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RECUPERACION Y PURIFICACION DE ENZIMAS DEL SUBPRODUCTO DE
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HIDROLIZADOS DE SUBPRODUCTO DE SARDINA

Resumen aprobado por:

Dr. Facundo Joaquin Marquez Rocha
Director de Tesis

Los subproductos del procesamiento de pelagicos son ricos en proteina de buena
calidad, los cuales pueden ser utilizados para preparar concentrados proteicos,
hidrolizados e inclusive cdécteles enzimaticos con caracteristicas cataliticas
novedosas para la preparacion de nuevos productos proteicos con diferentes
propiedades funcionales. En el presente trabajo, se desarroll6 un proceso para la
recuperacion de proteasas y lipasas a partir de visceras y fluidos corporales, y de
cabeza, cola y visceras de sardina, los cuales fueron utilizados para la produccién de
hidrolizados proteicos de pescado. La eliminacion de mas del 90% del contenido
inicial de grasa se vio favorecida por una etapa de centrifugacion a baja temperatura.
El siguiente paso de recuperacion fue mediante precipitacion, el rendimiento de
proteina mas alto se obtuvo con sulfato de amonio (6.6%), mientras que precipitando
con acetona se produjo la mayor recuperacion de actividad proteolitica (24.5%), el
concentrado proteico obtenido en este paso fue llamado concentrado enzimatico. El
rendimiento de actividad quimiotripsina puede ser de hasta 58.4% y 33.8% para
lipasa. Los posteriores pasos de purificacion produjeron bajos rendimientos de
proteina y de actividad. El concentrado enzimatico contiene diferentes actividades
proteoliticas, tales como: quimiotripsina > tripsina > aminopeptidasa > pepsina, se
detecto cualitativamente actividad colagenasa; no se detectaron carboxipeptidasas A
y B. Los hidrolizados proteicos producidos utilizando diferentes preparaciones
enzimaticas fueron caracterizados con respecto al grado de hidrdlisis (GH) y la
distribucion de pesos moleculares. Usando concentrado de visceras y fluidos
corporales se alcanzé un GH del 85%, 62% con concentrado de cabeza, cola y
visceras y 28% con alcalasa. El perfil de pesos moleculares de los hidrolizados fue
significativamente diferente. Se logré obtener un procedimiento para la recuperacion
de proteasas y lipasas con alta actividad a partir de subproducto del procesamiento
de sardina, el GH alcanzado utilizando concentrado de visceras vy fluidos corporales
es tres veces mas alto al obtenido con alcalasa bajo las mismas condiciones de
reaccion.

Palabras clave: concentrado enzimatico, subproducto de sardina, hidrolizados
proteicos, recuperacion y purificacion de enzimas.



ABSTRACT of the thesis presented by Ana Bertha Castro Ceseia as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation in MARINE
BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California. September 2006.

RECOVERY AND PURIFICATION OF ENZYMES FROM SARDINE-BYPRODUCT
PROCESING FOR THEIR UTILIZATION TO PREPARE SARDINE-BYPRODUCT
HYDROLYSATES

Byproducts from fish pelagic processing are rich in good quality protein, which can be
used to elaborate protein concentrates, hydrolysates and even enzyme mix cocktails
with novel catalytic characteristics for the preparation of new protein products of
different functional properties. In the present work, a proteases and lipases
concentrate recovery process were developed from sardine viscera and corporal
fluids, and head, tail and viscera, which were utilized for the production of fish protein
hydrolysates. A low temperature centrifugation step promoted the elimination of more
than 90% of initial fat content. The fallowing recovery step was by precipitation, the
highest protein yield was obtained with ammonium sulfate (6.6%), while acetone
precipitation produced the highest proteolytic activity recovery (24.5%), the protein
concentrate obtained in this step was called enzymatic concentrate. A chymotrypsin
activity yield of 58.4% can be reach and 33.8% for lipase. Further protein purification
steps produced low protein and activity yields. The enzymatic concentrate contains
different proteolytic activities, such as: chymotrypsin > trypsin > aminopeptidase >
pepsin, collagenase activity was qualitatively detected; carboxipeptidases A and B
were no detected. The protein hydrolysates produced using different enzymatic
preparations were characterized by degree of hydrolysis (DH) and molecular weight
distribution. An 85% DH was reached using viscera and corporal fluids concentrate,
62% with head, tail and viscera concentrate, and 28% using alcalase. The molecular
weight profile of the hydrolysates was significantly different. A procedure to recover
proteases and lipases with high activity from sardine-byproduct was achieved, a DH
three times higher than the obtained with the commercial enzyme alcalase was
reached using viscera and corporal fluids concentrate under the same reaction
conditions.

Keywords: enzymatic concentrate, sardine-byproduct, protein hydrolysates, enzyme
recovery and purification.
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I. INTRODUCCION

México se encuentra entre los paises costeros mas grandes del mundo. Cuenta con
casi 10,000 km de costas en cuatro mares, el Océano Pacifico, el Golfo de California,
el Golfo de México y el Mar Caribe. Este extenso litoral representa una longitud de
costa de 6,608 km para el Pacifico mexicano y 2,611 km de longitud en el Océano
Atlantico. Baja California se encuentra entre los estados con mayor produccion
pesquera, tiene un litoral de 1,250 km (Ruiz-Dura, 1985). La especie con mayor
captura a nivel nacional y estatal es la sardina (189,115 toneladas y 46,431
toneladas, respectivamente, en 2003) (SIAP con datos de CONAPESCA). El
procesamiento que se da a la sardina desde su captura hasta su comercializacion
consiste en aprovechar unicamente la parte central de su cuerpo dado que la
cabeza, la cola y las visceras se extraen y se descartan, lo que significa una pérdida
de proteina de buena calidad. Se ha reportado que globalmente la descarga anual
mundial de subproductos de pescado se estima en veinte millones de toneladas
(25%) por afo (Rustad, 2003). Ademas, si no se dispone adecuadamente de los
subproductos, éstos se convierten en contaminantes, ocasionando problemas
ecologicos. Por lo tanto, es muy importante y necesario el desarrollo de procesos
para el aprovechamiento y utilizacién de los subproductos de pescado.

Una manera de dar valor agregado a éstos subproductos, es la utilizacion a nivel
industrial de enzimas procedentes de subproductos de pescado (proteasas y
lipasas), ya que éstas tienen aplicaciones en muy diversas areas, las cuales incluyen
medicina, cosmetologia, alimentos, tratamiento de aguas residuales y en la industria

farmacéutica (Alarcon-Lopez, 1997; Burkert et al., 2004). Otra aplicacién es la



obtencion de hidrolizados proteicos de pescado (Aspmo et al., 2005; Kristinsson y
Rasco, 2000, y Gilmartin y Jervis, 2002).

El presente trabajo describe un proceso para la recuperacion y purificacion de
enzimas de subproducto del procesamiento de sardina y su utilizacién para la
obtencion de hidrolizados proteicos como una forma de aprovechar y dar un valor
agregado a dichos subproductos, ya que existe un valor de mercado para ellos.

Desde el inicio del proyecto se evalué que el procedimiento de recuperacion de
enzimas que se propusiera pudiera aplicarse no solo para sardina sino también
parea cualquier otro organismo. La anchoveta tiene una amplia concurrencia
alimentaria con la sardina, pues ambos peces son omnivoros, lo que sugiere una
gran similitud en las enzimas digestivas que poseen. Por lo que, con la finalidad de
evaluar la recuperacion de enzimas en otros peces pelagicos, ésta se llevo a cabo
tanto en sardina como en anchoveta.

A continuacion, se hace diferencia entre subproducto y desecho, se presentan una
descripcion general de los organismos utilizados, caracteristicas generales sobre las
enzimas proteasas y lipasas; asi como la definicion, caracteristicas y aplicaciones de

los hidrolizados proteicos de pescado.

1.1 Diferencia entre subproducto y desecho
Es importante considerar a qué se le llama subproducto y su diferencia con respecto
a los desechos. Los subproductos de pescado pueden ser definidos como aquellos
productos que no son considerados para su venta ordinaria (cabeza, cola y visceras),
pero que pueden ser utilizados después de un tratamiento adecuado. El término

subproducto indica aquello que puede ser vuelto a utilizar, esto es, toda la materia



prima, comestible o no comestible, generada durante el procesamiento del producto
principal. Los desechos son aquellos productos que no pueden ser usados y que no
tienen un valor agregado y entonces deben ser calcinados o destruidos (Rustad,

2003).

1.2 Descripcién general de las sardinas
La descripcion de las sardinas se llevd a cabo de acuerdo a Ruiz-Dura (1985), a
excepcién de los parrafos en que se indique lo contrario.

Las sardinas pertenecen a la familia Clupeidae y esta integrada por seis especies:
Sardinops sagax caerulea (sardina, sardina del Pacifico, sardina Monterrey, en
Estados Unidos (E. U. A.): “pacific sardine”). Opisthonema libertate (sardina crinuda,
arenque de hebra del Pacifico, sardina machete, en E. U. A.: “thread herring”).
Harengula thrissina (sardina escamuda, sardina rayada, arenque, en E. U. A.
“flatiron herring”). Pliostestoma lutipinnis (sardina machete). Lile stolifera (sardina
rayada, arenque, en E. U. A.: “herring”). Opisthonema oglinum (sardina, arenque de
hebra, en E. U. A.: “thread herring”, “Atlantic threadfin”).

La sardina en México se circunscribe basicamente a las capturas del océano
Pacifico, siendo las especies mas importantes la sardina Monterrey y la sardina
crinuda. En el Golfo de México se capturan otras especies, pero por su reducido
volumen no se les consideran como integrantes de la pesqueria.

Las principales areas de pesca de sardina se localizan en cuatro regiones: region
de puerto Pefiasco: del estero Murua a bahia Salinas. Region de Guaymas: desde el

estero de Tacitota hasta bahia del Tobari. Region de Topolobampo: desde punta



Ahome hasta isla Altamura y region de Mazatlan: desde punta Piaxtla hasta
Teacapan.

En la costa occidental de Baja California, las principales areas de pesca se
localizan desde la frontera con los Estados Unidos hasta Punta Salsipuedes; de
Punta Salsipuedes hasta Punta Santo Tomas; entre Punta Santo Tomas y Punta
Colonet; de Punta Colonet a Isla San Martin; y de Isla San Martin a Punta Baja
(Garcia-Franco et al., 2001).

Los principales puertos de desembarque de la sardina, en orden de importancia,
son: isla de Cedros, Baja California (B. C.); San Carlos, B. C. Sur; Puerto Alcatraz, B.
C. Sur; Guaymas, Son.; Paraje Nuevo, Son.; Yavaros, Son.; Topolobampo, Sin.;
Mazatlan, Sin.; también se registran pequenas cantidades de sardina en Culiacan y
Escuinapa, Sin.; Salina Cruz, Oax.; y Celestun, Yucatan.

Todas las sardinas presentan el cuerpo pequefio y comprimido, poco elevado, y por
lo general en forma de huso. El perfil ventral se caracteriza por presentar una serie
de quillas localizadas por delante del orificio anal, que le dan una apariencia de
vientre aserrado. Presentan una sola aleta dorsal de forma trapezoidal.

Por el caracter de su alimentacion las sardinas pertenecen a los peces omnivoros,
consumen tanto fitoplancton como zooplancton, teniendo una gran concurrencia
alimentaria con las anchovetas. Muestran preferencia por los lugares de intenso
desarrollo de fitoplancton, o sea, las areas de surgencias. De los clupeidos se
alimentan todos los grandes carnivoros de la regién como tiburones, barracudas, asi
como aves y mamiferos. Las visceras de las sardinas son una fuente rica de enzimas

hidroliticas (Castillo-Yafiez et al., 2004), entre ellas las enzimas proteasas y lipasas.



1.3 Descripcion general de las anchovetas
La descripcion de las anchovetas se llevo a cabo de acuerdo a Ruiz-Dura (1985), a
excepcién de los parrafos en que se indique lo contrario.

Las anchovetas pertenecen a la familia Engraulidae y esta integrada por tres
especies: Engraulis mordax (anchoveta, anchoa, en E. U. A.: “northern anchovy”,
“California anchovy”). Anchoa ssp. (anchoveta , anchoa). Catengraulis mysticetus
(anchoveta, anchoa, bocona).

La anchoveta nortefia Engraulis mordax es la especie mas abundante y
mayormente capturada en la costa occidental de Baja California (Garcia-Franco,
2001). Se distribuye desde la isla Queen, Charlotte, Columbia Britanica hasta cabo
San Lucas, B. C.; es comun desde San Francisco, California, hasta bahia
Magdalena, México.

Las operaciones de captura se realizan en la noche, ya sea mediante la deteccion
electronica (sonar) del cardumen o visualizandolo por el efecto de la fosforescencia
que producen los peces.

Las areas de pesca se encuentran localizadas desde punta Concepcion hasta
punta Eugenia, B. C., con mayor abundancia alrededor de islas Coronados, al sur de
Punta San José y al sur de Punta San Ignacio y en algunos meses al sur de Isla
Margarita.

En la costa occidental de Baja California, las principales areas de pesca se
localizan desde la frontera con los Estados Unidos hasta Punta Salsipuedes; de
Punta Salsipuedes hasta Punta Santo Tomas; entre Punta Santo Tomas y Punta
Colonet; de Punta Colonet a Isla San Martin; y de Isla San Martin a Punta Baja

(Garcia-Franco et al., 2001).



El grado de concentracion de la anchoveta crece notablemente durante el periodo
de desove, pudiéndose aprovechar esta situaciéon para efectuar la captura. La
anchoveta se captura los doce meses del afio y con mayor intensidad de marzo a
octubre.

Las anchovetas pertenecen al Orden Clupeiformes; son peces de talla pequena
que se caracterizan por tener el cuerpo alargado, poco comprimido, y en general muy
parecido al de las sardinas de las que se diferencian, fundamentalmente, por:
presentar la mandibula inferior mas corta que la superior, la boca muy grande con los
maxilares prolongados por detras del ojo y por carecer de escudetes 0seos en la
region ventral.

Todos los representantes del recurso pertenecen a la familia Engraulidae. Algunos
autores, consideran al género Engraulis de aguas mexicanas, como una subespecie:
Engraulis mordax que se extiende hasta aguas de E. U. A.

Son peces altamente migratorios, que se distinguen por congregarse en grandes
cardumenes que se condensan en areas pelagico-costeras o de litoral.

Se encuentran en aguas oceanicas con temperaturas superficiales que oscilan
entre 14.5 y 20 °C. Efectuan migraciones verticales durante el dia sumergiéndose en
las capas inferiores. De noche se desplazan hacia las capas superiores.

En las capturas comerciales se presentan basicamente individuos de uno o dos
afios con tallas de 8 a 14 cm. Los individuos de esta especie alcanzan la madurez
sexual al completar un ano de vida, tiempo en el que miden entre los 9.0 y los 10.0

cm de longitud total.



.4 Enzimas
Las enzimas son catalizadores de origen proteico producidas por los organismos
vivos. Cada reaccion que se lleva a cabo en la célula es catalizada por una enzima
en particular, por lo tanto, en una célula se encuentran un gran numero de enzimas.
Estas enzimas funcionan como catalizadores de las reacciones quimicas vitales que,
sin su presencia no se desarrollarian sino en un periodo de afios. Por lo tanto, son
responsables de las transformaciones metabdlicas en los seres vivos. Aceleran
reacciones bioquimicas en relaciéon con reacciones no catalizadas a temperaturas
alrededor de 37°C. En contraste, los catalizadores industriales (sustancias
inorganicas) estan dotados de una eficacia inferior que las enzimas (Rodriguez-
Serrano, 1999). Cabe senalar que el término de “catalizador biolégico” no es
exclusivo de las enzimas, ya que es bien reconocido que tanto el ARN como la

hemoglobina poseen actividades cataliticas (Rodriguez-Serrano, 1999).

1.4.1 Enzimas proteasas

Las proteasas (peptidasas) son enzimas que catalizan la hidrédlisis de los enlaces
peptidicos que forman la estructura primaria de las proteinas. Estan presentes en
todos los organismos, desde las bacterias hasta las plantas y animales (Alarcon-
Lopez, 1997). Existen dos tipos basicos de proteasas: las endopeptidasas y las
exopeptidasas (Rivera-Santos, 2003).

Entre las endopeptidasas mas importantes cabe citar a las siguientes: la pepsina
(EC 3.4.23) que es una endopeptidasa acida presente en el jugo gastrico de
mamiferos, aves, anfibios y peces. El pH éptimo de actividad es de 1.0. Es inhibida

por pepstatina A, un pentapéptido producido por Actinomycetes. La tripsina (EC



3.4.21.4) es una endopeptidasa pancreatica que hidroliza los enlaces peptidicos
constituidos por lisina y arginina. La enzima se sintetiza como un precursor o
zimogeno inactivo (tripsindgeno) que es activado en la luz del sistema digestivo por
la enteroquinasa presente en la membrana de los enterocitos. Esta a su vez, se
encarga de la activacion del resto de zimégenos pancreaticos (quimiotripsindgeno,
procarboxipeptidasa A y B y proelastasa, entre otros). Su pH optimo se situa
alrededor de 8.0. La quimiotripsina (EC 3.4.21.1) es una enzima cuya especificidad
de sustrato implica l-isbmeros de tirosina, fenilalanina y triptéfano. Los extractos
pancreaticos contienen tres formas inactivas (quimiotripsinégeno A, B y C) que
difieren en su punto isoeléctrico y peso molecular (Alarcén-Lopez, 1997). Las
colagenasas son generalmente definidas como enzimas capaces de degradar una
cadena polipeptidica.

Dentro de las exopeptidasas destacan: las aminopeptidasas (EC 3.4.11) las cuales
catalizan la hidrolisis de los restos aminoacidos, concretamente desde el extremo
amino de un péptido. Se clasifican en funcion de los requerimientos de iones
metalicos (Mn?*, Mg**, Zn®* o Co?*) y la especificidad por determinados dipéptidos.
Se encuentran presentes en numerosos tejidos de plantas y animales, constituyendo
una fraccién sustancial de las enzimas presentes en algunas células. Entre sus
diversas funciones destacan: la maduracion de proteinas, degradacion terminal de
proteinas, regulacion hormonal y control del ciclo celular. Las carboxipeptidasas son
exopeptidasas que liberan residuos aminoacidicos del extremo carboxiterminal de
los péptidos y proteinas (Alarcon-Lopez, 1997).

Las serina colagenasas estan involucradas en la produccion de hormonas y

péptidos farmacolégicamente activos, asi como en varias funciones celulares, las



cuales incluyen la digestion de proteinas, coagulacién de la sangre, fibrindlisis,

activacion del complemento y fertilizacion (Park et al., 2002).

1.4.2 Enzimas lipasas
Las lipasas (glicerol éster-hidrolasas, EC 3.1.1.-) son hidrolasas que actuan sobre los
enlaces carboxil-éster presentes en acilgliceroles para liberar acidos organicos y
glicerol. Los triacilgliceroles son, principalmente, lipidos insolubles que no poseen
carga, aunque los acidos grasos de cadena corta son ligeramente solubles en agua
(Prim et al, 2003). Bajo ciertas condiciones catalizan la reaccién inversa,
produciendo glicéridos a partir de glicerol y acidos grasos (Burkert et al., 2004). En
contraste con las esterasas, las lipasas son activadas s6lo cuando estan adsorbidas
en una interfase aceite-agua y no hidrolizan sustratos disueltos en el fluido completo

(Sharma et al., 2001).

1.4.3 Aplicaciones de las enzimas proteasas y lipasas
En los ultimos anos se ha incrementado el uso de enzimas proteoliticas de
organismos marinos con base en determinadas propiedades, tales como su elevada
actividad a bajas temperaturas y la capacidad de hidrolizar proteinas no
desnaturalizadas previamente. Existe un gran numero de aplicaciones de las
enzimas procedentes de los subproductos de pescado. Aproximadamente un 60% de
las enzimas industriales son proteasas y se usan para la fabricacion de detergentes,
procesado de cueros y alimentos (Alarcon-Lépez, 1997). Por otro lado, el interés en
las enzimas lipasas ha incrementado también en las ultimas décadas, esto debido a

su gran potencial para aplicaciones industriales como aditivos en alimentos



(modificadores del sabor), en la sintesis de ésteres, detergentes (hidrdlisis de
grasas), en el tratamiento de aguas residuales (descomposicion y remocion de
sustancias aceitosas), cosméticos (remocién de lipidos), sustancias farmacéuticas
(digestion de aceites y grasas en alimentos), remocion de lipidos en pieles
procedentes de animales y en la medicina (deteccién de triglicéridos en sangre)

(Burkert et al., 2004).

.5 Hidrolizados proteicos como una forma de aprovechamiento del
subproducto de pescado

La hidrodlisis proteica enzimatica es definida como la disociacién de la estructura
primaria de las proteinas en péptidos y aminoacidos mediante enzimas proteoliticas
(Van der Ven, 2002). Los hidrolizados proteicos de pescado pueden ser obtenidos
mediante dos métodos. El primero depende de las propias enzimas digestivas que el
pez posee (autdlisis), mientras que el segundo método estd basado en la hidrdlisis
de la materia prima mediante enzimas comerciales (Rustad, 2003). En la Figura 1 se

muestra un esquema general del proceso de hidrdlisis.
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Figura 1. [Esquema general de hidrdlisis enzimatica para la produccion de
hidrolizados proteicos de pescado.

1.5.1 Mecanismo de la hidrélisis
Durante la hidrdlisis proteica los enlaces amida son disociados y después de la
adicion de una molécula de agua, los péptidos y los aminoacidos son liberados
(Figura 2). Los péptidos recién formados pueden ser nuevos sustratos para la enzima

(Van der Ven, 2002).
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R4, Ry, R3: aminoacidos de los grupos laterales; E: enzima

Figura 2. Proceso de hidrdlisis de las proteinas (Van der Ven, 2002).

Se ha propuesto que el proceso de hidrolisis ocurre en tres reacciones
consecutivas. Primero se forma un complejo entre el sustrato (la proteina) y la
enzima, luego el enlace peptidico es hidrolizado resultando en la liberacién de
un péptido, y finalmente, el péptido restante es liberado de la enzima después de un
ataque nucleofilico por una molécula de agua. Estos tres pasos se muestran

esquematicamente en la Figura 3 (Van der Ven, 2002).

K1 H20
E+S*5 ES ——» EP+H-P" — E +P-OH + H-P

E: enzima, S: sustrato, P, P’: péptidos resultantes, k: constantes de velocidad de reaccién

Figura 3. Proceso catalitico de una proteasa (Van der Ven, 2002).

Para ejemplificar las reacciones anteriores, en la Figura 4 se describe la catalisis de
la hidrélisis del enlace peptidico por quimiotripsina, en la que se observan todos los
pasos indicados en la Figura 3. En primer lugar, el sustrato polipeptidico se une de
forma no covalente con las cadenas laterales del bolsillo hidrofobo (paso 1). Este

bolsillo define no sélo la posicion de la disociacion del enlace peptidico
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Figura 4. Catalisis de la hidrdlisis del enlace peptidico por la quimiotripsina. En ésta
figura se muestran los pasos que se siguen en la hidrolisis de una cadena
polipeptidica catalizada por la quimiotripsina (Mathews y van Holde, 1998).



sino también la esteroespecificidad de la enzima. Esta union muy especifica de un
tipo concreto de aminoacido situa a la serina (Ser) del lugar activo préxima al grupo
carbonilo del enlace a disociar. El proton de la serina se transfiere al anillo de
histidina (paso 2), dejando una carga negativa en la serina. Normalmente, esta
transferencia seria improbable, pero parece facilitarse por Aspartato (Asp) 102, que,
por su carga negativa, estabiliza la protonacion del anillo de histidina adyacente. La
serina activada es un fuerte nucledfilo y puede atacar al carbonilo del sustrato,
formando un estado de transicion tetraédrico. En el paso 3 se transfiere el protén de
la histidina (que originalmente era el proton de la serina) al fragmento C-terminal, que
se libera por la disociacion del enlace C-N. El péptido N-terminal esta unido a través
de un enlace acilo a través de la serina. En el paso 4, una molécula de agua se une a
la enzima en lugar del polipéptido separado; en el paso 5, la molécula de agua
transfiere su proton a la Histidina (His) 57 y a continuacién se une al intermediario
acilo para formar un segundo estado de transicion tetraédrico. Obsérvese que éste
proceso es esencialmente una inversion de la formacién del intermediario acilo
inicial, y que la molécula de agua desempefia el papel de la parte liberada de la
cadena polipeptidica. Por ultimo, (paso 6), se disocia el enlace acilo, el proton se
transfiere de nuevo desde His a Ser, y se libera el resto de la cadena polipeptidica.
La enzima vuelve a su estado origina, y esta preparada para catalizar la hidrdlisis de

otra cadena (Mathews y van Holde, 1998).

1.5.2 Caracterizacion de los hidrolizados
La caracterizacion de los hidrolizados enzimaticos ha sido realizada mediante

estudios para determinar: el grado de hidrdlisis, la distribucién del peso molecular,



solubilidad, capacidades emulsificante y espumante, sabor, digestibilidad,
hipoalergenicidad y actividad microbiana (Van der Ven, 2002), asi como analisis
proximales del hidrolizado para determinar su composicion de proteinas, lipidos,
humedad y cenizas (Kristinsson y Rasco, 2000); esto principalmente a través de la
utilizacion de técnicas como electroforesis, cromatografia y espectrometria de masas
(Aspmo et al., 2005, Van der Ven, 2002, Kristinsson y Rasco, 2000, Maehashi et al.,
1999).

Debido a la hidrdlisis de las proteinas, las propiedades moleculares de los péptidos
obtenidos cambian, como disminucién del peso molecular, exposicion de los grupos
hidrofébicos y alejamiento de las cadenas laterales de aminoacidos reactivos. Estos
cambios moleculares pueden ser detectados con diferentes métodos analiticos, los
cuales reflejan una o varias propiedades moleculares (Van der Ven, 2002).

El parametro mas comunmente usado para describir el resultado de un proceso de
hidrélisis es el grado de hidrdlisis (GH), el cual es usado como un indicador de la
extension de la hidrélisis. Otro parametro importante en la hidrélisis de proteinas es
la distribucién del peso molecular de los péptidos en los hidrolizados. La distribucion
del peso molecular es indicada mediante SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de
Poliacrilamida Dodecil Sulfato de Sodio) o por cromatografia de exclusion molecular.
Estas técnicas son principalmente usadas para comparar la accion hidrolitica de

varias proteasas (Van der Ven, 2002).

1.5.3 Ventajas de la hidrdlisis enzimatica frente a la hidrélisis quimica
La hidrdlisis enzimatica presenta indudables ventajas frente a la hidrdlisis quimica,

acida o alcalina, entre las cuales se encuentran (Guadix et al., 2000):



1. Selectividad. Las enzimas son especificas para un tipo determinado de enlace
y, por tanto, no es frecuente la aparicion de productos de degradacion. En
cambio, la poca selectividad de los ataques acido y basico y su dificil control
conducen a la aparicidon de productos de degradacion que pueden llegar a ser
téxicos.

2. Condiciones moderadas de temperatura y pH. Transcurre generalmente en el
intervalo de 40 a 60°C y un pH comprendido entre 4.0 y 8.0.

3. No se anaden sustancias extrafas. Evidentemente no es asi en los procesos
de hidrdlisis quimica, ya que la necesaria neutralizaciéon posterior eleva
considerablemente el contenido en sales.

4. Se mantiene el valor nutritivo, ya que no se produce degradacion de los
componentes separados, mientras que la hidrdlisis alcalina destruye los
aminoacidos arginina y cisteina y la hidrdlisis acida elimina el triptéfano y
desamina los aminoacidos serina y treonina.

No obstante, se conoce que pueden existir problemas de alergenicidad debidos a la
presencia en el hidrolizado de péptidos de elevado peso molecular, y que durante el
proceso de hidrolisis se produce un cierto amargor, que parece estar relacionado con
la hidrofobicidad de las cadenas laterales y con la fuente proteinica utilizada. Pero en
cualquier caso, ambos factores desaparecen para productos formados por péptidos
de peso molecular inferior a 1,000 Da. Por lo tanto, el control del proceso de reaccién
y la caracterizacion de los hidrolizados con base en el tamafio de los péptidos son

objetivos importantes en la hidrolisis de proteinas (Guadix et al., 2000).



1.5.4 Aplicaciones de los hidrolizados proteicos de pescado
Los hidrolizados proteicos de pescado tienen una gran variedad de aplicaciones
potenciales, tales como ingredientes en alimentos para animales, ingredientes en
medios de cultivo microbianos, fertilizantes (Aspmo et al., 2005) y como fuente de
nitrdgeno en la formulacién de dietas entéricas con destino a la alimentacién infantil

y/o de adultos enfermos (Guadix et al., 2000).



ANTECEDENTES



Il. ANTECEDENTES

Il.1 Estudios sobre caracterizacién y purificacion de enzimas digestivas en

peces

Agrawal et al., en 1975, llevaron a cabo un estudio sobre las enzimas digestivas de
tres peces teledsteos: Wallago attu (pez gato), Clarias batrachus (pez gato
caminante) y Labeo rohita (carpa), en los cuales se examinaron las actividades
amilasa y sacarasa (también conocida como invertasa), proteasa y lipasa. Los
resultados encontrados fueron los siguientes: el valor del pH 6ptimo para las
carbohidrasas (amilasa y sacarasa) se encuentra entre 5.0 y 7.0 y para la tripsina
entre 6.8 y 7.8. La lipasa es activa en un medio ligeramente mas alcalino. El pH
optimo de actividad para una determinada enzima varia en las diferentes secciones
del tracto digestivo en el mismo pez y también de una especie a otra. También se
encontraron variaciones para la concentracion Optima de sustrato para una
determinada enzima en las diferentes secciones del tracto digestivo. La actividad de
las carbohidrasas es mayor en el pez herbivoro Labeo, que en el pez carnivoro
Wallago y en el pez omnivoro Clarias. La maxima actividad proteasa se encontré en
Wallago, y no se encontro diferencia para la actividad lipasa.

Murakami y Noda, en 1981, llevaron a cabo dos estudios sobre proteinasas de los
organos digestivos de sardina. En el primero de ellos realizaron la purificacion y
caracterizacion de tres proteinasas alcalinas designadas |, Il y Illl, encontradas en el
ciego pildrico. Las enzimas fueron recuperadas y purificadas mediante precipitacion

con sulfato de amonio, cromatografia DEAE-celulosa vy filtracion en gel con Sephadex



G-100. Los pesos moleculares de las enzimas |, Il y Il fueron determinadas mediante
el método de equilibrio de sedimentacion los cuales fueron 22,900; 28,700 y 27,000,
respectivamente. Los puntos isoeléctricos fueron 5.45, 5.30 y 4.85, respectivamente.
Las enzimas Il y lll tienen una composicidon de aminoacidos similar la cual es
diferente de la composicion de la enzima |, especialmente en el contenido de lisina,
valina y tirosina. Todas las enzimas pertenecieron a un grupo de serina proteasas.
Se encontré que la enzima Il es parecida a una a-quimiotripsina aniénica y la enzima
[l es parecida a una tripsina anidénica. También se encontré que aunque estas
enzimas de sardina tienen propiedades comunes a aquellas de la tripsina y
quimiotripsina catiénicas pancreaticas bovinas, éstas son diferentes en su pH éptimo,

la estabilidad de su pH, su carga neta y propiedades inmunolégicas.

El segundo de los estudios llevados a cabo por Noda y Murakami en 1981,
comprendié la purificacién y caracterizacion de dos proteinasas acidas designadas |
y Il del estbmago de sardina. La recuperacion y purificacion de las enzimas fue
mediante precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia CM-celulosa y filtracién
en gel con Sephadex G-100. Los pesos moleculares de las enzimas | y Il fueron
determinados mediante el método de equilibrio de sedimentacion los cuales fueron
37,000 y 33,400, respectivamente. Se encontr6 que las enzimas | y Il tienen una
composicion de aminoacidos similar excepto por el contenido de histidina, arginina,
treonina, serina y prolina. Se encontr6 que estas enzimas son similares en la
estructura de su sitio activo a la pepsina de mamiferos y a las proteinasas acidas
microbianas teniendo dos grupos carboxilo diferentes, aunque difieren con respecto

al numero de propiedades moleculares y enzimaticas.



Olivas-Burrola et al. (2001), evaluaron las actividades proteasa y tripsina del
sistema digestivo de la sierra tropical Scomberomorus concolor. La recuperacion y
caracterizacion de las enzimas fueron llevadas a cabo mediante centrifugacion,
precipitacion con sulfato de amonio y SDS-PAGE de un extracto homogéneo crudo.
Los extractos del sistema digestivo de la sierra hidrolizaron sustratos especificos
para tripsina, quimiotripsina y aminopeptidasa leucina. Mediante SDS-PAGE se
observaron por lo menos ocho bandas de actividad. Usando electroforesis en gel de
poliacrilamida y ensayos de inhibicion de serina se encontr6 que una de las
fracciones asemeja la tripsina bovina. Una fraccion de tripsina precipitada con sulfato
de amonio (40-60%) mostrd diferentes inhibiciones con tosil-lis-clorometil cetona
(96%) y un inhibidor de tripsina de soya (100%).

Nayak et al. (2003), midieron la actividad lipasa en el estbmago y ciego pildrico,
higado, intestino y musculo rojo de cuatro especies de pescado: carpa (Labeo
rohita), aceite de sardina (Sardinella longiceps), lisa (Liza subviridis) y en la macarela
India (Rastrelliger kanagurta). Encontraron diferencias en la actividad lipasa en
diferentes tejidos de éstos peces. La carpa mostré la mayor actividad en todos los
tejidos en comparacién con las otras tres especies de peces. Entre los tres grupos de
tamano de lisa, la lisa de tamafo medio mostré la mas alta actividad que los otros
dos grupos en todos los tejidos excepto el intestino. La lipasa hepatopancreatica de
la carpa exhibié mayor actividad hidrolitica sobre el aceite de sardina que la lipasa
intestinal de la carpa.

Rivera-Santos, en 2003, purificé y caracterizé tripsina proveniente del tejido
intestinal y ciego pildrico del chillo de ojo amarillo, Lutjanus vivanus. La enzima fue

purificada diez veces mediante un proceso de precipitacién con sulfato de amonio,



seguido por cromatografia de exclusién por tamafo y cromatografia de afinidad. La
enzima presenté actividad optima a pH 8.0 y a 60°C. La tripsina fue parcial o
completamente inhibida por el inhibidor de tripsina de soya (SBTI) a concentracion de
0.1% o mayor. Mediante el analisis de la electroforesis SDS-PAGE de la proteina
purificada se observo una banda sencilla con un peso molecular estimado de 26.1
kDa.

Castillo-Yanez et al., en 2004, llevaron a cabo la caracterizaciéon de enzimas
proteoliticas acidicas provenientes de las visceras de la sardina Monterrey
(Sardinops sagax caerulea). La purificacion de las enzimas se llevo a través de una
serie de pasos que involucraron precipitacion con sulfato de amonio, dialisis,
centrifugacion y cromatografia de intercambio i6nico. Mediante éste estudio se
encontrd la principal actividad proteolitica en alcali (pH 10) y la menor actividad en
acido (pH 3). A partir de las proteasas acidicas purificadas se seleccionaron seis
fracciones con alta actividad. Una fraccién (42) mostré una banda en SDS-PAGE y
dos bandas mediante isoelectroenfoque, con puntos isoeléctricos (pl) cercanos a 4.0
y 4.5, respectivamente. El pH para la actividad proteasa acidica fue 2.5, con alta
estabilidad en el intervalo acido y marcada pérdida de actividad a pH neutro y
alcalino. La temperatura optima fue de 45°C. las caracteristicas de éstas enzimas
asemejan aquellas de las enzimas digestivas de otros peces.

Castillo-Yafez et al., en 2005, llevaron a cabo la purificacion y caracterizacién de
tripsina proveniente del ciego pilérico de la sardina Monterrey Sardinops sagax
caerulea. La enzima fue purificada mediante precipitacion con sulfato de amonio,
filtracion en gel y cromatografias de afinidad y de intercambio idnico. La masa

molecular de la tripsina recuperada fue de 25 kDa y mostr6é actividad especifica



estearasa sobre el sustrato No-p-tosil-L-arginina metil éster (TAME) que fue 4.5
veces mayor que la actividad especifica amidasa sobre N-benzoil-L-arginina-p-
nitroanilida. La enzima purificada fue parcialmente inhibida por el inhibidor serina-
proteasa fenil-metil-fluoruro sulfonil y completamente por el inhibidor de tripsina de
soya y la benzamidina pero no fue inhibida por el inactivador EDTA metalo-proteasa
o el inhibidor quimiotripsina tosil-L-fenilalanina clorometil-cetona. El pH 6ptimo para la
actividad enzimatica fue 8.0 y la maxima estabilidad fue observada entre pH 7.0 y
8.0. Se observé una marcada pérdida de la estabilidad a un pH menor que 4.0 y
mayor que 11.0. La actividad fue 6ptima a 50°C y se perdié actividad a temperaturas
mas altas.

En las investigaciones previas resaltan las enzimas tripsina y quimiotripsina como
las mas estudiadas, sin embargo, es conveniente la realizacion de estudios en los
que se evaluen otras actividades enzimaticas, tales como carboxipeptidasa,
aminopeptidasa, colagenasa y lipasa, entre otras enzimas digestivas, especialmente
en el subproducto del procesamiento del pez (visceras), para conocer la viabilidad de
un proceso de purificacion de éstas enzimas (a través del analisis de los
rendimientos tanto de actividad como de proteina) a nivel industrial a partir del
subproducto, ya que éste material se encuentra disponible en cantidades

significativas y las enzimas tienen importantes aplicaciones industriales.



1.2 Estudios sobre produccion y caracterizaciéon de hidrolizados proteicos de

pescado

La mayoria del trabajo inicial en la hidrdlisis de proteina de pescado fue llevada a
cabo en los afnos 1960’s, gran parte de éste en concentrado de proteina de pescado
como un aporte nutritivo de proteina econdmica utilizada en paises en desarrollo
(Kristinsson y Rasco, 2000).

Kristinsson y Rasco (2000), llevaron a cabo un estudio para conocer las
propiedades bioquimicas y funcionales de proteinas hidrolizadas (5, 10 y 15% grados
de hidrdlisis) provenientes del musculo del salmon del Atlantico (Salmo salar) con las
proteasas alcalinas Alcalasa 2.4L, Flavourzyme 1000L, Corolasa PN-L y Corolasa
7089, o con proteasas digestivas enddgenas. Las condiciones de reaccion fueron
controladas a pH 7.5, 40°C y un contenido de proteina del 7.5%. Las proteasas se
inactivaron mediante calor, el material insoluble y que no fue hidrolizado se separ6
mediante centrifugacion, y las fracciones de proteina soluble se recuperaron y
liofilizaron. El contenido de proteina de los hidrolizados se encontré entre 77.7 hasta
88.4%, y el contenido de lipidos fue muy bajo. La recuperacion de nitrégeno fue del
40.6 al 79.9%. El indice de solubilidad de nitrégeno fue comparable al de la albumina
de huevo y varié del 92.4 al 99.7%. La solubilidad fue alta en un amplio intervalo de
pH. La capacidad emulsificante de los hidrolizados de proteina de pescado se
encontro en el intervalo de 75-299 ml de aceite emulsificado por 200 mg de proteina,
y algunos fueron mejores que el concentrado de proteina de soya (180 ml de aceite
emulsificado por 200 mg de proteina), pero la albumina de huevo tuvo la mayor

capacidad emulsificante (417 ml de aceite emulsificado por 200mg de proteina). La



estabilidad de emulsificacion para los hidrolizados de proteina de pescado (50-70%)
fue similar a, o menor que, la de albumina de huevo (73%) o el concentrado de
proteina de soya (68%). La absorcion de grasa fue mayor para los hidrolizados de
proteina de pescado (3.22-5.90 ml de aceite/g de proteina) con grados de hidrdlisis
del 5y 10% que para los hidrolizados del 15%, y todos tuvieron mayor absorciéon de
grasa que la albumina de huevo (2.36 ml de aceite/g de proteina) o que el
concentrado de proteina de soya (2.90 ml de aceite/g de proteina).

Gilmartin y Jervis (2002), produjeron hidrolizados del musculo de bacalao (Gadus
morhua), y determinaron la influencia de combinaciones de preparaciones de
enzimas comerciales sobre el rango de tamano del péptido hidrolizado, las cuales
fueron determinadas usando sustratos fluorogénicos. Se us6 alcalasa en
combinacion con preparaciones de otras enzimas comerciales (Neutrasa, Protamex,
concentrado de proteasa alcalina, bromelaina, papaina, Corolasa 7089, Concentrado
Il de Validasa TSP y Validasa FP 60) para producir los hidrolizados del musculo de
bacalao. Cada hidrolizado del musculo fue caracterizado con respecto al porcentaje
del grado de hidrélisis (GH%), rango del peso molecular de los péptidos y el
contenido de aminoacidos libres. Las preparaciones de enzimas que contenian
predominantemente actividades proteasa o endopeptidasa alcanzaron elevados
grados de hidrdlisis y produjeron cantidades significativas de péptidos con un peso
molecular menor que 3000. La alcalasa combinada con preparaciones ricas en
exopeptidasa produjeron hidrolizados ricos en péptidos de bajo peso molecular. Se
encontré que seleccionando las preparaciones de enzimas con perfiles de actividad
complementarios, puede manipularse el perfil del peso molecular de los péptidos de

los hidrolizados.



Aspmo et al. (2005), llevaron a cabo estudios sobre la solubilizacion de visceras de
bacalao (Gadus mohua). Las visceras fueron hidrolizadas mediante enzimas
enddgenas o en combinacion con una de siete diferentes preparaciones comerciales
de proteasas (Alcalasa 2.4L, Neutrasa 0.8L, Protamex, Papaina, Bomelaina,
Actinidina y una mezcla de proteasas de plantas). Las reacciones de hidrdlisis fueron
llevadas a cabo con visceras recién descongeladas utilizando un gradiente inicial de
temperatura y terminando a diferentes tiempos mediante inactivacion por calor de las
enzimas. Los hidrolizados fueron caracterizados con respecto a la materia seca
soluble, turbidez, concentracion de grupos a-amino y distribucion del peso molecular
de los péptidos. La Alcalasa y la Papaina dieron los resultados mayores de materia
seca solubilizada, alcanzando hasta un 95% para los hidrolizados con altas
concentraciones de Alcalasa. También se encontré que con la actividad de las
enzimas endégenas fue suficiente para obtener un rendimiento de solubilizacion de
mas del 75% (en términos de materia seca solubilizada). Con éstos resultados se
tiene que el rendimiento extra logrado mediante la adicion de proteasas comerciales

es limitado y no siempre es econdmicamente benéfico.

1.3 Estudios en subproducto del procesamiento de sardina
Garcia-Sanchez y Marquez-Rocha (informacion no publicada) realizaron estudios en
subproducto del procesamiento de sardina en los que evaluaron la recuperacion de
proteina y de actividad proteolitica a pH acido y pH alcalino. La preparacion del
extracto crudo consistio en la trituracion del subproducto, su homogenizacion, ajuste
de pH (acido y alcalino) y centrifugaciéon para descartar el material no soluble. Los

resultados mostraron que a pH alcalino (11.5) se logra la mayor recuperacion de



proteina soluble y que en extractos de visceras ajustados a este mismo pH se

recupera la mayor cantidad de proteina con actividad proteolitica.
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lll. OBJETIVOS

lll.1 Objetivo general
Obtencion de hidrolizados de subproductos de sardina mediante hidrdlisis con

enzimas purificadas de visceras de sardina.

lll.2 Objetivos especificos
1. Recuperacion y purificacion de proteasas y lipasas a partir de subproducto del
procesamiento de sardina.
2. Obtencion y caracterizacion de hidrolizados de subproducto de sardina

catalizados por las enzimas proteasas purificadas.

lll.3 Alcance del trabajo:
La investigacion realizada en éste trabajo, presenta resultados obtenidos a nivel
laboratorio, el cual es la base para el disefio de un proceso a nivel planta piloto y

un posterior escalamiento a nivel industrial.



MATERIALES
Y METODOS



IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Establecimiento del proceso utilizado para la purificacion y
caracterizacion de enzimas de subproducto de pescado.

El procedimiento desarrollado se presenta en la Figura 5.

IV.1.1 Organismo utilizado
Se utilizaron anchovetas Engraulis mordax, las cuales fueron obtenidas de un
encierro rectangular flotante en el Muelle de Ensenada (Ensenada, México) el 10 de
octubre de 2005. Las anchovetas fueron trasladadas vivas hasta CICESE en cubetas
con bolsas que contenian agua de mar. Los organismos tuvieron una longitud

promedio de 10.4 cm y un peso promedio de 5.94 g.

IV.1.2 Preparacion del extracto crudo
Los ejemplares vivos de anchoveta fueron sacrificados y las visceras obtenidas
individualmente (se extrajeron el intestino completo, ciegos pildricos, estbmago vy
pancreas), se almacenaron en bolsas de polietleno a -70 °C, hasta su
procesamiento. Se homogenizaron de visceras en agua destilada fria en una relacién
1:50 (visceras:agua). Primeramente se trituraron en una licuadora RIVAL® durante 3
min haciendo pausas de 5 min en los que la soluciéon permanecia a 0 °C cada vez
que se completd 1 min de licuado. Posteriormente se utilizé un homogenizador
PRO250° siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Enseguida se ajusto el

pH a 11.5 con NaOH 0.2 N con agitaciéon constante y en un bafio de hielo. A



continuacion se centrifugdé a 20,000 x g durante 20 min a 2 °C. El sobrenadante fue

considerado el extracto crudo.

Trituracion del
subproducto

|

Homogenizacion

v

Ajuste a
pH 11.5

|

Centrifugacion

'

Proteina Extracto crudo Lipidos
insoluble

AjusteapH 7.0

v

Concentracién de
proteina con acetona

v

Purificacion de enzimas proteoliticas
(tripsina y quimiotripsina)

—

Anchoveta: Subprd. proc. sardina (visceras
- Crom. excl. molecular y fluidos corporales):
- Crom. excl. molecular
- Crom intercambio iénico

Figura 5. Estrategia experimental utilizada para la recuperacion de proteina vy
purificacion de enzimas proteoliticas tanto para las procedentes de visceras de
anchoveta Engraulis mordax como para las de subproducto del procesamiento de

sardina.



IV.1.3 Precipitacion de proteina
IV.1.3.1 Precipitacion con sulfato de amonio

Este método se realizé de acuerdo a la metodologia indicada en Rosenberg (1996)
con las siguientes modificaciones: primeramente se ajusté a pH 7.0 con HCI 0.1 N
una alicuota de extracto crudo conservando la temperatura lo mas baja posible con
un bano de hielo. Posteriormente se mezclé con la cantidad adecuada de sulfato de
amonio segun el porcentaje de saturacion requerido. Se realizaron dos cortes: 0-80%
y 80-90%. La solucién se equilibré durante 4 h, después se centrifugd a 20,000 x g
durante 20 min a 4 °C. Posteriormente se decantd el sobrenadante y el precipitado
se redisolvid en una minima cantidad de agua desionizada fria. Se determinaron
proteina soluble y actividad proteolitica tanto del precipitado redisuelto como del
sobrenadante.

La cantidad de sulfato de amonio a adicionar a 1 L de extracto crudo para dar la

saturacion deseada se determiné a partir de la siguiente ecuacion:

533%(S, - 5))
€7 100-(0.3x5,)

en donde S1 es la concentracion inicial, y S, es la concentracion final. Esta ecuacion

considera el incremento en el volumen dado por la adicién de sal.

IV.1.3.2 Precipitacion con acetona
Este método se realizé de acuerdo a la metodologia indicada en Rosenberg (1996)

con las siguientes modificaciones: se ajusté a pH 7.0 con HCI 0.1 N una alicuota de



extracto crudo. Enseguida se mezcld con la cantidad adecuada de acetona segun el
corte a realizar (0-50% y 50-70%). A continuacion se incubd la mezcla a -20 °C
durante 15 min. El material precipitado se recolecté mediante centrifugacion en un
rotor preenfriado a 4 °C a 6,000 x g durante 20 min. Se decanto el sobrenadante y el
precipitado se redisolvi6 en una minima cantidad de agua desionizada fria. Se
determinaron proteina soluble y actividad proteolitica tanto del precipitado redisuelto
como del sobrenadante.

La féormula utilizada para calcular el volumen de acetona necesario es:

1,000 (y — x) i (2)

Volumen a agregar al L paratomar % desde x hastay = 100
-y

IV.1.3.3 Precipitacion con TCA-acetona
Se ajustd una alicuota de extracto crudo a pH 7.0 con HCI 0.1 N. Posteriormente se
mezclaron TCA (acido tricloroacético) al 10% en acetona (frio) con el extracto crudo
en una proporcidon 3:1. Se mezclé con vortex y se incubd a -20 °C durante 12 h.
Enseguida se centrifugd a 15,000 x g durante 10 min, se descarto el sobrenadante y
se agrego acetona fria en una proporcion 1:1 (acetona:extracto crudo). Se mezclé
con vortex y se incub6 a -20 °C durante 30 min. A continuacion se centrifugd a
15,000 x g durante 10 min, se descart6 el sobrenadante y se permitié que los
precipitados se secaran al aire. El precipitado se redisolvié en una minima cantidad

de agua desionizada fria. Se determinaron proteina soluble y actividad proteolitica

del precipitado redisuelto y del sobrenadante.



IV.1.3.4 Precipitacion con metanol-cloroformo
Este método se realizé de acuerdo a la metodologia indicada en Rosenberg (1996)
con las siguientes modificaciones: se agregaron 0.4 ml de metanol a 0.485 ml de
extracto crudo previamente ajustado a pH 7.0 con HCI 0.1 N. se mezclé con vortex y
se centrifugd a 12,000 x g durante 10 s a 4 °C. Enseguida se agregaron 0.1 ml de
cloroformo, se mezclé con vortex y se centrifugd a 12,000 x g durante 10 s a 4 °C. A
continuacion se agregaron 0.3 ml de agua destilada fria, se mezclé con vortex y se
centrifugd a 12,000 x g durante 1 min a 4 °C. Enseguida se adicionaron 0.3 ml de
metanol a la fase inferior (fase de cloroformo). Se mezclé y centrifugd a 13,000 x g
durante 4 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado se redisolvié en
un volumen minimo de agua desionizada fria. Se determind proteina soluble y

actividad proteolitica del precipitado redisuelto asi como del sobrenadante.

IV.1.4 Procedimiento de purificacion de enzimas proteoliticas de visceras de
anchoveta

Se mezclaron 60 ml extracto crudo previamente ajustados a pH 7.0 con HCI 0.1 N.
Enseguida se mezclaron con 140 ml de acetona para realizar un corte de 0-70%. A
continuacion se incubd la mezcla a -20 °C durante 15 min. El material precipitado se
recolecté mediante centrifugacion en un rotor preenfriado a 4 °C a 6,000 x g durante
20 min (Rosenberg, 1996). Se decanto6 el sobrenadante y el precipitado se redisolvid
en 3.5 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, NaCl 0.5 M frio (Castillo-Yanez et al., 2005). El
precipitado redisuelto (0.3 ml) se pas6é por una columna de cromatografia de

exclusion por tamafo de 1 x 20 cm que contenia Sephadex G-75. Se utilizd Tris-HCI



50 mM, pH 7.5, NaCl 0.5 M como fase movil a una velocidad de flujo de 0.25 ml/ min,

se colectaron 30 fracciones de 1.5 ml cada una.

IV.2 Purificacion de enzimas de subproducto del procesamiento de sardina
IV.2.1 Obtencion de la materia prima
Todas las muestras de subproducto de procesamiento de sardina fueron
proporcionadas por Productos Marinos ABC S.A. de C.V. (Ensenada, México) el 19
de octubre de 2005. Las muestras fueron entregadas congeladas en bolsas de
polietileno. El subproducto fue colocado entre capas de hielo y trasladado hasta el
laboratorio de CICESE en Ensenada en donde se conservé a -20 °C hasta su

utilizacion.

IV.2.2 Preparacion de extractos crudos de visceras y fluidos corporales y
de cabeza, cola y visceras
La preparacion de los extractos crudos se llevd a cabo segun Garcia-Sanchez vy

Marquez-Rocha (informacion no publicada), con modificaciones.

IV.2.2.1 Visceras y fluidos corporales
Una vez que se descongelé una muestra de visceras estas fueron cortadas con una
licuadora RIVAL® hasta lograr una consistencia uniforme. Enseguida se pesé una
cantidad de subproducto, se agregé agua destilada en una relacion 1:1 y se
homogenizé el material en un homogenizador PRO250® durante 5 min utilizando un
bafio de hielo. Enseguida se ajusté el pH a 11.5 con NaOH 0.2 N con agitacion

constante y en un bafio de hielo a 4 °C. Posteriormente se centrifugd a 15,000 x g



durante 45 min a 4 °C. Al término se descartd la fase lipidica y se recupero el

sobrenadante el cual fue considerado el extracto crudo.

IV.2.2.2 Cabeza, cola y visceras
Primeramente se descongelaron (a 4 °C) 2 kg de subproducto los cuales fueron
eviscerados y pesados por separado 1) las cabezas y colas, 2) las visceras y 3) la
sangre Yy fluidos corporales con la finalidad de conocer la proporcidén de cada uno de
ellos. Enseguida el material fue cortado con una licuadora RIVAL® hasta lograr una
consistencia homogénea. Posteriormente se pesé una muestra de subproducto
licuado y se agregé agua destilada en una relacion 1:2 (subproducto:agua).
Enseguida se homogenizé el material en un homogenizador PRO250® durante 5 min
utilizando un bafio de hielo. Se ajusté el pH a 11.5 con NaOH 0.2N con agitacion
constante y en un barfio de hielo a 4 °C. Posteriormente se centrifugd a 15,557 x g
durante 50 min a 4 °C. Al término se descartd la fase lipidica y se recupero el

sobrenadante el cual fue considerado el extracto crudo.

IV.2.3 Procedimiento de purificacion de enzimas proteoliticas de
subproducto del procesamiento de sardina (visceras y fluidos
corporales)

Se mezclaron 90 ml de extracto crudo de visceras y fluidos corporales previamente
ajustados a pH 7.0 con HCI 0.2 N. Enseguida se mezclaron con 210 ml de acetona
para realizar un corte de 0-70%. A continuaciéon se incubd la mezcla a -20 °C

durante 15 min. El material precipitado se recolect6 mediante centrifugacion en un



rotor preenfriado a 4 °C a 6,000 x g durante 20 min. Se decanto el sobrenadante y el
precipitado se redisolvié en una minima cantidad de solucién amortiguadora A (Tris-
HCI 50 mM, pH 7.5, NaCl 0.5 M) y se deposité 1 ml de precipitado redisuelto en una
columna de exclusion molecular de 1 x 3 cm con Sephadex G-75, se usé la solucidn
amortiguadora A como fase mdévil a una velocidad de flujo de 0.25 ml/min y se
colectaron 5 fracciones de 1 ml cada una (Castillo-Yanez et al., 2005). Las fracciones
obtenidas fueron concentradas con acetona agregando nueve volumenes de acetona
enfriada a -20 °C a la solucién proteica e inmediatamente después de mezclar se
incub6 a -20 °C durante 20 min. La proteina precipitada se colectd mediante
centrifugacion a 12,000 x g, 5 min, 4 °C (Rosenberg, 1996). El precipitado se
redisolviéo en un minimo volumen de solucion amortiguadora A y se depositd en una
columna de intercambio iénico de 1 x 7 cm con DEAE-celulosa equilibrada con
solucion amortiguadora Tris-HCI 20 mM, pH 7.5. La proteina que no fue absorbida se
lavé con solucion amortiguadora, y la columna fue eluida con un gradiente lineal de
10 ml de NaCl desde 0 hasta 0.3 M a una velocidad de flujo de 0.25 ml/min y se
colectaron 30 fracciones de 1.5 ml cada una (Castillo-Yafez et al., 2005). Las
fracciones 3, 4 que mostraron mayor actividad quimiotripsina y 28 que mostré mayor
actividad tripsina fueron concentradas con acetona agregando nueve volumenes de
acetona enfriada a -20 °C a la solucion proteica e inmediatamente después de
mezclar se incub6é a -20 °C durante 20 min. La proteina precipitada se colectd
mediante centrifugacion a 12,000 x g, 5 min, 4 °C (Rosenberg, 1996). El precipitado

se redisolvio en una cantidad minima de solucion amortiguadora A.



Debido a los resultados de rendimiento obtenidos en la purificacion de enzimas
proteoliticas tanto en anchoveta como en sardina, se optd por preparar dos grupos
de extractos de subproducto del procesamiento de sardina: 1) visceras y fluidos
corporales y 2) cabeza, cola y visceras, concentrar la proteina soluble presente en
los extractos utilizando acetona y hacer la caracterizacidén parcial enzimatica de los
extractos en cada paso de su preparacion (sin llevar a cabo ningun tipo de
cromatografia) (véanse las secciones V.1.2 y V.3) de acuerdo a la estrategia

experimental presentada en la Figura 6.

Subproducto procesamiento sardina

| Cabeza. cola. visceras | Visceras v fluidos corporales |
l A 4
| Extracto crudo. oH 11.5 | Extracto crudo. nH 11.5 |
A4 \ 4
Caracterizacion enzimatica Caracterizacion enzimatica
Concentracién de proteina Concentracién de proteina
con acetona con acetona
Caracterizacion enzimatica Caracterizacion enzimatica
Liofilizacion Liofilizacion

Figura 6. Estrategia experimental para la obtencién de concentrados de enzimas
proteoliticas procedentes del subproducto del procesamiento de sardina para ser
utilizados en la preparacion de hidrolizados de subproducto del procesamiento de
sardina.



IV.3 Caracterizacion enzimatica parcial
IV.3.1 Cuantificacion de actividad proteolitica
La actividad proteolitica se evalué acuerdo a Gonzalez-Agraz (2000) con las
siguientes modificaciones: las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C utilizando 0.5 ml
de azocaseina al 1% como sustrato en 0.5 ml de Tris-HCI, pH 7.5 y una alicuota de
muestra convenientemente diluida. La reaccion inicidé con la adicion de muestra y se
detuvo 10 min después mediante la adiciéon de 0.5 ml de acido tricloroacético (TCA)
al 10% e inmediatamente después se incub6 a 0 °C durante 10 min. La mezcla de
reaccion se centrifugd en tubos Eppendorf durante 5 min a 10,000 x g. Se separé el
sobrenadante del sustrato que no fue digerido y se midié la absorbancia a 366 nm. El
control negativo fue preparado adicionando TCA antes de agregar la alicuota de
extracto crudo. La actividad proteolitica se expres6 como un cambio de absorbancia

(1 AAbs) a 366 nm por min en el extracto crudo bajo las condiciones del ensayo

usando un espectrofotémetro HACH®, mediante la ecuacion (3).

U ) (AAb%n in)(Vol. final de reaccién) 3)

mg de proteina - (mg de proteina)

IV.3.2 Tripsina
La actividad tripsina fue evaluada de acuerdo a Castillo-Yafnez et al., (2005) con las
siguientes modificaciones: para la evaluacion se mezclaron directamente en una
celda de cuarzo una alicuota de muestra convenientemente diluida con 0.1 ml de

Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, 0.1 ml de CaCl; 0.2 M, una alicuota de BAPNA 0.02 M en



dimetil sulfoxido (DMSO) de acuerdo a la dilucion de la muestra, y se ajusté a un
volumen final de reaccién de 1 ml con agua destilada. Las reacciones se llevaron a
cabo a 30 °C. Se definié 1 unidad de actividad como la produccion de 1 umol/min de
p-nitroanilida, la cual se midi6 mediante el monitoreo del incremento en AbSa1o nm
cada 5 s durante 1 min en un espectrofotémetro HACH®. Las unidades por miligramo
de proteina (U/mg de proteina) de hidrélisis de BAPNA fueron calculadas con la

ecuacion (4).

U (Mb%nin)(l,ooo) (Vol. final de reaccion)

= 4
mg de proteina (8,800) (mg de proteina) (4)

en donde 8,800 corresponde al coeficiente de extincion molar de la p-nitroanilida en

unidades de M.cm™.

IV.3.3 Quimiotripsina
La actividad quimiotripsina fue evaluada de acuerdo a Castillo-Yafnez et al., (2005)
con las siguientes modificaciones: se mezclaron en una celda de cuarzo una alicuota
de muestra convenientemente diluida con 0.1 ml de Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, 0.1 ml de
CaCl; 0.2 M, una alicuota de SAPNA 0.001 M en DMSO de acuerdo a la diluciéon de
la muestra, y se ajusté a un volumen final de reaccién de 1 ml con agua destilada.
Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C. Se definié 1 unidad de actividad como la
produccion de 1 umol/min de p-nitroanilida, la cual se midi6 mediante el monitoreo

del incremento en Abs41onm cada 5 s durante 1 min en un espectrofotémetro HACH®.



Las unidades por miligramo de proteina (U/mg de proteina) de hidrdlisis de SAPNA

fueron calculadas con la ecuacion (4).

IV.3.4 Aminopeptidasa
La actividad aminopeptidasa se midié de acuerdo a Donovan et al., (2004) con las
siguientes modificaciones: en una celda de cuarzo se mezclaron una alicuota de
muestra convenientemente diluida con 0.1 ml de Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, un volumen
adecuado de Ala-p-nitroanilida 0.02 M en Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, 30 °C segun la
dilucion de la muestra y se ajusté un volumen final de reaccion de 1 ml con agua
destilada. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C. Se defini6 1 unidad de
actividad como la produccion de 1 umol/min de p-nitroanilida, la cual se midi6
mediante el monitoreo del incremento en Abssip nm cada 5 s durante 1 min en un
espectrofotémetro HACH®. Las unidades por miligramo de proteina (U/mg de

proteina) de hidrdlisis de Ala-p-nitroanilida fueron calculadas con la ecuacion (4).

IV.3.5 Pepsina
La actividad pepsina se evalué de acuerdo a Donovan et al.,, (2004) con las
siguientes modificaciones: en microtubos Eppendorf de 1.5 ml se mezclaron 0.5 ml
de hemoglobina al 0.5 % en HCI 0.06 M, pH 2.0 y 0.015 ml de muestra a 30 °C. La
reaccion inicio con la adicion de la muestra y se detuvo 30 min después mediante la
adicion de 0.5 ml de TCA al 10% e inmediatamente después se incub6é a 0 °C
durante 10 min. La mezcla de reaccion se centrifugd durante 10 min a 4,500 x g. Se

separo el sobrenadante del sustrato que no fue digerido y se midi6 la absorbancia a



280 nm. El control negativo fue preparado adicionando TCA antes de agregar la
muestra. Se definié 1 unidad de actividad como la produccion de 1 umol/min de

tirosina en un espectrofotémetro HACH®, la cual se midié con la siguiente ecuacion:

U (AAb / ) 1,000) (Vol. final de reaccion)
mg de protez’na (1,449.6) (mg de proteina)

en donde 1,449.6 corresponde al coeficiente de extincion molar de tirosina en

unidades de M™".cm™.

IV.3.6 Carboxipeptidasa A
La actividad carboxipeptidasa A se midié de acuerdo a Gonzalez-Agraz (2004) con
las siguientes modificaciones: en una celda de cuarzo se mezclaron 0.89 ml de agua
destilada, 0.1 ml de hippuril-L-phe 0.001 M en Tris-HCI 0.025 M, pH 7.5, 30 °C, NaCl
0.1 M y 0.01 ml de solucién proteica en NaCl 1.0 M. Las reacciones se llevaron a
cabo a 30 °C. Se definié 1 unidad de actividad como la produccién de 1 umol/min de
acido hipurico, la cual se midié mediante el monitoreo del incremento en AbSzs54 nm
cada 5 s durante 1 min en un espectrofotémetro HACH®. Las unidades por miligramo
de proteina (U/mg de proteina) de hidrdlisis de hippuril-L-phe fueron calculadas con

la siguiente ecuacion:

U (AAb / ) 1 000 Vol final de reacczon)

mg de protez’na (360) (mg de proteina)



en donde 360 corresponde al coeficiente de extincidon molar del acido hipurico en

unidades de M™".cm™.

IV.3.7 Carboxipeptidasa B
La actividad carboxipeptidasa B se evalu6 de acuerdo a Gonzalez-Agraz (2004) con
las siguientes modificaciones: en una celda de cuarzo se mezclaron 0.75 ml de agua
destilada, 0.25 ml de hippuril-L-arg 0.001 M en Tris-HCI 0.025 M, pH 7.5, 30 °C, NaCl
0.5 My 0.007 ml de solucion proteica. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C. Se
definié 1 unidad de actividad como la produccion de 1 umol/min de acido hipurico, la
cual se midié6 mediante el monitoreo del incremento en Abszss nm cada 5 s durante 1
min en un espectrofotémetro HACH®. Las unidades por miligramo de proteina (U/mg

de proteina) de hidrdlisis de hippuril-L-arg fueron calculadas con la ecuacion (6).

IV.3.8 Colagenasa
La actividad colagenasa se determiné cualitativamente. El sustrato se prepar6 de la
siguiente forma: en un recipiente Pyrex® se calentaron a 95 °C 360 ml de agua
destilada a los que se agregaron 7.2 g de grenetina Knox® con temperatura y
agitacion constantes hasta que la grenetina se disolvié completamente. Enseguida se
vertieron 15 ml de la solucién de grenetina en vasos de poliestireno con capacidad
de 30 ml, se dej6é enfriar a temperatura ambiente hasta que se observd una
consistencia firme. Para la realizacion del ensayo se depositaron 0.03 ml de muestra

en la superficie del sustrato, se hicieron observaciones cada 30 min hasta completar



180 min. El blanco consistié en agregar agua destilada en lugar de muestra. El
ensayo se tomd como positivo al observar la formacion de una cavidad en el sustrato

en el lugar en donde se deposito la muestra.

IV.3.9 Lipasa
La actividad lipasa se determind de acuerdo a Yang et al., (2002) con las siguientes
modificaciones: en microtubos Eppendorf de 1.5 ml se mezclaron 0.48 ml de p-
nitrofenil acetato 0.0005 M en Tritdn X-100 al 0.5% en fosfato de potasio 0.025 M, pH
7.0, 37 °C con 0.02 ml de solucién proteica convenientemente diluida segun fue
necesario. La reaccién inicié con la adicién de la solucion proteica y se detuvo 60 min
después mediante la adicién de 0.5 ml de 1-propanol e inmediatamente se midio la
absorbancia a 405 nm. El blanco fue preparado adicionando 1-propanol antes de
agregar la solucion proteica. La actividad lipasa se expresé como la produccion de 1

umol/min de p-nitrofenol a 405 nm bajo las condiciones del ensayo usando un

espectrofotdémetro HACH®, mediante la siguiente ecuacion:

U (Mb%nin)(l,ooo) (VOZ . final de reaccz’én)

_ 7
mg de proteina (17,800) (mg de proteina) 7

en donde 17,800 corresponde al coeficiente de extincion molar del p-nitrofenol en

unidades de M™.cm™.



IV.4 Produccion de hidrolizados de subproducto del procesamiento de
sardina
La estrategia experimental seguida para la produccién de hidrolizados se muestra en

la Figura 7.

Extracto crudo de cabeza, cola y visceras
(pH 11.5)

l/ Enzima

Reaccion enzimatica

l

Inactivacion mediante
calentamiento

l

Enfriamiento hasta
temperatura ambiente

\ 4
Centrifugacion

A\ 4

Recuperacion del
sobrenadante

Figura 7. Proceso de hidrdlisis enzimatica para la produccién de hidrolizados
proteicos de subproducto del procesamiento de sardina.

IV.4.1 Preparacion del sustrato

El sustrato fue preparado de la forma descrita en la seccion IV.2.2.2.



IV.4.2 Hidrélisis enzimatica
La hidrdlisis enzimatica del subproducto del procesamiento de sardina se llevd a
cabo usando alcalasa, concentrado enzimatico de visceras y fluidos corporales y
concentrado enzimatico de cabeza, cola y visceras. Las enzimas se agregaron con
base en la cantidad de proteina presente en el sustrato, utilizando una relacion
enzima/sustrato del 25% (p/p), esto es, por cada 100 mg de proteina presentes en el
sustrato se agregaron 25 mg de enzima. Las enzimas endogenas contenidas en el
sustrato fueron usadas activamente durante todas las hidrdlisis. Las reacciones se
llevaron a cabo por triplicado en tubos de 2 ml para centrifuga marca Eppendorf® a
una temperatura de 30 °C (la misma temperatura a la que se hicieron los ensayos de
actividad enzimatica) en un volumen de reaccion de 1 ml durante 312 min con
agitacion manual ocasional. Transcurrido éste tiempo se detuvieron las reacciones
transfiriendo los tubos a un bafio a 95 °C durante 15 min. Posteriormente, se dejaron
enfriar hasta temperatura ambiente. Enseguida se centrifugd a 15,000 x g durante 15
min a 4 °C, se recuperod el sobrenadante (Kristinsson y Rasco, 2000, Gilmartin y
Jervis, 2002, Estrada-Corona, 2002 y Aspmo et al, 2005) y se separaron alicuotas
para caracterizacion molecular. Tanto el sobrenadante como las alicuotas se
almacenaron a -20 °C. Para determinar los grupos alfa-amino al tiempo cero (NHaz)
(véase 1V.4.3) se utilizaron tubos que fueron transferidos a un bafio a 95 °C durante

15 min inmediatamente después de agregar la enzima.



IV.4.3 Determinacion del grado de hidrélisis
El grado de hidrdlisis se determiné usando la técnica del acido trinitrobencensulfénico
(TNBS) de acuerdo a Adler-Nissen (1979) y Estrada-Corona (2002) de la siguiente
forma: se tomaron por triplicado alicuotas de 0.064 ml de muestra diluida 1:100 y se
depositaron en frascos ambar de 7 ml, enseguida se adicionaron 1 ml de solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 0.2 M, pH 8.2 y 0.5 ml de TNBS al 0.05% (fresco).
Las reacciones se llevaron a cabo en un bafo de agua a 50 °C durante 60 min
(protegiendo de la luz cubriendo el bafo de agua con papel aluminio). Se
establecieron como blanco los frascos a los que se les agregd agua destilada en
lugar de muestra. Transcurrido éste tiempo se detuvieron las reacciones al agregar 1
ml de HCI 0.1 N. Las mezclas de reaccion se dejaron enfriar hasta temperatura
ambiente durante 15 min envueltas en una bolsa negra (para aislar de la luz).
Posteriormente se leyd la absorbancia a 420 nm. El grado de hidrdlisis se calculo

mediante la siguiente ecuacion:

GH { grupos o — NH,, — grupos a — NH

2 ](100) (8)

gruposa — NH . — gruposa — NH,,
en donde GH = grado de hidrdlisis, grupos a-NH, ; = grupos a-amino en un tiempo
dado, grupos a-NH,: = grupos oa-amino al tiempo cero de la hidrdlisis, grupos

a-NH> max = grupos a-amino debidos a hidrdlisis acida total. Los grupos a-amino se

determinaron a partir de una curva estandar de L-leucina (véase Apéndice ).



La hidrdlisis acida total se llevo a cabo de acuerdo a Estrada-Corona (2002) por
triplicado, en un tubo Pyrex de 15 ml se depositaron 0.5 ml de extracto crudo
(sustrato) y se le adicionaron 4.5 ml de HCI 6 N, se desplazé el O, con N; e
inmediatamente se cerraron los tubos, la hidrdlisis se llevd a cabo durante 24 horas a
100 °C. La reaccion se detuvo agregando 4.5 ml de NaOH 6 N. La mezcla de
reaccion se filtré para eliminar las cenizas, enseguida se determinaron los grupos o-

amino de la forma descrita en la presente seccion.

IV.4.4 Cromatografia de exclusion molecular-HPLC / distribuciéon de pesos
moleculares

La distribucion de pesos moleculares de los hidrolizados obtenidos fueron
determinados mediante cromatografia de exclusion molecular acoplada a
cromatografia liquida de alta presion (HPLC, por sus siglas en inglés) usando una
columna ZORBAX Bio Series GF-250 (Agilent). La fase movil consistié en solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 0.018 M, pH 7.0 NaCl 0.13 M. La velocidad de
flujo fue 1 ml/min. La absorbancia se monitore6 a 210, 214, 220, 230 y 254 nm, se
utilizaron los valores a 254 nm y el tiempo de corrida fue de 15 min.

Se realiz6 una curva estandar de pesos moleculares de proteinas y péptidos
usando albumina de suero bovino (66,430 Da), cloroperoxidasa (42,000 Da), tripsina
tipo IX (23,800 Da), ribonucleasa A (13,700 Da) y Ala-p-nitroanilida (245.7 Da). Esto
produjo una correlacién casi lineal entre el tiempo de retencién y el In del peso

molecular de los péptidos (véase Apéndice II).



IV.5 Otros procedimientos analiticos
IV.5.1 Cuantificacion de proteina soluble
Se utilizé el método de Bradford (Rosenberg, 1996) para cuantificar la cantidad de
proteina soluble en cada paso realizado en el presente trabajo. Se uso6 albumina de

suero bovino (0.2 mg/ml) como estandar (véase Apéndice lII).

IV.5.2 Analisis proximal de los extractos de visceras y fluidos corporales
Con la finalidad de determinar la recuperacién de proteina soluble y la eliminacion de
lipidos lograda a través de la metodologia de preparacion de extractos descrita en el
presente trabajo se realizé un analisis proximal' de la materia prima (visceras y

fluidos corporales) asi como del extracto preparado.

IV.5.3 Liofilizacién
Los extractos concentrados con acetona fueron liofilizados utilizando un equipo
liofilizador marca Labconco®. Se colocaron aproximadamente 30 ml de material en
tubos Eppendorf de 50 ml cubiertos con Parafim® con pequefias perforaciones. El

procedimiento de liofilizacion se llevé a cabo durante 96 h.

IV.6 Analisis estadistico de los resultados
Para determinar diferencias significativas en los valores promedio de los
experimentos realizados por triplicado: caracterizacidn enzimatica parcial de los

concentrados de visceras y fluidos corporales y de cabeza, cola y visceras,

' El andlisis fue realizado por SALIP Laboratorio Industrial y de Control, S. de R. L. de C. V. Carretera
Ensenada-Tecate km 103, El Sauzal de Rodriguez, Ensenada, Baja California, 22760. Tel.: 174-67-63;
tel./fax: 174-60-35.



determinacion del grado de hidrdlisis y la distribucion de pesos moleculares; se uso
la prueba estadistica “t” de Student. El nivel de significancia fue determinado al 99%
de probabilidad. Para el procesamiento de los datos y andlisis estadistico se

utilizaron los programas de computadora Stats v1.1 y Microsoft EXCEL.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Establecimiento del proceso para la obtencién y caracterizacion de
enzimas
V.1.1 Evaluacion de las técnicas de precipitacion de proteina

El presente trabajo comenzd con la evaluacion de diferentes métodos de
concentracién de enzima, es importante destacarlo, puesto que en la mayor parte de
la literatura consultada se utiliza sulfato de amonio para concentrar proteina antes de
utilizar cualquier técnica cromatografica (Murakami y Noda, 1981, Noda y Murakami,
1981, Olivas-Burrola et al., 2001, Rivera-Santos, 2003, Castillo-Yanez et al., 2004 y
Castillo-Yafiez et al., 2005). Se ha reportado que las visceras de pescado son una
rica fuente de diferentes enzimas que pueden tener algunas propiedades uUnicas de
interés tanto para investigacion como para uso industrial (Olivas-Burrola et al., 2001).
Las siguientes caracteristicas fueron utilizadas para la descripcion de la actividad
enzimatica: (1) contenido proteico y (2) actividad proteolitica usando un sustrato
general para proteasas, azocaseina. Con respecto a la evaluacion de los métodos de
precipitacion utilizados, los parametros considerados fueron: (1) aumento de la
concentracion de proteina soluble y (2) aumento de la actividad proteolitica con
respecto al extracto crudo. Los resultados fueron los siguientes (Tabla 1): la
precipitacion con acetona y con TCA-acetona permiten obtener un mayor rendimiento
de actividad siendo de 24.53 y 8.37%, respectivamente. Sin embargo, la precipitacion
con TCA-acetona proporciona el menor rendimiento de proteina (1.99%) y uno de
los mayores factores de purificacion (4.11) junto con acetona (4.09). Esto

indica que la proteina precipitada con éste método corresponde en su



Tabla |. Resultados de los diferentes métodos de precipitacién utilizados para
concentrar enzimas proteoliticas de visceras de anchoveta (Engraulis mordax).

Actividad Act. prot.,  Factor Rend. de Rend. de

Proteina, proteolitica, U-mg de actividad,  proteina,
Método mg-g viscera' U-gviscera'  proteina’  purific. % %
Extracto 8.53 20.42 1.57 1 100 100
crudo
(NH,).S0O, 0.56 0.89 1.05 0.67 4.36 6.57
Acetona 0.51 5.01 6.42 4.09 24.53 5.99
TCA- 0.17 1.71 6.45 4.1 8.37 1.99
acetona
Metanol- 0.39 0.28 0.48 0.31 1.37 4.57
cloroformo

mayoria a proteina con actividad proteolitica. No obstante, debido a que éste método
proporciond muy bajo rendimiento de proteina se descartdé para continuar con el
siguiente paso de purificacidon. La precipitacion con sulfato de amonio dio el mayor
rendimiento de proteina (6.57%) pero el rendimiento de actividad es el segundo
menor (4.36%) y el factor de purificacién también es el segundo menor (0.67). Lo
anterior indica que la mayoria de la proteina precipitada no posee actividad
proteolitica lo cual elimind éste método para continuar con el siguiente paso de
purificacion. En la precipitacion con metanol-cloroformo se obtuvo un rendimiento de
proteina del 4.57% y el menor rendimiento de actividad (1.37%) de todos los
métodos utilizados, esto debido a que se precipitd muy poca proteina con actividad
proteolitica. Dadas las razones anteriores éste método también se descartdé para
continuar con el siguiente paso de purificacion. Finalmente, mediante la precipitacion
con acetona se alcanzé el segundo mejor rendimiento de proteina (5.99%) 0.58
veces menor que el mayor rendimiento de proteina obtenido con sulfato de amonio

(6.57). Ademas, el rendimiento de actividad fue tres veces mayor (24.53%) que el



segundo mejor (8.37%, con TCA-acetona) y el factor de purificacién fue de 4.09, un
valor muy cercano a 4.11 alcanzado con TCA acetona, los cuales fueron los
mayores.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Michail et al. (2006) quienes
purificaron parcialmente enzimas proteoliticas de cabezas de trucha (Salmo
gairdnerii) utilizando acetona, con lo que lograron un 99% de recuperacion de
proteina de interés comparado con las purificaciones parciales logradas con sulfato
de amonio.

Cabe destacar que el factor de purificacién logrado al precipitar con acetona es 3
veces mayor al reportado en trabajos en los que se precipita con sulfato de amonio
(Olivas-Burrola et al., 2001 y Castillo-Yanez et al., 2005).

Una caracteristica importante al precipitar proteina con acetona es que ésta es
completamente miscible en agua y que no reacciona con las proteinas. El TCA, por
su parte, puede provocar en algunos casos que las proteinas precipitadas sean

dificiles de redisolverse completamente (Rosenberg, 1999).

V.1.2 Purificacion de enzimas proteoliticas presentes en visceras de
anchoveta
Al purificar tripsina y quimiotripsina mediante cromatografia de exclusion molecular a
partir de visceras de anchoveta, se obtuvo un patron de elusion que formé un pico
integrado por las fracciones 7-13, siendo la fraccion 9 la que mostré6 mayor actividad
proteolitica total (Figura 8).
Las fracciones 10 y 13 (Tablas Il y lll) mostraron la mayor actividad tripsina y

quimiotripsina, en contraste con lo encontrado en el patron de elusién (Figura 8) que



indica que la fraccién 9 es la que tiene mayor actividad proteolitica, aunque ambas

fracciones (10 y 13) estan dentro del pico con mayor actividad.
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Figura 8. Actividad proteolitica de las fracciones obtenidas de la cromatografia de
exclusion molecular del extracto de visceras de anchoveta concentrado con acetona
(0-70%). Elusién con Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, NaCl 0.5 M. Una unidad de actividad
proteolitica se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1
pmol de grupos azo a partir de azocaseina por minuto bajo las condiciones de
ensayo.

Esto es razonable considerando que al utilizar azocaseina como sustrato se
miden solamente los grupos azo liberados mediante la hidrdlisis con diferentes
enzimas contenidas en el extracto y no otros enlaces que hayan sido hidrolizados
y que no estaban unidos a un grupo azo. Los resultados de actividad quimiotripsina
(7.59 y 8.69 U/mg de proteina para las fracciones 10 y 13, respectivamente) son
buenos tal como lo demuestran los factores de purificacion obtenidos (7.91 y 9.05,

respectivamente), sin embargo, los rendimientos de actividad son muy bajos (0.17%



y 0.38%, respectivamente), al igual que el rendimiento de proteina (0.13 para la

fraccion 10 y 0.04 para la fraccidon 13) (Tabla lll).

Tabla Il. Purificacion de enzimas proteoliticas de visceras de anchoveta Engraulis

mordax.

Actividad Actividad Rend. act. Factor Rend.

Proteina proteolitica, proteolitica, proteolitica, purific. proteina,

Fraccion mg-g visc’' U-g visc’ U-mg prot” % proteasas %
Extracto 5.51 14.55 2.64 100 1 100
crudo
Acetona 0.67 4.09 6.15 28.11 2.33 12.16
Exclusion
molecular
Fracc. 10 0.007 0.14 21.33 0.96 8.08 0.13
Fracc. 13 0.002 0.049 23.53 0.34 8.91 0.04

Tabla Ill. Caracterizacion parcial de enzimas proteoliticas de visceras de anchoveta

Engraulis mordax.

Tripsina Quimiotripsina
Rend. Factor Rend. Factor
Actividad, Actividad, de act., de Actividad, Actividad, de act. de

Fraccion |y.gvisc! Umgprot’ % purific. |U-gvisc"  Umgprot’ % purific.
Extracto |2.38 0.43 100 1 5.29 0.96 100 1
crudo
Acetona |0.29 0.44 12.18 1.02 3.09 4.95 58.41 4.84
Excl.
molec.
Fracc. 10 | 0.004 0.58 096 1.35 0.05 7.59 0.17 7.91
Fracc. 13 | 0.001 0.67 0.04 1.56 0.02 8.69 0.38 9.05

En las visceras de anchoveta se detectd el doble de actividad quimiotripsina que

tripsina (Tabla Ill). Estos resultados concuerdan con lo reportado para la sierra

tropical Scomberomorus concolor la cual mostré6 mayor actividad quimiotripsina que

tripsina (Olivas-Burrola et al., 2001).



V.1.3 Purificacion de enzimas proteoliticas presentes en subproducto del
procesamiento de sardina (visceras y fluidos corporales)

Mediante cromatografia de exclusion molecular se separaron las proteinas de
elevado peso molecular con poca actividad especifica tripsina y quimiotripsina de
aquellas proteinas con peso molecular pequefio y gran actividad especifica. En este
paso de purificacion se lograron los mejores resultados de actividades tripsina y
quimiotripsina (5.68 y 6.62 U/mg de proteina, respectivamente) (Tablas IV y V) e
incluso el factor de purificacion de tripsina y quimiotripsina fue elevado (12.63 y 7.44,
respectivamente) para esta etapa de purificacion, ya que se han reportado 1.7 U/mg
de proteina de actividad tripsina y un factor de purificacion de 1.3 en visceras de
sardina Monterrey (Castillo-Yanez et al., 2005) después de preparar el extracto,
concentrar con sulfato de amonio y realizar cromatografia de exclusion molecular.
Cabe mencionar que las cinco fracciones obtenidas fueron combinadas vy
concentradas con acetona y después se realizaron los ensayos de proteina y

actividades enzimaticas.

Tabla IV. Purificacion de enzimas proteoliticas de subproducto del procesamiento de
sardina (visceras y fluidos corporales).

Actividad Actividad Rend. act. Factor Rend.

Proteina, proteolitica, proteolitica, proteolitica,  purific. proteina,
Fraccion mg-g sub™ U-g sub™ U-mg prot'1 % proteasas %
Extracto 2.1 0.24 0.06 100 1 100
crudo
Acetona 0.20 0.07 0.14 29.17 1.27 9.48
Exclusion 0.02 0.004 0.27 1.67 2.45 0.95
molecular*
Intercambio  0.001 0.0003 0.24 0.125 2.18 0.05
I6nico*

*Después de concentrar con acetona.



Tabla V. Caracterizacion parcial de enzimas proteoliticas de subproducto del
procesamiento de sardina (visceras y fluidos corporales).

Tripsina Quimiotripsina
Rend. Factor Rend. Factor
Actividad, Actividad, de act.,, de Actividad, Actividad, de act.,, de
Fraccion | U-gsub”’  U-mgprot’ % purific. |U-gsub’  Umgprot’ % purific.
Extracto | 1.77 0.45 100 1 3.47 0.89 100 1
crudo
Acetona | 0.11 1.08 6.21 24 0.43 4.30 12.39 4.83
Excl. 0.02 5.68 1.13 12.63 |0.02 6.62 0.58 7.44
molec.*
Interc. N.D. N.D. - - 0.002 1.62 0.06 1.82
l6nico”

N.D. = No se detecto actividad enzimatica.
*Después de concentrar con acetona.

Sin embargo, el rendimiento de actividad tripsina y quimiotripsina asi como de
proteina fueron muy bajos (1.13%, 0.58% y 0.95%, respectivamente). Después de
concentrar con acetona, las fracciones obtenidas de la cromatografia de exclusion
molecular fueron separadas mediante cromatografia de intercambio i6nico (Figura 9)
la cual produjo 30 fracciones. En las fracciones 3 y 4 se detectd la mayor actividad
quimiotripsina y la fraccion 28 mostré la mayor actividad tripsina asi como actividad
proteolitica total durante la elusion basada en un gradiente lineal de NaCl
desde 0 hasta 0.3 M en solucion amortiguadora. Este patron de elusién de tripsina
concuerda con el reportado por Castillo-Yarnez et al. (2005) para visceras de sardina
Monterrey. En este paso no se logré aumentar el factor de purificacion de tripsina ni
quimiotripsina (Tabla 1V), por el contrario, el factor de purificacion de
quimiotripsina descendié desde 7.44 hasta 1.82, y no se logro recuperar
proteina con actividad tripsina, esto puede atribuirse a la minima cantidad de
proteina soluble obtenida en la fraccion 28 (la cual mostré6 mayor actividad tripsina)

que fue de 0.004 mg/ml antes de concentrar con acetona lo que no
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Figura 9. Cromatografia de intercambio i6nico. Solucion amortiguadora de Tris-HCI
20 mM, pH 7.5. Elusién con un gradiente lineal con un incremento en concentracion
de NaCl desde 0 hasta 0.3 M en solucion amortiguadora. Una unidad de actividad
proteolitica se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de
1umol de grupos azo a partir de azocaseina por minuto bajo las condiciones de
ensayo.

permitid su deteccion en los ensayos realizados posteriormente, mientras que la
concentraciéon de proteina de las fracciones 3 y 4 una vez combinadas fue de 0.323
mg/ml.

Tanto en anchoveta (Tabla Ill) como en sardina (Tabla V) predominé la actividad
quimiotripsina sobre tripsina destacando asi la importancia de la enzima
quimiotripsina en el proceso digestivo de éstos peces. Tal como se menciond
anteriormente, éste comportamiento ya se ha reportado para otras especies como la

sierra tropical (Olivas-Burrola et al, 2001).



Debido a los bajos rendimientos obtenidos de la purificacibn de enzimas
proteoliticas procedentes tanto de anchoveta como de sardina, discutidos
anteriormente, se opté por preparar dos grupos de extractos de subproducto del
procesamiento de sardina: 1) visceras y fluidos corporales y 2) cabeza, cola y
visceras; concentrar la proteina soluble presente en los extractos utilizando acetona
y hacer la caracterizacion parcial enzimatica de los extractos en cada paso de su
preparacion, esto con base en los resultados, los cuales muestran que concentrando
con acetona (sin llevar a cabo ningun tipo de cromatografia) se obtienen los mayores

rendimientos tanto de proteina como de actividad proteolitica (Figura 6).

V.2 Analisis proximal de los extractos de visceras y fluidos corporales

Con la finalidad de conocer la eficiencia de la metodologia de preparacion de
extractos en términos de recuperacion de proteina soluble y eliminacion de lipidos
utilizada en el presente trabajo, se realizé un analisis proximal del subproducto
visceras y fluidos corporales tanto del material sin procesar como de los extractos
preparados. El contenido de proteina cruda en la materia prima fue de 36.25% y en
el extracto crudo de 35.96%, esto es, una recuperacion del 99% de proteina. En
contenido de lipidos, se encontré un 29% en la materia prima y 2.80% en el extracto
crudo, logrando asi una remocion del 90% de lipidos (Tabla VI). Hay un aumento del
10% en el contenido de cenizas en el extracto crudo. Esto se atribuye al volumen de
NaOH que fue necesario agregar durante la preparacion del extracto crudo para
alcanzar un pH de 11.5. Kristinsson y Rasco, (2000) reportan un incremento en la
cantidad de cenizas en hidrolizados de salmoén del atlantico debido a la adicion de

CaClz, NaOH y HCI durante la preparacion del extracto.



Tabla VI. Resultados del analisis proximal realizado a la materia prima (visceras y
fluidos corporales) asi como al extracto crudo?.

Materia prima (visceras y

Analisis fluidos corporales), % Extracto crudo, % Método
Proteina cruda 36.25 35.96 Kjeldahl
Lipidos 28.97 2.80 Extracto etéreo

(NOM-086-SSA1-1994)
Cenizas 11.91 22.74 Gravimétrico

Estos resultados indican una alta eficiencia de la metodologia utilizada para la
preparacion de extractos crudos ya que, por un lado, la pérdida de proteina es
minima (1%) y, por otro, se eliminan el 90% de los lipidos. Esto es sumamente
importante ya que Kanner y Rosethal (1992) reportaron que la oxidacion de lipidos es
la principal causa del deterioro de la calidad de la proteina, y Matsushita et al. (1970)
probaron que la oxidacion de lipidos inhibe la actividad proteasa. Ademas, ésta
metodologia no implica el manejo de sustancias como CCl, (Castillo-Yanez et al.,

2005) que puede causar graves problemas a la salud (ATSDR, 2005).

V.3 Caracterizacion de enzimas proteoliticas y lipasa presentes en
subproducto del procesamiento de sardina (visceras y fluidos
corporales y cabeza, cola y visceras)

Los resultados obtenidos en ésta seccion, se compararon estadisticamente utilizando

una prueba “t” con una significancia del 99%. Se encontr6 que la actividad

proteolitica en visceras y fluidos corporales es significativamente mayor (p < 0.01) a

2 Analisis realizado por SALIP Laboratorio Industrial y de Control, S. de R. L. de C. V. Carretera
Ensenada-Tecate km 103, El Sauzal de Rodriguez, Ensenada, Baja California, 22760. Tel.: 174-67-63;
tel./fax: 174-60-35.



la de cabeza, cola y visceras, destacando la actividad quimiotripsina (67 U-mg
proteina™) (Tablas VIII y X) en el concentrado de visceras y fluidos corporales. En lo
que respecta a tripsina se tiene una actividad de 7.92 U-mg proteina™, cabe destacar
que el factor de purificacion logrado en éste paso es mayor al reportado en otros
trabajos (Castillo-Yanez et al., 2005) al purificar tripsina a partir de sardina Monterrey
precipitando con sulfato de amonio en lugar de acetona. No se encontraron
diferencias significativas (p < 0.01) en la actividad proteolitica después de liofilizar el
concentrado de visceras y fluidos corporales (Tabla VII), mientras que en el liofilizado
del concentrado de cabeza, cola y visceras si se encontraron diferencias
significativas (Tabla IX). Aunque hay una pérdida de proteina al liofilizar ambos
concentrados, los resultados sugieren que las proteinas que se pierden en el
concentrado de visceras y fluidos corporales no son enzimas proteoliticas, por lo que
en éste caso con la liofilizacién se logra una purificacion de éstas enzimas. Esto
destaca la alta resistencia de las enzimas proteoliticas. No asi las enzimas
lipasas, ya que hubo una disminucién en la actividad después de la liofilizacion. Los
resultados anteriores indican que entre mayor sea la cantidad de proteina de no
interés contenida en un extracto proteico (tal como es el caso del extracto de cabeza,
cola y visceras que contiene proteinas tanto de visceras como de musculo) aumenta

la pérdida de proteinas de interés a través de los pasos de purificacion.



Tabla VII. Purificacion parcial de proteasas y lipasas del subproducto del procesamiento de sardina (visceras y fluidos

corporales)?®.

Actividad Actividad Actividad Actividad Rend. act. Factor Factor Rend.
Proteina proteolitica,  proteolitica, lipasa, lipasa, proteolitica, purific. Rend. act.  purific. proteina,
Fracciéon mg-g sub™ U-mg prot” U-g sub™ U-mg prot” U-g sub™ % proteasas lipasa, % lipasas %
Extracto 6.15+0.492 2.86+0.35" 13.13+1.40% 0.025+0.001° 1.358+0.18% 100 1 100 1 100
crudo
Acetona 0.59+ 0.07°  6.77+0.312 2.95+0.37° 0.441+0.0322 0.459+0.02° 22.47 2.37 33.80 17.64 9.59
Liofilizado  0.01+ 0.001° 7.34+0.872 0.07+0.006° 0.174+0.02° 0.019+0.002°  0.53 2.57 1.40 6.96 0.16

Los promedios con diferente superindice en una misma columna son significativamente diferentes (p < 0.01) (a>b>c)

Tabla VIII. Caracterizacion parcial de enzimas proteoliticas del subproducto del procesamiento de sardina (visceras y

fluidos corporales)?.

Extracto crudo

Concentrado con acetona

Actividad, Actividad, Rendimiento  Factor de Actividad, Actividad Rendimiento Factor de

Enzima Umgprot’  U-gsub” de act., % purificacion | U-mg prot’  U-g sub™ deact, % purificacion
Tripsina 2.42+0.22° 13.13+1.74* 100 1 7.92+0.93° 2.03+0.17° 15.46 3.27
Quimiotripsina 21.57+1.55°  116.34+3.50° 100 1 67.00+4.52°  17.26+1.51° 14.84 3.1
Aminopeptidasa 0.12+0.01° 3.17+0.37% 100 1 5.77+0.59% 2.96+0.20° 93.37 48.08
Pepsina 0.09+0.006" 0.76+£0.10° 100 1 0.18+0.009°  0.15+0.01° 19.74 2.09
Carboxipeptidasa A 0.46+0.04 1.02+0.12 100 1 N.D. N.D. - -
Carboxipeptidasa B N.D. N.D. - - N.D. N.D. - -

“Los promedios con diferente superindice en un mismo renglon son significativamente diferentes (p < 0.01) (a>b). Una comparacion se realizo entre
U-mg prot” en el extracto crudo y el concentrado con acetona; y otra entre U-g sub™ en el extracto crudo y el concentrado con acetona.
N.D. = No se detecto actividad enzimatica



Tabla IX. Purificacion parcial de proteasas y lipasas del subproducto del procesamiento de sardina (cabeza, colay

visceras)?.
Actividad Actividad Actividad Actividad Rend. act. Factor Factor Rend.

Proteina, proteolitica, proteolitica, lipasa, lipasa, proteolitica purific. Rend. act.  puirific. proteina,
Fracciéon mg-g sub™ U-mg prot” U-g sub™ U-mg prot” U-g sub™ Y% proteasas lipasa, % lipasas %
Extracto 15.52+0.96° 0.15+0.017° 1.66+0.28% 0.01+0.0005° 1.016+0.1° 100 1 100 1 100
crudo
Acetona 1.14+0.09°  0.68+0.06° 0.54+0.07° 0.17+0.006°  0.224+0.006" 32.53 4.53 22.05 15.45 7.34
Liofilizado 0.04+0.004° 0.30+0.026°  0.02+0.002°  0.03+0.0027° 0.015+0.0008° 1.20 2 1.47 2.82 0.26

Los promedios con diferente superindice en una misma columna son significativamente diferentes (p < 0.01) (a>b>c)

Tabla X. Caracterizacién parcial de enzimas proteoliticas del subproducto del procesamiento de sardina (cabeza, cola y

visceras)?.
Extracto crudo Concentrado con acetona
Actividad, Actividad, Rendimiento  Factor de Actividad, Actividad, Rendimiento Factor de
Enzima U-mg prot” U-g sub™ de act., % purificacion U-mg prot’  U-g sub™ de act., % purificacién
Tripsina 0.77+0.06° 9.89+0.96a 100 1 0.36+0.02°  0.33+0.03° 3.34 0.46
Quimiotripsina 0.81%0.03" 10.481£0.25a 100 1 1.77£0.04°  1.64+0.22° 15.65 2.19
Aminopeptidasa 0.005+0.0005 0.63+0.05 100 1 N.D. N.D. - -
Pepsina 0.02+0.0013°  0.4+0.037a 100 1 0.05+0.002° 0.08+0.01° 20 2.8
Carboxipeptidasa A N.D. N.D. - - N.D. N.D. - -
Carboxipeptidasa B N.D. N.D. - - N.D. N.D. - -

Los promedios con diferente superindice en un mismo renglén son significativamente diferentes (p < 0.01) (a>b). Una comparacion se realizé entre
U-mg prot” en el extracto crudo y el concentrado con acetona; y otra entre U-g sub™ en el extracto crudo y el concentrado con acetona.
N.D. = No se detectd actividad enzimatica.



Tabla Xl. Resultados de actividades enzimaticas en concentrados de visceras y
fluidos corporales y de cabeza, cola y visceras de sardina®.

Actividad, U-mg proteina”
Conc. de visceras y fluidos Conc. de cabeza, cola 'y

Enzima(s) corporales visceras
Proteoliticas 6.77+0.31° 0.68+0.06"
Tripsina 7.92+0.93° 0.36+0.02°
Quimiotripsina 67.00+4.52° 1.77+0.04°
Aminopeptidasa 5.77+0.59 N.D.

Pepsina 0.178+0.009° 0.053+0.002"
Carboxipeptidasa A N.D. N.D.
Carboxipeptidasa B N.D. N.D.

Lipasas 0.441+0.032° 0.170+0.006"

N.D. = No se detecté actividad enzimatica.
@Los promedios con diferente superindice en un mismo renglon son significativamente diferentes
(p <0.01) (a>b).

La actividad aminopeptidasa se conservd después de concentrar con acetona el
extracto de visceras y fluidos corporales y se logré un factor de purificacion de 48, un
rendimiento de actividad del 93% y 5.77 U-mg proteina™, los cuales son resultados
muy notables. Sin embargo, al concentrar con acetona el extracto crudo de cabeza,
cola y visceras, se perdid la actividad aminopeptidasa (Tabla VIII). Se detecto
actividad carboxipeptidasa A en el extracto crudo de visceras y fluidos corporales, sin
embargo se perdid después de concentrar con acetona. No se detectd actividad
carboxipeptidasa A desde el extracto crudo de cabeza, cola y visceras (Tabla X).

Los resultados de la determinacion cualitativa de la actividad colagenasa fueron los
siguientes: después de 180 min de reaccion de la muestra con el sustrato, se formd
una cavidad unicamente en el lugar en el que se depositd la muestra. La cavidad
tuvo diferente profundidad, siendo mucho mayor en el concentrado de visceras y
fluidos corporales. No se observo formacion de cavidad en el blanco. Existen dos

tipos de colagenasas: las serina colagenasas y las metalo-colagenasas. Las



proteasas serina colagenasas han sido aisladas del hepatopancreas del cangrejo
violinista Uca pugilator (Eisen et al., 1973) y de los érganos internos (visceras) de la
macarela Scomber japonicus (Park et al., 2002), lo cual indica que la actividad
detectada cualitativamente se trata de una serina colagenasa ya que ésta enzima
interviene en la digestion del alimento, en este caso la grenetina, a diferencia de las
metalo-colagenasas, las cuales requieren Ca? para su estabilidad (en el ensayo aqui
realizado no se agregdé Ca®) y tienen como funcién la remodelacién de la matriz
extracelular, esto es, una funcion en la morfogénesis celular (Park et al., 2002).

El haber encontrado significativamente mayor actividad enzimatica alcalina
(tripsina, quimiotripsina, aminopeptidasa, carboxipeptidasa A y colagenasa) que
actividad enzimatica acida (pepsina) concuerda con informacion reportada por
Castillo-Yariez et al. (2004) en donde los resultados sobre actividad proteolitica en
visceras de sardina Monterrey mostraron que la actividad alcalina es mayor que la
actividad acida.

Es importante comentar los coeficientes de variacién obtenidos en los resultados.
Partiendo del criterio de que hay una buena reproducibilidad en los resultados
cuando el coeficiente de variacién es menor que 10%, y baja si éste es mayor que
15%, se tiene entonces que algunos de los resultados de actividad proteolitica
(tripsina, aminopeptidasa, pepsina y carboxipeptidasa A) en extracto crudo de
visceras y fluidos corporales (principalmente) tienen un coeficiente de variacion
mayor que 10% y menor que 15%, se hablaria entonces de una relativa buena
reproducibilidad. Esto tiene relacion directa con lo reportado por Horn (1998), quien
encontré que la actividad proteasa en los peces es sumamente influenciada por el

contenido de proteina presente en los alimentos ingeridos, proponiendo la siguiente



correlacion: a mayor nivel de proteina contenido en el alimento, mayor nivel de
secrecion de enzimas proteoliticas y mayor actividad. Esto sugiere que la actividad
enzimatica enddgena puede variar segun la calidad de las visceras (Aspmo et al.,

2005).

V.4 Produccion de hidrolizados de subproducto del procesamiento de sardina
V.4.1 Proceso catalitico de hidrodlisis enzimatica

Debido a la hidrdlisis proteica, las propiedades moleculares de los productos
cambian, tales como el decremento en el peso molecular, incremento en la carga y
exposicion de grupos hidrofobicos. Estos cambios moleculares afectan las
propiedades funcionales de los hidrolizados, las cuales pueden ser detectadas
mediante diferentes métodos analiticos tales como grado de hidrdlisis y distribucion
de pesos moleculares (Van der Ven, 2002). En la Tabla Xl se muestran los
resultados del grado de hidrolisis (GH) logrado utilizando tres preparaciones
enzimaticas en combinacién con las enzimas endoégenas contenidas en el sustrato.
Se logré un GH significativamente mayor usando el concentrado de visceras y fluidos
corporales (85%) siendo éste un 25% mayor al GH alcanzado con el concentrado de
cabeza, cola y visceras (62%), mientras que con alcalasa se obtuvo el menor GH
(28%).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kristinsson y Rasco (2002)
quienes lograron un GH del 5% usando alcalasa en una hidrdlisis enzimatica de
salmon del Atlantico por un tiempo de 180 min, E/S = 7.5% y 40 °C con la cual

obtuvieron la menor eficiencia en términos de GH, mientras que la mayor eficiencia la



lograron usando Corolasa 7089 (GH = 15%) y un extracto de enzimas enddgenas

(GH = 15%).

Tabla Xll. Grado de hidrdlisis del subproducto del procesamiento de sardina logrado
usando alcalasa y extractos concentrados de enzimas enddgenas en combinacion
con las enzimas enddgenas contenidas en el sustrato en una relacién E/S = 25% en
un tiempo de reaccion de 312 min a 30 °C®.

Preparacion enzimatica GH, %

Alcalasa 28+0.37°
Concentrado de visceras y fluidos corporales 85+1.02°
Concentrado de cabeza, cola y visceras 62+3.96"

“Promedios con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.01) (a>b>c).

El haber logrado grados de hidrdlisis significativamente mayores al utilizar el
concentrado de visceras y fluidos corporales que con el concentrado de cabeza, cola
y visceras puede atribuirse a los siguientes factores: 1) la actividad proteolitica total
en el concentrado de visceras y fluidos corporales es significativamente mayor a la
de cabeza, cola y visceras, y 2) el concentrado de visceras y fluidos corporales
posee actividad aminopeptidasa, mientras que en el concentrado de cabeza, cola y
visceras no se encontro tal actividad enzimatica (Tablas VIII, X y XI).

La utilizacion de enzimas exogenas (aquellas agregadas al sustrato) en
combinacion con las enzimas endoégenas (aquellas contenidas en el sustrato) ya se
ha sido reportado por Aspmo et al. (2005) quienes utilizaron enzimas enddgenas

contenidas en el sustrato en combinacion con enzimas comerciales.



V.4.2 Distribucion de pesos moleculares de productos de la hidrdlisis
La distribucion de tamafio de los péptidos de un hidrolizado puede ser util para
predecir la capacidad antigénica del mismo, asi como para mostrar diferencias en la
actuacion de distintos pretratamientos del sustrato o enzimas utilizadas (Guadix et
al., 2000).

Para éste fin, el método que mejores resultados ha dado (por su resolucion y
cuantificacibn mas precisa) ha sido la cromatografia de exclusién molecular-HPLC
(Guadix et al., 2000). Se obtuvo una distribucién de pesos moleculares de los
hidrolizados significativamente diferente (p < 0.01) al utilizar las tres preparaciones
enzimaticas (Figura 10). Habiendo una mayor concentracion de producto en el rango
de 10,000 — 13,000 Da en los hidrolizados obtenidos con concentrado de visceras y
fluidos corporales (c); mientras que en los hidrolizados producidos con cabeza, cola 'y
visceras (d) hubo una mayor concentracién de producto en el rango de 5,000 — 5,500
Da. La concentracion de producto de ambos hidrolizados es significativamente mayor
(p < 0.01) que la concentracion de producto al utilizar alcalasa.

Los resultados sugieren que la distribucion de tamafo de los hidrolizados es una
funcion de la enzima utilizada y del grado de hidrdlisis alcanzado. Lo cual concuerda
con lo reportado por Guadix et al. (2000) y por Kristinsson y Rasco (2000), quienes
reportan haber obtenido un perfil de péptidos diferente a distintos grados de
hidrdlisis, indicando que la distribucion de tamafio de los péptidos depende de la

enzima, esto debido a las diferencias en la especificidad de sustrato.
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Figura 10. Cromatografia de exclusibn molecular-HPLC de los sobrenadantes
obtenidos después de 312 min de hidrdlisis. Las graficas muestran la sefial del
monitoreo a 254 nm. Se muestran los hidrolizados de las reacciones con alcalasa,
concentrado de visceras y fluidos corporales y concentrado de cabeza, cola y
visceras (graficas b — d, respectivamente) y el sustrato (a). Se inyecté una muestra
diluida 1:100, el volumen inyectado fue el mismo. n = 3. En la parte superior de la
figura se muestra un eje de masa molecular derivado de experimentos con
compuestos estandar. Nétese que éste eje proporciona una aproximacion del tamano
del compuesto.

Por otro lado, se parte de un sustrato (extracto crudo de cabeza, cola y visceras)
que al igual que los productos obtenidos con las distintas preparaciones enzimaticas
ya tiene una distribucién de pesos moleculares relativamente pequefos (Figura 10,
inciso a) entre los 2,500 y los 18,500 Da aprox, esto pudiera atribuirse al tratamiento
previo que se realizd al sustrato con la finalidad de concentrar la mayor cantidad de

proteina, el cual sufrié una hidrolisis basica al incrementar el pH hasta 11.5.
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VI. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se desarrolld un procedimiento para la purificacién y
caracterizacion de enzimas proteoliticas y lipasas a partir de subproductos de
pelagicos menores. Asi como la utilizacion de las enzimas proteoliticas purificadas
para la obtencion de hidrolizados de subproducto del procesamiento de pescado. A

partir de los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

1. El procedimiento de preparacion del extracto de visceras y fluidos corporales
utilizado permite una recuperacion del 99% de proteina y la eliminacién del
90.33% de lipidos.

2. De las técnicas de precipitacion analizadas, bajo las condiciones
experimentales especificadas, la técnica de precipitacion con acetona permite
concentrar la mayor cantidad de proteina con actividad proteolitica.

3. El procedimiento de purificacion de enzimas proteoliticas que consiste en
concentrar las proteinas utilizando acetona (sin realizar ningun tipo de
cromatografia), permite obtener los mayores rendimientos de actividad
proteolitica y de proteina.

4. Las actividades enzimaticas proteasa y lipasa, son significativamente mayores
en los extractos de visceras y fluidos corporales, que en los de cabeza, cola y
visceras.

5. De las actividades enzimaticas evaluadas, la mayor corresponde a

quimiotripsina.



6. Los GH’s alcanzados utilizando el concentrado de visceras y fluidos
corporales, y el concentrado de cabeza, cola y visceras; son significativamente
mayores a los alcanzados con la enzima comercial alcalasa.

7. Se obtiene una diferencia significativa en el perfil de los pesos moleculares de

los péptidos obtenidos utilizando las diferentes preparaciones enzimaticas.

V1.1 Uso potencial
La elevada actividad proteolitica total de los concentrados de visceras y fluidos
corporales a baja temperatura (30 °C) y pH neutro (7.5), ademas, la conservacién de
la actividad proteolitica aun después de liofilizar, sugieren un uso potencial de las
enzimas proteoliticas purificadas parcialmente, en general, en aquellos procesos en
los que se requiera la hidrélisis de proteinas a bajas temperaturas y pH neutro, por
ejemplo, la industria alimenticia. Otra aplicacién puede ser en el tratamiento de aguas
residuales con carga organica para reducir su viscosidad. Los hidrolizados proteicos
de pescado pueden tener aplicaciones como fuente de nitrégeno en la formulacion

de alimentos e ingredientes en medios de cultivo microbianos.
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VIl. RECOMENDACIONES

Durante la realizacién del presente trabajo se observd que después de precipitar
proteina utilizando acetona al momento de redisolver el material precipitado puede
haber proteina que no se redisuelva, muy probablemente se trata de proteina
desnaturalizada. Por lo que se recomienda centrifugar la solucién proteica redisuelta
con la finalidad de eliminar cualquier material insoluble que pudiera ocasionar
posteriormente algun problema.

Se recomienda llevar a cabo un analisis de la composiciéon proximal de los
hidrolizados, lo cual permitira conocer el contenido de proteina, lipidos, cenizas,
entre otros datos, de los hidrolizados.

Determinar el contenido de aminoacidos, lo que proporcionara informaciéon con
respecto a la calidad nutricional de los péptidos obtenidos.

La determinacién de la secuencia de los aminoacidos de los péptidos obtenidos
permitira conocer de forma mas completa las caracteristicas funcionales de los
hidrolizados.

Evaluar la alergenicidad de los hidrolizados obtenidos, ya que éste es un problema
que algunas veces se presenta al consumir productos proteicos.

Todos estos analisis proporcionaran un conocimiento mas completo de las
caracteristicas moleculares y funcionales de los hidrolizados y permitiran evaluar su

uso ya sea en la industria alimenticia, farmacéutica o en la medicina.
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APENDICE I. CURVA ESTANDAR DE L-LEUCINA

Con la finalidad de determinar la concentracion de los grupos a-amino contenidos en
los hidrolizados producidos, se construyd una curva estandar de L-leucina utilizando
el método de TNBS con base en lo reportado por Adler-Nissen (1979) y Estrada-
Corona (2002), para lo cual se hicieron diluciones de una solucion de L-leucina 6 mM

de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla XIlll. Diluciones para la construccién de una curva estandar de L-leucina.

Solucién Agua Concentracion
No. frasco L-leucina, ul desionizada, ul L-leucina, mM
Blanco 0 100 0
1 10 90 0.6
2 20 80 1.2
3 30 70 1.8
4 40 60 24
5 50 50 3.0
6 60 40 3.6
7 70 30 4.2
8 80 20 4.8
9 90 10 5.4
10 100 0 6.0

Una vez realizadas las diluciones se tomaron alicuotas de 0.064 ml de cada dilucion
y se depositaron en frascos ambar de 7 ml, enseguida se adicionaron 1 ml de
solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.2 M, pH 8.2 y 0.5 ml de TNBS al 0.05%
(fresco). Las reacciones se llevaron a cabo en un bafo de agua a 50 °C durante 60
min (protegiendo de la luz cubriendo el bafio de agua con papel aluminio).
Transcurrido éste tiempo se detuvieron las reacciones al agregar 1 ml de HCI 0.1 N.

Las mezclas de reaccion se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente durante 15



min envueltas en una bolsa negra (para aislar de la luz). Posteriormente se leyé la
absorbancia a 420 nm. Este procedimiento se llevd a cabo por triplicado. A

continuacion se presenta la curva estandar obtenida:

y =0.3059x - 0.0289

2,0 5
R®=0.9972

1,5

1,0

Abs 420 nm

0,5

0,0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Concentracioén de L-leucina (mM)

Figura 11. Curva estandar para la cuantificacion de grupos a-amino de acuerdo al
método de TNBS usando como referencia una solucion de L-leucina 6 mM.



APENDICE Il. CURVA ESTANDAR DE PESOS MOLECULARES DE PROTEINAS

Y PEPTIDOS

Mediante cromatografia de exclusion molecular-HPLC se obtuvo una curva estandar
de pesos moleculares de proteinas y péptidos usando una columna ZORBAX Bio
Series GF-250 (Agilent). La fase movil consistié en solucion amortiguadora de fosfato
de sodio 0.018 M, pH 7.0 NaCl 0.11 M. La velocidad de flujo fue 1 ml/min. Los
estandares utilizados fueron: albumina de suero bovino (66,430 Da), cloroperoxidasa
(42,000 Da), tripsina tipo IX (23,800 Da), ribonucleasa A (13,700 Da) y Ala-p-
nitroanilida (245.7 Da). Esto produjo una correlacion casi lineal entre el tiempo de
retencion y el In del peso molecular de los péptidos, en la Tabla XIV se muestran los

detalles para la construccién de la curva estandar.

Tabla XIV. Proteinas y péptidos utilizados para la construccion de una curva estandar
para determinacion de peso molecular de proteinas y péptidos.

Peso molecular, Tiempo de
Proteina Da retencién, min In peso molecular
BSA 66,430 2.351 11.10
Cloroperoxidasa 42,000 2.494 10.65
Tripsina 23,800 3.058 10.08
Ribonucleasa A 13,700 3.112 9.53
Ala-p-nitroanilida 245.7 5.013 5.50

En la Figura 12 se presenta la curva estandar obtenida para la determinacion de

pesos molecular de proteinas y péptidos.



1o y=-2.0943x + 16.085
R?=0.9892
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Figura 12. Curva estandar de proteinas y péptidos obtenida mediante cromatografia
de exclusién molecular-HPLC usando una columna ZORBAX Bio Series GF-250. La
fase movil consistié en soluciéon amortiguadora de fosfato de sodio 0.018 M, pH 7.0
NaCl 0.11 M. La velocidad de flujo fue 1 ml/min. La absorbancia se monitoreé a 210,
220, 230, 254 y 410 nm.



APENDICE Ill. CURVA ESTANDAR DE PROTEINA SOLUBLE

Para cuantificar el contenido de proteina soluble se realizé una curva estandar de
proteina utilizando como referencia albumina de suero bovino (BSA) de acuerdo al
método propuesto por Bradford (Rosenberg, 1996). Para tal propésito se preparé una
solucion de BSA a una concentracion de 0.2 mg/ml, enseguida se hicieron diluciones

de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla XV. Diluciones para la construccion de una curva estandar de proteina soluble.

Solucion BSA Agua Colorante Bradford Concentracién de
No. tubo (0.2 mg/ml), ul destilada, ul (Bio-Rad), ul proteina, ug/ml
Blanco 0 800 200 0
1 12.5 787.5 200 25
2 25 775 200 5
3 37.5 762.5 200 7.5
4 50 750 200 10

En la siguiente figura se presenta la curva estandar preparada:

0,35 ~
0,3
0,25 1

o
]
|

y = 0.0284x + 0.0131

0,15 1 )
R"=0.9743

Abs 595 nm

0 2 4 6 8 10 12
Concentraciéon de BSA (ug/ml)

Figura 13. Curva estandar para la cuantificacién de proteina soluble de acuerdo al
método de Bradford usando como referencia una solucion de BSA (0.2
mg/ml).



APENDICE IV. GLOSARIO

Alergia: respuesta inflamatoria producida por el cuerpo ante la invasién de agentes
extrafos (por ejemplo, el polen) que por si solos no son dafinos.

Antigeno: sustancia que puede desencadenar una respuesta inmunitaria especifica.

Catalizador: sustancia que acelera la velocidad de una reaccién quimica, sin que
sufra cambios permanentes durante el proceso. Los catalizadores bioldgicos son
las enzimas.

Cromatografia de exclusion molecular: técnica para separar mezclas de proteinas
que difieren en tamafo. La mezcla se coloca cuidadosamente en la parte superior
de un cilindro de vidrio empacado con esferas porosas. Las proteinas mas
pequefas viajan mas lentamente que las proteinas mas grandes a través de la
columna. Por lo que las diferentes proteinas tienen distintos volumenes de elusion
y pueden ser colectados en diferentes fracciones liquidas.

Cromatografia de intercambio idnico: técnica para separa proteinas que difieren
en su carga neta, mediante columnas empacadas con esferas especiales que
poseen, ya sea carga negativa o positiva. Las proteinas que tienen la misma carga
neta que las esferas son repelidas y fluyen a través de la columna, mientras que
las proteinas que tienen carga opuesta se unen a las esferas. Las proteinas unidas
fluyen pasando un gradiente de sal (generalmente de NaCl o KCI) a través de la
columna. Conforme los iones se unen a las esferas, estos separan a las proteinas.

Electroforesis: técnica de separacién de proteinas con base en sus masas. Las
proteinas se separan en bandas de acuerdo a su tamafo conforme migran a
través de un gel. Las bandas de proteinas separadas son visualizadas mediante
tincion con un colorante.

Enzima: proteina u otra molécula que actua como catalizador de las reacciones
bioldgicas.

Hidrolizado: es el producto de la disociacion de la estructura primaria de las
proteinas provocada por enzimas proteoliticas o sustancias quimicas, mediante
una reaccion en la que se rompe un enlace covalente debido a la adicion de
hidrogeno al atomo que forma un lado del enlace original, y un grupo hidroxilo al
atomo del otro lado.

pH: una medida de la acidez de una solucion; el logaritmo negativo de la
concentracion de ion hidrogeno.

pl: es el pH al que la carga media para todas las formas de la molécula es cero.



