacion 4.3), se puede observar que v en su término
lineal tiene un efecto positivo sobre el GH, contrario al término cuadratico el cual presenta
un efecto negativo. Lo cual indica que, al ir aumentando v se obtiene un incremento de GH,
hasta llegar a un punto limite donde el aumento de los valores de v genera un efecto negativo
sobre el GH, provocando su descenso, como puede verse en la Figura 4.5. Estos resultados
concuerdan con las investigaciones realizadas en visceras de tilapia roja (Orechromis sp.)
(GOmez & Zapata, 2017) y visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Zapata et al.,
2019). Este comportamiento puede deberse a que un aumento en la velocidad de agitacion,
pueden llegar a favorecer el desarrollo de la reaccion, posiblemente porque ayuda a mantener
una mayor homogeneidad en la muestra, y asi favorecer el contacto enzima-sustrato. No
obstante, por encima de un cierto valor de velocidad, se ejerce un efecto negativo sobre la
reaccion asociado a un cambio conformacional de la Alcalasa® 2.4L, que dificulta
temporalmente la interaccion enzima-sustrato o conlleva a un proceso de inactivacion-

agregacion de la enzima (Gomez & Zapata, 2017; Zapata et al., 2019).
GH(%) = -12,378 +0,080G + 0,592V - 2,899x107v? (4.3)

Asimismo, se observa que al aumentar la concentracion de grasa (G) se incrementa el
GH, lo cual concuerda con los estudios realizados por Hoyle & Merritt (1994) en musculo
arenque (Clupea harengus) y Klompong, Benjakul, Kantachote, & Shahidi (2007) en
musculo de jurel (Selaroides leptolepis), en los cuales obtuvieron grados de hidrolisis mas
bajos para el musculo desgrasado en comparacion con el musculo completo. Lo cual se debe
principalmente a que las proteinas sufren un proceso de agregacion por el proceso de
desgrasado, especialmente por las altas temperaturas y la presencia de solventes. No obstante,
en el presente estudio todas las muestras empleadas en el disefio fueron sometidas a las
mismas condiciones de desengrasado, garantizando una homogeneidad y uniformidad en el
tratamiento de las muestras, a las cuales posteriormente se les adiciond la cantidad de grasa
necesaria para alcanzar la concentracion requerida en cada corrida, y asi asegurar que el
disefio no fuera afectado por variables externas. Sin embargo, estos resultados encontrados
en el disefio, donde a mayor concentracion de grasa se obtiene mayor GH, pueden generar

con el tiempo un deterioro oxidativo en el hidrolizado final, provocando alteraciones en su
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calidad nutricional y organoléptica (Aspevik, Thoresen, Steinsholm, Carlehdg, &
Kousoulaki, 2021; Steinsholm et al., 2020). Esto debido principalmente a que la grasa del
pescado esta compuesta en su mayoria por acidos grasos insaturados (Benjakul et al., 2014;
Lassoued et al., 2015), como es el caso de las visceras de trucha arcoiris, donde estos
representa alrededor 70 % del total de los lipidos (Fiori et al., 2012), los cuales son mas
propensos a ocasionar una rancidez oxidativa. Por todo lo anterior, se decidio realizar la
optimizacion del modelo (ecuacion 4.3) restringiendo la concentracidn de grasa a su valor
minimo (G = 5,09%), encontrdndose asi que el valor de velocidad de agitacion (v) que
maximiza el grado de hidrolisis es de 102,10 rpm. Con un valor predicho para GH de 18,54%,
no obstante, el valor obtenido para el GH a partir del promedio de tres ensayos experimentales
fue de 20,48 £ 1,07% (Figura 4.6), alcanzando un error relativo de 9,38%.

20,00
13,98
217,95
g 179
s
S 16,93
15,90
125,00 o 25,46
112,50 / 20,37
100,00 15,28
v (rpm) 87,50 10,18 G (% m/m)
75,00 5,00

Figura 4.5. Superficie de respuesta para GH en funcion de la concentracion de grasay
velocidad de agitacion, (S =5,45%, e = 0,72 UA/g, T=60 °Cy pH = 8,5).
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Figura 4.6. Grado de hidrolisis (GH) vs tiempo de reaccion (t). S = 5,45%, e = 0,72 UA/g,
T =60°C, pH=28,5 G=5,09% y v =102 rpm. (I) desviaciones estandar.

4.3. Caracterizacion de los hidrolizados enziméaticos de visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss)

Una vez obtenidas las condiciones de operacion Optimas: concentracion de sustrato
(5,45% m/v), concentracion de enzima (0,72 UA/g de proteina), concentracion de grasa
(5,09% m/m) y velocidad de agitacion 102 rpm, a una temperatura de 60 °C y un pH de 8,5
con las cuales se maximiza el GH (20,48 + 1,07%) después de 6 horas de reaccién de las
proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L. Se
procediod a caracterizar dicho los hidrolizados con respecto a su composicién proximal,
contenido de metales pesados, calidad microbiologica, composicién polipeptidica y de

aminoacidos, para posteriormente evaluar sus propiedades bioactivas y funcionales.

4.3.1. Composicion proximal

Los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT), fueron
sometidos a procesos de liofilizacién para facilitar su almacenamiento y posterior uso,

presentando un porcentaje de humedad de 5,83 + 0,42%. El contenido de proteina fue de
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63,18 £ 1,66% (base humeda), siendo ligeramente inferior a los valores reportados sobre
hidrolizados de subproducto de pescado, los cuales oscilan entre 64% al 88% de proteina
(Alvares, Conte-Junior, Pierucci, de Oliveira, & Cordeiro, 2018; Morales-Medina, Pérez-
Galvez, Guadix, & Guadix, 2016; Slizyte et al., 2016; Wald et al., 2016; Yi et al., 2016). Sin
embargo, la composicion proximal de los hidrolizados va a depender en gran medida de la
composicion de la materia prima, las caracteristicas de la enzima, las condiciones de
concentracion y de proceso utilizadas (Opheim et al., 2015). Por su parte, el contenido de
lipidos fue de 4,98 + 0,15%, valor similar al encontrado para VT (Tabla 4.1); no obstante, se
observa un aumento de 1,8 veces en el valor de contenido de cenizas de HT (6,81 + 0,14%),
con respecto al valor reportado para VT (Tabla 4.1), lo cual puede deberse principalmente a
la cantidad de NaOH adicionado para mantener constante el pH en el proceso de hidrélisis.
Sin embargo, tanto el contenido de lipidos como el de ceniza se encuentran dentro de los
rangos reportados para otros hidrolizados de visceras de pescados (Villamil et al., 2017).

4.3.2. Calidad microbioldgica

Se evalué la calidad microbioldgica de los hidrolizados enzimaticos de visceras de trucha
arcoiris con Alcalasa® 2.4L (Tabla 4.10). En los resultados se puede observar que existe una
disminucion en los recuentos de bacterias aerobias mesofilas, coliformes totales, mohos y
levaduras, en comparacion con los recuentos obtenidos para VT (Tabla 4.3). Esto puede
deberse principalmente a los procesos de calentamiento ocurridos en la hidrdlisis enzimatica,
ademas de las condiciones de pH alcalino a las cuales se realiza la reaccion (Figura 3.2).
Asimismo, se observa que los resultados encontrados sobre microrganismos patogenos (E.
coli, Salmonella sp y Vibrio cholerae) son inferiores a los limites madximos permitidos por la
reglamentacion colombiana (NTC-5443, 2015) para productos provenientes de la
acuicultura, indicando esto que HT es seguro caso de ser utilizado en formulaciones de

alimentos, en cuanto a su calidad microbioldgica.
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Tabla 4.10. Calidad microbiologica de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris

Microorganismo HT" Patrén Microbioldgico™
Bacterias Aerobias Mesotfilas < 100 UFC/mL N/E
Coliformes totales < 3 NMP /100mL N/E

m=10 M =400
Escherichia coli < 3 NMP/100mL
(n=5,¢c=2)
Salmonella sp. Ausencia/25g Ausencia/25g
Vibrio cholerae Ausencia/25g Ausencia/25g
Mohos y Levaduras 2,9 x 102 UFC/mL N/E

“ HT utilizado en la determinacion, se obtuvo en las condiciones optimas de hidrolisis.
“"De acuerdo con NTC 5445 de 2015.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias, NMP: NUmero mas probable de bacterias.
N/E: no establecido.

4.3.3. Contenido de metales pesados

Se determind el contenido de metales pesados (Hg, Pb, Cd y As) en los hidrolizados
enzimaticos de visceras de trucha arcoiris y sus resultados se presentan en la Tabla 4.11. En
estos se puede observar que HT presenta niveles de metales pesados inferiores a los limites
méaximos establecidos por la Unién Europea (Reglamento-582, 2016) y por la normatividad
colombiana vigente (NTC-5443, 2015), haciéndolo un producto seguro en el caso de ser
utilizado en formulaciones de alimentos. Si bien, este tipo de analisis son de gran importancia
en paises como Colombia, son escasas las investigaciones publicadas en hidrolizados de
subproductos de pescado. No obstante, Tkaczewska, Jamroz, Kulawik, Morawska, &
Szczurowska (2019), encontraron que para los hidrolizados de piel de carpa (Cyprinus
carpio) con Protamex, los niveles de mercurio y de plomo fueron de 0,024 y 0,177 mg/kg,

respectivamente; los cuales son superiores a los encontrados en HT.
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Tabla 4.11.Contenido de metales pesados en hidrolizados de visceras de trucha arcoiris

Darémetro Concentracion Limite maximo
(mg/kg) permitido (mg/kg)™
Hg 0,008 + 0,001 0,50
As <LD N/E
Pb 0,165 + 0,014 0,30
Cd <LD 0,05

" De acuerdo con el Reglamento 582/2016 de la Comision de la Unidn Europea
LD: Limite de deteccion (As < 0,200 mg/kg; Cd <0,08 mg/kg).
N/E: no establecido.

4.3.4. Composicion de aminoéacidos

El perfil de aminodcidos de las visceras de trucha arcoiris procesadas (VT) y de sus
hidrolizados enzimaticos con Alcalasa® 2.4L (HT) se muestra en la Tabla 4.12. En los
resultados de la composicién de aminoéacidos se observa que ambas muestras presentan
perfiles muy similares, presentado una concentracion total de aminoacidos para HT de 48,58
g/ 100 g de proteina y para VT de 47,20 g/ 100 g proteina. Igualmente, el aminoécido
predominante es el Glu/Gln, el cual se encuentra a una concentracion de 7,06 g/ 100 g
proteina en HT y de 6,57 g/ 100 g proteina en VT, representando un porcentaje con respecto
al total de aminoécidos del 14,53% y 13,93%, respectivamente, seguido por los aminoécidos
Asp/Asn y Gly. Estos resultados concuerdan con los reportados por Nikoo, Benjakul,
Yasemi, Ahmadi Gavlighi, & Xu (2019) para hidrolizados de subproductos (cabeza, visceras,
aletas y esqueleto) de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) donde los aminoécidos
mayoritarios fueron acido glutamico/glutamina (3,47 g/ 100 g proteina) y &cido
aspartico/asparagina (2,92 g/ 100 g proteina). De igual manera, los estudios realizados por
Suwal, Ketnawa, Liceaga, & Huang (2018) en hidrolizados de esqueleto de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y Tejpal et al. (2017) en hidrolizado de subproductos (cabeza, piel,
aletas, esqueleto y viscera) de tilapia del Nilo (Orechromis niloticus), encontraron que los
principales aminoacidos presentes fueron glicina, acido aspartico y glutamico. Estos dos

altimos aminoacidos (Glu y Asp) poseen altos efectos antioxidantes debido a la presencia de
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electrones en exceso que pueden ser donados durante la interaccion con los radicales libres
(R. He, Girgih, Malomo, Ju, & Aluko, 2013).

Tabla 4.12. Composicién de aminoacidos de las visceras de trucha arcoiris (VT) y los

hidrolizados enzimaticos (HT)

Concentracion

Aminoacido (9/100 g proteina)

VT HT*

AAE Leucina 3,600 3,630
Histidina 1,470 1,559

Isoleucina 2,049 1,962

Lisina 3,456 3,678

Valina 2,513 2,613

Metionina 0,943 0,549

Treonina 2,156 2,182
Fenilalanina 2,180 2,340

Triptéfano 0,000 0,000

N-AAE  Arginina 3,308 3,401
Tirosina 1,950 1,888

Glicina 3,649 3,966

Acido Glutamico/Glutamina 6,574 7,057

Serina 2,946 3,175

Acido Aspéartico/Asparagina 4,250 4,380

Cisteina 0,783 0,913

Alanina 2,828 3,066

Acido Cisteico 0,154 0,126

Prolina 2,388 2,093

AAE 18,365 18,513
N-AAE 28,830 30,064
Total 47,195 48,577
Aminoécidos hidrofébicos (%) 40,751 39,226

* oy . .z . . , . . I
HT utilizado en la determinacidn, se obtuvo en las condiciones 6ptimas de hidrolisis.

AAE: Aminodcidos esenciales. N-AAE: Aminoacidos no esenciales
Aminoacidos hidrofébicos: lle, Leu, Met, Phe, Val, Ala, Proy Cys.
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El porcentaje de aminoacidos hidrofobicos (lle, Leu, Met, Phe, Val, Ala, Pro y Cys) para
VT y HT estuvo alrededor del 40% del total de aminoacidos. Estos son de gran importancia,
debido a que las bioactividades de los hidrolizados de proteinas, mas especificamente las
actividades antioxidantes e inhibidora de la ECA se han relacionado positivamente con el
alto contenido de estos amino&cidos (Gianfranceschi et al., 2018; Mada et al., 2019; L. Zhang
et al., 2019). El porcentaje obtenido fue mayor al reportado por Wald et al. (2016) para
hidrolizado de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), el cual fue del 22,7%. Sin
embargo, las diferencias que pueden existir en dichos porcentajes, y por ende en su
composicion de aminoacidos, es debido a que estos van a depender tanto de las condiciones
utilizadas para la hidrolisis, como de la enzima y sustrato (subproducto) empleados
(Chalamaiah et al., 2012; Villamil et al., 2017).

4.3.5. Composicion polipeptidica

Para determinar la composicion polipeptidica de las visceras de truchas arcoiris (VT) y
sus hidrolizados enzimaticos 6ptimos (HT), se utilizaron los métodos de electroforesis (SDS-
PAGE) y cromatografia de exclusion molecular (FPLC) utilizando dos columnas de diferente
rango de separacion. En la Figura 4.7 se presentan los perfiles electroforéticos de las proteinas
de las visceras de trucha arcoiris (VT) y sus hidrolizados enzimaticos (HT) en un gel de
poliacrilamida al 15%. En los perfiles para VT, se observan de forma tenue las bandas tipicas
de miosina, proteina presente en el tejido visceral del pescado (Khan et al., 2020; Kristinsson
& Rasco, 2000a). La banda presente alrededor de 250 kDa podria representar la miosina de
cadena pesada (MCP) y el cumulo de bandas entre los 15 y 20 kDa podrian representar la
miosina de cadena ligera (MCL). También se observan dos bandas, una de las cuales se
encuentra alrededor de los 150 kDa y la otra a 37 kDa, las cuales podrian estar dadas por las
proteinas miomesina y tropomiosina, respectivamente. Sin embargo, debido a la diversidad
de d6rganos y tejidos (musculo liso y cardiaco, tejido conjuntivo) que componen las visceras,
se pueden presentar otros tipos de proteinas, como colageno tipo I, elastina, glucoproteinas,
calmodulina y enzimas (Gabella, 2002; Gehring et al., 2009; Khan et al., 2020), de las cuales
no se puede garantizar que todas entraron en el gel o que incluso sean solubles en el buffer

de carga, por lo que no se detectan adecuadamente con esta técnica. Por su parte, en la

120



Resultados y Discusion

muestra HT, no se detectaron bandas, lo que indica que los polipéptidos presentes estaban en
muy baja concentracion, por lo cual no se detectan adecuadamente mediante esta técnica o
que el proceso de hidrolisis generd péptidos con pesos moleculares inferiores al limite de
deteccion del gel (10 kDa).
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Figura 4.7. Electroforesis SDS-PAGE. 1). HT 8 mg/mL; 2). VT 4 mg/mL; 3). VT 8 mg/mL;

M). Marcador de pesos moleculares.

Las poblaciones polipeptidicas de VT y HT se describen en términos de los perfiles
cromatograficos (Filtracion en gel - FPLC), las cuales se muestran en las Figuras 4.8 y 4.9.
Una comparacién entre los perfiles cromatogréaficos obtenidos usando la columna Superdex
75 (Figura 4.8) muestra una similitud entre ellos, presentando cinco fracciones en ambas
muestras, donde su rango de pesos moleculares se presenta en la Tabla 4.13. En los perfiles
se puede observar que la hidrolisis con Alcalasa® 2.4L gener6é una disminucion en los
polipéptidos minoritarios presentes entre 60,6kDa y 13,0kDa, y un aumento en especies
moleculares menores de 6,5kDa; comportamiento que era de esperarse, ya que la hidrdlisis

enzimatica disminuye el peso molecular de las proteinas y polipéptidos, liberando péptidos
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de menor peso molecular con tamafios que varian entre 0,4 a 10 kDa (Abején et al., 2018;
Benjakul et al., 2014).
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Figura 4.8. Perfiles cromatogréficos de VT (—) y HT (—) en la columna Superdex 75

10/300 GL. (*) Peso molecular de los marcadores en kDa.

Tabla 4.13. Rango de pesos moleculares (MW) correspondientes a los picos presentes en

los cromatogramas de la Figura 4.8.

VT HT
Fraccion Volume? n?f)EIUCIOH MW (kDa) Volume(n n:1Ifz)elucmn MW (kDa)
I 6,9-9,6 > 442 6,8-8,8 > 56,1
I 13,3-18,7 135-2,4 14,6 - 18,9 89-23
I 18,8 - 20,3 24-15 18,9 - 20,3 24-15
v 20,4 -22,0 1,4-09 20,3-21,5 15-1,0
\Y/ 22,8 -23,7 0,7-0,5 22,8-23,8 0,7-0,5

Asimismo, los perfiles cromatograficos de las muestras analizadas en la columna de
Superdex Peptide (Figura 4.9) presenta cuatro picos para VT y cinco para HT, donde los
correspondientes rangos de peso molecular se presentan en la Tabla 4.14. En los perfiles

obtenidos se puede observar que la reaccion hidrolisis enzimética genera un aumento en el
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numero de péptidos menores de 6,5 kDa, comportamiento observado en la columna anterior.
Ademas, se observa que HT presenta la mayor concentracion de péptidos entre los 0,5 a los
7,7 kDa (pico 1), lo cual sugiere que los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris son una
opcion prometedora para usos nutricionales y farmacéuticos, ya que varios estudios han
demostrado que péptidos con pesos moleculares entre 1 a 4 kDa presentan diversas
propiedades bioactivas, como antioxidante (Girgih et al., 2015; Gémez, GOmez, Zapata, et
al., 2019; L. Zhang et al., 2019) e inhibidora de la ECA (Nasir & Sarbon, 2019; Ngo et al.,
2016; Thuanthong et al., 2017).

800
6,5 1,9 0,18
600 -
= I
[
= 400 -
g |
) 11
<
£ 200 | v
Vvl
0 T T T T T T T T T

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Volumen de eluciéon (ml)

Figura 4.9. Perfiles cromatograficos de VT (—) y HT (—) en la columna Superdex peptide
10/300 GL. (*) Peso molecular de los marcadores en kDa.

Tabla 4.14. Rango de pesos moleculares (MW) correspondientes a los picos presentes en

los cromatogramas de la Figura 4.9.

VT HT
Fraccion Volume?mdf)eluuon MW (kDa) Volume?mdf)elumon MW (kDa)
I 6,6 - 8,6 > 10 6,6 - 8,6 > 10
I 10,9-18,1 >10-0,5 12,3-18,4 7,7-05
Il 18,1-18,9 05-04 18,4 - 20,7 05-0,2
v 18,9 - 20,3 04-0,2 20,7 -22,0 02-0,1
\Y/ 22,0-23,4 <0,1

123



Obtencion de hidrolizados de proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
propiedades bioactivas y/o funcionales

4.4. Modelado cinético de la hidrélisis enzimatica de visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss)

Para el modelado de la hidrdlisis enzimatica de las visceras de trucha arcoiris, se comenzo
con la determinacién de los parametros cinéticos (Vmax, Km, k2, Ks y Kp) de manera
experimental, en funcion del tipo de inhibicion evaluada. Posteriormente, las curvas
obtenidas para GH en funcion del tiempo a diferentes concentraciones iniciales de sustrato
(So) y enzima (eo), se ajustaron al modelo general establecido en la ecuacion 3.8 de la seccion
3.5., donde se determind los pardmetros a y b, con los cuales se hallé la constante de
inactivacion térmica (kq) para cada uno de los mecanismos. Para finalmente, reemplazar
dichas constantes cinéticas encontradas en las expresiones establecidas en la Tabla 3.7 para
los pardmetros a y b en funcion de cada uno de los mecanismos de reaccion y asi establecer
de manera mas exacta cual es el mecanismo cinético que sigue la hidrolisis enzimatica de

visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L.

4.4.1. Determinacion de parametros cinéticos

Para deducir experimentalmente los parametros cinéticos tanto para el mecanismo sin
inhibicion (Vmax ¥ Km), como para el mecanismo con inhibicion acompetitiva por sustrato
(Vmax, Km Y Ks) se empleé la curva de saturaciéon (Figura 4.10), la cual corresponde a las
velocidades iniciales (vo) halladas a partir de diferentes reacciones de hidrolisis enzimaticas,
en las cuales se vario la concentracion inicial de sustrato (So) y permanecieron constantes la
concentracion inicial de enzima (0,62 mM = 0,72 UA/g), temperatura (60 °C) y pH (8,5).
Esta curva muestra un rasgo caracteristico de las reacciones enzimaticas que siguen la
cinética de Michaelis-Menten, es decir, la saturacion de la enzima por el sustrato (Copeland,
2013). Asimismo, se puede observar que, a bajas concentraciones de sustrato, la velocidad
inicial de la reaccién es directamente proporcional a dicha concentracion, esto debido a que
la concentracion del complejo ES seria directamente proporcional a la concentracion de
sustrato y por lo tanto, la reaccion enzimatica seria de primer orden (Marangoni, 2002). No
obstante, a valores mas altos de concentracion de sustrato (So > 550 mM), la velocidad de

reaccién es independiente de dicha concentracion y practicamente toda la enzima estaria
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presente en forma del complejo ES, por lo que la velocidad va a depender Unicamente de la
velocidad de las transformaciones quimicas que convierten el complejo ES en EP y la
posterior liberacion del producto para volver a formar la enzima libre, de ahi que la pendiente
de la grafica de vo versus So se acercaria a cero (Copeland, 2013). En la Tabla 4.15 se muestran
los valores de las constantes cinéticas, las cuales se hallaron a partir del ajuste de los datos
experimentales (Figura 4.11) a la ecuacion 3.9 (Michaelis-Menten) y 3.11 (inhibicién por
sustrato); ademas de los parametros estadisticos que determinan la bondad de ajuste para cada
modelo. En este caso, el mecanismo de inhibicidn por sustrato presenté un mejor ajuste con

los datos experimentales, debido a que obtuvo un coeficiente de determinacion ajustado

levemente mayor (Rﬁdj =0,997) que el obtenido con el modelo sin inhibicién.
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Figura 4.10. Curva de saturacion de la hidrolisis de visceras de trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L. Datos experimentales (), modelo sin

inhibicién (- -), inhibicion acompetitiva por sustrato (—).

Asimismo, para evaluar el tipo de inhibicion que puede ejercer los productos de la
hidrolisis sobre la reaccion enzimatica, se elaboré las graficas del doble reciproco
(Lineweaver-Burk) para los diferentes niveles de producto (0%, 5% y 10%) (Figura 4.11).
En esta se puede observar que las lineas rectas tienen una interseccion comdn cercana al eje

[}

y”, similar a las graficas de inhibicion del tipo competitiva, sin embargo, segun la literatura
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para que se cumpla este tipo de inhibicidn, las lineas deben converger exactamente sobre el
eje “y” (Copeland, 2013; Illanes et al., 2008). Es por esto, que para determinar de manera
mas precisa el tipo de inhibicion ejercida por los productos de la hidrolisis, se ajustaron
globalmente las graficas de vo vs So a las ecuaciones 3.12, 3.13 y 3.14, a la vez que se
determiné la velocidad de reaccion méxima aparente (Vmaxap), la constante de Michaelis-
Menten aparente (Km,ap), la constante de inhibicidn por producto (Kp), los cuales se muestran
en la Tabla 4.15. Segun el analisis de los parametros para la bondad del ajuste, se encontro
que efectivamente el tipo de inhibicidn ejercida por los productos es del tipo competitiva, ya

que se obtuvo el error medio cuadratico mas bajo (RMSE = 2,65 x 10%) y el Rﬁdj mas alto

(0,995) en comparacién con los otros tipos de inhibicion por producto evaluados.
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Figura 4.11. Gréficos de Lineweaver-Burk para la hidrdlisis de visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L con diferentes concentraciones de producto,
0% (°), 5% (*) y 10% (*).

Analizando los valores obtenidos para Km y Vmax, 10S cuales oscilan entre 311,90 mM a
456,89 mM y 18,89 a 25,06 mM/min respectivamente, se observa que son mas altos a los
reportados para las cinéticas enzimaticas de proteinas de pescado, como por ejemplo los
obtenidos por Gomez et al. (2019) para la hidrdlisis enzimatica de visceras de tilapia roja

(Oreochromis sp.) con Alcalasa® 2.4L, los cuales alcanzaron un Ky, de 54,98 mM y una Vmax

126



Resultados y Discusion

de 2,16 mM/min (0,036 mM/s). Por su parte, Valencia et al. (2014) reportaron valores de
9,54 mM vy 2,14 mM/min para Km Y Vmax €n el estudio de la cinética enzimética de musculo
de salmon (Salmo salar) con Alcalasa® 2.4L a 60 °C. No obstante, obtener altos valores para
Vmax significa que la enzima, en este caso la Alcalasa® 2.4L convirti6 mas cantidad de la
proteina presente en las visceras de trucha arcoiris en producto por unidad de tiempo cuando
la enzima estaba saturada con sustrato. Asimismo, un alto valor de Ky significa que la enzima
necesita una mayor concentracion de sustrato para que la enzima se sature, debido a que
presenta menor afinidad hacia el sustrato en la reaccién enziméatica (Charoenphun,
Youravong, & Cheirsilp, 2013; Ghassem et al., 2011). Una vez obtenidos los parametros
cinéticos (KmY Vmax) para cada uno de los mecanismos, se determind por medio de la ecuacion
2.5 (capitulo 2) el valor de la constante de velocidad catalitica (k2), como se muestra en la
Tabla 4.15.

Tabla 4.15. Constantes cinéticas para los diferentes mecanismos evaluados

Inhibicién por Producto

Constantes Sin Inhibicién No
cinéticas Inhibicion por Sustrato Competitiva . Acompetitiva
competitiva
Km (mM) 311,90 456,89 365,60 345,70 401,23
Vimax (MM/min) 18,89 25,06 23,38 15,22 15,86
kz (min) 30,62 40,60 37,89 24,66 25,69
kg (min™) 7,13 12,55 10,93 4,64 5,03
ks (mM1mint) 0,023 0,027 0,030 0,013 0,012
Ks (mMM) 2487,03
Kp (MM) 40,97 199,80 50,00
a 15 9,99
R? 0,992 0,998 0,996 0,957 0,951
Rﬁdj 0,991 0,997 0,995 0,932 0,935
SSE” 573x10* 2,62x10* 3,53x10° 7,14 x 10* 8,21 x 10*
RSME™ 9,05x10° 6,61x10° 2,65x103 0,012 0,011

* SSE: suma de errores cuadrados.
" RMSE: error medio cuadratico.

Habiendo calculado la constante de velocidad catalitica ko para cada uno de los
mecanismos, se continuo con la determinacion de la constante de inactivacion térmica (kq), a

partir de la ecuacién 3.15, la cual utiliza la relacion de los parametros cinéticos a y b. Por
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este motivo, para determinar dichos parametros se realizaron dos conjuntos de reacciones
enzimaticas de las proteinas de las visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L a una
temperatura de 60 °C y un pH de 8,5; donde en el primer conjunto de hidrolisis se vario las
concentraciones iniciales de sustrato (So) y se mantuvo constante la concentracion inicial de
enzima eo (0,62 mM= 0,72 UA/g) como se muestra en la Figura 4.12. Por su parte, en el
segundo conjunto de experimentos se vario la concentracion inicial de enzima (eo) y se
mantuvo constante So (433 mM = 5,50% m/v), como se presenta en la Figura 4.13. Asi, los
valores de los pardmetros cinéticos a y b se determinaron ajustando la ecuacion logaritmica

(ecuacidn 3.8), y se presentan en la Tabla 4.16.

GH (%)

0 60 120 léO 2;10 360 360
t (min)
Figura 4.12. GH vs t a diferentes So: 20 mM (¢); 39 mM (+); 78 mM (7); 235 mM (x); 433
mM (4); 861 mM (o) con eg = 0,62 mM, T = 60°C y pH = 8,5. Los puntos representan los
datos experimentales y las lineas continuas los valores predichos por el modelo ajustado

ecuacion 3.8).

En la Figura 4.12, se puede observar que la velocidad de reaccion inicial [d(GH)/dt)]
permanecio aproximadamente igual entre las diferentes concentraciones iniciales de sustrato,
no obstante, a medida que dicha concentracion aumentaba, se disminuia el GH;
comportamiento que también se observa en los valores del pardmetro a, los cuales

disminuyen con el aumento de la concentracion de sustrato. Lo anterior puede deberse a que
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existe una inhibicién acompetitiva por el sustrato, como lo indican los autores Zapata et al.
(2018) y Valencia et al. (2019). Por otro lado, se observa en la Figura 4.13 que la
concentracion inicial de enzima afecta la velocidad de reaccion inicial, ya que a mayor e,
aumenta la pendiente inicial del curso del tiempo de reaccidn, ademas de generar un aumento
en el GH, alcanzando en este caso valores cercanos al 25%. Una vez conocidos los
parametros cinéticos a y b, y sabiendo que independientemente del mecanismo a evaluar, la
relacion a/b da como resultado la misma expresion, establecida en la ecuacion 3.15, con la
cual es posible obtener una linea recta, como se muestra en la Figura 4.14, y asi determinar
la pendiente, que representa la expresion (kz2)?/kq que permite determinar la constante kq para

cada uno de los mecanismos como se muestra en la Tabla 4.15.

30

25

GH (%)

0 60 1é0 1;30 2;,0 3(I)O 360
t (min)
Figura 4.13. GH vs t a diferentes eo: 0,02 mM (¢); 0,21 mM (+); 0,41 mM (o); 0,62 mM
(4); 1,02 mM (o) con So =433 mM, T =60 °C y pH = 8,5. Los puntos representan los
datos experimentales y las lineas continuas son los valores predichos por modelo ajustado

(ecuacién 3.8).
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Tabla 4.16. Parédmetros cinéticos a y b para la hidrolisis de visceras de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) con diferentes concentraciones iniciales de sustrato y enzimaa T =

60 °Cy pH = 8,5.
So(mMM) e (MM) a(min?t) b Rlg RSME*
20 0,62 1,242 0,292 0,992 1,673
39 0,62 0,533 0,318 0,979 1,766
78 0,62 0,359 0,263 0,994 1,239
235 0,62 0,155 0,328 0,997 1,079
433 0,02 0,001 0,216 0,991 1,478
433 0,21 0,007 0,302 0,989 1,507
433 0,41 0,019 0,296 0,988 1,581
433 0,62 0,044 0,292 0,993 1,097
433 1,02 0,083 0,280 0,976 4,374
861 0,62 0,022 0,254 0,995 0,898
* RMSE: error medio cuadratico.
45
4,0 - a/b = 131,04 e/,
35 | R2=0,976
3,0 A
% 2,5 A
2,0 A
15 -
1,0
05 -
0,0 T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035
/Sy

Figura 4.14. Relacion a/b vs eo/Se para la determinacion de la constante cinética ka.
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4.4.2. Evaluacion de modelos cinéticos

Determinadas todas las constantes cinéticas necesarias para evaluar el tipo de mecanismo
que sigue la hidrolisis enzimética de visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L, los
valores fueron reemplazados para cada mecanismo en las expresiones establecidas para los
parametros a y b en la Tabla 3.7, y posteriormente en la ecuacion 3.8. Obteniéndose asi los
modelos para el mecanismo sin inhibicion (ecuacion 4.4), inhibicion por sustrato (ecuacion
4.5), inhibicién por producto (ecuacién 4.6) e inhibicidn por sustrato y producto (ecuacion

4.7), los cuales se muestran a continuacién:

e
GH=0,233In (7,13057% +1) (4.4)
0
GH = (3,236 + 1,301x1075)) 1 UAZSITNCI 45
. . 0) M (2874,03 + S,))2 S, 45)
G <13,852xm3 + 1,552x103so> | [ 18,346x10°S2 ¢, t +1] 46
= n - .
47,8025, (365,60 + 40,970 5,)° S0
e <46,134x106 +4,137%10°S,+ 1,663x10355>
1,279x10°S,
1,303x10' 57 e
In 55t (4.7)
(1,136x10° + 0,102 10°S,+ 40,96055) 0

Los resultados del ajuste de los modelos y los datos experimentales a diferentes
concentraciones de sustrato se muestran en la Figura 4.15 para el mecanismo sin inhibicion,
Figura 4.16 para inhibicion acompetitiva por sustrato, Figura 4.17 para inhibicion
competitiva por producto y Figura 4.18 para inhibicion por sustrato y producto. En la Figura
4.15, se puede observar que a bajas concentraciones de sustrato (So << Km) con las
concentraciones de sustrato evaluadas de 20 mM y 78 mM, la hidro6lisis de visceras de trucha

arcoiris con Alcalasa® 2.4L sigue un mecanismo sin inhibicién, obteniéndose una buena
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correlacion entre los valores experimentales y los predichos, como se evidencia en los
parametros estadisticos de bondad de ajuste, los cuales fueron para el error medio cuadratico
(RSME) inferiores a 1,95 y para Rﬁdj alrededor del 0,99. Lo anterior puede deberse a que, en

este rango de concentracion, los sitios activos de la enzima nunca alcanzan la saturacion,
como se observa en la Figura 4.10 (Curva de saturacion). Sin embargo, este comportamiento

no se cumpliod en las concentraciones mas altas de sustrato (So > Km).
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Figura 4.15. Curvas de GH vs t, usadas para la validacion del modelo sin inhibicion
(ecuacion 4.4), a diferentes So: 20 mM (x); 78 mM (1);433 mM (4); 861 mM (o) con e =
0,62 mM, T =60 °Cy pH = 8,5. Los puntos representan los datos experimentales y las

lineas continuas los valores predichos por el modelo.

No obstante, en la Figura 4.16, en la cual se muestra la verificacion del mecanismo de
inhibicidn por sustrato, se observa que a concentraciones de sustrato superiores a 433 mM la
hidrolisis de visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L sigue este tipo de mecanismo,
corroborandose con los parametros de bondad de ajuste obtenidos para las concentraciones

de sustrato de 433 mM y 861 mM, los cuales proporcionaron valores inferiores a 1,96 para
el error medio cuadratico (RSME) y Rﬁdj superiores al 0,98. Este comportamiento se ve

soportado con la tendencia de los valores hallados para el parametro cinético a, los cuales

132



Resultados y Discusion

decrecian a medida que aumentaba la concentracion de sustrato, indicando una posible
inhibicion por sustrato. Este tipo de inhibicion puede presentarse porque una segunda
molécula de sustrato se une al complejo ES para formar un complejo ternario inactivo, SES.
Debido a que la formacion del complejo ES debe preceder a la formacién del complejo
ternario inhibitorio, la inhibicion del sustrato generalmente se realiza solo a altas
concentraciones de sustrato (Copeland, 2013). La inhibicion por sustrato ha sido reportada
por algunos autores en la hidrdlisis enzimética de proteinas con alcalasa, como por ejemplo
en viscera de tilapia roja (Oreochromis sp.) (Zapata et al., 2018), plasma bovino (Figueroa et
al., 2016) y caseina (Trusek-Holownia, 2008). Con respecto a los mecanismos de inhibicion
por producto e inhibicion por sustrato y producto, se observé que la hidrdlisis enzimatica de
visceras de trucha arcoiris no sigue estos tipos de cinética, debido a que no se encontrd buena

correlacion entre los valores predichos y experimentales en las condiciones evaluadas.
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Figura 4.16. Curvas GH vs t, usadas para la validacidn del modelo de inhibicién por
sustrato (ecuacion 4.5), a diferentes So: 20 mM (x); 78 mM ();433 mM (4); 861 mM (©)
coneg=0,62mM, T=60°CypH = 8,5. Los puntos representan los datos experimentales

y las lineas continuas los valores predichos por el modelo ajustado.
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Figura 4.17. Curvas GH vs t usadas para la validacion del modelo de inhibicion por
producto (ecuacion 4.6), a diferentes So: 20 mM (x); 78 mM ();433 mM (4); 861 mM (©)
coneg =0,62mM, T=60°CypH =8,5. Los puntos representan los datos experimentales

y las lineas continuas son los valores predichos por el modelo ajustado.
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Figura 4.18. Curvas GH vs t, usadas para la validacion del modelo de inhibicién por
sustrato y producto (ecuacion 4.7), a diferentes So: 20 mM (x); 78 mM ();433 mM (4);
861 mM (o) conep = 0,62 mM, T = 60°C y pH = 8,5. Los puntos representan los datos

experimentales y las lineas continuas son los valores predichos por el modelo ajustado.
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Estos resultados muestran que la hidrolisis de las proteinas de las visceras de trucha
arcoiris con Alcalasa® 2.4L no sigue un Unico mecanismo de reaccion, ya que esto va
depender de las condiciones de operacion, en este caso se observd méas especificamente con
la variacion de la concentracién de sustrato, uno de los factores mas importantes que
determinan la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas (Marifias-Collado, Rivas-
Lopez, Rodriguez-Diaz, & Santos-Martin, 2019), el cual vario en un amplio rango, desde los
20 mM (0,25% m/v) hasta los 861 mM (11,0% m/v). Este tipo de comportamiento, en el que
a bajas concentraciones de sustrato, la cinética sigue un comportamiento Michaelis-Menten
simple, pero que por encima de una concentracion critica de sustrato, los datos se desvian
significativamente del comportamiento esperado para la velocidad de reaccién, ocurre con
muchos tipos de enzimas con diferentes grupos de unién, cada uno combinado con una parte
particular de la molécula del sustrato (Marifias-Collado et al., 2019). Lo cual se debe a que
en un complejo enzima-sustrato efectivo, una molécula de sustrato Gnica se une con todos
los diferentes grupos de la enzima en una posicién particular. Sin embargo, podria suceder
que algunos de los grupos de unién se combinen con una molécula de sustrato y el resto con
una molécula de sustrato diferente (complejos ineficaces). En altas concentraciones de
sustrato, donde las moléculas de sustrato tienden a agruparse alrededor de la enzima,
aumentan las posibilidades de formacién de complejos ineficaces, con dos 0 mas moléculas
de sustrato. En este caso, se observan desviaciones de la dependencia hiperbdlica de la
velocidad en la concentracion del sustrato (Copeland, 2013; Leow & Chan, 2019; Marifias-
Collado et al., 2019).

45. Evaluacion de la actividad antioxidante de los hidrolizados de visceras de trucha
arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT)

La capacidad antioxidante de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris con
Alcalasa® 2.4L (HT) se evalu6 mediante cuatro métodos quimicos in vitro, dos basados en
reacciones de transferencia de atomos de hidrogeno (ORAC y HORAC), y los dos restantes
basados en reacciones de transferencia de electrones (ABTS y FRAP), con el objetivo de
abarcar algunos de los tipos de reacciones involucradas en los procesos oxidativos de los
sistemas alimentarios o bioldgicos, y asi caracterizar el potencial antioxidante de los

hidrolizados. Inicialmente se evalu6 la influencia del GH (0% - 20%) sobre la capacidad
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antioxidante de HT y posteriormente, el impacto del peso molecular de los hidrolizados (>
100 kDa, 10 - 100 kDa, 3 - 10 kDa y < 3kDa) sobre dicha actividad.

45.1. Influencia del GH sobre la actividad antioxidante de los hidrolizados

Si bien los métodos empleados no pueden ser comparados entre si, debido a que utilizan
condiciones y mecanismos de reaccion diferentes, en los resultados se puede observar
(Figuras 4.19 a 4.22) un incremento en la actividad antioxidante con la hidroélisis enzimatica
en comparacion a la proteina sin hidrolizar (GH 0%), ademas de una correlacion positiva
entre el GH y la actividad antioxidante, ya que a medida que aumenta el GH, la actividad
antioxidante es mayor, obteniéndose en todos los casos una actividad antioxidante mas alta
al GH de 20% (p < 0,05). Esto se debe a que la hidrolisis enzimatica altera las propiedades
fisicoquimicas de la proteina nativa, como son su tamafio, forma, carga neta, distribucion de
cargas y la capacidad de reaccionar con otros componentes, en este caso con agentes
oxidantes; lo cual también va a depender de la extensién de la hidrélisis, ya que a medida
que la reaccién avanza la proteina se divide gradualmente en unidades peptidicas mas
pequefias y con mayor cantidad de grupos ionizables, mejorando su actividad biologica
(Kristinsson & Rasco, 2000a; R. Liu, Xing, Fu, Zhou, & Zhang, 2016; Sila & Bougatef,
2016). Estos cambios causados por la hidrolisis enzimética en las proteinas de visceras de
trucha arcoiris se ven reflejados en los resultados obtenidos en la composicién polipeptidica
(Figura 4.8 y 4.9), donde se observd un aumento en la concentracion de péptidos entre los
6,5 kDa a los 0,5 kDa, al comprar los perfiles de las proteinas hidrolizadas con respecto a las
proteinas sin hidrolizar. Resultados similares de la correlacion positiva de la actividad
antioxidante con respecto al GH se obtuvieron en estudios realizados en esqueleto de salmon
(Salmo sp.) (Slizyte et al., 2016), visceras de atin (Katsuwonus pelmamis) (Klomklao &

Benjakul, 2018) y musculo de abadejo (Theragra chalcogramma) (C. Liu et al., 2018).
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Figura 4.19. Actividad antioxidante (ORAC) de HT a diferentes GH. Las barras

representan la desviacion estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p

< 0,05).
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Figura 4.20. Actividad antioxidante (HORAC) de HT a diferentes GH. Las barras

representan la desviacion estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p
< 0,05).
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Las actividades antioxidantes de captacion de radicales peroxilo (ORAC) y quelacion de
metales por medio de la inhibicion de la formacion de radicales hidroxilo (HORAC) de HT
a diferentes GH se muestran en la Figura 4.19 y Figura 4.20, respectivamente. Los valores
de ORAC en este estudio oscilaron entre 524,3 + 85,6 a 1569,1 + 22,8 umol ET/g de proteina
y los de HORAC entre 19,32 + 1,23 a 73,15 + 2,13 pug ACE/g de proteina. Si bien los
resultados muestran que HT a todos los GH posee capacidad antioxidante, la hidrélisis con
Alcalasa® 2.4L durante 6 minutos (GH 5%) ocasioné un incremento del efecto secuestrante
de radicales ROO* y *OH en un 74% y 49%, respectivamente, en comparacion con la
actividad de las proteinas sin hidrolizar. En la Figura 4.19, se puede observar que la mayor
capacidad antioxidante alcanzada con el método ORAC es la obtenida con el GH de 20% con
un valor de 1569,1 + 22,8 umol ET/g de proteina (p < 0,05), valor similar al reportado para
hidrolizados de visceras de tilapia roja (Oreochromis spp.) con Alcalasa® 2.4L por GOmez
et al. (2019) el cual alcanzo un valor de 1554,2 + 39,5 umol ET/g de proteina para un GH de
43%. No obstante, este valor es superior al reportado por Neves, Harnedy, O’Keeffe, Alashi,
et al. (2017), el cual fue de 197,84 + 20,69 umol ET/g alcanzado con un GH de 23,16% para
la hidrolisis de gelatina de salmon del Atlantico (Salmo salar) con Alcalasa® 2.4L. Por su
parte, el ensayo HORAC que mide la capacidad que tienen los antioxidantes para quelar
metales por medio de la inhibicion de la formacion de radicales *OH, los cuales se forman
partir del anion superdxido y peroxido de hidrégeno en presencia de iones metalicos (Orsini
Delgado et al., 2015; Y. Zhang, Duan, & Zhuang, 2012), presenté como resultado para HT a
un GH de 20%, con una actividad antioxidante 4 veces mayor (73,15 + 2,13 ug ACE/g de
proteina) que el valor obtenido para GH 0% (Figura 4.20). Sin embargo, los valores
reportados por Y. Zhang et al. (2012), para los hidrolizados de gelatina de piel de tilapia
(Oreochromis niloticus), al igual que lo resultados reportados por Harada et al. (2011) para
medusa gigante (Nemopilema nomurai), poseen mayor actividad quelante de metales, debido
a que reportan valores superiores. Los resultados anteriores para ORAC y HORAC, sugieren
que los hidrolizados de viscera de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L puede transferir &tomos
de hidrogeno para inhibir la oxidacion inducida por radicales peroxilo y quelar metales por

medio de la inhibicién de la formacidn de radicales hidroxilo, respectivamente.
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Figura 4.21. Actividad antioxidante (ABTS) de HT a diferentes GH. Las barras representan

la desviacion estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 4.22. Actividad antioxidante (FRAP) de HT a diferentes GH. Las barras
representan la desviacion estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p
< 0,05).
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Los resultados de actividad antioxidante de HT a los diferentes GH para los ensayos
basados en reacciones de transferencia de electrones, ABTS y FRAP, se muestran en las
Figuras 4.21y Figura 4.22, respectivamente. El método ABTS, el cual determina la actividad
antioxidante de un compuesto por su capacidad de neutralizar el radical ABTS (Sveinsdottir
et al., 2014) mostro diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes GH (p <
0,05) a excepcion de los GH de 10% y 15% (Figura 4.21). Al igual que los métodos HAT, la
mayor actividad de captacion de radicales ABTS se encontré en el hidrolizado con GH de
20% (1514,59 * 13,23 umol ET/g de proteina) con un valor ICso de 0,076 = 0,010 mg/mL, y
un incremento de 3 veces la actividad con respecto a la proteina intacta (GH 0%). De igual
forma, el método FRAP que se usa para determinar la capacidad que posee una sustancia
para reducir el complejo TPTZ-Fe (111) a complejo TPTZ-Fe (11) (Pulido et al., 2000), mostro
que a medida que el GH aumentaba, el valor FRAP crecia (p < 0,05) y que la mayor actividad
se presentd a un GH de 20% (p <0.05) (Figura 4.22), con un valor de 293,11 + 13,58 pumol
ET/g de proteina y un ICso de 0,346 + 0,023 mg/mL. Estos valor encontrados para ABTS y
FRAP son ligeramente mas altos que los obtenidos por Nikoo et al. (2019) para la hidrdlisis
de subproductos (Cabeza, visceras, aletas y esqueleto) de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) con alcalasa, el cual report6 un valor para ABTS alrededor de 1200 umol ET/g y para
FRAP de 200 umol Trolox/g. Sin embargo, el valor de ABTS para HT fue menor que el
reportado por Suwal et al. (2018) para el hidrolizado de esqueleto de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L (140,47 £+ 3,77 umol ET/mg de proteina). No
obstante, estos resultados indican que HT, especialmente a un GH de 20%, tiene la capacidad
antioxidante de donar un 4tomo de hidrogeno o un electron para estabilizar los radicales
libres, lo que podria prevenir o retrasar su generacion y propagacion (Sveinsdottir et al.,
2014). Dicha capacidad antioxidante podria estar relacionada con su composicién de
aminoacidos (Tabla 4.12), donde se encontré que los aminoacidos mayoritarios en HT son
Glu/GIn y Asp/Asn, los cuales tienen fuertes efectos antioxidantes debido a la presencia de
electrones en exceso, que pueden donarse facilmente para extinguir los radicales libres
(Girgih et al., 2015; R. He et al., 2013).
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4.5.2. Impacto del fraccionamiento de los hidrolizados sobre la actividad antioxidante

Una vez obtenido el hidrolizado con mayor actividad antioxidante (HT con GH = 20%),
se fracciond mediante un proceso de ultrafiltracion en serie, utilizando membranas de
celulosa regenerada con MWCO de 100 kDa, 10 kDa y 3 kDa, obteniendo asi cuatro
fracciones: HT-F1 (MW > 100 kDa), HT-F2 (100 — 10 kDa), HT-F3 (10 — 3 kDa) y HT-F4
(MW < 3 kDa), a las cuales se les determino su actividad antioxidante empleando los métodos
ORAC, HORAC, ABTSy FRAP, como se muestra en la Tabla 4.17. Los resultados muestran
un incremento en la actividad antioxidante a medida que el peso molecular de las fracciones
disminuye, obteniéndose la actividad antioxidante significativamente mas alta con HT-F4 (p
< 0,05) para la captacién de los radicales peroxilo (ORAC), ABTS y FRAP. Demostrando
esto que el peso molecular también afecta la actividad antioxidante de los hidrolizados de
visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L, lo cual concuerda con diversos estudios
donde se resalta la correlacion entre el peso molecular de los hidrolizados de proteinas y las
propiedades antioxidantes, como por ejemplo los estudios reportados para hidrolizados de
cabezas de atln barrilete (Katsuwonus pelamis) (L. Zhang et al., 2019), musculo de anguila
(monopterus sp) (Halim et al., 2018) y subproductos de bacalao (Gadus morhua) (Sabeena
Farvin et al., 2016). Sin embargo, en el caso de guelar metales inhibiendo la formacion de
los radicales hidroxilo (HORAC), no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre HT-F4 y HT (p > 0,05).

Enla Tabla 4.17 se puede observar que los valores ICso para el ensayo ORAC y las curvas
de dosis-respuesta se presentan en el Anexo I. Se encontraron valores ICso entre 0,012 y 0,059
mg de proteina/mL, siendo el valor significativamente més alto para la fraccion con peso
molecular mayor a 100 kDa (HT-F1), seguido de las fracciones HT-F2 y HT-F3. Asimismo,
el valor mas bajo se obtuvo para la fraccion HT-F4, indicando esto que su actividad
antioxidante es significativamente mayor (p < 0,05) que el resto de las fracciones. Si bien el
hidrolizado completo (HT) presentd un ICso de 0,023 mg de proteina/mL, el proceso de
fraccionamiento mejoro la capacidad antioxidante de los hidrolizados, debido a que se logré
disminuir en un 45% el valor 1Cso de HT con respecto al valor obtenido para la fraccion de
menor peso molecular (HT-F4), obteniéndose asi un aumento en el efecto secuestrante de

radicales ROO*. Por su parte, se observo que la capacidad de captacion de radicales ABTS
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muestra una dependencia con el tamafio molecular de las fracciones, ya que presento
diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes fracciones y el hidrolizado
completo (p < 0,05), obteniendose la mayor actividad antioxidante con HT-F4 (2329,6 +
7,5umol ET/g de proteina), exhibiendo un aumento en la actividad del 53% con respecto al
hidrolizado sin fraccionar (HT). De igual forma, con el método FRAP se encontro que la
mayor actividad (p <0.05) la presentd la fraccion con peso molecular menor a 3 kDa (HT-
F4), con un valor de 609,5 = 5,1 umol ET/g de proteina, representando un incremento de 2
veces la actividad con respecto a HT. En cuanto a la inhibicion de los radicales hidroxilo
(HORAC) las curvas dosis-respuesta se presentan el en Anexo Il. Se observd en los
resultados que la mayor actividad antioxidante se consigue con el hidrolizado sin fraccionar,
presentando un valor ICso de 3,9 mg de proteina/mL, lo que podria atribuirse a los efectos
aditivos de todos los péptidos que son responsables de las actividades encontradas en cada
una de las fracciones. Sin embargo, el analisis estadistico arrojé que no existen diferencias
significativas entre HT y HT-F4, la cual a su vez no presento deferencias con la fraccion HT-
F2 (p > 0,05).

Tabla 4.17. Actividad antioxidante de las fracciones de HT (GH de 20%) obtenidas por

ultrafiltracion.

Eraccién ORAC HORAC ABTS FRAP
1Cso (Mmg/mL) I1Cso (Mg/mL) (umol ET/g prot.)  (umol ET/g prot.)
HT 0,023 + 0,0022 49 = 0,12 15146 + 13,2* 2931 + 13,6*
HT-F1 0,059 + 0,009° 94,1 + 1,8° 817,3 + 183" 2429 + 6,9
HT-F2 0,048 + 0,006°° 13,2 + 0,8° 918,2 + 15,6° 430,7 + 3,7°
HT-F3 0,047 + 0,004° 454 + 1,2¢ 1349,8 + 21,49 2841 + 14,07
HT-F4 0,012 + 0,002 8,1 £ 0,2%¢ 23296 £ 7)5° 6095 + 5,1¢

&€ Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05).

En general, los resultados anteriores demuestran que los péptidos de bajo peso molecular,
en este caso menores a 3 kDa, poseen una mejor capacidad antioxidante en comparacién con
los péptidos de alto peso molecular, y que el fraccionamiento en serie de los hidrolizados de
visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L, condujo a una mayor segregacion de péptidos

con capacidad de reducir el hierro férrico y secuestrar radicales peroxilo y ABTS. Dicha
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segregacion se puede evidenciar en la poblacion polipeptidica de las fracciones descrita en
términos de sus perfiles cromatogréaficos (Figura 4.23), donde se observa que HT-F4 presenta
una alta concentracion de péptidos entre los 3 kDa a 0,5 kDa, y una menor cantidad entre los
0,5 kDa a 0,1 kDa, conteniendo este Ultimo grupo a los aminodcidos libres presentes, los
cuales representan un 16,32% (m/m) de la proteina total de la fraccion HT-F4, segun lo

encontrado en su composicion de aminoacidos libres (Tabla 4.18).
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Figura 4.23. Perfiles cromatogréficos de las fracciones de HT (GH = 20%), HT-F1 (—)y
HT-F2 (—) HT-F3 () y HT-F4 (—) en la columna Superdex 75 10/300 GL. () Peso

molecular de los marcadores en kDa.

Si bien, algunos autores afirman que los aminodcidos libres no son antioxidantes tan
eficaces como los péptidos y que la protedlisis extensa da como resultado una disminucion
en la actividad antioxidante en los hidrolizados (Karami & Akbari-Adergani, 2019; R. Liu et
al.,, 2016; Nwachukwu & Aluko, 2019). Autores como, Tkaczewska et al. (2020),
encontraron que la presencia de aminoacidos libres puede incrementar la capacidad
antioxidante global (FRAP y DPPH) de los hidrolizados de proteinas de piel de carpa
(Cyprinus carpio). Asi como, Sabeena Farvin et al. (2016), los cuales reportaron que tanto
los aminoacidos libres como los péeptidos de bajo peso molecular (< 3 kDa) parecian
contribuir a la actividad antioxidante de los hidrolizados de proteinas de bacalao (Gadus

morhua). Sin embargo, es necesario una futura investigacion, donde se identifique y
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caracterice los péptidos con potencial actividad antioxidante presentes en HT-F4, asi como

el sinergismo o antagonismo de los aminoacidos libres presentes en dicha fraccion.

Tabla 4.18. Composicién de aminoacidos libres de la fraccion de hidrolizado menor a 3

kDa (HT-F4)
Aminoacido Concentracic?n
(9/100 g proteina)
AAE Leucina 1,889
Histidina 0,206
Isoleucina 0,825
Lisina 1,278
Valina 1,136
Metionina 0,538
Treonina 0,594
Fenilalanina 1,080
Triptofano 0,615
N-AAE  Arginina 1,280
Tirosina 0,916
Glicina 0,509
Acido Glutamico/Glutamina 1,442
Serina 0,322
Acido Aspartico/Asparagina 0,689
Cisteina 1,738
Alanina 1,176
AAE 8,160
N-AAE 8,072
Total 16,232
Aminoacidos hidrofébicos (%0) 61,067

AAE: Aminodacidos esenciales. N-AAE: Aminoacidos no esenciales
Aminoacidos hidrofdbicos: lle, Leu, Met, Phe, Val, Ala, Proy Cys.

Diversos autores han demostrado que los péptidos cortos (< 3 kDa) son los que
generalmente poseen mejores propiedades antioxidantes, como lo reportd Pezeshk, Ojagh,
Rezaei, & Shabanpour (2019) para los hidrolizados enzimaticos de visceras de atln de aleta

amarilla (Thunnus albacores), los cuales encontraron que la fraccién menor a 3 kDa presento
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mejores capacidades de secuestro de los radicales DPPH y ABTS en comparacion con el
hidrolizado completo, ya que su valores ICso disminuyeron en un 50% y 15%,
respectivamente. Por su parte, Bordbar, Ebrahimpour, Zarei, Hamid, & Saari (2018)
encontraron que la actividad antioxidante de las fracciones de los hidrolizados de musculo
de pez piedra (Actinopyga lecanora) mostraron una relacion inversa con el tamafio molecular

de los péptidos; encontrando la mayor actividad en la fraccion menor a 2 kDa.

4.6. Evaluacioén de la actividad inhibidora de la ECA de los hidrolizados de visceras
de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT)

Los péptidos con capacidad inhibidora de la ECA son de gran interés debido a la
incidencia mundial de enfermedades cronicas como la hipertension, la cual esta relacionada
con la actividad del sistema renina-angiotensina, y mas especificamente con la enzima
convertidora de angiotensina (ECA). Esta enzima elimina dos residuos C-terminales de la
angiotensina | biol6gicamente inactiva, convirtiéndola en angiotensina Il, un potente
vasoconstrictor, que aumenta la presion sanguinea (Bessada et al., 2019; Sear, 2019). Por lo
anterior, se decidio evaluar de forma in vitro la capacidad antihipertensiva de los hidrolizados
de visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT) por medio de su capacidad de inhibir
la ECA, ya que su inhibicién se considera una de las estrategias para el tratamiento de la
hipertensién, debido a que disminuyendo la actividad enzimatica de la ECA se ejerce un
efecto vaso-relajante indirecto sobre los vasos sanguineos (Mada et al., 2019). Inicialmente
se evalud la influencia del GH (0% - 20%) sobre la actividad IECA de los HT y
posteriormente, el efecto del fraccionamiento de HT (> 100 kDa, 10 - 100 kDa, 3 - 10 kDa y
< 3kDa) sobre dicha actividad.

4.6.1. Influencia del GH sobre la actividad IECA de los hidrolizados

El efecto del GH sobre la actividad IECA de los hidrolizados de visceras trucha arcoiris
se muestra en la Figura 4.24. En los resultados se puede observar que existe una correlacion
positiva entre el GH y la actividad IECA, presentandose diferencias estadisticamente
significativas entre todos los GH (p < 0,05) a excepcion de los GH de 5 % y 10%, los cuales

no presentaron diferencias significativas; ademas esta claro que la hidrdélisis con Alcalasa®
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2.4L fue esencial para liberar péptidos inhibidores de la ECA contenidos en las proteinas de
las visceras de trucha arcoiris, debido a que se presenté un aumento en la actividad al pasar
de un 16,36% en el GH 0% a un 45,01% en el GH 5%. Los valores de 1Cso de los hidrolizados
enzimaticos a los diferentes GH oscilaron entre 1,23 y 4,99 mg de proteina/mL,
encontrandose la actividad IECA mas alta a un GH de 20% (p < 0,05) con un valor ICso de
1,230 + 0,042 mg/mL y una inhibicién de 80,14 + 1,01%. Sin embargo, el control positivo
Captopril mostré una actividad mas alta (99,25%) en comparacion con todas las muestras
analizadas. No obstante, los resultados anteriores sugieren que los hidrolizados de viscera de
trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L poseen capacidad antihipertensiva in vitro, ya que pueden
inhibir la ECA.
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Figura 4.24. Actividad IECA de HT a diferentes GH. A. Inhibicion (%) a 3 mg/mL. B.
Valores 1Cso (mg de proteina/mL). Las barras representan la desviacion estandar.

Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).

Esta correlacion positiva entre el GH y la actividad IECA se debe probablemente a la
liberacion de una mayor cantidad de péptidos (aumento de la concentracion molar) y a la
formacion de péptidos con secuencias mas cortas (entre 2 a 12 aminoacidos de longitud),
como se pudo observar en la composicion polipeptidica de HT (Figura 4.8 y Figura 4.9), y
los cuales son considerados generalmente méas potentes como inhibidores de la ECA (Norris
et al., 2014; Wilson, Hayes, & Carney, 2011; Yi, De Gobba, Skibsted, & Otte, 2017).
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Asimismo, la actividad IECA de los péptidos esta relacionada con el tipo de aminoacidos que
constituyen su secuencia, por lo tanto, si se analiza la composicion de aminoacidos de HT a
un GH de 20% (Tabla 4.12), se observa que alrededor del 40% del total pertenece a los
aminoacidos hidrofdbicos, entre los que se encuentran lle, Leu, Phe, Val y Pro, los cuales
han sido identificados en los péptidos mas efectivos en la inhibicion de la ECA, ya que al
estar presentes en la secuencia peptidica promueven la interaccion hidrofobica en el sitio
activo de la ECA, lo que implica una inhibicion de la enzima (Mada et al., 2019; Toldra,
Reig, Aristoy, & Mora, 2018).

Diversas investigaciones sobre la actividad IECA de los hidrolizados de subproductos
de pescado han encontrado la influencia positiva del GH sobre dicha actividad, siendo
consistente con los resultados encontrados para los hidrolizados de visceras de trucha
arcoiris. Entre estos resultados se encuentran los reportados por Neves, Harnedy, O’Keeffe,
& FitzGerald (2017), para hidrolizados de subproductos (piel, hueso y carne residual) de
salmén (Salmo salar) con Alcalasa® 2.4L, los cuales encontraron que los valores ICso para
la actividad IECA pasaron de 3,68 + 0,30 mg/mL en la proteina sin hidrolizar a 0,74 + 0,07
mg/mL luego de 4h de hidrdlisis (GH 18,33%). Asimismo, Toopcham, Mes, Wichers,
Roytrakul, & Yongsawatdigul (2017), reportaron que la actividad inhibidora de la ECA de
los hidrolizados de la proteina sarcoplasmica del musculo de tilapia (Oreochromis niloticus)
también aumento con el tiempo de hidrolisis, incrementando alrededor de un 40% entre las
2h a 8h de reaccién (GH 38%), logrando un valor I1Cso de 1,15 mg/mL. Por su parte, Yi et al.
(2017), no encontraron actividad IECA en las proteinas de piel de carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella) sin hidrolizar, sin embargo, al someterlas a un proceso de
hidroélisis enzimatica con Alcalasa® 2.4L notaron que la actividad IECA incrementaba con
el GH, reportando un valor ICso de 0,12 mg/mL. Si bien los valores I1Cso reportados en los
estudios anteriores son inferiores al encontrado para HT con GH 20% (1,230 + 0,042 mg/mL.)
mostrando mayor actividad IECA, otras investigaciones realizadas en hidrolizados de
subproductos de pescado reportaron valores ICso Similares, como por ejemplo, los
hidrolizados de piel de basa (Y. Zhang, Ma, & Otte, 2016), musculo de carpa blanca

(Elavarasan, Shamasundar, Badii, & Howell, 2016), cabezas de sardina (Martinez-Alvarez,
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Batista, Ramos, & Montero, 2016) y musculo de gobio (R. Nasri et al., 2013), con valores
ICso de 1,417; 1,53, 1,16 y 1,33 mg/mL, respectivamente.

4.6.2. Impacto del fraccionamiento sobre la actividad IECA de los hidrolizados

Al igual que con los resultados de actividad antioxidante, el hidrolizado con mayor
actividad IECA fue el obtenido a un GH de 20%, el cual se fracciono utilizando membranas
de celulosa regenerada, obteniendo cuatro fracciones: HT-F1 (MW > 100 kDa), HT-F2 (100
— 10 kDa), HT-F3 (10 — 3 kDa) y HT-F4 (MW < 3 kDa), a las cuales se les determin6 de
forma in vitro la actividad IECA reportada como valor 1Csg, como se muestra en la Figura
4.25. En los resultados se puede observar que la fraccion de péptidos menores a 3 kDa (HT-
F4) presenta la actividad IECA significativamente mas altas en comparacién con las otras
tres fracciones de péptidos y el hidrolizado original (p < 0,05), con un valor ICso de 0,28 +
0,01 mg de proteina/mL, representando una disminucion del 77% en comparacién con el
valor del hidrolizado sin fraccionar. Ademas, se observa que una alta concentracién de
péptidos grandes (MW > 10 kDa), como los contenidos en las fracciones HT-F1 y HT-F2
conduce a una disminucion de la actividad IECA, debido a que presentaron valores 1Cso
significativamente mas altos en comparacion con HT (p < 0,05). Lo anterior demuestra que
el peso molecular de los péptidos también afecta la actividad IECA de los hidrolizados de
visceras de trucha arcoiris, asi como también se demuestra que el uso de Alcalasa® 2.4L es
eficiente para la produccién de péptidos inhibidores de la ECA. Autores como Nasir &
Sarbon (2019); Neves, Harnedy, O’Keeffe, & FitzGerald (2017) y Yi et al. (2017)
encontraron que la alcalasa produce una secuencia peptidica comparativamente méas corta
(MW < 3 kDa) que mejora la actividad inhibidora de la ECA, lo cual puede deberse a que
este tipo de enzima prefiere escindir enlaces peptidicos con aminoacidos hidrofdbicos,
dejandolos expuestos en la posicién C-terminal y por lo tanto disponibles para interactuar en
el sitio activo de la ECA generando su inhibicion (Abdelhedi & Nasri, 2019; Hanafi et al.,
2018; Mada et al., 2019).
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Figura 4.25. Actividad IECA de las fracciones de HT. Las barras representan la desviacién

estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).

Diversos estudios concuerdan con la correlacion que existe entre el peso molecular de los
hidrolizados de proteinas de subproductos de pescado y la actividad inhibidora de la ECA.
Roslan, Mustapa Kamal, Yunos, & Abdullah (2017), evaluaron el efecto que podia tener un
proceso de ultrafiltracién sobre la actividad IECA de los hidrolizados de cabeza, espinas y
cola de tilapia roja (Oreochromis niloticus) con Alcalasa® 2.4L, encontrando que la actividad
IECA de la fraccion de 5 kDa fue mayor en comparacion con la fraccién de 10 kDa con
valores de 71,83% Yy 64,32%, respectivamente. De igual manera, C. Zhang, Zhang, Wang,
Chen, & Luo (2017) reportaron que el fraccionamiento de hidrolizados enzimaticos de
musculo de carpa (Hypophthalmichthys nobilis) mejor6 la actividad IECA pasando de 80%
en el hidrolizado original a un 95% en la fraccion menor a 3 kDa. Por su parte, Ngo et al.
(2016), encontraron que la fraccion < 1 kDa de los hidrolizados enzimaticos de piel de
bacalao del Pacifico (G. macrocephalus) poseia la mayor actividad IECA con un 70% a 500
pg/mL. Confirmando lo anterior que los péptidos cortos son los que generalmente poseen
mejores propiedades inhibidoras de la ECA. Asi entonces, al comparar los valores ICso de
los péptidos contenidos en HT-F4 (0,28 + 0,01 mg/mL) con los publicados por otros autores,
se encontro que este valor es inferior al reportado por Thuanthong et al. (2017) de 1,2 mg/mL

para la fraccion < 1 kDa de los hidrolizados de piel tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus),
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a su vez, es similar al encontrado por Martinez-Alvarez, Batista, Ramos, & Montero (2016)
de 0,27 mg/mL para péptidos < 1 kDa de hidrolizados de cabeza de atun. Sin embargo, es
superior al reportado por Ketnawa, Suwal, Huang, & Liceaga (2018) para hidrolizados de
esqueleto de trucha arcoiris, el cual fue de 0,0036 mg/mL para la fraccién menor 1kDa. No
obstante, los resultados anteriores demuestran que los péptidos de HT menores a 3 kDa tienen

la habilidad de inhibir la enzima convertidora de la angiotensina (ECA).

4.7. Evaluacion de la actividad anticoagulante de los hidrolizados de visceras de

trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT)

Los eventos trombdticos causados por la coagulacion de la sangre juegan un papel
importante en las enfermedades cardiovasculares, y aunque actualmente existen
anticoagulantes sintéticos para tratar estas enfermedades, estos presentan efectos secundarios
prejudiciales para la salud (Indumathi & Mehta, 2016). Por lo tanto, se buscan alternativas
naturales, como pueden ser péptidos bioactivos de ciertas proteinas alimenticias. Sin
embargo, a pesar de las caracteristicas benéficas que pueden presentar los péptidos como
compuestos anticoagulantes, rara vez se han aislado de hidrolizados enzimaticos de
subproductos de pescado (Benjakul et al., 2014; M. Nasri, 2017; Ngo et al., 2013; Saadi et
al., 2015). A pesar de lo anterior, se decidio evaluar la capacidad anticoagulante de los
hidrolizados de visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT) a diferentes GH (0% -
20%), por medio de los ensayos in vitro de tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT)

y tiempo de protrombina (PT), ambos basados en el tiempo de coagulacion.

4.7.1. Influencia del GH sobre la actividad anticoagulante de los hidrolizados

La actividad anticoagulacion medida por el ensayo de tiempo de protrombina (PT) para
HT a diferentes GH se muestran en la Figura 4.26. Con este ensayo se evalud la posible
capacidad anticoagulante que pueden poseer los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris
al retrasar el tiempo de activacion de la protrombina, y de los factores V, VIl y X presentes
en la via de coagulacion extrinseca y comun (Wahed et al., 2020), al compararlo con el

tiempo en el que tardd el plasma en coagular (control). Los resultados muestran que no existe
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diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los HT a GH de 0% a 15% y el
control. No obstante, se encontrd que HT a GH de 20% presentd diferencias significativas (p
< 0,05) con respecto al control, exhibiendo los valores mas altos para PT (24,2 + 0,7s), sin
embargo, este aumento solo representd una prolongacion de 2,7s en el tiempo de coagulacion,
lo cual no seria significativo al compararlo con los tiempos de prolongacion encontrados para
los hidrolizados proteicos de Nori (Porphyra yezoensis) a una concentracion de 3,8 mg/mL,
que alargaron el tiempo de coagulacion normal de 35 s a 115 s (Indumathi & Mehta, 2016),
asi como los hidrolizados de musculo de gobio Goby (Zosterisessor ophiocephalus) a 20
mg/mL, que provocaron una prolongacion del tiempo de coagulacion en aproximadamente 4
veces con respecto al control (R. Nasri et al., 2012). Si bien los hidrolizados enzimaticos
mencionados mostraron una bioactividad significativa, no son comparables a la heparina, un
anticoagulante comercial que a 0,05 mg/mL fue capaz de prolongarse por mas de 120 s en
los ensayos de PT (X. Liuetal., 2018). Lo anterior indica que HT en cualquier GH, no inhiben
la activacion de la protrombina y de los factores V, VIl y X, y por lo tanto no muestran una
actividad anticoagulante significativa en la via extrinseca y comin de la coagulacion
sanguinea. Por su parte, los resultados del ensayo de tiempo de tromboplastina parcial
activada (APTT) para HT a los diferentes GH, se presentan en la Figura 4.27. Este ensayo
que se usO para determinar la capacidad que poseen los hidrolizados para retrasar la
activacion de los factores XII, XI, X, IX'y VIII, necesarios para la formacion del activador
intrinseco de la protrombina y fibrindgeno (Levy et al., 2019), presenté diferencias
significativas entre HT a los diferentes GH y el control (p < 0,05), encontrando tiempos de
coagulacién mas bajos para HT, con valores de APTT que oscilaron entre 44,4 + 2,1s a 58,1
+ 1,3s en comparacion con el valor encontrado para el control, el cual fue de 63,2 + 1,9s.
Estos resultados sugieren que HT no presenta actividad anticoagulante significativa en la via

intrinseca de coagulacion.
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Figura 4.26. Actividad anticoagulante de HT a diferentes GH, medida por el tiempo de

protrombina (PT). Las barras representan la desviacion estandar. Diferentes letras
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Figura 4.27. Actividad anticoagulante de HT a diferentes GH, medida por el tiempo de
tromboplastina parcial activada (APTT). Las barras representan la desviacion estandar.

Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).
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Los resultados anteriores demuestran que las proteinas y péptidos de los hidrolizados de
visceras de trucha arcoiris no poseen actividad anticoagulante, a diferencia de las proteinas y
péptidos encontrados en masculo de Gobio (Zosterisessor ophiocephalus) (R. Nasri et al.,
2012), esqueleto de limanda (Limanda aspera) (Rajapakse et al., 2005) y musculo de mejillon
(Mytilus edulis) (Jo et al., 2008; W.-K. Jung & Kim, 2009). Sin embargo, son muy pocos los
resultados publicados sobre este tipo actividad en proteinas y péptidos provenientes de
subproductos de pescado. Algunos autores afirman que la mayoria de los anticoagulantes
naturales conocidos actualmente y que se encuentran en uso son polisacéaridos, siendo los
polisacaridos sulfatados de algas marinas los méas explorados (de Almeida, Oliveira, &
Paresqui, 2018; Indumathi & Mehta, 2016; Jo et al., 2008; Wang, Zhang, Zhang, Song, & Li,
2010).

4.8. Evaluacion de la bioaccesibilidad de los hidrolizados de visceras de trucha
arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT)

Actualmente uno de los mayores desafios al desarrollar péptidos bioactivos de
hidrolizados de subproductos de pescado es establecer su biodisponibilidad, y para esto, los
péptidos primero deben resistir la digestion gastrointestinal (Gl) y la absorcion epitelial
intestinal en el tracto digestivo humano, lo cual puede modificar sus caracteristicas
estructurales y por lo tanto, alterar su bioactividad (Abdelhedi & Nasri, 2019; Gallego et al.,
2018; Liao et al., 2018; M. Nasri, 2017). Sin embargo, la medicién de la biodisponibilidad
incluye etapas como la metabolizacion y la distribucién del péptido en tejidos, por lo que
solo puede ser determinada por medio de modelos in vivo en animales o estudios clinicos, los
cuales son altamente costosos y con restricciones éticas (Carbonell-Capella et al., 2014;
Galanakis, 2017; Tamer & Copur, 2016). Es por esto por lo que los enfoques in vitro, como
es el estudio de la bioaccesibilidad pueden proporcionar informacion valiosa sobre los
cambios que puede sufrir el péptido antes de ser evaluado en animales y/o humanos
(Toopcham et al., 2017). Esta bioaccesibilidad de los péptidos, se evalia por medio de
modelos de digestion Gl in vitro, considerados una herramienta rapida y efectiva para imitar
el proceso de digestidn, seguido de modelos de absorcidn en cultivos celulares, como las
células Caco-2, derivadas del adenocarcinoma de colon humano, ampliamente utilizadas para

predecir la absorcion intestinal de las moléculas bioactivas debido a su similitud con las
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celulas del epitelio intestinal (Jones et al., 2019; Liao et al., 2018; Xu et al., 2019). Por lo
anterior, se decidid evaluar la bioaccesibilidad de las proteinas de las visceras de trucha
arcoiris (VT) y de su hidrolizado enzimatico (HT) obtenido a las condiciones optimas (S =
5,45%, e = 0,72 UA/g, T =60°C, pH = 8,5, G =5,09% y v = 102 rpm), con un GH del 20%
(método pH-stat), y asi investigar el impacto de la digestion Gl simulada sobre las

propiedades antioxidantes y antihipertensiva in vitro, y su absorcion en células Caco-2/TC7.

4.8.1. Digestion gastrointestinal in vitro de VT y HT

Se sabe que los péptidos bioactivos pueden liberarse de las proteinas de los alimentos por
diversos mecanismos como son la accion de microorganismos durante la fermentacion, el
uso de enzimas proteoliticas en el proceso de hidrélisis o la accién de las enzimas
gastrointestinales una vez que se ingieren las proteinas (Chalamaiah et al., 2012; S.-K. Kim
et al., 2012; Sabbione, Nardo, Afidn, & Scilingo, 2016). Una alternativa para este Gltimo
mecanismo seria la digestion gastrointestinal simulada, la cual presenta como ventaja
adicional el hecho de que se puede verificar la estabilidad de los péptidos potencialmente
activos a través del sistema digestivo (Sabbione et al., 2016). Es por esto por lo que se realizd
una digestion Gl in vitro tanto en VT como en HT, para obtener las visceras de trucha arcoiris
digeridas (VTD) y los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L
digeridos (HTD). Lo anterior con el objetivo de comparar las bioactividades de los péptidos
generados durante la digestidn gastrointestinal con respecto a las bioactividades encontradas
con la hidrdlisis enzimatica, ademas de conocer la estabilidad de dichos péptidos en el

sistema digestivo.

En la Tabla 4.19, se presenta los resultados de GH (%) segun el método TNBS, el
contenido de proteinas (%) y la longitud promedio de cadena peptidica (PCL = 100 /GH,
Adler-Nissen, 1986), para los digeridos gastrointestinales (VTD y HTD) preparados a partir
de las proteinas de VT y HT. Es importante resaltar que el GH obtenido por el método de
pH-stat para HT (20%) es diferente al encontrado por el método TNBS (45%), lo cual se debe
a gque cada método se basa en diferentes principios para medir enlaces peptidicos rotos

(Wubshet et al., 2019). En los resultados se observa que existen diferencias significativas
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entre los GH de las muestras (p < 0,05), ademas que se presenta un incremento significativo
del GH después de la digestion Gl simulada (p < 0,05), donde VTD obtuvo el mayor
incremento, con un aumento de 2,7 veces el GH de VT, lo cual se ve reflejado también en la
longitud promedio de cadena peptidica, la cual pas6 de 10 aminoécidos aproximadamente en
VT a una cadena de 4 aminoacidos en VTD. Sin embargo, el GH alcanzado por VTD fue
significativamente menor que los GH obtenidos para HT y HTD (p < 0,05), que se debe a la
hidrdlisis enzimatica previa con Alcalasa® 2.4L, la cual también disminuyo la cantidad de
aminoacidos presentes en la cadena polipeptidica.

Tabla 4.19. Grado de hidrolisis por el método TNBS, longitud promedio de cadena
peptidica (PCL) y proteina (%) de VT, HT y sus digeridos

Muestra GH (%) PCL Proteina (%)
VT 10,50 + 1,812 9,73+1,86 ° 64,83 £ 0,822
VTD 28,50 + 4,33" 389+0,14 " 56,81 + 1,46°
HT 44,76 + 2,53°¢ 2,24+0,13 ° 63,18 £ 1,662
HTD 55,51 + 4,281 1,81 +0,14¢ 47,94 +0,75°¢

d Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05).

Asimismo, las poblaciones polipeptidicas de cada una de las muestras descritas en
términos de los perfiles cromatograficos (Filtracion en gel - FPLC), se muestran en las Figura
4.28 y Figura 4.29. Los cromatogramas de exclusion molecular obtenidos usando la columna
Superdex 75 (Figura 4.28) presentaron cinco fracciones para cada una de las muestras. Se
puede demostrar que tanto la hidrolisis con Alcalasa® 2.4L como la digestion gastrointestinal
produjeron una disminucion en las especies minoritarias presentes entre 60,6 kDa y 13,0kDa,
y un aumento en especies moleculares menores de 6,5kDa, siendo el aumento maés
representativo para las muestras HT y HTD (Tabla 4.20); sin embargo, no se observan
grandes diferencias entre estas dos muestras. Caso contrario a lo que ocurre con las visceras
de trucha arcoiris (VT), ya que la digestion causé un aumento en las moléculas menores de
6,5 kDa. Con respecto a cromatogramas de exclusién molecular obtenidos en la columna
Superdex peptide (Figura 4.29), se puede ver que la hidroélisis con Alcalasa® 2.4L genero un

aumento en el nimero de moléculas menores de 1,9 kDa, y que similar a lo observado en la
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columna anterior, no hay grandes diferencias entre HT y su digerido (HTD), lo cual es
contrario a lo que sucedio con las visceras de trucha arcoiris, ya que la digestion causé un

aumento en las moléculas menores de 1,9 kDa (Tabla 4.21).
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Figura 4.28. Perfiles cromatogréaficos de VT (—), VTD (---), HT (—) y HTD (---) en la

columna Superdex 75 10/300 GL. (®) Peso molecular de los marcadores en kDa.

Tabla 4.20. Rango de pesos moleculares (kDa) correspondientes a los picos presentes en

los cromatogramas de la Figura 4.28.

Fraccion VT VTD HT HTD
I > 44,2 > 60,6 > 56,1 > 56,1
I 135-2,4 13,0-2,3 89-23 95-23
Il 24-15 2,3-1,6 24-15 2,3-1,6
v 1,4-09 15-0,9 15-1,0 15-09
\Y/ 0,7-05 0,6-0,5 0,7-05 0,7-05
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Figura 4.29. Perfiles cromatogréficos de VT (—), VID (---), HT (—) y HTD (---) en la

columna Superdex peptide 10/300 GL. (*) Peso molecular de los marcadores en kDa.

Tabla 4.21. Rango de pesos moleculares (kDa) correspondientes a los picos presentes en

los cromatogramas de la Figura 4.29.

Fraccién VT VTD HT HTD
I > 10 > 10 >10 >10

I >10-0,5 >10-0,6 7,7-05 72-04

Il 05-04 06-04 0,5-0,2 0,4-0,2

v 0,4-0.2 0,3-0,2 0,2-0,1 0,2-01
\Y 02-0,1 02-01 0,1-0,05 0,1-0,06
VI 0,06 -0,08 0,04-0,03 0,06-0,03

4.8.2. Efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre las propiedades bioactivas

de VT yHT

Es importante que los hidrolizados y péptidos con propiedades bioactivas permanezcan

activos despues de la digestion gastrointestinal antes de ejercer sus efectos in vivo (Martinez-
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Alvarez et al., 2016; Mora, Gallego, Aristoy, Reig, & Toldr4, 2019). Por lo anterior, en este
estudio se evalud el impacto de la digestion Gl simulada tanto en las propiedades
antioxidantes y antihipertensivas in vitro encontradas en HT como las que pueden estar
contenidas en VT, y para esto se emplearon los métodos ORAC, HORAC, ABTS y FRAP
para evaluar la actividad antioxidante e IECA para la actividad antihipertensiva in vitro.

Los resultados para la actividad antioxidante de VT, HT y sus respectivos digeridos VTD
y HTD, se presentan en la Figura 4.30. En general se observa que para VT, la actividad
antioxidante aumento con la digestion Gl simulada (p < 0,05), excepto por la capacidad de
inhibicion de la formacion de los radicales hidroxilo (HORAC), en donde no se presentaron
diferencias significativas entre VT y VTD (p > 0,05). En cuanto a la capacidad secuestrante
de radicales ROO* (Figura 4.30A) se observa que la actividad de los péptidos presentes en
HT no se vio afectada por de la digestion Gl simulada, ya que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre HT y HTD (p < 0,05) presentandose valores ICso de
0,026 + 0,002 mg de proteina/mL y 0,031 + 0,003 mg de proteina/mL, respectivamente. Sin
embargo, la digestion Gl simulada de VT ocasion6 un incremento del efecto secuestrante de
radicales ROO* (p < 0,05), lo cual se ve reflejado en una disminucion del 34% del valor I1Csg
de VT en comparacion con VTD. Con el método HORAC que evalia la capacidad
antioxidante de quelar metales, inhibiendo la formacion de radicales hidroxilo, se encontro
que HTD presentd la mayor actividad (p < 0,05) en comparacién con el resto de las muestras
(Figura 4.30B), con un ICso de 3,214 + 0,149 mg de proteina/mL. La capacidad de inhibicion
de los radicales *OH para HT aumento con la digestion GI simulada, ya que se obtuvo un
valor ICso para HTD 30% menor al valor ICso de HT. En cuanto a los métodos ABTS y FRAP
(Figura 4.30C y D), los resultados muestran un aumento de la actividad antioxidante luego
de la digestion GI simulada, siendo mayor el efecto para VT que para HT, debido a que las
actividades para neutralizar radicales ABTS y reducir el complejo férrico Fe**-TPTZ al
complejo ferroso Fe?*-TPTZ encontradas en VTD mostré un incremento de 152% y 197%
con respecto a las actividades de VT. Sin embargo, tanto para ABTS como para FRAP, la
actividad mas alta se encontro para los peptidos presentes en HTD (p < 0,05), con valores de
1607,64 + 27,12 umol ET/g de proteina y 322,75 + 2,80 pumol ET/g de proteina,

respectivamente. Lo anterior puede deberse a que la digestion Gl produjo fraccionamientos
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adicionales de los enlaces peptidicos presentes en HT, lo cual se observa en los resultados de

GH, el cual pasé de 44,7% para HT a un 55,5% para HTD, conduciendo esto a una

acumulacién de péptidos mas cortos (tripéptidos y dipéptidos), lo cual se ve reflejado en el

leve aumento que hubo en la poblacion polipeptidica menor a 1,9 kDa (Figura 4.29). Sin

embargo, los aumentos en la actividad antioxidante ABTS y FRAP de HTD con respecto a

HT fueron muy leves, presentando incrementos del 9% y 20%, respectivamente.
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Figura 4.30. Actividad antioxidante de VT, HT y sus digeridos gastrointestinales VTD y
HTD. A. ORAC. B. HORAC. C. ABTS. D. FRAP. Las barras representan la desviacién

estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).
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Los resultados anteriores demuestran la buena resistencia que tienen los péptidos
antioxidantes presentes en HT a la digestion Gl simulada, ademas de que una hidrdlisis previa
con Alcalasa® 2.4L mejora la capacidad antioxidante de las proteinas y péptidos. Estos
resultados fueron consistentes con los observados por Ketnawa, Wickramathilaka, & Liceaga
(2018) cuales encontraron que los péptidos antioxidantes presentes en los hidrolizados de
esqueleto de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa ® 2.4L fueron modificados
por la digestion gastrointestinal para mejorar sus actividades de eliminacion de radicales
ABTS y poder reductor (FRAP). Igualmente, Oliveira et al., (2019) reportaron que después
de la digestion Gl in vitro de los hidrolizados de musculo de corvinata pescadilla (Cynoscion
guatucupa) estos mostraron un aumento en la capacidad de eliminacion de radicales hidroxilo
y secuestro de ABTS, sin embargo, encontraron una disminucion en las actividades de

eliminacion de radicales DPPH y reduccion del complejo férrico (FRAP).

En cuanto al efecto de la digestion GI simulada sobre la actividad IECA de HT y VT, los
resultados se muestran en la Figura 4.31. Los valores ICso para IECA oscilaron entre 1,38 +
0,03y 5,29 £ 0,06 mg de proteina/mL, siendo VT el que presenté el mayor valor (p < 0,05),
y por ende el que presenta la menor actividad IECA en comparacion con las otras muestras.
Ademas, se puede observar que existe diferencias estadisticamente significativas entre VT y
VTD (p < 0,05), encontrandose un valor ICso para VTD (2,50 + 0,06 mg/mL) 53% menor
que el de VT, demostrando esto que también se pueden generar péptidos bioactivos durante
la digestion Gl, lo cual se puede evidenciar al comparar las poblaciones polipeptidicas de VT
y VTD (Figura 4.28 y 4.29), donde se observa un aumento de los péptidos menores a 6,5
kDa. Sin embargo, los valores ICso para VTD son mas altos a los valores encontrados para
HT y HTD (p < 0,05), exponiendo esto que al realizar una hidrdlisis previa con Alcalasa®
2.4L se mejora la actividad IECA de las proteinas y péptidos de las visceras de trucha arcoiris.
Aunque, el valor ICsp encontrado para HTD (1,49 + 0,05 mg/mL) fue solamente 8% mayor
que el valor de HT (1,38 £ 0,03 mg/mL), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores 1Cso de ambas muestras, indicando esto que los péptidos con
actividad IECA de HT son resistentes a la digestién Gl simulada. Algunos autores afirman
que la presencia de aminoacidos como prolina en la composicion de los péptidos con

actividad IECA ayudan a mejorar la resistencia a la accién de las enzimas digestivas
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(Abdelhedi & Nasri, 2019; Norris et al., 2014; Yi et al., 2017), y en el caso de HT, este
aminoacido esta presente en su composicion (Tabla 4.12) y por ende puede estar presente en
la secuencia de los péptidos que lo conforman. Resultados similares sobre la resistencia a la
digestion Gl de los péptidos con actividad IECA han sido reportados para hidrolizados de:
musculo de merluza del pacifico (Merluccius productus) (Samaranayaka, Kitts, & Li-Chan,
2010), musculo y viseras de atun (Thunnus thynnus) (Martinez-Alvarez et al., 2016), piel,
hueso y carne residual de salmon (Salmo salar) (Neves, Harnedy, O’Keeffe, & FitzGerald,
2017).
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Figura 4.31. Actividad IECA de VT, HT y sus digeridos gastrointestinales VTD y HTD. Las
barras representan la desviacion estandar. Diferentes letras muestran diferencias

significativas (p < 0,05).

4.8.3. Determinacion de dipéptidos de Histidina (Carnosina y Anserina)

Se determino el contenido de los dipéptidos con propiedades antioxidantes carnosina (p-
alanil-L-histidina) y anserina (metil carnosina; B-alanil-1-metil-L-histidina) en las visceras
de trucha arcoiris (VT), en el hidrolizado enzimatico (HT) y en el hidrolizado sometido a
digestion Gl in vitro (HTD), ademas también se evalu6 en la fraccidn del hidrolizado menor

a 3kDa (HT-F4) debido a que esta presentd la mayor actividad antioxidante. Estos dipéptidos
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naturales presentes en los tejidos musculares de pescados como el atun, el barrilete, el salmén
y la anguila (Ananey-Obiri et al., 2019; G. Wu, 2020; H. Wu, Chen, & Shiau, 2003), son
considerados péptidos antioxidantes debido a que actian como quelante de iones metalicos,
inhibidores de la peroxidacion de lipidos y especialmente como captadores de radicales
libres, debido a la capacidad de donacién de protones del grupo de histidina imidazol
(Mendis, Rajapakse, & Kim, 2005; Samaranayaka & Li-Chan, 2011). En la Figura 4.32 se

presenta la concentracion (mg/g de proteina) de los dipéptidos para cada una de las muestras.
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Figura 4.32. Contenido (mg/g de proteina) de carnosina (m) y anserina (m).Letras
mindsculas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las muestras para el mismo
dipéptido. Letras mayusculas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre carnosina

y anserina para la misma muestra. (I) desviaciones estandar.

En los resultados se puede observar que la hidrélisis enzimatica de las visceras de trucha
arcoiris con Alcalasa® 2.4L aumento el contenido de los dipéptidos carnosina y anserina,
encontrandose valores de 0,913 + 0,021 y 1,360 + 0,130 mg de dipéptido/g de proteina,
respectivamente; los cuales representaron un aumento de aproximadamente 2,5 veces en
comparacion con la proteina sin hidrolizar. No obstante, en el caso del hidrolizado sometido
a digestion Gl in vitro (HTD), se presentaron valores inferiores para ambos dipéptidos en
comparacion con el hidrolizado original HT (p < 0,05), observandose que las concentraciones

de carnosina y anserina disminuyeron en un 32% y 50%, respectivamente. Lo cual puede ser
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debido a que estos compuestos se ven afectados por las condiciones de la digestion GI (pH,
concentracion y actividad de las enzimas gastrointestinales), siendo el pH del medio, el
pardmetro mas critico, ya que puede modificar tanto la carga neta de la molécula, como su
estructura (Marcolini et al., 2015). Por su parte, HT-F4 present6 los valores mas altos de
concentracion para ambos dipéptidos (p < 0,05) en comparacion con el resto de las muestras,
con concentraciones mayores para anserina (7,660 mg/g de proteina) que para carnosina
(2,213 mg/g de proteina). Lo anterior, indica que el fraccionamiento en serie de los
hidrolizados de visceras de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L, causo6 que la concentracion
de los dipéptidos anserina y carnosina aumentara 2 y 6 veces con respecto al hidrolizado sin

fraccionar, respectivamente.

Los valores de concentracion de los dipéptidos obtenidos para VT fueron similares a los
reportados por Li, Liu, Jiang, & Yan (2019) para cabezas de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), los cuales encontraron valores aproximados de 0,25 y 0,50 mg/g para carnosina y
anserina, respectivamente. Asimismo, se encontr6 que las concentraciones de anserina para
HT y HT-F4 son mayores a las reportadas por Sabeena Farvin et al. (2016), los cuales
evaluaron el contenido de los dipéptidos de histidina en hidrolizados de proteinas de bacalao
(Gadus morhua) y sus fracciones, encontrando solo la presencia de anserina, la cual fue
mayor en el hidrolizado completo (0,494 mg/g) que en la fraccion menor a 3 kDa (0,316
mg/g), contrario a lo encontrado en la presente investigacion. Por su parte, H. Wu et al. (2003)
reportaron un aumento de la concentracion de carnosina y anserina en los hidrolizados
enzimaticos de musculo de caballa (Scomber austriasicus) al compararlo con el muasculo sin

hidrolizar.

4.8.4. Fraccionamiento FPLC de VTDy HTD

Una vez obtenidos VTD y HTD, se procedio a su fraccionamiento de acuerdo con su
tamafio mediante cromatografia de exclusion molecular (FPLC), usando una columna semi-
preparativa Peptide 10/300, y sus cromatogramas se muestran en la Figura 4.33A.. A cada
fraccion se le realizé una evaluacion de su actividad antioxidante, con el objetivo de conocer
en que rango de pesos moleculares se encuentran los péptidos mas activos, para lo cual se

usaron los métodos ORAC y HORAC, los resultados se presentan en la Figura 4.33 By C.
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Figura 4.33. A. Perfiles cromatograficos FPLC indicando las fracciones obtenidas para
VTD (—) y HTD (—). B. Actividad ORAC. C. Actividad HORAC de las fracciones de VTD
(—) y HTD (—). () Peso molecular de los marcadores en kDa. Las barras representan la

desviacion estandar.
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Los resultados obtenidos para la capacidad de secuestro de radicales peroxilo (ORAC)
de las fracciones obtenidas a partir de ambos digeridos (Figura 4.33B), muestran que las
mayores actividades antioxidantes se presentaron en las fracciones comprendidas entre la 20
y la 31 correspondientes a pesos moleculares de entre 1,9 y 0,14 kDa, con valores que oscilan
entre 76,79 £ 1,37 uM ET y 58,99 £ 1,10 uM ET para HTD, y entre 68,34 £ 0,76 uM ET y
53,13 £1,09 uM ET para VTD. Sin embargo, se observa en los resultados obtenidos para las
fracciones de HTD presentan actividades ligeramente mayores en comparacion con las
fracciones de VTD. En el caso de los resultados obtenidos para HORAC, se observa que la
actividad antioxidante de las fracciones de HTD comprendidas entre la 1 y la 22 presentan
una actividad mayor que las fracciones de VTD, sin embargo, luego de la fraccion 23 de
ambos digeridos, la actividad tiende a valores similares. Debido a los resultados anteriores,
se decidié seleccionar las dos fracciones con mayor actividad antioxidante ORAC de ambos
digeridos, para ser evaluadas posteriormente en los ensayos de la absorcién intestinal con
células Caco-2/TC7. Por consiguiente, las fracciones seleccionadas en VTD fueron la28y la
31 (VTD-28, VTD-31) con valores ORAC de 68,34 £ 0,76 uM ET y 67,44 £ 0,11 uM ET,
respectivamente. En el caso de HTD fueron la 23 y la 28 (HTD-23, HTD-28) con valores
76,79+ 1,37 uM ET y 76,42 £ 0,19 uM ET, respectivamente.

4.8.5. Simulacion de la absorcion intestinal de los hidrolizados de visceras de trucha

arcoiris sobre células Caco-2/TC7

Debido a los resultados obtenidos en las propiedades bioactivas (antioxidante e IECA),
se decidié simular la absorcion intestinal de los péptidos contenidos en HT y sus fracciones
HT-F3 (10 — 3 kDa) y HT-F4 (MW < 3 kDa), ademas de los digeridos HTD y VTD con sus
respectivas fracciones HTD-23, HTD-28, VTD-28 y VTD-31, utilizando un sistema de
monocapas de células Caco-2/TC7, evaluando el pasaje y/o modificacion de péptidos

mediante el analisis cromatogréafico de las soluciones apicales y basolaterales.

Previamente a los ensayos de evaluacion de la absorcién intestinal, se realizé un ensayo
de citotoxicidad sobre las celulas Caco-2/TC7, usando el método de LDH para evaluar la
integridad de la membrana y, por lo tanto, cualquier posible efecto citotdxico de las muestras

evaluadas. En la Figura 4.34 se muestra el efecto que tuvo las diferentes concentraciones (0,5
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— 5 mg/mL) de HT, HTD y VTD sobre la citotoxicidad de las células, encontrando que las
tres muestras presentaron efectos dependientes de la concentracion sobre la integridad de la
membrana de las células. Para el caso de HT, se observa que las concentraciones entre 0,5y
1 mg/mL no son citotoxicas para las lineas celulares, sin embargo, para HTD y VTD debe
emplearse concentraciones inferiores a 0,5 mg/mL. En el caso de las fracciones, los
resultados se presentan en la Tabla 4.22, estos muestran que dichas fracciones no fueron
citotoxicas en las concentraciones en las que fueron analizadas. Una vez comprobado que las
muestras no resultaron citotoxicas, se realizaron los ensayos de absorcién intestinal de las
muestras en direccion apical — basolateral, incubando las monocapas confluentes de células
Caco-2/TC7, donde posteriormente se tomo el contenido de cada una de las camaras (apical

y basolateral), para su analisis cromatogréafico junto con la muestra original correspondiente.

100 =5 mg/ml
m 2,5 mg/ml

80 A m1 mg/ml
m0,5 mg/ml

o
o

Citotoxicidad
(% de LDH liberado)
3

N
o

HT HTD VTD

Figura 4.34. Efecto de HT, HTD y VTD sobre la citotoxicidad de las células Caco-2/TC7
segun lo evaluado por el ensayo LDH. Las barras representan la desviacion estandar.
Diferentes letras muestran diferencias significativas entre las concentraciones de la misma

muestra (p < 0,05).
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Tabla 4.22. Efecto de las fracciones sobre la citotoxicidad de las células Caco-2/TC7

segun lo evaluado por el ensayo LDH

Concentracion Citotoxicidad

Fraccion  “(mgimL)  (%LDH liberado)
HT-F3 1,00 3,75 + 0,65
HT-F4 1,00 3,25 + 0,35
HTD23 0,88 3,75+ 0,35
HTD28 0,23 3,75+ 0,35
VTD28 0,13 3,75+0,35
VTD31 0,56 4,25 + 0,80

4.8.5.1. Simulacién de la absorcion intestinal de HT y sus fracciones HT-F3 y HT-F4

Se realiz6 la evaluacion de la absorcién de HT y sus fracciones obtenidas por
ultrafiltracion HT-F3 (3 -10 kDa) y HT-F4 (MW < 3 kDa) a través de la monocapa de las
células Caco-2/TC7, con el objetivo de evidenciar el posible pasaje de componentes
peptidicos y la posible modificacion por accién de las células intestinales. Para el ensayo de
absorcion, las muestras se sembraron a una concentracion de 1 mg/mL. Los perfiles
peptidicos obtenidos para HT, HT-F3 y HT-F4 y sus contenidos en las cAmaras apical y

basolateral se presentan en las Figuras 4.35, 4.36 y 4.37, respectivamente.

En la Figura 4.35A se observa que el perfil de HT solo muestra dos picos no muy bien
resueltos a tiempos de retencion (tr) entre 3,7 y 5,6 min (moléculas hidrofilicas). Al comparar
este perfil con el de la cAmara apical (Figura 4.35B) se observa grandes diferencias entre
ambos, ya que, si bien en el perfil de la cAmara apical también estan presentes dos picos al
inicio del cromatograma representando moléculas hidrofilicas, estos se encuentran bien
resueltos y con tr menores (0,9 y 3,8 min). Asimismo, se observa la aparicion de un nuevo
conjunto de picos mas pequefios con tiempos de retencion entre 4,5y 14 min, ademas de dos
picos bien definidos con tr de 20,2 miny 26,5 min, representando las moléculas hidrofébicas
presentes. Indicando lo anterior que hubo modificaciones en al menos algunos de los
componentes de HT al estar en contacto con las células intestinales, que podrian estar

relacionadas con la accion de las peptidasas del borde en cepillo de la membrana apical. Al
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analizar el perfil de la camara basolateral (Figura 4.35B), se observa que se repiten los

mismos picos presentes en la camara apical, pero con menor intensidad, demostrando esto

que algunos de los péptidos y en una cierta proporcién lograron atravesar la monocapa celular

y alcanzar la cdmara basolateral. No obstante, no puede asegurarse que no ocurrieron

modificaciones adicionales durante el pasaje sin una identificacion de los péptidos presentes

en cada camara.

Abs (210 nm)

2,5 -
2 A
1,5 A

1 4

0,5 -

-0,5
2,5

=
= a1
1 1

o
(6]
1

O N T T T T T T T 1

-0,5
2,5

2
1,5 A
1 -

0’2_ JHJ \ \

u V T T T T T T T 1
5 10 15 20,
t (min)

057

Figura 4.35. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de HT a 1

mg/mL. A. Muestra original. B. CaAmara apical. C. Camara basolateral.
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Figura 4.36. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de HT-F3 a 1

mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.

En el caso de los perfiles obtenidos para HT-F3 y HT-F4, se observa que similar al perfil
de HT, ambos presentan dos picos coeluyendo en tr menores a 4 min (Figura 4.36Ay 4.37A),
representando  moléculas hidrofilicas. Igualmente, ambas fracciones sufrieron
modificaciones en la presencia de las peptidasas del borde en cepillo de la membrana apical,
debido a que se observa la aparicion de nuevos picos con moléculas de diversas
caracteristicas hidrofilicas/hidrofdbicas (Figura 4.36B y 4.37B). Sin embargo, al analizar el
perfil de la camara basolateral de HT-F3 (Figura 4.36C), solo se observan picos en los tr
menores a 5 min, sin mostrar ningun otro pico en el resto del cromatograma, lo que sugiere
que, en el tiempo de ensayo, solo algunos péptidos y en cierta proporcion lograron atravesar
la membrana celular. Esto puede deberse a que esta fraccion contiene polipéptidos con pesos
moleculares entre 10 kDa y 3 kDa, que se bien los resultados indican degradacion por
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peptidasas (Figura 4.36B), podrian aun quedar moléculas grandes que presentan mayor
dificultad para ser absorbidas. No obstante, este comportamiento no se observa en el perfil
de la cAmara basolateral de HT-F4 (Figura 4.37C), donde si se repiten en menor intensidad
los mismos picos presentes en la cdmara apical (Figura 4.37B), demostrando que varios de
los péptidos y en una cierta proporcién lograron atravesar la monocapa celular. Algunos
autores afirman que, los péptidos de bajo peso molecular se absorben mas facilmente a traves
de la membrana del trato gastrointestinal que las proteinas y los aminoacidos libres
(Abdelhedi & Nasri, 2019; Norris et al., 2014; Xu et al., 2019).
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Figura 4.37. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de HT-F4 a 1
mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.
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4.8.5.2. Simulacién de la absorcion intestinal de HTD y sus fracciones HTD-23 y HTD-28

En cuanto a la evaluacién de la absorcion intestinal simulada de HTD y sus fracciones
HTD-23 (0,70 — 0,89 kDa) y HTD-28 (0,22 — 0,28 kDa) los resultados se muestran en las
Figuras 4.38, 4.39 y 4.40, respectivamente.
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Figura 4.38. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de HTD a 0,25
mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.

En la Figura 4.38A se observa que el perfil para HTD presenta seis picos bien resueltos,
los tres primeros representando las moléculas mas hidrofilicas con tr entre 0,74 y 4,6 min, el
cuarto pico con un tr de 10,9 min y los dos altimos (moléculas hidrofobicas) con tr entre

19,1y 24,8 min; ademas se observa un grupo de picos de menor intensidad entre los tiempos
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de retencion de 5y 10 min. Al analizar los resultados obtenidos para la camara apical (Figura

4.38B) y basolateral (Figura 4.38C), se observa que los perfiles son similares al de HTD,

compartiendo el mismo namero de picos con sus correspondientes tr, pero presentando

menor intensidad en el perfil de la cAmara basolateral. Lo anterior sugiere que para el caso

de HTD, sus moléculas de diversas caracteristicas hidrofilicas/hidrofobicas (segun sus tr)

resistieron la accion de las peptidasas intestinales, ademas de que parte de estas lograron

atravesar la monocapa en una cierta proporcion.
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Figura 4.39. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de HTD-23 a

0,88 mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.
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Figura 4.40. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de HTD-28 a
0,23 mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.

Con respecto a los perfiles obtenidos para la fraccion HTD-23 (Figura 4.39), se observa
que la muestra original presenta solo dos picos en tr menores a 5 min; los cuales se conservan
en la cAmara apical (Figura 4.39B), sin embargo, en el perfil de dicha camara se observa la
aparicion de varios picos pequefios con tr mayores a 20 min, los cuales se repiten en la cdmara
basolateral (Figura 4.39C), pero con menor intensidad. Asimismo, se observa en el perfil de
la fraccion HTD-28 (Figura 4.40A), que dos picos coeluyeron a tr menores a 5 min, los cuales
al parecer sufrieron modificaciones por la accion de las peptidasas de la membrana apical,
debido a la aparicion de nuevos picos con moléculas de diversas caracteristicas

hidrofilicas/hidrofobicas (Figura 4.40B), la mayoria de los cuales se repiten en la camara
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basolateral (Figura 4.40C). Estos resultados sugieren que las moléculas inicialmente
presentes en ambas fracciones sufrieron la accidn de las peptidasas del borde en cepillo, y
que una cierta proporcion de las moléculas resultantes lograron atravesar la monocapa hacia

el compartimento basolateral.

4.8.5.3. Simulacion de la absorcién intestinal de VTD y sus fracciones VTD-28 y VTD-31

En las Figuras 4.41, 442 y 4.43 se muestran los perfiles cromatograficos
correspondientes al ensayo de absorcion intestinal simulada de VTD y sus fracciones VTD-
28 (0,22 — 0,28 kDa) y VTD-31 (0,17 — 0,14 kDa). En la Figura 4.41A se observa que el
perfil para VTD presenta seis picos bien definidos, donde los tres primeros se encuentran en
tr menores a 5 min (moléculas mas hidrofilicas), sequidos de un cuarto pico con un tr de 13,5
min, para finalmente encontrar los dos Gltimos picos (moléculas hidrofébicas) con tr entre
20,9 y 27,0 min; asimismo se observa un grupo de picos de menor intensidad entre los
tiempos de retencién de 5,4 y 11,2 min. Al compararlo con el perfil obtenido para la camara
apical (Figura 4.41B) se observa que los perfiles son idénticos, indicando esto que las
moléculas presentes en VTD resistieron la accion de las peptidasas intestinales. No obstante,
al analizar el perfil obtenido para la camara basolateral (Figura 4.41C), se observa que solo
una cierta proporcion de las moléculas més hidrofilicas fueron capaces de traspasar la
monocapa, lo que sugiere que, en el tiempo de ensayo, solo algunos péptidos lograron

atravesar la membrana.

En cuanto a los perfiles obtenidos para la fraccion VTD-28 (Figura 4.42), se observa que
el perfil de la fraccion original es similar al de la camara apical, compartiendo el mismo
namero de picos con sus correspondientes tr (Figura 4.42B), ademas de también estar
presentes en menor intensidad en el perfil de la camara basolateral (Figura 4.42C). Lo anterior
sugiere que, para el caso de esta fraccion, sus moléculas resistieron la accién de las peptidasas
intestinales, ademéas de que algunas consiguieron atravesar la monocapa en una cierta
proporcion. En el caso de la fraccion VTD-31 (Figura 4.43), si se observa que las moléculas
presentes sufrieron modificaciones por las peptidasas del borde en cepillo, debido a que se

observa cambios en los perfiles cromatograficos (Figura 4.43B), no obstante, se observa que
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solo una proporcién de las moléculas resultantes lograron atravesar la monocapa hacia el

compartimento basolateral (Figura 4.43C).
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Figura 4.41. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de VTD a 0,25
mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.
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Figura 4.42. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de VTD-28 a

0,13 mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.
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Figura 4.43. Perfiles RP-HPLC correspondientes al ensayo de absorcion de VTD-31 a

0,56 mg/mL. A. Muestra original. B. Camara apical. C. Camara basolateral.

Los resultados encontrados para HTD y VTD, muestran que una hidrolisis previa de las
visceras de trucha con Alcalasa® 2.4L mejora la absorcion intestinal de los productos de la
digestion gastrointestinal simulada, como se evidencio en el comportamiento encontrado para
HTD, debido a que fue posible verificar la absorcién de ciertos componentes originales
presentes en la muestra, mostrando su posible bioaccesibilidad. No obstante, para el caso de
HT y sus fracciones, se observo que las moléculas presentes sufren modificaciones

adicionales al enfrentarse a la monocapa de células Caco-2/TC7, donde algunas de estas
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atravesaron la pared intestinal simulada, demostrando su posible bioaccesibilidad. Todo lo
anterior, abre el interrogante acerca de la actividad de las nuevas moléculas, tanto a nivel de
la mucosa intestinal como a nivel sistémico para aquellas que logran ser absorbidas. Quedan
por realizar a futuro estudios para la identificacion y la evaluacion de la actividad de los
péptidos resultantes de la hidrolisis con las peptidasas.

Algunos estudios realizados sobre la bioaccesibilidad de péptidos bioactivos de
subproductos acuicolas, como por ejemplo los realizados por Toopcham, Mes, Wichers,
Roytrakul, & Yongsawatdigul (2017), en péptidos con actividad inhibidores de la ECA de
los hidrolizados enzimaticos de proteinas del musculo de tilapia (Oreochromis niloticus),
encontraron que aunque la digestion Gl in vitro disminuyo la potencia bioactiva del
hidrolizado de proteinas, esta logré mejorar la permeabilidad de los péptidos a través de
monocapas de células Caco-2. Asimismo, Samaranayaka, Kitts, & Li-Chan (2010), evaluaron
la bioaccesibilidad péptidos con actividad antioxidante e IECA de hidrolizados de merluza
del Pacifico (Merluccius productus), encontrando que los péptidos inhibidores de la ECA no
presentaron ningun cambio luego de la digestion Gl, sin embargo, encontraron que los
péptidos antioxidantes aumentaron su capacidad luego de la digestion y pasaron a través de
las células Caco-2. Por su parte, Oliveira et al., (2019) reportaron que después de la digestion
Gl in vitro de los hidrolizados de musculo de corvinata pescadilla (Cynoscion guatucupa)

con actividades antioxidantes, estos fueron potencialmente bioaccesibles.

4.9. Estudio de las propiedades funcionales de los hidrolizados de visceras de trucha
arcoiris con Alcalasa® 2.4L (HT)

Recientemente las proteinas de subproductos de pescado han sido evaluadas por sus
propiedades funcionales y su posible aplicacion como ingredientes en los sistemas
alimentarios. Sin embargo, estas propiedades se ven modificadas cuando dichas proteinas
son sometidas a hidrolisis enzimatica, debido a que se obtienen péptidos solubles, que pueden
mejorar la capacidad emulsionante y la capacidad de formacion de espuma (Pacheco-Aguilar,
Mazorra-Manzano, & Ramirez-Suarez, 2008). No obstante, esta hidrdlisis no puede ser muy

extensa porque si bien mejora la solubilidad de las proteinas, conlleva a una pérdida de la
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calidad anfifilica provocando una disminucion en las otras propiedades (Villamil et al.,
2017). Teniendo en cuenta lo anterior, se evalud el efecto que puede tener el GH (0% - 20%)
sobre la solubilidad, la capacidad emulsionante y la capacidad espumante de los hidrolizados
de visceras de trucha arcoiris, ademas de la influencia del pH (4 - 10).

4.9.1. Influenciadel GHy el pH sobre la solubilidad de las proteinas de los hidrolizados

La solubilidad de los hidrolizados preparados a diferentes grados de hidrolisis y diferentes
valores de pH se muestran en la Figura 4.44. El anélisis de varianza de dos factores para los
valores de solubilidad mostrd que existe una interaccion significativa (p < 0,05) entre el grado
de hidrdlisis y el valor de pH de las muestras. La solubilidad aumenta significativamente (p
< 0,05) a medida que incrementa el GH entre 0%, 5% y 10% en todos los valores de pH
evaluados. Sin embargo, para pH 4 y 10 los valores de solubilidad en los GH 15% y 20% no
presentaron diferencias significativas (p > 0,05), lo cual no se observo para pH 7, ya que se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos GH, encontrandose la
solubilidad maés alta al GH de 20% (p < 0,05), con un incremento del 30% con respecto a la
proteina sin hidrolizar. Esta correlacion positiva entre la solubilidad y el GH, se debe
principalmente a que a los péptidos de bajo peso molecular contienen un nimero mayor de
grupos amino y carboxilo ionizables en comparacién a la proteina nativa, lo cual hace que
aumente la capacidad de formar enlaces de hidrégeno con agua y por lo tanto que incremente
la solubilidad de los hidrolizados (Gbogouri, Linder, Fanni, & Parmentier, 2004; Kristinsson
& Rasco, 2000a). Resultados similares del comportamiento de la solubilidad a diferentes GH
se obtuvieron en estudios realizados en visceras de atdn barrilete (Katsuwonus pelamis)
(Klomklao & Benjakul, 2018), esqueleto de baga japonesa (Nemipterus japonicus) (Gajanan
et al., 2016), piel de caballa espafiola (Scomberomorous niphonius) (C. F. Chi et al., 2014) y
musculo de caballa franja amarilla (Selaroides leptolepis) (Klompong et al., 2007).
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Figura 4.44. Solubilidad de HT en funcion del GH (%) y a diferentes valores de pH: 4 (o),
7 (m) y 10 (¢). Las barras representan la desviacion estandar. Diferentes letras muestran
diferencias significativas (p < 0,05).

En la Figura 4.44 se observa que HT a todos los GH muestra la solubilidad mas baja a
pH 4 (p < 0,05), lo cual puede deberse a que algunas proteinas o péptidos de alto peso
molecular que no se hidrolizaron, pudieron precipitar a este valor de pH, el cual se encuentra
cerca del punto isoeléctrico (pl) de las proteinas de pescado (Kristinsson & Rasco, 2000a; Y.
Liu et al., 2014). Ademas, la disminucion de la solubilidad de HT a este valor de pH también
puede atribuirse al cambio que puede ocurrir en la carga neta de los péptidos presentes en
dichos hidrolizados, que disminuye a medida que el pH se acerca al punto isoeléctrico,
impidiendo la interaccién hidrofilica entre las proteinas y péptidos con el agua (Haque,
Timilsena, & Adhikari, 2016; Khan et al., 2020; Taheri et al., 2013). En general, la
solubilidad de los hidrolizados de proteinas de pescado es baja a pH entre 4 y 5 como reportd
Sripokar, Benjakul, & Klomklao (2019) para hidrolizados de pez gatillo (Abalistes stellaris),
Noman et al., (2018) para hidrolizados de esturion chino (Acipenser sinensis) y Dong et al.
(2008) para hidrolizados de carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix). Por su parte,
Nguyen, Jones, Kim, San Martin-Gonzalez, & Liceaga (2017), investigaron la solubilidad de

hidrolizados de espinas de trucha arcoiris con Alcalasa® 2.4L, encontrando que la solubilidad
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mas alta se presentaba a pH 7 a todos los GH, obteniendo valores cercanos al 90%. Lo cual
concuerda con los resultados de solubilidad encontrados para HT, ya que la solubilidad
significativamente mas alta (p < 0,05) se presentd a pH de 7 (GH de 20%), no obstante, el
valor encontrado fue inferior (75,72%). Sin embargo, este valor es cercano a los reportados
por Nagash & Nazeer (2013) para la solubilidad de hidrolizados de musculo de baga japonesa
(Nemipterus japonicus) con papaina y pepsina, los cuales fueron de 74% y 77%,
respectivamente. Los resultados anteriores demuestran que los hidrolizados de visceras de
trucha arcoiris con Alcalasa 2.4® L a GH mayores al 15%, poseen una buena solubilidad (>
64%) en los valores de pH evaluados, al encontrarse dentro del rango de valores de
solubilidad reportados para hidrolizados de proteina de pescado, los cuales presentan valores
desde 43,50% a 99,30% (Halim et al., 2016).

4.9.2. Influencia del GH y el pH sobre las propiedades emulsionantes de los

hidrolizados

La influencia del GH y el pH sobre el indice de actividad emulsionante (IAE) e indice de
estabilidad de la emulsion (IEE) se muestran en la Figura 4.45 y Figura 4.46. Se observa que
ambas propiedades presentaron un incremento con la hidrélisis enzimatica en comparacién a
la proteina intacta, este comportamiento se debe a que los hidrolizados son tensoactivos que
promueve las emulsiones de aceite en agua, debido a que poseen tanto grupos funcionales
hidrofilicos como hidrofobos (Kristinsson & Rasco, 2000a). Los hidrolizados con GH de 5%
a pH 7 y 10 mostraron los valores més altos de propiedades emulsionantes (p < 0,05), los
cuales presentaron valores de IAE (m?/g) 7,3 y 4,6 mayores en comparacion con la proteina
sin hidrolizar, ademas se duplicé el tiempo de estabilidad de la emulsién (IEE). Sin embargo,
en el caso de IAE se observa una disminucion significativa (p < 0,05) cuando el GH aumenta
de 5% a 10%, luego del cual se estabiliza (p > 0,05) para pH 7 y 10, sin embargo, para pH 4
el valor de IAE sigue descendiendo hasta el GH de 20% (p < 0,05). En cuanto al IEE (min),
se observa que para pH 10 hay un descenso significativo (p < 0,05) entre GH 5% y 10%,
después del cual se mantiene constante. En el caso de pH 7, no se presentaron diferencias
significativas entre los GH 5% y 10%, pero los valores disminuyen en los GH 15% y 20%.

No obstante, Para pH 4 el valor de IEE mas altos (p < 0,05) se encontré en GH 5%.
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Los mejores resultados de las propiedades emulsionantes encontrados a GH de 5%,
puede deberse a que este hidrolizado puede contener una mayor proporcion de péptidos de
alto peso molecular, y por lo tanto una mayor hidrofobicidad superficial, caracteristicas que
se pierden a GH muy altos. Si bien con altos GH, se obtiene péptidos mas pequefios, que son
altamente estables y se difunden répidamente para adsorberse en la interfaz, no son lo
suficientemente anfifilicos, por lo que son menos eficientes para reducir la tension interfacial,
ya que no pueden desplegarse y ni reorientarse en la interfaz, como si lo hacen las
polipéptidos con mayor peso molecular (Halim et al., 2016; Karami & Akbari-Adergani,
2019; Kristinsson & Rasco, 2000a).Varias investigaciones realizadas en hidrolizados de
subproductos de pescado encontraron una tendencia similar de las propiedades
emulsionantes, en cuanto a su disminucion al incrementar el GH. Como se reporta en los
estudios realizados en hidrolizados de huevas de atin (Katsuwonus pelamis) con Alcalasa®
2.4L por Intarasirisawat, Benjakul, Visessanguan, & Wu (2012) e hidrolizados musculo de

esturion chino (Acipenser sinensis) con Alcalasa® 2.4L por Noman et al. (2019).
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Figura 4.45. indice de actividad emulsionante (IAE) de HT en funcion del GH (%) y a
diferentes valores de pH: 4 (=), 7 (—) y 10 (—). Las barras representan la desviacion

estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).
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El analisis de varianza mostro que el pH ejerce un efecto estadisticamente significativo
(p < 0,05) sobre la propiedad emulsionante, encontrandose que los valores mas bajos para
IAE se presentaron a pH 4 en todos los GH. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre pH 7 y pH 10 para GH 5% (p > 0,05), donde se encontraron los valores
maés altos para dicha propiedad, con un IAE de 45,56 + 2,02 m?/g de proteina y un IEE de
40,84 + 3,80 min. Lo anterior, puede deberse a que en esta region de pH (7 - 10) se presenta
un despliegue de las proteinas o péptidos, y por lo tanto hay una mayor exposicion tanto de
los grupos hidrofobos como hidrofilicos, facilitando las emulsiones aceite en agua (Halim et
al., 2016). Estas caracteristicas favorecen las posibilidades de uso de este tipo de hidrolizados

en alimentos neutros, pero limitan su aplicacién en alimentos acidos.
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Figura 4.46. indice de estabilidad de la emulsion (IEE) de HT en funcion del GH (%) y a
diferentes valores de pH: 4 (=), 7 (—) y 10 (-). Las barras representan la desviacion

estandar. Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).

Estos valores encontrados para las propiedades emulsionantes de HT son més altos a los
reportados por Noman et al. (2018), los cuales obtuvieron valores de IAE y IEE de 13,3 m?/g
y 10 min, respectivamente, para hidrolizados de musculo de esturién chino (Acipenser
sinensis) a un pH de 6. Asimismo, Sripokar, Benjakul, & Klomklao (2019) reportaron valores
para IAE de 25 m?/g con una estabilidad de la emulsion (IEE) de 14 min para hidrolizados

de masculo de pez gatillo (Abalistes stellaris) con tripsina. No obstante, los valores de IAE
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y IEE para HT fueron cercanos a los encontrados por Klomklao & Benjakul (2018) para
hidrolizados de visceras de atun barrilete (Katsuwonus pelamis) con Alcalasa® 2.4L, los

cuales fueron de 37,95+ 1,01 m?/g 'y 35,29 + 1,02 min, respectivamente.

4.9.3. Influencia del GH y el pH sobre las propiedades espumantes de los hidrolizados

Los resultados del ANOVA de dos factores para las propiedades espumantes indican que
existe una interaccion significativa (p < 0,05) entre el grado de hidrolisis y el valor de pH.
Asimismo, los valores de la capacidad espumante (CE) y la estabilidad de la espuma (EE) de
los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris a diferentes GH y valores de pH se muestra en
la Figura 4.47 y Figura 4.48. Para el caso de CE (%), se observa que el valor mas bajo se
obtuvo con la proteina no hidrolizada (GH 0%) a los diferentes valores de pH analizados (p
> 0,05), con excepcion de HT a GH de 20% y pH 4, con el cual no presentd diferencias
significativas (p < 0,05). Ademas, se encontr6 que, para todo el rango de pH evaluado, los
valores mas alto para la capacidad espumante se presentaron a un GH de 5% (p < 0,05) con
un rango de 106,7 + 8,3% a 168,0 £ 8,0%, luego del cual descienden a medida que GH
aumenta, mostrando una correlacion negativa con respecto al GH. En cuanto a los valores de
EE, en la Figura 4.48 se puede observar que parapH 4y 7, el valor mas alto se obtiene al GH
de 5% (p < 0,05) sin embargo los valores descienden al continuar incrementando el GH. No
obstante, para el caso de pH 10, no se encuentran diferencias significativas entre los valores

de EE (p > 0,05) para los GH 5% y 15% siendo los valores mas altos para este pH.

Este comportamiento encontrado para HT puede deberse a que la formacion de espuma
se rige por tres factores, como son el transporte, la penetracion y la reorganizacion de las
moléculas en la interfaz aire-agua, y por lo tanto para que una proteina o un péptido exhiba
buenas propiedades espumantes, debe ser capaz de migrar rapidamente a la interfaz aire-
agua, desplegandose y reorganizandose. Sin embargo, los péptidos mas pequefios que se
presentarian a los GH mas altos no tienen la resistencia necesaria para formar una pelicula
viscoelastica més fuerte alrededor de las burbujas de aire, como si lo hacen los peptidos méas
grades (Karami & Akbari-Adergani, 2019; Wouters, Rombouts, Fierens, Brijs, & Delcour,
2016). Algunos autores concuerdan con la influencia que ejerce el GH sobre las propiedades

espumante, como por ejemplo los resultados reportados por Pacheco-Aguilar, Mazorra-
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Manzano, & Ramirez-Suarez (2008) para hidrolizados de musculo de merluza del pacifico
(Merluccius productus) con Alcalasa® 0.6L, y por Gajanan et al. (2016) para hidrolizados

de espinas de baga japonesa (N. japonicus) usando papaina y bromelina.
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Figura 4.47. Capacidad Espumante (CE) de HT en funcién del GH (%) y a diferentes
valores de pH: 4 (—), 7 (—) y 10 (). Las barras representan la desviacion estandar.

Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).

De igual manera, el analisis de varianza mostré que el valor de pH presenta un efecto
significativo (p < 0.05) sobre la propiedad espumante de los hidrolizados de visceras de
trucha arcoiris. Tanto para la capacidad espumante, como para la estabilidad de la espuma,
los valores mas bajo se encontraron a pH 4 (p < 0,05), lo cual coincidié con los resultados
encontrados para solubilidad y propiedad emulsionante, y esto puede deberse a la cercania
con el punto isoeléctrico de dichas proteinas, lo cual ocasiona que la su carga neta disminuya
y por lo tanto su adsorcion en la interfaz aire — agua (Halim et al., 2016; Karami & Akbari-
Adergani, 2019). Asimismo, se encontrd que tanto para CE como para EE el valor mas alto
se presentd a GH 5% y pH 7, los cuales fueron de 168,0 + 8,0% y 86,7 + 6,3%,
respectivamente. Estos valores para HT son superiores a los reportados por Tejpal et al.
(2017) para hidrolizados de subproductos (cabeza, piel, escamas y visceras) de tilapia
(Oreochromis niloticus) con pepsina, los cuales fueron de 94,61% para CE y de 60,79% EE.

Sin embargo, fueron inferiores a los reportados por Taheri et al. (2013) para visceras de
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trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L, los cuales encontraron valores
mas altos para CE y EE de 250% y 100%, respectivamente a un pH de 6. No obstante, los
resultados obtenidos en cuanto a las propiedades espumantes de HT a GH de 5%, lo hace una

matriz interesante con potencial uso en sistemas alimentarios.
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Figura 4.48. Estabilidad de la espuma (EE) de HT en funcion del GH (%) y a diferentes
valores de pH: 4 (—), 7 () y 10 (). Las barras representan la desviacién estandar.

Diferentes letras muestran diferencias significativas (p < 0,05).
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Conclusiones

Este estudio permite aportar informacién cuantitativa y cualitativa valiosa acerca de la
hidrolisis enzimatica de proteinas de subproductos de pescado. En particular se puede afirmar

que:

El pH y la temperatura influyen significativamente sobre la actividad enzimatica de
Alcalasa® 2.4L en la reaccion de hidrdlisis de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss). Donde las condiciones de operacion Optimas para maximizar la actividad

proteolitica son pH de 8,5 y temperatura de 60 °C.

El grado de hidrdlisis de las visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
Alcalasa® 2.4L, es afectado de manera significativa por la concentracion de sustrato, la
concentracion de enzima, la concentracion de grasa y velocidad de agitacién. Sin embargo,
al superar ciertos valores de concentracion de sustrato y de velocidad de agitacion, estos
pueden inhibir la actividad de la enzima en la reaccion de hidrolisis.

Las condiciones de operacion optimas que maximizan el GH después de 6 horas de
hidrolisis de las proteinas de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
Alcalasa® 2.4L son: concentracion de sustrato de 5,45% (m/v), concentracién de enzima de
0,72 UA/g de proteina, concentracion de grasa de 5,09% (m/m) y velocidad de agitacion 102
rpm, a una temperatura y un pH de 8,5y 60 °C, respectivamente. Obteniéndose con estas
condiciones un GH de 20,48 £ 1,07%.

La cinética de la hidrdlisis de las proteinas de las visceras de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L no sigue un Unico mecanismo de reaccion, ya
que esto va a depender de las condiciones de operacion, mas especificamente de la
concentracion de sustrato. Debido a que, a bajas concentraciones de sustrato, la cinética sigue
un comportamiento Michaelis-Menten simple, pero que por encima de una concentracién

critica de sustrato esta sigue un mecanismo de inhibicion por sustrato.

Los hidrolizados generados a partir de la hidrolisis enzimética de las proteinas de las
visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L poseen propiedades

bioactivas, como capacidad antioxidante e inhibidora de la ECA, pero no capacidad
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anticoagulante. Demostrando esto que la hidrélisis enzimatica es un método efectivo para la

obtencion de péptidos bioactivos.

El incremento de GH mejora las actividades antioxidante e inhibidora de la ECA de los

hidrolizados de las visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

El peso molecular de los péptidos afecta la actividad antioxidante e inhibidora de la ECA
de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), encontrandose que

las mayores actividades se presentan en la fraccion menor a 3 kDa (HT-F4).

El proceso de ultrafiltracion en serie de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L, genera un aumento en la concentracion de los
dipéptidos antioxidantes anserina y carnosina, encontrandose los valores mas altos en la
fraccion HT-F4.

La digestion Gl in vitro no altera la capacidad de secuestro de radicales ROO* e inhibicion
de la ECA de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), sin
embargo, ocasiona un aumento en las capacidades de inhibicion de radicales *OH, secuestro
de radicales ABTS y reduccion del complejo férrico (FRAP) de dichos hidrolizados.

El proceso de digestién GI in vitro de las visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) genera péptidos con actividad antioxidante e inhibidora de la ECA, indicando que

esta metodologia libera péptidos bioactivos que estan encriptados en la proteina nativas.

Parte de los péptidos bioactivos presentes en los hidrolizados de visceras de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L lograron atravesar en cierta proporcion

la monocapa de células Caco-2/TC7, que simula la pared intestinal.

El proceso de hidrolisis de las visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con
Alcalasa® 2.4L previo a una digestion Gl simulada, puede mejorar la bioactividad y posible
bioaccesibilidad de las proteinas contenidas en VT, debido a que se liberan nuevos péptidos

con efectos bioldgicos mas fuertes y con potencial absorcién intestinal.
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Conclusiones

El proceso de hidrolisis enzimatica mejora las propiedades funcionales como solubilidad,
capacidad emulsionante, estabilidad de la emulsién, capacidad espumante y estabilidad de la

espuma de las proteinas contenidas en VT.

El GH y el pH influyen significativamente sobre las propiedades funcionales de las
proteinas de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Donde
los valores mas bajos se presentan a pH 4. Asimismo, los valores mas altos para las
propiedades emulsionantes y espumantes se dan a GH bajos (5%), contrario a la propiedad

solubilidad, donde sus mayores valores se presentan a GH altos (20%).

Los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa®
2.4L representan una fuente econdmica y segura, en cuanto a su carga microbioldgica y
contenido de metales, con potencial de ser ampliamente utilizados como ingredientes en
alimentos nutracéuticos o en productos farmacéuticos de uso terapéutico, gracias a sus

propiedades bioactivas y funcionales.
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Recomendaciones

Con la presente investigacion se abren diversas oportunidades para profundizar en las
caracteristicas y aplicaciones de los hidrolizados enzimaticos de proteinas de visceras de

trucha arcoiris, las cuales pueden incentivar futuras investigaciones, como, por ejemplo:

Continuar con la evaluacion de otras actividades bioldgicas, tales como: antimicrobianas,
anticancerigenas, antienvejecimiento, etc. Para completar las importantes caracteristicas de

los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris.

Profundizar en el estudio de las actividades antioxidante y antihipertensiva de los
péptidos presentes en HT-F4 (menores a 3 kDa), evaluando su accidn sobre distintos sistemas

ex vivo y cultivos celulares.

Identificar las secuencias de los péptidos presentes en HT-F4 asociado con las mayores
actividades antioxidante e inhibidora de la ECA. Asimismo, evaluar las bioactividades y la
bioaccesibilidad que presenta cada uno de estos péptidos, con el fin de determinar si estos

actuan mejor de forma aislada o sinérgicamente en la mezcla.

Investigar los posibles mecanismos de accion de los péptidos que muestran alta actividad
antioxidante e inhibidora de la ECA, para determinar la relacion estructura-actividad de estos
péptidos.

Identificar los nuevos péptidos generados a partir de los hidrolizados de visceras de trucha
arcoiris por accion de las peptidasas del borde en cepillo, tanto a nivel de la mucosa intestinal

como a nivel sistémico para aquellas que logran ser absorbidas, y evaluar su bioactividad.

Realizar estudios in vivo para determinar los efectos, la biodisponibilidad, las
concentraciones plasmaticas 6ptimas y la farmacocinética de los péptidos menores a 3 kDa
de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris con actividades antioxidantes y

antihipertensivas.

Estudiar el uso de los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris como ingredientes en

alimentos nutracéuticos o en productos farmaceéuticos, evaluando requisitos como: seguridad
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de consumo, sabor, biodisponibilidad y estabilidad. Asimismo, estudiar la implementacion
de métodos como la microencapsulacion con el objetivo de reducir el sabor amargo que

pueden tener los hidrolizados enzimaticos, asi como mejorar su estabilidad y absorcion.

Implementar un sistema de reactor de hidrdlisis enziméatica acoplado a membranas de
ultrafiltracion para produccion en continuo, como método mas eficiente y econdmico para la

produccidn de péptidos bioactivos a partir de las proteinas de visceras de trucha arcoiris.
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Anexo |I. Curvas dosis-respuesta para la actividad ORAC de las fracciones de HT
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Anexo Il. Curvas dosis-respuesta para la actividad HORAC de las fracciones de HT

100

80

+*»

60 - ®
L J

Inhibicién (%)

& y=28772In(x) +4,1188
R2=0,9838

¢

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Concentraciéon de HT (mg/mL)

50 -
C
40 - *
S 9
230
'S &
8 20 - 4
= y = 18,374In(x) + 2,5778
10 - ¢ R2 = 0,9782
0 : . . .
000 200 400 600 800

Concentracion de HT-F2 (mg/mL)

Inhibicién (%)

Inhibicién (%)

25 -
5 $
20 - PS
15
10 - 4 y = 9,468In(x) + 6,9739
R2=0,9812
13
O T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00
Concentracion de HT-F1 (mg/mL)
40
D
30 - $
p 4
20 - .
& y = 14,892In(x) - 6,8231
10 - .4 R? = 0,9929
O T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00

Concentracion de HT-F3 (mg/mL)

y =31,077In(x) - 14,99

R?=0,9851

80 -
E
/'o\ 60 N
S
S
2 40 -
o
=
= 20 - »
¢
0 .
0,00 5,00

10,00 15,00

Concentracion de HT-F4 (mg/mL)

A. Hidrolizado (GH 20%); B. MW > 100 kDa; C. MW 100 — 10 kDa; D. MW 10 — 3 kDa;

E. MW < 3 kDa.

222



	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. Planteamiento del Problema
	1.2. Objetivos
	1.2.1. Objetivo General
	1.2.2. Objetivos Específicos


	2. MARCO TEÓRICO
	2.1. Trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss)
	2.1.1. Generalidades
	2.1.2. Producción

	2.2. Subproductos acuícolas
	2.3. Producción de hidrolizados de proteínas de subproductos acuícolas
	2.3.1. Hidrólisis enzimática de proteínas
	2.3.2. Medición de la extensión de la hidrólisis enzimática de proteínas
	2.3.3. Modelado cinético de la hidrólisis enzimática de proteínas
	2.3.4. Procesos de purificación de hidrolizados enzimáticos de proteínas
	2.3.4.1. Tecnología de separación por membrana
	2.3.4.2. Técnicas de separación cromatográficas


	2.4. Propiedades bioactivas de los hidrolizados de proteínas de subproductos acuícolas
	2.4.1. Propiedades antioxidantes
	2.4.2. Propiedades antihipertensivas
	2.4.3. Propiedades anticoagulantes

	2.5. Bioaccesibilidad de los péptidos bioactivos de los hidrolizados de proteínas de subproductos acuícolas
	2.5.1. Modelos de digestión gastrointestinal in vitro
	2.5.2. Modelos celulares Caco-2

	2.6. Proteínas funcionales de los hidrolizados de proteínas de subproductos acuícolas
	2.6.1. Solubilidad de proteínas
	2.6.2. Propiedades emulsionantes
	2.6.3. Propiedades espumantes


	3. METODOLOGÍA
	3.1. Manejo del sustrato
	3.2. Enzimas y reactivos
	3.3. Métodos Analíticos
	3.3.1. Análisis Proximal
	3.3.1.1. Humedad y cenizas

	3.3.2. Cuantificación de metales pesados
	3.3.3. Análisis Microbiológicos
	3.3.4. Determinación de composición de aminoácidos
	3.3.5. Determinación de dipéptidos de Histidina (Anserina y Carnosina)
	3.3.6. Determinación de la actividad enzimática
	3.3.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
	3.3.8. Cromatografía de exclusión molecular (filtración en gel)

	3.4. Proceso de Hidrólisis Enzimática
	3.4.1. Efecto del pH y la temperatura en la actividad proteolítica de la Alcalasa® 2.4L
	3.4.2. Proceso de hidrólisis enzimática de vísceras de trucha arcoíris
	3.4.3. Determinación del Grado de hidrólisis (GH)
	3.4.4. Determinación del número total de enlaces peptídicos (htot)
	3.4.5. Efecto de la concentración de sustrato, concentración de enzima y temperatura sobre la hidrólisis enzimática de las vísceras de trucha arcoíris
	3.4.6. Efecto de la concentración de grasa y la velocidad de agitación sobre la hidrólisis enzimática de las vísceras de trucha arcoíris

	3.5. Modelado de la cinética de hidrólisis enzimática de vísceras de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss)
	3.5.1. Determinación de parámetros cinéticos
	3.5.1.1. Constantes cinéticas de Michaelis-Menten
	3.5.1.2. Inhibición por sustrato
	3.5.1.3. Inhibición por producto
	3.5.1.4. Constantes cinéticas de inactivación térmica de la enzima

	3.5.2. Modelos cinéticos

	3.6. Evaluación de Propiedades Bioactivas
	3.6.1. Actividad antioxidante
	3.6.1.1. Método ORAC (Capacidad de absorción de radicales de oxígeno)
	3.6.1.2. Método HORAC (Capacidad de inhibición del radical hidroxilo)
	3.6.1.3. Método ABTS (Captación de captación del catión radical ABTS•+)
	3.6.1.4. Método FRAP (Poder antioxidante férrico reductor)

	3.6.2. Actividad Inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
	3.6.3. Actividad anticoagulante
	3.6.3.1. Tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT)
	3.6.3.2. Tiempo de protrombina (PT)


	3.7. Evaluación de la bioaccesibilidad
	3.7.1. Simulación de la Digestión Gastrointestinal
	3.7.1.1. Método estandarizado de digestión estática in vitro
	3.7.1.2. Determinación del grado de hidrólisis por el método TNBS

	3.7.2. Simulación de la absorción intestinal
	3.7.2.1. Cultivo de células Caco-2/TC7
	3.7.2.2. Ensayo de citotoxicidad celular
	3.7.2.3. Monocapa de células Caco-2/TC7
	3.7.2.4. Determinación de la actividad transportadora


	3.8. Fraccionamiento de Hidrolizados de vísceras de trucha arcoíris
	3.8.1. Fraccionamiento por membranas de ultrafiltración
	3.8.2. Separación Cromatografía de exclusión molecular (FPLC)

	3.9. Evaluación de Propiedades Funcionales
	3.9.1. Solubilidad de proteínas
	3.9.2. Propiedades emulsionantes
	3.9.3. Propiedades espumantes

	3.10. Análisis Estadístico

	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1. Caracterización de las vísceras de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) y sus hidrolizados enzimáticos
	4.1.1. Pretratamiento de las vísceras de trucha arcoíris
	4.1.2. Composición proximal
	4.1.3. Calidad microbiológica
	4.1.4. Contenido de metales pesados
	4.1.5. Número total de enlaces peptídicos (htot)

	4.2. Optimización de la hidrólisis enzimática de las vísceras de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) con Alcalasa® 2.4L
	4.2.1. Efecto de pH y temperatura en la actividad proteolítica de la Alcalasa® 2.4L
	4.2.2. Efecto de la concentración de sustrato, concentración de enzima y temperatura sobre la hidrólisis enzimática de las vísceras de trucha arcoíris.
	4.2.3. Efecto de la concentración de grasa y velocidad de agitación sobre la hidrólisis enzimática de las vísceras de trucha arcoíris.

	4.3. Caracterización de los hidrolizados enzimáticos de vísceras de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss)
	4.3.1. Composición proximal
	4.3.2. Calidad microbiológica
	4.3.3. Contenido de metales pesados
	4.3.4. Composición de aminoácidos
	4.3.5. Composición polipeptídica

	4.4. Modelado cinético de la hidrólisis enzimática de vísceras de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss)
	4.4.1. Determinación de parámetros cinéticos
	4.4.2. Evaluación de modelos cinéticos

	4.5. Evaluación de la actividad antioxidante de los hidrolizados de vísceras de trucha arcoíris con Alcalasa® 2.4L (HT)
	4.5.1. Influencia del GH sobre la actividad antioxidante de los hidrolizados
	4.5.2. Impacto del fraccionamiento de los hidrolizados sobre la actividad antioxidante

	4.6. Evaluación de la actividad inhibidora de la ECA de los hidrolizados de vísceras de trucha arcoíris con Alcalasa® 2.4L (HT)
	4.6.1. Influencia del GH sobre la actividad IECA de los hidrolizados
	4.6.2. Impacto del fraccionamiento sobre la actividad IECA de los hidrolizados

	4.7. Evaluación de la actividad anticoagulante de los hidrolizados de vísceras de trucha arcoíris con Alcalasa® 2.4L (HT)
	4.7.1. Influencia del GH sobre la actividad anticoagulante de los hidrolizados

	4.8. Evaluación de la bioaccesibilidad de los hidrolizados de vísceras de trucha arcoíris con Alcalasa® 2.4L (HT)
	4.8.1. Digestión gastrointestinal in vitro de VT y HT
	4.8.2. Efecto de la digestión gastrointestinal in vitro sobre las propiedades bioactivas de VT y HT
	4.8.3. Determinación de dipéptidos de Histidina (Carnosina y Anserina)
	4.8.4. Fraccionamiento FPLC de VTD y HTD
	4.8.5. Simulación de la absorción intestinal de los hidrolizados de vísceras de trucha arcoíris sobre células Caco-2/TC7
	4.8.5.1. Simulación de la absorción intestinal de HT y sus fracciones HT-F3 y HT-F4
	4.8.5.2. Simulación de la absorción intestinal de HTD y sus fracciones HTD-23 y HTD-28
	4.8.5.3. Simulación de la absorción intestinal de VTD y sus fracciones VTD-28 y VTD-31


	4.9. Estudio de las propiedades funcionales de los hidrolizados de vísceras de trucha arcoíris con Alcalasa® 2.4L (HT)
	4.9.1. Influencia del GH y el pH sobre la solubilidad de las proteínas de los hidrolizados
	4.9.2. Influencia del GH y el pH sobre las propiedades emulsionantes de los hidrolizados
	4.9.3. Influencia del GH y el pH sobre las propiedades espumantes de los hidrolizados


	5. CONCLUSIONES
	6. RECOMENDACIONES
	7. REFERENCIAS
	8. ANEXOS
	Anexo I. Curvas dosis-respuesta para la actividad ORAC de las fracciones de HT
	Anexo II. Curvas dosis-respuesta para la actividad HORAC de las fracciones de HT


