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RESUMEN

La agroindustria piscicola es la base alimentaria en muchos paises, en los ultimos
afios se ha observado un importante incremento de la produccion mundial, el
aumento en consumo de pescado conlleva la generacion de subproductos como:
intestinos, estomago, higado, sangre, cabezas y escamas, material poco apetecible
y no comercial. Los subproductos del pez representan entre un 50 y 70% de su
peso. Esta alta generacion de subproductos ha creado graves problemas de
contaminacion ambiental, generando malos olores, contaminacion a cuerpos de
agua y propagacion de enfermedades. Los hidrolizados de proteina se presentan
como una alternativa para el uso de estos desechos, estos productos son obtenidos
por el rompimiento de la proteina a fracciones de cadenas mas cortas y aminoacidos
libres, lo que les confiere diferentes propiedades fisicoquimicas como capacidad
emulsificante y espumante, en algunos casos se obtienen productos con actividad
bioldgica, conocidos como péptidos activos, los cuales tienen algunas funciones
fisiolégicas en el cuerpo, tales como anticancer, antioxidante, antimicrobiano, entre
otras.

En esta investigacion se obtuvieron péptidos con capacidad antioxidante (CA) y
actividad antimicrobiana (AAM), por medio de un proceso hidrolisis usando la
enzima comercial Protamex®, el sustrato fue proteina obtenida a partir de visceras
de trucha arcoiris cultivada en el municipio de Silvia-Cauca. La maxima capacidad
antioxidante se obtuvo con un grado de hidrdlisis (GH) del 57 %, mientras que
valores de GH del 19 % mostraron capacidad antimicrobiana frente a Aeromonas
hidrophyla. Los hidrolizados con CA y AAM fueron caracterizados por cromatografia
liquida acoplada a masas en un rango de peso de 200 a 12000 Da.

PALABRAS CLAVE: Subproductos, Hidrolizados, Enzimas, Péptidos Activos,
Orbitrap
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ABSTRACT

The fish agroindustry is the base food in many countries, In recent years has seen
an important increase in world production, the increase in fish consumption carries
the generation of by-products such as: guts, stomach, liver, blood, fish heads, fish
scales, unpalatable and non commercial material. The fish by-products represent
between 50% and 70% of its weight. This high generation of by products has created
serious problems of environmental pollution, generating bad smells, water pollution
and propagation of diseases. The Protein hydrolysates are presented as an
alternative to use of these by products, The hydrolysates are obtained by the
breaking of the protein to fractions of shorter chains and amino acids, which confers
them different physicochemical properties like emulsifying and foaming capacity, In
some cases it is obtained products with biological activity known as active peptides
which have some physiological functions in the human body, such as anticancer,
antioxidant, antimicrobial, among others.

In this research were obtained peptides with antioxidant capacity (AC) and
antimicrobial activity (AAM) by means of a hydrolysis process using the commercial
enzyme Protamex®, the sustrate was protein obtained from viscera of rainbow trout
cultivated in the municipality of Silvia Cauca. The maximum antioxidant capacity was
obtained with a degree of hydrolysis (GH) of 57%, while values of GH of 19% showed
antimicrobial capacity against Aeromonas hidrophyla. The hydrolysates with CA and
AAM were characterized by liquid chromatography coupled to masses in a weight
range of 200 to 12000 Da.

KEYWORDS: By-products, Hydrolysates, Enzymes, Active Peptides, Orbitrap.
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INTRODUCCION

La agroindustria piscicola es una de las principales fuentes econémicas en muchos
paises a nivel mundial, el pescado por su alto valor nutricional, en su mayoria
aportado por el alto contenido de proteina y calidad de la misma (Tahergorabi,
Beamer, Matak, & Jaczynski, 2012), se ha convertido en un alimento indispensable
para la alimentacion humana y animal. Sin embargo la produccion piscicola genera
subproductos, que corresponde entre un 50 y 70 del peso del animal, dentro de los
que se encuentran; visceras, hueso, escamas, cabezas y aletas (Olsen, Toppe, &
Karunasagar, 2014). Esta alta generacién de subproductos ha creado graves
problemas de contaminacion ambiental, generando malos olores, contaminacion a
cuerpos de agua y propagacion de enfermedades (Roslan, Yunos, Abdullah, &
Kamal, 2014). Algunas alternativas se han estudiado para el uso de estos
subproductos, debido al contenido de proteina de alta calidad y a la presencia de
aminoacidos y acidos grasos esenciales, asi como vitaminas y minerales, los
subproductos de la agroindustria piscicola se han aprovechado en alimentos para
especies menores, obtencién de harina de pescado y fertilizante (Vidotti, Viegas, &
Carneiro, 2003). Sin embargo recientes investigaciones han utilizado herramientas
biotecnoldgicas logrando una significativa explotacion del valor nutricional de estos
subproductos, una de las técnicas mas utilizadas es la hidrdlisis de proteina y en
particular la hidrélisis enzimatica (Cai et al., 2015; Chalamaiah, Dinesh kumar,
Hemalatha, & Jyothirmayi, 2012; Goddard & Perret, 2005). Los hidrolizados de
proteina son productos con innumerables beneficios para quienes los consumen, se
ha demostrado que el hidrolizado de proteina aumenta la disponibilidad de
aminoacidos esenciales como no esenciales, disminuyendo factores
antinutricionales de algunos alimentos y mejorando la digestibilidad de su proteina.
Este proceso se ha convertido en la base de la busqueda de alimentos nutracéuticos
(Cai et al.,, 2015), algunas propiedades fisicoguimicas importantes de los
hidrolizados de proteina son la capacidad emulsificante, espumante y aumento en
la viscosidad, razones por las que han sido usados como aditivos alimentarios
(Halldorsdottir, Sveinsdottir, Gudmundsdottir, Thorkelsson, & Kristinsson, 2014).
Uno de los productos con un alto valor agregado obtenido a partir de la hidrdlisis
enzimatica de subproductos de la agroindustria piscicola son los compuestos
bioactivos, especificamente los péptidos activos; estas son fracciones proteicas,
obtenidas por el rompimiento de los enlaces peptidicos de la proteina nativa, debido
a su composicion y estructura especifica algunos péptidos obtienen caracteristicas
fisicoquimicas que le confieren diferentes actividades bioldgicas, lo que ha sido
ampliamente estudiado y reportado (Chia, Wu, Chen, & Chi, 2010; Di Bernardini et

13



al., 2011; Pane et al., 2017; Samaranayaka & Li-Chan, 2011; Sarmadi & Ismail,
2010; Toopcham, Mes, Wichers, & Yongsawatdigul, 2017). Sin embargo el proceso
de obtencion de péptidos activos es un campo que debe ser estudiado, comenzando
por considerar la proteina de origen, debido a que su estructura primaria y contenido
particular de aminoacidos seran factores que dirijan la composicion quimica que
pueden tener los péptidos al final del proceso (Galla, Pamidighantam, Akula, &
Karakala, 2012), por otro lado existen diferentes métodos de hidrdlisis, entre los
cuales se encuentran acidos, basicos y enzimaticos. Los métodos acidos y basicos
se usan generalmente cuando se desea alto grado de hidrdlisis, esto con el fin de
obtener alimentos para dietas parentales o bien para ser como aditivos alimentarios
con el fin mejorar propiedades tecnofuncionales de otros alimentos, cuando se
desea llegar a péptidos con una determinada actividad, la forma mas conveniente
es el proceso enzimatico, y para ello son necesarias proteasas, estas son enzimas
capaces de romper enlaces peptidicos, dentro de las mas reportadas se tienen:
Alcalase®, papaina, pepsina, tripsina, a-quimotripsina, pancreatina, Flavourzyme®,
Pronasa, Neutrase®, Protamex®, bromelina, Criotin F®, Proteasa N®, Proteasa A®,
Orientase®, Termolisina® y Validase® (Je, Park, Hwang, & Ahn, 2015; Lassoued et
al., 2015; Roslan et al., 2014), con las cuales se reporta la obtencion de péptidos
activos a partir de proteina de animales de origen acuatico (Harnedy & FitzGerald,
2012), es trascendental evaluar el costo real del proceso tanto de hidrélisis como de
purificacion y rendimiento, debido a que factores econémicos son puntos criticos en
procesos de obtencion de compuestos bioactivos (Martinez-Alvarez, Chamorro, &
Brenes, 2015; Sila & Bougatef, 2016).

El departamento del Cauca en los ultimos afios se ha convertido en un importante
productor de pescado a nivel nacional, siendo la tilapia roja (Oreochromis spp) y la
trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss) las principales especies cultivadas en los
municipios de Suarez y Silvia respectivamente, actualmente se observa un
importante crecimiento en la comercializacion de filete de pescado a nivel
departamental y nacional, lo cual tiene una incidencia directa con la cantidad de
granjas o estaciones piscicolas en estas zonas, y las problematicas de
postproduccion que los piscicultores enfrentan (Crepic, 2015). La contaminacién
ambiental por residuos piscicolas es evidente en el departamento, por lo que se
debe buscar alternativas tecnoldgicas para el manejo y aprovechamiento de estos
subproductos, su alto contenido en biomoléculas, ha conllevado a que diferentes
investigadores busquen alternativas para su aprovechamiento, esta probleméatica es
el eje central del proyecto “Alternativas para el uso de subproductos derivados de la
agroindustria piscicola” financiado por el Sistema General de regalias, el cual busca
darle un uso importante a los residuos piscicolas por medio de la obtencién de
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productos como alimento extruido, productos probioticos, harina y aceite de
pescado. Sin embargo, el contenido de importantes biomoléculas en los
subproductos piscicolas lleva a la busqueda de desarrollos innovadores capaces de
generar nuevos productos y conocimientos que tengan la capacidad de mitigar la
problematica de produccion y manejo ambiental que la piscicultura enfrenta
explotando al maximo el potencial que los residuos piscicolas contienen y
generando productos con alto valor agregado.

Estudios fisicoquimicos y nutricionales de los componentes presentes en
subproductos piscicolas, tales como acidos grasos poliinsaturados, polisacaridos,
minerales, vitaminas, antioxidantes, proteinas y enzimas (Benhabiles et al., 2012;
Goosen, de Wet, Goérgens, Jacobs, & de Bruyn, 2014), han demostrado un
importante potencial nutricional y funcional, procesos como la fragmentacion e
hidrolisis de estas macromoléculas pueden generar nuevos compuestos con
actividad biolégica importante. Algunas investigaciones acerca de las proteinas
obtenidas de la actividad piscicola y la hidrélisis de las mismas, reportan la
obtencién compuestos bioactivos, que al ser utilizados como suplemento alimenticio
han mejorado parametros saludables de la especie que la ingiere, como la
resistencia a enfermedades de origen bacteriano y la supervivencia, incidiendo
también de manera significativa en la ganancia de peso y el aumento de la tasa de
crecimiento, logrando una disminucion de los indices de mortalidad en la produccién
piscicola (Cai et al., 2015; Galla et al., 2012).
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1. Proteinas

Las proteinas son biopolimeros formadas por cadenas de aminoacidos, los cuales
estan unidos de forma covalente, estos enlaces son denominados enlaces
peptidicos, solo una proteina puede contener cientos de aminoacidos con una
estructura y secuencia especifica, esto determina su funcién, ya sea haciendo parte
de una estructura, un receptor o bien catalizando un sin nimero de reacciones
metabdlicas (Lehninger, Nelson, & Cox, 2008). Son las macromoléculas mas
importantes para el desarrollo de la vida, estas se estan en la naturaleza en
diferentes formas, tamafios y composicion, cada proteina tiene una funcién
especifica, dentro de las mas importantes se encuentran: expresar la informacién
genética, ser componente estructural de los seres vivos, ademas de estar
implicadas en todas las reacciones quimicas del metabolismo celular, es asi como
en organismo Vvivos se tienen proteinas como el colageno, la cual hace parte de la
estructura de seres vivos, ademas de proteinas con capacidad catalitica mas
conocidas como enzimas, y hasta proteinas compuestas por no mas de 20
aminoéacidos implicadas en sefiales hormonales (Voet 2009). Ademas de funciones
metabdlicas, también cumplen con la tarea de proporcionar energia (4 Kcal/g), esta
funcién esta ligada a los monémeros que la componen, para la mayoria de seres
vivos algunos aminoacidos son esenciales, los cuales no pueden ser sintetizados
por el organismo y deben ser ingeridos en sus dietas, esta necesidad ha llevado a
la busqueda de fuentes de proteina (Delaney et al., 2008), dentro de las que se
destacan proteinas de origen vegetal y animal, esta Ultima tiene un mayor valor
bioldgico debido a que su composicidbn en aminoacidos es similar a las proteinas
corporales. Uno de los factores importantes para determinar si una proteina es de
buena calidad es el valor biolégico (VB), el cual se define como la “proporcién de
proteina absorbida y retenida, y por tanto es utilizada por el organismo”, dentro de
los alimentos con proteinas con mayor VB se encuentran: los huevos (Chang et al.,
2017), lalechey el pescado, lo cual ha hecho que estos tres productos se conviertan
en grandes cadenas productivas a nivel mundial.

1.2. Proteinas de pescado

El pescado es la base de alimentacion en muchos paises a nivel mundial, la alta
calidad nutricional de sus componentes lo ha posicionado como el alimento
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predilecto para diferentes comunidades. Una de las macromoléculas que componen
el pescado es la proteina, la cual se ha comprobado que es de elevada calidad por
su composicién en aminoacidos esenciales como no esenciales (Sanz, Garcia
Gallego, & De la Higuera, 2000). Las proteinas presentes en el pescado se dividen
en: proteinas estructurales como la actina, miosina, tropomiosina y actomiosina, que
constituyen casi un 80% del contenido total de esta molécula en los peces, también
se encuentran proteina sarcoplasmaticas dentro de las que estan la mioalbumina,
globulina y enzimas, las cuales constituyen un 25 % del contenido proteico, por
ultimo estan las proteinas del tejido conectivo como el colageno que representan
entre un 3 % al 5 % del total de proteinas en el animal (Vidotti et al., 2003). Estas
caracteristicas nutricionales y funcionales de las proteinas de pescado han llevado
a la explotacion de esta fuente para la alimentacion humana y animal, a lo cual se
le denomino acuicultura, la cual es de las bases de la evolucion y existencia de
algunas especies. La acuicultura se define como el cultivo de organismos acuaticos,
incluyendo peces, moluscos, crustaceos y plantas acuaticas, la cual se puede
implementar en aguas maritimas o continentales, donde el hombre interviene en el
proceso de crianza (siembra, alimentacion, proteccién de los depredadores etc,
para aumentar la produccién (Roslan et al., 2014).

La acuicultura a nivel mundial genera 200.844 millones de empleos y
aproximadamente el 12 % de ellos son mujeres que desempefian papeles en la
postcosecha. La produccion para el afio 2010 fue de 148 millones de toneladas de
las cuales 55 millones fueron en acuicultura continental segun FAO (FAO 2015a).
Esta produccion estéa liderada por Asia y el Pacifico, donde sobresale China con
mas del 60% de la produccion mundial, mientras que Ecuador, Peru y Brasil se han
convertido en lideres en su region, América latina participa con el 3,10 % de la
produccién mundial, alrededor de 1.883.134 toneladas para el afio 2010 (Merino,
Bonilla, & Bages, 2013; FAO 2015b). Colombia es un pais tropical que cuenta con
gran variedad de cuencas hidrograficas que lo posicionan en un lugar destacado en
recursos hidricos en el mundo, cuenta con uno de los indices mas altos en
biodiversidad y una amplia variedad de peces. Los diferentes pisos térmicos y las
caracteristicas climaticas estables en todo el afio, al igual que su ubicacion
continental bafiada por dos océanos y su vasta red fluvial, ofrecen un amplio
potencial para el desarrollo de la acuicultura. La acuicultura en Colombia es un
renglon que participa con 3,35 % del sector de la agricultura, ganaderia, silvicultura
y pesca ésta linea economica ha evolucionado de manera positiva desde el afo
1985, para el afio 2009 su participacion en el producto interno bruto PIB fue de 0,22
% y para el afio 2011 fue del 0,7 % ademas se calcula que la cantidad de
acuicultores en el pais es de 29.400, empleando a nivel nacional aproximadamente
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12.990 personas, de las cuales en el departamento del Cauca fueron 1.292
trabajadores segmentados en mano de obra familiar y no familiar, lo que convierte
la acuicultura en un motor de la economia que impacta positivamente en la
disminucién del margen de desempleo nacional (Merino et al., 2013).

1.3. Subproductos piscicolas

Dentro de las especies importantes cultivadas en Colombia se encuentra la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), este es un pez de agua dulce, considerado una de
las especies mas trascendentales en la acuicultura de aguas continentales, este
sector agropecuario, es considerado por la FAO ("Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura,” 2015b), como el sector con mayor
crecimiento a nivel mundial, en el 2008, la produccién mundial de peces para el
consumo humano fue de 52,5 millones de toneladas con un incremento del 8,4 %
anual; en Colombia, la produccion de trucha arcoiris es de aproximadamente 6795
toneladas, que corresponden al 11,36 % de la produccién nacional, el importante
crecimiento esta relacionado con el uso de nuevas tecnologias en el area acuicola
para la obtencion de productos utilizables y “valiosos” como la carne del pescado,
gue es finalmente la que va a generar la retribucion econdémica, ignorando casi por
completo que estos procesos también generan subproductos tales como escamas,
piel, cabezas y visceras, los cuales no reciben la manipulacion ni los tratamientos
adecuados para su disposicién final, es decir, estos subproductos son vistos solo
como desperdicios y se desechan sin utilizar los protocolos propios para este
proceso, generando asi un problema ambiental de gran impacto, convirtiendo el
entorno en el cual son arrojados en focos de contaminacién hidrica y de suelos
(Olsen et al., 2014).

El término subproducto hace referencia a un producto remanente de un proceso
principal, al cual no se le da uso (Ferraro et al., 2013; Olsen et al., 2014). En la
piscicultura la generacion de la mayor cantidad de subproductos se da con la
consecucion del producto final, en el caso de la trucha en la obtencion del filete de
pescado, desechando escamas, baba, sangre, visceras (tripas, estdmagos,
higados), equivalentes entre un 50 y 70 % del peso total del animal. Las visceras
no se han utilizado eficientemente y son consideradas como desechos; la
inadecuada manipulacion de los residuos, genera un grave problema de
contaminacion ambiental y una pérdida de proteinas (Kittiphattanabawon, Benjakul,
Visessanguan, Nagai, & Tanaka, 2005; Martinez-Alvarez et al., 2015).
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En paises cuya actividad piscicola esta industrializada a gran escala como Chile se
han implementado nuevas tecnologias en la disposicion de los residuos de pescado,
contribuyendo con el medio ambiente, es asi como hoy en dia un importante
subproducto del pescado como el aceite ha comenzado a ser utilizado en la
fabricacion de pinturas, barnices, resinas, entre otros (Batista, 1999). Esta
alternativa ha sido adoptada por otros paises latinoamericanos que ya han
empezado a emplear los procedimientos adecuados para la manipulacion y analisis
de los subproductos del pescado que permitan hacer uso de estos, no solo para
contribuir con el medio ambiente, sino para fines comerciales. En Colombia se han
ido implementando procesos que permiten que dichos subproductos sean
empleados como recursos Uutiles con diferentes aplicaciones, como lo son la
preparacion de concentrados para alimentacion animal, actividades que
actualmente estan siendo implementadas en la produccion de trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss, cultivada en Silvia—Cauca (Cauca, 2015) la cual es de 783
toneladas por afo. Otros métodos se han usado para la manipulacién y
procesamiento de visceras de pescado, uno de ellos es la refrigeracion y su
posterior uso como fuente de proteina en dietas para animales; sin embargo, un
almacenamiento prolongado, conlleva al enranciamiento debido a los &cidos grasos
insaturados presentes en las visceras (Olsen et al., 2014). Como alternativa, es la
inclusién de esta materia previamente tratada fisica y quimicamente en alimentacion
para especies menores, dentro de los reportes se encuentran importantes
resultados en la avicultura y acuicultura, encontrando aumento positivo de los
pardmetros zootécnicos y saludables, disminuyendo niveles de mortandad y
generando productos atractivos para el consumidor (Goosen, de Wet, & Goérgens,
2014; Goosen, de Wet, Gorgens, et al., 2014). Este tipo de resultados beneficiosos
para la produccion animal se originan en el tipo de proteina procedente de los
subproductos agroindustriales, debido a que contiene un alto porcentaje de
aminoacidos esenciales como no esenciales, ademas de fracciones proteicas con
actividad biolégica declarada (Tahergorabi et al., 2012), las cuales pueden tener
propiedades excepcionales a la hora de combatir enfermedades, actuar como
opresores de patdgenos o bien disparar sefiales metabdlicas positivas de quien las
consume, son estas razones por las cuales se han usado las proteinas contenidas
en subproductos como fuente de partida en la busqueda de alimentos nutracéuticos
(Cai et al., 2015).
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1.4. Hidrdlisis enzimatica una alternativa para el uso de subproductos

Desde el momento en el que se identifico el problema de contaminacion por
subproductos derivados de la agroindustria piscicola, diferentes soluciones se
plantearon por parte de los pequefios y grandes productores. Debido a su contenido
importante en proteina, grasa, vitaminas y minerales los subproductos son utilizados
para la elaboracion de abonos, por medio de proceso de compostaje, diferentes
autores reportan varios beneficios en cultivos, debido al aumento de la
disponibilidad de los nutrientes y la facil absorcion por parte de las plantas
(Halldorsdottir et al., 2014).

Otro de los usos es la inclusién de esta materia para alimentacion de especies
menores, previo tratamiento fisico y quimico, dentro de los reportes se encuentran
importantes resultados en la avicultura y acuicultura, encontrando aumento positivo
de los parametros zootécnicos y saludables, disminuyendo niveles de mortandad y
generando productos atractivos para el consumidor (Cai et al., 2015). Este tipo de
resultados beneficiosos para la produccion animal se originan en el tipo de proteina
procedente de los subproductos agroindustriales, su alto porcentaje de aminoacidos
esenciales como no esenciales, ademas de fracciones proteicas con actividad
bioldgica declarada (Khosravi et al., 2015), Estudios recientes de Peinado (2016)
estudiaron la inclusion de hidrolizados de subproductos de pescado y la generacion
de sabores al ser combinados con glucosa y aceite de pescado, se determiné que
los hidrolizados contienen un alto contenido de leucina, lisina y acido glutamico
(Peinado, Koutsidis, & Ames, 2016).

En los dltimos afios diferentes investigaciones se han centrado en la busqueda de
alimentos que ademas de brindar energia metabdlica tenga la capacidad de prevenir
o combatir enfermedades (Je et al., 2015), también conocidos como alimentos
nutracéuticos. A pesar de ser desechados los subproductos agroindustriales
contienen proteina con caracteristicas especificas, en contenido de aminoacidos y
secuencia de las mismas, las cuales pueden tener propiedades excepcionales a la
hora de combatir enfermedades, actuar como opresores o0 bien disparar sefiales
metabdlicas positivas de quien las consume (Goosen, de Wet, & Gorgens, 2014;
Kotzamanis, Gisbert, Gatesoupe, Zambonino Infante, & Cahu, 2007; Volkoff, 2014),
son estas razones por los cual se ha usado la proteina contenida en subproductos
como fuente de partida en la busqueda de alimentos nutracéuticos, una de las rutas
mas utilizadas es la hidrdlisis de proteinas a péptidos los cuales por su conformacion
especifica y estructura caracteristica en algunos casos adquieren actividad
biolégica, y se conocen como péptidos activos (Ko, Lee, Samarakoon, Kim, & Jeon,
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2013; Robert et al., 2015; Zhang, Duan, & Zhuang, 2012). Los hidrolizados de
proteina se obtienen del rompimiento de la proteina a fracciones de cadenas de
aminoécidos mas cortas o bien aminoécidos libres, diferentes métodos se han
utilizado para hidrolizar proteina de origen vegetal como animal, estos son; método
acido, método basico y método enzimatico, los métodos acidos y basicos son
utilizados cuando se requiere llegar a un alto grado de fraccionamiento de la
proteina, con lo cual se logran mejorar parametros tecnofuncionales, como
capacidad emulsificante, espumante y viscosidad, por lo que hidrolizados obtenidos
por método basico y acido se han usado como aditivos para otros alimentos, debido
a su alto contenido de aminoécidos libres los hidrolizados por métodos &cidos y
bésicos pueden ser utilizados para dietas parentales, sin embargo la reaccion es
poco controlada y el fraccionamiento de realiza sin selectividad alguna, ademas de
generar productos secundarios e incrementar el gasto de reactivos quimicos.

Figura 1. Obtencion de hidrolizados y péptidos de subproductos piscicolas.
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La hidrélisis enzimatica usa como principio el rompimiento selectivo de los enlaces
peptidicos que unen los aminoacidos que componen la estructura primaria de la
proteina, por medio de enzimas con capacidad proteolitica. En los ultimos tiempos,
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varios intentos se han hecho para la producciéon de hidrolizados de proteinas de
pescado utilizando diferentes enzimas proteoliticas. En la Figura 1, se describe el
proceso de obtencién de hidrolizados y péptidos activos por medio de un proceso
enzimatico usando como sustrato los subproductos piscicolas, este proceso se
puede llevar a cabo usando enzimas proteoliticas presentes en los subproductos
(enzimas endogenas), como los son las pepsinas (Wald, Schwarz, Rehbein,
BuBmann, & Beermann, 2016), sin embargo algunas de estas enzimas no son
selectivas o bien su actividad se puede limitar por factores como el pH y la
temperatura, por lo cual se hace necesario el adicionar proteasas comerciales,
dentro de las mas usadas se encuentran: Alcalase®, papaina, pepsina, tripsina, a-
quimotripsina, pancreatina, Flavourzyme®, Pronasa, Neutrase®, Protamex®,
bromelina, Criotin F®, Proteasa N®, Proteasa A®, Orientase®, Termolisina® y
Validase® (Hsu, 2010, Je et al. de 2009, Ngo et al., 2010, Raghavan y Kristinsson,
2008; Ren et al.,, 2008 y Samaranayaka y Li-chan, 2008). Diferentes reportes
muestran este grupo de enzimas en la obtencion de péptidos activos, Liu et al.,
(2015) uso alcalasa para la obtencién de péptidos activos (J. Liu et al., 2015),
algunas enzimas no especificas también han sido reportadas como lo es la pepsina
(C. Wang et al. 2015), en el Cuadro 1, se observa la actividad antioxidante
encontrada en hidrolizados obtenidos por accién de diferentes enzimas.

Cuadro 1. Reporte de actividad antioxidante con diferentes proteasas.

Enzima Capacidad antioxidante (%)"
Alcalasa 48.46+0.92°
Flavourzyme 40.72+1.51°
Protamex 40.19+1.94°
Pepsina 45.26+2.65
Papaina 68.62+2.612
Tripsina 45.52+3.16°
Papaina: Flavourzyme: Protamex=2:3:1 70.24+2.822

Fuente (Q.-J. Yan et al. / Food Chemistry 179 (2015) 290—-295)
Fuentes R. Liu et al. / Food Chemistry 167 (2015) 484—-489

Sin embargo, las enzimas mas usadas para la obtencion de hidrolizados con uso en
la alimentacion animal son Alcalase, Savinase®, Protamex® (P. Garcia-Mora et al.,
2015), estd a ultima se destaca por la produccién de hidrolizados con buenas
condiciones organolépticas. A nivel industria las mas usadas son Alcalase,
Flavourzyme, Neutrase®, Protamex, esto se debe al bajo costo que estas presentan
frente a otras que tienen un valor econémico alto. En Colombia el principal
distribuidor es Novozymes, los cuales ofertan Flavourzyme, Neutrase®, Protamex,
a precios muy asequibles, lo cual es conveniente en un proceso a nivel piloto e
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industrial, ademas, que estas enzimas tienen un amplio rango de trabajo y a
condiciones no muy agresivas de pH y temperatura como se muestra en Cuadro 2.

Cuadro 2. Reporte de actividad antioxidante con diferentes proteasas.

) condiciones 6ptimas
Enzimas

pH | Temperatura (° C)
Papaina 6,2 37
Pepsina 2,0 37
tripsina 7,6 37
Neutrase 6,0 50
Alcalasa 8,0 50
Kojizyme 6,0 40
Protamex 6,0 40
a-quimotripsina | 7,8 37

Fuente: Ko, Lee, Samarakoon, Kim, Jeon (2013)

En la piscicolas Tabla 1. Hidrolizados obtenidos de subproductos piscicolas., se
describen los hidrolizados obtenidos a partir de diferentes subproductos piscicolas

Tabla 1. Hidrolizados obtenidos de subproductos piscicolas.

Fuente Subproducto Caracteristica Referencia

" . Capacidad
(Haliotis fulgens) Visceras Antioxidante (Je etal., 2015)

- . Capacidad
(Haliotis fulgens) Visceras Antioxidante (Zhou et al., 2012)
(Merluccius S

) . inhibidor de la

(stenolepis Piel DPP-IV (Wang et al., 2015)

ippoglossus)

antioxidantes

(Acipenser schrenckii) Piel : . (Nikoo, Benjakul, & Xu, 2015)
crioprotector
gg;;/;riﬂgnalis) Piel Antioxidante (Chi, Wang, Hu, et al., 2015)
. . microencapsulacion (Morales-Medina, Tamm,
(Sardina pilchardus) Musculo de aceite Guadix, Guadix, & Drusch, 2016)
Alto contenido

(Klomklao, Kishimura, &

(Gazza minuta) Musculo amlnoa_mdos Benjakul, 2013)
esenciales

(Navodon Cabeza Capacidad (Nguyen, Pérez-Galvez, &

septentrionalis) Antioxidante Bergé, 2012)

(Thunnus albacares) Cabeza Mejora parametros (Chi, Wang, Wang, Zhang, &
Zootécnicos Deng, 2015)

(oreochromis spp) Hueso Actividad inhibidora (Akagiindiuz et al., 2014)

ACE-
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Uno de los pasos importantes para llevar a cabo la hidrélisis de proteinas de
subproductos piscicolas, es la seleccion de la enzima, para ello existen reportes
bibliograficos donde se describen la obtencién de hidrolizados para alimentacion
animal y péptidos activos, encontrando los siguientes productos: Alcalase, papaina,
pepsina, tripsina, a-quimotripsina, pancreatina, Flavourzyme, Pronasa, Neutrase,
Protamex, bromelina, Criotin F, proteasa N, proteasa A, Orientase, termolisina y
validase

Las visceras de pescado son generadas durante el proceso de obtencion de filetes,
son una fuente potencial de proteina, la cual puede ser utilizada como materia prima
para la produccion de hidrolizados, que en algunas ocasiones resultan con
propiedades excepcionales para diversas aplicaciones industriales (Klomklao et al.,
2013). Diferentes estudios reportan la obtencion de hidrolizados enzimaticos a partir
de visceras de pescado (Villalba-Villalba et al., 2013), obteniendo productos con
valor agregado por su alta digestibilidad, lo que conlleva una mejor asimilacion del
contenido de aminoécidos, logrando mejorar parametros productivos cuando estos
hidrolizados se incluyen en alimentacion de otras especies (Kechaou et al., 2009;
Ketnawa, Benjakul, Martinez-Alvarez, & Rawdkuen, 2014; Klomklao et al., 2013). La
piel de los peces es una importante fuente en macromoléculas como colageno, rico
en residuos de aminoé&cidos apolares, que en el momento de ser hidrolizados han
arrojado resultados o bioactividad importante. Reportes han demostrado la
obtencion de actividad antioxidante de varias proteinas de piel de marinos, asi como
la obtencién de hidrolizados de piel de carpa, con propiedades funcionales y
crioprotectoras (Chi, Wang, Hu, et al., 2015; Ketnawa, Martinez-Alvarez, Benjakul,
& Rawdkuen, 2016; Nikoo et al., 2015; Wang et al., 2015). Hidrolizados de diferentes
pieles de pescados de aguas frias y calidas fueron estudiados por Wang et al.,
(2015), donde se analiz6 la capacidad inhibidora de dichos hidrolizados sobre la
dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V), la cual controla problemas causados por la de la
diabetes (Wang et al., 2015), se determinaron porcentajes de inhibicién del 38,2 y
51,9% a una concentracion de la muestra de 1 mg/ml, la caracterizacion de las
fracciones mostré que los hidrolizados son ricos en acidos imino.

A pesar de que las cabezas de pescados en su mayoria estan constituidas por
material calcinado, existen reportes en los cuales hidrolizados a partir de este tipo
de materia han demostrado actividad biolégica. Chi et al., (2015) hidrolizé proteinas
de cabezas de Navodon septentrionalis, los subproductos fueron tratados con
papaina como enzima proteolitica, como resultados se obtuvieron tres fracciones
proteica con capacidad antioxidante, las cuales se caracterizaron como: Trp-Glu-
Gly-Pro-Lys (WEGPK), Gly-Pro-Pro (GPP), y Gly-Val-Pro-Leu-Thr (GVPLT), con un
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masa molecular de 615,69, 269,33, y 485,59 Da, respectivamente (Chi, Wang,
Wang, et al., 2015).

Se han llevado a cabo estudios sobre la inclusion de hidrolizados de cabeza de atin
en dietas para el crecimiento de Penaeus vannamei, mostrando aumento en
parametros productivos (Nguyen et al., 2012). Hidrolizados a partir de cabezas de
salmon rojo (Oncorhynchus nerka), ha demostrado tener importantes propiedades
funcionales y nutricionales, ademas hidrolizados de Sardinella aurita, mostraron que
a mayor grado de hidrolisis se obtuvo una importante actividad antioxidante
(Bougatef et al., 2010); (Di Bernardini et al., 2011; Morales-Medina et al., 2016).

Se puede pensar que los huesos de pescado no serian la mejor fuente de proteina,
estudios reportan la obtencion de péptidos activos obtenidos a partir de la hidrélisis
enzimatica de proteinas presentes en huesos de pescado. Propiedades
antioxidantes se han reportado a partir de hidrolizados obtenidos de bacalao (Gadus
morhua), otros autores reportan la purificacion y caracterizacion de un péptido
antioxidante obtenido de la hidrdlisis enzimética de proteina presente en la espina
dorsal de atlin, estos resultados se deben a la presencia de proteinas de alta calidad
que se encuentran ligadas a los huesos de peces, asi como la proteina que
compone la medula 6sea de estos animales (Akaginduz et al., 2014). Uno de los
factores mas importantes a evaluar en hidrolizados enzimaticos es el grado de
hidrolisis (GH), el cual hace referencia a la cantidad de enlaces peptidicos
hidrolizados por parte de la enzima, respecto al total de enlaces peptidicos que
componen la proteina nativa, es tal la importancia de este valor que se han
desarrollado diferentes métodos para la cuantificacion de esta valor (Adler-Nissen
& Olsen, 1982).

1.4.1. Métodos para la determinacion de grado de hidrélisis

Los métodos mas utilizados para la determinacion del grado de hidrélisis de
proteinas se basan en la cuantificacion espectrofotométrica de los grupos amino
libres, la valoracion con ninhidrina, el método de &acido trinitrobencenosulfonico
(TNBS), y OPA, han sido ampliamente reportados en la actualidad (Benitez et al.,
2008).

La valoracién con ninhidrina, se basa en la reaccion de grupos aminos de la proteina
con este reactivo, sin embargo, este ensayo presenta muchas interferencias entre
ellas el amonio, lo cual la hace poco utii como método de valoracion. La
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determinacion del grado de hidrdlisis con o-ftalaldehido (OPA) se basado en la
reaccion de los a-aminoacidos con el reactivo o-ftalaldehido en presencia de
mercaptoetanol y condiciones alcalinas generando derivados o compuestos con
méximo de absorbancia de 340 nm; entre los inconvenientes del método se
destacan la poca estabilidad del reactivo, ademas de no reaccionar con prolina y
parcialmente con cisteina (Guadix et al., 2000).

Uno de los métodos mas utilizados por su alta sensibilidad y pocos interferentes en
la reaccion es la determinacion de a-aminos con acido trinitrobencensulfénico
(TNBS): Basado en la reaccion de los grupos a- amino con el 2,4,6-4cido
trinitrobencensulfénico, para formar un compuesto cromoéforo que tiene un punto
maximo de absorbancia a 410 nm (Spellmana et al., 2003); Buena sensibilidad y
reproducibilidad.

Se presenta una reaccidn de sustitucion nucleofilica aromatica por parte del
aminoéacido sobre el anillo aromatico, donde el par electrénico libre del nitrogeno
acta como nucledfilo, el acido 2,4,6 trinitrobencensulfénico presenta grupos
fuertemente electro atrayentes como el NOzy el SOs? que activan el anillo por
efectos inducidos, inicialmente se genera el ataque nucleofilico al anillo para
generar el carbanion, las estructuras resonantes (hibridos de estructura) muestran
como se estabiliza el carbanién, debido a los grupos que atraen electrones, los
cuales tienden a neutralizar la carga negativa, de igual forma, la atraccion
electronica estabiliza el estado de transicion y la reaccidn se acelera, para dar lugar
a la etapa de eliminacion del ion sulfito y formacion del producto de sustitucion, que
es un compuesto croméforo que puede ser detectado a una longitud de onda de
410 nm. El final de la reaccion se da con adicion de Na2SOs, el cual se encuentra
en exceso Yy por principio de Le Chatelier al incrementar un producto, el sistema lo
consumira parcialmente, favoreciendo el sentido inverso de la reaccion.

1.5. Péptidos activos

Los compuestos bioactivos se definen como sustancias que en bajas
concentraciones pueden tener beneficio para la salud de quien los consume, son
innumerables los compuestos que han reportado algun tipo de actividad, desde
compuestos con estructuras simples como algunos aldehidos y acidos organicos
hasta acidos grasos de cadena larga, algunos polisacaridos y fracciones de
proteina, estos ultimos son mas conocidos como péptidos activos (S.-K. Kim &
Wijesekara, 2010).
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Los péptidos activos son fragmentos especificos de proteina, que ademas de ser
fuente de energia y nitrégeno, y cumplir con activad fisiolégica, poseen una actividad
biolégica demostrada, dentro de las que se destacan; actividad antioxidante,
antihipertensivos, antimicrobianos, anticoagulantes, antidiabéticos y anticancer
(Udenigwe, 2014). Aunque la relacién estructura y actividad de la mayoria de
péptidos aun no ha sido plenamente establecida, varias caracteristicas estructurales
se han identificado, las cuales parecen influir en la accion bioldgica de los péptidos
(Sarmadi & Ismail, 2010). Para hacer un estudio profundo de la actividad de los
péptidos se debe tener en cuenta dos factores importantes, en primer lugar, la
proteina de origen, y en segundo lugar el método de obtencion. Cuando se habla
de proteina de origen, se tiene dos importantes fuentes, proteina de origen vegetal
y proteina de origen animal. La mayoria de estudios que se basan en proteina de
origen vegetal, usan como materia prima semillas con un alto contenido de proteina,
como lo es la lenteja, la soja, y en los ultimos afios la quinua, esta proteina al ser
sometida a procesos de hidrdlisis enzimatico ha generado importantes resultados,
con actividades anticancer, antihipertensivo, antioxidante, antimicrobiana, entre
otras, sin embargo la mayoria de investigaciones se han centrado en la hidrdlisis de
proteinas presentes en animales de origen acuatico, se cree que este tipo de
proteina contiene caracteristicas estructurales especificas, asi como un contenido
particular de aminoéacidos esenciales como no esenciales, estas caracteristicas
fueron adquiridas por el medio en el que estos evolucionaron, asi como su actividad
metabdlica.

Es importante resaltar que se han identificado péptidos con actividad bioldgica, de
origen animal o vegetal, obtenidos por extraccion sin llevar a cabo procesos de
hidrélisis, este tipo de péptidos pueden ser originados por los sistemas vivos como
parte de su metabolismo, con el fin de cumplir acciones fisiologicas, metabdlicas y
en algunos casos hasta de proteccion contra otras especies (Ko et al., 2013).

Cuando se habla del método de obtencion, se ha descrito anteriormente los mas
usados, como son los quimicos y enzimaticos, sin embargo, como se menciond Si
se quiere tener un verdadero control sobre el proceso, es el método enzimatico el
gue se perfila como la mejor opcién cuando la bioactividad es el resultado que se
busca. Para ello existen un amplio nimero de enzimas con capacidad proteolitica
la cuales se describen a continuacion: Alcalase®, papaina, pepsina, tripsina, a-
quimotripsina, pancreatina, Flavourzyme®, Pronasa, Neutrase®, Protamex®,
bromelina, Criotin F®, Proteasa N®, Proteasa A®, Orientase®, Termolisina® y
Validase®.
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1.5.1. Péptidos activos a partir de hidrdlisis enzimatica de subproductos
piscicolas

Como se ha descrito una de las principales fuentes para la produccién de péptidos
activos son los animales de origen marino (Harnedy & FitzGerald, 2012), esto por
su particular composicién, caracteristica que se conserva en los subproductos que
se generan por la comercializacion de filete de pescado a nivel mundial, al igual que
la materia comercializable (musculo de pescado), los subproductos como visceras,
piel, huesos y cabezas son rico en proteinas, grasas, minerales y vitaminas, que se
estan sub utilizando o bien generando problemas ambientales (Ko et al., 2013; Li &
Li, 2013; Nazeer, Sampath Kumar, & Jai Ganesh, 2012; Zhang et al., 2012). Debido
a su composicion particular investigaciones se han centrado en el analisis y
procesamiento de subproductos, con el fin de generar un uso a este material y dar
un gran valor agregado (Schlueter et al., 2014). Los péptidos activos a partir de
subproductos de la agroindustria piscicola son uno de los compuestos
prometedores a nivel industrial, debido al crecimiento en la produccion de alimentos
que no solo cumplan con la funcion de brindar energia, sino que tengan la capacidad
de prevenir y combatir enfermedades (alimentos nutracéuticos), los hidrolizados de
proteina a partir de subproductos se convierten en la base de esta industria en auge.
A continuacién, se describen péptidos activos obtenidos a partir de diferentes
subproductos del area piscicola.

Tabla 2. Péptidos activos obtenidos de subproductos piscicolas.

Fuente Subproducto Actividad Secuencia Referencia
(Oreochromis Animal inhibidores MILLLFR (Tgo\;()g:agwlz?é/itrilrul,
niloticus) completo ECA LNLQDFR 9 gul,

2015)
. Cabeza, . .
S\(ﬁg(;gﬁz)romls huesos y Ant|n"r|]|grob|a - (Robert et al., 2015)
visceras
SIFIQRFTT (Ennaas, Hammami
(Scomber Visceras Antibacterian RKSGDPLGR Beauliéu & Eliss '
scombrus) a AKPGDGAGSGP . '
R 2015b)
(P. olivaceus) Musculo Antioxidante VCSV-CAAP J.Y. Ko et al. 2013
g(t)i(r:lej(;;:hroms nil piel Antioxidante EGL-YGDEY Y. Zhang et al. 2012
(Theragra . . (Je, Park, & Kim,
chalcogramma) Hueso Antioxidante 2005)
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1.5.2. Péptidos con capacidad antioxidante (CA)

Una de las actividades mas importantes y estudiadas de péptidos obtenidos por
medio de hidrdlisis enziméatica es la capacidad antioxidante, la cual se presume esta
relacionada con residuos de histidina, cisteina, metionina, leucina y tirosina, los
cuales tienen la capacidad de absorber radicales libres.

La importancia de los péptidos con capacidad antioxidante se basa en sus
potenciales usos en la industria alimentaria tanto de animales como humanos y en
el &rea farmacéutica, sin embargo, la relacién entre la estructura y la actividad sigue
siendo poco clara, especialmente en péptidos antioxidantes que llevan a cabo
reacciones via radicalaria. Un sin nimero de péptidos antioxidantes se reporta en
la actualidad obtenidos a partir de proteina de pescado, su capacidad antioxidante
estd determinada por diferentes dentro de los que se encuentran: equivalente
antioxidante (TEAC), capacidad de absorcion radical oxigeno (ORAC), y radical
superéxido (SOR), absorcién de radicales DPPH Y ABTS.

El ensayo de ABTS consiste en la técnica de decoloracion del radical 4cido 2,2"-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico, el cual es generado directamente en
una forma estable antes de la reaccion con los antioxidantes, este presenta un
maximo de absorbancia a 734 nm, lo que se aprovecha para realizar un analisis
espectrofotométrico. La capacidad antioxidante se determina calculando el
porcentaje de inhibicion de radicales al ser interpolado con una curva de inhibicion
usando generalmente Trolox como patrén de referencia (Ko et al., 2013; Li & Li,
2013).

Figura 2. Reaccién ABTS.
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La determinacion de capacidad antioxidante por DPPH, consiste en la absorcion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, este radical es muy usado debido a su estabilidad
y a que presenta un maximo de absorbancia a 517 nm, lo cual se aprovecha para
calcular el porcentaje de inhibicion o expresar los resultados respecto a patrones de
referencia (Zhang et al., 2012).

Figura 3. Reaccion de DPPH.
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Diferentes estudios reportan la obtencion de péptidos con capacidad antioxidante a
partir de subproductos piscicolas, Chi et al., (2015) reporté la obtencion de
hidrolizado de subproductos de Navodon septentrionali, con capacidad antioxidante,
para ello se usé como enzima proteolitica papaina, los péptidos con capacidad
antioxidante se secuenciaron como Trp-Glu-Gly-Pro-Lys (WEGPK), Gly-Pro-Pro
(GPP), y Gly-Val-Pro-Leu-Thr (GVPLT), la mayor actividad antioxidante fue
mostrada por la secuencia GPP con una actividad de absorcion de radical DPPH de
Eso 1,927 mg/ml, para la absorcion de radicales hidroxilo la actividad dio como
resultado CEso 2,358 mg/ml y de radicales ABTS CEso 2,472 mg/ml), como se
describe en las secuencias estas estan compuestas por los residuos de
aminoacidos hidréfobos y aromaticos (Chi, Wang, Wang, et al., 2015). Existe el uso
de otras especies para la obtencion de péptidos antioxidantes, como es el caso del
bacalao, hidrolizados de proteinas de bacalao se fraccionaron por medio de
ultrafiltracion encontrando fracciones entre 5 kDa, 3-5 kDa y <3 kDa, estas
fracciones mostraron importante actividad antioxidante determinada por métodos in
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vitro como DPPH e inhibicién de la oxidacion de lipidos, investigacion realizada por
Sabeena y colaboradores (Sabeena Farvin et al.,, 2014). Otros investigadores
identificaron péptidos con capacidad antioxidantes.

Las aletas de anchoa también han sido usadas para la obtencion de péptidos
antioxidantes, la actividad de las fracciones se determin6 por el método DPPH y
caracterizadas por HPLC junto con ESI-ms, las secuencias de los péptidos con
mayor capacidad antioxidante son: AGDDARPA (771,35 Da), ESAGLHE (741,33
Da), NKVKGELD (901,45 Da), TLWSGAGQTVNT (1233,63 Da), EMSAGLHE
(872,37 Da)(Song, Wei, Ruan, & Luo, 2015).

1.5.3. Péptidos con actividad antimicrobiana (AAM)

Los diferentes riesgos a los que actualmente se exponen todas las especies debido
al cambio climatico y continua evolucion de microorganismos patdgenos, ha llevado
a la busqueda de nuevos medicamentos o bien fdrmacos que ayuden a combatir
enfermedades causada por dichos riesgos, los animales acuaticos son una fuente
de estructuras proteicas capaces de combatir o tratar algunas cepas patdégenas,
estas estructuras se conocen como péptidos antimicrobianos (Rajanbabu & Chen,
2011), estos son fracciones de proteinas pequefias con masas moleculares <10 kDa
segun Alvares et al., (2014) (Alvarez et al., 2014; Battison et al., 1992), otros autores
reportan rangos moleculares de entre 200 y 3.624 Da (Beaulieu et al., 2013; Doyen
et al., 2012; Robert et al., 2015; Sila et al., 2014). Basandose en el peso medio de
un aminoacido de aproximadamente 110 Da (Beaulieu et al., 2013), se puede
suponer que contienen aproximadamente 2 a 33 aminoacidos.

Existen algunos modelos de la actividad antimicrobiana, el primero conocido como
"barrel-stave”, describe la formacion de poros transmembranales, los cuales son
generados por péptidos en conformacioén hélice que se unen a la membrana celular,
lo que conduce a una permeabilizacion de la misma, causando fugas de citoplasma
(Bessin, Saint, Marri, Marchini, & Molle, 2004; Reddy, Yedery, & Aranha, 2004;
Sarmadi & Ismail, 2010). En el segundo modelo o "wedget®, se basa en el
almacenamiento de lipidos entre hélices para formar un poro mixto, en el tercer
modelo, los péptidos actllan como un detergente, generando una perturbacion de la
membrana, lo cual lleva a la generacién de poros transitorios, provocando un dafio
en la membrana (Barzyk, Campagna, Wiectaw, Korchowiec, & Rogalska, 2009). A
pesar de lo descrito anteriormente existen muchas hipotesis sobre el accionar de
los péptidos antimicrobianos las cuales incluyen: penetracion de péptidos en las
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células, la induccion de hidrolasas que descomponen la pared celular, perturbacion
de la funcion de la membrana, inhibicién de la sintesis de componentes esenciales
de la pared celular tales como acidos nucleicos y proteinas, incluso la inhibicién de
la actividad enzimatica (Alkhatib et al., 2012), y ain mas asombroso se han
descubierto péptidos que pueden causar muerte bacteriana sin lisis celular
detectable (Guzman et al., 2010). A continuacion, se muestran algunas
investigaciones sobre la obtencion de péptidos activos a partir de subproductos de
animales acuaticos.

Ennaas et al., (2015) planteé el aislar y caracterizar péptidos antibacterianos a partir
de hidrolizados de subproductos de Scomber scombrus usando Protamex como
enzima proteolitica. Los resultados muestran fracciones capaces de tener una
inhibicién parcial y total sobre baterias Gram-positivas (Listeria innocua) y Gram-
negativas (Escherichia coli), la secuencias se determinaron por RP-HPLC y se
identificaron como: SIFIQRFTT (P4), RKSGDPLGR (P8.1), AKPGDGAGSGPR
(p8.2) y GLPGPLGPAGPK (P11), por estos resultados se puede pensar que este
tipo de hidrolizado sirven como un ingrediente antimicrobiano, tanto en alimentos
funcionales y aplicaciones nutracéuticas (Ennaas et al., 2015b).

Beaulieu (2015), estudio la hidroélisis de proteinas de Saccharina longicruris usando
como enzima tripsina, se obtuvieron fracciones con un peso > 10 kDa, la cual se
evalué frente a la bacteria Staphylococcus aureus, mostrando importantes
resultados respecto a la disminucion de la tasa de crecimiento. El analisis por
cromatografia liquida acoplada espectrometria de masas (LC-MS/MS) mostraron
proteinas similares a proteinas como la ubiquitina e histonas, las cuales contienen
un alto contenido de leucina. Estas secuencias peptidicas se sintetizaron
quimicamente y confirmaron su bioactividad, es importante mencionar que este
estudio se realiz6 a proteina de una macroalga, sin embargo la proteina esta
formada en un medio acuético (Beaulieu, Bondu, Doiron, Rioux, & Turgeon, 2015).

Un importante estudio se llevdé a cabo Robert et al., (2015), quien investigo la
caracterizacion molecular de hidrolizado de subproductos de tilapia, con el fin de
evaluar su potencial nutricional en alimentos acuicolas (Robert et al., 2015). La
composicion de aminoacidos y la composicion proximal mostré que el hidrolizado
tiene un alto contenido de aminoacidos esenciales, necesarios para la nutricion de
peces carnivoros. El perfil de peso molecular, determinado por cromatografia de
exclusion por tamafio (HPSEC) indic6 que el hidrolizado se compone principalmente
de polipéptidos (46,9%) y oligopéptidos (35,8%). También se caracterizo la fraccién
peptidica por NLC-ESI-MS/MS y MALDI-TOF/TOF. Se identificaron los péptidos
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1374, y destaco una alta diversidad de oligopéptidos y polipéptidos. Ademas, se
determino la actividad antimicrobiana del hidrolizado de tilapia frente a patégenos
como Yersinia ruckeri teniendo como resultado una importante inhibicién del
microorganismo, y en menor medida contra Edwardsiella tarda y Bacillus
megaterium. (Robert et al., 2015). Uno de los principales inconvenientes para la
produccion a nivel industrial de péptidos activos es la extraccion y purificacion. La
mayoria de ensayos a nivel de laboratorio usan técnicas de extraccion y purificacion
gue son costosas, siendo las mas usadas la cromatografia liquida, electroforesis y
nanofiltracién, que por su elevado valor no pueden ser llevados a escalas mas
grandes, estos factores siempre deben ser evaluados cuando el objetivo es producir
péptidos activos, con el fin de buscar un punto de equilibrio entre el porcentaje de
rendimiento, el costo de produccion y su comercializacién (Samaranayaka & Li-
Chan, 2011).

1.6. Caracterizaciéon de péptidos activos

Los métodos més comunes para la purificacion de péptidos incluyen ultrafiltracion
(UF), cromatografia de fase inversa (RPC), cromatografia de intercambio idnico
(IEC), cromatografia de filtracion en gel (GFC), cromatografia de exclusién por
tamafio (SEC) y cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), estas se han
utilizado ampliamente para caracterizacion de los péptidos activos. Sin embargo, la
cromatografia liquida (LC) -acoplada a detectores de masas (MS) se ha postulado
como una de las mejores técnicas para la identificacion de péptidos(Garcia-Mora et
al., 2017). La utilidad de detectores de masas en el analisis de péptidos reside en
su capacidad para calcular la masa exacta de la molécula, un paso muy util en la
identificacion y caracterizacion de péptidos y proteinas, ademas la ionizacién por
electrospray (ESI) y ionizacion por laser (MALDI) son algunos de los métodos mas
comunes que se utiliza para la identificacion de proteinas y péptidos (Shao, Zhang,
& Sun, 2014). El mayor inconveniente se basa en que estos métodos tienen un valor
econdémico elevado, y en la mayoria de casos son inalcanzables. Sin embargo, la
produccion industrial de péptidos bioactivos derivados de alimentos existe, una de
las técnicas mas usadas es la produccion de reactores con membrana, los cuales
se basan en llevar a cabo reacciones hidrolisis por baches, y posterior a esto hacer
pasar el hidrolizado por membranas con caracteristicas fisicas o0 quimicas
especificas, con el fin de adsorber los péptidos de interés, para finalmente ser
extraidos con flujo de agua y concentrados por secado rapido o bien encapsulados
(S. Liu & Liu, 2014).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El departamento del Cauca para el afio 2012 tuvo una produccion piscicola de 783
toneladas, siendo la obtencion de filete de pescado el objetivo de esta actividad, sin
embargo entre un 50 y 70 % de la composicion total del pescado corresponden a
los mal llamados desechos, dentro de los que se encuentran: visceras, piel, huesos
y escamas (Kittiphattanabawon et al., 2005), que en la mayoria de las piscifactorias
caucanas no se han dispuesto de manera adecuada, generando una alta
contaminacion en los cuerpos de agua y medio ambiente en general. Durante los
altimos afios se han buscado alternativas para el aprovechamiento de estos
residuos, siendo utilizados como materia prima para la obtencion de abono orgénico
y ensilado (Goddard & Perret, 2005). Esta ultima tecnologia se ha reportado como
una alternativa viable, debido a que el proceso permite una mejor disposicion de
nutrientes como proteina, acidos grasos insaturados, vitaminas, polisacaridos, fibra
y minerales, los cuales pueden incorporarse en dietas para animales, mejorando
pardmetros de digestibilidad y absorcion (Goosen, de Wet, Gorgens, et al., 2014).
En la ultima década diferentes investigaciones a nivel mundial se basan en el
aprovechamiento de subproductos no solamente del area piscicola sino de un sin
namero de cadenas productivas, siendo la busqueda y obtencidon de compuestos
bioactivos una de las areas con mayor auge en la actualidad a nivel mundial o en
paises en desarrollo, obteniendo como resultado un valor agregado de alto impacto
cientifico y comercial a lo que antes se desechaba (Chen, Yang, Sun, Niu, & Liu,
2012; Galla et al., 2012; Goosen, de Wet, & Gorgens, 2014; Goosen, de Wet,
Gorgens, et al., 2014).

La proteina de origen piscicola presenta un valor nutricional, funcional y metabdlico
importante para la produccibn de componentes activos (Goosen, de Wet, &
Gorgens, 2014), en Colombia son pocos los estudios que reportan la obtencion de
compuestos bioactivos, especificamente péptidos bioactivos a partir de visceras de
pescado, lo que conlleva a un uso comun, que no explota al maximo el potencial
bioguimico de la proteina de pescado (Martinez-Alvarez et al., 2015), en este
sentido se deben explorar procesos que permitan la obtencion de péptidos activos
a partir de proteina presente en subproductos piscicolas. La metodologia reportada
para la obtencion de péptidos activos a partir de fuentes proteicas de origen animal
y vegetal es la hidrélisis enziméatica (Ferraro et al., 2013), proceso que requiere el
control de parametros como temperatura, tiempo de reaccion, concentracion de
enzima, pH del medio entre otros, que al no ser controlados pueden generar
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compuestos no deseados o bien degradacién proteica, lo que llevaria a una pérdida
total de la materia por descomposicion (Halldorsdottir et al., 2014).

Este trabajo se desarrollé en el marco de proyecto “Alternativas para el
aprovechamiento de subproductos de la agroindustria piscicola-ALTPEZ-ID3883”.
El cual ha generado un importante impacto en el area piscicola a nivel
departamental y nacional. Obteniendo nuevos productos a partir de los
subproductos generados de la produccion de truca en el municipio de Silvia-Cauca,
dentro de estas investigaciones se llevo a cabo la obtencion de péptidos activos los
cuales juegan un papel importante en la regulacion metabdlica y la modulacion de
los seres vivos (Slizyté et al., 2009). Los péptidos activos ademas de actuar como
fuente de energia y nitrégeno tienen funciones fisiolégicas y actividad demostrada
como antihipertensivos, antioxidantes, antimicrobianos, anticoagulantes,
antidiabéticos y anticancer, (Mulero Canovas, Zafrilla Rentero, Martinez-Cacha
Martinez, Leal Hernandez, & Abellan Aleman, 2011). Este estudio permitié estudiar
a nivel de laboratorio el uso de proteina presente en visceras de trucha arcoiris
(Oncorynchus mykiss), como fuente de compuestos activos, lo que ha permitido
generar procesos y productos con valor agregado, los péptidos activos obtenidos
de esta investigacion pueden ser usados como ingredientes funcionales en
alimentacion animal, o productos nutricionales para mejorar la salud y prevenir
algunas enfermedades (Harnedy & FitzGerald, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar las mejores condiciones de hidrdlisis enzimética de visceras de trucha
arcoiris (Oncorynchus mykiss) para la obtencion de péptidos activos.

3.2. Objetivos especificos

Modelar la reaccion de hidrolisis enzimatica de proteinas presentes en
subproductos piscicolas por método de superficie de respuesta.

e Estudiar la capacidad antioxidante de los péptidos obtenidos mediante hidrélisis
enzimatica, por medio de los métodos ABTS Y DPPH.

e Evaluar la capacidad antimicrobiana de los péptidos obtenidos mediante
hidrolisis enzimatica.

e Determinar los pesos moleculares de los péptidos por medio de electroforesis
SDS-PAGE y cromatografia liquida acoplada a masas.
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4. METODOLOGIA

La hidrdlisis enzimatica de subproductos de trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss)
usando como enzima protamex®, permitié la obtencién de péptidos activos con
capacidad antioxidante y antimicrobiana, generando productos con valor agregado
al material que en la actualidad provoca problemas de contaminacion en las algunas
zonas de produccioén de truchas arcoiris en el departamento del Cauca.

4.1. LOCALIZACION

El desarrollo metodoldgico se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de
biotecnologia de la Universidad del Cauca, facultad de ciencias agrarias, vereda las
Guacas, municipio de Popayan, Cauca. Ubicada a una altitud de 1.850 msnmy a
una temperatura promedio de 20 °C.

4.2. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE VISCERAS DE PESCADO

Los subproductos de la trucha arcoiris fueron obtenidos en el municipio de Silvia,
de piscifactorias de la Asociacién Productora y Comercializadora de Productos
Acuicolas y Agricolas (APROPESCA), localizada en Silvia-Cauca, a los 2,37° latitud
norte y 76,21° longitud oeste, se encuentra a 2.527 m sobre el nivel del mar, y con
una temperatura media de 15°C. Para ello se tomaron muestras al azar de
estanques que contenian un promedio de 1.400 animales, los cuales se
encontraban en fase de engorde y tienen un promedio de peso de 400 g. La
recoleccion de subproductos se llevé a cabo en tarros tapa azul, con capacidad para
50 Kg, previamente desinfectados y refrigerados con hielo, las muestras se llevaron
a los recipientes una vez realizado el proceso de evisceracion, de manera inmediata
fueron transportadas al laboratorio de biotecnologia de la Universidad del Cauca,
Facultad de Ciencias Agrarias, Vereda las Guacas, municipio de Popayan, estas
instalaciones estan ubicadas a una altitud de 1850 msnm y una temperatura
promedio de 20 °C. Para determinar la cantidad de muestra representativa o el “n”
muestral, se aplicé la Ecuacion 1.

NxZ?2

Ecuacionl.n = —————
(N-1)xe?+22
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Donde:

n: tamafio de la muestra

N: tamafio del universo

Z: desviacion del valor medio, Z=1,96 para un nivel de confianza 95%
E: margen de error maximo (p.e. 5%)

4.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE VISCERAS DE TRUCHA
ARCOIRIS

Las visceras de trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss) se sometieron a un
tratamiento de limpieza, debido a que estos animales generalmente ingieren
elementos extrafios como troncos y piedras. Para ello se efectud una incision en los
estbmagos y se lavd su interior con agua destilada en proporcion 1:4, se descart6
con una espatula el alimento que no habia sido digerido y materiales como piedras
y desechos vegetales, entre otros (Silva et al., 2014; Kechaou et al., 2009). Ademas
de este procedimiento también se retiraron las branquias de los animales mediante
un corte manual, finalmente el material fue homogenizado por medio de licuado
hasta obtener una pasta semisoélida (Slizyté et al., 2005), los subproductos se
caracterizaron bajo metodologias de analisis proximal AOAC (2005), con algunas
modificaciones (Lee, 1995). La humedad se realiz6é de acuerdo al protocolo (AOAC.
934.01., 2005), para ello se pesaron en caja de Petri aproximadamente 1g de
muestra por medio de una balanza analitica (Kern ALJ, KERN & Sohn GmbH,
Balingen Alemania), posterior a esto se llevd a secado en horno de conveccién
forzada Binder (Binder FD 115L, Tuttlingen, Alemania) a una temperatura de 105 °C
por un tiempo de 4 horas, una vez transcurrido este tiempo se pesoé la caja de Petri
con el material seco y se coloc6 a horno nuevamente por un tiempo de 1 hora, este
procedimiento se repitié hasta peso constante, el porcentaje de humedad se calculd
de acuerdo a la ecuacion:

Muestrapymedad—Muestrageca

Ecuacion 2. % Humedad = x100

Muestrapymeda

El contenido de proteina se determind siguiendo la metodologia (AOAC 968.06,
2005), se pesaron en balanza analitica 0,5 g de muestra seca en papel libre de
nitrogeno, mas 1 g de catalizador kjeldahl, esta mezcla se llevd a digestidon
agregando 10 mL de acido sulfarico (65 %, Merck) en un bloque de calentamiento
Raypa (Raypa R. Espinar, S.L, Barcelona, Espafia), las muestras se digestaron
hasta estar completamente claras y traslucidas, una vez alcanzada la temperatura
ambiente después de la digestion, se agregaron 50 mL de agua destilada, se
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neutralizaron con 80 mL de hidroxido de sodio al 30% y se destilaron en un equipo
de destilacion Raypa Raypa (Raypa R. Espinar, S.L, Barcelona, Espafia), el
destilado se recogié en 100 mL de acido bérico al 3 %, teniendo como indicador
tashiro, finalmente se titul6 con HCL 0,1 N, el calculo del contenido de proteina se
realiz6 multiplicado el porcentaje de nitrdgeno obtenido de la Ecuaciéon 3, por el
factor para alimentos céarnicos 6,25.

(mL HCL—mL HCL)xN HCL+*14
(peso de la muestra x%de MS analitica)

x100

Ecuacion 3. % de Nitrogeno =

El extracto graso se determiné empleando la metodologia (AOAC 991.36, 2005),
para ello se pesé aproximadamente 1 g de muestra en cartuchos de extraccion
microsoxhlet, el cual se llevo a un sistema de extraccion SOXHTEXT Raypa (Raypa
R. Espinar, S.L, Barcelona, Espafia), se realizo reflujo por un tiempo de 4 horas
usando como solvente de éter etilico (98 %, Panreac). La cantidad de grasa fue
determinada mediante la diferencia del peso del material desengrasado y sin
desengrasar, de acuerdo a la Ecuacion 4.

Crisoly grasa—Crisoljimpio

Ecuacion 4. % Grasa = x100

Wmuestra

Para la determinacion de fibra bruta se uso el protocolo (AOAC 962.09, 2005), para
ello se transfirid6 cuantitativamente a un crisol para fibora 1 g de materia
desengrasada, al sistema para la cuantificacion de fibra FIBERTEST Raypa (Raypa
R. Espinar, S.L, Barcelona, Espafia), al cual se le adicion6 100 mL de H2SO4 0.255
N, previamente calentado hasta ebullicion, se dejo en reflujo por exactamente 30
minutos, la solucién acida fue retirada y el material se lavd con agua destilada
caliente hasta obtener un residuo neutro, para la digestion basica se adicionaron
100 mL de NaOH 0.313 N previamente calentado hasta ebullicion, la mezcla se dej6
en reflujo por exactamente 30 minutos, una vez transcurrido este tiempo, el material
se lavé con agua destilada hasta obtener un pH neutro, se realizaron lavados con
etanol para finalmente llevar el crisol a secado y posterior calcinacién en mufla por
espacio de 20 minutos a 550 °C, el porcentaje de fibra se determind por medio de
la Ecuacion 5.

(Peso fibra+peso crisol)—(peso crisol+cenizas)]

Ecuacion 5. % Fibra cruda = [ x100

(peso de la muestra x%de MS analitica)

La determinacion de cenizas se realizd bajo protocolo (AOAC 942.05, 2005), las
muestras desengrasadas se secaron en estufa a 100 °C por 30 minutos, se pesé un
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1 g de muestras seca en crisol con tapa, posterior a esto se llevé a temperatura de
425 °C en mufla, con el fin de lograr la incineracion y liberacion de compuestos
gaseosos sin formacion de llamas, la temperatura se aumenté gradualmente hasta
llegar a un maximo de 550 °C y se mantuvo en este nivel durante 2 horas
aproximadamente, finalmente los crisoles fueron dispuestos en desecadores hasta
alcanzar temperatura ambiente, luego se pesaron para la determinacion del
contenido de cenizas en la muestra de acuerdo a la Ecuacion 6. la determinacion
de carbohidratos se tomé como la diferencia entre el 100 % menos el contenido
porcentual del resto de componentes.

Peso crisol+ceniza—peso del crisol vacio

x100

Ecuacion 6. % de cenizas =
Peso de la muestra seca

4.4. INACTIVACION DE ENZIMAS ENDOGENAS DE VISCERAS DE TRUCHA
ARCOIRIS POR TRATAMIENTO TERMICO

Se llevé a cabo la inactivacion de enzimas endogenas y de microorganismos
presentes en visceras trucha por medio tratamiento térmico, se evaluaron tres
diferentes temperaturas de inactivacion 65 °C, 80 °C y 94 °C (Shikha et al., 2016),
a diferentes tiempos to=15 y t1=30 minutos de acuerdo al Cuadro 3 (Slizyté et al.,
2005; Guerard et al., 2002). EI montaje experimental se efectué en un bafio
termostatico (Cole-Parmer, Vernon Hills, USA), para ello el bafio se precalenté y se
dispusieron los subproductos dentro del equipo, una vez alcanzada la temperatura
de inactivacion se cont6 el tiempo para cada unidad experimental. El factor de
respuesta para la inactivacibn de enzimas es la actividad proteolitica residual,
analizada por medio del método TNBS, para la inactivacion de carga microbiana se
realizaron analisis microbiologicos antes y después de cada tratamiento térmico.

Cuadro 3. Valores para la inactivacion térmica de enzimas y microorganismo.

No Temperatura (°C) | Tiempo (min)
1 65 15
2 65 30
3 80 15
4 80 30
5 94 15
6 94 30
Blanco 0 0

Fuente: Gaviria (2017)
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4.4.1. Determinaciéon de la inactivacion de carga enziméatica en visceras de
trucha

Para determinar la actividad enzimatica se llevd a cabo el establecimiento del
método TNBS, este consiste en la reaccion del acido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico
con los grupos a-amino primarios (Adler-Nissen & Olsen, 1982; Eklund, 1976). Se
usé como estandar de aminoacidos a-leucina, la cual reacciona con el acido
trinitrobenceno sulfonico, para formar un compuesto cromoéforo que tiene un punto
maximo de absorbancia a 420 nm, la curva de calibracion se preparo de la siguiente
manera:

Se tomé 0,5 g de a-Leucina (99, 99 % Sigma Aldrich,) y se secaron a 100 °C por
dos horas, de este patrén seco se pesaron 0.0659 g, y se diluyeron con agua
destilada hasta un volumen de 50 mL en balones de calibracion, con lo que se
obtuvo una concentracion de 10 mM (solucion Stock), se realizaron diluciones para
preparar la curva de calibracion de acuerdo al Cuadro 4.

Cuadro 4. Curva de calibracion-método TNBS.

Cantidad de solucién stock | Volumen Final | Concentracién
1mL Aforar a 10 mL 0,5 mM
2mL Aforar a 10 mL 2,0 mM/
4 mL Aforar a 10 mL 4,0 mM
6 mL Aforar a 10 mL 6,0 mM
8 mL Aforar a 10 mL 8,0 mM
9mL Aforar a 10 mL 9,0 mM

Fuente: Gaviria (2017)

Se tomaron 128 pL de cada patrén y se adiciondé 2 mL solucién buffer fosfato pH
8,2, mas 1 mL de reactivo de TNBS AL 0,01 % (5 % Sigma Aldrich), se agité
vigorosamente en vortex por 15 segundos y se colocé en bafio de agua a una
temperatura de 50 °C por 30 minutos, luego se adicion6 2 mL de solucion de sulfito
de sodio 0,1 M y se dej6 15 minutos en reposo, finalmente se realizé la lectura en
el espectrofotémetro UV-Visible (Shimadzu 1800, Shimadzu Corp., Kyoto, Japon) a
una longitud de 420 nm, se determiné la ecuacién de la curva de calibracién por
regresion lineal, el proceso se realizé bajo oscuridad, sin incidencia directa de la luz
sobre la solucién.

Para el seguimiento de la actividad enzimatica, se tomaron muestra compuestas del
material inactivado para unidad experimental (ver Cuadro 3), a intervalos de tiempo
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de 0, 30 y 60 minutos, de estas muestras se pesaron 4 g y se adicion6 6 mL de
solucién buffer fosfato pH 7,0 (Relacién 2:3), se realiz6 vortex por 10 segundos, se
llevé a centrifugacion a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C (Hermle Z326 K,
Alemania), se realizé la extraccién del sobrenadante y se filtr6 a vacio con papel
whatman N°1. Se llevaron a cabo diluciones de 250 pL en 10 mL de agua destilada,
se tomaron 128 L de la dilucion en tubo de ensayo tapa rosca y se adicionaron 2
mL solucion buffer pH 8,2, mas 1 mL de reactivo de TNBS AL 0,01 %, se agit6
vigorosamente con vortex por 15 segundo y colocé a bafio de agua a una
temperatura de 50° C por 30 minutos, luego se adicion6 2 mL de solucién de sulfito
de sodio 0,1 M y dejo 15 minutos en reposo, finalmente se realiz6 la lectura en el
espectrofotometro UV-Visible a una longitud de 420 nm. La determinacion de a-
aminoacidos en la muestra se realizé interpolando los valores de absorbancia
obtenidos de la muestra en la ecuacion de la curva de calibracién, determinando mg
de leucina por gramos de muestra, la actividad enzimatica se report6 como la
velocidad de liberacion de aminoacido dada por las milimoles de leucina por minuto
(mmolLeu/min), como blanco positivo se analizé una muestra sin tratamiento
térmico.

4.4.2. Determinacion de la Inactivacién de carga microbiolégica en visceras de
trucha

El recuento de aerobios mesofilos (NTC 4519, 2009) se realizé en Agar plate count
(APC) por siembra en estrias incubando las muestras a 35 °C por 48 h. El recuento
de mohos y levaduras (NTC 4132, 2008) se realizo por siembra en Potato Dextrosa
Agar (PDA) a 25 °C durante un periodo de 3 a 5 dias. Para realizar el conteo de
coliformes totales, se utilizé el método del nimero mas probable (NMP) (NTC 4516,
2009) por siembra en tubos de fermentacion en caldo verde bilis brillante, la
temperatura de incubacion fue de 35 °C por 24 horas, para lo cual se realizaron
diluciones seriadas de la muestra de 10 hasta 10°° en agua peptonada.

Se realiz6 el recuento microbiano de mesofilos, bacterias acido-lacticas y Hongos—
levaduras, en los medios de cultivo selectivos PCA, MRS y YGC los cuales se
muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Medios de cultivo selectivos para el analisis microbiolégico.

L IS P
S o3t %

Fuente: Gaviria (2017). A: MRS, BFCA Y CYGC

El volumen de muestra inoculado fue de 0,1 mL, el cual se dispersé mediante perlas
de vidrio como se muestra en la Figura 5, cada una de las diluciones se inocul6 por
duplicado.

Figura 5.Inoculacion de la muestra en los medios de cultivo selectivos.

Fuente: Gaviria (2017)

El recuento de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) se realizé teniendo en
cuenta la Norma Técnica Colombiana 4458 (NTC 4458, 2007) basada en la
Ecuacion 7.

Y. C
V(n1+40.1n2)d
Y C: sumatoria de las colonias contadas en todas las cajas.
nl: ndmero de cajas contadas en la primera dilucion
n2: nimero de cajas contadas en la segunda dilucion
V: volumen inoculado.

d: factor de dilucion de la menor dilucion.

Ecuacion 7. UFC/mL =
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4.5. HIDROLISIS ENZIMATICA DE VISCERAS DE TRUCHA ARCOIRIS

Teniendo en cuenta los reportes y fichas técnicas de cada enzima se decidio usar
Protamex® como la enzima para llevar a cabo el proceso de hidrolisis, en
comparacion con muchas otras endoproteasas, esta enzima no produce
hidrolizados de proteina con sabores amargos incluso a bajos grados de hidrolisis.
Una vez adquirida la enzima, se evalué su actividad a las condiciones sugeridas por
el fabricante, para ello se us6 proteina de soya, la cual usando tiene una alta
digestibilidad y un importante balance de todos los aminoacidos, las condiciones de
andlisis se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones de actividad enzimatica de Protamex®.

Parametro Valor

pH 7,0
Temperatura 40 °C
Tiempo 0, 10, 20, 45, 60 min

Fuente: Gaviria (2017)

La reaccién de hidrélisis se llevd cabo en un agitador Thermo con control de
temperatura y agitacion (Thermo MaxQ 4450, Alemania), para ello se prepararon
soluciones al 5 % de proteina de soya en agua destilada y se ajusté el pH a un valor
de 7,0 con hidréxido de sodio 0,1 N, luego se calentd la solucién hasta 40 °C y se
adiciono la enzima en una relacién del 1 % respecto al sustrato, se tomaron
muestras a tiempos de 0, 10, 20, 45, 60 minutos (Ennaas et al., 2015b), la actividad
enzimatica se determiné por el método TNBS descrito en el numeral 4.4.1.

4.5.1. Obtencién de aislado proteico

Las muestras inactivadas térmicamente se sometieron al proceso de obtencién de
aislado proteico, esto con el fin de garantizar un alto grado de hidrdlisis, asi como
eliminar interferencias que afectan este tipo de reacciones enzimaticas. Los
subproductos se sometieron a diferentes etapas para concentrar la proteina, el
producto final obtenido se le denominé aislado proteico, las etapas para la obtencién
se describen a continuacion.

Las visceras de trucha inactivadas térmicamente se homogenizaron por medio de
un proceso mecanico en licuadora Oster convencional previamente desinfectada,
esta operacion se llevd a cabo hasta obtener una pasta semisélida, la cual se coloco
en tubos de centrifuga con capacidad de 100 g, los cuales se centrifugaron a 12.000
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rpm a 10 °C por 12 minutos en centrifuga (Hermle Z326K, Alemania), la fase grasa
situada en parte superior se retir6 por decantacion, el material restante se llevo a
secado en Horno de conveccion forzada marca Binder (Binder FD 115L, Tuttlingen,
Alemania), las condiciones de secado fueron: 65 °C por 12 horas, eliminada gran
parte de la humedad se realizé un segundo paso de desengrasado por medio de
Soxhlet, por un tiempo de 4 horas, usando éter de petrdleo como solvente, los
cartuchos se secaron a: 65 °C por 12 horas, el material obtenido se molié hasta
obtener particulas finas y por ultimo y el aislado de proteina se pas6 por tamiz
metélico malla nimero 30 serie Tayler, el material obtenido y el residual el proceso
de tamizaje se caracterizO mediante analisis proximal, de acuerdo a protocolos
AOAC, descritos en el numeral 4.3, ademas se realizé un perfil de aminoéacidos por
cromatografia liquida por medio de un servicio externo en laboratorio especializado
Quantar S.A.

4.5.2. Disefio experimental para grado de hidrélisis

La modelacién de la reaccién de hidrdlisis enzimética se llevd a cabo por medio de
superficie de respuesta (RSM), el disefio plateado es un central compuesto
2"3+puntos estrella, ortogonal y rotable, generado por el software Statgraphics®
(STSC Inc. Rockville, Md, USA, version plus 5.1), los factores usados fueron:
temperatura, tiempo y concentracion de la enzima, el disefio se compone de dos
niveles alto y bajo, los cuales se determinaron por resultados preliminares y
bibliografia (Ennaas et al., 2015b; Je et al., 2015; Ko et al., 2013; Y. Liu et al., 2014),
el grado de hidrélisis (GH %) se emple6é como la variable respuesta, determinada
por el método TNBS, el andlisis de los resultados se realizé en el paquete
estadistico Statgraphics® Centurién, version 16.1.03. En el Cuadro 6 se describen
los factores del disefio experimental y sus respectivos niveles, en los Cuadro 7 y
Cuadro 8, se muestra el resumen del disefio experimental, la cantidad de unidades
experimentales y a que parte del disefio corresponden.

Cuadro 6. Factores y niveles disefio experimental GH.

Factor Bajo Alto Unidades
Tiempo 12 36 h
Concentracion de enzima [E/S] 3 8 % (p/p)
Temperatura 40 60 °C

Fuente: Gaviria (2017)
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Cuadro 7. Resumen disefio experimental grado hidrolisis

Componente del disefio | Unidades experimentales
Central compuestoz3 8
Puntos Estrella 6
Replicas punto central 9

Fuente: Gaviria (2017)

Cuadro 8. Unidades experimentales disefio GH.

Tiempo (h) | E/S (% p/p) | Temperatura (°C)

12,0 3,0 40,0

36,0 8,0 60,0

12,0 8,0 60,0

Central compuesto 36,0 3,0 60,0
36,0 8,0 40,0

36,0 3,0 40,0

12,0 8,0 40,0

12,0 3,0 60,0

3,8 55 50,0

44,2 55 50,0

24,0 55 33,2

Puntos estrella 22,0 13 50.0
24,0 55 66,8

24,0 9,7 50,0

Punto central 24,0 55 50,0

Fuente: Gaviria (2017)

Para la determinacion del GH se determinaron los aminoacidos libres en la en cada
unidad experimental de acuerdo a la metodologia planteada en numeral 4.4.1
mediante el método TNBS, ademas de ello se cuantificaron los aminoacidos totales
que componen la proteina del aislado proteico, para ello se pesaron 0,5 g de
muestra en un tubo de ensayo con tapa rosca limpio y seco, luego se adicionaron
4,5 mL de &cido clorhidrico 6 N, los tubos se colocaron en un bafio de arena, y se
llevaron a 100 °C por 24 horas en horno. Una vez transcurrido el tiempo de hidrdlisis,
los tubos se llevaron a temperatura ambiente y se adiciond por las paredes
lentamente 4,5 mL de hidroxido de sodio 6 N, finalmente las muestras hidrolizadas
se filtraron por papel whatman Nol y se cuantificaron los aminoacidos libres por
medio de la curva de calibracion del método TNBS. El grado de hidrdlisis se calculd
de acuerdo a la Ecuacion 8.
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P1-PO
PT—PO

Ecuacion 8. GH = * 100

Donde:

P1: concentracion de Aminoacidos liberados expresados como mg Leu/g de proteina en la muestra.
PT: concentracién de Aminoacidos totales expresados como mg Leu/g de proteina en la muestra.
PO. concentracion de Aminoacidos iniciales expresados como mg Leu/g de proteina en la muestra.

4.6. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (CA)

La capacidad antioxidante en los péptidos obtenidos por la hidrélisis enzimatica de
proteinas de visceras de trucha, se evalu6 mediante los métodos ABTS y DPPH.
Para ello se analizaron los hidrolizados que se obtuvieron de la reaccion de hidrolisis
llevada a cabo bajos los parametros de temperatura, tiempo y pH Optimos
encontrados en el disefio experimental del numeral 4.5.2, y 4.6.3.

4.6.1. Método ABTS

La actividad de captacion de radicales ABTS por parte de los hidrolizados se evaluo
de acuerdo con la metodologia descrita por Borawska et al., (2016) (Borawska,
Darewicz, Vegarud, & Minkiewicz, 2016), para ello se disolvié 134,4 mg de ABTS,
en 35 mL de agua desionizada para obtener una solucion de concentraciéon 7 mM,
luego se prepararon 10 mL de solucién de persulfato de potasio 2,45 mM, para la
obtencién del radical se mezclaron las soluciones de persulfato y ABTS en un frasco
ambar y se mantuvieron durante 16 horas en oscuridad.

Para realizar la curva de calibraciéon, se realizé un ajuste de la absorbancia por
medio de la dilucion del radical ABTS con agua desionizada hasta una absorbancia
cercana a 0,7 en un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 734 nm, se
preparé una solucion Stock de Trolox, disolviendo 25 mg en 50 mL de agua
destilada, obteniendo una concentraciéon de 2000 pM, a partir de la cual se
prepararon por dilucion cinco estandares de 10 mL a concentracion de 300, 200,
150, 100 y 50 uM.

Para la reaccion de absorcién del radical ABTS por cada estandar de trolox se
tomaron 3,0 mL de solucién de radical ABTS méas 100 yL de cada patron y se
dejaron reaccionar durante seis minutos, transcurrido el tiempo se realiz6 la lectura
de la absorbancia en espectrofotometro Shimadzu a uno longitud de onda de 734

47



nm. La actividad antioxidante se expres6 como mM de trolox a partir de la curva de
calibracion y porcentaje de inhibicion, determinado por medio de la Ecuacion 9.

4741 4100
A

Ecuacion 9. % inhibicion = %l =

Donde
A: es la absorbancia del blanco
A, es la absorbancia de la muestra.

Para la determinacion de la actividad antioxidante de las muestras los hidrolizados
fueron centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, el sobrenadante se paso
por filtros de jeringa con tamafio de poro de 0.45 um, del cual se tomaron 100 L de
y se mezclaron con 3,0 mL de solucién de radical ABTS, la mezcla se dejo
reaccionar por seis minutos y se determind su absorbancia de manera similar como
se realiz6 con los estandares. La actividad antioxidante se expres6 como porcentaje
de inhibicion, lo cual corresponde a la cantidad de radical ABTS neutralizado por el
extracto de acuerdo a la Ecuacion 9, la capacidad antioxidante expresada como
equivalentes Trolox (TEAC umol/g), se obtiene al interpolar la absorbancia de la
muestra en la curva de calibracion.

4.6.2. Método DPPH

La actividad por el método DPPH, se midi6 de acuerdo a la metodologia descrita
por Zhang et al., (2012), para ello se prepararon 100 mL del radical disolviendo 1,0
mg de DPPH en metanol anhidro, luego se dispuso esta solucion en frasco ambar,
obtenido una solucién de concentracién 10 mg/L. El reactivo se ajustd por dilucién
con metanol a una absorbancia cercana a 0,7 en una longitud de onda de 517 nm.

Para la curva de calibracion se prepararon 50 mL de un stock de Trolox (2000 uM),
a partir de esta solucion se prepararon cinco estandares de 10 mL de concentracion
finales de 300, 200, 150, 100 y 50 mM, una vez obtenido los estandares se tomaron
4,0 mL de solucién de DPPH y 200 de cada uno de los patrones y se dejaron
reaccionar por 30 minutos en la oscuridad, finalmente se determiné la absorbancia
en espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu 1800, Shimadzu Corp., Kyoto, Japén) a
una longitud de onda de 517 nm. La actividad antioxidante se expresé como
porcentaje de inhibicion, lo cual corresponde a la cantidad de radical DPPH
neutralizado por el extracto a una determinada concentracién, de acuerdo a la
Ecuacion 9.
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Para la determinacién de la actividad antioxidante de las muestras por el método
DPPH, los hidrolizados fueron centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, el
sobrenadante se paso por filtros de jeringa con tamafio de poro de 0,45 um, del cual
se tomaron 200 pL de cada hidrolizado y se mezclan con 4,0 mL de solucion de
radical DPPH, Cada muestra se dejo reaccionar por treinta minutos y se determiné
su absorbancia de manera similar que los estandares, la actividad antioxidante se
expresd como porcentaje de inhibicion, lo cual corresponde a la cantidad de radical
DPPH neutralizado por el hidrolizado, de acuerdo a la Ecuaciéon 9, la capacidad
antioxidante expresada como equivalentes Trolox (TEAC pmol/g).se obtiene al
interpolar la absorbancia de la muestra en la curva de calibracién.

4.6.3. Disefio experimental actividad antioxidante

Una vez analizados los datos de la capacidad antioxidante encontrada en los
hidrolizados de proteina de visceras de trucha arcoiris, se hizo necesario llevar a
cabo un nuevo disefio, el cual evalta la reaccion de hidrdlisis a un tiempo y relacion
enzima sustrato menor que el disefio presentado en el numeral 4.5.12, pero bajo las
condiciones 6ptimas de pH y temperatura. El disefio consisti6 en un factorial 22+
Puntos estrella, la temperatura fue de 38,2 °C y un pH de 7,0, la capacidad
antioxidante se tomo6 como respuesta, los factores y niveles se muestra en el Cuadro
9, el andlisis de los resultados se realizé con el paquete estadistico Statgraphics®
Centurién, version 16.1.03, los Cuadro 10 y Cuadro 11 muestran el resumen del
disefio y la distribucion de las unidades experiméntales.

Cuadro 9. Factores y niveles disefio experimental CA.

Factor Bajo Alto Unidades
Tiempo 1 3 h
Concentracion de enzima [E/S] 3 8 % (p/p)

Fuente: Gaviria (2017)

Cuadro 10. Resumen disefio experimental Actividad antioxidante.

Componente del disefio | Unidades experimentales
Factorial 22 4
Puntos Estrella 4
Replicas punto central 2

Fuente: Gaviria (2017)
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Cuadro 11. Disefio experimental Actividad antioxidante

Tiempo (h) E/S (Y%p/p)

1,00 3,00

Factorial 3,00 8,00
1,00 8,00

3,00 3,00

2,00 9,04

Puntos estrella 2,00 1,96
0,59 5,50

3,41 5,50

Punto central 2,00 5,50

Fuente: Gaviria (2017)

4.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA (AAM)

Para determinar la actividad antimicrobiana de los péptidos obtenidos de la hidrdlisis
enzimatica de proteinas presentes en visceras de trucha se ejecutaron pruebas de
antagonismo de los hidrolizados frente a dos cepas patdgenas que afectan, generan
enfermedades y problemas en la produccion de tilapia roja, como los son el
Streptococcus agalactae (ATCC 51487), Aeromonas hydrophila (ATCC 700183)
adquiridas por el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad del Cauca, para ello
se empled la técnica de difusion por pozo (Ennaas et al., 2015b; Rajanbabu & Chen,
2011; Robert et al., 2015). En cajas de Petri se realiz6 una siembra masiva de
Aeromonas hydrophila en agar nutriente y de Streptococcus agalactiae en agar BHI.
Se tomaron 50 pL de cada hidrolizado y se inocularan en los diferentes pozos
presentes en los medios de cultivo, finalmente las cajas se colocaron en incubacién
por 24 horas a 35 °C; como control positivo se emplearon sensidiscos de antibioticos
amoxicilina, cloranfenicol y gentamicina, como control negativo se inocularon pozos
con 50 pL de agua destilada.

4.7.1. Preparacion y activacién de cepas patdégenas

Se realiz6 la preparacion de los caldos de cultivo donde se activaran las cepas
patdgenas, para ello se peso6 2,7 g de Caldo de soya triptico (TSB) y se diluyé en
90 mL de agua destilada, para el caldo de infusién de cerebro y corazén (BHI) se
peso 1,48 g de BHI y luego se diluyé en 40 mL de agua destilada, los caldos se
distribuyeron en tubos taparrosca adicionando 9 mL en cada uno, todo el material
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se autoclavo para elimina cualquier tipo de contaminacién, en la Figura 6, se
muestran los reactivos usados para esta preparacion.

Figura 6. Caldos y medios de cultivo.

La preparacion de agares para la medida de la actividad se realiz6 de la siguiente
manera, se pesaron 25,6 g de Tripticasa soya (TSA) y se diluyeron en 640 mL, para
el agar de infusion de cerebro y corazén (BHI) se pesaron 16,64 g de BHI y se
diluyeron en 320 mL, todos los medios se diluyeron por medio de agitacion y
calentamiento hasta ebullicion.

Tabla 3. Caldo de cultivo y agares usados para cuatro bacterias.

Bacteria Caldo de cultivo para activacién | Medio de cultivo en agar
Streptococcus agalactiae BHI** BHI
Aeromonas hydrophila TSB* TSA

* TSB: Caldo triptona de soja, ** BHI: infusién cerebro-corazén

La activacion de las bacterias se realizé en una cabina en una cabina de flujo laminar
desinfectada con alcohol, se inocularon las bacterias con un aza flameada en los
caldos de cultivo especificados en la Tabla 3, luego se llevaron a incubacion a 37
°C durante 24 horas, pasado este tiempo se hizo dilucién de 1 mL en 9 mL en caldo
autoclavado y se dejaron en incubacion a 37 °C.

4.7.2. Medida de actividad antimicrobiana
Una vez activadas las dos cepas patogenas estas se llevaron a siembra en agares,

para ello en cabina de flujo se dispusieron 20 mL de cada agar en cajas de Petri
previamente limpias, secas y autoclavadas, se inocularon la Aeromonas hydrophila
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en agar nutriente y de Streptococcus agalactiae en agar BHI. La siembra masiva de
las bacterias se realizé impregnando un hisopo con bacteria presente en los caldos
de cultivo, luego se realizaron pases del hisopo por todo el agar, tratando de cubrir
toda la superficie, estas operaciones se llevaron en cabina de flujo laminar. Una vez
sembrada la bacteria se formaron cuatro pozos por cada caja de Petri, para ello se
uso la parte ancha de puntas de micropipeta (Chia et al., 2010). Para el tratamiento
de las muestras se tomaron 10 mL de cada hidrolizado y se llevaron a centrifugacion
a 12.000 rpm por 10 minutos a una temperatura de 4°C, el sobrenadante obtenido
se paso por filtros de jeringa con un tamafio de poro de 0,45 um, en cada pozo se
adicionaron 50 pL de hidrolizado, se evaluaron los hidrolizados obtenidos bajo las
condiciones Optimas de reaccion, resultado del disefio experimental del numeral
4.5.2 y las unidaes experimentales del disefio planteado en el numeral 4.6.3, como
blancos se usé Agua y buffer fosfato, soluciones en los que se encuentran los
extractos, el control positivo fueron los Antibidticos: OT: Oxitetraciclina, C:
Cloranfenicol, AMP: Ampicilina. Después de 24 horas de incubacion se midi6 el halo
de inhibicién con un pie de rey, los resultados se expresan como el diametro del
halo de inhibicibn en mm.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos se llevd a cabo la medida de la
actividad antimicrobiana por medio de inoculacién en caldo, midiendo la turbidez de
la muestra a 600 nm, para ello se prepararé caldo de cultivo TSB, el cual fue
inoculadao con la bacteria Aeromonas hydrophila, luego se agregaron 50 uL de
cada hidrolizado, se determind la absorbancia a tiempos de 0, 2 y 4 horas, los
hidrolizados evaluados fueron los obtenidos del disefio experimental planteado en
el 4.6.3.

4.8. DETERMINACION DE LOS PESOS MOLECULARES DE PEPTIDOS POR
ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Los dos hidrolizados que presentaron capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana se caracterizaron por electroforesis, con el fin de caracterizar las
masas moleculares de los péptidos que los componen, para ello se uso la
metodologia descrita por Kethawa et al., (2014) con algunas modificaciones
(Ketnawa et al., 2014; Szabo & Janaky, 2015). Para la polimerizacion del gel de
acrilamida, se mezclaron los reactivos del gel de corrida (10 %) y de apilamiento (5
%), en dos tubos diferentes, en un Beaker se adicion6 4,8 mL agua, se mezclaron
con 2,5 mL del buffer Tris pH 8,8 (1.5 M), luego se adicion6 2,5 mL de acrilamida al
40 % y 0,1 mL de SDS y el persulfato de amonio al 10 %, finalmente se sirvi6 en el
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molde de electroforesis y se adicion6 40 uL de TEMED, una vez terminado este
proceso al gel de corrida se le adicion6 una ligera capa de isopropanol para
asegurar una superficie plana y evitar contacto con el oxigeno atmosférico el cual
limita la polimerizacion, luego de polimerizado el gel de corrida se descarté el
isopropanol y se limpié con agua la interface, se adicion6 TEMED al gel de
apilamiento, se mezclo y sirvo hasta el tope, posterior a esto se inserto el peine para
dar forma a los pozos donde se sirvieron los hidrolizados proteicos, para ello se
tomaron 20 uL de hidrolizado previamente centrifugado a 12.000 rpm por 10 min a
4 °C, y pasados por filtro de jeringa de 13 mmy 0,22 um, los cuales se depositaron
en el gel de acrilamida.

La cdmara de electroforesis fue tapada y se aplicd un voltaje de 100 V hasta que
las muestras llegaron al gel de corrida, en este punto se aplicoé un voltaje de 200 V,
una vez el frente de las muestras (linea azul) llego al final del gel, se detuvo el voltaje
y se desmonto el gel de las placas de vidrio, luego se sumergieron en la solucion de
tincion de azul de commassie, y se colocaron a calentar en microondas por 30
segundos, el gel se dejo en tincidn por 5 minutos con agitacion constante, la solucion
de tincion se decanté y se realizaron lavados con agua, finalmente el gel se
sumergioé en solucién de destefiido y se calent6 en el microondas por 30 segundos,
se dejo hasta que se perdio el color y se marcaron algunas bandas.

4.9. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE PEPTIDOS ACTIVOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A MASAS.

Se determinaron los pesos moleculares de los péptidos activos obtenidos de
hidrélisis enzimética de visceras de trucha arcoiris por cromatografia liquida
acoplada a un detector de masas, para eso se utilizé un UHPLC DIONEX
ULTIMATE 3400 RSLC, equipado con una columna C18, como fases moviles se
uso6 A: agua 0,1 % de &cido férmico y B: Acetonitrilo 0,1 % acido férmico. El detector
fue un Thermo scientific exactive plus (HCD) Orbitrap®, equipado con una fuente de
ionizacion quimica por electro spray HESI y un analizador de masas Orbitrap®, el
software para el manejo del equipo y el analisis de los datos fue Thermo Xcalibur
version 3.1.
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4.9.1. Parametros de analisis para fuente de ionizacién HESI y detector
Orbitrap®

Para el analisis de péptidos por UHPLC acoplado a un detector de masas Orbitrap,
se determinaron la mejores condiciones para los pardmetros de escaneo y fuente
de ionizacion por electro spray HESI, para maximizar la sefial de los analitos se
usaron hidrolizados obtenidos en esta investigacion, los valores de inicio se tomaron
de acuerdo a lo reportado en bibliografia por autores como Olkowicz y Shao (Shao
et al., 2014); (Olkowicz et al., 2015) los parametros a evaluados se describen en la
Tabla 4. Parametros del detector de masas Orbitrap Exactive plus.

Tabla 4. Parametros del detector de masas Orbitrap Exactive plus.

Parametros de escaneo Parametros fuente HESI
Rango de scan Flujo gas envolvente
Fragmentacion Gas auxiliar
Resolucidn Voltage del spray
Polaridad Temperatura capilar ITT°C
AGC Target S-lens
Tiempo Temperatura Gas Aukxiliar °C

Fuente: Gaviria (2017)

Los valores descritos en la Tabla 4, se variaron en el tiempo con el fin de incrementar
la sefial (NL), ademas de mantener un valor por en encima del 80 % en el % ACG
Target, y una variacion menor al 10 % en la corriente iénica total TIC.

4.9.2. Condiciones cromatograficas

Las condiciones de fase movil, gradiente, temperatura de columna y caudal se
determinaron a partir de métodos reportados por Toopcham et al., (2015) (S. Liu &
Liu, 2014; Toopcham et al., 2015), Los péptidos se separaron en Columna C18,
referencia titan C18, 2,09 mm de diametro y 10 cm de largo, con un tamafio de
particula de 1,9 ym. La fase movil estaba compuesta por A agua con 0,1 % de acido
formico y B acetonitrilo con acido formico al 0,1 %, el gradiente se realizo de la
siguiente manera 5 minutos para equilibrar la columna, luego un gradiente con una
duracion de 8 min de 20% a 100% (B), en un tiempo constante en de 5 min y un
retorno de 5 min, el flujo se mantuvo constante a 300 pL/min, el compartimiento de
columna se mantuvo a una temperatura de 30 °C, se inyectaron 10 uL de muestra
por medio del automuestrador.
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4.9.3. Pesos moleculares de péptidos activos en hidrolizados proteicos de
subproductos de trucha

Una vez establecidas las mejores condiciones del detector Orbitrap® y del
cromatografo liquido Dionex 3400, se procedio a determinar los pesos moleculares
de los péptidos que componen el hidrolizados. En un vial nuevo limpio se pesaron
aproximadamente 0,5 mg de hidrolizado, y se disolvieron en 5 mL de la solucién
Agua:Acetonitrilo en relacion 80:20, con lo que se obtiene una concentracion de 100
mg/L, luego se adicion6 1 mL de &cido tricloacético a una concentracion de 20 %,
la mezcla se llevé a centrifugar a 12.000 rpm a 4 °C por 10 minutos, se descarto el
sobrenadante y se resuspendid el precipitado con 1 mL de solucion de
Agua:Acetonitrilo 80:20, a la muestra se le realizé agitacion en vortex hasta observar
solubilidad total de la muestra, luego se realizaron diluciones seriadas hasta obtener
una concentracion de 100 pg/L, usando como solvente la solucion Agua: Acetonitrilo
en relacion 80:20, teniendo en cuenta la concentraciéon de la proteina en la muestra
inicial, finalmente, las soluciones se pasaron por medio filtro de jeringa de 0,22 um,
y se depositaron en un vial nuevo para cromatografia.

En la Figura 7, se muestra el resumen en diagrama de la obtencion de péptidos
activos a partir de proteina de visceras de trucha arcoiris.

Figura 7. Obtencién de péptidos activos a partir de subproductos de trucha

Recoleccion de visceras de trucha
Inactivacion de enzimas y microorganismos

Obtencion de aislado proteico

Hidrdlisis enzimatica con protamex

Grado de hidrélisis ~19 % Grado de hidroélisis ~57 %

Actividad antimicrobiana Capacidad antioxidante

Caracterizacion de hidrolizados

Electroforesis

UHPLC/Masas

Fuente: Gaviria (2017)
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5. ANALISIS Y RESULTADOS

5.1. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE VISCERAS DE PESCADO
En la Figura 8 se observa la recoleccion y toma de muestras de visceras de trucha
arcoiris, las muestras presentaron un color rojo intenso caracteristico de material

fresco (Rajanbabu.y Chen. 2011).

Figura 8. Proceso de obtencidn de muestra de visceras de trucha.

- 4

Fuente: Gaviria (2017)

La poblacién por estanque fue de aproximadamente 1.400 animales, en el Cuadro
12 se muestra los parametros de obtencién de muestras de acuerdo a la Ecuacién

1, la cantidad de animales representativos o “n” muestral se describen en el Cuadro
13.

Cuadro 12. Parametros para muestreo de visceras de trucha.

Parametro Valor
animales 1.500 unidades
animales/m3 50 unidades
dimensiones del estanque | 10mx3mx1m
peso promedio animal 0,4 kg
Porcentaje de visceras 0,17Kg

Fuente: Gaviria (2017)
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Cuadro 13. Animales muestreados por estanque.

Factor | Valor Parametro
Z 1,96 95% de confianza
N 1.500 animales estanque
e 0,05 %
n 759 |numero de animales muestreados

Fuente: Gaviria (2017)

Con la evisceracion de 759 animales se obtuvieron aproximadamente 52 Kg de
visceras, los cuales en el laboratorio fueron seleccionados por medio de procesos
de cuarteo, garantizando la homogeneidad de la materia respectos al contenido de
organos, los subproductos restantes fueron usados para la obtencion de otros
productos de investigaciones del proyecto ALTPEZ.

5.2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE VISCERAS DE TRUCHA
ARCOIRIS

En el proceso de obtencién de la muestra de visceras, se encontraron residuos de
trocos, piedras y alimento, los cuales fueron retirados con lo se aseguré eliminacion
de interferencias en el proceso como se muestran el Figura 9, es importante resaltar
gue los animales se colocan en un periodo de ayuno antes de ser sacrificados, el
cual no debe ser mayor a 5 dias (Bermejo-Poza et al., 2017).

Figura 9. Limpieza de visceras de trucha arcoiris.

Fuente: Gaviria (2017)

El analisis proximal de las visceras de trucha mostré6 que son ricas en
macromoléculas como aceite con un porcentaje del 69,1 % y proteina con 22,7 %,
al los resultados de esta investigacion con diferentes reportes sobre la composicion
nutricional en visceras de trucha y otros peces (ver Cuadro 14), se determina que
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el contenido de proteina en los subproductos es mayor que los valores obtenidos
por Dumas (2017), sin embargo inferiores a lo reportado por Taheri (2013) (Dumas,
de Lange, France, & Bureau, 2007; Taheri, Anvar, Ahari, & Fogliano, 2013), estas
diferencias se pueden deber al entorno en el que crecen los animales, asi como su
alimentacion (Shirahigue et al., 2016). Aln mas importantes es cuando se comparan
los resultados con investigadores que analizaron el filete de la trucha arcoiris, los
cuales obtuvieron valores de grasa del 27,7 % y 67,8 % para la proteina (Suéarez et
al., 2014). Debido al importante contenido de proteina y lipidos en las visceras,
ademas de la calidad de los mismos, se deduce el potencial nutricional que se
desecha al realizar una mala disposicion de visceras de trucha arcoiris en el
municipio de Silvia cauca.

Cuadro 14. Analisis proximal de visceras y filete de trucha arcoiris.

Determinacion Visceras* | Visceras** | Visceras*** | Filete** | Filete****
% Cenizas 3,240,1 2,3 2,7 4,6 1,8
% Proteina 27,240,1 22,7 52,2 67,8 63,6
% Grasa 69,1+0,3 72,7 45,6 27,7 28,2
% Fibra 0,01+0,0 N/D N/D
% Carbohidratos 0,32+0,0 N/D N/D

* Gaviria (2017), **A. Dumas et al., (2007), ***Taheri, Anvar, Ahari, y Fogliano (2012), ****M. Liu et al., (2004)

5.3. INACTIVACION DE ENZIMAS ENDOGENAS DE VISCERAS DE TRUCHA
ARCOIRIS POR TRATAMIENTO TERMICO

Organos como estdmagos e intestinos hacen parte de la composicion de las
visceras de trucha arcoiris, en este material se encuentran sustancias capaces de
degradar la proteina presente en los subproductos, generando interferencias no
deseadas para la obtencion de péptidos activos, por ejemplo en el estbmago se
tienen pepsinas (Wald, Rehbein, Beermann, BulBmann, & Schwarz, 2016), las
cuales son enzimas proteoliticas que tienen como funcién hidrolizar la proteina
ingerida por el animal, para asi obtener los aminoacidos que se requieren para su
nutricion, estas hidrolasas son capaces de actuar en un amplio rango de
temperaturay pH (Wald, Rehbein, Beermann, Bu3mann, & Schwarz, 2016), también
existe la presencia de tripsinas y quimotripsinas que pueden afectar este proceso,
ademas procesos post mortem activan otras proteasas que podrian hidrolizar parte
del material. Todo este conjunto de reacciones no deseadas sobre la proteina, que
se generan en visceras de trucha, pueden ser controlada y/o inhibidas por medio de
tratamiento térmico, que sea efectivo no solo en la eliminacién de la activad
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enzimatica, sino a detener el crecimiento y proliferacion de microorganismos
(Vannabun, Ketnawa, Phongthai, Benjakul, & Rawdkuen, 2014). En la Figura 10, se
muestran las visceras de trucha arcoiris en bafio termostético con lo que se
garantizo la inactivacion térmica.

Figura 10. Inactivacién de enzimas enddgenas.

Fuente: Gaviria (2017)
5.3.1. Inactivacién carga enziméatica

El primer resultado que se obtuvo para determinar la actividad residual de enzimas
enddgenas fue la curva de calibracion del método TNBS en el laboratorio de
biotecnologia de la universidad del Cauca, el cual permitié no solo cuantificar a-
aminos sino grados de hidrdlisis, la curva se encuentra descrita por la ecuacion
Y=0,072+0,0116, con un coeficiente de regresion linea de 0,9937, esta se describe
en la Figura 11, la cual permitio la cuantificaron aminoacidos libres en muestras de
visceras e hidrolizados.

Figura 11. Curva de calibracion método TNBS
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Fuente: Gaviria (2017)
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Cuadro 15. Datos curva de calibracion método TNBS.

Dia 1 Dia 2 Dia 3

M L PM | DE v
MMEEU T Abs1 | Abs2 | Abs3 | Abs1 | Abs2 | Abs3 | Absl | Abs2 | Abs3 ¢

0 0 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,6 0,055 | 0,058 | 0,056 | 0,058 | 0,058 | 0,057 | 0,055 | 0,055 | 0,056 | 0,056 | 0,001 | 2,308
1,2 0,096 | 0,095 | 0,095 | 0,095 | 0,092 | 0,092 | 0,095 | 0,095 | 0,094 | 0,094 | 0,001 | 1,438
1.8 0,147 | 0,148 | 0,146 | 0,144 | 0,146 | 0,145 | 0,144 | 0,143 | 0,144 | 0,145 | 0,002 | 1,104
3,0 0,241 | 0,239 | 0,240 | 0,242 | 0,242 | 0,243 | 0,240 | 0,240 | 0,241 | 0,241 | 0,001 | 0,563
4,2 0,328 | 0,329 | 0,331 | 0,328 | 0,328 | 0,328 | 0,330 | 0,330 | 0,331 | 0,329 | 0,001 | 0,396
6,0 0,423 | 0,424 | 0,425 | 0,425 | 0,425 | 0,426 | 0,428 | 0,427 | 0,428 | 0,426 | 0,002 | 0,355

Fuente: Gaviria (2017)

En el Cuadro 16, se reportan la actividad de las enzimas enddgenas para cada
unidad experimental, la cantidad de aminoacidos liberados en el tiempo después de
cada tratamiento térmico para todos los casos fue cero, por lo que se asume que
las enzimas enddgenas presentes en visceras de trucha arcoiris se inactivan a
temperaturas de 65 °C, esto se puede deber a que estas enzimas hacen parte de
organismo que viven a temperaturas entre 12 a 15 °C (Carpenter, Fredrickson,
WiIlliams, Buhler, & Curtis, 1990) y las proteinas implicitas en el metabolismo de
estas especies son termolabiles a temperaturas medianamente altas, sin embargo
autores como Nalinanon et al., (2010), reporta que enzimas como la pepsina
presente en estdbmagos de atin blanco pierden hasta un 85 % de su actividad
cuando son expuestas a una temperatura de 50 °C (Nalinanon, Benjakul, &
Kishimura, 2010), lo cual concuerda con lo obtenido en esta investigacion, en la que
65 °C fueron suficientes para inactivar la carga enzimatica, 15 unidades por encima
de lo reportado para atun, ademas, las visceras que no se sometieron a ningin
tratamiento (blanco), mostraron actividad con una velocidad de 39,5 mmolLeu/min.

Cuadro 16. Actividad enzimatica endégena después de tratamiento térmico.

No | Temperatura (°C) | Tiempo (h) | Velocidad (mmolLeu/min)
1 65 15 0,0
2 65 30 0,0
3 80 15 0,0
4 80 30 0,0
5 94 15 0,0
6 94 30 0,0
Blanco 0 0 39,5

Fuente: Gaviria (2017)
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5.3.2. Inactivacion carga microbioldgica

El analisis microbiolégico de las visceras de trucha arcoiris antes y después de cada
tratamiento térmico se muestra en el Cuadro 17, en el cual se observa que las
visceras sin procesar y después de licuado tiene presencia de mesofilos, mohos y
levaduras, ademas de coliformes, la presencia de estos organismos en los
subproductos tiene origen en la manipulacion en el momento de eviscerado,
también se debe al agua usada para el avado de los animales, o bien a
contaminacion cruzada durante el proceso de recoleccion, se determin6 que las
visceras licuadas tienen un mayor conteo, debido a que sufren un proceso de
homogenizacion mecanico, el cual ayuda a la proliferacion de microorganismos en
el tejido, dando lugar a un mayor nimero de unidades formadoras de colonia en el
presente analisis.

Cuadro 17. Analisis microbioldgico

Tratamiento UFC/mL
Mesofilos | Mohos y Levaduras | Coliformes Totales
Visceras sin procesar | 1,85 x 10° 8,64 x 104 7,50 x 103
Licuado de visceras | 1,05 x 107 2,01 x 10° 1,15 x 104
65 °C *15 min
65 °C*30 min
80 °C*15 min
80 °C*30 min AUSENTE AUSENTE AUSENTE
94 °C*15 min
94 °C*30 min

Fuente: Gaviria (2017)

El andlisis microbioloégico de los tratamientos térmicos arroj6 como resultado
ausencia de mesofilos, mohos-levaduras y coliformes en todos los casos, en este
sentido se observo que todos los tratamientos fueron eficaces en el momento de
eliminar la carga de microorganismos, con lo cual se demuestra que los
subproductos sometidos a temperaturas desde y por encima de 65 °C, resultan
libres de microrganismos como mesofilos, mohos-levaduras y coliformes, por tal
razon y por lo obtenido en la inactivacion de enzimas enddgena se seleccioné la
inactivacion termina a 65°C por 15 min.
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5.4. HIDROLISIS ENZIMATICA DE VISCERAS DE TRUCHA ARCOIRIS

5.4.1. Obtencion de aislado proteico

En la Figura 12, se muestran parte del proceso de obtencion de aislado proteico, la
etapa de centrifugacion logro eliminar un 20 % del contenido graso del material, lo
cual es conveniente segun lo reportado por He (2013), quienes indican que el
contenido de grasa en los hidrolizados de proteinas de pescado deben ser
controlado y estar a bajas concentraciones, debido a que pueden afectar la actividad
enzimatica y acelerar procesos de oxidacion (Bhaskar, Benila, Radha, & Lalitha,
2008; Shan He, Chris Franco y Wei Zhang, 2013).

Figura 12. Obtencién de aislado proteico.

Fuente: Gaviria (2017)

El material seco termind de ser desengrasado por el método de Soxleth, etapa
necesaria debido a que un contenido elevado de lipidos puede implicar reacciones
de oxidacion, mal olor o bien la aparicion de sustancias toxicas y colores no
deseados. La eliminacion de la fraccion grasa con solventes organicos no solo
ayuda a descartar este tipo de moléculas que son interferentes del proceso de
hidrolisis, sino que también minimiza la degradacion bacteriana de los hidrolizados
de proteinas de pescado (Kristinsson y Rasco, 2000). Otros autores reportan
procesos de prensado para la eliminacién de aceite de la proteina de pescado sin
embargo este tipo de procesos no eliminan en un gran porcentaje los lipidos, lo que
conlleva a una inestabilidad oxidativa de la materia (Valenzuela B, Sanhueza C, &
de la Barra D, 2012). El proceso de molienda y tamizado logro una particula
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homogénea y de menor tamafio con lo cual se garantiza una mayor superficie y
dispersion del sustrato en el momento de la hidrdlisis.

Al realizar el analisis proximal del aislado proteico (ver Cuadro 18) se determiné el
porcentaje de proteina, es de 84,74 %, lo que indica que el proceso de obtencién
de aislado proteico fue eficiente, aumentando el contenido de proteina en un 57,54
% respecto a las visceras, el contenido de grasa del aislado proteico fue del 2,84
%, presentando una disminucion del 66,26 %, necesario para que la enzima no sea
encapsulada por el contenido lipidico o bien genere problemas de rancidez
oxidativa.

Cuadro 18. Andlisis proximal de aislado.

Determinacion | Gaviria-2016 | Huang-2015
% Cenizas 8,82+0,03 -
% Proteina 84,74+0,04 82,06
%Grasa 2,84+0,06 -
% Fibra 1,17+0,07 -
%Carbohidratos 2,43 -

Fuente: Gaviria (2017)

El contenido de amino&cidos presentes en las proteinas de visceras de trucha
arcoiris obtenidos en esta investigacion se muestran en el Cuadro 33, en este se
observa un contenido balanceado entre amino&cidos hidrofobicos como hidrofilicos,
al comparar los resultados con el analisis de musculo de visceras obtenido por Kim
(2012), se muestra que aminoacidos como seria, acido glutdmico y prolina, se
encuentran en menor porcentaje que lo determinado en visceras en esta
investigacion, por otro lado existen porcentajes similares en arginina, tirosina,
valina, metionina, isoleucina, fenilalanina y triptéfano, lo que demuestra el potencial
nutricional y funcional que contienen las proteinas de visceras de trucha, en este
sentido se podria pensar en el uso de este material para la dieta de otras especies
como la tilapia roja, la cual también es producida en el departamento del Cauca, los
aminoacidos esenciales para esta especie son lisina, metionina, cistina, treonina,
arginina, fenilalanina, tirosina, histidina, isoleucina, leucina y triptofano (Roslan et
al., 2014), estos aminoacidos se resaltan en el Cuadro 19 y representan un 46,5 %
del contenido de aminoacidos presentes en proteinas de visceras de trucha, siendo
un porcentaje importante que se esta siendo desperdiciando cuando los
subproductos son arrojados a campo abierto y fuentes hidricas (S.-R. Kim & Byun,
2012).
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Cuadro 19. Aminoécidos presentes en de visceras y musculo de trucha.

Aminoacidos esenciales para Tilapia *%Aminoacidos **0pAminoacidos
Oreochromis sp. visceras de trucha | musculo de trucha

Histidina 2,3

Treonina 3,3 59
Arginina 10,2 12,1
Tirosina 3,5 3,3
Metionina 3 3,8
Lisina 8,4 12,1
Isoleucina 4,9 4,8
Leucina 7,8 11,1
Fenilalanina 4,5 4,3
Triptéfano 0,6 0,2
Total 46,5% 57,6

*Gaviria (2017) **(S.-R. Kim & Byun, 2012)
5.4.2. Disefio experimental para grado de hidrdlisis

En la Figura 13, se observa la grafica de actividad enzimatica de Protamex® sobre
proteina de soya, esta describe una relacion directa entre al aumento de
aminoécidos liberados durante el tiempo en el que fue evaluada, lo que indica que
la hidrolasa se encuentra activa, la pendiente de la curva indic6 que se liberaron
0,954 mg/min de leucina.

Figura 13. Actividad de enzima protamex®.
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Fuente: Gaviria (2017)

Los resultados de grado de hidrdlisis para cada unidad experimental del disefio se
presentan en el Cuadro 20, los grados de hidrélisis se encuentran en un rango de
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GH de 3 a 50 %, la influencia y efecto de cada factor se observa en analisis de
varianza descrito en el Cuadro 21.

Cuadro 20. Resultados disefio experimental-GH

No | Tiempo (h) | [E/S] | Temperatura (°C) | % G.H
1 12,00 3,00 40,00 36,22
2 3,82 5,50 50,00 43,11
3 44,18 5,50 50,00 14,25
4 24,00 5,50 33,18 3,61
5 36,00 8,00 60,00 32,57
6 24,00 5,50 50,00 40,05
7 24,00 5,50 50,00 38,96
8 24,00 5,50 50,00 41,90
9 24,00 5,50 50,00 38,90
10 24,00 5,50 50,00 41,73
11 24,00 5,50 50,00 38,63
12 24,00 1,30 50,00 18,65
13 12,00 8,00 60,00 37,82
14 36,00 3,00 60,00 37,09
15 36,00 8,00 40,00 34,39
16 24,00 5,50 66,82 29,38
17 36,00 3,00 40,00 2,53
18 24,00 5,50 50,00 45,98
19 12,00 8,00 40,00 50,36
20 24,00 9,70 50,00 33,94
21 24,00 5,50 50,00 38,12
22 24,00 5,50 50,00 38,53
23 12,00 3,00 60,00 38,11

Fuente: Gaviria (2017)

El andlisis de varianza para este disefio experimental (Cuadro 21), con un nivel de
confianza del 95 %, arrojé como resultado que los factores de tiempo, reaccion [E/S]
y temperatura influyen sobre el proceso de hidrdlisis, lo cual es coherente al tratarse
de una reaccion enzimatica, debido a que las enzimas son proteinas, estas son
termolabiles, y su estructura terciaria la cual esté ligada a la actividad, se ve afectada
con cambios de temperatura, otro factor importante es la concentracion de enzima,
su influencia se debe a la disposicion de sitios activos para la hidrélisis de los
enlaces peptidicos que componen la proteina del aislado, por Gltimo y con mayor
influencia se presenta el tiempo, al igual que todas las reacciones quimicas este
factor influye de manera directa, o bien determina el porcentaje de conversién de
sustrato a producto, teniendo incidencia directa sobre el proceso. El valor de R? fue
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de 82,9392, lo cual indica que el modelo matematico se ajusta al modelo
experimental debido a una buena correlacion.

Cuadro 21. Analisis de Varianza para GH.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |(Cuadrado Medio |Raz6n-F|Valor-P
A: Tiempo 799,165 1 799,165 18,08 | 0,0009
B: [E/S] 327,761 1 327,761 7,42 |0,0174
C: Temperatura 313,55 1 313,55 7,09 |0,0195
AA 55,5735 1 55,5735 1,26 |0,2824
AB 22,7374 1 22,7374 0,51 |[0,4859
AC 235,391 1 235,391 5,33 |0,0381
BB 116,97 1 116,97 2,65 |0,1278
BC 322,847 1 322,847 7,30 |0,0181
CcC 606,572 1 606,572 13,72 | 0,0026
Error total 574,599 13 44,1999
Total (corr.) 3367,95 22

Fuente: Gaviria (2017) R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 82,9392 porciento

En la figura 15 se muestra la superficie de respuesta obtenida, con la cual se
maximiza la respuesta a partir de los tres factores, esta se describe por la siguiente
ecuacion G.H -162.629-2.58313*Tiempo+18.0885*[E/S]+6.96976*Temperatura-
0.0129867*Tiempo”2+0.0562083*Tiempo*[E/S]+0.0451979*Tiempo*Temperatura
— 0.434129*[E/S]"2—-0.25405*[E/S]*Temperatura-0.0617814*Temperatura”2, esta
ecuacion permite el modelamiento de la reaccion de hidrélisis de proteinas en
visceras de trucha, con lo cual se pueden estudiar la propiedades activas de los
hidrolizados a diferentes GH, maximizar la respuesta, o determinar las condiciones
de reacciones para obtener cualquier grado de hidrdlisis en teoria.
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Figura 14. Superficie de respuesta para GH.
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Fuente: Gaviria (2017)

En la actualidad el método de superficie de respuesta es un modelo matematico
altamente utilizado para optimizar procesos de hidroélisis enzimética en el caso del
aprovechamiento de subproductos. En la Figura 14 se observa la superficie de
respuesta obtenida, la cual nos muestra el mayor grado de hidrélisis a tiempos por
debajo de las 5 horas y a una concentracion de enzima mayor al 8 %, al aumentar
el tiempo se observa una disminucion el GH, comportamiento similar a lo obtenido
por Bhaskar et al., (2008), quien optimizd la hidrélisis enzimatica de proteinas
viscerales de residuos de Catla (Catla catla) para la preparacion de hidrolizado
utilizando Alcalase, esta es una proteasa comercial al igual que Protamex, lo cual
se puede deber al encapsulamiento de aminoéacidos libre y péptidos de cadena corta
por parte de la fase grasa en este tipo de material biolégico (Bhaskar et al., 2008),
generando interferencias al momento de cuantificar la cantidad de grupos aminos
libres, disminuyendo la disponibilidad de los mismos, en algunos casos esta
capacidad que tienen lo péptidos para unirse a la fase lipidica es aprovechada para
la generacién de emulsiones o mejorar sabores (Halim, Yusof, & Sarbon, 2016).
Este investigador también uso un disefio factorial, sus factores fueron temperatura,
pH y la enzima al sustrato nivel, lo valores 6ptimos para la hidrdlisis de 1,5 % (v/w)
para la relacion de enzima, la cual es baja en comparacion con la obtenida en esta
investigacion sin embargo se debe tener en cuenta que el sustrato juega un papel
importante en esta reaccion, debido a que la conformacion de la proteina nativa
generara una mayor o menor disposiciéon de enlaces peptidicos susceptibles a
hidrolizarse, afectando directamente la concentracion de la enzima requerida para
el fraccionamiento, el valor del pH fue de 8,5, la temperatura de 50 °C esta ultima
caracteristicas es particular de cada enzima por lo cual es dificil realizar una
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compracion, el tiempo de hidrolisis fue 135 min, casi 60 minutos menos que lo
obtenido en esta investigacion (ver Cuadro 22), las condiciones Optimas llevaron a
tener un grado de hidrélisis cerca de 50 % (Bhaskar et al., 2008), lo cual es similar
a lo encontrado en este caso, obteniendo un GH del 56 %, cuando se llevé a cabo
el seguimiento de la reaccion de hidrolisis a condiciones 6ptimas, como se muestra
en la Figura 15. Otras investigaciones que hidrolizaron concentrado de pescado,
reportan grados de hidrdlisis del 68 % obtenido a través de la optimizacion del
proceso por medio de superficie de respuesta usando como enzima Flavourzyme
™ la condiciones de reaccion estimadas fueron 45 °C, por un tiempo de 6 h,
ademas de una relacion enzima sustrato del 20 % (Nilsang, Lertsiri, Suphantharika,
& Assavanig, 2005). Los resultados con los obtenidos en esta investigacion,
muestran un alto grado de hidrdlisis, por lo que se presume que las proteinas
presentes en visceras de trucha arcoiris tienen una conformacién que las hacen
susceptibles a ser hidrolizadas enziméaticamente.

Cuadro 22. Valores éptimos de cada factor.

Factor Optimo
Tiempo 3,82
[E/S] 9,70
Temperatura 37,85

Fuente: Gaviria (2017)

Bajo las condiciones éptimas se llevo a cabo el seguimiento de grado de hidrdlisis
frente al tiempo, el cual se describe en la Figura 15, se observa que durante los
primeros 75 minutos el comportamiento es casi lineal, sin embargo después de 100
minutos la velocidad disminuye hasta que cera de los 175 minutos, el
comportamiento fue constante, posiblemente existe una disminucion de la
concentracion de enlaces peptidicos susceptibles a ser hidrolizados por la enzima,
Toopcham et al., (2017) encontr6 GH por encima del 30 % usando como sustrato
proteina picada de tilapia, y caseina como enzima proteolitica SK1-3-7, estos
hidrolizados mostraron Actividad inmunomoduladora (Toopcham et al., 2017), el
tiempo de reaccion se mantuvo constante después de 8 horas, aproximadamente 4
horas mas que la presente investigacion, sin embargo se debe tener en cuenta que
el sustrato es diferente al igual que enzima utilizada. En este sentido existen
reportes donde este tipo de productos al ser incluidos en dietas han mostrado
beneficios en la produccion de otras especies, Cai et al., (2015) utilizo hidrolizados
Theragra chalcogramma mediante tratamiento enzimatico con Alcalase vy
flavourzyme, para ser incluidos en dietas de otras especies, obteniendo como
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resultado un aumento en las enzimas digestivas, ademas de una mejor funcién
secretora del pancreas de los peces (Cai et al., 2015).

Figura 15. Grado hidrolisis Vs Tiempo.
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Fuente: Gaviria (2017)

Algunas investigaciones en las que se usé Protamex como enzima para hidrolizar
subproductos piscicolas, obtuvieron resultados positivos al caracterizar los
hidrolizados en términos de solubilidad, capacidad emulsionante, formacién de
espuma y propiedades térmicas (Y. Liu et al., 2014). Batista et al, (2010) utilizé
diferentes concentraciones de Protamex para la obtenciébn de hidrolizados
empleando como sustrato subproductos de sable negro, obtenido como resultado
una alta capacidad antioxidante a grados de hidrélisis del 57 % (Batista, Ramos,
Coutinho, Bandarra, & Nunes, 2010), otros autores reportan el uso de proteinas de
visceras de trucha arcoiris sustrato para la obtencion de productos con valor
agregado (Wald, Schwarz, et al., 2016), Taheri et al., (2013) realiz6 la comparacién
de las propiedades funcionales hidrolizados proteicos de subproductos de aves de
corral y visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), encontrando que los
hidrolizados de subproductos de trucha arcoiris tienen mejores propiedades
funcionales que los de aves de corral (Taheri et al., 2013).

5.5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (CA)

5.5.1. Métodos ABTS

La curva de calibracion obtenida del método ABTS, esta descrita por medio de la
ecuaciéon Y=-0,0009X+0,6766, esta presento una pendiente negativa, esto se debe
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a que a una mayor concentracion del antioxidante en este caso trolox, absorbe
mayor cantidad de radical ABTS, y entre menor cantidad de radial en el medio de
reaccion mas baja su absorbancia, la ecuacion mostré un coeficiente de regresion
lineal de 0,9972, indicando que existe una relacion directa entre la concentracion
del antioxidante y la absorbancia del radical, la curva se describe en la Figura 16.

Figura 16. Curva de calibracion método ABTS.
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Absorbancia 734 nm

Cuadro 23. Datos curva de calibracion ABTS.

Dia 1l Dia 2 Dia 3
Trolox pM Pm DE CVv
Abs 1| Abs2 | Abs3 | Abs 1 | Abs2 | Abs3 | Abs 1 | Abs 2 | Abs 3
300 0,413 (0,412 0,410 0,412 | 0,411 |0,413| 0,414 | 0,413 | 0,415 | 0,413 | 0,002 | 0,366
200 0,501 | 0,498 | 0,503 | 0,505 | 0,503 | 0,503 | 0,502 | 0,499 | 0,501 | 0,502 | 0,002 | 0,434
150 0,556 | 0,553 0,552 | 0,557 | 0,557 | 0,560 | 0,556 | 0,552 | 0,550 | 0,555 | 0,003 | 0,576
100 0,590 | 0,588 | 0,592 | 0,598 | 0,597 | 0,600 | 0,588 | 0,590 | 0,589 | 0,592 | 0,005 | 0,783
50 0,634 | 0,633 0,636 | 0,635 | 0,637 |0,638| 0,635 | 0,634 | 0,630 | 0,635 | 0,002 | 0,370
0 0,669 | 0,667 |0,673| 0,671 |0,670| 0,669 | 0,672 | 0,675 | 0,677 | 0,671 | 0,003 | 0,472

Fuente: Gaviria (2017)

En el Cuadro 23, se describen las absorbancias obtenidas por triplicado para cada
estandar de trolox, por tres dias diferentes. A partir de la desviacion estandar,
coeficiente de variacion y regresion lineal se determiné que el método es confiable
para el uso predicho, sin embargo se observd que uno de los parametros
importantes para la estabilidad del radical ABTS, es el tiempo de reaccion con el
persulfato de potasio, quien cumple el papel de oxidante, para la obtencion del bi-
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radical, lo que lo convierte en un método muy sensible, por lo cual se debe realizar
un ajuste en la absorbancia del reactivo para llevarlo aproximadamente a 0,700.

5.5.2. Método DPPH

En la Figura 17, se muestra la curva de calibracion por el método DPPH, esta se
describe por la ecuacién Y=-0,0013X+0,6495, la cual tiene una pendiente negativa
por la razon ya descrita en el método ABTS, el coeficiente de regresion lineal tiene
un valor 0,9977, lo cual indica que existe una relacion directa entre la concentracion
del antioxidante y la absorbancia del radical.

Figura 17. Curvas de calibracion DPPH.
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Los datos correspondientes a la curva de calibracion para DPPH se describen en el
Cuadro 24, la desviacion estandar, coeficiente de variacion y regresion lineal
demostraron que el método muestra parametros de confiabilidad, sin embargo como
precauciones y acciones tomadas se encuentra; purgar y secar la celda de cuarzo
con metanol, realizar preparacion in situ de los reactivos, llevara a cabo la
preparacion de reactivos y lectura sin incidencia directa de la luz, ajustar la
absorbancia del reactivo DPPH a un valor fijo.
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Cuadro 24. Datos curva de calibracion DPPH.

Trolox uM bl 1 bla 2 Dia 3 Pmd | DE CV
Abs 1| Abs2 | Abs3 | Abs 1 | Abs2 | Abs3 | Abs 1| Abs 2 | Abs 3
300 0,268 | 0,271 0,272 | 0,268 | 0,269 | 0,267 | 0,271 | 0,273 | 0,270 | 0,270 | 0,002 | 0,753
200 0,412 | 0,406 | 0,408 | 0,409 | 0,409 | 0,408 | 0,407 | 0,409 | 0,410 | 0,409 | 0,001 | 0,314
150 0,454 | 0,456 | 0,454 | 0,453 | 0,456 | 0,457 | 0,456 | 0,454 | 0,453 | 0,455 | 0,002 | 0,341
100 0,517 | 0,518 0,516 | 0,519 | 0,520| 0,517 | 0,517 | 0,517 | 0,519 | 0,518 | 0,001 | 0,262
50 0,587 (0,588 0,583 | 0,584 | 0,582 |0,582 | 0,586 | 0,587 | 0,586 | 0,585 | 0,002 | 0,396
0 0,655 | 0,653 0,657 | 0,655 | 0,654 | 0,654 | 0,656 | 0,655 | 0,656 | 0,655 | 0,001 | 0,200

Fuente: Gaviria (2017)

5.5.3. Medida de la capacidad antioxidante y disefio experimental

En la industria alimentaria la oxidacion de grasas y aceites es un tema que
preocupa, debido a que este tipo de reacciones pueden generar sabores amargos
olores indeseables y sustancias toxicas, este tipo de reacciones oxidativas también
se hacen presente en organismos Vivos, lo cual se conoce como estrés oxidativo
generado por especies radicalarias de oxigeno, a lo que se le ha atribuido mutacién
del ADN, malformaciones de proteinas y oxidacion de fosfolipidos, teniendo
consecuencias fatales en muchos caso por desarrollo de enfermedades terminales,
antioxidantes sintéticos son muy usados, tales como hidroxianisol butilado (BHA) y
Hidroxitolueno butilado (BHT), se utilizan actualmente para preservar los productos
alimenticios, a pesar que estos antioxidantes sintéticos muestran una mayor
capacidad de absorber radicales que antioxidantes naturales (a-tocoferol, acido
ascorbico, etc.), se presume que son responsables de dafio hepético y
carcinogénesis, por lo cual la busqueda de nuevos compuestos con alta capacidad
antioxidante se ha hecho necesaria. Los péptidos activos han mostrado en los
altimos afos esta capacidad, los cuales se han obtenido de proteinas usadas en
alimentacion por medio de procesos de hidrélisis, por lo cual es un area que puede
generar un gran impacto en este campo.

Los resultados de la de la capacidad antioxidante de péptidos obtenidos de la
hidrolisis enzimatica de proteinas de visceras de trucha arcoiris, determinada por
los métodos ABTS y DPPH, a condiciones 6ptimas de hidrolisis se muestra en la
Figura 18, en la cual se observa que a medida que aumenta el grado de hidrolisis
hay una inhibicién mayor de los dos radicales evaluados, es decir a mayor grado de
hidrolisis existe una mayor capacidad antioxidante, logrando una inhibicion por
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encima del 40 % tanto para ABTS como para DPPH, por lo cual se asume que
péptidos de cadenas cortas logra una mejor capacidad de neutralizar radicales
libres, mientras que péptidos conformados por muchos aminoacidos o bien
proteinas de alto peso molecular pierden su capacidad antioxidante, posiblemente
por impedimentos estéricos que dificultan la interaccion entre la molécula radicalaria
y el antioxidante.

Figura 18. Relaciéon del GH y la capacidad antioxidante.
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Fuente: Gaviria (2017)

Los resultados de esta investigacion concuerdan con los obtenidos por Batista et al.
(2010) quien concluyo que la capacidad antioxidante determinada por el método
DPPH de hidrolizados de subproductos de Aphanopus carbo obtenidos
enzimaticamente con protamex, fue mayor a medida que se aumenté el grado de
hidrolisis (Batista et al., 2010). A pesar de que no todos los investigadores coinciden
que un aumento en el grado de hidrélisis genera una mayor capacidad antioxidante,
muchos resultados concuerdan con que fracciones mas pequefias de proteinas
aumentan las propiedades donadores de hidrogeno de péptidos activos, por lo cual
podrian reaccionar con radicales libres para convertirlos en productos mas estables
y terminar la reaccién de oxidacién en cadena (Chang et al., 2017; Morales-Medina
et al., 2016).
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Cuadro 25. Porcentaje de inhibicion radicales DPPH y ABTS.

Se observa en el Cuadro 25, que se lograron obtener porcentajes de inhibicion del
40 y 43 % para los radicales DPPH y ABTS respectivamente, estos se logran al
mayor tiempo de seguimiento y bajo las mejores condiciones de reaccion
encontradas en el numeral 5.4.2, sin embargo se determiné que el tiempo se
encuentra fuera del nivel bajo para este factor en el disefio experimental planteado,
por lo cual se hizo necesario mover el plano experimental para estudiar el
comportamiento de la reaccion de hidrolisis de proteinas presentes en visceras de
trucha con protamex®. Los resultados obtenidos de este disefio se presentan en el

Tiempo (min) [ GH | % inhibicion DPPH | %inhibicién ABTS
0 0 0 0
25 11 10 9
50 19 18 13
75 25 20 17
100 31 24 19
125 37 33 28
150 47 39 34
175 52 39 41
200 57 40 43
230 56 40 43

Fuente: Gaviria (2017)

siguiente numeral.

Al determinar la actividad antioxidante de cada una de las unidades experimentales

planteadas en el disefio experimental, se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 26. Disefio experimental respuesta % inhibicion.

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
Tiempo (h) [[E/S] | % Il DPPH | Tiempo (h) | [E/S] | % || DPPH | Tiempo (h) | [E/S] | % || DPPH
2,00 5,50 37,26 2,00 5,50 37,11 2,00 5,50 36,97
3,00 3,00 39,32 3,00 3,00 38,88 3,00 3,00 39,76
3,00 8,00 41,38 3,00 8,00 41,09 3,00 8,00 41,53
1,00 8,00 32,11 1,00 8,00 31,66 1,00 8,00 32,25
3,41 5,50 41,83 3,41 5,50 42,42 3,41 5,50 42,86
2,00 1,96 36,82 2,00 1,96 36,38 2,00 1,96 36,23
2,00 9,04 36,67 2,00 9,04 36,82 2,00 9,04 36,38
0,59 5,50 15,76 0,59 5,50 15,17 0,59 5,50 15,32
1,00 3,00 15,76 1,00 3,00 15,86 1,00 3,00 15,90
2,00 5,50 37,56 2,00 5,50 37,56 2,00 5,50 37,26

Fuente: Gaviria (2017)
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Al ingresar los datos al statgraphics se obtienen los siguientes resultados:

Cuadro 27. Analisis de Varianza para DPPH.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F|Valor-P
A: Tiempo |1886,35 1 |1886,35 305,88 |0,0000
B:[E/S] 126,787 1 |126,787 20,56 0,0002
AA 259,011 1 |259,011 42,00 0,0000
AB 150,238 1 150,238 24,36 0,0001
BB 3,6728 1 13,6728 0,60 0,4485
blogues 0,15302 2 (0,07651 0,01 0,9877
Error total {135,671 2216,16688

Total (corr.)|2588,61 29

Fuente: Gaviria (2017) R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 93,0913 porciento

El analisis ANOVA con un nivel de confianza del 95 %, mostrd que el tiempo es el
factor més influyente, situacion similar cuando se usa como respuesta el grado de
hidrélisis, esto se debe a que existe un crecimiento en el grado de hidrdlisis y por
ende la capacidad antioxidante hasta un valor constante, esta relacion directa
influye directamente sobre la hidrdlisis. La optimizacién del proceso por parte del
programa muestra los siguientes valores:

Cuadro 28. Valores 6ptimos para la mayor CA.

Factor [Optimo
Tiempo | 3,414
[E/S] 1,964
Fuente: Gaviria (2017)

La superficie obtenida para maximizar la actividad antioxidante se muestra a
continuacion:
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Figura 19. Superficie de respuesta para actividad antioxidante.
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En Figura 19, se muestra la superficie de respuesta obtenida del porcentaje de
inhibicion %Il Vs el tiempo y la concentracion de enzima, grafica esta descrita por la
ecuacion  %ll=  -20,9577+34,0332*Tiempo+4,66084*[E/S]-4,34584*Tiempo”2-
1,41533*Tiempo*[E/S]-0,0828004*[E/S]"2, el analisis de varianza y la superficie de
respuesta muestran que el tiempo es el factor mas influyente, se observa que se
alcanza un maximo de porcentaje de inhibicion a un valor de 3,5 horas, a una
concentracion de enzima cercana al 2 %, esto concuerda con lo reportado, debido
a que péptidos mas pequeiios o bien un mayor grado de hidrélisis generan la mayor
capacidad antioxidante. Como se ha estudiado a partir de la literatura y los
resultados de esta investigacion, las condiciones empleadas para la hidrélisis como
el tiempo de reaccion, la temperatura, la concentracion de enzima y pH influyen
sobre el grado de hidrdlisis, afectando el tamafio y composicion de péptidos (Ktari
et al., 2013), lo cual modula su actividad biolégica, a partir de los resultados
obtenidos se determind que en el caso de la proteina de visceras de trucha arcoiris
aumenta su capacidad antioxidante al ser hidrolizadas con protamex, esta reaccién
al estar modulada por el disefio experimental planteado, es controlada lo que
garantiza la reproducibilidad (Sila & Bougatef, 2016), en este sentido podemos
hablar de una correlacion directa entre el grado de hidrélisis de proteinas de
subproductos y el grado de hidrdlisis.

Los hidrolizados obtenidos bajo las condiciones del Cuadro 28, conunpH de 7y a
una temperatura de 37,85 °C, se les determind la capacidad antioxidante por los
métodos DPPH y ABTS, se encontraron porcentajes de inhibicion del 41 % para
DPPH y 43 % para TNBS, lo que corresponde a 183,1 uMTrolox y 317,67 uMTrolox,
obtenidos al interpolar las absorbancias en las curvas de calibracion de cada
método, que al comparar con otros autores muestran gran capacidad de absorcion

76



de radicales, Borawska et al. (2016), obtuvieron un valor de capacidad antioxidante
por método ABTS de 232.3 MTrolox/g, al hidrolizar proteina de carpa (Cyprinus
carpio L) (Borawska et al., 2016), Morales et al., (2016) logro obtener un porcentaje
de inhibicion casi del 70 % del radical DPPH con una concentracion de 10 mg/mL
de hidrolizado, mientras que los hidrolizados obtenidos en esta investigacion
alcanzaron un 41 % de absorcion del radical a una concentracion aproximada de 40
mg/mL (Morales-Medina et al., 2016), se destacan los resultados obtenidos cuando
se comparan con los péptidos obtenidos por Rasa Slizyte et al., (2016), quien obtuvo
hidrolizados con protamex, papaina, bromelinia entre y otras enzimas las proteinas
presentes en espinas dorsales de salmon desgrasadas, obteniendo porcentajes de
inhibicién del menores al 38 % para el radical DPPH (Slizyté et al., 2009). Con la
necesidad de analizar la interaccion entre el grado de hidrodlisis y la capacidad
antioxidante se llevd acabo el andlisis del disefio experimental planteado en la
pagina 49, usando como respuesta el grado de hidrdlisis, los resultados obtenidos
se muestran en el Cuadro 29.

Cuadro 29. Resultados disefio experimental, respuesta grado de hidrélisis.

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
Tiempo (h) | [E/S] | % GH | Tiempo (h) | [E/S] | % GH | Tiempo (h) |[E/S] | % GH
2,00 5,50 | 46,05 2,00 5,50 | 45,44 2,00 5,50 | 45,64
3,00 3,00 | 49,03 3,00 3,00 | 49,10 3,00 3,00 | 49,21
3,00 8,00 | 54,99 3,00 8,00 | 54,56 3,00 8,00 | 54,92
1,00 8,00 | 35,46 1,00 8,00 | 35,03 1,00 8,00 | 35,53
3,41 5,50 | 55,53 3,41 5,50 | 55,61 3,41 5,50 | 55,67
2,00 1,96 | 37,44 2,00 1,96 | 36,82 2,00 1,96 | 37,49
2,00 9,04 | 44,66 2,00 9,04 | 44,68 2,00 9,04 | 44,39
0,59 550 | 1,47 0,59 5,50 | 1,63 0,59 5,50 | 1,50
1,00 3,00 | 17,18 1,00 3,00 | 17,12 1,00 3,00 | 17,17
2,00 5,50 | 45,70 2,00 5,50 | 45,42 2,00 5,50 | 45,63
Fuente: Gaviria (2017)

El andlisis de varianza ANOVA (ver cuadro 31), mostré que el tiempo es el factor
mas influyente sobre el proceso de hidrdlisis, la optimizacion de la reaccion de
hidrolisis, determin6 que a un tiempo de 2,98 horas y una concertacion de enzima
sustrato de 6,4 se alcanza el mayor grado de hidrolisis, se resalta la concentracion
de enzima es mayor para optimizar el proceso que lo encontrado cuando se toma
el porcentaje de inhibicibn como respuesta, este comportamiento se puede deber a
qgue la disposicion de sustrato es elevada, por lo cual se requiere un contenido
importante de enzima para maximizar el GH, sin embargo, el tiempo es menor, lo
cual es conveniente.
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Cuadro 30. Analisis ANOVA grado de hidrdlisis.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio |Razén-F| Valor-P
A:Tiempo 6135,02 1 6135,02 322,41 |0,0000
B:[E/S] 440,022 1 440,022 23,12 0,0001
AA 760,623 1 760,623 39,97 0,0000
AB 116,688 1 116,688 6,13 0,0214
BB 22,287 1 22,287 1,17 0,2909
bloques 0,25224 2 0,12612 0,01 0,9934
Error total 418,623 22 19,0283
Total (corr.) [7932,97 29

Fuente: Gaviria (2017). R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 93,0439 porciento

Cuadro 31. Valores de los factores para maximizar el grado de hidrolisis.

Factor |Bajo Alto Optimo
Tiempo | 0,586 3,414 2,971
[E/S] 1,964 | 9,035 | 6,733

Fuente: Gaviria (2017)

La superficie de respuesta muestra que a un tiempo de 3 horas y una concentracion
de enzima cerca de 6 se grado de hidrdlisis, el comportamiento se esta superficie
es similar a la encontrada para la capacidad antioxidante, confirmando la correlacién
directa entre estas dos propiedades. La accion antioxidante de péptidos activos es
atribuida a efectos en cadena o cooperativos de varios mecanismos, entre ellos la
guelacién de iones, absorcion de radicales libres e inhibicién de la peroxidacién de
lipidos, ademas del atrapamiento de compuestos radicalarios de oxigenos y
transferencia de electrones, esto debido a la innumerable composicion quimica y
propiedades que tienen los péptidos. La actividad antioxidante de péptidos se ha
atribuido la longitud de cadena e hidrofobicidad, asi como a ciertos aminoacidos. La
mayoria de péptidos antioxidantes estan compuestos de 2-10 residuos de
aminoacidos, siendo los que presentan mayor capacidad antioxidante los
compuestos por triptofano, tirosina y tetionina, seguidos de cisteina, histidina y
fenilalanina. Esto debido a que los residuos de aminoacidos aroméaticos pueden
donar facilmente protones a radicales deficientes en electrones y participar
directamente en la eliminacién de radicales. También se presume que la actividad
antioxidante de péptidos que contienen histidina se debe a la donacion de protones,
atrapamiento de radicales y/o capacidad de quelacion de iones metalicos, el
contenido de triptofano, tirosina y fenil alanina en la proteina de visceras de trucha
equivale a un porcentaje de 8,54 % (ver Cuadro 33) valor positivo para la obtencion
de péptidos antioxidantes. Hasta la fecha, falta evidencia para explicar la relacién

78



entre las caracteristicas estructurales de los péptidos, tales como el tamafio
molecular, hidrofobicidad, la composicion de amino&cidos y la secuencia, con su
capacidad antioxidante y mecanismos de reaccién, sin embargo un rango de pesos
entre 0,5 a 3 kDa, se ha sugerido como un factor crucial que afecta a la actividad
antioxidante de los hidrolizados de proteinas (Samaranayaka & Li-Chan, 2011), lo
cual se garantiza en lo obtenido en esta investigacion con grados de hidrolisis
mayores al 50 %. Dentro de la composicién de aminoacidos de visceras de trucha
arcoiris se observa la presencia de histidina, a la cual se le ha atribuido la capacidad
guelante y atrapamiento de radicales por parte del anillo de imidazol, Samaranayaka
et al., (2011) determiné que péptidos de bajo peso molecular en el rango de 1.000-
3.000 Da serian mas eficaces para interactuar con los radicales para la terminacion
de los ciclos de propagacion de la peroxidacion lipidica (Samaranayaka & Li-Chan,
2011), lo cual concuerda con lo obtenido, debido a que un mayor GH genera
cadenas con menor peso molecular lo que aumento la capacidad antioxidante, es
este sentido Chi et al., (2015)estudié las actividades antioxidantes de los tres
péptidos aislados. demostraron que el menor tamafio molecular (389,41, 546,63,
432,52 y Da) y un contenido de aminoé&cidos hidr6fobos y/o aromaticos en sus
secuencias podrian contribuir a las actividades antioxidantes (Chi, Wang, Wang, et
al., 2015). Con los anteriores resultados se muestra que se pudo optimizar la
respuesta de grado de hidrdlisis, encontrando los valores de tiempo y concentracion
de enzima que maximizan la respuesta descritos en el Cuadro 31.

Figura 20. Superficie de respuesta para grado de hidrdlisis.
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5.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA (AAM)

El mecanismo de accién de los péptidos antibacterianos no es claro hasta el
momento, sin embargo existen referencias que describen interacciones entre las
péptidos activos y la bicapa lipidica de la membrana bacteriana, permitiendo el
aumento en la permeabilidad de la membrana, ademas algunos péptidos activos
pueden inducir lisis completa por medio de la formacion de poros en la membrana,
generando una inestabilidad de esta por desplazamiento lipidico, o bien bloqueando
el gradiente ionico (Wieprecht et al., 1997; Yeaman et al., 2007), para ello los
péptidos antibacterianos poseen algunas caracteristicas importantes, como es su
composicion y tamafio. Lo que esta directamente relacionado con el grado de
hidrdlisis, los resultados obtenidos muestran que a un tiempo de hidrdlisis de 25 y
50 minutos se obtienen grados de hidrélisis del 11 y 19 % respectivamente, los
hidrolizados que presentaron estas caracteristicas inhibieron el crecimiento parcial
de Aeromonas hydrophila, generando halos de inhibicion como se observa en la
Figura 21, Los intervalos de tiempo, grados de hidrélisis y diametro de halos de
inhibicion se muestran en el Cuadro 32.

Figura 21. Halos de inhibicién generados por la AAM de péptidos.

Fuente: Gaviria (2017)

Un estudio similar llevado a cabo por Wald, et al. (2016), quienes hidrolizaron
subproductos de trucha arcoiris, por via enzimética usando pepsinas extraidas de
los estbmagos presentes en las visceras de esta misma especie (Wald, Rehbein, et
al., 2016), obtuvieron actividad antimicrobiana de sus hidrolizados en un rango de
GH del 11 al 30%, encontrando inhibicion de cepas patégenas Gram negativas y
positivas, dentro de las que se encuentran Flavobacterium psychrophilum,
salmoninarum Renibacterium, Aeromonas salmonicida, E. coli, M. luteus vy
Enterococcus faecalis, al comparar los resultados obtenidos por Wald et al., (2016),
con los de esta investigacion se observa que los grados de hidrdlisis son similares
y se encuentran dentro del rango reportado en literatura que muestra capacidad
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antimicrobiana, ademas la inhibicidén se presenté frente a Aeromonas hydrophila,
bacteria del grupo gran negativo al igual que algunas evaluadas por Wald et al.,
(2016) (Wald, Schwarz, et al., 2016). Otros estudios en los que se hidrolizaron
subproductos de tilapia (Oreochromis niloticus), mostraron actividad antimicrobiana
frente Yersinia ruckeri con un grado de hidrdlisis del 22,1 % (Robert et al., 2015), 2
unidades por encima de lo reportado en esta investigacion. Subproductos de
Scomber scombrus se hidrolizaron enzimaticamente, los hidrolizados mostraron
inhibicion del crecimiento de Listeria innocua y Escherichia coli, (Ennaas et al.,
2015b), la enzima usada en este reporte es la misma que se usO en esta
investigacién, por lo cual con protamex muestra la capacidad de generar péptidos
activos a partir del fraccionamiento de proteinas de manera endo y exo. A partir de
lo reportado en literatura y obtenido en esta investigacion, se puede pensar que la
actividad antimicrobiana de péptidos obtenidos a partir de subproductos de trucha
arcoiris, esta directamente relacionada con el tamafio de los péptidos, y a un mas
con la composicidon de aminoacidos y su estructura, siendo menos relevante la
enzima utilizada en la hidrodlisis enzimatica.

Cuadro 32. Capacidad antimicrobiana de péptidos.

Diametro de inhibicion (cm)
Muestra | GH | Aeromonas hydrophila | Streptococcus agalactiae
0 0 0 0 0 0 0 0
25 11| 0,2 0,3 0,1 0 0 0
50 19| 1.3 1,2 1,2 0 0 0
75 25 0 0 0 0 0 0
100 31 0 0 0 0 0 0
125 37 0 0 0 0 0 0
150 47 0 0 0 0 0 0
175 52 0 0 0 0 0 0
200 57 0 0 0 0 0 0
230 56 0 0 0 0 0 0
Buffer 0 0 0 0 0 0
Agua 0 0 0 0 0 0
oT 23,9 23,7 24,9 28,4 29,2 29,3
C 30,9 311 31,3
AMP 23,0 22,1 23,8

Fuente: Gaviria (2017)

En el Cuadro 33, se muestra el contenido de aminoacidos de trucha arcoiris
obtenido en esta investigacion, algunos reportes indican que un contenido
importante de varios aminoacidos tales como asparagina, glutamina, lisina, leucina,
glicina, Fenilalanina, y la prolina se han identificado en péptidos con actividad
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antibacteriana aislada de varios subproductos de los peces (Beaulieu et al., 2015;
Robert et al.,, 2015); (Beaulieu, Thibodeau, Bonnet, Bryl, & Carbonneau, 2013),
estos aminoacidos representan el 50 % de la proteina de visceras de trucha arcoiris,
por lo cual explica la obtencién de péptidos antimicrobianos a partir de estos
subproductos, otros autores obtuvieron péptidos activos con capacidad antibacterial
gue presentaban en su estructura confidencialmente un alto contenido de prolina,
glicina, ademas de cisteina e histidina, la mayoria de péptidos antibacterianos
reportados mostraron actividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
y levadura (Dolashka et al., 2011), lo cual es positivo para furas investigaciones
usando como sustrato los subproductos de trucha arcoiris, por otro lado se sabe
que algunos aminoacidos, como la lisina y la arginina, interactian fuertemente con
grupos fosfato en bicapas lipidicas a través de fuerzas electrostaticas generando
dafio a la membrana celular, cuando se analiza el contenido obtenido en el presente
estudio se observa que lisina y arginina se encuentran dentro aminoacidos
mayoritarios, con porcentajes de 8,10 % y 10,16 % respectivamente, lo cual genera
una posible ruta de accion de la capacidad antimicrobiana de los péptidos obtenidos
(Afonin et al., 2014; Bessalle, Kapitkovsky, Gorea, Shalit, & Fridkin, 1990) El
contenido de aminoé&cidos hidrofilicos como hidrofébicos es balanceado dan lugar
a la obtencion de péptidos con propiedades anfipaticas, las cuales pueden
interactuar con sitios apolares y polares sobre y dentro de la membrana celular
logrando la generacion de poros, lo cual causa dafio a la membrana celular modelo
propuesto para la capacidad antimicrobiana (Ageitos, Sanchez-Pérez, Calo-Mata, &
Villa), este porcentaje coincide por lo encontrado por Wald et al., (2016) (Wald,
Schwarz, et al., 2016). El contenido de aminoéacidos hidrofébicos es del 43,41 % en
las proteinas de visceras de trucha, valor importante debido a que estos generan
hidrofébicidad en péptidos, algunas investigaciones sugieren el que el aumento de
la hidrofobicidad de un péptido genera una mayor permeabilidad en la membrana
celular (Wieprecht, Apostolov, & Seelig, 2000).
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Cuadro 33. Distribucion del porcentaje de aminoacidos de visceras de trucha.

Aminoéacidos hidrofébicos % Aminoacidos
Isoleucina 4,9
Leucina 7,8
Metionina 3,0
Fenilalanina 4,5
Valina 59
Alanina 5,4
Triptéfano 0,6
prolina 4,5
Total 36,6
Aminoacidos Basicos
Lisina 8,4
Arginina 10,2
Histidina 2,3
Total
Aminoé&cidos polares
Tirosina 3,5
Treonina 3,3
Glicina 7,8
Serina 11,3
Total
Acido aspartico 3,8
Acido glutamico 12,9

Fuente: Gaviria (2017)

Dentro de las generalidades propuestas para la mayoria de los péptidos
antibacterianos se encuentran: ser cationicos, lo cual es muy importante para la
atraccion electrostatica entre péptidos y membranas de fosfolipidos cargadas
negativamente debido a la presencia de lipidos aniénicos, tales como
fosfatidilglicerol, cardiolipina o lipopolisacaridos (Teixeira, Feio, & Bastos, 2012), lo
cual explica la especificidad de los péptidos por las membranas bacterianas, esto
debido a que la membrana bacteriana, en contraste con la membrana de células de
mamiferos contiene moléculas aniénicas que estan orientadas hacia el exterior de
la célula (fosfolipidos), por lo que péptidos cationicos se unen preferentemente a las
membranas bacterianas cargadas negativamente, pero no a la membrana
plasmatica anfifilica de los mamiferos (Meikle et al., 2017), en este sentido existen
residuos de aminoacido capaces de generar péptidos catidnicos, dentro de los que
se encuentran lisina arginina y tirosina, el contenido de estos aminoacidos es del
8,40 %, 10,16 % y 3,46 %, lo que equivale a un 22 % del total de la proteina de
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visceras de trucha, estos residuos de aminoacidos a condiciones de pH fisiolégico
tendrian una carga neta de +1, generando fracciones proteicas cationicas capaces
de interactuar con moléculas anidnicas presentes en las membrana celular
bacteriana como ya se menciond, lo cual supone otra ruta de accion de los péptidos
encontrados en este estudio (Pane et al., 2017).

5.6.1. Seguimiento de actividad antimicrobianay disefio experimental

En la Figura 22, el comportamiento obtenido del grado de hidrdlisis y los halos de
inhibicion (cm) para Aeromonas hydrophila en el tiempo, a diferencia de la
capacidad antioxidante, la actividad antimicrobiana solo se observé en un corto
rango de grado de hidrolisis.

Figura 22. AAM/GH Vs tiempo.

1,4 70
1,2 60
1 50
% AGH
5] 0,8 40 .
o O
T 06 30
z
0,4 20 AAM
0,2 10
0 0
0 50 100 150 200 250
TIEMPO MIN

Fuente: Gaviria (2017)

Los hidrolizados obtenidos a partir del disefio experimenta planteado se muestra en
el Cuadro 34, con lo cual se corroboro que solo se presenta inhibicibn sobre
Aeromonas hidropyla, a un GH entre 11 y 20 %, para ninguna de las unidades
experimentales se observo inhibicion en el crecimiento de Streptococcus agalactiae,
este es un patégeno emergente de los peces y es fatal para tilapias todo el mundo,
la no inhibicidn del crecimiento de esta cepa, se puede deber a que esta cepa se
prolifera rapidamente, incluso dentro del pez, o que lo ha convertido en un patdgeno
altamente agresivo, se ha descubierto que este puede invadir facilmente el bazo del
pez en la fase temprana de la infeccion, y luego replicar eficazmente en el cerebro
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y los ojos, lo que lo hace mortal para los animales (Su et al., 2017), ademas este
microorganismo esté clasificado como Gram positivo, el cual tiene una morfologia
diferente en la membrana celular de las Gram negativas dentro de las que estéa la
Aeromonas hidropyla, las cuales estd compuesta por varias capas entre fosfolipidos
y proteinas, lo cual la puede hacer permeable a la accién de péptidos activos,
mientras que las Gram positivas esta formadas por un solo tipo de moléculas
(peptidoglicanos) con un ancho superior las bacterias Gram negativas,
representando un 90 % de la pared celular, lo cual lo hace mas rigido y resistente a
la presencia de compuestos que puedan afecten su estructura. (Madigan, Martinko,
& Brock, 2006; Malanovic & Lohner, 2016). Tanto la rapidez en la proliferacion del
Streptococcus agalactiae, como su morfologia, podrian ser la causa de la no
inhibicién del crecimiento por parte de péptidos obtenidos de la hidrdlisis enzima de
proteinas de visceras de trucha arcoiris.

Cuadro 34. Disefo experimental para AAM.

. . Aeromonas | Streptococcus
Corrida | Bloque | Tiempo (h) | E/S | GH 1 o -
1 1 1,0 30 | 17 v X
2 1 2,0 9,0 | 45 X X
3 1 3,0 8,0 | 55 X X
4 1 1,0 8,0 | 35 X X
5 1 3,0 3,0 | 49 X X
6 1 2,0 2,0 | 37 X X
7 1 0,59 55| 2 X X
8 1 2,0 55 | 46 X X
9 1 2,0 55 | 46 X X
10 1 3,4 55 | 56 X X

Fuente: Gaviria (2017). v: Inhibicién positiva-X: Inhibicion negativa

Ademas de la metodologia planteada por halo de inhibicion, se llevé a cabo el
seguimiento de las unidades experimentales por caldo de cultivo midiendo la
transmitancia de la muestra, los resultados se expresan en unidades de absorbancia
en la Figura 23, en la cual se observa el crecimiento de la Aeromonas hydrophila,
de una Abs de 0,245 hasta 0,851 en un tiempo de 4 horas, sin embargo el
hidrolizado correspondiente a la corrida 1, con un GH de 17 %, inhibio el crecimiento
de la bacteria, sin embargo aquellos que presentaron grados de hidrélisis elevados
aceleraron la proliferacion del microorganismo, esto se debe posiblemente a un
elevado contenido en aminoacidos libres que la Aeromona toma como fuente de
carbono y nitrégeno.
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Figura 23. Seguimiento de AAM por turbidimetria.
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5.7. DETERMINACION DE LOS PESOS MOLECULARES DE PEPTIDOS POR
ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las proteinas estan
estrechamente ligadas a los aminoacidos que las componen, cada uno de ellos
presenta un grupo R, con caracteristicas particulares, como los son ser:
hidrofébicos, hidrofilicos, ionizables o no ionizables. El &cido aspartico, &cido
glutdmico, histidina, arginina y lisina, pueden aportar carga dependiendo del pH en
el que se encuentren. Esta propiedad hace que proteinas de diferente peso
molecular difieran en su carga neta, lo cual ha sido aprovechado para la
caracterizacion de proteinas por la técnica conocida como electroforesis, la cual se
basa en un diferencial de migracién de especies cargadas en un campo eléctrico.

Esta técnica ha sido ampliamente usada en la caracterizacién de hidrolizados y
péptidos activos de subproductos piscicola, debido a que no solo genera una
composicién en pesos moleculares, sino que también se ha usado para aislar y
purificar péptidos de interés, estudios realizados por Roslan et al., (2014), sobre
subproductos piscicolas mostraron bandas con actividad biol6gica por debajo de 3,5
kDa (Roslan et al., 2014).
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Figura 24. Electroforesis.
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Fuente: Gaviria (2017)

Las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las proteinas estan
estrechamente ligadas a los aminoacidos que las componen, cada uno de ellos
presenta un grupo R, con caracteristicas particulares, como los son ser:
hidrofébicos, hidrofilicos, ionizables o no ionizables. El acido aspartico, acido
glutamico, histidina, arginina y lisina, pueden aportar carga dependiendo del pH en
el que se encuentren. Esta propiedad hace que proteinas de diferente peso
molecular difieran en su carga neta, lo cual ha sido aprovechado para la
caracterizacion de proteinas por la técnica conocida como electroforesis, la cual se
basa en un diferencial de migracién de especies cargadas en un campo eléctrico.

Esta técnica ha sido ampliamente usada en la caracterizaciéon de hidrolizados y
péptidos activos de subproductos piscicola, debido a que no solo genera una
composicién en pesos moleculares, sino que también se ha usado para aislar y
purificar péptidos de interés, estudios realizados por Roslan et al., (2014), sobre
subproductos piscicolas mostraron bandas con actividad biolégica por debajo de 3,5
kDa (Roslan et al., 2014).

En la Figura 24, se observan los resultados obtenidos de las corridas de
electroforesis se observan bandas sin marcas contundentes o bien con poca
resolucién esto se puede deber a la alta presencia de péptidos de bajo peso
molecular. Bhaskar et al. (2008), optimizé la hidrélisis enzimatica de visceras de
Catla catla, la caracterizacion de los productos obtenidos mostré que se componen
por péptidos con pesos moleculares por debajo de 8 kDa, con un grado de hidrolisis
cercano al 50 %, en este rango de pesos este investigador no obtuvo buena
separaciéon y resolucién en las bandas marcadas, sin embargo la literatura nos
muestra que la mayoria de hidrolizados de subproductos piscicolas obtenidos via
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enzimatica con grados de hidrdlisis mayores al 20 % su contenido en péptidos en
rango de masa entre 0-500 Da es del 17 %(Bhaskar et al., 2008), en los cuales se
presume la presencia de compuestos antioxidantes, con cadenas entre dos a 5
aminoacidos, con un porcentaje del 11,20 % péptidos entre 500 a 1000 daltons, con
un valor aproximado de 9 residuos de aminoacidos en la cadena, lo cual genera un
idea de lo obtenido en los hidrolizados obtenidos en esta investigacion (Robert et
al., 2015).

5.8. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE PEPTIDOS ACTIVOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A MASAS

Una de las caracteristicas mas importantes de cromatografia liquida acoplada a
masas es su exactitud, lo que hace una técnica confiable a la hora de identificar y
cuantificar analitos, sin embargo, al tratarse de dos equipos en tandem, se hizo
necesario estimar los mejores parametros para el analisis de péptidos obtenidos de
la hidrolisis de proteinas presentes en visceras de trucha, en este sentido se
realizaron los primeros ajustes en el detector de masas Exactive Plus Orbitrap®,
exactamente sobre la fuente de ionizacion HESI.

5.8.1. Parametros de andlisis para fuente de ionizaciéon HESI y detector
Orbitrap®

Para este andlisis se us6 como respuesta tres parametros importantes en este tipo
de andlisis, el primero es % ACG Target, la cual me determina el porcentaje de
moléculas en la C-trap, este valor debe estar por encima del 12 % encontrando la
mejor respuesta a un valor de gas envolvente de 30 mL/min, otro importante valor
es la corriente idnica total o TIC, el cual no puede variar por encima de 10, por
altimo, la sefial NL, la cual se considera buena por encima de una valor igual o
mayor 1,00E+05.

Uno de los primeros parametros fue el gas envolvente el cual se encarga de generar
el spray para que la muestra pueda ser transportada y ionizada, el equipo maneja
un rango entre 0 hasta 80 mL/min, los mejores valores para % ACG, % TIC y NL
fueron obtenidos a un valor de 30.

88



Cuadro 35. Valores de Gas envolvente para la HESI.

Gas Envolvente/% ACG Target|% TIC| NL
10 13 2 |6,00E+01
30 71 4 |3,00E+06
60 29 3 |1,00E+06

Fuente: Gaviria (2017)
El detector de masas Orbitrap dentro de sus multiples sistemas electronicos tiene
un primer filtro y acelerador de masas, el cual consiste en un juego de lentes

conocidos como S-lens, el mejor valor encontrado para este parametro fue de 70.

Cuadro 36. Valores de S-Lens para el Orbitrap.

S-Lens|% ACG Target(% TIC| NL
50 35 5 |[2,00E+06
60 38 5 |2,00E+06
70 41 3 [2,00E+06
80 35 5 |[1,00E+06

Fuente: Gaviria (2017)

Uno de los factores mas importantes es el voltaje del spray, el cual genera la
ionizacién de los analitos, en este caso se obtuvo el mejor valor para las diferentes
respuestas a un valor de 6 KW.

Cuadro 37. Valores de voltaje de spray para la HESI.

Voltaje Spray(% ACG Target/% TIC| NL
1 1 205 nd
2 1 85 nd
3 1 82 nd
4 39 1 |2,00E+06
5 29 2 |1,00E+06
6 41 2 |1,00E+06

Fuente: Gaviria (2017)

Como ya se mencionoé la fuente de ionizacion H-ESI se caracteriza por tener la
capacidad de variar la temperatura esto lo hace calentando el gas auxiliar, el cual
se convierte en otro parametro, se determind que, a 190 °C, se encontro la mejor
sefal valor de ACG y poca variacion del TIC.
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Cuadro 38. Valores de la temperatura del gas auxiliar.

Temperatura gas aux|% ACG Target|% TIC| NL
150 74 7 |1,00E+06
170 70 4 |1,00E+06
190 99 1 |2,00E+06
200 97 2 |2,00E+06
220 82 1 |[2,00E+06
300 91 2 |2,00E+06
320 85 1 |[2,00E+06

Fuente: Gaviria (2017)

Otra de las temperaturas a establecer es la temperatura del tubo de transferencia
termina ITT, por el cudl las moléculas indizadas entran al detector de masas, la
mejor temperatura fue de 140 °C, esta temperatura es acorde con el tipo de
moléculas que se estdn analizando debido a que los péptidos pueden ser
desnaturalizados a temperaturas mayores.

Cuadro 39. Valores de temperatura del ITT.

Temperatura ITT|% ACG Target|% TIC| NL
100 73 9 |1,00E+06
120 74 8 |1,00E+06
140 80 2 [2,00E+06
160 76 1 |2,00E+06

Fuente: Gaviria (2017)

5.8.2. Condiciones cromatograficas

Las condiciones de cromatografia se llevaron a cabo bajo los parametros
establecidos por Toopcham et al., (2015) y Liu (2014) con algunas variaciones,
estos investigadores desarrollaron un método sensible, preciso y robusto de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas para identificar perfiles
de péptidos, a pesar de que la matriz es diferente se tomaron como base los
pardmetros de fase movil (S. Liu & Liu, 2014; Toopcham et al., 2015).

Xu et al., (2016), purifico e identifico péptidos inhibidores de ECA, usando la misma
referencia de UHPLC (Dionex ultimate 3000), al igual que en esta investigacion la
fase estacionaria estaba dada por una columna C18 (Promosil C18, 4,6 x 250 mm),
y la fase movil se constituia por un gradiente lineal de acetonitrilo y agua
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desionizada (Xu et al., 2016), los parametros finales obtenidos en esta investigacion
son: fase movil constituida por (A) Agua (0,1% Acido formico)—(B) Acetonitrilo (0,1%
Acido formico, flujo: 300 uL/min, 5 minutos para equilibrar la columna, luego un
gradiente con una duracién de 8 min de 20% a 100% (B), u tiempo constante en de
5 min y un retorno de 5 min, el compartimiento de columna se mantuvo a una
temperatura de 30 °C.

5.8.3. Pesos moleculares de péptidos activos en hidrolizados proteicos de
subproductos de trucha

En la Figura 25 se muestra el cromatograma obtenido del andlisis de pesos
moleculares de la proteina nativa (aislado proteico), en el cual se observan
aproximadamente 7 sefiales, en un rango se masa de 1.000 hasta 1.900 m/z
aproximadamente, lo cual es légico debido a que esta proteina no ha sido sometida
a ningun proceso de hidrolisis, se debe tener en cuenta que el rango de masas es
de 800 a 3.000 m/z, debido a que en rangos mas bajos no se encontraron
resultados, al realizar el andlisis por encima de 3.000 m/z no se registraron sefales,
esto se puede deber a que proteinas nativas de origen piscicola su peso molecular
se encuentra por encima de los 5.500 kDa (Chang et al., 2017; Chi, Wang, Hu, et
al., 2015), lo cual no las hace detectables con esta técnica, sin embargo la poca
cantidad masas moleculares de proteinas registradas en el Cuadro 40, nos indican
que la proteina nativa no ha sufrido procesos de hidrdlisis, o bien que ha sido
degradad por descomposicion microbiana, debido a que este efecto aumentaria las
moléculas encontradas a bajos pesos moleculares.

Figura 25. Cromatograma de aislado proteico.
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Cuadro 40.Tiempos de retencién y masas moleculares en aislado proteico.

Tiempo de retencién (min) | Peso molecular (m/z)
0,90325 1.023,37140
6,31028 1.391,52698
7,76109 1.182,46997
800-3000 m/z 11,08726 1.472,21770
11,96607 1.440,19437
20,17840 1.852,97693
25,44749 1.877,94348

El analisis cromatografico del hidrolizado con capacidad antioxidante se muestra en
la Figura 26, en este se observan picos correspondientes a péptidos en un rango de
masa de 100 a 1.200 m/z, este hidrolizado presenta un grado de hidrolisis
aproximado del 57 %, logrando encontrar péptidos de bajo peso molecular.

Figura 26. Cromatograma hidrolizado capacidad antioxidante.
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Fuente: Gaviria (2017)

Los pesos moleculares correspondientes a los picos del cromatograma se reportan
en el Cuadro 41, se determinaron aproximadamente 15 masas moleculares [M+H]*
correspondientes al hidrolizado que presento mejor actividad antioxidante, de
acuerdo a lo encontrado se puede pensar que estos péptidos estan compuestos
entre dos a 11 aminoacidos, lo que equivale a aproximadamente a péptidos
menores de 1.200 Da, lo cual concuerda con lo encontrado por Morales y Medina
(2016), quienes reportan péptidos con capacidad antioxidante a partir de proteina
piscicola con pesos por debajo de los 2.500 Da (Morales-Medina et al., 2016),
Ketnawa et al., (2016) hidrolizo proteinas de bagre encontrando péptidos
antioxidantes por debajo de 1.700 Da, cuando uso proteasas alcalinas, (Ketnawa et
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al., 2016). Un importante andlisis llevado a cabo por Borawska et al., (2016), en el
cual evaluaron la capacidad antioxidante de péptidos de proteinas de carpa con
buenos resultados, los analisis de masas encontrados el péptido activo tuvo una
masa molecular de m/z=535, valor que se encuentra dentro del rango de masas
encontradas en este trabajo (Borawska et al., 2016), hidrolizados de anchoa
mostraron péptidos antioxidantes, los cuales fueron aislado y purificados, los pesos
moleculares de los seis péptidos fueron 771,35 Da, 741,33 Da, 901,45 Da, 1.233,63
Da, 872,37 Da y 1.171,60 Da, el rango de masas fue entre m/z: 300-1.800, muy
similar que lo encontrado en esta investigacion. Como se muestra en la literatura y
lo obtenido en esta investigacion los péptidos antioxidantes se encuentran en un
rango entre 300 Da a 1000 Da, ademas que su estructura debe estar entre 2 a 10
aminoacidos lo que permite mecanismos de absorcién de radicales. Un importante
estudio llevado a cabo por Jiang et al., 2014, caracterizé péptidos antioxidante,
obtenidos a partir de la hidrélisis de proteina de Decapterus maruadsi, la
caracterizacion de masas moleculares determinaron que las secuencias Su-Asp-
His-Pro-Val-Cys (HDHPVC) y Su-Glu-Lys-Val-Cys (HEKVC), tenian la mayor
capacidad antioxidante, la masa molecular te6rica de HDHPVC se determiné como
706,8 Da, la cual es muy similar que la encontrada en esta investigacién con una
masa molecular de 704,5 [M+H]*, lo que abre una posibilidad a la razén por la cual
los hidrolizados presentan capacidad antioxidante, debido a la presencia de
histidina y prolina en la secuencia propuesta en la literatura (Jiang et al., 2014).

Cuadro 41.Tiempos de retencion y masas moleculares de péptidos con CA.

Tiempo de retencion (min) | Masa molecular (m/z)
0,74407 245,07864
1,12578 367,06985
4,87686 229,06862
6,23358 459,14789
6,94196 387,13159
7,13309 704,49506
7,51005 391,28519
100- 1250 m/z 8,17390 651,32971
8,47969 274,27478
9,19623 633,30426
9,32192 579,29041
9,564712 595,26788
9,67353 331,16769
9,86271 395,41879
11,44717 1.209,79529

Fuente: Gaviria (2017)
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El cromatograma del hidrolizado que presento capacidad antimicrobiana se muestra
en la Figura 27, este presenta una cantidad menor de picos con respecto al
hidrolizados con CA, esto probablemente esta relacionado con el grado de hidrolisis.
La capacidad antioxidante se obtuvo con un 57 % de GH, mientras que con un GH
de 20 se mostro la AAM, lo cual implican péptidos de cadena mas larga, y menos
fracciones de péptidos de péptidos de cadena corta, que son identificados en el
rango de masa analizada.

Figura 27. Cromatograma hidrolizado actividad antimicrobiana.
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En el Cuadro 42, se encuentran las masas moleculares del hidrolizado con
capacidad antioxidante, estos estan en un rango de masas de 230 a 850 m/z
aproximadamente, lo que equivale a cadenas de dos hasta 8 amino&cidos
aproximadamente, siendo los de cadena mas larga los que presentan mayor
capacidad antimicrobiana de acuerdo a lo analizado anteriormente, al comparar los
resultados obtenidos con lo reportado en la literatura, encontramos que Robert et
al., (2015), evalud la actividad antimicrobiana de hidrolizados de subproductos
piscicolas, encontré que con un GH del 21 %, los péptidos mostraron actividad
antimicrobiana contra Yersinia ruckeri y en menor medida contra Edwardsiella tard,
la caracterizacion por masas moleculares mostro que el hidrolizado contenia 1.374
fracciones de proteina, en un rango de masas de 500 a 5.000 Da, esta cantidad
elevada de compuestos hizo imposible la caracterizacién de los compuestos activos
(Robert et al., 2015), péptidos antimicrobianos fueron obtenidos a partir de la
hidrolisis de proteinas de Scomber scombrus usando protamex, encontrando
péptidos capaces de inhibir parcialmente y total el crecimiento de bacterias Gram
positivas Gram-positivo (Listeria innocua) y Gram-negativas (Escherichia coli), los
péptidos fueron identificados como SIFIQRFTT, RKSGDPLGR, AKPGDGAGSGPR
y GLPGPLGPAGPK, con masa molecular por debajo de 1.200 Da, lo cual es similar
a lo encontrado en esta investigacién, (Ennaas et al., 2015b), este investigador
también evalué la hidrolisis de subproductos de Scomber scombrus, con otro tipo
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de enzimas comerciales, encontrando que péptidos obtenidos con Protamex,
Neutrase y papaina generado un gran namero de péptidos pequefios los cuales
estan en un rango de masas entre 300 a 700 Da y presentaron inhibicion al
crecimiento de Listeria innocua y Escherichia coli, este rango coincide con 6 de los
cinco péptidos encontrados en esta investigacion los cuales tienen masas de
390,27558, 278,00773, 632,61954, 764,02127 y 849,06003 Da (Ennaas, Hammami,
Beaulieu, & Fliss, 2015a), dando posibilidad a que la actividad antimicrobiana se
encuentre en alguno de estos compuestos, ademas Wald et al., (2016) quien
hidrolizo subproductos de trucha arcoiris determindé que péptidos con un masa
molecular por debajo de 3 kDa presentan actividad antimicrobiana con u GH del 30
(Wald, Schwarz, et al., 2016).

Cuadro 42.Tiempos de retencion y masas moleculares de péptidos con AAM.

Tiempo de retencion (min) | Masa molecular (m/z)
0,90262 232,97951
5,05933 391,28360
5,05933 279,01563
100- 1250 m/z
6,14412 633,62744
11,19410 765,02917
11,91716 850,06793

Fuente: Gaviria (2017)

La ionizacioén por electrospray ESI o HESI para este caso debido a que el proceso
se puede llevar a través de una sonda capaz de controlar temperatura, a logrando
mejorar la sensibilidad del método, este tipo de ionizacion consiste en pasarla
muestra a través de un capilar al cual se le aplica un alto potencial eléctrico (voltaje
de spray), a la salida del capilar la solucién se dispersa en forma de spray formado
por pequefias gotas cargadas. En el caso de las proteinas y péptidos, los iones
generados pueden estar protonados de forma multiple dando lugar a diferentes
especies para una misma molécula, el extremo N-terminal y los residuos de
histidina, arginina y lisina son los candidatos a protonarse, un ejemplo claro se
muestra en la Figura 28, donde se observa la masa molecular de un péptido
presente en el hidrolizado con actividad antimicrobiana, al cual le corresponde un
tiempo de retencion de 5,05933 minutos, en el cual se observan tres sefales del
mismo péptido, pero con una diferencia en masa correspondiente a un proton mas
para cada caso.
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Figura 28. Masa molecular de péptido presente en hidrolizado con AAM.
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6. CONCLUSIONES

Los subproductos piscicolas obtenidos a partir de la produccién de trucha
arcoiris, mostraron un importante contenido en moléculas como lipidos y
proteinas, la cual estd compuesta por un porcentaje balanceado de
aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos, conveniente a la hora de obtener
péptidos con actividad antimicrobiana, ademas de un contenido considerable
de residuos de aminoacidos catidnicos a pH neutro, responsables de dicha
capacidad.

la presencia de en de enzimas proteoliticas y microorganismos presentes en
visceras de trucha arcoiris mostraron ser termolabiles, su actividad y
presencia fueron eliminados cuando se sometieron a temperaturas de 65 °C
por 15 minutos, con lo cual se garantizé un material inocuo para la obtencion
de péptidos activos

La hidrdlisis enzimatica es una de las vias mas convenientes para aprovechar
el valor nutricional y funcional de las proteinas presentes en visceras de
trucha arcoiris, productos con alto contenido de aminoacidos esenciales y
bioactividad se obtuvieron medio de este proceso, el modelo mateméatico
obtenido por medio del disefio experimental planteado, permiti6 controlar
factores como el tiempo, la concentracion de enzima y temperatura, para la
obtencion de péptidos antimicrobianos y antioxidantes a partir de visceras de
trucha arcoiris, ademas de lograr un grado de hidrolisis del 57 %, valor
superior a lo reportado en la literatura.

Se determind que la capacidad antioxidante de péptidos obtenidos a partir de
la hidrolisis enzimética de proteinas de trucha arcoiris, tiene una relacion
directa con el grado de hidrélisis, logrando obtener porcentajes de absorcidon
de radicales del 40 y 43 % para los métodos DPPH y ABTS.

Los péptidos obtenidos de la hidrolisis enzimatica de proteinas de trucha
arcoiris, mostraron inhibiciéon al crecimiento de Aeromonas hydrophila, con
un grado de hidrdlisis del 19 %, lo que indica una estrecha relacién entre el
tamafo de los péptidos y su capacidad antimicrobiana.

Streptococcus agalactiae no fue inhibido por ningun de los péptidos en un
amplio rango de grado de hidrdlisis, posiblemente se deba a la interaccion de
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los péptidos antimicrobianos con peptidoglicano, lo cual no genera un efecto
perturbados sobre la membrana celular, mientras que la interaccion con los
acidos anionicos de bacterias Gram positivas puede inestabilidad este grupo
de bacteria y asi reducir su crecimiento.

La caracterizacion por espectrometria de masas permitié la identificacion de
masas moleculares de los péptidos presentes en hidrolizado con capacidad
antioxidante, destacando la presencia de 704,5 [M+H]*, como el péptido que
presenta mayor similitud a lo encontrado en la literatura.

El hidrolizado con actividad antimicrobiana mostr6 una cantidad menor

masas moleculares que el hidrolizado con capacidad antioxidante, lo cual
esta relacionado directamente con el grado de hidrdlisis.
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7. RECOMENDACIONES

Este trabajo se presenta como el inicio de la investigacion para la obtencion de
compuestos bioactivos a partir de subproductos piscicolas, con el cual se obtuvieron
resultados significativos, sin embargo, para continuar en esta linea se recomienda:

- Realizar la reaccién de hidrdlisis evaluando otro tipo de enzimas proteoliticas,
con el fin de analizar la incidencia de la enzima sobre los compuestos activos.

- Llevar a cabo andlisis de capacidad antioxidante por métodos basados en la
transferencia de atomos de hidrogeno como ORAC y TRAP.

- Evaluar otro tipo de actividades en péptidos obtenidos por hidrdlisis enzimética
de subproductos, como inhibidores de ECA, anticancer, antiestrés, entre otros,

a partir del modelo de hidrolisis enzimatico obtenido en este trabajo.

- Utilizar técnicas como cromatografia preparativa o ultra filtracion para aislar e
identificar la fraccién peptidica encargada de la actividad.

- Determinar el valor MIC, el cual se define la concentracion mas baja de un
agente antimicrobiano que inhibe el 100 % del crecimiento de un

microorganismo

- Evaluar la inclusién de péptidos activos en alimentacion de especies menores.
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