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RESUMEN

El aprovechamiento de subproductos es un tema que se ha venido investigando en los
ultimos afios como una estrategia para el cuidado del medio ambiente y la produccion
sostenible de multiples industrias, como es el caso de la piscicultura. La tilapia roja
(Oreochromis spp.) es la especie que mas se cultiva en el pais con el 51.8% de la
produccién nacional. Las escamas y los esqueletos son algunos de los subproductos
generados en el procesamiento de esta especie, por esto surge la necesidad de la busqueda
de alternativas para su valoracion. Inicialmente se selecciond el sustrato teniendo en cuenta
que se obtuviera la mayor extraccion de proteina soluble luego de la hidrélisis alcalina y
enzimatica, las escamas fue el sustrato seleccionado para continuar el proyecto de
investigacion. Posteriormente, se optimizo la hidrolisis alcalina y enzimatica de escamas de
tilapia roja (Oreochromis spp.) para la obtencion de hidrolizados con actividad
antioxidante. Los hidrolizados obtenidos fueron separados usando membranas de
ultrafiltracion para obtener fracciones de diferentes pesos moleculares y se evalud la
actividad antioxidante por medio de pruebas in vitro. Adicionalmente, se evalu6 el efecto
citotoxico de los hidrolizados y sus fracciones en la linea de células de musculo liso
(VSMC A7r5); de acuerdo con los resultados de las pruebas in vitro en células se
selecciond la fraccion que debia ser sometida a proceso de purificacion por RP-HPLC, los
péptidos antioxidantes fueron identificados por cromatografia liquida-espectrometria de
masas en tdndem. Los resultados indican que las escamas de tilapia roja podrian ser una

fuente natural de péptidos antioxidantes.

Palabras claves: tilapia roja (Oreochromis spp.), hidrolisis enzimatica, péptidos

bioactivos, antioxidante, especies reactivas de oxigeno, grado de hidrdlisis.



ABSTRACT

The use of by-products is a topic that has been investigated in recent years as a strategy for
caring for the environment and the sustainable production of multiple industries, such as the
fish farming. The red tilapia (Oreochromis spp.) is the species that is most cultivated in the
country with 51.8% of the national production. The scales and skeletons are some of the
by-products generated in the processing of this species, for this reason the need arises to
search for alternatives for their evaluation. Initially, the substrate was selected considering
the highest extraction of soluble protein after the hydrolysis alkaline and enzymatic, the
scales were the substrate selected to continue this project. Subsequently, the alkaline and
enzymatic hydrolysis of red tilapia (Oreochromis spp.) scales was optimized to obtain
hydrolysates with antioxidant activity. The hydrolysates obtained were separated using
ultrafiltration membranes to obtain fractions of different molecular weights and the
antioxidant activity was evaluated by in vitro tests. Additionally, the cytotoxic effect of the
hydrolysates and their fractions was evaluated in the smooth muscle cell line (VSMC
A7r5). According to the results of in vitro tests on cells, a fraction was separated using RP-
HPLC and the antioxidant peptides were identified by liquid chromatography—tandem mass
spectrometry. The results indicate that the red tilapia (Oreochromis spp.) scale could be a

new natural source of antioxidant peptides.

Keywords: red tilapia (Oreochromis spp.), enzymatic hydrolysis, bioactive peptides,

antioxidant, reactive oxygen species, degree hydrolysis



INTRODUCCION



1 INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del Problema

La produccion pesquera y acuicola a nivel mundial ascendio a un total de 179 millones
de toneladas en 2018, que generaron ingresos alrededor de 401000 millones de USD, de los
cuales 250000 millones de USD corresponde a la produccién acuicola (FAO, 2020). Para el caso
particular de las especies de agua dulce como la carpa, el bagre y la tilapia representaran
alrededor del 62% de la produccion acuicola mundial total en 2030, en comparacion con el 58%

registrado en 2016, lo cual indica el crecimiento de la produccion de estas especies (FAO, 2020).

En Colombia, la acuicultura pasé de una produccion de 9.200 toneladas en 1990 a 120230 en
2017, siendo tilapia roja (Oreochromis spp.), tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) y la mojarra
negra (Oreochromis mossambicus), las especies mas cultivadas comercialmente con un 58.5% de
la produccion total (DANE, 2014; Villanueva Soto, 2020) donde el 51.8% corresponde a la
tilapia roja (Oreochromis spp.) convirtiéndose en la especie que mas se cultiva en el pais (Mojica
et al., 2018). En la industria piscicola solo alrededor del 40% se destina al consumo humano y el
60% restante generalmente se vierte o se destina a aplicaciones de bajo valor afiadido tales como
alimentos para animales, harina de pescado y fertilizante (Chalamaiah et al., 2012; Shen et al.,
2019). Especificamente en el procesamiento de la tilapia, entre el 60%-70% del cuerpo es
subproducto, y en términos porcentuales se componen de restos de fileteo (15-20%), piel y aletas
(1-3%), esqueletos (9-15%), cabezas (9-12%), visceras (12-18%) y escamas (5%) (Chalamaiah et
al., 2012; Shen et al., 2019). En Colombia para el afio 2014, los subproductos alcanzaron cerca
de 37 mil toneladas anuales, de los cuales 1.9 mil toneladas son de escamas y 3.3 mil toneladas

son de esqueletos (Silva et al., 2014).

Por otro lado, los residuos piscicolas pueden generar problemas de contaminacion
ambiental (Chalamaiah et al., 2012; Shen et al., 2019), debido a que su alto contenido en

nutrientes puede generar la floracion de algas, una disminuciéon de oxigeno, una turbiedad



creciente y otros cambios en la calidad del agua, por lo que su disposicion resulta ser costosa (He
et al., 2013). Hasta ahora las recomendaciones gubernamentales de acuerdo con el Decreto 1076
de 2015 indican que el piscicultor debe reducir los residuos generados a través de otras
aplicaciones y en caso de no poder hacerlo sugieren que las mortalidades y los desechos
biologicos deben ser incinerados o enterrados en fosas de dos metros de profundidad y cubiertos
con capas de cal, para evitar el crecimiento de microorganismo y por ende la dispersion de
enfermedades (DANE, 2014; Fedeacua, 2015); por esta razon es conveniente considerar el uso

de los residuos de una forma mas eficiente.

Las escamas de pescado presentan contenidos de proteinas entre 41%-84% (Huang et al.,
2016) mientras que los esqueletos oscilan entre 14%-67% (Chuesiang & Sanguandeekul, 2015;
Hemung & Sample, 2013). Debido a su alto contenido proteico, las escamas y esqueletos podrian
ser utilizados para la obtencion de proteinas y péptidos funcionales como en el caso de péptidos
antioxidantes, antihipertensivos, antimicrobiales, anticoagulantes (Harnedy & FitzGerald, 2012),

con unioén a calcio (Chen et al., 2014) o antitumorales (Benjakul et al., 2014).
Teniendo en cuenta el interés actual por encontrar proteinas y péptidos funcionales con
aplicacion en nutracéutica, en el presente trabajo se evaluo la obtencion de péptidos funcionales

a partir de escamas y esqueletos de tilapia roja (Oreochromis spp.), dada la importancia

comercial de dicha especie en la produccion piscicola en Colombia.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Evaluar el potencial de generacion de péptidos bioactivos a partir de escamas y/o esqueletos de

tilapia roja (Oreochromis spp.) mediante procesos de hidrolisis.

1.2.2 Objetivos Especificos



Evaluar el efecto de la temperatura, el tiempo de hidrélisis y la concentraciéon de NaOH en la
hidrolisis alcalina sobre la recuperacion de proteinas provenientes de escamas y/o esqueletos

de tilapia roja (Oreochromis spp.)

Determinar las condiciones de operacion (tipo de enzima, relacion enzima-sustrato,
concentracion de sustrato, temperatura, pH y tiempo de hidroélisis) en la hidrolisis enzimatica
de proteina de escamas y/o esqueletos de tilapia roja (Oreochromis spp.) en un reactor batch

de 500 mL para la obtencion de péptidos con actividad biologica.

Identificar los péptidos o hidrolizados con actividad bioldgica obtenidos por hidrolisis

enzimatica de escamas y/o esqueletos de tilapia roja (Oreochromis spp.).

Escalar la hidrolisis enzimatica a un reactor batch de 7.5 L para la obtencion de péptidos con
actividad biologica a partir de proteina proveniente de escamas y/o esqueletos de tilapia roja

(Oreochromis spp.).

Implementar el uso de membranas para la purificacion de los péptidos bioactivos obtenidos

por hidrdlisis enzimatica de escamas y/o esqueletos de tilapia roja (Oreochromis spp.).
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2  MARCO TEORICO

2.1 Tilapia roja (Oreochromis spp.)

En los ultimos afos la industria piscicola ha presentado un significativo crecimiento a
nivel global, siendo Colombia el décimo productor de tilapia roja en el mundo (FAO, 2020), la
cual representa el 62% de la produccion piscicola nacional (DANE, 2014). De acuerdo con FAO,
2020 la tilapia es un pez nativo de Africa que ha sido introducido en muchos paises donde ha
sido cruzado para obtener diferentes especies como es el caso de la tilapia roja, la cual es un
hibrido resultante del cruce de las especies tilapia mossambica, tilapia hornorum, tilapia nildtica
y tilapia aurea, por su tonalidad roja, tiene una mayor aceptacion en diversos mercados. En la

figura 1 se muestra la tilapia roja.

Figura 1. Tilapia roja (Oreochromis spp.) tomado de DANE, 2014

El cultivo de tilapia es principalmente en estanques, jaulas o arrozales inundados. Esta
especie se reproduce con facilidad, consume una gran variedad de alimentos y tolera aguas con
bajas concentraciones de oxigeno disuelto (Bocek, 2015). Los estanques de reproduccion deben
tener un area adecuada para la recoleccion de alevines y cosecha, estos estanques por lo general

son exteriores para la fase de maduracion de reproductores y desove (Echavarria et al., 2016).

La manera en la que ocurre la reproduccion natural de la tilapia depende de la especie, en
tilapia azul (Oreochromis aureus), tilapia mosambica (Oreochromis mossambicus) y tilapia

nilotica (Oreochromis niloticus) el macho fertiliza los huevos depositados por la hembra en el



suelo y luego ésta los recoge y los incuba en su boca hasta que eclosionan. Mientras que para el
caso de tilapia de pecho rojo (Coptodon rendalli) y tilapia de vientre rojo (Coptodon zilli) los
huevos son depositados e incubados en agujeros excavados por el macho y la hembra. Los padres
cuidan de sus huevos y larvas (pececillos recién nacidos) pero no los protegen en sus bocas

(Bocek, 2015).

2.2 Subproductos piscicolas

Los residuos de origen animal son constituidos principalmente por materia organica y
agua, eso hace que sea de fécil deterioro, ademds sufren cambios enzimaticos rapidos durante su
almacenamiento y transporte. Sin embargo, estos residuos son ricos en nutrientes que pueden

generar productos de alto valor agregado (Shen et al., 2019).

El proceso de sacrificio de la tilapia entera consta de varias etapas: insensibilizacién con
hielo, descamado, eviscerado, lavado, empaque y conservacion. Para el caso del fileteo luego del
eviscerado se considera la remocion de hueso. En la figura 2 se observan los principales
subproductos: piel, escamas, espinas, esqueletos, visceras y cabezas (Benjakul et al., 2019;

Echavarria et al., 2016).

Esqueletos: calcio, sulfato chondroitin, proteina

Escamas: calcio,
colageno, gelatina

Cabeza: aceite,
proteinay sulfato
chondroitin

Visceras: aceite, Recortes: gelatinay sulfato

enzimasy proteina chondroitin
Piel: colageno, gelatina, aceite

Figura 2. Subproductos de pescado y productos derivados. Tomado de Benjakul et al., (2019).



La disposicion de algunos de estos residuos no es ambientalmente adecuada ya que las
visceras se mezclan con los lodos de las trampas de grasas en canecas plésticas. Asi mismo las
escamas y esqueletos son almacenadas en costales a la espera de una disposicion adecuada o

aprovechamiento (Echavarria et al., 2016).

2.2.1 Escamas

Las escamas son elementos estructurales de los peces, gracias a su estructura fisica y
composicion quimica, tienen diversas formas y tamafios, lo cual les posibilita la proteccion
mecanica y antibacteriana, ademas de poder ser un camuflaje. Por otro lado, las escamas son de
vital importancia para el movimiento dado que ayudan a crear un flujo laminar alrededor del

cuerpo del pez (Ehrlich, 2014).

Los tipos de escamas de pescado se clasifican segun la especie de pez: placoides (peces
cartilaginosos) y cosmoides, ganoides y cicloides (peces dseos). En el caso de la tilapia son
cicloides las cuales son casi redondas con bordes lisos, estin ligeramente calcificadas y
adquieren una disposicion imbricada donde la epidermis se pliega para rodearlas. Las escamas
cicloides constan de tres capas las cuales son matrices de colageno mineralizadas con diferentes

espesores (Gil-Duran et al., 2016). En la figura 3 se observar las escamas de tilapia roja secas.

Figura 3. Escamas de tilapia roja



El principal mineral presente en las escamas es la hidroxiapatita, que consiste en un
hidroxilado de los minerales de fosfato conocidos como apatitas (formula quimica HA:

Cai0(PO4)s(OH)2) (Ahmad Fara & Abdullah, 2016).

Ademas del colageno, las escamas estan constituidas por proteinas como las queratinas
que son un grupo de proteinas insolubles y formadoras de filamentos producidas en ciertas
células de vertebrados; para el caso de las escamas son queratinas beta (Wang et al., 2017). Asi
mismo, las mucinas son componente importante de las escamas, las cuales son glucoproteinas
extracelulares cuyos pesos moleculares varian de 0.5 a 20 MDa (Wang et al., 2020). En la figura

4 se observa la microestructura de las escamas donde se detallan las fibras de colageno.

Collagen fibers

Figura 4. Microestructura de escamas de pescado. Tomado de Ahmad Fara & Abdullah, 2016

2.2.2 Esqueletos

El sistema esquelético de los vertebrados marinos incluye cartilago y hueso, los cuales
pueden variar en densidades y composicion, lo que se relaciona con adaptaciones de flotabilidad
y locomocion (Ehrlich, 2014). En la figura 5 se observan los esqueletos de tilapia roja. La
principal propiedad mecéanica de los huesos es la rigidez, por lo tanto, sus principales
componentes son colageno, mucopolisacaridos y otras sustancias inorganicas como el calcio

presente en la hidroxiapatita (65%) (Ehrlich, 2014; Shen et al., 2019; Zhang et al., 2018)

Los principales oligoelementos basicos presentes en los huesos son silicio, fltior, zinc, estroncio,
magnesio, boro, cobre, sodio, potasio, cloro. Respecto a la proteina, es principalmente colageno
I, I, V y XXIV. Entre ellos, el colageno tipo I es la proteina mas abundante que representa el

97% (Zhang et al., 2018).
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Figura 5. Esqueletos de tilapia roja

2.3  Hidrdlisis de proteinas

Existen varios métodos para la obtencion de péptidos bioactivos, los mas comunes son:

sintesis artificial, hidrolisis de proteinas quimica y enzimatica (Bechaux et al., 2019)

La sintesis artificial puede ser de dos maneras, la primera por expresion de un plasmido,
técnica que es usada principalmente para sintetizar péptidos grandes, es una técnica robusta que
requiere mucho tiempo y personal altamente calificado. La otra opcion es la sintesis quimica, se
inicia con un aminoacido y se adicionan los demés aminodcidos hasta completar el péptido
deseado, este método permite la sintesis rapida de péptidos cortos pero su escalado es dificil

(Bechaux et al., 2019).

La hidroélisis de proteinas consiste en el rompimiento de enlaces peptidicos por medio de
procesos quimicos o enzimaticos. Los procesos quimicos pueden ser hidrolisis acida o alcalina,
son de bajo costo, pero son inespecificos, poco reproducibles y conducen a la desnaturalizacion
de los aminoécidos. Por otro lado, la hidrdlisis enzimatica es mas costosa pero no deteriora los

aminoacidos (Tavano, 2013).

La hidrolisis alcalina ha sido usada por diversos autores para la obtencion de péptidos con
efectos bioactivos o funcionales. Como por ejemplo se tiene la obtencion de péptidos con

actividad antihipertensiva y antioxidante de filetes de tilapia nildtica (Oreochromis niloticus)
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(Raghavan & Kristinsson, 2008, 2009) y péptidos quelantes de calcio de tilapia nildtica completa
(Oreochromis niloticus) (Charoenphun et al., 2013).

Para el caso de la hidrolisis enzimatica, varios autores han estudiado la obtencion de péptidos
bioactivos usando procesos con diferentes enzimas como Alcalase® 2.4 L; péptidos con
actividad antioxidante (Benjakul et al., 2014; Chen et al., 2014; Cheung et al., 2012; Najafian &
Babji, 2014), actividad anticoagulante (Nasri et al., 2012) quelantes de calcio (Charoenphun et
al., 2013). Otra de las enzimas de interés es la Flavourzyme® 500 L, con la que se han obtenido
péptidos con actividad antioxidante (Cheung et al., 2012; Chuesiang & Sanguandeekul, 2015),
actividad antihipertensiva (Zarei et al., 2015) y quelante de calcio (Nie et al., 2014).

2.3.1 Hidrdlisis alcalina

La hidrolisis alcalina consiste en tratar las proteinas con una solucion basica, la cual es
normalmente NaOH, con lo que se facilita la penetracion en el caso de sustratos de estructura
rigida (Sanmartin et al., 2009; Schmidt et al., 2016). La extracciéon de la proteina es eficiente
cuando el pH de la soluciéon es superior al punto isoeléctrico de la proteina de interés
(Chomnawang & Yongsawatdigul, 2013), tal como Surasani, (2018) encontré que el pH 13 era
optimo para la solubilizacion de las proteinas de pescado debido a que estdn constituidas
principalmente por miosina cuyo punto isoeléctrico es pH 5 a 5.5. El incremento de la
solubilidad podria deberse a las repulsiones electrostaticas generada grupos ionizables con

valores de pKa en esos pH (Nolsge & Undeland, 2009).

Las proteinas permanecen unidas en solucion por interacciones débiles proteina-proteina,
las cadenas laterales pueden asumir diferentes cargar de acuerdo con el pH, lo que puede generar
fuerzas repulsivas entre las proteinas, haciendo que se separen, de este modo se favorecen las
interacciones proteina-agua consiguiendo que la proteina sea soluble en el medio acuoso (Ver

figura 6) (Surasani, 2018).
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Por adicion de base, la
proteina se carga
negativamente

Agua

~
b4
A y @@
X/ N Interacciones T '_\ Interacciones proteina-

proteina-agua agua son maximizadas y

(" 4 son minimizadas aumenta la solubilidad
__N ﬁ %
\ \.
Por adicion de acido, \ Interacciones proteina-agua
la proteina se carga son débiles puentes de
negativamente hidrogeno

Proteina en punto isoeléctrico

Figura 6. Cargas de las proteinas en el proceso de solubilizacion. Tomado de Surasani, 2018

La hidrolisis alcalina de proteinas presenta ciertas ventajas en comparacion con la
hidrolisis acida de proteinas, ya que el acido dafia aminodcidos como la oxidacion de cisteina y
metionina, destruye parcialmente serina y treonina y transforma asparagina y glutamina,
causando un hidrolizado de menor calidad nutricional o la formacion de sustancias toxicas (Anal
et al., 2013; Khueychai et al., 2018). Sin embargo, la hidrolisis alcalina puede llegar a generar la
formacion de compuestos indeseables lisioalaina, ornitinoalanina, lantionina y B-amino alanina

(Anal et al., 2013)

2.3.2 Hidrdlisis enzimatica

La hidrélisis enzimatica consiste en el fraccionamiento de las proteinas en péptidos
usando enzimas especificas conocidas como proteasas. Este procedimiento tiene ventajas con
respecto a la hidrolisis enzimatica como son altos rendimientos, alta selectividad y baja
contaminacion, sin embargo, también hay desventajas como costo de las enzimas y tiempos

largos de proceso (He et al., 2013).
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El proceso catalitico que ocurre en la hidrélisis enzimatica se divide en dos pasos.
Primero la enzima (E) debe aproximarse al sustrato (S) y unirse formando el complejo sustrato-
enzima (ES). En segundo lugar, el complejo ES convierte el sustrato en el producto (PR). Cada
una de estas reacciones tiene su propia velocidad como se describe en la ecuacion (1) (Mc Auley,

2019).

(1)
E+S & ES— E+PR

La hidrolisis enzimatica de proteinas es un proceso especifico que se lleva a cabo en
condiciones moderadas de pH y temperatura, esto hace que sea de facil control usando el grado
de hidrélisis. El producto obtenido es hidrolizado de proteinas constituido por péptidos por lo

general entre 2 y 20 aminoécidos (Zamora-Sillero et al., 2018).

Varias proteasas comerciales han sido usadas para la produccion de hidrolizados,
incluyendo tripsina, quimotripsina, pepsina, Alcalase® 2.4 L, Flavourzyme® 500 L, properasa
E, pronasa, colagenasas, bromelina y papaina (Najafian & Babji, 2014; Wang et al., 2015). Los
factores que afectan la hidrolisis enzimatica son: temperatura, pH, tipo de enzima, concentracion
de enzima, concentracioén de sustrato, cofactores, coenzimas y tiempo de hidrolisis (Wang et al.,

2015).

2.3.2.1 Medicion de grado de hidrdlisis

De acuerdo con Nielsen et al., (2001), para monitorear la hidrolisis se usa el grado de
hidrolisis (GH) que se define como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos (h) respecto al

numero total de enlaces peptidicos (htot) en la proteina intacta, de acuerdo con la ecuacion (2).

GH(%) = %100 (2)

lroT

Existen diversos métodos para determinar el GH, los mas utilizados son pH-stat (Adler-

Nissen, 1986), acido trinitrobencenosulfonico (TNBS) (Adler-Nissen, 1979), O-ftaldialdehido
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(OPA) (Nielsen et al., 2001). La diferencia radica en el principio que se usa para medir los
enlaces peptidicos rotos (h), dado que el valor hror se determina a partir del aminograma

(Wubshet et al., 2019).

Durante la hidroélisis del enlace peptidico, se liberan un grupo carboxilo y un grupo amino. En
solucion acuosa estos grupos estaran mas o menos ionizados dependiendo del pH (Adler-Nissen,
1979). A pH neutro o alcalino, los grupos carboxilo estdn completamente desionizados y se
produce el intercambio de protones entre el grupo carboxilo y el grupo amino. A pH alcalino, los
grupos amino también estaran parcial o totalmente desionizados dependiendo del pH del medio
de reaccion y del aminodcido en cuestion, ya que el pK del grupo amino N-terminal de
aminodcidos libres oscila entre 9 a 10.8. Los protones libres resultantes causan una disminucioén
en el pH de la mezcla de reaccion y se requiere la adicion de base para mantener el pH constante.
La cantidad de base requerida tiene una relacion directa con la cantidad de enlaces peptidicos
hidrolizados, y se puede usar para estimar el GH. Desafortunadamente, la relacion entre el GH y
el consumo de base no es simple y depende de una serie de variables, incluyendo pK del grupo
a-amino liberado, temperatura de la mezcla de reaccion y longitud de la cadena peptidica (Adler-
Nissen, 1986). La relacion entre el volumen de base gastada y el GH ha sido descrita por Adler-
Nissen, 1979 en la ecuacion (3). En la figura 7 se muestra las especies quimicas que se generan

el proceso de hidrolisis de proteinas (Mat et al., 2018)

Enlace peptidico
P —-CO—-NH—-P, + H,0
1 Proteasa
P, —COOH + NH, — P,
Grupo carboxilo Grupo amino

P, —COOH » P, —CO00" + H*

NH, —P, + H* _ NH{ P,

Figura 7. Representacion de la hidrélisis de proteinas a pH> 7
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GH[%]=£X100 (3)
Mp o hrot
Donde B es el volumen consumido de base en L para mantener el pH constante, Mp es la
masa de la proteina en kg, Np es la concentracion de la base y a es el grado de disociacion de los
grupos aminos liberados en la reaccion. Se emple6 un hror de 8.85 Eqv/Kg que ha sido obtenido
a partir del aminograma como se describe mas adelante en la metodologia, mientras que o y pK
se calcularon con las ecuaciones 4 y 5 respectivamente, donde T es la es temperatura (K)

(Valencia et al., 2015).

_ 1gPH-TK
(1+10PH-PKy (4)
(298 —T) (5)
K=784+-———2+2400
P 298 * T

De acuerdo con el valor obtenido del GH es posible predecir si el hidrolizado de proteina
tendra principalmente propiedades biologicas o funcionales, para el caso de GH<10%, se espera
que los hidrolizados puedan presentar propiedades funcionales como emulsificantes o
espumantes, mientras que para GH>10% es posible que los hidrolizados tengan propiedades
biologicas como antioxidantes, quelantes de hierro y calcio, antihipertensivos, anticoagulantes,

entre otras (Agyei et al., 2016; Beaubier et al., 2019).

2.3.2.2 Cinética enzimatica

Una manera de optimizar la hidrélisis enzimatica es conocer su cinética, la cual puede ser

modelada por medio de la ecuacion de Michaelis-Menten (6):

V= anx[s]
K, +[5] (6)
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Donde V es la velocidad de reaccion; Ky y Vmax representan parametros cinéticos de la
reaccion enzimatica. Ky es la concentracion de sustrato inicial donde la velocidad es la mitad de
la velocidad maxima, esto muestra la afinidad de la enzima por el sustrato y Vmax representa la
velocidad méxima asintdtica en el caso de enzima saturada con sustrato (Paar et al., 2019). Para
calcular estos parametros cinéticos se emplea la linealizacion de Lineweaver-Burk de acuerdo

con la ecuacion (7).

1 K, (1) 1
v, V AR (7)

Graficando 1/Vo y 1/S se pueden calcular Ky/Vmax como la pendiente y 1/Vmax como el

intercepto de la recta (Valencia et al., 2014).

2.3.2.3 Proteasas

Las proteasas pertenecen a la clase de enzimas conocidas como hidrolasas, que catalizan
la ruptura de enlaces peptidicos en presencia de agua. Hay diferentes clases de proteasas,
dependiendo del aminoacido que sirva como nucleéfilo en el sitio activo: serina, treonina,

cisteina, aspartato, acido glutamico y metaloproteasas (Wubshet et al., 2019).

2.3.23.1 Alcalase® 24 L

Alcalase® 2.4 L es una proteasa comercial obtenida de la fermentaciéon de Bacillus
licheniformis, es una serina endopeptidasa no especifica, es decir rompe al interior de la cadena,
teniendo en cuenta que en su sitio activo el aminodcido serina actia como nucledfilo
(Magsoudlou et al., 2019; Shen et al., 2019). Ademas, es soluble en agua y estd disponible en
grado alimenticio a bajo costo, lo cual la hace una enzima ampliamente usada en la industria
alimenticia para extraer proteinas vegetales y animales con propiedades funcionales y

nutricionales (Shen et al., 2019). De acuerdo con la informacion técnica del proveedor
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Novozymes, el pH 6ptimo de la alcalasa esta entre 7-9 y la temperatura entre 55-70°C, en

funcion del sustrato.

2.3.2.3.2 Flavourzyme® 500 L

Flavourzyme® 500 L es un complejo de peptidasas obtenido de la fermentacion de
Aspergillus oryzae y se ha usado ampliamente para la hidrélisis de proteinas bajo condiciones
neutras o ligeramente acidas (Vidal et al., 2018). Flavourzyme® 500 L es una mezcla de endo y
exo peptidadas que principalmente rompen enlaces peptidicos al final de la cadena polipeptidica
(Shen et al., 2019). De acuerdo con la informacion técnica del proveedor Novozymes, el pH

optimo de la alcalasa estd entre 5-7 y la temperatura entre 55-70°C, en funcion del sustrato.

Cuando se incrementa la concentracion de enzima y el tiempo de hidrolisis, el grado de
hidrolisis aumenta generando péptidos mas pequefios con menor peso molecular y por lo tanto

mayor actividad antioxidante (Maqsoudlou et al., 2019).

Algunos autores han reportado que la Alcalase® 2.4 L es una enzima con la que han
obtenido grados de hidrolisis mayores, péptidos con mayor actividad antioxidante y péptidos mas
resistentes a las enzimas digestivas en comparaciéon con Flavourzyme® 500 L (Shen et al.,

2019).

2.4  Purificacion de péptidos

La purificacion de los péptidos bioactivos impacta directamente la potencia de sus
actividades biologicas Agyei et al.,, (2016), algunos de los métodos mas usados para la
purificacion de péptidos son: filtracion por membrana y métodos cromatograficos. La filtracion
por membrana permite obtener péptidos de diferentes pesos moleculares mientras que los
métodos cromatograficos es una técnica para obtener péptidos con diferente naturaleza quimica.

(Acquah et al., 2019).
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El fraccionamiento de proteinas usando membranas se ha convertido en un método muy
usado en comparacion con los métodos cromatograficos por su alto rendimiento, bajo costo y
facilidad para el escalado (Acquah et al., 2019; Saxena et al., 2009). Las membranas de
ultrafiltracion son de tamafios de poro 1 a 100 kDa lo cual permite la retencion de proteinas y

otras macromoléculas (Acquah et al., 2019)

Las actividades biologicas de los hidrolizados de proteina son afectadas por su peso
molecular (Gomez-Guillen et al., 2011; C. Wang et al., 2015). El tamafio de la cadena peptidica
afecta la eficiencia fisiologica de los péptidos bioactivos, es decir, péptidos mas pequeiios <7
aminoacidos (PM <700-800 Da) son los mas activos, luego estan los de cadena media 7-25
aminoacidos (PM 800-3000 Da) y los menos activos son los de cadena larga (Capriotti et al.,
2016). Varios autores reportan el uso de membranas para purificacion de los péptidos obtenidos
por procesos de hidrolisis (Chabeaud et al., 2009; Chen et al., 2014; Girgih et al., 2015; Liu et
al., 2012; Picot et al., 2010; Wu et al., 2015)

La cromatografia es una de las tecnologias mas usadas para la separacion de compuestos
naturales, su eficiencia esta determinada por la interaccion de estos compuestos con interaccion
con la fase estacionaria (Qilong et al., 2013); la fase movil es determinante para la elucion del
componente, es decir, buffer con pH cercano a siete son las adecuadas para mantener la actividad

biologica de los compuestos (Agyei et al., 2016; Jungbauer, 2005).

Se han evaluado técnicas cromatograficas para purificar péptidos bioactivos a partir de
residuos piscicolas tales como intercambio i0nico y fase reversa en aleta de salmon (Salmo sp.)
(Ahn et al., 2014) y fase reversa en piel de pez cabeza de serpiente (Channidae sp) (Ghassem et
al., 2014), piel de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) (Yufeng Zhang et al., 2012), piel de
Caballa (Magalaspis cordyla) ( Kumar et al., 2012).

2.5  Péptidos antioxidantes

Los péptidos bioactivos son fragmentos especificos de proteinas que tienen un efecto

positivo en la salud, estos son inactivos dentro de las proteinas nativas y requieren la liberacion
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por medio de hidrolisis para potencializar sus funciones de antioxidantes, anhipertensivos,

anticoagulantes, antidiabéticos, antimicrobianos, entre otros (Halim et al., 2016).

Los procesos de hidrolisis de las proteinas afectan sus propiedades fisicoquimicas como
peso molecular, distribucion de carga, punto isoeléctrico e hidrofobicidad. Es decir, los péptidos
hidrofobos y cationicos por lo general son antimicrobianos, los péptidos hidrofobicos y con

grupos sulthidricos son antioxidantes (Agyei et al., 2016).

Usando hidrolizados de subproductos piscicolas se han encontrado péptidos con actividad

antioxidante (Harnedy & FitzGerald, 2012; Khora, 2013; Kim & Wijesekara, 2010).

Los antioxidantes tienen efecto positivo en la salud humana ya que protegen el cuerpo del
deterioro provocado por los radicales libres y las especies de oxigeno reactivo ROS (reactive
oxygen species) (Lorenzo et al., 2018; Ngo et al.,, 2012). Las ROS pueden contribuir a la
oxidacion de componentes como el DNA, proteinas y lipidos dejando enfermedades
neurodegenerativas, inflamatorias, cardiovasculares, diabetes y cancer (Liu et al., 2017; Ngo et
al., 2012; Power et al., 2013). Péptidos derivados de hidrolizados de proteina de especies marinas
como peces, mejillones, microalgas y calamares presentan actividad como inhibidores de este

tipo de especies quimicas (Nasri, 2019).

La secuencia de los péptidos es determinante para que su funcionalidad, algunos autores reportan
que el extremo N-terminal de las secuencias peptidicas en algunas especies de peces eran
aminoacidos como fenilalanina, alanina y prolina, tirosina, histidina y valina, esto hace que
puedan ser donantes de electrones y reaccionen con los radicales libres, lo que los convierte en

sustancias mas estables que detienen las reacciones en cadena (Villamil et al., 2017).

Los péptidos con actividad antioxidante han sido obtenidos a partir de diversos residuos tales
como: piel de carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella) (Wu et al., 2015), cobia (Rachycentron
canadum) (Chow & Yang, 2011), tilapia nildtica (Oreochromis niloticus) (Yufeng Zhang et al.,
2012), jurel (Magalaspis cordyla) y corvina (Otolithes ruber) (Kumar et al., 2012), barracuda
(Sphyraena barracuda) y sable del atlantico (Lepturacanthus savala) (Nazeer et al., 2011).
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Los metales de transicion como el hierro reaccionan con los perdxidos siendo donadores de
electrones formando radicales alcoxilo, por lo tanto, la quelacion de este metal retrasaria los
procesos de oxidacion y la formacion de este tipo de ROS (Kumar et al., 2012). La actividad de
los péptidos quelante de metales también estd asociada a la estructura y peso molecular, los
aminoacidos predominantes en estos péptidos son glicina, histidina, prolina y arginina, siendo los

dos primeros los que hacen que la actividad sea mayor (Chel-Guerrero et al., 2020).

Los péptidos con actividad quelante de hierro han sido obtenidos a partir de diversos residuos
tales como: musculo de pez leon ( Pterois volitans) (Chel-Guerrero et al., 2020), hidrolizado de
proteina de bacalao (Gadus morhua) (Sabeena Farvin et al., 2014), peces completos de sardina,
jurel, boga, pintarroja y aligote (Garcia-Moreno et al., 2014), escamas de lubina, tilapia, mujol y
sabalote (Huang et al., 2015), piel de jurel (Magalaspis cordyla) y diente de tigre (Otolithes
ruber) (Kumar et al., 2012), piel de bacalao (W. Wu et al., 2017).

2.6  Escalado de proceso de hidrdlisis

El escalado de procesos es la herramienta que permite llevar los procesos de escala de
laboratorio a la escala industrial (Monsalve-bravo et al., 2014; Xia et al., 2015). Normalmente, el
proceso de escalado se basa en el llamado "principio de similitud quimica, bioldgica y
geométrica", donde las diferencias en las propiedades entre los dos sistemas se mantienen en una
proporcidn constante, y la reaccion se lleva a cabo en las mismas condiciones. En algunos casos,
solo se utiliza similitud geométrica, pero en otros casos, es necesario para hacer uso del analisis

dimensional (Grimaldos & Zapata. 2020)

Uno de los criterios de escalado mas empleado es mantener constante el niumero de Reynolds
(Re) entre el modelo (m) y el prototipo (p) usando la ecuacién 8, la cual permite hacer los
calculos de la velocidad de agitacion en el prototipo (p) (Gelves et al., 2013; Palmqvist et al.,

2016).

N.DZ2. N.DZ. 8
Rey,=Re_ — ( : p) = ( : p) (8)
u 1l

m P
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Son escasos los trabajos en los que se evaliien la obtencion de péptidos con actividad biologica a
partir de escamas y esqueletos de tilapia roja (Oreochromis spp.) a escala industrial (Harnedy &
FitzGerald, 2012). Lo que refleja la necesidad de trabajos en el tema de escalado de los sistemas
de reaccion que permitan evaluar aspectos como consumo de energia, productividad, eficiencia,

purificacion y separacion de productos, entre muchos otros.
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METODOLOGIA
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3 METODOLOGIA

3.1 Pretratamiento de la materia prima

Las escamas y los esqueletos fueron suministrados por Piscicola El Gaitero (Municipio
de San Jeronimo, departamento de Antioquia, Colombia), lavados y desinfectados con
hipoclorito de sodio 0.2 mg/L, para almacenarlos en bolsas de polietileno a -20°C hasta su uso.
Para el caso de los esqueletos fue necesario hacer tres lavados en agua a 90°C para remover la
grasa. Previo a los procesos de hidrdlisis, los sustratos fueron sometidos a secado a 60°C en una
estufa de secado por conveccion (Thermo Fisher Scientific, EE.UU), por 24 h y reducciéon de

tamano hasta 850 pum por medio de un molino de tornillo sin fin (Corona, Colombia).

3.2 Reactivos e insumos

Para la hidroélisis enzimatica, se utilizo Alcalase® 2.4 L grado alimenticio (Novo Nordisk
Co., Bagsvard-Dinamarca) y Flavourzyme® 500 L obtenido de Sigma-Aldrich (St. Louis-
EE.UU). Los reactivos acido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS), 2,4,6-Tri-
2-piridil-s-triazina  (TPTZ), 4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido  carboxilico
(Trolox), sal sodica de fluoresceina, Crocin, 2,2'-azobis[2-metilpropionamidina], diclorhidrato
(AAPH, >98%), Hidrato de sal monosodica del acido 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-p,p'-
disulfonico (FerroZinaTM), caseina grado técnico, O-ftalaldehido (OPA), Acido 3-
mercaptopropionico, estandar de aminoacidos grado analitico, 9-fluorenilmetilcloroformato
(FMOC) y Chelex® 100 sodio, fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis- EE.UU.). Medio
Dulbecco’s modificado de Eagle’s (DMEM + GlutaMAXTM), aminoacidos no esenciales,
HEPES, solucion de antibidticos (penicilina-estreptomicina), suero fetal bovino (SFB), buffer
fosfato salino (BFS) y solucion tripsina-EDTA (2.5 g/L trypsin and 0.2 g/LL EDTA), fueron
obtenidos de Gibco (Scotland-UK). Metanol, acetonitrilo y acido trifluroacético grado HPLC,
Folin-Ciocalteu y los medios de cultivo para microbiologia fueron obtenidos de Merck

(Darmstadt-Alemania). Los demads reactivos y solventes fueron de grado analitico estandar.
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3.3 Meétodos analiticos

A continuacidn, se describen las técnicas analiticas que se aplicaron para evaluar las

hidroélisis planteadas y la purificacion de los péptidos de interés.

3.3.1 Analisis proximal

La composicion proximal de las escamas y los esqueletos se realizé usando el método
AOAC 930.15, 990.03, 920.38, 942.05, para humedad, proteina, grasa y cenizas,

respectivamente (Latimer, 2012).

3.3.2 Actividad enzimatica

La actividad catalitica de la Alcalase® 2.4 L y Flavourzyme® 500 L se determin6
mediante un andlisis estandar para proteasas usando caseina como sustrato (Cupp-Enyard &
Aldrich, 2008). En este analisis, una unidad de actividad es representada por una producciéon de
color equivalente a 1 pmol de tirosina por min a pH 7.5 y 37°C. Para esto, una alicuota de 100
pL de enzima fue incubada con 500 pL de solucidn de caseina 0.65 %, durante 10 min a 37°C.
La reaccion se detuvo adicionando 500 pL de solucion de acido tricloroacético (110 mM) y la
mezcla se centrifugo, para tomar 200 puL del sobrenadante y mezclarlos con 500 pLL de Na>COs
0.5 M y 100 puL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Esta ultima solucion fue incubada a 37°C por 30
min y la absorbancia se ley6é a 660nm en un espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo
Scientific™, Massachusetts- EE.UU.). Como patrén se empled una curva estandar de solucion de

tirosina entre 0-200 mg/L (Cupp-Enyard & Aldrich, 2008).

3.3.3 Cuantificacion de proteina por Biuret

La concentracion de proteina soluble en los hidrolizados y sus fracciones fue determinada
por el método de Biuret (Chang & Zhang, 2017) la absorbancia fue leida a 540 nm en un
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Scientific™, Massachusetts- EE.UU.)
usando albumina de suero bovina entre 0 y 10 g de proteina/L para la elaboracion de la curva

patron.



25

3.3.4 Composicion total de aminodcidos

La determinacion de los aminoacidos presentes en escamas (material seco y sus
hidrolizados) y los esqueletos fue desarrollado de acuerdo con Cigi¢ et al., (2008) con algunas
modificaciones. El método se basa en la reaccién de derivatizacion precolumna usando
O-ftalaldehido (OPA) para aminodcidos primarios y 9-fluorenil-metil-cloroformiato (FMOC)
para aminodcidos secundarios (Henderson & Brooks, 2010). Los aminoacidos fueron
determinados luego de la hidrélisis con HCI 6 N y 0.1% de fenol, durante 24h a 110 °C. El
analisis por HPLC fue usando Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU), con detector
UV/VIS con arreglo de diodos DAD, operado con columna analitica de 5 pm, ZORBAX Eclipse
AAA-C18, 4.6 x 75mm (Agilent, EE. UU). Los aminodcidos fueron eluidos usando un gradiente
lineal de la fase moévil A (Buffer NaH,PO4 40mM a pH 7.8) y fase movil B (metanol:
acetonitrilo: agua, 50:50:10) (Henderson & Brooks, 2010).

3.4 Seleccion del sustrato de trabajo

Para seleccionar el sustrato de trabajo se realizé la hidrolisis alcalina y enzimatica de las

escamas y esqueletos bajo las siguientes condiciones.

Hidrdlisis alcalina: las hidrolisis se llevaron a cabo en un reactor de vidrio con 500 mL
usando NaOH 2M, la concentracion de sustrato fue 4.8% p/p y la temperatura 60°C. El sistema
de reaccion se mantuvo bajo agitacion constante a 500 rpm usando un agitador magnético
durante 6 h estos valores son de acuerdo con investigaciones previas del grupo Nutricion y
Tecnologia de Alimentos (Quintero & Zapata, 2017). Los hidrolizados se centrifugaron a 3500
rpm durante 20 min a temperatura ambiente para remover el material insoluble y se conservo el
sobrenadante. El criterio de seleccion fue la mayor concentracion de proteina soluble, la cual fue

determinada por el método de Biuret.

Hidrdlisis enzimatica: las hidroélisis se llevaron a cabo en un reactor de vidrio con camisa
de circulacion de agua para regulacion de la temperatura, capacidad volumétrica de 1 L y 500
mL de volumen de trabajo. El control de pH y el registro de temperatura se realizaron con un

electrodo combinado de vidrio con diafragma esmerilado fijo (temperatura entre 0-80°C),
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conectado a un titulador automatico Titrando 842 (Metrohm, Suiza), operado por computador
(software tiamo 1.2.1). El sistema de reaccion se mantuvo en agitaciéon constante de 560 rpm
usando un agitador magnético 801 durante 3 h segin ensayos previos de la curva de hidrolisis.
La concentracion de sustrato fue 8 g/L, la concentracion de la enzima 0.4 g/L, el pH fue 8§ y la
temperatura 55°C, estos valores son de acuerdo con investigaciones previas del grupo Nutricion
y Tecnologia de Alimentos (Gomez et al., 2013). Los hidrolizados se centrifugaron a 3500 rpm
durante 20 min a temperatura ambiente para remover el material insoluble y se conservd el
sobrenadante. Los criterios de seleccion fue el grado de hidrélisis (GH) descrito por Adler-
Nissen, 1986, segtin la ecuacion (3) y la mayor concentracion de proteina soluble, la cual fue

determinada por el método de Biuret.

3.5 Hidrolisis alcalina

Las escamas de tilapia roja fueron sometidas a hidrdlisis alcalina, proceso que fue
optimizado de acuerdo con las variables mas importantes del proceso que son concentracion de

NaOH, temperatura, porcentaje de escamas y tiempo.

3.5.1 Efectos de la concentraciéon de NaOH, la temperatura y el porcentaje de escamas sobre la

hidrolisis alcalina de escamas de tilapia roja.

De acuerdo con Quintero & Zapata, (2017), se llevd a cabo un disefio factorial central
compuesto para evaluar los efectos de los factores, concentracion de NaOH (N) (0.5 a 2 M),
temperatura (T) (40 a 60°C) y porcentaje de escamas (S) (2.5 a 7.5% p/v) limites fueron
determinados por estudios previos del grupo Nutec de la Universidad de Antioquia, el sistema de
reaccion se mantuvo bajo agitacion constante a 500 rpm usando un agitador magnético durante 3
h. Los hidrolizados se centrifugaron a 3500 rpm durante 20 min a temperatura ambiente. Las
variables de respuesta fueron proteina (P) (g/L) medida por Biuret, capacidad antioxidante por

ABTS, FRAP y AQH
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3.5.2 Efecto del tiempo sobre la hidrolisis alcalina de escamas de tilapia roja.

Se evaluo el tiempo de la hidrdlisis alcalina en las condiciones optimas de concentracion
de NaOH, la temperatura y el porcentaje de escamas determinadas en la seccion 3.5.1, los
tiempos fueron 2, 4 y 8 h y las variables evaluadas fueron concentracion de proteina soluble (P)

(g/L) medida por Biuret y capacidad antioxidante medida por ABTS, FRAP y AQH.

3.6 Hidrdlisis enzimatica
3.6.1 Determinacion del numero total de enlaces peptidicos

De acuerdo con Adler-Nissen, (1979), es posible calcular el nimero total de enlaces
peptidicos (hrot) a partir de la concentracion de cada uno de los aminoacidos presentes en el

sustrato usando las ecuaciones 9y 10

A

Fi = lL—I] * PM (9)
I8 [Af]

hmrz%siiwemum} (10)
Ei—'_F:

Donde el aminoacido es i, A; es la concentracion del aminoacido i (umol/mL), PM es el peso

molecular del aminoécido iy F; es la fraccion molar del aminodacido i.

3.6.2 Descripcion del proceso de hidrolisis enzimatica de escamas de tilapia roja.

Se usé un reactor de vidrio con camisa de circulacion de agua para regulacion de la
temperatura, capacidad volumétrica de 1 L y 500 mL de volumen de trabajo. El control de pH y
el registro de temperatura se realizaron con un electrodo combinado de vidrio con diafragma
esmerilado fijo (temperatura entre 0-80 °C), conectado a un titulador automatico Titrando 842
(Metrohm, Suiza), operado por computador (software tiamo 1.2.1). El sistema de reaccion se
mantuvo en agitacion constante de 560 rpm usando un agitador magnético 801 durante 3 h segiin

ensayos previos de la curva de hidrdlisis (Metrohm, Suiza) (Gémez et al., 2013). La reacciéon de
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hidrolisis se monitoreo por medio del grado de hidrolisis (GH) descrito por Adler-Nissen, (1986)

segun la ecuacion (3).

Las enzimas fueron inactivadas a 90°C por 10 min. El hidrolizado resultante fue
centrifugado a 3500 rpm por 20 min a temperatura ambiente conservando el sobrenadante. La
proteina de la materia prima fue determinada por Kjeldahl (3.3.1), mientras que en los

hidrolizados fue por Biuret (3.3.3).

3.6.3 Efecto del pH y temperatura sobre la hidrélisis enzimatica de escamas de tilapia roja.

Algunos autores han sefialado que las condiciones de pH y la temperatura de la hidrélisis
dependen del sustrato, asi por ejemplo Hamid et al., (2015) reportaron T: 65°C, pH 10 para la
hidrolisis de caracol manzana (Pomacea canaliculata), Gomez et al., (2019) reportaron T:60°C,
pH:10 usando visceras de tilapia roja (Oreochromis spp.), Kang et al., (2018) reportaron
T: 59.49°C, pH 9.93 para la hidroélisis de proteina de caballa fina (Decapterus macrosoma). Por
esta razon, se realiz6 un diseno central compuesto para cada enzima (Flavourzyme® 500L and

Alcalase® 2.4L).

La actividad catalitica fue mantuvo en 0.28 unidades/mL de enzima con el fin de evaluar
el efecto del pH y la temperatura sobre las variables respuesta GH y proteina soluble (P) (g/L).
La concentracion de sustrato fue constante de 8g/L y la concentracién de enzima 1.6 g/L.. Los
rangos de pH para la Alcalase® 2.4 L fueron 7.5-10.4 y para la Flavourzyme® 500 L 7-8.5, la
temperatura fue evaluada entre 40.9°C y 69.4°C, en ambas enzimas, estos rangos fueron
determinados de acuerdo con ensayos previos de curva de hidroélisis. Para cada disefio fueron 13
corridas aleatorias, 8 puntos del disefio y 5 repeticiones del punto central. Los modelos obtenidos
del disefio experimental se sometieron a un proceso de optimizaciéon por medio de la

metodologia de superficies de respuesta (MSR).

3.6.4 Actividad antioxidante de los hidrolizados obtenidos de la hidrolisis con Alcalase® 2.4 L
y Flavourzyme® 500 L

Se determind la actividad antioxidante de los hidrolizados obtenidos en las condiciones

optimas de pH y temperatura para Alcalase® 2.4 L y Flavourzyme® 500 L, se calcularon las
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eficiencias expresadas como pumol ET/g prot*mL enzima y %AQH/mL enzima, como criterio de
seleccion de la enzima, aquella que permitiera obtener mayores valores fue la seleccionada para

los otros procesos de optimizacion de la hidrélisis enzimatica.

3.6.5 Parametros cinéticos de la hidrolisis enzimatica de escamas de tilapia roja usando
Alcalase® 2.4 L

Se realizo la curva de saturacion de Alcalase® 2.4 L para determinar la concentracion de
sustrato en la cual la enzima se satura, variando la concentracion de sustrato(S) desde 4 g/L hasta
36 g/L, por medio de hidrdlisis a las condiciones Optimas de pH y temperatura de la etapa
anterior y con volumen de enzima (695 pL), tiempo (15 s) y agitaciéon (560 rpm) constantes,
estos rangos fueron determinados de acuerdo con ensayos previos de curva de hidrdlisis. De cada
curva se obtiene la velocidad inicial (V), de la cual se grafica el inverso multiplicativo (1/V)
contra el inverso multiplicativo del sustrato (1/S) y se obtienen los pardmetros cinéticos Vmax y
Km siguiendo el modelo de Lineweaver-Burk como se muestra en la ecuacion 7 (Lin et al., 2017;

Valencia et al., 2014).

3.6.6 Efecto de la concentracion de sustrato y enzima en la hidrolisis enzimatica de escamas de
tilapia toja

Luego de encontrar los parametros cinéticos de la reaccion, se lograron definir los valores
de los factores concentracion de sustrato (S) y enzima (E) para un disefio factorial central
compuesto con 5 repeticiones del punto central. El rango de S fue entre 8.8- 45 g/L y el de E 0.4-
5.6 g/L.

3.6.7 Efecto del grado de hidrolisis sobre la actividad antioxidante de los hidrolizados
enzimaticos de escamas de tilapia roja

Una vez se encontraron las condiciones optimas de hidrolisis (pH, T, Sy E) se evaluo Py
la actividad antioxidante por ABTS, FRAP, ORAC y AQH en funcion del GH, usando valores de
2,7,12, 17y 18%.
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3.7 Escalado de hidrdlisis enzimatica de escamas de tilapia roja

Luego de optimizadas las condiciones (pH, T, S y E) en el reactor de 500 mL, se traslado
el proceso a un reactor de 7.5 L de capacidad, tipo Bioflo® & Celligen 310, G628-011 (New
Brunswick Scientific, USA), agitado a través de una turbina Rushton con un volumen de trabajo
de 5L (Edinson, NJ, USA), con control de temperatura. Las condiciones a esta escala fueron las
encontradas en el numeral 3.6.3 y 3.6.6, las cuales son: 58.5°C, pH 8.05, concentracion de
sustrato 45 g/L y concentracion de enzima 4.42 g/L, el cual se mantiene constante con la adicién
de NaOH 2M usando una bomba peristaltica controlada automaticamente por un control de
cascada con un sensor de pH. El reactor estd equipado con calentamiento a través de un sistema
de recirculacion, cuenta con cuatro deflectores en la pared del tanque y un impulsor tipo turbina
Rushton con didmetro de 0.077 m. Se us6 el principio de similitud dindmica manteniendo
constante el numero de Reynolds (Re) entre el modelo (m) (500 mL) y el prototipo (p) (7.5 L),
usando la ecuacidn 8 para hacer los calculos de la velocidad de agitacion (N) en el prototipo (p)

(Gelves et al., 2013; Palmqvist et al., 2016).

Para este caso Nv= 9.8 s™!, Dim= 5 c¢cm, Dip,= 7.7 cm, por lo que despejando N, de la
ecuacion 11 se obtiene una velocidad del impulsor en el prototipo de 250 rpm. Sin embargo, para

evaluar el efecto de N sobre el proceso de hidrolisis se evaluo también 350 rpm.

3.8 Actividad antioxidante

Los mecanismos de accion de los antioxidantes se relacionan con la forma de reduccion
de los radicales libres, estos pueden ser SET (single electron transfer) o HAT (hydrogen atom
transfer) (Santos-Sanchez et al., 2019). Los métodos basados en SET detectan la capacidad del
antioxidante para transferir una especie quimica como metales, carbonilos y electrones, lo
métodos mas usados de este tipo son ABTS (4cido 2,2' azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
y FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant. Power). En el caso de los métodos HAT, se mide la
capacidad de un antioxidante para inactivar un radical libre a través de la donacién de un atomo
de hidrogeno, uno de los métodos mas usado asociado con este mecanismo es ORAC (Oxygen

Radical Absorbance Capacity) (Santos-Sanchez et al., 2019). En el caso de la actividad quelante
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de hierro AQH mide la capacidad del antioxidante por unirse con el hierro. A continuacion, se

describe la metodologia de los métodos antioxidantes evaluados.

ABTS: Fue determinado de acuerdo con Zheng et al., (2016) con algunas modificaciones,
la solucion ABTS fue preparada mezclando 7mM ABTS y persulfato de potasio 2.45mM vy se
deja en oscuridad por 18 h. Luego 1 mL de la solucidon es adicionado a 100uL. de muestra o
buffer fosfato para el control y se deja en oscuridad por 1 h. La absorbancia fue medida a 730 nm
en un espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Scientific™, Massachusetts- EE.UU).
Soluciones acuosas de Trolox entre 0 y 300 M se utilizaron para la calibracion y los resultados

son expresados como pumolET/g prot o pmolET/L

FRAP: Fue determinado de acuerdo con el método de Pulido et al., (2000) con algunas
modificaciones, la solucion FRAP fue preparada con 2.5 mL de TPTZ 10 mM, 2.5 mL de FeCl;
20 mM y 25 mL de buffer acetato 0.3 mM pH 3.6 en oscuridad a 37°C. Se adicionaron 30 uL de
muestra o buffer acetato para el control, 90 pL de agua destilada y 900 pL de la solucion, se dejo
en oscuridad por 1.5 h. La absorbancia fue medida a 595 nm en un espectrofotometro GENESYS
10S UV-Vis (Thermo Scientific™, Massachusetts- EE.UU). Soluciones acuosas de Trolox entre
0 y 500 M se utilizaron para la calibracion y los resultados se expresan como umolET/g prot o

umolET/L

ORAC: Fue determinado de acuerdo con Caliceti et al., (2017) con algunas
modificaciones, en placas negras se adicionaron 50 pL. de muestra, 75 uL de fosfato de sodio
0.075M pH 7 (blanco) o Trolox y 50 ul de la solucion de fluoresceina (78 uM), se incub6 por 15
min a 37°C, luego se adiciondé 25 pL solucion AAPH (2,2 '-azo-bis (2-amidino-propano)
dihidrocloruro) 221 mM. La fluorescencia (excitacion: 485 nm, emision: 535 nm) se registro
cada minuto durante 2 h en un lector de microplacas multimodo Varioskan™ (Thermo Fisher,
EE.UU). Los valores finales fueron calculados usando la relacion lineal entre la concentracion de
Trolox y el area bajo la curva de fluorescencia versus tiempo. Soluciones acuosas de Trolox

entre 0 y 75 uM se utilizaron para la calibracion y los resultados se expresan como pmol ET/g

prot.
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Actividad quelante de hierro (AQH): El ensayo se realizo siguiendo la metodologia de
Choonpicharn & Jaturasitha, (2014) en la cual 1 mL de muestra o agua destilada (blanco) es
mezclado con 20uL de ferrozina SmM y 40uL de sulfato ferroso 20mM, se deja en oscuridad por
10 min. La absorbancia fue medida a 562nm en un espectrofotdémetro GENESYS 10S UV-Vis
(Thermo Scientific™, EE.UU), la actividad quelante de hierro (AQH) es calculada como se
muestra en la ecuacion 11. Donde Amuesta €s la absorbancia de la muestra y Avplanco €5 la

absorbancia del blanco.

_Amuash'n x10a (11)

blanco

bilanco

A

AQH% =

3.9 Separacion y purificacion de fracciones peptidicas con propiedades biologicas
3.9.1 Remocion de la sal de hidrolizado alcalino

El hidrolizado 6ptimo alcalino descrito en la seccion 4.3.2 fue desalado por una columna
de cartucho C18 Sep-Pak® Vac, 35cc (Waters Corporation, EE. UU), usando como eluyentes
agua para remover la sal y acetonitrilo al 50% y 100% para recuperar las proteinas que quedaban
adheridas a la fase estacionaria, de acuerdo con la metodologia descrita por (J. Wang et al.,
2018). Las fracciones donde quedo la proteina fueron sometidas a rota evaporacion (a 45 ° C,
720 mm Hg de vacio), las muestras fueron transferidas a un liofilizador (FreeZone Bulk Tray

Dryer, Labconco, EE. UU) y liofilizadas a -43°C por 48 h.

3.9.2 Fraccionamiento por ultrafiltraciéon

Los hidrolizados enzimatico y alcalino que mostraron mejor actividad antioxidante fueron
fraccionados usando membranas de ultrafiltracion. Este proceso consiste en centrifugar a 5000 x
g durante 20 min a 10°C. Las membranas fueron lavadas por 6 veces entre cada muestra por
medio de la centrifugacion usando agua destilada. Posteriormente los sobrenadantes fueron
sometidos a un proceso de ultrafiltracion secuencial (Olagunju et al., 2018). usando membranas
ultracel de celulosa regenerada, con corte de peso molecular de 100 kDa, 10 kDa y 3 kDa, por
medio de unidades Amicon ultra-15 (Millipore, Massachusetts- EE.UU). Las fracciones fueron

designadas asi: >100, retenido de la membrana 100kDa, 100-10 el retenido de la membrana de
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10 kDa obtenido del permeado de 100 kDa (10-100 kDa); 3-10, el retenido de la membrana de 3
kDa obtenido del permeado de 10 kDa (3—10 kDa); <3 el permeado de la membrana de 3 kDa
(<3 kDa).

3.9.3 Purificacion por HPLC

Las fracciones de los hidrolizados enzimaticos que tuvieron mejor actividad antioxidante
fueron purificadas por RP-HPLC en una columna C-bridge X18 10 x 150 mm, 5 um (Waters
Inc., EE. UU.) La fase movil A fue (0.1% TFA en agua Milli-Q) y el tampén B (0.1% TFA en
ACN), la velocidad de flujo se ajustdé a 3.0 mL/min y la absorbancia se midi6o a 215 nm. El
volumen de inyeccion fue de 500 puL a una concentracion de muestra de 10 g/L. La muestra se

eluyé mediante un gradiente lineal de 0 a 65% de tampon B en 60 min (Jahandideh et al., 2018).

3.10 Secuenciacion de péptidos con propiedades biolégicas

Para identificar las secuencias de los péptidos antioxidantes, las fracciones obtenidas del
RP-HPLC con mayor actividad antioxidante, fueron analizadas por medio de un analizador de
tiempo de vuelo cuadrupolo (Q-TOF) operado en modo de iones positivos MS/MS. La
identificaciéon de las secuencias y la masa peptidica se realizd por cromatografia liquida-
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). El analisis de datos se realizo utilizando el

software MassLynx V4.1 (Micromass U.K. Ltd.) (Nimalaratne et al., 2015).

3.11 Evaluacion de la actividad antioxidante mediante analisis basados en células

Las muestras que fueron evaluadas en cultivos celulares fueron los hidrolizados

enzimatico y alcalino 6ptimos con sus respectivas fracciones de diferentes pesos moleculares.

3.11.1 Cultivo y tratamiento de células A7r5 diferenciadas

La linea de células de musculo liso vascular de rata (Rattus norvegicus) (VSMC A7r5)
fueron compradas de la coleccion ATCC (American Type Culture Collection) (CRL-1444,
Manassas, VA, USA) y usadas entre los pases 3-8. Las células fueron mantenidas y crecidas en

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de SFB (suero fetal
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bovino) y 1% de solucidn antibiotica (penicilina, estreptomicina y gentamicina), € incubadas a
37°C y 5% de COz> hasta alcanzar la confluencia (Liang et al., 2017). Las células A7r5 fueron
sembradas en platos de 48 pozos (Costar Corp.,USA), a una densidad de 1x10* células/cm? y el
medio de cultivo fue cambiado cada dos dias. Después de 4 dias post-siembra, el medio fue
retirado y las células fueron pre-incubadas por 24 horas con la muestra o con DMEM, seglin

corresponda.

3.11.2 Efecto citotoxico sobre las células A7r5

El efecto citotoxico sobre las células A7r5 fue determinado por el método Alamar Blue,
el cual es una solucion a base de resazurina, un compuesto no toxico, permeable a las células, de
color azul y practicamente no fluorescente. Al entrar en las células vivas, la resazurina se reduce
a resorufina, un compuesto de color rojo y altamente fluorescente. Los cambios en la viabilidad
se pueden detectar facilmente utilizando un lector de placas basado en absorbancia o

fluorescencia.

Las células A7r5 fueron sembrabas en platos de 96 pozos a 1x10* células/cm?. Después
de alcanzar el 80% de confluencia, las células fueron tratadas con 200 pL de las muestras de los
hidrolizados alcalinos y enzimaticos a 2mg/mL (disueltos en medio de cultivo) durante 24 h, la
concentracion fue definida de acuerdo con estudios previos realizados por la Universidad de
Alberta (Chakrabarti et al., 2017; Wang et al., 2018). Luego, el medio de cultivo fue
reemplazado con 200 pL de solucion de Alamar Blue al 10% (disuelta en medio de cultivo)
durante 4 h de incubacion (protegida de luz), después de lo cual se transfirieron 150 pL a una
placa opaca de 96 pocillos para la deteccion de la sefial de fluorescencia en un lector de
microplacas (SpectraMax M3, Molecular devices,CA, U.S.A), las longitudes de onda de emision
y excitacion fueron de 590 nm y 560 nm, respectivamente. El control era el medio de
crecimiento sin ningun tratamiento (Liang et al., 2017). El porcentaje de viabilidad celular fue

calculado siguiendo la ecuacion (12).

muestra

- Flb!mzco ( 12 )

Porcentaje de viabilidad (%) = y
T A

comtrol anco
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Donde Amuestra €8 la absorbancia de la muestra, Ablanco €S la absorbancia del blanco
(medio de cultivo) y Acontrol €5 la absorbancia del control que corresponde a las células sin la

incubacion de la muestra.

3.11.3 Efecto citoprotector sobre las células A7r5

Induccion del estrés oxidativo: El estrés oxidativo fue inducido de acuerdo con el método
de Wang et al., (2018). Después de la pre-incubacion de 1 h con las muestras o con DMEM
(control de estrés), las células fueron tratadas por 1 h con una solucién angiotensina Il a 1 pM

(37 °C/5% C0O2/95% humedad relativa).

Deteccion de ROS: El nivel de ROS fue monitoreado midiendo los cambios en la
fluorescencia que resulta de la oxidacion de DHE por superoxido para formar 2-hidroxietidio (2-
OH-E+) (ex 500-530 nm/em 590-620 nm) o por oxidacion inespecifica por otras fuentes de
especies reactivas de oxigeno (ROS) para formar etidio (E+) (ex 480 nm/em 576 nm), siguiendo
el método descrito por Wang et al., (2018).

Después de 1 h de incubacion con la angiotensina II, el medio de cultivo fue removido, 400 uL
de DHE 20 puM fue adicionado a cada pozo y las células fueron incubadas por 30 min a 37 °C
protegidas de la luz. Luego las células fueron lavadas con buffer fosfato salino por tres veces. La
fluorescencia fue detectada por medio de un microscopio de fluorescencia (Olympus IX81,
Olympus Canada Inc., ON, Canadd). Las imagenes se tomaron al azar a lo largo del campo, se
adquirieron tres fotos por pozo. La media de intensidad de la fluorescencia (% MFI) se
determinod con el software imagej y se presentd como un porcentaje con respecto al control no
tratado. Al menos 1 x 10* células fueron analizadas para cada muestra. El control positivo fue

solo el medio con la angiotensina II, y el control negativo era el medio sin angiotensina II.

3.12 Analisis estadistico

Los disefios experimentales fueron construidos y analizados empleando el software
Design- Expert® 8.0.5 (Stat-Ease, EE.UU). Los andlisis de los modelos obtenidos fueron

probados mediante analisis de varianza (ANOVA). La validez de los resultados obtenidos en el
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modelo estadistico se evalué de acuerdo con los supuestos de homogeneidad de varianzas,

independencia de los errores y normalidad (Montgomery, 2017).

Los resultados de comparaciéon de medias en los andlisis de la actividad antioxidante
fueron evaluados estadisticamente empleando el software Stagraphics® Centurion XV (Virginia,
EE. UU.). Los valores se expresaron como la media + desviacion estandar de al menos dos
réplicas. Las diferencias entre las medias se identificaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via y una prueba de comparacion de medias usando la prueba de Duncan con

un nivel de significacion de 0.05 (95% de confianza) (Montgomery, 2017).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de escamas y esqueletos

En la tabla 1 se muestran la composicion proximal de las escamas y esqueletos de tilapia
roja los cuales no han sido reportados previamente. Sin embargo, otros autores han sefalado
resultados de composicion de escamas y esqueletos de otras especies. Asi como Huang et al.,
(2016) reportaron valores de proteina menores (49.42%) en tilapia (Oreochromis sp) y
Matmaroh et al., (2011) encontraron que la proteina de escamas de salmonete amarillo
(Parupeneus cyclostomus) era 45.2%. Para el caso de los esqueletos algunos autores reportan
valores mayores de proteina y grasa, como por ejemplo, Chuesiang & Sanguandeekul, (2015),
encontraron que la proteina era de 50.6% y la grasa 30.6% en tilapia nilotica (Oreochromis
niloticus) y Gajanan et al., (2016) encontraron que en esqueletos de pez rosado (Nemipterus

Jjaponicus) la proteina era 68.45% y la grasa 15.14 %.

Tabla 1. Composicion proximal de escamas y esqueletos

Composicion g/100g Escamas enteras Esqueletos molidos
Humedad 203 £0.1 7.19+0.1
Proteina 63.7+0.1 25.0+0.0
Lipidos 0.9+0.0 169+0.2
Cenizas 15.1+0.0 50.9+0.0

Los valores reportados son el promedio de determinaciones hechas por triplicado con diferentes
lotes de los subproductos.

En la tabla 2 se presenta la composicion aminoacidica de las escamas y esqueletos de
tilapia roja, donde se puede observar que el porcentaje de aminoacidos esenciales es mayor en las
escamas que en los esqueletos, lo cual puede estar indicando que el valor biologico de su
proteina es mayor (Smith, 2017). Para ambos subproductos, la glicina es el aminoacido en mayor
proporcidn seguido por prolina, dcido glutamico e hidroxiprolina, los cuales han sido reportados

como abundantes en escamas de tilapia nildtica (Oreochromis nilocitus) (EI-Rashidy et al., 2015)
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tilapia (Oreochromis spp.)(Huang et al., 2016), tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) (Chen et
al., 2016), pez dorado (Ali et al., 2017), asi mismo para los esqueletos de dorada (Sparus
aurata)(Pateiro et al., 2020), pez gato (Siluriformes sp.) (Bechtel et al., 2019), bacalao (Gadus
morhua) (Tan et al., 2018).

Tabla 2. Concentracion relativa de aminoacidos en escamas y esqueletos

residuos/1000 residuos

Aminoacidos Escamas Esqueletos
Aminoacidos esenciales
Histidina 26.2 8.5
Treonina 15.5 4.1
Arginina 0.9 2.0
Valina 9.7 3.7
Metionina 6.9 5.2
Fenilalanina 4.2 2.0
Isoleucina 15.6 10.9
Leucina 5.0 4.8
Lisina 12.0 6.0
Aminoacidos no esenciales
Acido aspartico 55.5 19.4
Acido glutamico 105.9 31.3
Asparagina 2.7 53
Serina 46.1 17.3
Glicina 346.9 465.3
Citrulina 9.9 29.2
Alanina 11.1 13.3
Tirosina 47.8 30.4
Cisteina 14.0 9.7
Prolina 163.5 232.6
Hidroxiprolina 100.7 99.0
Porcentaj aminoaci
e:el(l:sialejse b oreldos 96 4.7
Porcentaje de aminoacidos no 90.4 95 3

esenciales
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La composicion de aminoacidos estd relacionada con los tipos de proteinas como
colageno tipo I, queratina y mucina presente en los subproductos de estudio (Wangtueai &
Noomhorm, 2009), es decir, alto contenido de prolina y glicina es aportado por el colageno
(Gauza-Wtodarczyk et al., 2017), en el caso de la queratina los aminoacidos predominantes son
las glicina y el acido glutdmico (Wang et al., 2016) y finalmente la mucina es una glicoproteina

rica en serina, treonina y prolina (Bansil & Turner, 2006).

4.2 Seleccion del sustrato de trabajo

Los resultados de la concentracion de proteina de los hidrolizados alcalinos de escamas y
esqueletos mostraron que fue mayor en el caso de las escamas (Figura 8), a pesar de que gran
parte de la grasa de los esqueletos fue removida con los lavados, es posible que la grasa residual
fuera un interferente para la extraccion de proteina, dado que al ser insoluble en solucidon acuosa
genera un producto no homogéneo que interfiere en la reaccion de hidrolisis (Abdollahi &

Undeland, 2019, Zhong et al., 2016)
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Figura 8. Concentracion de proteina soluble durante la hidrdlisis alcalina de escamas y
esqueletos.

Las hidrdlisis alcalinas se llevaron a cabo usando NaOH 2M, la concentracion de sustrato fue
4.8% p/p, la temperatura fue 60°C y la agitacion 500 rpm. La proteina soluble fue medida por el
método de Biuret.
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Para el caso de la hidrdlisis enzimatica los resultados obtenidos (Figura 9) se observa que

el GH es mayor en la hidrélisis de escamas.

14
12

10

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Tiempo (h)

—@— Escamas Esqueletos

Figura 9. Variacion del GH en el tiempo para la hidrolisis enzimatica de escamas y esqueletos.
La hidrolisis enzimatica fue llevada a cabo con concentracion de sustrato 8 g/L, la concentracion
de la enzima 0.4 g/L, el pH fue 8, la temperatura 55°C y la agitaciéon 560 rpm. El GH se midid
usando el método del pH-stat

De acuerdo con los resultados anteriores se decide continuar el trabajo de investigacion
con escamas, dado que el esqueleto es un sustrato que presenta mayores interferencias para la

extraccion de proteina y por lo tanto para la obtencion de péptidos bioactivos.

4.3 Hidrolisis alcalina de escamas

4.3.1 Efectos de temperatura, concentracion de NaOH y porcentaje de escamas sobre la
hidrolisis alcalina de escamas de tilapia roja

La Tabla 3 muestra las corridas experimentales del disefio central compuesto en forma
aleatoria, con los resultados de las variables de respuesta P, ABTS, FRAP y AQH en cada una.
Mientras tanto, los resultados del ANOVA del disefo central compuesto se muestran en la Tabla

4, que indica la importancia estadistica de cada factor en cada variable de respuesta (Valor - P).
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Tabla 3. Disefio experimental de superficie de respuesta central compuesto para evaluacion del

efecto de T, N, S sobre la hidrolisis alcalina de escamas de tilapia roja.

Corrida

T

N

O 0 3 N N Bk~ W N =

[ N e S e e S e
o I N »n B~ W N = O

19

60.0
50.0
50.0
50.0
33.2
50.0
50.0
50.0
40.0
66.8
60.0
50.0
40.0
60.0
60.0
50.0
50.0
40.0

0.5
1.3
1.3
1.3
1.3
0.0
1.3
1.3
2.0
1.3
0.5
1.3
0.5
2.0
2.0
2.5
1.3
2.0

S P ABTS FRAP AQH
0 M) (%) (g/L) WM ET/L) (uM ET/L) (%)
25 0.6 25.3 0.0 55.3
92 227 13951 3439 404
50 146 4892 129.0 547
0.8 149 9762 2579 566
50 174 8226 2127 543
50 213 11951 263.1 566
50 07 63.0 0.0 212
50 9.0 5264 79.7 33.4
25 1.0 140.5 8.2 42.8
50 4.1 117.6 0.0 30.8
75 157 12386 3046 470
50 16.6 8835 238.7 551
7.5 234 1590.7 412.0 470
25 8.6 69838 519 414
75 174 1266.1 349.8 496
50 16 10849 27712 614
50 95 154.6 38.2 28.7
75 151 1111 2742 472
25 77 61638 72.7 52.1

40.0

0.5

T: Temperatura(°C)
N: Concentracion de NaOH (M)

S: Porcentaje de escamas en solucion (%)
P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

ABTS: Actividad antioxidante por el método ABTS (UM ET/L)
FRAP: Actividad antioxidante por el método FRAP ((uM ET/L)

AQH: Actividad quelante de hierro (%)
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Los factores sin efectos significativos (P> 0.05) se eliminaron del ANOVA, y se
determin6 el R? y la falta de ajuste del modelo resultante. Ambos datos se presentan en la Tabla
4 para los modelos ajustados de P, ABTS, FRAP y QH, que aparecen en las ecuaciones 12, 13,
14 y 15, respectivamente.

Tabla 4. Valores P de las variables respuesta en el disefio central compuesto de la hidrolisis

alcalina de escamas de tilapia roja

Variable P ABTS FRAP AQH
Modelo <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0007
T 0.0475  0.0001 0.0005 0.016
N <0.0001 0.0002 0.0043 0.0008
S <0.0001 <0.0001 0.0001

T*N 0.0145 0.0004
T*S 0.0424

N*S 0.0109

N? 0.0002

S? 0.0016

Falta de ajuste 0.2245  0.7619 0.3329 0.0989
R? 0.9635  0.8855 0.7921 0.7533

R? ajustado 09416  0.8411 0.7505 0.6774

T: Temperatura(°C)

N: Concentracion de NaOH (M)

S: Porcentaje de escamas en solucion (%)

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/L)
FRAP: Actividad antioxidante por medio del método FRAP (uM ET/L)
AQH: Actividad quelante de hierro (%)

Los coeficientes ai en estas ecuaciones corresponden a los efectos de los factores en
relacion con sus valores reales. Los valores de R? y la falta de ajuste no significativa (P> 0.05) en

la Tabla 4 sugieren que estos polinomios representan la relacion entre las respuestas y los

factores
P =157+ 12T+ 44N + 438 + 19(N=S)— 2.6N* — 1.95* (13)
ABTS = 757.5 + 286.3T + 280.1N +297.15 + 196 4(N*T) + 156.8(T * §) (14)

FRAP=174.4+82.7 T+63.3 N+96.6 S ()
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AQH=47.8+5.1T-0.8 N + 8,0 E — 11.6 (N*T) e

El ANOVA muestra que las variables temperatura (T) y concentracion de hidroxido de
sodio (N) son significativas en los cuatro modelos evaluados; sin embargo, la concentracion de
sustrato es significativa para P, ABTS y FRAP pero no para AQH. En particular, la temperatura
tiene un impacto significativo en todas las respuestas, principalmente en términos lineales, pero
en el caso de AQH hay una interaccion entre N y T, lo cual muestra el efecto combinado sobre la
variable respuesta, es decir, el efecto de la concentracion de NaOH depende de la temperatura. El
impacto positivo de T podria deberse a que las proteinas se disuelven e hidrolizan entre 40 y

100°C (Chen et al., 2017).

Por otro lado, N tiene un efecto significativo en todas las respuestas, como puede
observarse P, ABTS y FRAP aumentan con N, mientras que AQH disminuye. En el caso en que
las variables aumentan se puede atribuir al despliegue parcial de la proteina por efecto del pH
alcalino (Chen et al., 2017; Nolsge & Undeland, 2009), lo que puede favorecer la exposicion de
puntos de corte y de grupos con capacidad para donar electrones. Sin embargo, los pHs alcalino
alcalinos también pueden deteriorar algunos péptidos por mecanismos como el ataque
nucleofilico rapido en los grupos carbonilo, que puede ser acelerado por el calor (Da Silva et al.,
2015, Essuman et al., 2014), lo que podria explicar la pérdida de actividad AQH. Finalmente, la
concentracion de sustrato tiene un efecto significativo en las cuatro respuestas, debido a que al
tener mayor contenido de proteina mayor sera la probabilidad que se presenten cortes en la

misma con lo cual se liberarian mayor cantidad de péptidos.

Las ecuaciones polinomiales 13-16 se graficaron en la superficie de respuesta (figuras 10-
13), con el objetivo de analizar el comportamiento grafico de cada respuesta. Para cada grafico,

la variable independiente no representada en el grafico se posiciono en su nivel mas alto.
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Figura 13. Graficos 3D de superficie de respuesta para los efectos de interaccion de variables
independientes de N (M), T (°C) y S (%) sobre la variable dependiente AQH (%)

Los criterios de optimizacion se definieron para obtener un hidrolizado con mayores
contenidos de proteina y actividad antioxidante. Las condiciones optimas de la hidrdlisis alcalina
son 60 °C, NaOH 2M y 7.5% de escamas. Estos resultados coinciden con los de Nolsge &
Undeland (2009) y Surasani et al., (2017) quienes informaron que la solubilizacion de la proteina
comienza a pH 10 y mayor temperatura.

La tabla 5 presenta los resultados de la verificacion experimental las condiciones 6ptimas
de la hidrolisis alcalina. Los valores predichos son cercanos a los experimentales, en el caso de la

P y FRAP son maés altos, pero ABTS y AQH son mas bajos.
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Tabla 5. Verificacion experimental de las condiciones definidas en la optimizacion de la
hidrélisis alcalina de escamas de tilapia roja

Variable Predicho Experimental

P 22.9 20.8£1.0
ABTS 1581.4 1966.6+190.7
FRAP 416.9 324.1£8.9
AQH 48.4 60£1.0

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/L)
FRAP: Actividad antioxidante por medio del método FRAP (uM ET/L)
AQH: Actividad quelante de hierro (%)

Los valores son expresados como la media = DS

Los resultados de la actividad antioxidante por ABTS (288 umol Trolox/g) son mayores a
los reportados por Chuaychan & Benjakul, (2016) quienes obtuvieron 80 pmol Trolox/g y
Mosquera et al., (2014) que obtuvieron 107 pumol Trolox/g, en el caso de FRAP (15.87 umol
Trolox/g) los resultados son mayores a los reportados por Wangtueai et al., (2016) quienes
obtuvieron 9 pmol Trolox/g y (Chuaychan et al., (2017) que obtuvieron 3 pmol Trolox/g, para
AQH (60%) los resultados son menores a los reportados por Choonpicharn & Jaturasitha, (2014)

quienes obtuvieron 70% y Sabeena Farvin et al., (2014) quienes obtuvieron 70%.

4.3.2 Efecto del tiempo sobre la hidrélisis alcalina de escamas de tilapia roja

La Tabla 6 presenta el comportamiento en funcion del tiempo para las variables respuesta
P, ABTS, FRAP y AQH. Para el caso de P, ABTS y AQH se muestra que 2 h son suficientes
para extraer una gran cantidad de proteina con actividad antioxidante y quelante de hierro ya que
no hay diferencias estadisticamente significativas (valor p< 0.05) entre los tiempos evaluados,
esto significa que al aumentar el tiempo de la hidroélisis no se consiguen mejores resultados, sin
embargo, para FRAP hay una diferencia a las 4 h. Este comportamiento del proceso podria ser
porque durante la hidrdlisis alcalina ocurre una generacion de polipéptidos rapidamente y luego
ocurre la degradacion a baja velocidad (Ingadottir & Kristinsson, 2010). Estos resultados son
superiores a los reportados por otros autores en los cuales se requieren mas de 4 h para obtener
hidrolizados con menor actividad antioxidante (Mosquera et al., 2014; Chuaychan and Benjakul,

2016).
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Tabla 6. Evaluacion de variables P, ABTS, FRAP y AQH en funcion del tiempo en la hidrdlisis
alcalina de escamas de tilapia roja.

Tiempo (h) P (g/L) ABTS(uM ET/L FRAP (uM ET/L) AQH (%)

2 22.9+0.2* 1722.6+£197.2% 1789+103? 61+£8.1°
4 22.8+0.8* 1862.1+:383.8% 200.2+37.6% 53+10.1?
8 23.6+0.8" 1824.1+63.3%  228.8+7.1° 58+1.5%

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/L)

FRAP: Actividad antioxidante por medio del método FRAP (uM ET/L)

AQH: Actividad quelante de hierro (%)

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre los tiempos.

En la tabla 7 se muestra la concentracion relativa de aminoacidos en el hidrolizado
alcalino, al comparar esta con los resultados de las escamas (Tabla 2), se puede concluir que la
hidrolisis alcalina favoreci6 la formacion de péptidos constituidos por mayor presencia de
aminodcidos esenciales ya que este porcentaje pasé del 9.6% al 15%. Algunos aminoacidos se
vieron afectados por el tratamiento alcalino como es el caso de arginina, valina, metionina,
fenilalanina, 4cido glutamico, asparagina, citrulina, alanina y cisteina. Estos resultados
concuerdan con lo expuesto por Wang et al., (2017), respecto a que la hidrdlisis alcalina genera

muy buenos rendimientos, pero con pobre funcionalidad y valor bioldgico.

Tabla 7. Concentracion relativa de aminoacidos en el hidrolizado alcalino

Aminoacidos residuos/1000 residuos

Aminoacidos esenciales

Histidina 20.2
Treonina 4.6
Arginina 1.4
Valina 19.0
Metionina 26.3
Fenilalanina 10.0
Isoleucina 36.5
Leucina 5.2
Lisina 10.2

Aminoacidos no esenciales

Acido aspartico 8.2
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Acido glutamico 10.3
Asparagina 3.9
Serina 10.4
Glicina 470.6
Citrulina 554
Alanina 12.0
Tirosina 41.2
Cisteina 52.0
Prolina 46.8
Hidroxiprolina 34.8

Porcentaje de aminoacidos esenciales 15.0

Porcentaje de aminoacidos no esenciales 85.0

4.4 Hidrolisis enzimatica de escamas
4.4.1 Determinacion del hror en escamas

De acuerdo con el aminograma reportado en la tabla 2 y las ecuaciones 9 y 10, se
determin6 que el hrot era 8.85 usando como referencia el aminoacido lisina, otros autores han
reportado valores como 8.6 para peces en general (Adler-Nissen, 1986) y 9.3 reportado para

subproductos de Atlantic Salmon (Salmo salar) (Aspevik et al., 2016).

4.4.2 Efecto del pH y T sobre la hidrdlisis enzimatica de escamas de tilapia roja

En la tabla 8 se presentan las corridas experimentales en forma aleatoria, con los valores
de las respuestas para cada una de las enzimas, correspondientes al disefio experimental factorial

central compuesto.

Tabla 8. Disefo experimental de superficie de respuesta central compuesto para evaluacion del
efecto de pH y T sobre la hidrolisis de escamas de tilapia roja con Alcalase® 2.4 L y
Flavourzyme® 500 L

Alcalase® 2.4 L Flavourzyme® 500 L

T(C) pH GH (%) P(g/L)|T (°C) pH GH (%) P (g/L)

65.00 10.0 6.2 6.0 550 85 69 4.3
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69.14 9.0 8.2 2.2 550 7.8 6.6 5.1
55.00 7.6 17.6 6.8 550 7.8 69 5.2
55.00 9.0 15.1 5.4 65.0 83 4.6 5.0
45.00 8.0 12.0 4.5 550 7.8 52 5.5
55.00 9.0 16.6 2.8 69.1 7.8 3.7 5.1
55.00 9.0 158 59 450 83 7.2 4.5
55.00 9.0 164 6.4 550 7.8 45 5.5
65.00 8.0 14.9 5.9 550 7.8 5.5 7,0
55.00 9.0 16.2 5.7 650 73 1.1 53
45.00 10.0 7.5 5.8 450 73 39 4.6
55.00 104 8.6 2.6 409 7.8 6.6 4.2
40.86 9.00 8.0 2.8 550 7.1 33 5.8

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)
GH: Grado de hidrolisis (%)
T: Temperatura (°C)

Con los resultados de la tabla 8, se desarrollo el andlisis de varianza (ANOVA) para
establecer el efecto de los factores sobre las respuestas, el cual se presenta en la tabla 9. En la
que se observa que los modelos representan adecuadamente los datos experimentales, teniendo
valores de R? aceptables y carencias de ajuste no significativas, en todos los casos. Los dos
factores ejercen efectos significativos sobre ambas respuestas en las dos enzimas. Para GH existe
efecto significativo del pH tanto en el término lineal como cuadratico en Alcalase® 2.4 L,
ademas de interacciones de T y pH, mientras que en Flavourzyme® 500 L solo tienen efecto los
términos lineales. Por su parte la proteina extraida, se ve afectada de forma lineal por ambas
variables en Alcalase® 2.4 L, mientras que en Flavourzyme® 500 L solo la temperatura tiene

efecto, pero en forma lineal y cuadratica.

Tabla 9. Valores P de los modelos de pH y temperatura para Alcalase® 2.4 L y Flavourzyme®
500 L

Factor Alcalase® 2.4 L Flavourzyme® 500 L
GH (%) P (g/L) GH (%) P (g/L)

Modelo <0.0001 0.0002 <0.0001  0.0017

pH <0.0001 0.0009 0.0002

T 0.2689  0.0002 <0.0001  0.0075



53

pH*T 0.006

pH? 0.0001

T? <0.0001 0.0349 0.0029
Carencia de ajuste [0.5752  0.0824 0.3793 0.5153
R? 0.9904  0.877 0.8955 0.7578
R? ajustado 0.9836  0.836 0.8746 0.7039

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)
GH: Grado de hidrolisis (%)
T: Temperatura (°C)

A partir del ANOVA (tabla 9) se obtuvieron modelos polinomiales de segundo orden
para cada respuesta en cada enzima, cuyos coeficientes son calculados por regresion multiple.
Los modelos son el resultado de la exclusion de términos no significativos (p > 0,05),

conservando la jerarquia del modelo.

Para el caso de Alcalase® 2.4 L, las ecuaciones 17 y 18, describen el comportamiento de
GH y P, respectivamente. Las diferencias de signos entre el término lineal y cuadratico en una
misma ecuacién indican que existe un punto extremo para esa respuesta en el rango de trabajo en
funcién de la variable en cuestion. En el caso de GH se tiene un punto maximo en funciéon de pH
y de T, como puede apreciarse en el comportamiento grafico de este polinomio (figura 14a). Para

el caso de P (figura 14b), existe un punto maximo solo en funcion de T.

GH =—2598+310pH+54 T—01pH*T—16pH" —0.04T? (17)

P=-99—11pH+08T—597x1073T* (18)
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GH (%)
Proteina (g/L)

Figura 14. Graficos 3D de superficie de respuesta para los efectos de interaccion de variables
independientes de pH y temperatura (°C) usando Alcalase® 2.4 L sobre las variables
dependientes GH (a) y proteina (b)

En el caso de la Flavourzyme® 500 L las ecuaciones 19 y 20 describen el
comportamiento de GH y P, respectivamente. El comportamiento grafico de estas ecuaciones se
presenta en las figuras 15a y 15b, respectivamente. Estos modelos indican que GH depende de
ambos factores en forma lineal, mientras que P depende solo de T en forma cuadratica. E1 GH se
incrementa con pH y se disminuye con T en el rango de trabajo, mientras que P es independiente

de pH y tiene un punto maximo en funcion de T.

GH =—116—01T+2.9pH (19)

P=-86+05T—4.041x107% T? (20)
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GH (%)

Proteina(gfL)

Figura 15. Graficos 3D de superficie de respuesta para los efectos de interaccion de variables
independientes de pH y temperatura (°C) usando Flavourzyme® 500 L sobre las variables
dependientes GH (a) y proteina (b)

El pH favorece el GH para Flavourzyme® 500 L y lo desfavorece para Alcalase® 2.4 L,
mientras que la extraccion de proteina se ve desfavorecida para Alcalase® 2.4 L por esta
variable. Un posible motivo de disminucion de los grados de hidrolisis con aumentos de pH se ha
atribuido a aumentos en la desnaturalizacion de la enzima y, por tanto, disminucion de su

actividad biolégica (Teshnizi et al., 2020, Anal et al., 2013)

En general, los efectos del pH se deben a que cambios en su nivel afectan tanto al sustrato
como a la enzima, porque cambian la distribucion de cargas y la conformacion de las proteinas
(Roslan et al., 2014). Ademas, el pH puede influenciar la disociacion de grupos activos de la
enzima, afectando la dindmica de asociacion de ésta con el sustrato (Morales et al., 2017; Shi et

al., 2005).

El efecto de la temperatura en ambas enzimas se puede explicar si se tiene en cuenta que
incrementos de temperatura aumentan la energia cinética de las moléculas en general, pero
debido a la naturaleza proteica de las enzimas su estructura terciaria se ve comprometida cuando
se alcanzan ciertos valores de temperatura, lo cual disminuye las posibilidades de unién entre la
enzima y el sustrato por desnaturalizacion térmica de la enzima (Noman et al., 2018), que a su
vez conduce a la pérdida de actividad catalitica, cuando se trabaja por encima de un cierto limite

de temperatura (Pérez-Galvez et al., 2011; Prieto et al., 2008).
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Los modelos de las ecuaciones (17-20) se optimizaron con el objetivo de maximizar GH
y P. Los resultados entregaron como condiciones 6ptimas de pH y T para Alcalase® 2.4 L son
8.1 y 58.5°C, mientras que para Flavourzyme® 500 L son 8.3 y 53.8°C. En la tabla 10 se
muestran los valores obtenidos para cada una de las respuestas tanto predichas como
experimentales evaluadas a estas condiciones. Es de notar la proximidad de las respuestas
experimental con las predichas, lo cual corrobora la validez de los modelos obtenidos y la
potencia de la metodologia de superficie de respuesta como método de optimizacion. Sin
embargo, dicho ajuste entre valores predichos y experimentales es mejor en el caso de la

Alcalase® 2.4 L respecto a la Flavourzyme® 500 L.

Tabla 10. Valores predichos y experimentales para P y GH usando Alcalase® 2.4 L y
Flavourzyme® 500 L en las condiciones 0ptimas de pH y T.

Predicho Experimental Error absoluto
Enzima REP (%)
P(g/L) GH (%) P(g/L) GH (%) P (g/L) GH (%)
Alcalase® 2.4 L 6.9 17.6 6.7+0.2 16.7+0.3 0.2 0.9 86.3
Flavourzyme® 500 L 5.3 6.4 3602 59+02 1.7 0.5 66.3

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

GH: Grado de hidrolisis (%)

T: Temperatura (°C)

REP (%) es el rendimiento de la extraccion de proteina y es calculado como el cociente entre la proteina final y la
proteina inicial (8 g/L) multiplicado por 100.

El error absoluto es calculado la diferencia entre el valor predicho y el valor experimental en valor aboluto.

En la tabla 10 se observa que se obtuvieron mayores GH y rendimientos de extraccion de
proteina (REP) usando Alcalase® 2.4 L, lo cual concuerda con Gajanan et al., (2016) ya que en
la medida en que el GH es mayor, el rendimiento también se incrementa. Borges et al., (2019)
encontrd resultados similares en procesos de hidrdlisis con harina de esqueletos de tilapia
nilética (Oreochromis niloticus) indicando que el GH es mayor para la Alcalase® 2.4 L dado que
es una endopeptidasa, mientras que la Flavourzyme® 500 L es exopeptidasa. Estos valores
mayores para Alcalase® 2.4 L, también pueden deberse a que las proteasas alcalinas, muestran
actividades mayores que las proteasas neutras como Flavourzyme® 500 L, cuando actian sobre
proteinas de pescado (Dumay et al., 2006; Gunasekaran et al., 2015; Klompong et al., 2008;

Yarnpakdee et al., 2015). El mayor grado de hidrdlisis en estos sustratos, tiene importancia
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porque puede estar asociado al incremento de los niveles de aminoacidos esenciales, por ende,
del valor nutricional de los productos hidrolizados obtenidos (Kechaou et al., 2009; Yarnpakdee
et al., 2015). En general, altos GH en hidrolizados de subproductos pesqueros han sido
vinculados con mayor capacidad reductora y de captura de radicales (Garcia-Moreno et al., 2014;
Gomez et al., 2019) debido a sus bajos pesos moleculares (W. Liu et al., 2013; Picot et al., 2010;
Wang et al., 2013). Las aplicaciones mas interesantes en este aspecto se han encontrado en
péptidos con pesos moleculares entre 1 — 4 kDa (de Castro & Sato, 2015; Opheim et al., 2015;
Saidi et al., 2014). Por lo tanto, obtener hidrolizados con GH mayores al 10% incrementa la

posibilidad de obtener péptidos bioactivos (Beaubier et al., 2019; Gémez et al., 2013).

4.4.3 Efecto del tipo de enzima sobre la actividad antioxidante de los hidrolizados obtenidos

Para evaluar el efecto del tipo de enzima usada en la hidrolisis sobre la actividad
antioxidante y quelante de hierro de los hidrolizados obtenidos bajo las condiciones Optimas
determinadas en el apartado anterior, (pH, T) Alcalase® 2.4 L (8.1 y 58.5°C), y Flavourzyme®
500 L (8.3 y 53.8°C), se us6 el método ABTS, FRAP y AQH (Tabla 11). Al comparar las
actividades antioxidantes de los hidrolizados de estas dos enzimas, se observa que la actividad
antioxidante especifica de los hidrolizados obtenidos con Flavourzyme® 500 L son mayores que
los del Alcalase® 2.4 L, pero se debe considerar que la cantidad de enzima utilizada en ambos
casos no es la misma; por tal razon se calcul6 la eficiencia en términos del numero de unidades
de actividad especifica por unidad de volumen de enzima gastada. Lo cual permite hacer una
comparacion mas util a la hora de definir con cual enzima llevar a cabo procesos a nivel
comercial. La comparacion de las eficiencias en los términos mencionados, indica que la
Alcalase® 2.4 L es la enzima mas eficiente a la hora de producir hidrolizados antioxidantes. En

el caso de la actividad quelante de hierro no hubo diferencias significativas entre las enzimas.

Tabla 11. Actividades antioxidantes de los hidrolizados enzimaticos de escamas de tilapia roja

usando Alcalase® 2.4 L y Flavourzyme® 500 L

Alcalase® 2.4 L. Flavourzyme®

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 500 L

ABTS Actividad (umol ET/g prot) 223.1+49% 461.9+4.8°
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Eficiencia (umol ET/g prot*mL enzima) 106.9+2.3? 53.7+£0.6°
FRAP Actividad (umol ET/g prot) 272+14°2 542+3.1°

Eficiencia (umol ET/g prot*mL enzima) 13.1+£0.7 ? 6.3+04°
AQH Porcentaje de actividad 61+1°% 65+3°%

Eficiencia (% / mL enzima) 097+0.1° 0.22+0.1°

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/L)

FRAP: Actividad antioxidante por medio del método FRAP (uM ET/L)

AQH: Actividad quelante de hierro (%)

La eficiencia fue calculada para ABTS y FRAP como el cociente de la actividad pmol ET/g prot y el volumen de
enzima usada (mL) y para AQH el cociente de la actividad en % y el volumen de enzima usada (mL)

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre las enzimas.

Los resultados de la tabla 11 ponen en evidencia que el tipo de proteasa afecta la
funcionalidad de los hidrolizados obtenidos, 1o cual concuerda con los resultados de Karamac et
al., (2016) quienes obtuvieron que Alcalase® 2.4 L fue superior en términos de actividad
antioxidante. En este caso la diferencia se debe a que la Alcalase® 2.4 L es una endopeptidasa
que rompe enlaces peptidicos al interior de la cadena peptidica, mientras que la Flavourzyme®
500 L es una exopeptidasa que corta al final de la cadena peptidicas (Ambigaipalan & Al-khalifa,
2015). En este sentido, Alcalase® 2.4 L genera mayores residuos con aminoacidos hidrofobicos,
que han sido asociados con actividades antioxidantes debido a la abundancia de electrones que
pueden ser donados para estabilizar los radicales libres (Girgih et al., 2015; Gomez et al., 2019).
De la misma forma los aminoacidos aromaticos como tirosina y fenilalanina han sido asociados
con el incremento del potencial antioxidante gracias a la habilidad para donar protones (Silveira
Coelho et al., 2019), asi mismo, aminoacidos con residuos acidos como el 4cido glutdmico tienen
altas contribuciones a la actividad antioxidante de los hidrolizados (Udenigwe & Aluko, 2011).
Resultados similares fueron reportados por Karamaé et al., (2016) quienes demostraron que

Alcalase® 2.4 L fue superior a la Flavourzyme® 500 L en términos de actividad antioxidante.

Teniendo en cuenta los mayores rendimientos de extraccion de proteinas y GH que
entrega la Alcalase® 2.4 L, asi como sus mayores eficiencias de hidrolizados con capacidad
antioxidante, se concluye que la Alcalase® 2.4 L es la enzima con mayor potencial para obtener

péptidos antioxidantes a partir de las escamas de tilapia roja.
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4.44 Parametros cinéticos de la hidrolisis enzimatica de escamas de tilapia roja usando
Alcalase® 2.4 L

Para definir completamente las condiciones de operacion de la hidrélisis enzimatica, es
necesario definir las concentraciones de enzima y sustrato en las que la enzima pueda tener su
mejor desempeno. En tal sentido es conveniente determinar los parametros cinéticos de
Alcalase® 2.4 L con este sustrato en particular, por medio de una curva de saturacion, en la cual
se grafica la velocidad inicial vs la concentracion de sustrato (Copeland & Wiley, 2000; Valencia
et al., 2014) En la Figura 16 se observa que si la concentracion de sustrato es superior a 200 mM,
la velocidad de reaccion es constante con incrementos de sustrato, debido al fendémeno de

saturacion de la enzima.
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Figura 16. Curva de saturacion de Alcalase® 2.4 L: La velocidad inicial (mM/seg) vs
concentracion de proteina (mM).

Los pardmetros cinéticos se determinan usando el modelo Lineweaver-Burk graficando
los inversos multiplicativos de las variables anteriormente mencionadas (Valencia et al., 2014),
luego de ajustar un modelo lineal a esta curva se obtienen los valores de la pendiente y el
intercepto, con lo cual se calcula Vmax: 11.312 mM/seg y Km: 188.25 mM o 21.8 g/L. Con base
en esto se define el rango de concentraciones de sustrato en las que no se presentard la inhibicion

por sustrato, como los valores entre 0.5Km y 2.5Km (Copeland & Wiley, 2000).
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Los valores altos Km indican que la enzima requiere altas concentraciones de sustrato
para llegar a la saturacion y lograr la velocidad méxima, este parametro estd asociado con la
afinidad que hay entre la enzima y el sustrato (Lin et al., 2017). Altos valores de Km indican baja
afinidad. En tal sentido, el valor obtenido de Km para el sustrato en estudio es mayor que el
obtenido para la Alcalase® 2.4 L en otros sustratos como es el caso de visceras de tilapia (1.9
g/L) (Zapata Montoya et al., 2018) y el musculo de salmon (4 g/L) (Valencia et al., 2014),
posiblemente por la diferencia en estructura de la escama, con mayor contenido mineral como es
el caso de la hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)> (Okuda et al., 2011), lo cual hace que sea una

estructura resistente a las proteasas (Zhang et al., 2019).

4.4.5 Efecto de Sy E sobre la hidrolisis enzimatica de escamas de tilapia roja

Por medio de un disefio central compuesto se evaluo el efecto de las concentraciones de
enzima (E) y sustrato (S), sobre P, GH y las actividades bioldgicas ABTS y AQH. Los resultados

de las corridas se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Disefio central compuesto para concentracion de sustrato y enzima en Alcalase® 2.4 L

Corrida S(g/L) E(g/L) P (g/L) GH (%) ABTS (umol ET/g prot) AQH (%)

1 30.0 6.7 25.7 17.1 233.2 80.0
2 30.0 3.0 243 15.1 220.0 78.0
3 45.0 0.4 39.5 10.8 220.5 72.9
4 30.0 3.0 24.8 16.0 247.3 81.7
5 51.2 3.0 39.0 13.7 263.4 75.3
6 15.0 5.6 14.4 18.5 311.1 87.4
7 8.8 3.0 8.5 16.6 306.0 85.2
8 15.0 0.4 14.8 13.8 112.3 86.5
9 30.0 3.0 27.2 16.1 222.0 83.7
10 30.0 0.0 10.2 0.7 69.3 41.0
11 30.0 3.0 26.6 16.8 220.7 87.7
12 30.0 3.0 26.2 16.4 251.6 88.3
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13 45.0 5.6 36.1 15.9 280.2 81.1

S: Concentracion de sustrato (g/L)

E: Concentracion de enzima (g/L)

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

GH: Grado de hidrolisis (%)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)
AQH: Actividad quelante de hierro (%)

En la tabla 13 se muestra que los modelos de todas las respuestas fueron significativos,
con carencia de ajuste no significativa. Sin embargo, para los modelos de P y AQH solo fue
significativa la concentracion de sustrato, mientras que para el GH los efectos lineales de ambos
factores fueron significativos y el término cuadratico de la concentracion de sustrato. Finalmente,

el ABTS es explicado por los efectos lineales de E, cuadraticos de S, E y la interaccion S*E.

Tabla 13. ANOVA para el efecto de la concentracion de sustrato y enzima en Alcalase® 2.4 L

Variable P(g/lL) GH (%) ABTS AQH
Modelo <0.0001 <0.0001 0.0013 0.0094
S <0.0001 0.0072  0.8243 0.0094
E <0.0001 0.0002
S? 0.0103  0.0132
E? 0.0060
S*E 0.0332
Carencia de ajuste 0.3047  0.1549  0.0730 0.7405
R? 0.9787 0.8937 0.9147 0.5065
R? ajustado 09766  0.8582 0.8538 0.4571

S: Concentracion de sustrato (g/L)

E: Concentracion de enzima (g/L)

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

GH: Grado de hidrolisis (%)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)
AQH: Actividad quelante de hierro (%)

A partir del ANOVA (Tabla 13), se obtuvieron los modelos para cada una de las
respuestas (ecuaciones 21, 22, 23 y 24), luego de eliminar los términos no significativos, sin
afectar la jerarquia del disefio.

(GH)*®® = 1163.1 — 204.9 S+ 488.3E — 231.9 E° (21)

P=256+11.25 (22)
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ABTS=2308+215+687E—350E+5+ 33.05°—439E" (23)

AQH =823—425 (24)

En la figura 17 se muestran las superficies de respuesta de los modelos encontrados para
cada una de las variables respuesta (ecuaciones 21-24). En ella se observa que S favorece a P,
pero desfavorece AQH. Mientras que la E favorece ABTS y GH. Adicionalmente, el aumento de
E favorece al GH, posiblemente debido a que favorece la formacion del complejo enzima-
sustrato (Copeland & Wiley, 2000). Mas interesante es el efecto de E sobre ABTS, el cual
ademas tiene el modelo con mayores efectos por parte de los factores. S tiene efectos contrarios
sobre ABTS segun la zona de E en que se encuentre. A altos valores de E incrementos de S
reducen la actividad antioxidante por ABTS. Estas diferencias en ABTS en funcion de S, se
deben a que la afinidad de la enzima hacia la proteina esta determinada por el equilibrio entre la
proteina nativa y la desplegada en solucion (Deng et al., 2018). Cambios en este equilibrio
pueden sugerir cambios en los mecanismos de hidrolisis. A partir la curva de saturacion
(figural6) se demostrd que la afinidad por la proteina intacta fue diferente en la hidrolisis con
Alcalase® 2.4 L para distintas concentraciones de sustrato, es decir, que la composicion de estos
hidrolizados fue distinta y que en efecto esto se produce por cambios en la selectividad de la

enzima en condiciones variadas de operacion (Butré et al., 2012).
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Figura 17. Graficos 3D de superficie de respuesta para los efectos de interaccion de las variables
independientes S (g/L) y E (g/L) usando Alcalasa® 2.4 L sobre las variables dependientes P
(g/L), GH (%), ABTS (uM ET/g prot) y AQH. (%)

Los modelos presentados en las ecuaciones 21-24 fueron optimizados para maximizar
GH, P y las actividades bioldgicas (ABTS y AQH). Se encontr6 que la concentracion de sustrato
deberia ser 45g/L y la de enzima 4.42 g/L.. Las variables respuestas obtenidas fueron verificadas

experimentalmente (Tabla 14)

Tabla 14. Valores predichos y experimentales para P, GH, ABTS y AQH en las condiciones
Optimas de Sy E.

Variable respuesta Predicho Experimental Error absoluto

P (g/L) 36.8 419+12 5.1
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GH (%) 15.8 15.6+0.3 0.2
ABTS (umol ET/g prot) 271.1 209.8 +3.0 23
AQH (%) 78.0 77.0+1.4 1.0

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

GH: Grado de hidrolisis (%)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)

AQH: Actividad quelante de hierro (%)

El error absoluto es el valor absoluto de la diferencia entre el valor predicho y experimental.

La proteina soluble luego de la hidrolisis enzimatica fue 36.8 g/L y teniendo en cuenta
que la concentracion inicial de proteina insoluble era 45 g/L esto muestra que Alcalase® 2.4 L
permite la solubilizacion de casi el total de la proteina, como ya ha sido reportado en otras
especies de pescado (Putra et al., 2018). Por otro lado, el grado de hidrolisis obtenido es cercano
al reportado por Blanco et al., (2017) en la hidrolisis de colageno de piel de diversas especies
usando Alcalase® 2.4 L, el cual fue entre 12 y 16%. Asi mismos, la actividad antioxidante
obtenidas son mayores a las reportadas por algunos autores como Sai-Ut et al.,(2014), quienes
encontraron que la actividad antioxidante por ABTS era de 80 umol TE/g muestra para
hidrolizados de gelatina provenientes de Aluterus monoceros mientras que en este estudio se
obtuvo 190 pmol TE/g muestra. Con respecto a AQH, los resultados obtenidos son cercanos a
los reportado por Choonpicharn & Jaturasitha, (2014) quienes reportaron actividad del 77% en

hidrolizados de gelatina de piel de tilapia nildtica.

4.4.6 Efecto del GH sobre la actividad antioxidante de los hidrolizados enziméticos de escamas
de tilapia roja

Bajo las condiciones optimas de pH, T, S y E, se realiz6 el proceso de hidrolisis en
diferentes GH (tabla 15). Se observa que el GH aumenta linealmente en los primeros 55 min y
luego de este tiempo la tasa de cambio es baja, pasando de GH 16 a GH 18 en 337 min. Este
comportamiento se ha atribuido a uno o varios de estos tres factores: (a) disminuciéon en la
concentracion de enlaces peptidicos susceptibles a la hidrélisis por las proteasas (Kumar &
Chatli, 2016) (b) posible inhibicioén de las enzimas causada por el sustrato de hidrolisis (Zapata

Montoya et al., 2018) (c) desnaturalizacion térmica de la enzima (Figueroa et al., 2012).
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Tabla 15. Actividad antioxidante y proteina soluble en diferentes GH de los hidrolizados
enzimaticos de escamas de tilapia roja usando Alcalasa® 2.4 L

Tiempo GH P ABTS FRAP ORAC AQH
(min) (%) (g/L) (umol ET/g prot) (pmol ET/g prot) (nmol ET/g prot) (%)
1.2 20 372+13* 1156+1.1° 257+0.1° 129.5+2.0*  15.8+1.3°
100 7.0 414+2.0° 2005+11.7° 284+09° 176.6 +11.8°% 549+34°
550 12.0 41.9+12% 2575+70° 31.9+1.6¢ 1950+88° 70.7+34°
180.0 16.0 42.1+09% 209.8+3.0° 302+02°¢ 156.5+6.8¢  77+14°¢
517.0 18.0 43.8+12°¢ 289.6+1.1¢ 208+0.1¢ 141.2+18.8¢ 854+244

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

GH: Grado de hidrolisis (%)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)

ORAC: Actividad antioxidante por el método de ORAC (uM ET/ g prot)

AQH: Actividad quelante de hierro (%)

Los datos son expresados como media + DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre los grados de hidrdlisis
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Figura 18. Actividad antioxidante y proteina soluble de los hidrolizados enzimaticos preparados

usando Alcalasa® 2.4 L con diferentes GHs y tiempos.

Los resultados de la figura 18 muestran que la actividad antioxidante tiene cambios en la
medida en que el GH cambia, en el caso de ABTS aumenta hasta el GH 12 y luego tiene una

disminuciéon en GH 16, para FRAP se observa que los cambios son pequeios, para ORAC hay
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crecimiento hasta el GH 12 y luego cae la actividad y para AQH se observa crecimiento en el
tiempo evaluado. Esto puede deberse a que diferentes péptidos se van formando y rompiendo a
lo largo del proceso de hidrdlisis y que en algunos casos la hidrélisis excesiva de las proteinas
conlleva a una la pérdida de los péptidos con potencial antioxidante (Goémez et al., 2019)
Ademas, en la figura 18 se puede ver que ABTS logra mejor actividad con GH 12 y 18, para
FRAP en GH 12, para ORAC con GH 12 y para AQH con GH 16 y 18; este resultado permite
escoger el hidrolizado con el cual se continuaran los ensayos de separacion por peso molecular,
es asi como se elige el hidrolizado con GH 12 dado que es el hidrolizado donde la mayoria de las

actividades antioxidantes tienen su maximo valor.

El hidrolizado con GH 12 fue caracterizado en su composicion de aminodcidos (tabla 16).
En términos generales se puede notar un perfil de aminoacidos similar tanto en las escamas como
el hidrolizado enzimatico, donde el aminoacido mas abundante es glicina y acido glutdmico. La
concentracion de la mayoria de los aminoacidos decrecid en el hidrolizado enzimatico y esto
puede darse porque la proteina cambid su estructura terciaria y cuaternaria con el proceso de
hidrélisis enzimadtica, ocasionando que sus aminoacidos estuvieran mas disponibles para la
reaccion de hidrolisis acida con HCI previo a la deteccion de los aminoacidos por HPLC, como

lo explican Wang et al., (2017) que mencionan la destruccion de aminoacidos por este proceso.

Tabla 16. Concentracion relativa de aminodacidos en el hidrolizado enzimatico GH 12 de escamas
de tilapia roja

Aminoacidos residuos/1000 residuos

Aminoacidos esenciales

Histidina 154
Treonina 5.8
Arginina 24
Valina 18.2
Metionina 5.9
Fenilalanina 4.1
Isoleucina 13.1
Leucina 4.8
Lisina 10.0

Aminoacidos no esenciales
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Acido aspartico 33.3
Acido glutamico 56.7
Asparagina 4.0
Serina 324
Glicina 610.3
Citrulina 18.9
Alanina 3.9
Tirosina 90.4
Cisteina 6.6
Prolina 38.1
Hidroxiprolina 26

Porcentaje de aminodcidos esenciales 8.0

Porcentaje de aminodcidos no esenciales 92.0

Los péptidos de escamas pueden poseer buena actividad antioxidante gracias a la
presencia de aminoacidos aromaticos tales como fenilalanina y tirosina, ademas de la presencia
de histidina, prolina, metionina, lisina y cisteina, que han sido asociados con actividad

antioxidante a través de su habilidad para donar protones o electrones (Je et al., 2015).

En el caso del hidrolizado se observa que la proporcion de aminodcidos aromaticos y no
esenciales aumentaron respecto a la materia prima, esto se debe a que luego de los procesos de
hidrolisis queda mas disponible quimicamente para ser cuantificado, contrario a los aminoacidos
hidrofébicos y esenciales que disminuyeron en el hidrolizado, lo cual puede deberse al deterioro
por las condiciones extremas que se tienen en la hidrdlisis acida previa a la cuantificacion de los

aminoacidos (Cigic¢ et al., 2008).

4.5 Escalado de hidrolisis enzimatica de escamas de tilapia roja

En el proceso de escalado se debe probar que, en la mayor escala, se alcancen los mismos
resultados en cuanto a eficiencia y calidad, que se obtienen a pequefia escala, sin embargo, el
escalado de las hidrélisis de proteinas de pescado ha sido poco estudiado (Zapata et al., 2019).
Una vez escalado el proceso a 7.5 L, se observo que las actividades diferian de las obtenidas en
0.5 L, por lo que se modifico la velocidad de agitacion, para determinar el efecto de esta variable

sobre las respuestas. En la tabla 17 se presentan los resultados de las variables evaluadas para el
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reactor de 7.5 L, con dos velocidades de agitacion diferentes (250 y 350 rpm), en contraste con

los resultados obtenidos a 0.5 L a 560 rpm.

Al aplicar el criterio de escalado se encontr6 que la velocidad deberia ser 250 rpm
(seccion 3.7) sin embargo, los resultados obtenidos a esta condicion de agitacion no reprodujeron
los obtenidos en el reactor de 0.5 L, posiblemente por deficiencias en la conveccion obtenida en
el sistema de 7.5 L. Por tal razon se evalu6 una condicién de agitacion que mejorara la

conveccion (350 rpm).

En la tabla 17 se observa que el GH se conserva en funcion del tiempo (12% para 55 min)
cuando se cambia de escala y se agita a 350 rpm, sin embargo, P y ABTS decrecen, mientras que
FRAP aumenté y AQH no cambid significativamente (valor p<0.05). Estos resultados sefialan
que al cambiar de escala y agitacion se pueden presentar cambios en la actividad antioxidante lo
cual puede explicarse por cambios conformacionales que sufre la enzima cuando se le somete a

condiciones de flujo diferentes (Gémez & Zapata, 2017).

Tabla 17. Efecto del cambio de escala sobre las propiedades de los hidrolizados enzimaticos de
escamas de tilapia roja

Velocidad de GH P ABTS FRAP AQH
agitacion (rpm) (%) (g/L) (umol ET/g prot) (nmol ET/g prot) (%)

250 9.9* 30.3+1.3° 2453 + 10.7° 38.7 + 2.5 33.4+5.1°

350 12.0° 37.4+1.5° 199.8 + 8.5° 40.3 +3.1° 66.2 + 4.8°

Reactor 500 mL 12.0° 41.9+1.2° 257.5+7.0° 28.4£5.6° 70.7 £3.4°

P: Concentracion de proteina soluble (g/L)

GH: Grado de hidrolisis (%)

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)

FRAP: Actividad antioxidante por el método de FRAP (uM ET/ g prot)

AQH: Actividad quelante de hierro (%)

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre las velocidades de agitacion
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4.6 Purificacion de los hidrolizados
4.6.1 Efecto de la sal sobre la actividad antioxidante del hidrolizado alcalino

Durante el proceso de hidrolisis de alcalina se adicionan grandes cantidades de NaOH
para la solubilizacion de las proteinas, luego el hidrolizado que estaba a pH 13 debe ser ajustado
a pH 7 por la adicion de 4cidos, lo cual genera altos contenidos de sal que deben ser removidos
dado que esta puede reducir el valor bioldgico de la proteina o la concentraciéon de aminoacidos

(Drummond et al., 2019).

Luego de la hidrdlisis alcalina y centrifugado, el pH de los hidrolizados es ajustado a 7
para la evaluacion de la actividad antioxidante, con esta neutralizacion se forman sales que
pueden interferir con la medicidén y se hace necesario la remocion de la sal. Se evalu6 el efecto
de la sal en las pruebas quimicas de la actividad antioxidante ABTS y FRAP. En la tabla 18 se
observan los resultados de las pruebas antioxidantes con y sin sal en el hidrolizado alcalino

optimo obtenido en el proceso durante 2h con NaOH 2M en 500 mL.

Tabla 18. Efecto del contenido de sal en las actividades antioxidantes (ABTS y FRAP) en el
hidrolizado alcalino de escamas de tilapia roja

Prueba antioxidante Sin Sal Con sal

ABTS (uM ET/L)  821.9+10.8* 1722.6+72.4°
FRAP (uM ET/L)  1080.4+60.1* 178.9 +10.3°

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)

FRAP: Actividad antioxidante por el método de FRAP (uM ET/ g prot)

El hidrolizado 6ptimo alcalino fue desalado por una columna de cartucho C18 Sep-Pak® Vac, 35cc.

Los datos de la actividad antioxidante son expresados como media £ DS de tres experimentos independientes. Las
letras indican diferencias estadisticas significativas (valor p<0.05) en las muestras de cada hidrolizado con y sin sal.

Los resultados de la tabla 18 muestra que las actividades antioxidantes se ven afectadas
por el contenido de sal en el hidrolizado, en el caso de ABTS son mas altos con sal y para FRAP
sin sal. Con esto se evidencia que la solucion donde estdn solubilizados los péptidos afecta la
medicion, este comportamiento fue estudiado por Abramovi¢ et al., (2017) quienes encontraron
que la solucion donde se disuelven los péptidos es responsable de la transferencia de electrones y
atomos de hidrogeno que son caracteristicos en la transferencia secuencial de electrones con

pérdida de protones (SPLET), en la transferencia de atomos de hidroégeno y en la transferencia de



70

electrones acoplados a protones. De acuerdo con estos resultados se decide continuar con el

hidrolizado alcalino sin sal en los analisis posteriores.

4.6.2 Fraccionamiento de los hidrolizados enzimatico y alcalino

Se procede con el fraccionamiento de los hidrolizados alcalino y enzimatico obtenidos
con las mejores condiciones de acuerdo con los resultados previos, para esto se usaron
membranas de ultrafiltracion son muy utiles para la purificacion de los péptidos porque el
tamano de estos puede controlarse segun el tipo de membrana utilizada, otros autores han
reportado el uso de las membranas para obtener péptidos con alta actividad antioxidante (Oh et
al., 2019). En la tabla 19 se observan los resultados de las pruebas antioxidantes de las fracciones

de hidrolizado alcalino luego de la remocion de sal.

Tabla 19. Actividad antioxidante de las fracciones de diferente peso molecular del hidrolizado
alcalino de escamas de tilapia roja

Fraccién ABTS FRAP ORAC
(uM ET/gr prot) (uM ET/gr prot) (uM ET/gr prot)
Hidrolizado 4109542 200.9 +£11.22 199.2 £10.9 2
> 100 320.6 £10.5° 98.2420.2° 373.9+27.9°
10-100 712.0 £9.6 © 106.1 +4.7 ¢ 259.5+10.7 ¢
3-10 624.3 +13.34 203.3 +£12.7 2 125.142.44
<3 314.1 +4.7° 89.1+1.9° 208.6 £5.2°¢

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)

FRAP: Actividad antioxidante por el método de FRAP (uM ET/ g prot)

ORAC: Actividad antioxidante por el método de ORAC (uM ET/ g prot)

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre las fracciones

El fraccionamiento del hidrolizado alcalino no fue efectivo en el caso de la FRAP dado
que no se logrd una fraccion que fuera mayor en actividad que el hidrolizado, sin embargo, en la
prueba ABTS si se obtienen fracciones como 10-100 kDa y 3-10 kDa con actividades mayores
que el hidrolizado completo, por otro lado, en ORAC se obtuvo que la fraccion con mayor
actividad es >100 kDa. En estos resultados se observan que las fracciones con mayor peso
presentan mejor actividad antioxidante, lo cual es contrario a lo reportado por otros autores,

donde los pesos moleculares son menores a 3 kDa (Phongthai et al., 2017).
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En la tabla 20 se muestran los resultados de las actividades antioxidantes de las fracciones

de hidrolizado enzimatico.

Tabla 20. Actividad antioxidante de las fracciones de diferente peso molecular del hidrolizado
enzimatico GH 12

ABTS FRAP ORAC
Fraccion (uM ET/gr prot) (uM ET/gr prot) (uM ET/gr prot)
Hidrolizado 2142 +32°% 33.6+1.3°% 195.0+9.3 ¢
>100 1814+1.1° 117.3+£11.7° 69.8 +3.8°
10-100 237.8+1.6° 1759+5.6°¢ 101.7+14.6
3-10 118.3+4.8 ¢ 90.2+0.94 73.2£11.74
<3 299.6 £44° 1555+£14° 158.8+25.3°

ABTS: Actividad antioxidante por medio del método ABTS (uM ET/g prot)

FRAP: Actividad antioxidante por el método de FRAP (uM ET/ g prot)

ORAC: Actividad antioxidante por el método de ORAC (uM ET/ g prot)

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre las fracciones

Como se muestra en la tabla 20. en el ABTS la fraccion con mayor actividad es <3kDa
mientras que en FRAP es la fraccion de 10-100 kDa y por otro lado en ORAC es el hidrolizado
completo. Considerando que los valores de actividad antioxidante para la fraccion <3kDa
(ABTS) y 10-100 kDa (FRAP) son mayores que los alcanzados con el hidrolizado, los resultados
sugieren que el fraccionamiento por peso molecular es una técnica efectiva para separar los
péptidos antioxidantes. Este resultado coincide con Hamzeh et al., (2019) quienes reportaron que
la separacion en fracciones de diferente peso molecular a partir de hidrolizados de proteinas
aisladas de manto y piel de calamar, permiti6 obtener péptidos antioxidantes con una capacidad
promedio de neutralizar radicales ABTS de 318 umol ET/g de proteina, la cual fue superior en
mas de 4 veces a la actividad presentada por los hidrolizados completos. En el caso de ORAC
dado que las fracciones presentan menor actividad esta técnica no es efectiva para la separacion

de fracciones con mayor actividad antioxidante.

Considerando los resultados de la tabla 19 y 20 en comparacion, se observa que el
hidrolizado alcalino presenta mejor actividad antioxidante que el hidrolizado enzimético usando

el método ABTS, FRAP y ORAC, con esto podria asumirse que el hidrolizado alcalino es el
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adecuado para las siguientes etapas de purificacion, sin embargo, se evalud en lineas celulares

para confirmar si este comportamiento es similar.

4.7  Efecto citotoxico de los hidrolizados alcalino y enzimatico en la viabilidad y
crecimiento de las células A7rS5.

Para evaluar el efecto citotoxico de los hidrolizados enzimatico y alcalino en la viabilidad
y crecimiento de las células A7r5 se usé el ensayo Alamar Blue que mide Ila
citotoxicidad/proliferacion celular, si el valor es inferior al 80% esto indica que los hidrolizados
tienen un efecto toxico en las células y no podrian ser evaluados en otro tipo de pruebas (Zhao et
al., 2019). La tabla 21 se muestra que los hidrolizados enzimatico, alcalino y sus fracciones no
son toxicos para las células, aquellos resultados donde el porcentaje es mayor al 100% quiere
indicar que se promueven el crecimiento. Segun Goémez et al., (2019) los hidrolizados pueden
afectar la presion osmotica de las células debido a las cargas eléctricas, interacciones
electrostaticas, enlaces quimicos secundarios y otros, que pueden provocar una disminucién en la
viabilidad celular. De acuerdo con los resultados anteriores, estos hidrolizados podrian, ser

antioxidantes que controlarian la generaciéon de ROS en el sistema celular.

Tabla 21. Porcentaje de viabilidad celular

Hidrolizado Hidrolizado

Muestras

alcalino enzimatico
Control 100
Hidrolizado 88 +0.7 * 88+2.6°
>100 91+0.7% 99+99°
10-100 87+1.4° 127+1.7°¢
3-10 103£23° 128+4.0°
<3 92+£3.1°  136+7.3¢

Las células A7r5 fueron tratadas con los hidrolizados alcalino, enzimaticos y sus fracciones en una concentracion de
proteina de 2mg/mL, el control corresponde a las células no tratadas con los hidrolizados.

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre las fracciones
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4.8 Evaluacion de la actividad antioxidante sobre células A7r5

4.8.1 Efecto de los hidrolizados contra el estrés oxidativo sobre células A7r5

La acumulacion intracelular de ROS en las células A7r5 incubadas con los hidrolizados
alcalino y enzimatico con/sin estrés oxidativo fue analizada usando DHE (dihidroetidio); el
efecto protector se evidencia cuando la medida de la fluorescencia es inferior al control con

estrés oxidativo (Ang II) (Lin et al., 2017).

Los resultados de la tabla 22 muestran que la incubacion por 30 min con el hidrolizado
enzimatico a 2mg/mL en ausencia de estrés oxidativo, no modificé significativamente los niveles
intracelulares de ROS en las células A7r5 (p < 0.05). Por el contrario, las células tratadas con el

hidrolizado alcalino mostraron un aumento en los niveles de ROS.

Tabla 22. Medias de las intensidades de fluorescencia luego del estrés oxidativo en las células

del musculo liso vascular (A7r5) y la accion de los hidrolizados completos

Muestra Promedio
Control 100*
Alcalino 108.9 +9.4°
Enzimatico 100.2 +9.8*
Ang I 148.9 £9.8°

Alcalino+ Ang IT ~ 123.1 £9.6¢
Enzimatico + Ang II 102.1 + 8.8%

Las células A7r5 fueron pretratadas con los hidrolizados alcalino y enzimatico en una concentracioén de proteina de
2mg/mL durante 1h, luego fueron tratadas con Angll 1uM por 1 hora. El control corresponde a las células no
tratadas con los hidrolizados.

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre las muestras.



74

Control Hidrolizado alcalino Hidrolizado enzimatico
Ang 1 Hidrolizado alcalino + Ang Hidrolizado enzimatico + Ang Il

Figura 19. Efecto antioxidante de los hidrolizados alcalino y enzimdtico en las células del
musculo liso vascular (A7r5).
Las células A7r5 se pretrataron con 50 uM de los hidrolizados durante 1 h antes de 30 min de
estimulacion con 1 uM de Ang II. Las células se trataron con 10 uM de DHE durante 30 min,
luego se visualizaron mediante microscopia fluorescente. Las iméagenes fueron tomadas 100x de
magnificacion.

En la figura 19 se aprecia que el hidrolizado alcalino no inhibe el estrés oxidativo en
comparacion con el hidrolizado enzimatico, los resultados de la tabla 22 asi lo corroboran, dado

que la medida de intensidad de fluorescencia es mayor en el hidrolizado alcalino indicando que

la célula esta mas afectada.

Las ROS al ser moléculas inestables, altamente reactivas (De Lucca Camargo & Touyz,
2019) conducen al estrés oxidativo, provocando diversos dafios celulares y tisulares,
contribuyendo a muchos tipos de enfermedades como la hipertension, la diabetes y muchas otras
(Chen et al., 2018; de Lucca Camargo & Touyz, 2019). En las células A7r5, Ang II activa la
produccioén de ROS principalmente a través del receptor de tipo 1 de Ang II (Fan et al., 2021).
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De acuerdo con los resultados anteriores se podria inferir que los péptidos intervienen en la

activacion de Ang II evitando la produccion de ROS.

Por otro lado, si se comparan las pruebas antioxidantes in vitro en células con las pruebas
quimicas (tabla 19 y 20) indicaban que el hidrolizado alcalino presentaba mejores resultados en
comparacion con el enzimatico, sin embargo, el comportamiento que se observa en el analisis
con células (tabla 22) es opuesto, el hidrolizado enzimatico resulta ser mas protector del estrés
oxidativo, con esto se puede concluir que hay una diferencia importante entre las pruebas
antioxidantes in vivo e in vitro, esto concuerda con los resultados de varios autores que han
encontrado que los cultivos celulares son una herramienta util para evaluar el efecto sobre la
salud de los hidrolizados y que los métodos quimicos son limitados porque no reflejan las
condiciones fisioldgicas celulares (De Oliveira et al., 2020; Power et al., 2013; Silveira Coelho et

al., 2019).

4.8.2 Efecto de las fracciones de los hidrolizados alcalino y enzimatico contra el estrés
oxidativo sobre células VSMC

Los péptidos con actividad antioxidante son generalmente péptidos pequeiios con un peso
molecular inferior a 1 kDa (Zou et al., 2016), sin embargo, algunas investigaciones mostraron
que las fracciones con un peso molecular mas alto, como 3-10 kDa, también demostraron una

alta actividad antioxidante (Hamzeh et al., 2019).

Las fracciones de peso molecular de los hidrolizados alcalino y enzimatico se evalian en la linea
celular dado que los procesos de purificacion podrian ayudar a la obtencion de péptidos
protectores del estrés oxidativo. En la tabla 23 se observan los resultados de la evaluacion de la

proteccion de las fracciones alcalinas en la linea celular A7r5.
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Tabla 23. Medias de las intensidades de fluorescencia luego del estrés oxidativo en las células

del musculo liso vascular (A7r5) y accion de las fracciones del hidrolizado alcalino

Muestra MIF (%)

Control 100.02

Ang 11 148.9 +£9.8°
Hidrolizado 123.1 £9.6°
>100 kDa 207.2 +7.4¢
10-100 kDa 145 +10.1°
3-10kDa  134.2+19.4°
<3 kDa 139.5+17.9¢

Las células A7r5 fueron pretratadas con los hidrolizados alcalino y sus fracciones en una concentracion de proteina
de 2mg/mL durante 1h, luego fueron tratadas con Angll 1uM por 1 hora. El control corresponde a las células no
tratadas con los hidrolizados.

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) en las muestras de cada hidrolizado.

Los resultados de la tabla 23 muestran que el hidrolizado alcalino y sus fracciones no inhiben el
estrés oxidativo, esto se evidencia en la figura 20, donde se observa con intensidad del color rojo

el efecto perjudicial de la Ang II en las células luego de la incubacion con las muestras.
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Ang Il Alcalino + Ang Il > 100 kDa+ Ang |l
3-10 kDa + Ang Il <3 kDa+ Ang I

10-100 kDa + Ang lI

Figura 20. Efecto antioxidante del hidrolizado alcalino y sus fracciones en las células del
musculo liso vascular (A7r5).

Las células A7r5 se pretrataron con 50 uM de los hidrolizados durante 1 h antes de 30 min de
estimulacion con 1 uM de Ang II. Las células se trataron con 10 uM de DHE durante 30 min,
luego se visualizaron mediante microscopia fluorescente. Las iméagenes fueron tomadas 100x de
magnificacion.

En la tabla 24 se muestran los resultados de la evaluacion del estrés oxidativo en las

células A7r5 luego de la incubacion con las fracciones del hidrolizado enzimatico.

Tabla 24. Medias de las intensidades de fluorescencia luego del estrés oxidativo en las células

del musculo liso vascular (A7r5) y accidn de las fracciones del hidrolizado enzimético

Muestra MIF (%)

Control 100.0%

Ang 11 148.9+9.8°
Hidrolizado 100.2+9.8%
>100 kDa  129.14+2.2°¢
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10-100 kDa 112 +2.34
3-10kDa  116.8+2.34
<3 kDa 138.7+1.99¢

Las células A7r5 fueron pretratadas con los hidrolizados enzimatico y sus fracciones en una concentracion de
proteina de 2mg/mL durante 1h, luego fueron tratadas con Angll 1uM por 1 hora. El control corresponde a las
células no tratadas con los hidrolizados. Los datos son expresados como media + DS de tres experimentos
independientes. Las letras indican diferencias estadisticas significativas (valor p<0.05) en las muestras de cada
hidrolizado.

Como se muestra en la tabla 24, las medias de intensidad de fluorescencia no presentan cambios
significativos (p < 0.05) entre las fracciones 10-100 kDa y 3-10 kDa y se obtiene una
disminucién del 24 y 21% respecto al control (Ang II) respectivamente. El hidrolizado también
suprime el estrés inducido por Ang II. Este resultado también se puede evidenciar en la figura 21,
donde se observa que las imagenes del hidrolizado y las fracciones 10-100 kDa y 3-10 kDa

tienen menor intensidad indicando que hay menor dafio para la célula.

Ang I Hidrolizado + Ang Il > 100 kDa + Ang Il
10-100 kDa + Ang I 3-10 kDa + Ang |l <3kba+Angll

Figura 21. Efecto antioxidante del hidrolizado enzimatico y sus fracciones en las células del
musculo liso vascular (A7r5).
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Las células A7r5 se pretrataron con 50 uM de los hidrolizados durante 1 h antes de 30 min de
estimulacion con 1 pM de Ang II. Las células se trataron con 10 uM de DHE durante 30 min,
luego se visualizaron mediante microscopia fluorescente. Las imagenes fueron tomadas 100x de
magnificacion.

Teniendo en cuenta la posterior purificacion del péptido y las aplicaciones futuras, se seleccion6

la fraccion (3-10 kDa) proveniente del hidrolizado enzimatico para el siguiente fraccionamiento

usando RP-HPLC.

4.9 Separacion por HPLC de la fraccion con mayor actividad antioxidante in vitro en
células A7r5

La fraccion 3-10kDa del hidrolizado enziméatico fue separada por medio RP-HPLC en
nueve fracciones entre 10 y 28 min con un gradiente de acetonitrilo 15-20%. En la figura 22 se
puede observar el cromatograma leido a 215nm. Dado que la separacion por RP-HPLC se basa
en polaridad se espera que los péptidos grandes polares o hidrofilicos eluyen primero que los

péptidos no polares o hidréfobos (Shazly et al., 2017).
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Figura 22. Cromatograma RP-HPLC de la separacion de la fraccion 3-10kDa del hidrolizado
enzimatico en una columna C-bridge X18 (10 x 150 mm, 5 pm).

La fase movil A fue (0.1% TFA en agua Milli-Q) y el tampon B (0.1% TFA en ACN), la
absorbancia fue medida a 215 nm.

Las nueve fracciones fueron liofilizadas y luego se determin¢ la actividad antioxidante en
la linea celular A7r5 luego de la induccion del estrés oxidativo con Ang II. En la tabla 25 se

muestra las medias de las intensidades de fluorescencia.
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Tabla 25. Medias de las intensidades de fluorescencia luego del estrés oxidativo en las células
del musculo liso vascular (A7r5) y accion de las fracciones por HPLC obtenidas de fraccion 3-10
kDa del hidrolizado enzimatico.

Muestra MIF(%)

Control 100.02
Ang I1 134.6+9.9°

Fl 124.444 8°
F2 110.749.54
F3 113.5+7.34
F4 117.549.6%
F5 132.0+9.0¢°
F6 157.2+7.0F
F7 147.0+9.08
F8 181.3+7.5"
F9 182.6+9.7"

Las células A7r5 fueron pretratadas con las fracciones provenientes de la separacion por RP-HPLC de la fraccion
3-10 kDa del hidrolizado enzimatico en una concentracion de proteina de 2mg/mL durante 1h, luego fueron tratadas
con Angll 1uM por 1 hora. El control corresponde a las células no tratadas con los hidrolizados.

Los datos son expresados como media = DS de tres experimentos independientes. Las letras indican diferencias
estadisticas significativas (valor p<0.05) entre las fracciones.

Las fracciones F2 y F3 mostraron mas actividad antioxidante debido a la reduccion de la
produccién de superoxido (Figura 23). Estudios similares informaron los péptidos que son
purificados usando la cromatografia por fase reversa y son eluidos en los primeros 25 minutos
son aquellos que son solubles a concentraciones de acetonitrilo menores al 50% siendo por lo
tanto mas solubles en agua (Forghani et al., 2016; Hanafi et al., 2018). Cabe resaltar que la
fraccion 3-10 kDa presentd mejor actividad que sus fracciones obtenidas por fase reversa, lo cual
puede tener dos explicaciones, la primera es que el fraccionamiento del hidrolizado por polaridad
no es efectivo y requiere otras técnicas de separacidon como otros autores que emplean
cromatografia de intercambio i6nico (Ahn et al., 2014; X. Wu et al., 2015) y la segunda es que
durante la cromatografia de fase reversa RP-HPLC se incrementan los radicales superdxido, tal

como lo muestra Girgih et al., (2015).
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Control Angll F1+Angll F2 + Angll F3+ Angll F4 +Angll
F5+Angll F6 +Angll F7 + Angll F8 + Angll F9 + Ang Il

Figura 23. Efecto antioxidante de las fracciones provenientes de la seraparacion por RP-HPLC
de la fraccion 3-10kDa proveniento del hidrolizado enzimatico de escamas de tilapia roja en las
células del musculo liso vascular (A7r5).

Las células A7r5 se pretrataron con 50 uM de los hidrolizados durante 1 h antes de 30 min de
estimulacion con 1 pM de Ang II. Las células se trataron con 10 uM de DHE durante 30 min,
luego se visualizaron mediante microscopia fluorescente. Las imagenes fueron tomadas 100x de
magnificacion.

Otros autores han identificado péptidos con alta actividad antioxidante celular a través de
la neutralizacion de ROS intracelulares a partir de subproductos piscicolas tales como musculo
de la tilapia (Yarnpakdee et al., 2015), la gelatina de escamas de tilapia ( Ngo et al., 2010) y

visceras de tilapia roja (Oreochromis spp.) (Gomez et al., 2019)

4.10 Secuenciacion del pico con mayor actividad antioxidante

Las fracciones F2 y F3 se sometieron a LC-MS / MS para la identificacion de péptidos.
Seglin el fraccionamiento de peso molecular, las fracciones estaban entre 3-10kDa, sin embargo,
los espectros de masas muestran que hay péptidos con menor peso alrededor de <3kDa. Este
resultado podria explicarse por acumulacion de material en la membrana presente en el sistema

de ultrafiltracion, donde pueden quedar atrapados péptidos de diferentes tamanos.

Las secuencias de péptidos identificadas se enumeraron en las Tabla 26, y el espectro

representativo respectivo de péptido de novo MS / MS de los picos 2 y 3 (Figura 24)
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Figura 24. Espectro LC-MS/MS de F2 (a) y F3 (b) de la fraccion 3-10kDa del hidrolizado

enzimatico de escamas de tilapia roja preparado con Alcalasa® 2.4L.

Tabla 26. Secuencia de péptidos de F2 y F3

F No. m/z Secuencia de péptidos

2 1 806.4 Pro-Gln-Gly-Pro-Ile-Gly-Val-Pro
2 8543 GlIn-Gly-Leu-GIn-Gly-Leu-Pro-Gly-Thr
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3 600.7 Gly-Thr-Pro-Gly-Leu-Gln-Gly-Met-Pro-Gly-Glu-Arg
4 9094 Ala-Pro-Gly-Pro-Ala-Gly-Ala-Arg-Gly-Asn
3 1 8494 GIn-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Ala
2 503.7 Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Lys-Gly-Asn
3 1050.4 Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Thr-Gly-Ala-Arg-Gly-Ala-Pro
4  525.7 Gly-Pro-Ala-Gly-Pro-Thr-Gly-Ala-Arg-Gly-Ala-Pro
5 662.8 GIn-Glu-Thr-Thr-Gly-Val-Glu-Gly-Pro-Lys-Gly-Asp-Thr
6  688.8 Gly-Pro-Arg-Gly-Leu-Pro-Gly-Glu-Arg-Gly-Arg-Pro-Gly-Ala
7  696.3 Gly-Pro-Ala-Gly-Ser-Pro-Gly-Phe-GIn-Gly-Leu-Pro-Gly-Pro-Ala-Gly
8 4357 Ser-Arg-Gly-Leu-Pro-Gly-Met-Glu
9 9104 Lys-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Ile-Gly-Arg
10 701.2 Ser-Asp-Gly-Phe-GIn-Phe
11 721.3 Pro-Ala-Gly-Leu-Pro-Gly-Pro-Ala
12 1020.4 Gly-Ala-Pro-Gly-Pro-Ala-Gly-Gln-Val-Gly-Ala-Pro
13 1076.4 Gly-Ser-Pro-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-Ile-Gly-Ala-Pro-Gly
14 538.7 Gly-Ser-Pro-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-Ile-Gly-Ala-Pro-Gly
15 704.3 Pro-Gly-Ala-Glu-Gly-Ala-Pro-Gly-Arg-Asp-Gly-Ala-Ala-Gly-Pro-Lys
16 715.8 Pro-Gly-Glu-Lys-Gly-Ser-Pro-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-Ile-Gly-Ala-Pro

Todos los péptidos de los picos 2 y 3 son hidrolizados de coldgeno alfa 1, el cual es uno

de los tipos de colageno mas importante y que ha sido reportado por otros autores con actividad

antioxidante a partir de hidrolisis enzimatica (Chen et al., 2018). Algunas de las secuencias

tienen un patrén de aminoécidos (Gly-XY)n, esto se encuentra normalmente en dominios de

triple hélice de todos los coldgenos no fibrilares, donde X es prolina e Y hidroxiprolina (Rober et

al., 2019, Sun et al., 2015,).

También se han reportado péptidos con alta actividad antioxidante celular de otras porciones de

tilapia, como musculo (Yarnpakdee et al., 2015) y visceras (Gémez et al., 2019). Se han

identificado péptidos de tamafio similar a partir de otros subproductos de pescado. Por ejemplo,

Chen et al., (2018) informaron péptidos inhibidores de la ECA entre 815.4 y 2429.2 Da de

gelatina de escala de pez lagarto (Synodus macrops). Qiu et al., (2019) identificaron tres péptidos
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antioxidantes con un peso molecular de 608.57, 609.61 y 804.92 Da a partir del hidrolizado de
gelatina de escamas de atun listado (Katsuwonus pelamis). Zhang et al., (2019) aislaron seis
péptidos antioxidantes con un peso molecular entre 375 y 861 Da. Las secuencias de péptidos
identificadas se enumeran en la Tabla 1, y los respectivos espectros de péptidos representativos

de F2 y F3 se muestran en la Figura 4.

La actividad antioxidante estd determinada por la composicion de aminoacidos y la secuencia de
péptidos (Abdelhedi & Nasri, 2019); estos péptidos se componen generalmente de 2 a 12
aminoacidos. La presencia de aminoacidos hidrofobos como histidina, fenilalanina, triptéfano y
tirosina se correlaciona con su actividad biologica (Moayedi et al., 2017). Los aminoadcidos como
Gly y Pro tienen un efecto importante sobre la actividad antioxidante porque pueden acceder
facilmente a los objetivos hidrofébicos, por lo que estos péptidos podrian interactuar con los
radicales libres y asi convertirlos en productos mas estables (Abdelhedi & Nasri, 2019). La
secuencia de péptidos y su actividad biologica estdn muy determinadas por las condiciones de
hidrélisis y la enzima utilizada. Alcalase® 2.4 L es una de las enzimas mas utilizadas para
generar péptidos con una alta proporcion de residuos de aminoéacidos hidrofobos y aromaticos,
que generalmente se asocian con altas actividades antioxidantes (Girgih et al., 2015; Silveira
Coelho et al., 2019). Las secuencias identificadas de las fracciones 2 y 3 estaban constituidas por
14 aminodacidos diferentes, con abundancia en orden descendente: Gly> Pro> Gln> Ala> Arg>
Glu> Thr> Ser> Lys> Phe> Ile> Asn> Met> Val . Entre ellos, Gly y Pro son el principal
aminoacido de composicion del colageno tipo I, el colageno mas abundante en animales, del que
se derivan muchos péptidos antioxidantes con gran actividad antioxidante (Chen et al., 2018).
Ademas, la presencia de aminoécidos alifaticos hidréfobos como Gly, Ala, Val, Leu, Ile y Met
también potenciaron la actividad antioxidante ya que son capaces de neutralizar los radicales
libres; también se informa que los aminoacidos acidos, como Asp y Glu, contribuyen a la

actividad antioxidante de los péptidos (Paiva et al., 2017; Udenigwe & Aluko, 2011).
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CONCLUSIONES
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S CONCLUSIONES

Las escamas de tilapia roja (Oreochromis spp.) son una fuente rica de aminoacidos como la
glicina, prolina, hidroxiprolina y acido glutdmico, lo cual hace que sea un subproducto con

potencial de aprovechamiento en la industria alimentaria y farmacéutica.

Los esqueletos de tilapia roja (Oreochromis spp.) al ser un subproducto con mayor porcentaje
de grasa, requiere mas procesos para la extraccion e hidrolisis de la proteina en comparacion

con las escamas.

La concentracién de proteina soluble obtenida durante la hidrdlisis alcalina de escamas de
tilapia roja se vio afectada por las variables temperatura, concentracion de NaOH y escamas,
ademas de las interacciones entre la temperatura y la concentraciéon de NaOH y la interaccion

entre la concentracion de NaOH y la concentracién de escamas.

La hidrolisis enzimatica de escamas de tilapia roja (Oreochromis spp.) se vio afectada por las
variables tipo de enzima, pH, temperatura, concentracion de sustrato y concentracion de

enzima. Siendo la alcalasa una enzima mas eficiente en dicho proceso.

El cambio de escala de 0.5 L a 7.5 L no afecta significativamente las caracteristicas de los

hidrolizados enzimaticos obtenidos.

La presencia de sal afecta la medicion de la actividad antioxidante en los hidrolizados

alcalinos de escamas de tilapia roja.

La separacion de los hidrolizados usando las membranas de ultrafiltracion es eficiente para
obtener fracciones ricas en péptidos antioxidantes provenientes de escamas de tilapia roja

(Oreochromis spp.)
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e Los péptidos provenientes de hidrolizados enzimaticos de escamas de tilapia roja
(Oreochromis spp.) tienen la capacidad de reducir la producir de ROS en células A7r5 de

musculo vascular liso.
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6 RECOMENDACIONES

o Hacer un estudio de los mecanismos de inhibicioén por sustrato o producto en la hidrélisis

enzimatica de escamas de tilapia roja con Alcalase® 2.4 L.

J Estudiar el proceso de secado y estabilidad de los hidrolizados de escamas de tilapia roja

para ser incorporados en productos de la industria alimenticia y farmacéutica.

J Estudiar el proceso de hidrdlisis enzimatica en continuo conectado a un sistema de

membranas de filtracion tangencial y estudiar los fendémenos de ensuciamiento de membranas.

J Sintetizar los péptidos bioactivos secuenciados con mayor actividad antioxidante y

evaluar su actividad bioldgica in vitro y en lineas celulares.

J Estudiar el efecto de los hidrolizados y sus fracciones en otras lineas celulares.

J Usar herramientas bioinformaticas para estudiar la relacion estructura-actividad de los

péptidos obtenidos.

J Dado que se encontraron péptidos con actividad antioxidante in vivo, se hace necesario el

estudio de estos en animales.

J Estudiar la actividad antioxidante por medio del andlisis de biomarcadores como:

glutation, glutation Px, superoxido dismutasa, catalasa, TBARS, entre otros.

. Para poder llevar a los consumidores estos hidrolizados con actividad antioxidante es
importante evaluar la biodisponibilidad y biofuncionalidad de estos por medio del proceso de

digestion gastrointestinal in vitro.
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o Estudiar las propiedades tecnofuncionales de los hidrolizados obtenidos para su posterior

uso en la industria alimenticia.
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