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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antioxidante, quelante de metales y anticoagulante de
hidrolizados preparados con hoja de yuca variedad venezolana. Se realizd hidrélisis enzimatica con cuatro
proteasas (Alcalasa 2.4 L®, Flavourzyme®, Neutrasa 0.8L® y Protamex ®). La actividad antioxidante fue medida
por métodos basados en transferencia de &tomos de hidrégeno y en transferencia de electrones. Se evalué
la actividad quelante de metales y se midi6 la actividad anticoagulante mediante tiempo de protrombina (TP)
y tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA). Los resultados mostraron que la actividad antioxidante
fue mayor para Alcalasa 2.4L® por la mayoria de los métodos. La actividad quelante de hierro fue mayor para
Flavourzyme® y Protamex® y la quelante de calcio no supero el 6.6%. La actividad anticoagulante medida por
TTPA fue mayor para Alcalasa 2.4L°®. Se concluye que mediante hidrdlisis enzimatica preparada con hoja de
yuca es posible obtener hidrolizados con actividad biolégica usando enzimas de origen microbiano.
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Biological activity of Venezuelan variety cassava leaf
hydrolyzates obtained by using different microbial enzymes

Abstract

The objective of this study was to evaluate antioxidant, metal chelating, and anticoagulant activity of
hydrolysates prepared with Venezuelan variety cassava leaf. Enzymatic hydrolysis was performed with four
proteases (Alcalase 2.4 L® Flavourzyme®, Neutrase 0.8L®, and Protamex®). Antioxidant activity was
measured by hydrogen atom transfer-based methods and electron transfer-based methods. Metal chelating
activity was assessed and anticoagulant activity was measured by prothrombin time (PT) and activated partial
thromboplastin time (APTT). The results showed that antioxidant activity was highest for Alcalase 2.4L® by
most methods. Iron chelating activity was highest for Flavourzyme® and Protamex®. The calcium chelator did
not exceed 6.6%. The anticoagulant activity measured by APTT was highest for Alcalase 2.4L°. Itis concluded
that hydrolysates having biological activity can be obtained successfully by enzymatic hydrolysis of cassava
leaf by using enzymes of microbial origin.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, los recursos vegetales han atraido la atencion como una fuente alternativa de
compuestos bioactivos debido al bajo costo y buena calidad nutricional que poseen ( Esfandi et al., 2019). La
yuca (Manihot esculenta Crantz) es una importante fuente de alimento para muchos paises, ha ido ganando
cada vez mas importancia en los ultimos afios, en términos de produccion y uso en alimentacion humana
(Benitez et al., 2008). A partir de la planta de yuca se obtiene principalmente dos productos las raices (50%)
y las hojas (10%). Durante el cultivo, la produccion de hojas puede alcanzar aproximadamente dos t de materia
seca por ha y se estima que a nivel mundial se producen aproximadamente 49 millones de t de hoja al afio,
considerados como desechos agroindustriales o subproductos.

La hoja de yuca es considerada uno de los recursos vegetales con mayor contenido de proteina con alta
calidad bioldgica, ya que sus aminoacidos esenciales son similares a los del huevo de gallina (Da Silva et al.,
2012), las hojas de espinaca (Jin et al., 2016), el grano de avenay el arroz (Ortiz-Martinez et al., 2014). La
hoja de yuca como fuente proteica ha mostrado alto grado de digestibilidad en dietas para consumo humano
(Giraldo et al., 2008), aporta buenas caracteristicas bioquimicas a los huevos de aves alimentadas con dietas
a base de hojas de yuca (Achidi et al., 2008) y se ha usado en dietas para cerdos (Castellanos et al., 1994).
Por su alto contenido de proteina y bajo costo por ser considerado un subproducto la hoja de yuca puede ser
considerada como una buena fuente de péptidos bioactivos.

Los péptidos bioldgicamente activos se definen como fragmentos de proteinas que permanecen inactivos en
la secuencia de sus precursores, tienen un tamafo de 2 a 20 aminoacidos y masas moleculares de menos
de 6000 Da (Tkaczewska, 2020). Estos fragmentos una vez liberada pueden interactuar con ciertos receptores
y regular funciones fisiolodgicas del organismo, con lo que pueden expresar algun tipo de efecto sobre el
comportamiento metabolico favoreciendo ciertas condiciones de salud (Tkaczewska 2020). Los péptidos
bioactivos son obtenidos por tratamiento con acidos, enzimas y fermentacion (Urbizo-Reyes et al., 2019). La
hidrélisis enzimatica produce cambios moleculares en las proteinas, que se ven reflejados en el mejoramiento
de las propiedades funcionales y biolégicas, con respecto a la proteina nativa (Urbizo-Reyes et al., 2019),
ademas, usa condiciones moderadas que no causan dafios a los aminoéacidos (Giraldo et al., 2008).

Los hidrolizados de proteinas han sido ampliamente estudiados, por ser considerados seguros, saludables,
de bajo costo y potencialmente bioactivos. Es asi como diversos vegetales se han usado para producir
hidrolizados con actividad biol6gica, entre las que se encuentra la actividad antioxidante de hidrolizados de
proteinas de gluten de maiz (Jin et al., 2016), arroz y garbanzo (Zhang et al., 2010), cebada y linaza (Kulczyk
et al., 2016). También se han obtenido péptidos con actividades asociadas a la antioxidante, como son la
antihipertensiva de granos de trigo (Wu et al., 2016) y quelante de metales en hidrolizados de proteina de
salvado de avena ( Esfandi et al., 2019).

Se han usado diferentes proteasas para la hidrélisis de proteinas de fuentes vegetales, entre las que se cuenta
Alcalasa® (Wu et al., 2016), Flavourzyme® (Kulczyk et al., 2016), Neutrasa® (Zhang et al., 2010), Protamex®
(Zhou et al., 2016) y la combinacién secuencial de ellas (Jin et al., 2016). El tipo de proteasa afecta la calidad
y cantidad de los péptidos obtenidos, por lo que el tratamiento de las proteinas con diferentes proteasas
produce varios tipos de hidrolizados que exhiben diversas actividades biologicas. Flavourzyme® es una
mezcla de enzimas con actividades endo y exopeptidasa, que tiene una amplia especificidad para producir
péptidos de pequeiio tamarfio y aminoéacidos libres. Mientras endopeptidasas como la Alcalasa® y la Neutrasa®
dividen los enlaces peptidicos en el interior de la cadena de polipéptidos liberando péptidos de tamafio
pequefios y medianos (de Castro et al., 2017), por su lado, la Protamex® es una endopeptidasa usada para
la extraccién de proteinas animales (Zhou et al., 2016). Sin embargo, son escasos los estudios que han
evaluado la actividad biol6gica de extractos ricos en proteinas provenientes de material vegetal como las
hojas, es por esto que el objetivo del presente estudio fue evaluar actividad antioxidante, quelante de metales
y anticoagulante de hidrolizados preparados con hoja de yuca variedad Venezolana.

MATERIALES Y METODOS

La materia prima fue la hoja de yuca, las cuales fueron obtenidas de cultivos de yuca de la variedad
Venezolana mayor a 6 meses de cultivo en la etapa de maximo crecimiento, en la cual se lleva a cabo la
mayor produccion de biomasa (tallos y hojas) y alcanza el mayor indice de area foliar. Las hojas fueron
obtenidas en el departamento de sucre Colombia, es una zona de bosque seco tropical, bajo condiciones
ambientales que se distribuyen entre los 0-1000 msnm de altitud, presenta temperaturas superiores a los 24
° C (piso térmico célido) y precipitaciones entre los 700 y 2000 mm anuales, con uno o dos periodos marcados
de sequia al afio.
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Pretratamiento de la hoja de yuca

Las hojas de yuca fueron separadas del tallo, descartando las que estaban deterioradas. Luego, se
sometieron al tratamiento reportado por Bradbury y Denton (2014), con algunas modificaciones. Inicialmente
fueron molidas en un procesador de alimentos (Oster, Colombia), luego 100 g de hojas molidas fueron
mezcladas con 1000 mL de agua destilada a 90°C en agitacion durante 5 min, proceso que se repitio tres
veces. Luego las hojas fueron secadas en estufa de aire (Thermofisher, EE. UU.) a 50°C por 6 horas. Las
hojas obtenidas del anterior proceso fueron molidas en un procesador de alimentos (NutriBullet, EE. UU.),
luego fueron tamizadas para obtener harina con tamafio de particula de180 pm.

Composicién proximal

La caracterizacion fisicoquimica de la harina de hoja de yuca fue realizada siguiendo los métodos oficiales de
la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos (AOAC, 2000). El contenido de humedad se determind en
estufa de aire caliente a 105 ° C hasta peso constante segin la norma AOAC 930.0. El extracto etéreo se
determind por extraccion Soxhlet por 4 horas segin la AOAC 930.09. La proteina bruta por el método de
Kjeldahl usando el factor 6.25 se determiné segin la AOAC 978.04 y el contenido de cenizas se determino
mediante Calcinacion a 550°C por 4 horas segin la AOAC 930.05. El rendimiento de proteina extraida (E,%)
fue calculado como se indica en la ecuacion 1 (Braspaiboon et al., 2020):

g de proteinas soluble en el extracto acuoso

x 100% 1)

- g de proteina inicial en la harina de hojas de yuca

Actividad enzimética

La actividad catalitica de la Alcalasa 2.4 L®, Flavourzyme®, Neutrasa 0.8L® y Protamex® fue determinada
mediante un analisis estandar usando caseina como sustrato, segin la metodologia descrita por Cheung et
al. (2012). En este analisis, una unidad de actividad es representada por una produccién de color equivalente
a 1 umol de tirosina por min a pH 7.5y 37°C. Para esto, una alicuota de 100 pL de cada enzima fue incubada
con 500 pL de solucién de caseina 0.65 %, durante 10 min a 37°C. La reaccién fue detenida adicionando 500
ML de solucién de acido tricloro acético (110 mM) y la mezcla fue centrifugada a 10000g por 10 min, luego
200 uL del sobrenadante fueron tomados y mezclados con 500 pL de carbonato de sodio (Na2COs) 0.5 M y
100 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu 0.5 M. Esta Ultima reaccién fue incubada a 37°C por 30 miny la
absorbancia fue leida a 660 nm en un espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermofisher, EE. UU.).
Como patron fue empleada una curva estandar de solucion de tirosina entre 0-200 mg/L. Como control
negativo fueron usadas las enzimas inactivas mediante calor a 90 °C por 10 min. Los célculos se realizan
como se muestra en las ecuaciones 2 y 3. La actividad enzimatica se expresa en unidades/g de proteina.

unidades _ pmoles de equivalentes de tirosina liberadosxVr
mL enzima VeXtxVg (2)
. unidades
unidades _ mLenzima
gdeproteina  BProteina 3)

mL enzima

Donde Vt es el volumen total del ensayo (mL); Vc es el volumen usado en la determinacion colorimétrica (mL);
t es el tiempo de reaccién de las enzimas (min); Ve es el volumen de enzima usado para el ensayo (mL).

Hidrolisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica fue realizada en un reactor de vidrio con chaqueta de recirculacion de agua con control
de temperatura y agitacion. Una dispersion acuosa de harina de hoja de yuca, con 4 g de proteina/L, fue
equilibrada a la temperaturay pH de trabajo como se muestra en la Tabla 1 durante 40 min. El pH fue ajustado
con hidréxido de sodio (NaOH) 0.5 M.

Tabla 1: Condiciones de hidrdlisis: enzima, temperatura y pH.

Enzima Temperatura (°C) pH
Alcalasa 2.4L® 50 9.0
Neutrasa 0.8L® 50 7.0
Protamex® 50 8.0
Flavourzyme® 50 8.0
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Luego, la hidrdlisis enzimatica fue iniciada con la adicién de la enzima, manteniendo la relacion enzima:
sustrato de 0.1 unidades de enzima/g proteina. El volumen de reaccion fue 500 mL, el control de pH y
temperatura fueron censados con un electrodo combinado de vidrio, conectado a un Titrando 842 (Metrohm,
Suiza), operado por un ordenador (software Tiamo 1.2.3). Al final de cada ensayo el medio de reaccion fue
llevado a 90 °C por 10 min para detener la hidrdlisis, el hidrolizado fue centrifugado a 6800g durante 10 min
para precipitar la fraccion no hidrolizada. Al sobrenadante acuoso recuperado, se le ajusto el pH a 7, para
luego liofilizarlo y guardarlo a - 20°C, hasta el analisis.

El grado de hidrdlisis (GH, %) fue calculado a partir de la cantidad de la base consumida por ensayo pH-stat,
siguiendo la Ecuacion 4, 5y 6 (Adler-Nissen, 1986).

h

%X 100% = B X Nb X = X — x —— x 100% (4)

htot «  Mp  hror

GH =

_ _1oPHTPE (5)
" (1+10PH-PK)
(298-T)

pK = 7.8 + ——= x 2400 (6)

(298xT)

Donde B es el consumo de base en mL; Nb es la normalidad de la base; a es el grado medio de disociacién
de los grupos a -NH 2; Mp es la masa de la proteina (N x 6.25) en g; h los equivalentes de hidrolisis en meqv/g
de proteina, y hror es el nimero total de enlaces peptidicos en el sustrato de proteina 7.8 meqv/g de proteina,
el cual fue calculado a partir del andlisis de aminoacidos, T es la temperatura (K).

Andlisis de aminoacidos

La composicién de aminoacidos de las muestras la harina de hoja de yuca fue determinada después de la
hidrdlisis acida en acido clorhidrico (HCI) 6 N a 110 ° C durante 6 h. La solucién fue llevada a temperatura
ambiente vy filtrada a través de una membrana de celulosa de tamafio de poro de 0,22 ym. El analisis
cuantitativo de aminoéacidos fue realizado por medio de derivatizacién usando o-ftalaldehido (OPA) para
aminoacidos primarios y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC) para aminoacidos secundarios, para lo cual, los
primeros fueron monitoreados a 338 nm y los segundos a 262 nm. Fue usado cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (CLAR) o en ingles High Performance Liquid Chromatography (HPLC) serie 1200 sistema binario
(Agilent, EE. UU.). La separacion fue realizada con una columna Zorbax Eclipse AAA-C18 Analitica, 4,6*150
mm, 5 um (Agilent, EE. UU.). Las concentraciones de aminoacidos de las muestras fueron calculadas a partir
de curvas de calibracion realizadas para cada aminoacido (Gomez et al., 2019).

hror es el nimero de enlaces peptidicos por gramo de proteina y tiene unidades de meq aminoacidos/g
proteina. Este nimero fue calculado a partir de la composicién de aminoacidos como la suma de las
concentraciones (mmol de aminoéacido/g proteina)) de cada aminoacido. Estas concentraciones fueron
obtenidas del analisis de aminoacidos, en el que las concentraciones generalmente fueron dadas como g por
100 g de proteina (16 g N usando el factor estandar 6.25) (Adler-Nissen, 1986). Es posible calcular htot de la
concentracion de cada aminoacido usando las ecuaciones 7 y 8.

hTOT:@*(1+Fi)*1000 )
[Ai] (8)
Fi = o=5——=* (PM);

El hrot fue calculado usando el aminoéacido serina, ya que en las reacciones la serina muestra una respuesta
muy cercana a la respuesta promedio de aminoacidos.

Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (CARO)

50 L de hidrolizado o 75 uL de buffer fosfato de sodio 0.075 M pH7 como control fueron mezclados con 50
uL de fluoresceina (78 nM) en una placa negra de 96 pozos, seguido de incubacién a 37 °C durante 15 min y
25 uL de Dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH) 221 mM fueron agregado a la mezcla
de reaccion. La fluorescencia fue medida cada minuto durante 120 minutos con un lector de placas Varioskan,
(Thermofisher, EE. UU.), Excitacién: 485 nm y Emision: 535 nm.
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Capacidad antioxidante equivante Trolox (CAET)

Fue determinado de acuerdo a Esteve et al. (2015) con algunas modificaciones, la solucion madre de ABTS®*
fue preparada mezclando una solucién 7.4 mM de &cido 2'2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfonico | (ABTS)
y solucion de persulfato de potasio 2.6 mM, en tampén fosfato 10 mM (pH 7.4), fueron encubadas en la
oscuridad durante 16 h. La solucién de ABTS®* fresca fue preparada mezclando la solucion madre de ABTS®*
en tampon fosfato 10 mM (pH 7.4) para alcanzar la absorbancia de 0.7 £ 0.02. a 734 nm. Luego, en una
microplaca de 96 pozos fue mezclado 20 uL de hidrolizado o buffer fosfasto para el control con 180 uL de
solucion fresca de ABTS®*, después, la mezcla de reacciéon fue encubada en oscuridad durante 1 h, la
absorbancia se midié a 734 nm con un lector de placas Varioskan (Thermofisher, EE. UU.). Como patron fue
empleada una curva estandar de solucion acuosa de Trolox entre 0 — 300 M. Los resultados fueron

expresados como pmol equivalente trolox/g hidrolizado seco (umol ET/g).
Poder antioxidante reductor de iones férricos (FRAP)

La solucion FRAP fue preparada en una proporcién 1:1:10 de tripiridiltriazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40 mM,
Cloruro ferrico (lll) 20 mM y buffer acetato 0.3 mM, pH 3.6. La solucion FRAP fue encubada durante 20 min a
37 °C. En una microplaca de 96 pozos fue adicionado 25 pL de hidrolizado o buffer acetato como control méas
175 pL de solucion FRAP fresca. Luego, fue incubada durante 30 min a 37 °C, la absorbancia fue medida a
595 nm con un lector de placas Varioskan (Thermofisher, EE.UU.) (Gémez et al., 2019). ). Como patrén fue
empleada una curva estandar de solucion acuosa de Trolox entre 0 — 500 M. Los resultados fueron
expresados como pumol ET/g.

Actividad blanqueamiento de crocin (ABC)

Fue realizado siguiendo el método descrito por Gomez et al. (2019) con algunas modificaciones. Las
soluciones de crocin 100 uM y 2,2'-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) 18.5mM fueron
preparadas justo antes de usar, en buffer fosfato salino (0.01 M-0.12 M NacCl, pH 7.4). 400 uL de la solucion
de crocin fueron mezclados con 200 pL de buffer o hidrolizado (1 mg/mL). La reaccion fue iniciada con la
adicién de 400 pL de la solucion AAPH (precalentada por 5 min a 37°C). La mezcla fue agitada 30 s y la
absorbancia del tiempo cero fue medida a 442 nm. La mezcla fue incubada durante 20 min y la absorbancia
fue nuevamente medida a 442 nm espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermofisher, EE. UU.). El
célculo del porcentaje de inhibicién del valor de blanqueo de crocin (%lInh), fue realizado segun la ecn. (9).

%Inh = [(44, — 44)/4A,] x 100 9)

En esta ecuacion, AAp y AA es el cambio en la absorbancia del tiempo 0 a los 20 min, en ausencia y presencia
de la muestra, respectivamente.

Ensayo de capacidad de quelacion del Fe?*

La actividad quelante de Fe?* fue medida segin Zhang et al. (2014). La mezcla de reaccién contenia 1000
pL de solucion de hidrolizado (0.5 g/ml), 40 uL de ferrozina al 97%, 20 uL de sulfato ferroso (FeSO4) 2 mM.
La mezcla fue agitada vigorosamente por 10 segundos, debe ser incubada a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 10 min. La absorbancia fue leida a 565 nm espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis
(Thermofisher, EE. UU.). La capacidad de quelante de Fe?*fue calculada utilizando la ecuacion 10.

abs blanco—abs muestra

% quelante de hierro = ( ) *100% (10)

abs blanco

El aumento de la autooxidacion se correlaciona con el aumento del pH de la solucidn de reaccion (Tkaczewska
et al., 2020), por lo que es importante que las mezclas de reaccion tengan el mismo pH, en tal sentido, para
todos los hidrolizados en este estudio el pH fue ajustado a 7.

Capacidad de union al calcio.

Los hidrolizados fueron mezclados hasta una concentracion final de 2 g/L con buffer fosfato de sodio (0.2 M,
pH 8) con exceso de cloruro de calcio (CaCl2) 5mM. La solucion fue agitada a 200 rpm durante 30 min a
temperatura ambiente y posteriormente fue centrifugada a 10000g por 10 min con el fin de remover las sales
de fosfato de calcio insoluble. El contenido de calcio del sobrenadante fue determinado usando un método
colorimétrico con el reactivo de complexona orto-cresolftaleina leyendo la absorbancia a 570 nm
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermofisher, EE. UU.) (Zhao et al., 2014).

Informacién Tecnoldgica — Vol. 33 N° 2 — 2022 81



Actividad bioldgica de hidrolizados de hoja de yuca variedad venezolana obtenidos con diferentes enzimas Suarez

Ensayo de anticoagulacion

Muestras de sangre de 4 voluntarios humanos saludables fueron recogidas en tubos con citrato de sodio
(3.2%) y agrupadas. La sangre fue separada por centrifugacion a 2800 por g durante 15 min para obtener el
plasma pobre en plaguetas (PPP). Todos los andlisis de coagulacion fueron realizados usando un analizador
de coagulacién (GMI, EE.UU.) y kits de diagnostico, siguiendo la metodologia descrita por Ktari et al.(2020)
con algunas modificaciones. Las pruebas fueron realizadas por triplicado. Los hidrolizados fueron analizados
a una concentracion de 1 mg /mL y agua destilada como control.

Para el Tiempo de protrombina (TP) fueron adicionados 70 pL de PPP y 30 pL de muestra fueron incubados
a 37°C por 3 min. Luego, 200 pL del reactivo TP fueron adicionados y el tiempo de formacién del coagulo fue
registrado. El Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) 70 uL de PPP con 30 pL de la muestra
fueron encubados a 37°C por 2 miny 100 pL del reactivo TTPA fueron mezclados e incubado 5 min. El tiempo
de coagulacion fue registrado inmediatamente después de la adicion de 100 pL de CaClz 25 mM.

ANALISIS Y RESULTADOS

En la Tabla 2 se muestran los resultados del andlisis bromatoldgico de la harina de hoja de yuca variedad
Venezolana.

Caracterizacion de hojas de yuca

En la Tabla 2 se observa que la harina de hoja de yuca tiene una humedad por debajo del 11% lo que ayuda
a que no haya un crecimiento microbiano acelerado. El contenido de cenizas y extracto etéreo estuvo por
debajo de los valores encontrados por Achidi et al.(2008) y con valores entre el 6 -7% para cada uno de estos
componentes, respectivamente. Se observa que la proteina de la harina de hoja de yuca evaluada esta por
encima de los valores reportados por Castellanos et al.(1994) de 17.7%.Mientras que los carbohidratos
representan la mayor parte de su composicion debido a la parte fibrosa.

Tabla 2: Caracterizacion fisicoquimica de harina
de hojas de yuca variedad Venezolana.

Composicion fisicoquimica
Humedad (%) 6.47+0.13
Cenizas (%) 4.87+0.19
Extracto etéreo (%) 5.12+0.08
Proteina (%) 26.73+0.26
Carbohidratos (%) 56,81

En la Tabla 3 se muestra el contenido de aminoacidos de la harina de hojas de yuca donde se evidencia que
los aminoacidos en mayor proporcién fueron Tyr, Cit, Glu, Asp, Lys y lle. Mientras que His, Met, y Lys
presentaron valores similares a los reportados por Urribarri et al.(2009) para hojas de yuca variedad
Tempranita. La presencia de aminoacidos hidrofébicos como Phe, Ala, Leu en las hojas de yuca, indica que
es probable encontrar alta actividad antioxidante en los hidrolizados, ademas, es mas probable que sea
hidrolizado por enzimas como la Alcalasa® que prefiere el lado carboxi de los residuos hidrofébicos (Wu et al.,
2016). Por ejemplo, para CARO se ha reportado que la exposicién durante la hidrélisis de residuos como Gly,
Ala, lle, Trp, Tyr y Met, puede aumentar las interacciones hidrofébicas de los péptidos con agentes oxidantes
(Urbizo-Reyes et al., 2019).

El valor de hror usado para calcular el GH fue de 7.8 meqgv/g de proteina, el cual fue determinado usando
como referencia la serina, debida a que este aminoacido muestra una respuesta muy cercana a la respuesta
promedio de aminoacidos, ya que el htor es especifico para cada material, depende de la composicion de
aminoacidos del material crudo (Adler-Nissen, 1986). El htor encontrado presenta valores cercanos a otros
materiales vegetales como la soya negra de 7.8 meqv/g de proteina (Li et al., 2018).

Hidrdlisis de hojas de yuca variedad Venezolana

Antes de iniciar los tratamientos de hidrdlisis enzimética, la actividad proteolitica de las enzimas Alcalasa
2.4L%; Neutrasa 0.8L®; Flavourzyme® y Protamex® fue medida con el fin de comparar su actividad por un solo
método y poder igualar las unidades enziméticas para obtener la misma relacion enzima/sustrato en las
hidrolisis realizadas. La actividad fue de 4.59, 6.67, 0.80 y 6.13 unidades/g de proteina para Alcalasa 2.4L%;
Neutrasa 0.8L®; Flavourzyme® y Protamex®, respectivamente
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Tabla 3: Contenido de amino&cidos de la hoja de yuca variedad Venezolana
comparado con la hoja de yuca variedad Tempranita.

Aminoacidos HY Concentracion Hoja de yuca
(9/100 g proteina) (Urribarrf et al., 2009)

Histidina (His) 3.1 2.6
Treonina (Tre) 1.7 4.9
Tirosina (Tyr) 22.7 3.9
Fenilalanina (Phe) 1.6 -
Valina (Val) 3.8 5.6
Arginina (Arg) 1.2 5.7
Metionina (Met) 25 1.7
Isoleucina (Iso) 6.4 4.8
Leucina (Leu) 4.4 8.8
Lisina (Lis) 6.1 6.3
Acido Aspértico (Asp) 7.9 10.9
Serina (Ser) 1.8 3.9
Acido Glutamico (Glu) 8.8 12.1
Asparagina (Asn) 1.6 -
Glicina (Gly) 1.5 4.7
Alanina (Ala) 4.4 6.3
Cisteina (Cys) 1.7 1
Citrulina (Cit) 10.7
AAT 91.8
AAE 53.4
AAH 24.6
AAA 52.6

En lafigura 1 se observa las curvas del seguimiento del GH obtenido para las diferentes enzimas, donde se
observa que la Alcalasa 2.4L®, Protamex® y Flavourzyme® tuvieron un comportamiento similar hasta los 8000
s, donde esta Ultima tuvo un aumento de la velocidad de reaccién después de este tiempo. Por su parte, la
Neutrasa 0.8L® estuvo por debajo de las otras enzimas, durante todo el periodo de evaluacion.

30
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Fig. 1: Curva del comportamiento del grado de hidrdlisis en funcion del tiempo de la
hidrélisis de hoja de yuca usando Alcalasa 2.4L®; Neutrasa 0.8L®; Flavourzyme®y
Protamex®.

En la Tabla 4, se observa que el grado de hidrélisis (GH) difirié significativamente para Neutrasa 0.8L® y
Flavourzyme®, mientras Alcalasa 2.4L ® y Protamex® no presentaron diferencias significativas. La Neutrasa
0.8L® mostré un GH inferior a la Flavourzyme®, Protamex® y Alcalasa 2.4L® debido a que al ser una
endoproteasa, la Neutrasa 0.8L® corta las proteinas centrales que son menos asequibles al ataque de la
enzimay se hidrolizan mas lentamente. Datos similares fueron reportados por Tkaczewska et al.(2020) donde
realizaron hidrolisis de gelatina de pescado. El GH del 19.03% para la Alcalasa 2.4L®se atribuye al hecho de
gue la Alcalasa 2.4L® es mas inespecifica que las otras enzimas en estudio (Gomez et al., 2019). Se
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informaron resultados similares para los hidrolizados de linaza y cebada, donde la Flavourzyme® logré un GH
mayor en comparacion con la Alcalasa 2.4L° (Kulczyk et al., 2016), esto se explica dado que la Flavourzyme®
es una mezcla de enzimas endo y exopeptidasa, que tiene una especificidad para producir péptidos de tamario
pequefio y aminoécidos libres, por otro lado, la Alcalasa 2.4L® es una endo-proteasa que corta enlaces
peptidicos en el interior de las cadenas polipeptidicas, por lo tanto, produce principalmente péptidos de
tamafio pequefio y mediano, mientras la Neutrasa® es una metaloendopeptidasa que preferentemente corta
los enlaces cerca del terminal carboxilo entre los amino&cidos hidrofobos, incluidos Leu y Tyr (Zhou et al.,
2016).

Los resultados de E obtenido se muestran en la Tabla 4, donde se observa mayor rendimiento de proteina
extraida para la hidrdlisis enzimatica realizadas con Alcalasa 2.4L®, seguida de Flavourzyme®, Protamex® y
Neutrasa 0.8L°. La Alcalasa 2.4L® es una enzima que trabaja a pH alcalinos, lo que hace que haya un efecto
de las condiciones alcalinas sobre la extraccion que favorecen la recuperacion de la proteina, ya que el NaOH
usado para mantener el pH en 9 puede extraer proteinas de la materia prima al descomponer las interacciones
entre proteinas, como los enlaces covalentes (enlaces disulfuro intermoleculares) o no covalentes (hidrégeno
e hidréfobos) (Braspaiboon et al., 2020). Este resultado es importante desde una perspectiva industrial, ya
gue se prevé que el método de extraccién enzimatica directa (sin aislar la proteina) sea significativamente
mas susceptible de escalarse porque hay un ahorro energético y de NaOH correspondientes al aislamiento y
el secado de la proteina (Ambigaipalan et al., 2015). En la Tabla 4 los valores fueron presentados como media
+ DE (n = 3). Los valores de las columnas con diferentes letras mindsculas en superindice presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Tabla 4: Propiedades de los hidrolizados de hoja de yuca preparados usando Alcalasa 2.4L®; Neutrasa 0.8L%;
Flavourzyme®y Protamex®.

Enzima GH (%) E (%) C?ri-ll;)gg)] ° (umcflféix/g) (umcCJ:IAt‘rF;i)x/g) (‘Q?r::h)

Alcalasa 2.4L° 19.03+0.532 38.28 +£ 2.85? 622.45+73.61° |504.47+17.41°| 641.32+18.44° | 85.69+4.862
Neutrasa 0.8L® 12.75+0.38° 26.19+2.85° | 513.04+ 48.71° | 440.90+7.32¢ | 273.42+3.83* | 85.51+1.532
Flavourzyme® 26.58+3.03° 34.25 +2.85° 373.62+ 21.792 |299.86+ 17.413| 550.42+32.67¢ | 80.62+2.822
Protamex® 17.81+1.63?2 30.22 £2.85° | 425.27+ 13.33 | 339.93+34.172| 275.62+ 26.06* | 87.08+4.182

Sin embargo, se requeririan mas estudios detallados centrados en el control del proceso para cuantificar con
precision la magnitud de estas reducciones. Ademas, la hidrélisis de cada proteasa es especifica y sus sitios
de accion difieren en cada una; en consecuencia, la eficiencia de la hidrdlisis varia (Zhou et al., 2016).

Evaluacion de actividades biologicas

En la Tabla 4 se muestra los resultados de la actividad antioxidante de los hidrolizados de hojas de yuca
tratados medidas con los métodos CAET, FRAP, CARO y ABC, para las cuatro enzimas en estudio. La
actividad antioxidante medida por el método de CAET, FRAP y CARO fue mayor para la Alcalasa 2.4L°.
Mientras, CAET y FRAP para Flavourzyme®y Protamex® no presentaron diferencias significativas. Por su
lado, Neutrasa 0.8L® y Protamex® no presentaron diferencias significativas para la actividad antioxidante
medida por el método de CARO.

Actividad Antioxidante

En el presente estudio se ha encontrado valores de CAET mayores que los encontrado para las enzimas
Alcalasa, Neutrasa y Flavourzyme en hidrolizado de semilla de girasol valores de 363, 272 y 222 umol trolox/g,
respectivamente (Esteve et al., 2015). En otro estudios con Alcalasa 2.4 L®, se reportaron valores inferiores
para CAET para los hidrolizados de semilla de palma datilera con una actividad de 460 umol ET trolox /g
(Ambigaipalan et al., 2015). En general, la Alcalasa fue la enzima que mostré mayor actividad antioxidante
como se ha demostrado en otros estudios ( Esteve et al., 2015; Kulczyk et al., 2016) , esto se puede atribuir
a que la Alcalasa, siendo una endopeptidasa, es menos especifica y puede hidrolizar aminoécidos arométicos
y basicos, tales como Asp, Glu, His, Gly, Lys, Phe, Tyr, Trey Leu (Zhou et al., 2016).

Actividad quelante de metales
Esta actividad tiene relacién con la actividad antioxidante debido a que en numerosos sistemas alimentarios

la oxidacién es catalizada por el hierro y otros metales, como es el caso de la descomposicion de los
hidroperoxidos lipidicos en radicales alcoxilo que son especies reactivas derivadas del oxigeno, que son
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altamente reactivos, por lo que, la actividad quelante metales de los hidrolizados podria disminuir la oxidacion
de lipidos, de esta forma contribuir indirectamente a la actividad antioxidante (Shahi et al., 2020).

La capacidad de los hidrolizados de proteinas como quelantes de hierro, depende del tipo de enzima utilizada,
la naturaleza de la proteina inicial y su grado de hidrdlisis (Shahi et al., 2020). En la Tabla 5 se observa que
los resultados de la actividad quelante de hierro fue mayor para Flavourzyme® y Protamex®, seguida de la
Alcalasa 2.4L® y Neutrasa 0.8L®, respectivamente. La actividad quelante de calcio no superd el 20% a la
concentracion de péptidos evaluada, pero no se pudo evaluar a concentraciones mayores debido a las
interferencias colorimétricas por el color marrén de la muestra. Los hidrolizados de piel de Cyprinus carpio
realizado con Protamex® present6 actividad quelante de hierro similar a los resultados encontrados en hoja
de yuca variedad Venezolana (Tkaczewska et al., 2020). Mientras que hidrolizados de higado de bovino a
una concentracién 10 veces mayor a la usada (5 mg/ml) encontraron actividades entre 55.6 a 67.4%, aunque
en su ensayo trabajaron con cloruro ferroso en lugar de sulfato ferroso como en este caso (Di Bernardini et
al., 2011). Enla Tabla 5 los valores fueron presentados como media £ DE (n = 3). Los valores de las columnas
con diferentes letras mindsculas en superindice presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

Tabla 5: Comparacion de la actividad quelante de metales y anticoagulante de los hidrolizados de hoja de yuca preparados
usando Alcalasa 2.4L®; Neutrasa 0.8L®; Flavourzyme®y Protamex®.

Enzima Quelante de hierro (%, | Quelante de calcio | TTPA (1.0 mg/ml) TP (1.0 mg/ml)
0.5mg/ml) (%, 2 mg/ml) Tiempo (s) Tiempo (s)
Alcalasa 2.4L® 38.9+0.42 6.6 +1.382P 55.05 + 0. 562 10.60+0.02
Neutrasa 0.8L® 30.2+3.6° 1.8+0.41° 34.00 +5.51° 10.95 +0.78 2
Flavourzyme® 48.0 £ 0.26° 4.2 +0.96° 40.00 + 1.27° 11.90+0.142
Protamex® 48.5 £ 0.94¢ 2.4+0.692 40.90 + 0.56° 12.35+ 0492

La propiedad antioxidante de los quelantes de metales se presenta cuando se forma un complejo entre el
antioxidante y el metal, de tal manera que los iones metélicos ya no pueden actuar como iniciadores de la
oxidacién de lipidos. En sistemas alimenticios, los metales de transicién (Fe, Cu, Co) afectan tanto la tasa
de autooxidacion como la descomposicion del hidroperéxido en compuestos volatiles (Ambigaipalan et al.,
2015). En el area de la salud, el Fe?* es union de metal de transicién clave que podria causar la destruccion
de biomoléculas y en consecuencia, provocar el inicio de enfermedades en los seres humanos. Por lo tanto,
la quelacién de iones de metales de transicién por un antioxidante evitaria la oxidacion (Ambigaipalan et al.,
2015). La capacidad de quelacién de metales también se utiliza como indicador de la actividad antioxidante,
normalmente en combinacidon con otros ensayos antioxidantes (Shahidi y Zhong, 2015).

Actividad Anticoagulante

TTPA y TP son los andlisis de sangre comunes para evaluar el riesgo de hemorragia y trombosis. La Tabla 5
muestra la actividad anticoagulante de los hidrolizados de hoja de yuca medida con las pruebas TTPAy TP.
TTPA fue mayor para el hidrolizado obtenido con la enzima Alcalasa 2.4L® seguida de Flavourzyme®,
Protamex® y Neutrasa®, las cuales no presentaron diferencias significativas. Por su lado, TP no presentd
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. El hidrolizado de hoja de yuca preparado con
Alcalasa 2.4L® tuvo un aumento significativo en la prolongacién del tiempo de coagulacion, inhibié el factor
de coagulacion especifico implicado en las vias intrinsecas y extrinsecas de la coagulacién, debido a que los
sistemas intrinseco y extrinseco de la coagulacién no pueden funcionar de manera independiente uno del
otro, ya que todos los factores de coagulacion se interrelacionan entre si. Datos de TTPA entre 35y 83, para
TP entre 13 y 18 fueron encontrados para fracciones de hidrolizados de proteinas de cebra blenny (Ktari et
al., 2020).

La prueba de TP se utiliza para percibir trastornos hemorragicos y a menudo implica insuficiencia en uno o
mas de los factores en la via extrinseca o0 comudn de la coagulacion de la sangre. Esta insuficiencia puede ser
el resultado de trastornos de coagulacion hereditarios, escasez de vitamina K, enfermedad hepatica o
administracion de medicamentos. El uso de la prueba de TP es comln para examinar la terapia anticoagulante
oral porque es sensible a la insuficiencia en los factores Il, VIl y X1,2 y para la deteccion preoperatoria
general. Sin embargo, la prueba de TP no es sensible a la insuficiencia en el sistema intrinseco de coagulacion
(es decir, los factores VIII, IX, XI'y VII) ni a las disfunciones plaquetarias (Ho et al., 2020).
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CONCLUSIONES

De los resultados mostrados, de su andlisis y de su discusién, se pueden obtener las siguientes conclusiones,
sobre la obtencion de hidrolizados con proteasas de origen microbiano preparado con hoja de yuca variedad
Venezolana: (1) Es posible obtener hidrolizados preparados con hojas de yuca que presenten actividad
antioxidante, quelante de hierro y anticoagulante, usando Alcalasa 2.4 L®, Flavourzyme®, Neutrasa 0.8L° y
protamex®; y (2) Entre las enzimas evaluadas, la Alcalasa 2.4L® demostré producir hidrolizados con mayor
eficiencia de recuperacion de proteina, mayor actividad antioxidante y actividad anticoagulante.
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NOTACION

Simbolos

E= Rendimiento de proteina extraida

Fi = Fracciéon molar del aminoacido i

GH = Grado de hidrolisis

hror = NUmero de enlaces peptidicos por gramo de proteina
Inh =Inhibicién del valor de blanqueo de crocin

(PM)i = Peso molecular de cada aminoéacido i
[Ai]= concentracién molar del aminoacido i (umol/mL),

Abreviaciones

AAA= amino&cidos antioxidantes

AAE= amino&cidos esenciales

AAH= aminoécidos hidrofébicos

AAT= aminoécidos totales

AOAC-= Association of Official Analytical Chemists

CARO= Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno
CAET = Capacidad antioxidante equivalente Trolox
FRAP= Poder antioxidante reductor de iones férricos
ABC= Actividad blanqueamiento de crocin

TP= Tiempo de protrombina

TTPA= Tiempo de tromboplastina parcial activada
OPA= o-ftalaldehido

FMOC= 9-fluorenilmetoxicarbonilo

HPLC= High Performance Liquid Chromatography
PPP= plasma pobre en plaquetas

HY= Hoja de yuca
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