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Resumen

Visceras de tilapia roja (VTR) desengrasadas son hidrolizadas con Alcalasa 2.4L® para evaluar el efecto del
grado de hidrdlisis (GH) sobre sus propiedades tecnofuncionales, fisicoquimicas y calidad biolégica. La
composicién de aminoacidos es determinada usando HPLC en fase reversa. Los resultados muestran que
hidrdlisis poco extensivas mejoran la capacidad espumante y la estabilidad de la espuma, alcanzandose los
mejores resultados con GH de 4.2% y 8.4% a pH 4 y 10, respectivamente. La composicién de aminoacidos
totales muestra que las VTR y sus hidrolizados son una fuente de proteinas de alta calidad nutricional y que
su balance de aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos es adecuado para resaltar las propiedades
tecnofuncionales. Los resultados sugieren que las proteinas de VTR poseen alta capacidad emulsificante,
pero dicha propiedad se ve disminuida por el proceso de hidrélisis. En conclusién, las proteinas de VTR y sus
hidrolizados tienen potencial aplicaciéon en la industria alimentaria por sus propiedades tecnofuncionales,
calidad nutricional y microbioldgica.

Palabras clave: propiedades tecnofuncionales; hidrolizados enzimaticos; tilapia roja; Alcalasa 2.4L

Physicochemical characterization and techno-functional
properties of Red Tilapia (Oreochromis spp.) viscera
hydrolysates

Abstract

Defatted red tilapia viscera (VTR) are hydrolyzed with Alcalase 2.4L® to evaluate the effect of the degree of
hydrolysis (DH) on VTR’s techno-functional, physicochemical, and biological qualitative properties. The results
show that limited hydrolysis improves foaming capacity and foam stability, achieving the best results with DH
of 4.2% and 8.4% at pH 4 and 10, respectively. Total amino acid composition shows that VTR and their
hydrolysates are protein sources with high nutritional quality that have an adequate balance of hydrophobic
and hydrophilic amino acids, highlighting their techno-functional properties. The results suggest that VTR
proteins possess high emulsifying capacity, but this property is diminished by hydrolysis. In conclusion, VTR
proteins and their hydrolysates have promising applications for the food industry due to their techno-functional
properties and their nutritional and microbiological quality.

Keywords: techno-functional properties; enzymatic hydrolysates; red tilapia; Alcalasa 2.4L
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INTRODUCCION

La hidrdlisis enziméatica de proteinas es una técnica biotecnoldgica que ha cobrado gran importancia, dado
gue constituye una estrategia efectiva para la obtencidon de hidrolizados y péptidos con propiedades
tecnofuncionales y biolégicas (Garcia-Arteaga et al., 2020). Los hidrolizados proteicos pueden tener diferentes
aplicaciones en la industria, dependiendo de sus caracteristicas, las cuales son determinadas entre otros
factores, por el grado de hidrélisis (GH) (Villamil et al., 2017). Los hidrolizados de proteinas con GH menor de
10% dan como resultado mejores propiedades tecnofuncionales, tales como emulsificacién, capacidad de
formacion de espuma y mayor solubilidad (Calderon-Chiu et al., 2021). Esta modificacion en las propiedades
tecnofuncionales, se da principalmente dado que la hidrélisis enzimatica provoca una disminucién del peso
molecular, un aumento en el nimero de grupos ionizables y exposicion de grupos hidrofébicos ocultos en la
proteina nativa, lo que puede modificar las interacciones fisicas o quimicas con el entorno (Tavano, 2013).

Las ventajas de los hidrolizados frente a las proteinas nativas para mejorar las propiedades tecnofuncionales
de superficie activa se encuentran en (i) su capacidad para difundirse mas rapidamente hacia la interfaz a
través de su solubilidad mejorada y a su vez, para adsorberse mas rapidamente en la interfaz aire- agua o
lipido-agua; (ii) el hecho de que los dominios hidrofobicos, que inicialmente estan agrupados en el interior de
las proteinas, ya estan disponibles en la solucidn y no requieren desnaturalizacion parcial previa para migrar
a la interfase aire-agua en las espumas o agua-aceite en las emulsiones; y (iii) presencia de grupos sulfhidrilo
en ciertos péptidos que pueden formar enlaces disulfuro capaces de estabilizar la interfaz y de interconectar
péptidos covalentemente (Lacou et al.,, 2016). Por lo tanto, los hidrolizados de proteinas derivadas de
alimentos son ingredientes prometedores para la industria farmacéutica y alimentaria.

La pesca y la acuicultura desempefia un papel significativo y creciente en la provision de alimentos, nutricion
y empleo a nivel global, por lo que es de interés el desarrollo sostenible del sector (FAO, 2020). Sin embargo,
uno de los mayores problemas de la industria piscicultura lo constituyen los subproductos, dado que
representan alrededor del 60% del peso del animal, siendo la mayoria de estos subproductos
desaprovechados (Villamil et al., 2017). Asi, la blisqueda de alternativas para utilizar y dar valor agregado a
dichos subproductos es un tema de interés cientifico y comercial. En este sentido, la hidrélisis enzimética de
proteinas provenientes de subproductos de organismos acuéticos, constituye una estrategia exitosa, dado
gue se han encontrado hidrolizados con propiedades biolégicas (Gémez et al., 2020) y tecnofuncionales
(Halim et al., 2016; Villamil et al., 2017).

Uno de los subproductos mayoritarios en la industria piscicola lo constituyen las visceras, las cuales pueden
representar entre el 12-18% del peso del animal y que son a su vez una alta fuente de proteinas (Villamil et
al., 2017). En este sentido, dada la importancia econdémica de la tilapia y los altos volumenes de visceras
generados como subproductos, en este trabajo se buscé caracterizar las visceras de tilapia roja (Oreochromis
spp.) (VTR) y los hidrolizados de VTR (HVTR), asi como evaluar la posibilidad de obtener HVTR con
propiedades tecnofuncionales mejoradas respecto a las proteinas nativas, para su potencial aplicacion en la
industria farmacéutica o alimentaria.

METODOLOGIA

Las VTR se obtuvieron en cadena de frio de la Piscicola el Gaitero (Antioguia-Colombia), tomando muestras
de lotes de produccion diferentes. Posteriormente, fueron desengrasadas utilizando el método de
calentamiento-congelacion reportado por Arias et al. en 2017 (90°C por 20 min), el cual demostré tener buena
eficiencia de desengrasado y ademas de inactivar las enzimas endogenas, después de lo cual se
almacenaron a -20°C hasta su uso y analisis. Para evaluar como varian las caracteristicas de las VTR con el
proceso de hidrdlisis, se realizaron analisis de composicion centesimal, microbiol6gica y perfil de aminoacidos
a las VTR completas y del HVTR con GH de 4.2% dado que fue el GH que mostro mejorar sustancialmente
la actividad espumante a pH 4 y mejorar la estabilidad de las emulsiones formadas a pH 4y pH 7.

Analisis proximal

Las determinaciones de humedad, cenizas, proteina bruta (N x 6.25) y grasa total, fueron realizadas siguiendo
los métodos oficiales de la AOAC de secado en estufa (AOAC 950.46), calcinacion (AOAC 942.05), Kjeldahl
(AOAC 992.15) y extraccion seca (AOAC 960.39), respectivamente (AOAC, 2006).

Analisis microbioldgico

Para la determinacion de la calidad microbioldgica de las muestras, se realizaron los andlisis de recuento de
coliformes totales y Escherichia coli, deteccidon de Salmonella sp. y deteccion de Vibrio cholerae, segun lo
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dispuesto en la NTC 5443 (Icontec, 2015), ademas del recuento de microorganismos meséfilos y recuento de
mohos y levaduras por la NTC 4132 (Icontec, 1997).

Composicién de amino&cidos

La composicion de aminoacidos en las muestras fue determinada usando HPLC en fase reversa segun la
metodologia descrita por (Sepulveda et al., 2020), con algunas modificaciones. Para la cuantificacion de
aminoacidos totales, las muestras fueron sometidas a una hidrdlisis acida con HCI 6 N a 110°C durante 18 h.
Los aminodcidos fueron analizados en un HPLC UltiMate 3000 con detector UV/VIS con arreglo de diodos
DAD (Thermo—Dionex, California- EE.UU.), operado con columna analitica de 5 um (ZORBAX Eclipse AAA-
C18, 4.6x150 mm). La corrida se realizé a 40 °C y un flujo de 2.0 mL/min. Previo a los andlisis, las muestras
fueron derivatizadas usando OPA para aminoacidos primarios y FMOC para aminoacidos secundarios. Los
aminoacidos primarios fueron detectados a 338 nm y los secundarios a 262 nm. La recta de calibracion se
elaboré empleando una mezcla de estdndares de aminoéacidos entre 0,2 y 0,5 pmol/mL (Sigma-Aldrich, St.
Louis- EE.UU) y se us6 norvalina como estandar interno para corregir el valor de la concentracién de
aminoacidos.

Cuantificacion de metales pesados

Adicionalmente se realizaron analisis de metales pesados, para completar la evaluacion de la calidad general
de las VTR. Para el desarrollo del método se pesaron 0.5 g de la muestra a los que se le agregé 3 mL de
acido nitrico y 1 mL de &cido clorhidrico. La digestion acida se realizé en un speedwave microondas (Berghof-
Alemania), usando un programa de calentamiento segun la norma EPA 3051A numeral 11.3.5 (USEPA, 1998).
Luego de la digestion se hicieron lavados con aguas desionizada y se aforé a 10 mL, para finalmente realizar
la lectura de los metales mediante un equipo de emision atomica MP-AES 4100 (Agilent, California- EE.UU.).
El arsénico y el mercurio fueron leidos por la técnica de generacion de hidruros con borohidruro de sodio en
el mismo equipo MP-AES4100.

Cuantificacion de proteina por Lowry

La concentracién de proteina soluble fue determinada mediante el método colorimétrico de Lowry (Lowry et
al., 1951), y la absorbancia fue leida a 670 nm usando albumina de suero bovina entre 0 y 1 g de proteina/L
para la elaboracién de la curva patrén.

Hidrolisis Enzimatica

Las visceras desengrasadas se pusieron en contacto con Alcalasa 2.4 L® grado alimenticio (Novo Nordisk
Co., Dinamarca), la cual fue seleccionada, dado que ha demostrado producir hidrolizados con propiedades
tecnofuncionales y con menor sabor amargo que otras enzimas (Garcia-Arteaga et al., 2020).

La hidrdlisis se llevé a cabo en un reactor de vidrio de 500 mL, bajo las condiciones establecidas en trabajos
previos de los autores del presente estudio (Gomez et al., 2020; Gémez & Zapata, 2017), concentraciones de
sustrato de 8 g proteina/L, relaciones enzima/sustrato de 0.306 U/g de proteina, pH 10, temperatura de 60°C,
velocidad de agitacion 960 rpm y concentracion de grasa 0.7 g/L. El control de pH y temperatura se hizo con
un electrodo combinado de vidrio, conectado a un Titrando 842 (Metrohm, Suiza) operado por un ordenador
(software Tiamo 1.2.1). La reaccion fue monitoreada por medio del GH empleando el método del pH-estato
para su medicién, expresado como la relacion entre el nUmero de enlaces peptidicos hidrolizados y el nimero
de enlaces peptidicos totales en la proteina nativa por unidad de peso (ht) segun la ecuacion 1 (Forghani et
al., 2012). Para evaluar el efecto del GH sobre las propiedades tecnofuncionales, el proceso se realiz6 varias
veces, deteniendo la reaccién cuando se alcanzaban GH de 4.2, 8.4 y 17.1%. Como control (GH de 0%) se
utilizaron soluciones de VTR bajo las mismas condiciones de operacion descritas, inactivando la enzima
inmediatamente se adiciona.

B NB
GH (%) = Y

1
ahtXIOO (1)

a se estima con base en el valor promedio de la contante de equilibrio pK para los grupos a-amino liberados,
calculados en funcién del pH y la temperatura de reaccién de acuerdo a las ecuaciones 2 y 3 respectivamente
(Forghani et al., 2012).
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10pH—pK

o= (1+10PH-PK) @
B (298 —T)
PK = 7,8 + — oo % 2400 (3)

Se empled un ht de 8.22 Eqv/Kg el cual fue calculado previamente para las VTR mediante el método OPA
(Gémez et al., 2020) y un a de 0.99.

Evaluacion de las propiedades tecnofuncionales

Para evaluar el efecto del GH sobre las propiedades tecnofuncionales de los hidrolizados, se escogieron los
HVTR con GH inferior a 17.1% para aplicar las pruebas que se describen a continuacion.

Capacidad emulsificante: Los HVTR fueron diluidos hasta una concentracion de 2 mg/mL y su pH fue ajustado
a4, 7y 10 con HCI o NaOH 6M. Las emulsiones fueron preparadas mezclando 30 mL de HVTR con 10 mL
de aceite de girasol. Posteriormente la mezcla fue homogenizada a 18000 rpm durante 60 s usando un
homogeneizador de alta velocidad OV5 (Velp, Usmate- Italia). El indice de actividad emulsificante (IAE) y el
indice de estabilidad de la emulsién (IEE) fueron medidos por el método turbidimétrico (Jemil et al., 2014),
con algunas modificaciones. Inmediatamente después de la formacién de la emulsion una alicuota de 20 pL
fue tomada del fondo del recipiente y mezclada con 2 mL de una solucién de SDS (0.1%). La absorbancia de
la emulsion diluida fue medida a 500 nm. Una segunda alicuota de la emulsion fue tomada después de 10
min siguiendo el mismo procedimiento. IAE y EEE fueron determinados segun las ecuaciones (4) y (5).

1AE ( 2/)_(2)(2,303><A><FD)X1OO 4
mig)= @ XC XL @)
IAEO_IAElo )
0 = - ——
IEE (%) = 100 ( AR ¥ 100 (5)

Capacidad espumante: Los HVTR fueron diluidos hasta una concentracién de 5 mg/mL y su pH fue ajustado
a4, 7y 10 con HCl o NaOH 6M. La capacidad espumante (CE) y la estabilidad de la espuma (EE) fueron
determinadas siguiendo la metodologia descrita por Jemil et al. (2014), con algunas modificaciones. 50 mL
de los HVTR fueron homogenizados dentro de una probeta graduada a 18000 rpm usando un
homogeneizador de alta velocidad OV5, para incorporar el aire durante 60 s a 25 °C. Después del batido, el
propulsor fue inmediatamente removido y el volumen total fue medido. CE fue expresado como el porcentaje
de incremento en el volumen después de la homogenizacion en el tiempo cero segun la ecuacion 6 y EE fue
determinado por la medida de volumen de espuma después de 10 min y expresado como un porcentaje de la
espuma inicial segun la ecuacién 7.

CE (%) = (V" ; V) x 100 (6)

EE (%) = (VVL:) x 100 (7)

Capacidad gelificante: Los HVTR fueron concentradas hasta 30 g/L y su pH fue ajustado a 4, 7 y 10 con HCI
o NaOH 6M. Para la formacién del gel se sigui6 la metodologia descrita por Estévez et al. (2017), con algunas
modificaciones. Las soluciones fueron dispuestas en eppendorf de 2 mL y calentadas en un bafio termostéatico
a 90 °C durante 30 min. Una vez terminado el calentamiento, los tubos fueron inmediatamente enfriados en
un bafio de hielo y almacenados toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente las muestras fueron equilibradas a
temperatura ambiente, pero el andlisis de retencion de agua no pudo ser realizado debido a que los HVTR no
formaron ningun gel.

Analisis estadistico: Para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores de las
actividades tecnofuncionales y pruebas de caracterizacion fisicoquimica de los HVTR con diferentes grados
de hidrdlisis, las mediciones se hicieron por triplicado y se utilizé la prueba de la minima diferencia significativa
con un nivel de significacion de 0,05 (95% de confianza), usando el paquete estadistico Statgraphics
Centurion Version 18.1.13.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para una mejor presentacion y discusion, los resultados encontrados en este estudio se muestran y analizan
en varias sub-secciones: (i) hidrélisis enziméatica de las VTR; (ii) Propiedades tecnofuncionales de los HVTR;
(iii) Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de las VTR y HVTR; y (iv) Calidad nutricional y perfil de
amino&cidos de las VTR y HVTR.

Hidrolisis enzimatica de las VTR

En figura 1 se muestran los valores del GH en funcion del tiempo, alcanzdndose un GH de 18.3% en los 180
min. En la figura se puede notar que la reaccion no tiene una tendencia tipica de la cinética de hidralisis,
donde hay una disminucion substancial de la velocidad de reaccion después de los primeros minutos, y una
posterior fase estacionaria, como es el caso de hidrdlisis de visceras de Mustelus (Abdelhedi et al., 2016) y
de sable negro (Batista et al., 2010). La grafica de hidrolisis de VTR por su parte, presenta una primera fase
con una pendiente mas pronunciada en los primeros 30 min, posteriormente el GH aumenta de una forma
casi lineal en funcidn del tiempo en las 3 horas de reaccion. Estos resultados sugieren que la hidrdlisis de las
VTR no se ve afectada por inhibicién por productos, inactivacion de la enzima o agotamiento de enlaces
peptidicos disponibles para la hidrdlisis, en las primeras 3 h de reaccion, dado que estos son los factores a
los que se ha atribuido la rapida disminucion en la velocidad de reaccién en las curvas tipicas de hidrolisis
enzimatica de proteinas (Abdelhedi et al., 2016).

24

18 r

12 r

GH (%)

o L L L L L
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

Fig. 1: Curva del GH en funcién del tiempo para la hidrolisis de VTR con Alcalasa 2.4 L.

Propiedades tecnofuncionales de los HVTR

Los péptidos formados durante el proceso de hidrolisis han demostrado ser sustancialmente mas solubles y
adicionalmente pueden mejorar las propiedades emulsificantes, espumante y gelificantes, en comparacion
con la proteina nativa (Lacou et al., 2016). Sin embargo, la hidrdlisis debe ser contralada dado que se ha
demostrado que hidrélisis extensas llevan a la perdida de la calidad anfifila de la proteina, ocasionando la
disminucion de la funcionalidad (Villamil et al., 2017). Considerando la estrecha relacion entre GH y las
propiedades tecnofuncionales de los hidrolizados, se evalué la capacidad espumante, emulsificante y
gelificante de los HVTR con GH entre 0 y 17,1% a diferentes condiciones de pH segun la metodologia
descritas anteriormente. Ninguno de los HVTR presenté actividad gelificante, lo que sugiere que las proteinas
de VTR no tienen las caracteristicas estructurales indicadas para lograr la asociacién proteina- proteina entre
sus cadenas y formar una red capaz de atrapar agua en su interior (Tavano, 2013).

Capacidad emulsificante

El indice de actividad emulsificante (IAE) y el indice de estabilidad de la emulsién (IEE), de las VTR y los
HVTR a una concentracion de 2 mg/mL, bajo diferentes condiciones de pH, son mostrados en la tabla 1. Los
resultados indican que el IAE aumenta para todos los GHs conforme aumenta el pH, lo cual puede deberse a
gue en términos generales el pH &cido lleva a una menor solubilidad de proteinas y péptidos, mientras que
aumentos en el pH generan aumentos graduales en la solubilidad (Gorglc et al., 2020) y se ha encontrado
una relacion directa entre la solubilidad y el IAE (Villamil et al., 2017). En cuanto al efecto del GH sobre el IAE
de los HVTR, en la tabla 1 se puede ver que la hidrdlisis de las VTR provocé una fuerte disminucion de la
actividad (p < 0.05), principalmente a pH 4 y 7, los cuales disminuyeron 10.1 y 2.8 veces respectivamente,
cuando se alcanzé un GH de 17.1%. Dicha disminucién en la actividad se debe a que pese a que los péptidos
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de bajo peso molecular se difunden y absorben rapidamente (Gorglg et al., 2020), estos tienen menor
capacidad para interactuar en la interfaz debido a fuerzas electrostaticas de repulsion, que les impiden
desplegarse y reorientarse adecuadamente, llevando a una menor eficiencia en la disminucion de la tensién
interfacial (Mokni Ghribi et al., 2015). Resultados similares han sido reportados por otros autores, quien han
encontrado que el incremento en el GH, provoca una disminucién en el IAE para hidrolizados de proteinas de
huevas de atun listado (Intarasirisawat et al., 2012), hidrolizados de proteinas aisladas de guisantes (Garcia-
Arteaga et al., 2020) e hidrolizados de subproductos (cabeza y esqueleto) de tilapia nilética (Srikanya et al.,
2017). Mientras que otros autores han encontrado resultados contrarios, con un aumento en el IAE de los
hidrolizados de piel y visceras de sepia comin (Sepia officinalis), con el incremento del GH; principalmente
con pH alcalino (Balti et al., 2010).

Tabla 1: indice de actividad emulsificante (IAE) y de estabilidad emulsificante (IEE), de los HVTR bajo diferentes
condiciones de pH y GH (a-d diferentes letras en la misma columna, indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (p < 0,05)

IAE (m?/g) IEE (%)
GH (%) pH 4 pH7 pH 10 pH 4 pH7 pH 10
0 102.1 £ 6.62 111.3+9.728 127.6 £ 12.62 69.4 +6.02 73.4+5.62 96.6 +1.0?
4.2 60.3 £5.1° 74.5+5.6° 113.8 £ 9.6° 82.4 +5.5P 95.9 +3.7° 95.2+4.62
8.4 57.3+5.0° 95.4+6.9° 109.6 + 8.8° 98.4 £ 9.4° 93.2+4.3° 99.9+8.3
17.1 10.1 £ 0.5° 39.5+3.1¢ 110.2+2.8° 93.7 £ 6.3 90.5 +8.2° 99.8+3.2°

Por otro lado, las muestras presentaron una alta estabilidad de las emulsiones formadas por los HVTR bajo
todas las condiciones evaluadas, con un rango entre 69.4 y 99.9% (tabla 1). No se encontraron diferencias
significativas en el IEE para los diferentes GHs a pH 10 (p > 0.05), mientras que para los pH 4y 7, contrario
alo encontrado para el IAE, la hidrolisis aumento6 el IEE en un 29.0 y 22.5% respectivamente. Estos resultados
estan en concordancia con los reportados por Intarasirisawat et al. (2012), quienes encontraron que el indice
de estabilidad de la emulsién formada por hidrolizados de proteinas de huevas de atun listado, aumenta con
el GH, cuando se trabaja con una concentracion de proteina de 5 mg/mL. Este aumento en el IEE por efecto
del proceso de hidrdlisis se puede atribuir principalmente al aumento de la solubilidad, la flexibilidad molecular
de los polipéptidos y la exposicidén de areas hidréfobas, que permite la formacion de una membrana protectora
mas cohesiva y viscoelastica que inhibe la coalescencia de la gota de aceite (Mokni Ghribi et al., 2015). De
forma similar, en la literatura se ha reportado que hidrolizados enzimaticos de proteina pueden disminuir la
capacidad emulsionante pero fomentar emulsiones mas estables (Garcia-Arteaga et al., 2020).

Aungue la hidrolisis mostré un efecto negativo sobre la capacidad emulsificante de las VTR, es importante
resaltar el alto IAE encontrado para las VTR sin hidrolizar en todos los pHs evaluados, con un rango entre
102,1y 127,6 m?/g, cuyo maximo valor fue alcanzado a pH 10. A la fecha no se encuentran reportes previos
de la capacidad emulsificante de VTR, pero los valores aca encontrados fueron superiores respecto al IAE
reportado para hidrolizados de piel y visceras de sepia comun, cuyo mayor valor fue de 68.7 m?/g (Balti et al.,
2010). Por lo anterior se podria pensar que las VTR son un subproducto de la industria piscicola con potencial
aplicacion como emulsificante dado su alto IAE e IEE.

Capacidad espumante

En la figura 2 se muestra la capacidad espumante (CE) y la estabilidad de la espuma (EE) para las VTR y los
HVTR con diferentes GHs. Los resultados mostraron las VTR poseen CE previo al proceso de hidrélisis, la
cual se ve fuertemente disminuida a pH acido, lo que limitaria su aplicacién en una amplia gama de alimentos,
similar a lo que ocurre con muchas proteinas.
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Fig. 2: Efecto del GH sobre (A) capacidad espumante y (B) estabilidad de la espuma, de los HVTR bajo diferentes
condiciones de pH. &¢ Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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Por esta razon la hidrdlisis de proteinas se ha convertido en una técnica cada vez mas comun ya que mejora
la funcionalidad de las proteinas en un amplio rango de niveles de pH (Villamil et al., 2017). Hipétesis que fue
confirmada, dado que los resultados muestran que la hidrélisis aumenta significativamente la CE de los HVTR
apH4y 10 (p < 0.05). De esta manera, la mayor capacidad espumante a pH 4 fue alcanzada con el HVTR
con GH: 4.2%, el cual presentd una CE 1.7 veces mayor que las VTR sin hidrolizar. Mientras que la mayor
actividad a pH 10 fue alcanzada con el HVTR con GH de 8.4% el cual paso de 67.0 £ 1.4 a 78.0 £ 2.8 %. En
todos los casos hidrolisis mas extensas llevaron a una disminucién de la CE.

La formacién de espuma se rige por tres factores, incluido el transporte, la penetracion y la reorganizacion de
las moléculas en la interfaz aire-agua (Intarasirisawat et al., 2012). Por tanto, el aumento en la capacidad
espumante de las proteinas después del proceso de hidrolisis, son atribuibles parcialmente al tamafio
reducido de los péptidos en comparacion con las proteinas, lo que promueve una mayor solubilidad, que les
facilita migrar rdpidamente a la interfaz aire-agua, desplegandose y reorganizandose en la interfaz (Tavano,
2013). En este sentido, Balti et al. (2010) reportaron que la CE de los hidrolizados de piel y visceras de sepia
comun (Sepia officinalis), se ve mejorada con el proceso de hidrolisis cuando la reaccion alcanza un GH bajo
(5-10%), mientras que hidrolisis méas extensas llevan a una disminucioén de la actividad.

En cuanto a la EE, los resultados muestran comportamientos similares a los encontrados para la CE; asi la
menor estabilidad se encontr6 con pH 4 y aumenté con el pH. El proceso de hidrélisis mejorod
significativamente la estabilidad de la espuma para todas las condiciones de pH evaluadas (p < 0,05),
alcanzéndose los mayores valores con el HVTR con GH de 4.2% para pH 4 y el HVTR 8.4% para pH 10.
Adicionalmente, hidrolisis méas extensas llevan a una disminucion tanto de la CE como de la EE (figura 2).
Resultados similares fueron reportados para hidrolizados de proteinas de huevas de atin listado, donde se
encontrd una menor estabilidad en la espuma formada a medida que aumentaba el GH; y se atribuyé dicha
disminucion al hecho de que péptidos con cadena mas larga podrian formar una lamela alrededor de las
burbujas de aire mas gruesa y fuerte, que la formada por los péptidos mas pequefios obtenidos por con una
mayor hidrdlisis (Intarasirisawat et al., 2012).

Finalmente se puede decir, que los valores de CE y EE encontrados para los HVTR, estan dentro de los
rangos encontrados para capacidad de formacién de espuma (23-240%) y estabilidad de la espuma (20-
140%) reportados para hidrolizados de proteinas de pescado (Halim et al., 2016). La CE y EE encontrada es
superior a la de hidrolizados de cabeza y esqueleto de tilapia nildtica (Srikanya et al., 2017) y similar a la
reportada para hidrolizados de piel y visceras de sepia comun (Balti et al., 2010). Asi los resultados
encontrados en cuanto a la CE y IAE, sugieren que las VTR representan un material con propiedades
funcionales interesantes con potencial aplicacién en la industria y que reacciones de hidrdlisis con bajo GH
pueden mejorar algunas caracteristicas tecnofuncionales.

Caracterizacion fisicoquimica y microbiol6gica

En cuanto a la caracterizacién bromatoldgica del HVTR con GH de 4.2%, los resultados se presentan en la
tabla 2, donde se reporta el valor promedio de la composicion quimica proximal de las VTR enteras y
desengrasadas, de diferentes lotes (el valor de carbohidratos se calcul6é por diferencia).Otros autores han
sefialado resultados de composicién proximal de visceras enteras de diversas especies, asi por ejemplo
Slizyte y colaboradores reportaron valores de lipidos y humedad para visceras de bacalao, similares a los del
presente estudio, pero mayores en proteina y cenizas (Slizyte et al., 2005). Villamil et al. (2017), hicieron un
comparativo de la composicién de visceras de ocho especies piscicolas, y concluyeron que la variabilidad en
la composicién depende de la especie, estacionalidad, edad, sexo, consumo de nutrientes y otros factores;
pero que en general existe un particular interés en nuevas estrategias para el uso de las visceras de pescado,
dado que tienen alto contenido en proteinas y aceite con acidos grasos omega-3 de cadena larga. Respecto
al HVTR, debido a la alta dilucién utilizada para alcanzar la concentracion de sustrato inicial para la hidrélisis
(8 g proteina/L), los hidrolizados estan compuestos mayoritariamente por agua. El valor de cenizas, pese a la
alta dilucion, es relativamente alto debido a la cantidad de NaOH adicionado para mantener constante el pH
en el proceso de hidrolisis, que aumenta con relacién al aumento del GH. En la tabla 2 se muestra que la
proteina es el componente mayoritario de los HVTR, ademas del agua; sin embargo, el contenido de proteina
es inferior a otros reportados para hidrolizados de visceras de otras especies piscicolas, mientras que el
contenido de cenizas y lipidos encontrados para las HVTR, se encuentran dentro de los rangos reportados
para otros hidrolizados de visceras de pescados (Slizyte et al., 2005; Villamil et al., 2017).

En cuanto a la calidad microbiol6gica, las VTR presentan un alto recuento de mesdéfilos aerobios y coliformes
totales, lo cual es normal en este tipo de matrices, debido a su contenido intestinal. Sin embargo, en el
hidrolizado el andlisis microbiol6gico mostré una disminucién considerable en los recuentos de meséfilos
aerobios, coliformes totales y mohos y levaduras, comparado con la carga inicial de las VTR. Esto se debe al
tratamiento térmico inicial aplicado para el proceso de inactivacion de enzimas endégenas y desengrasado
(90 °C) y al subsecuente calentamiento en el proceso de hidrélisis (60 °C), sumado a las condiciones de pH
alcalino.
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Tabla 2: Composicion proximal de las VTR y el HVTR con GH 4,2%

Composicién g/100g VTR VTR desengrasadas HVTR
Humedad 61.34 £ 3.59 83.31+1.11 98.53+0.112
Lipidos 30.39+£5.18 1.83+£0.12 0.09 £ 0.012
Proteina 7.41+1.02 9.36 £1.13 0.84 £ 0.05?
Cenizas 1.03+£0.15 1.50+£0.23 0.27 £0.012
Carbohidratos 2.25 3.16 0.27

Actualmente en Colombia no se cuenta con ninguna normativa que regule subproductos de pesca y
acuicultura; sin embargo, tomando como referencia la Norma Técnica Colombiana (NTC) 1325, para
productos carnicos procesados cocidos (Icontec, 2008), se observa que estan dentro de los limites permitidos
para identificar nivel de aceptable calidad (tabla 3).

Tabla 3: Recuento microbiolégico y deteccion de patégenos en HVTR y VTR frescas

Microorganismo NTC 13254 VTR HVTR
Recuento meséfilos aerobio (UFC/g) 100000 5200 370
Recuento Coliformes totales (NMP/g) 500 450 45
Recuento de mohos y levaduras (UFC/g) - 200 10

ECSR (UFC/g) 100 <100 <10
Deteccion de E. coli /25 g <10 Ausencia  Ausencia
Deteccién de Salmonella sp. /25 g Ausencia Ausencia Ausencia
Deteccion de Vibrio cholerae /25 g - Ausencia Ausencia

A partir del andlisis de metales pesados se encontraron valores de 0.04, <0.2, 0.68, <0.08 y 16.11 mg/kg, para
para mercurio, arsénico, plomo, cadmio y cobre, respectivamente. Como se habia mencionado anteriormente,
en Colombia no se cuenta con normativa que regule subproductos de pesca y acuicultura, o productos
elaborados a partir de los mismos. Sin embargo, existe la NTC 5443 que regula los productos de la pesca y
acuicultura en este aspecto, especificamente para las especies de cachama, tilapia y trucha (Icontec, 2015),
ante la cual las VTR estan dentro de los limites en cuanto al contenido de mercurio (0.5 mg/kg) y cadmio (0.05
mg/kg), pero el valor encontrado para plomo es superior al permitido (0.3 mg/kg). Por otro lado, es importante
considerar que la concentracion de iones metalicos de la muestra puede influir sobre la actividad catalitica de
la enzima. En este sentido, Kamran et al. (2015) estudiaron el efecto de diferentes iones metalicos sobre la
actividad catalitica de una proteasa serin alcalina, tal como la Subtilisina Carlsberg que constituye el principal
componente enzimatico de la Alcalasa 2.4L.

Estos investigadores encontraron que la actividad catalitica de este tipo de enzimas puede verse potenciada
o disminuida segun el ion metalico. Especificamente, dentro de los iones metalicos encontrados en la VTR,
los autores evidenciaron que concentraciones de 5 mM de mercurio y cobre, ocasionan una disminuciéon en
la capacidad catalitica de la enzima de un 70 y 50%, respectivamente; efecto que puede deberse a la
interaccion de los iones con el grupo tiol de la cisteina, ocasionando ruptura de los enlaces disulfuro y
desestabilizacién de la estructura de la enzima (Kamran et al., 2015). Sin embargo, se debe mencionar que
las concentraciones usadas para evaluar el efecto de los iones metalicos sobre la enzima, fue mas de 20
veces superior, a la concentracién encontrada en las visceras, por lo que se podria pensar que el efecto de
inhibicién puede ser muy bajo o nulo en el proceso de hidrélisis de VTR.

No obstante, teniendo en cuenta que las visceras no se usan directamente para la hidrolisis, sino que se
aplica una dilucion de mas de 10, los valores de plomo y todos los demas metales en los HVTR, estaria por
debajo de los limites maximos permisibles por la norma. Para comprobarlo, se realiz6 el andlisis de plomo en
el HVTR, encontrdndose un valor de 0.058 mg Pb/kg de HVTR, el cual es inferior al limite de 0.3 mg Pb/kg,
dado en la norma (Icontec, 2015). Estos resultados indican que los HVTR son seguros para el consumo, en
cuanto a su calidad microbiolégica y contenido de metales pesados.

Calidad nutricional de las VTR y HVTR
El perfil de aminoacidos de las VTR y el HVTR con GH 4.2%, el cual proporciona informacion de importancia
para analizar la calidad nutricional de su proteina, se detalla en la tabla 4, en la cual se incluye la sumatoria

de aminoécidos esenciales (AAE), aminoacidos no esenciales (AANE) y amino&cidos hidrofébicos (AAH), y
ademas, en la columna de referencia, se indican los valores establecidos por la FAO como referencia para
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adultos (WHO/FAO/UNU, 2007). En términos generales se puede notar un perfil de aminoéacidos similar tanto
en las VTR como en el HVTR, donde el aminoacido méas abundante es la Gly, con un contenido alrededor del
23%, seguida de Lys con aproximadamente 9%. Cabe resaltar, que la hidrélisis acida desarrollada durante la
determinacion destruye por completo el Trp, por lo tanto, dicho aminoacido no fue incluido en los resultados
(Abdelhedi et al., 2016).

Por otro lado, el alto contenido de Lys en las VTR y los HVTR, en comparacién con otras proteinas de interés
alimentario como trigo, garbanzo y leche en polvo, que presentan una concentracion de Lys de 2.5, 7y 8
g/100 g proteina, respectivamente (WHO/FAO/UNU, 2007), puede proporcionar una oportunidad para ser
utilizado en la suplementacion alimentos. Adicionalmente se puede ver que las VTR y el HVTR, contienen
alrededor del 37% del total de aminoacidos potenciadores del sabor (Glu, Asp, Gly y Ala), lo cual puede ser
de gran interés para su uso como un aditivo alimentario.

La evaluacion de la calidad de las proteinas tiene como objetivo determinar la capacidad de las fuentes de
proteinas de los alimentos y las dietas, para satisfacer la demanda metabdlica de aminoacidos y nitrégeno
(WHO/FAO/UNU, 2007). En este sentido segun la FAO/OMS, para adultos la proporcién de AAE/ AANE, no
debe ser inferior a 0.6 y la proporcion de AAE/AAtotales no debe ser inferior al 0.4. Considerando los
resultados (Tabla 4), se puede decir que las VTR y los HVTR son una fuente de proteinas de alta calidad,
dado que tienen una proporcién de aminoacidos esenciales/aminoacidos no esenciales que oscila entre 1y
1.1 y una proporcién de aminoacidos esenciales/aminoacidos totales de 0.5.

Tabla 4. Composicién de aminoacidos totales de las VTR, el HVTR con GH
4.2% y requerimientos sugeridos de AAE para adultos por la FAO.

Aminocidos (AA) Concentracion (g / 100g de proteina)

VTR HVTR Referencia
Arg 6.7 6.5 -
His 9.7 6.7 1.5
lle 3.0 2.7 15
Leu 7.2 9.0 2.1
Lys 9.0 9.8 1.8
Met 2.9 2.1 -
Phe 1.3 1.2 -
Thr 6.1 6.1 11
Val 4.7 4.2 1.5
Met + Cys 2.0
Phe+Tyr 2.1
Ala 3.6 4.0
Asp/Asn 2.8 3.0
Cys
Glu/GIn 6.5 6.9
Gly 23.0 22.8
Ser 4.6 5.0
Tyr 3.8 3.8
AAE* 50.5 48.3
AANE* 44.4 45.5
AAH* 45.7 46.0
AA totales 94.9 93.9
AAE/AANE 1.1 1.1
AAE/AA 0.5 0.5

Respecto al contenido de aminoacidos en relacion a las propiedades tecnofuncionales encontradas,
principalmente la CE, EE y IEE, es importante mencionar que el caracter anfifilico, es decir, la distribucion
hidréfila o hidréfoba de los aminoéacidos en la secuencia de los fragmentos peptidicos, parece ser el criterio
crucial para formar emulsiones estables, formacion de espuma y estabilidad de la espuma (Goérgic et al.,
2020). En este sentido se puede ver que tanto las VTR como el HVTR tiene un buen balance de aminoacidos
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hidrofébicos e hidrofilicos, con un 49 y 51% respectivamente; lo que podria llevar a contener distintas zonas
de regiones hidréfobas e hidréfilas dentro de un peso molecular minimo. Por su parte la hidrolisis enzimatica,
puede llevar a un aumento en la superficie hidréfoba de las moléculas de proteina, permitiendo que los
hidrolizados presenten mejores propiedades tecnofuncionales que las proteinas nativas (Garcia-Arteaga et
al., 2020).

CONCLUSIONES

El GH y el pH de la solucidn, tienen efecto sobre las propiedades tecnofuncionales de los hidrélizados de
VTR. Es asi como la hidrdlisis enzimatica de VTR puede mejorar significativamente el indice de estabilidad
de la emulsion, la capacidad espumante y la estabilidad de la espuma, cuando se trabaja con GH bajos. Las
VTR sin hidrolizar poseen un alto indice de actividad emulsificante, superior a los valores reportados para
otros subproductos piscicolas, pero el proceso de hidrolisis provoca una disminucion en la capacidad
emulsificante de los HVTR. Los HVTR presentan buena calidad microbiologica y aceptable contenido de
metales pesados. Adicionalmente se encontr6 que tanto las VTR como los HVTR, son una fuente de proteinas
de alta calidad nutricional con una proporcion de aminoacidos esenciales/aminoacidos no esenciales de 1.1;
y que presentan un balance de aminoéacidos hidrofébicos e hidrofilicos adecuado para resaltar las propiedades
tecnofuncionales.

NOTACION

Simbolos

B= volumen consumido de base (L)

Mp= masa de la proteina (kg)

Ng= concentracion de la base (N)

a= grado de disociacion de los grupos aminos liberados en la reaccion
h: = nimero de enlaces peptidicos totales en la proteina nativa por unidad de peso
T = temperatura (K)

A = absorbancia de la emulsion diluida

FD = factor de dilucion

C = concentracion de proteina (g/m?3)

@ = fraccién de volumen de aceite en la emulsién

L = longitud 6ptica de la celda (m)

V = volumen antes del batido (mL)

Vo = volumen de espuma en el tiempo 0 (mL)

V10 = volumen de espuma pasados 10 min de la homogenizacién (mL)

Abreviaciones

VTR = visceras de tilapia roja

GH = grado de hidrdlisis

HVTR = hidrolizados de visceras de tilapia roja
HPLC = cromatografia liquida de alta eficacia
IAE = indice de actividad emulsificante

IEE = indice de estabilidad de la emulsion

CE = La capacidad espumante

EE = estabilidad de la espuma

UFC/g: Unidades formadoras de colonia por gramo de VTR
NMP/g: Nimero més probable por gramo de VTR
ECSR: Esporas Clostridium sulfito reductor

AAE = aminoécidos esenciales

AANE = aminoé&cidos no esenciales

AAH = amino&cidos hidrofébicos
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