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Resumen
El uso de enzimas a nivel industrial es limitado porque la mayoria de las enzimas tienen
una vida util baja y su reutilizacion es un desafio. La inmovilizacién es una técnica
poderosa para superar estas desventajas y obtener biocatalizadores reutilizables con alta
estabilidad. Esta investigacion tuvo como objetivo determinar las condiciones 6ptimas
para hidrolizar visceras de tilapia roja (VTR) utilizando Alcalasa 2.4L inmovilizada
(ALCI). Se realizé la encapsulacion sol-gel de Alcalasa 2.4L y se utiliz6 un disefio
experimental de superficie de respuesta central compuesto rotable para identificar las
mejores condiciones operativas para la enzima inmovilizada, utilizando como factores un
pH entre 8 y 10 y una temperatura entre 50 y 70 °C y la actividad catalitica como variable
de respuesta. Bajo las mejores condiciones de operacion, se llevé a cabo la hidrolisis de
proteinas de VTR y se compard con la cinética de reaccion de la enzima libre. Los
resultados mostraron que las mejores condiciones para la reaccion de la ALCI con el
VTR fueron 70°C y pH 10, bajo las cuales se logré una GH de 14% con 3 horas de
reaccién. Por otro lado, se encontrd que con la inmovilizacion, la Alcalasa pierde un 33%
de su actividad catalitica. La mayor actividad antioxidante se logré con un DH de 18,7%,
obteniendo valores de 901,10 + 15,01 y 88,98 + 2,62 para ABTS y FRAP,
respectivamente. Estos resultados demuestran la viabilidad de utilizar Alcalase 2.4L
inmovilizado obtener compuestos antioxidantes a partir de visceras de pescado como
estrategia de revalorizacion de estos productos, con un sistema que podria ser reciclado y

reutilizado después del almacenamiento.

Palabras claves: Encapsulacion sol-gel, hidrolisis de proteinas, Alcalasa 2.4L,

proteasas.



Abstract
The use of enzymes at the industrial level is limited because most enzymes have a low
shelf life and their reuse is challenging. Immobilization is a powerful technique to
overcome these disadvantages and obtain reusable biocatalysts with high stability. This
research aimed to determine the optimal conditions to hydrolyze red tilapia viscera
(VTR) using immobilized Alcalase 2.4L (ALCI). Sol-gel encapsulation of Alcalase 2.4L
was performed and a rotatable compound central response surface experimental design
was used to identify the best operating conditions for the immobilized enzyme, using as
factors a pH between 8 and 10 and a temperature between 50 and 70 °C and catalytic
activity as response variable. Under the best operating conditions, VTR protein
hydrolysis was carried out and compared with the reaction kinetics of the free enzyme.
The results showed that the best conditions for the reaction of the ALCI with the VTR
were 70°C and pH 10, under which a GH of 14% was achieved with 3 hours of reaction.
On the other hand, it was found that with immobilization, Alcalase loses 33% of its
catalytic activity, but improves its stability under reaction conditions compared to the free
enzyme. The highest antioxidant activity was achieved with a DH of 18.7%, obtaining
values of 901.10 + 15.01 and 88.98 £ 2.62 for ABTS and FRAP, respectively. These
results demonstrate the feasibility of using immobilized Alcalase 2.4L to obtain
antioxidant compounds from fish viscera as a revaluation strategy for these products,

with a system that could be recycled and reused after storage.

Keywords: Sol-gel encapsulation, protein hydrolysis, Alcalase 2.4L, Proteases.
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Introduccion

Las enzimas como moléculas catalizadoras de reacciones quimicas, se las pueden
definir en funcién de su accion catalitica. En el caso de las proteasas se clasifican dentro
del Grupo 3 (hidrolasas), subgrupo 4, las cuales se caracterizan por catalizar la hidrolisis
de enlaces tipo amida o “peptidicos” (C-N), presentando principalmente proteinas como
sitio diana de hidrolisis (Vaseva et al., 2012). Las proteasas son capaces de hidrolizar un
enlace peptidico cuando la enzima polariza el grupo carbonilo asociado al enlace
peptidico a nivel del sustrato y de esta forma puede estabilizar el &omo de oxigeno
reactivo del grupo carbonilo asociado al enlace, volviendo asi al carbono alfa del enlace
peptidico vulnerable al ataque del nucletfilo activado de la enzima (Van der Hoorn,
2008). Estas enzimas se encuentran presente en todos los organismos vivos cumpliendo
diversas funciones a nivel celular. Sus funciones abarcan desde los procesos generales de
digestion de las proteinas de la dieta hasta procesos especificos y muy regulados, como la
activacion de zimdgenos y modulacion de la liberacion de hormonas y otros productos
bioactivos. Como consecuencia de sus diversas funciones y niveles en los que actdan, las
proteasas tienen influencia en procesos de vital importancia como la proliferacion y
diferenciacion celular, morfogénesis tisular, tratamiento de proteinas mal plegadas,
neurogénesis, coagulacion, procesos inflamatorios, homeostasis y apoptosis celular, entre
otros (Fullana, 2014).

La hidrolisis enzimatica de proteinas es una técnica biotecnologica que ha cobrado
gran importancia, dado que constituye una estrategia efectiva para la obtencion de
hidrolizados y péptidos con propiedades tecnofuncionales y bioactivas (Halim et al.,

2016). Los péptidos bioactivos estan encriptados en la proteina precursora, y es necesaria
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una protedlisis para liberarlos, después de lo cual pueden desarrollar una o varias
actividades bioldgicas (Gianfranceschi et al., 2018). A diferencia de otras técnicas usadas
para la hidrolisis de proteinas, la hidrolisis enzimatica permite obtener hidrolizados con
péptidos especificos y preservados (Tavano, 2013). Una de las bioactividades mas
explorada ha sido la actividad antioxidante, la cual se ha reportado en péptidos e
hidrolizados obtenidos a partir de diferentes fuentes de proteinas (Cian et al.,2011;
Tejada et al., 2020; Galazzi et al., 2018). Sin embargo, una de las tendencias respecto a la
obtencion de compuestos bioactivos, es el uso de proteinas provenientes de subproductos
de la industria alimentaria, lo que constituye una estrategia para su aprovechamiento y
valorizacion. Por ejemplo, los subproductos piscicolas han sido ampliamente explorados
para la obtencion de hidrolizados antioxidante; a partir de visceras de abulones (Je et al.,
2015), ostras (Umayaparvathi et al., 2014), colageno de salmén (Wu et al., 2018),
gelatina de escamas de tilapia nilética (Ngo et al., 2010), piel de calamar (Hamzeh,
Benjakul, & Senphan, 2016), subproductos de trucha arcoiris (Suwal, Ketnawa, Liceaga,
& Huang, 2018), entre otros.

Algunos de los desafios para la industrializacidn de procesos enzimaticos, son
mejorar la estabilidad de las enzimas y reducir el costo de su utilizacion, lo cual puede
lograrse a partir de la inmovilizacion. El termino inmovilizacion en la biotecnologia se
refiere al confinamiento de células, enzimas u otros organismos de manera que se
encuentren localizadas dentro de cierta region, manteniendo propiedades bioldgicas para
ser utilizadas tanto en la degradacion como en la obtencién de un producto determinado.
Una gran variedad de procesos que son llevados a cabo mediante el uso de soportes de

inmovilizacion. En los dltimos afios, la biotecnologia ha tenido importantes avances en la
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aplicacion de estos. Por ejemplo, los procesos industriales para la obtencidn de productos
quimicos, alimentarios y farmacéuticos, asi como en el area ambiental (Meneau et al.,
2020).

Se ha encontrado que la técnica de encapsulacion es la mas exitosa para superar
las limitaciones como por ejemplo: el costo de aislar y purificar enzimas, debido a que
son estructuras inestables y sensibles a las condiciones del proceso; y la mayoria de las
enzimas se disuelven en agua en sistemas cataliticos homogéneos, por lo que contaminan
el producto y no pueden reciclarse en la forma activa de las mezclas de reaccion porque,
en comparacion con las enzimas libres en solucién, las enzimas encapsuladas se separan
facilmente y se pueden reutilizar varios ciclos con poca pérdida de actividad (Thu &
Krasaekoopt, 2016). El alginato es ampliamente utilizado como material de soporte para
la encapsulacion de enzimas, porgue la encapsulacion dentro del gel de alginato de
calcio es rapida, no toxica, altamente biocompatible, econdémica y estable en un pH acido,
por lo tanto, se utiliza en muchas aplicaciones como material de soporte para liberar y
encapsular células y enzimas en las industrias farmacéutica y alimentaria (Thu &
Krasaekoopt, 2016).

Con respecto a lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la
estabilizacion de la Alcalasa en soportes siliceos a través de la inmovilizacién por el
proceso sol-gel para su aplicacién en la obtencion de péptidos antioxidante a partir de

visceras de tilapia.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/calcium-alginate
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/calcium-alginate
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Planteamiento del problema

La pesca y la acuicultura son actividades productivas que se desarrollan a lo largo
de las costas del Pacifico y el Atlantico de Colombia, asi como en las aguas interiores,
especialmente en las principales cuencas de los rios Magdalena, Amazonas, Orinoco y
Sinu, donde se captura el pescado para su consumo como alimento (OCDE, 2016). Entre
el 2011 y 2020 la produccidn acuicola aument6 216% pasando de 82.622 a 179.351
toneladas entre tilapia, trucha, cachama, camaron y otras especies nativas
(Minagricultura, 2020), este crecimiento de la cadena piscicola trae consigo un aumento
en los residuos y subproductos generados en el proceso de alistamientos de los peces,
subproductos que pueden representar entre un 50 y 70% del peso del animal (Villamil et
al., 2017). Uno de los residuos méas abundantes de la cadena piscicola es las visceras de
pescado, las cuales en este animal de agua dulce constituyen entre el 5y 11% del peso
corporal y su composicion quimica promedio es 67% agua, 10% proteina, 14% extracto
etéreo y 3% minerales (Pinzon et al., 2016). Segun el estudio hecho por Torres y Grandas
del 2017 se proyecto la produccion de desechos en la industria piscicola, en el 2020 de
8.712 toneladas de desechos acumulados en Colombia, ademés las concentraciones de
amonio (compuesto nitrogenado que es producto de la excrecion de los peces) en las
proximidades de jaulas, que producen crecimiento de microalgas, estos compuestos se
convierten en nutrientes del medio y generan lo que se conoce como fenémeno de
eutrofizacion (contaminacion), este causa cambios en la diversidad, genera desequilibrio,
incremento en la intensidad y frecuencia de floraciones algales y disrupciones de
funciones ecosistémicas (Torres & Granda, 2017). Los altos volimenes de residuos

generados, y la pobre gestién y aprovechamiento de estos, hace necesario la
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implementacion de alternativas de revaloracion; dentro de este aprovechamiento una de
las alternativas altamente valoradas es la hidrolisis enzimatica, es la mas ventajosa debido
que en el proceso hay mayor control y selectividad, ademas, éste es menos drastico y
genera un producto de mayor valor nutricional (Zapata & Gutiérrez, 2017). Pero la
produccidn de lotes de hidrolizados de proteina posee aun ciertas desventajas asociadas a:
alto costo de enzimas utilizadas las cuales no pueden ser reutilizadas, dificultad para
controlar la extension de la reaccidn que puede generar productos no homogéneos, bajos
rendimientos, y la necesidad de inactivar la enzima al final de la reaccion mediante un
cambio en el pH o por medio de tratamiento térmico, lo que afiade costos al proceso
(Saavedra, 2016). Por esta razon, en el presente proyecto se plantea la siguiente pregunta
de investigacion: ;Como se ve afectada la actividad de la Alcalasa tras la estabilizacion
en soportes siliceos por el proceso sol-gel, para la obtencion de hidrolizados

antioxidantes a partir de subproductos de pesca como las visceras de tilapia?
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Justificacion

La pesca y la acuicultura son en conjunto uno de los sectores productivos en que
se genera gran cantidad de residuos; dentro de los cuales se encuentra los desechos de las
visceras de pescado. Las cuales son una fuente significativa de proteinas, lo que permite
la obtencion de hidrolizados o péptidos especificos con propiedades funcionales y
bioactivas, con un gran potencial como ingredientes de valor agregado para la industria
farmacéutica o alimentaria, por ser considerados seguros, nutricionalmente saludables, de
bajo costo y con beneficios terapéuticos (Calamaya et al., 2018). Sin embargo, en este
proceso es necesario el uso de enzimas y mas propiamente proteasas que llevan a cabo el
proceso de hidrolisis para la obtencién de los péptidos, la produccion de lotes de
hidrolizados de proteina posee aun ciertas desventajas asociadas a: alto costo de enzimas
utilizadas las cuales no pueden ser reutilizadas, por tal, razon se hace necesario superar
esta desventaja con el fin de que el proceso sea viable en términos de costos (Saavedra,
2016).

En este sentido, la inmovilizacion enzimatica tiene varias ventajas, como: el
aumento de la estabilidad de la enzimay la reutilizacion del derivado, por lo que
disminuyen los costos del proceso (Meneau et al., 2020). Teniendo en cuenta lo anterior,
la estabilizacion de la Alcalasa a través del proceso de inmovilizacion permitird mayor
estabilidad en las condiciones de reaccidn y permitira su recuperacion del medio de
reaccién, para su uso continuo en el medio de reaccion. Sin embargo, el proceso de
inmovilizacion puede generar perdida de la actividad catalitica de la enzima, por lo que
tras el proceso de inmovilizacion es necesario verificar la capacidad catalitica y habilidad

para la produccién de hidrolizados antioxidantes (Marin, 2013). Teniendo en cuenta lo
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anterior, en la presente investigacion se propuso disefiar un biocatalizador heterogéneo a
través de la inmovilizacion de la Alcalasa, por medio del proceso sol-gel, y evaluar su
actividad catalitica y capacidad de produccion de hidrolizados antioxidantes a partir de
las visceras de tilapia. Esta propuesta nacié como un acercamiento entre la Universidad
Nacional Abierta y a Distancia y la Universidad de Antioquia, buscando consolidar la red

interinstitucional mediante la generacion de conocimiento de alta calidad.
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Objetivos

Objetivo general:
Evaluar la estabilizacion de la Alcalasa en soportes siliceos a través de la inmovilizacion
por el proceso sol-gel para su aplicacion en la obtencidn de hidrolizados antioxidantes a partir de

visceras de tilapia.

Objetivos especificos:
Determinar la actividad catalitica de la Alcalasa inmovilizada en soportes siliceos en

comparacion con la enzima libre.

Evaluar el comportamiento del biocatalizador en las condiciones de operacién (como por

ejemplo pH, temperatura, tiempo, grado de hidrolisis alcanzado) de la hidrolisis de las visceras.

Aplicar el biocatalizador en la obtencion de hidrolizados antioxidantes por medio de la

hidrolisis de proteinas de las visceras de tilapia roja.
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Marco conceptual y tedrico

Catalisis Enzimatica Y Su Aplicacion A Nivel Industrial

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que presentan alta quimio-, regio- y
estéreo - selectividad, actian bajo condiciones suaves (fisiologicas), son mas eficientes y
amigables con el medio ambiente que los catalizadores quimicos (son biodegradables, y
permiten obtener productos de valor agregado sin la necesidad de usar reactivos o
procesos gque son muy contaminantes). La interaccion del sustrato y el sitio activo de la
enzima, los cuales son complementarios tanto a nivel geométrico electrénico, ocurre a
través de interacciones electroestaticas, hidrofdbicas, tipo Van der Waals y enlaces de
hidrogeno y estan afectadas por la movilidad conformacional de la enzima (Perry &
Hegeman, 2007).

El interés de usar las enzimas a nivel industrial se ha incrementado en los ultimos
afios, debido a que, con su uso se puede evitar las altas temperaturas, el uso de solventes,
y los pH extremos en los diferentes procesos, y también estos ofrecen alta selectividad, lo
que reduce el impacto ambiental (Cherry & Fidantsef, 2003). Su uso ha sido reportado en
la industria alimenticia, en la produccién de quesos, vinos, cervezas, etc., en la
manufactura de telas, en la produccion de detergentes (Mukherjee & Rai, 2008), en la
conversién de un desecho en un producto de valor agregado y en la sintesis de una gran
variedad de compuestos en el campo de la sintesis quimica (Kirk & Fuglsang, 2002). Sin
embargo, para que su aplicacién industrial sea viable es necesario garantizar su

estabilidad bajo condiciones reactivas.
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Estabilizacion de enzimas mediante modificacion del medio

Las enzimas son polielectrolitos anfotéricos cuya carga neta (anionica o cationica)
y estabilidad coloidal dependen del pH y los componentes del medio. Su
desnaturalizacion o pérdida del alto grado de orden de la estructura secundaria y terciaria
se puede evitar con la presencia de aditivos en el medio tales como liquidos idnicos (Lee

et al., 2007), sacaridos (Wei et al., 2000) y surfactantes.

Inmovilizacién

La inmovilizacion es el proceso de inclusion fisica o union quimica de la enzima
en un soporte, el cual puede ser de naturaleza organica, inorganica e hibrida (Kim et al.,
2006). Puede llevarse a cabo al mismo tiempo que se sintetiza el soporte o en soportes ya
sintetizados. Los soportes inorganicos ofrecen ventajas con respecto a los organicos, ya
que poseen alta resistencia mecanica y al ataque por microorganismos, asi como
estabilidad térmica facilidad de manejo y larga vida Gtil. Algunos de los més utilizados
son los 6xidos porosos, tales como silica (Si0,), alumina (Al,05), aluminosilicatos,
dioxido de titanio (T'i0,) y diéxido de zirconio (Zr0,). Las caracteristicas fisicoquimicas
de estos materiales porosos se pueden modular facilmente durante o después de su
sintesis (Pierre, 2004). Los métodos de inmovilizacion de enzimas se pueden clasificar
como reversibles e irreversibles dependiendo de la fuerza de unién de la enzima al
soporte. Ademas, se pueden clasificar en funcion de un método fisico o quimico utilizado

para la inmovilizacion, como se presenta esquematicamente en la Figura 1.

Figura 1. Métodos de inmovilizacion de enzimatica. Fuente: El autor
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La adsorcion fisica involucra interacciones débiles tales como enlaces de

hidrogeno y fuerzas de van der Waals o electrostaticas entre la enzimay el soporte. Por lo
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tanto, esta ruta es simple, poco costosa y no desnaturalizante, sin embargo, este método
presenta una gran desventaja relacionada con la lixiviacion de la enzima desde el soporte
durante su uso. Con el fin de superar esta desventaja se puede modificar el soporte
poroso con diferentes grupos funcionales que permitan la union quimica de la enzima, sin
embargo se debe tener en cuenta que esta ruta puede distorsionar su estructura natural, las
caracteristicas del microambiente y restringir la libertad conformacional de la enzima
(importante para su actividad catalitica) y que la presencia de especies reactivas y
solventes durante su inmovilizacion pueden conducir a su desnaturalizacion (Meneau et
al., 2020).

Otro método de inmovilizacion, conocido como encapsulacion, es la ruta mediante
la cual la enzima es atrapada o confinada en el interior de los poros del soporte, luego de
ser adsorbido, mediante procesos que permiten reducir el tamafio de la entrada del poro
(Figura 1) de la tal forma que evite la lixiviacion de la enzima pero que permita el flujo
libre de sustratos y productos (Carteret et al., 2005).

La encapsulacion también puede llevarse a cabo durante la sintesis del soporte
(Carteret et al., 2005), constituyéndose en una ruta directa y menos costosa con respecto
a las deméas metodologias de inmovilizacion, que puede ofrecer estabilidad operacional a
largo plazo, siempre y cuando no se afecte la estabilidad intrinseca de la enzima durante
el proceso de encapsulacion. Si la red inorganica u organica formada alrededor de la
enzima es a su vez porosa, pero con un diametro de poro tal que evite la lixiviacion de la
enzima, habra una libre difusion de sustratos y productos (Bernal et al., 2007). El proceso

sol-gel ha sido una de las metodologias usadas para la estabilizacion de enzimas por
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encapsulacion, ya que este puede llevarse a cabo a bajas temperaturas sin afectar la
enzima (Balti et al., 2010; Nichele et al., 2011).

El proceso de sol-gel implica la formacion de un gel a partir de particulas
coloidales dispersas en un medio liquido (sol), a temperatura por debajo del punto de
ebullicion del solvente, que generalmente es agua. En la produccion de silica, el “sol” es
formado a partir de precursores alcoxidos como el tetrametilortosilicato (TMOS) o
tetraetilortosilicato (TEOS) (Gupta & Chaudhury, 2007) en medio acuoso, en el cual
sufren procesos de hidrdlisis y condensacion. Ambas reacciones ocurren mediante
sustitucion nucleofilica y debido a la baja densidad de carga de los &tomos de silicio
(0+=0.32) es necesario el uso de catalizadores acidos o basicos, por lo tanto, la rata de
hidrolisis y condensacion dependen del pH del medio y pueden ser controladas
independientemente (Lupano, 2013).

Los factores que afectan el proceso sol-gel de silica son el pH, la temperatura y la
composicién del medio de reaccion, debido a que estos controlan la policondensacién de
las especies siliceas y las interacciones entre el surfactante y las mismas, si el surfactante
esta presente en el medio de sintesis (Nelms et al., 1992). Los soportes inorganicos a base
de silice como el didxido de silicio y el tetradxido de silicio se utilizan, generalmente,
para la inmovilizacion de enzimas. Existen polimeros que presentan los grupos
Si04 rigidos pero los grupos SiO2 son flexibles, ademas de esto presentan sitios
hidrofilos como hidrofobos que le confieren propiedades de adsorcién muy complejas

(Meneau et al., 2020).
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De acuerdo con lo expuesto hasta el momento, se puede concluir que para la

encapsulacién de enzimas por medio del proceso sol-gel se debe tener en cuenta:

El pH de sintesis debe ser compatible con la estabilidad enzimatica.

El proceso debe llevarse a cabo a una temperatura en la cual se mantenga la

conformacion activa de la enzima.

Las caracteristicas porosas de la matriz deben ser tales que se evite la

lixiviacion de la enzima, pero que se dé la difusion de sustrato y producto.

Las caracteristicas de la matriz para que la aplicacion del biocatalizador sea

viable (estabilidad en condiciones reactivas).

La Alcalasa

La Alcalasa 2.4 L es una enzima proteolitica producida por fermentacién
sumergida de una cepa seleccionada de Bacillus Licheniformis, cuyo principal
componente enzimatico es la Subtilisina Carlsberg, una serinproteasa alcalina preparada
y cristalizada por primera vez por Guntelberg y Ottesen en 1952, que es activa a
temperaturas cercanas a 60 °C y en pH neutros o ligeramente alcalinos entre 7 a 10 (Baez
et al., 2016). La Subtilisina Carlsberg consiste en una cadena peptidica de 274
aminoéacidos sin enlaces disulfuro cuyo peso molecular es de 27,3 kDa y su punto
isoeléctrico de 9,4. La enzima tiene baja especificidad, hidrolizando la mayoria de los
enlaces peptidico, preferentemente aquellos que contienen residuos de aminoacidos
aromaticos e hidrofébicos (Doucet et al., 2003). Como todas las serinas proteasas, la
Subtilisina Carlsberg tienen un mecanismo de catalisis que requiere una triada de

aminoacidos en su sitio activo; un residuo de serina (de ahi el nombre familiar) actia
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como el nucleofilo primario para el ataque del enlace peptidico, y la nucleofilia de este
grupo se potencia por interacciones especificas con una cadena lateral de histidina, que a
su vez interactla con una cadena lateral de aspartato (Copeland, 2000). Estas enzimas
catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster y peptidicos a través del mismo mecanismo de
transferencia de acilo, con una aceleracion de velocidad de 109 veces o0 mas con respecto
a la reaccion no catalizada. Después de la formacion del complejo ES, el carbono
carbonilo del enlace peptidico escindible (P1) es atacado por la Ser del sitio activo,
formando un intermedio tetraédrico con un centro oxianionico en el carbono carbonilico
que es altamente reminiscente al estado de transicion de la reaccion. Este estado de
transicion se estabiliza mediante interacciones especificas de enlaces hidrégeno entre los
grupos NH de la Ser 195 y la cadena lateral de Asn 155 con el centro oxianion del
sustrato. El estado de transicién luego decae a medida que se dona un protén de la His del
sitio activo, al grupo amino del residuo que esta en el lado C-terminal del enlace
hidrolizable (P1"), seguido de la disociacion del primer producto de la reaccion, el
péptido que comienza en P1" y la formacidn simultanea de un intermedio covalente con
un grupo acilo (desde P1) unido a la Ser del sitio activo. La enzima es luego desacilada
por ataque nucleofilico, mediante una molécula de agua que ingresa al sitio activo de la
enzima desde la cavidad resultante de la salida del primer producto peptidico. La reaccion
de desacilacidn continda con la formacidn de otro estado de transicion tetraédrico, muy
similar al que se formo durante la reaccion de acilacion y envuelve los mismos enlaces de
hidrogeno estabilizantes con la enzima. Este estado de transicion decae con la
transferencia de protones a la His del sitio activo y la liberacién del segundo producto

peptidico que tiene el grupo P1 en su extremo carbonilo (Copeland, 2000).
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La actividad catalitica de la Alcalasa 2.4 L se determina mediante un analisis
estandar usando caseina como sustrato, segun la metodologia descrita por Cheung et al,
2012 en este analisis, una unidad de actividad es representada por una produccion de
color equivalente a 1 pmol de tirosina por mina pH 7,5y 37°C.

La Alcalasa 2.4 L ha sido identificada por diferentes autores como una enzima
altamente eficiente para producir hidrolizados con altos GH y péptidos con diversas
actividades bioldgicas, a partir de proteinas alimentarias marinas (Balti et al., 2010; Je et
al., 2015; Najafian & Babji, 2014; Villamil et al., 2017). Proporcionando altos
rendimientos y desarrollando péptidos mas cortos, y por ende mas resistentes a las

enzimas digestivas (Sarmadi & Ismail, 2010).

Hidrolisis enzimatica

Las hidrdlisis enziméticas, son reacciones catalizadas por proteasas o enzimas
proteoliticas, una importante clase de enzimas usadas para catalizar la rotura de los
enlaces pépticos de las proteinas, produciendo péptidos o incluso aminoacidos libres;
adicionalmente, las enzimas presentan especificidad sobre el sustrato, lo cual permite el
desarrollo de hidrolizados proteicos con caracteristicas definidas (Tavano, 2013). Por esta
razon, la hidrdlisis enzimatica es la técnica mas comun y mayormente utilizada para
producir hidrolizados bioactivos (Halim et al., 2016).

La hidrolisis enzimatica de proteinas transcurre a través de un conjunto de etapas
en serie, dando péptidos de tamano decreciente: Proteinas — proteosas — peptonas —

péptidos — aminodcidos. Se trata de un conjunto de reacciones simultdneas de rotura de
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enlaces, con distintas especies cargadas en equilibrio. Se propone un proceso de hidrolisis
constituido por tres reacciones consecutivas. Primero la formacion de un complejo
enzima- proteina, después la ruptura del enlace peptidico dando como resultado la
liberacion de un péptido, finalmente el péptido restante se separa de la enzima después de
un ataque nucleofilico de una molécula de agua. El proceso puede iniciarse nuevamente

sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno de ellos (Benitez et al., 2008).

Bioactivos con propiedades antioxidantes

Los radicales libres son atomos, moléculas o iones con electrones desapareado,
que son altamente inestables y activos hacia reacciones quimicas con otras moléculas,
que tienden a capturar electrones de moléculas bioldgicas estables para estabilizarse ellos
mismos (Carocho & Ferreira, 2013). Un antioxidante puede ser definido como “una
sustancia que cuando esta presente en bajas concentraciones, comparado con la
concentracion de un sustrato oxidable, reduce o previene significativamente la oxidacion
de este sustrato” (Carocho et al., 2018). Esta definicion es universal y puede emplearse
para definir los antioxidantes que combaten los radicales libres dentro de nuestros
cuerpos o cuando se utilizan como aditivos alimentarios.

Los antioxidantes juegan un rol vital para reducir procesos oxidativos, tanto en
sistemas alimentarios como en el cuerpo humano. En los sistemas alimentarios son utiles
para retardar la peroxidacion lipidica y la formacion de productos de peroxidacion
secundarios, asi como para ayudar a mantener sabor, textura y en algunos casos color de
los productos alimentarios durante el almacenamiento (Samaranayaka & Li-Chan, 2011).

En cuanto a los radicales libres a nivel fisiologico, cuando hay sobre - produccion de los
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mismo, si no se neutralizan a tiempo, pueden llevar a enfermedades como Alzheimer,
Parkinson, diabetes, artritis reumatoide, esclerosis multiple, hipertension, infertilidad,
asma, alergias e insuficiencia cardiaca (Carocho et al., 2018). En condiciones normales,
el sistema de defensa puede eliminar las especies reactivas a través de antioxidantes
enddgenos enzimaticos y no enzimaticos. Sin embargo, en ciertas circunstancias, el
sistema de defensa enddgeno no es suficiente para proteger el cuerpo contra los radicales
y necesita antioxidantes exdgenos provenientes de la dieta para evitar un estado de estrés
oxidativo (Sarmadi & Ismail, 2010).

Péptidos con capacidad antioxidante obtenidos de diferentes proteinas alimentarias
han sido encontrados y su actividad bioldgica ha sido ampliamente estudiada desde que el
efecto fue reportado por primera vez por Marcuse en 1960 (Sarmadi & Ismail, 2010).
Aunque proteinas de diferentes fuentes pueden usarse como precursores de péptidos
antioxidantes, el uso de subproductos acuicolas para la obtencion de dichos péptidos se
ha convertido en un tema de gran interés para la industria farmacéutica, de alimentos
nutracéuticos y aditivos alimentarios (Sila & Bougatef, 2016). Muchos estudios se han
realizado al respecto, y se han obtenido hidrolizados y péptidos con potente actividad
antioxidante a partir de visceras de abulones (Je et al., 2015), ostras (Umayaparvathi et
al., 2014), colageno de salmon (Wu et al., 2018), gelatina de escamas de tilapia nil6tica,
piel de calamar (Hamzeh et al., 2016), subproductos de trucha arcoiris (Suwal et al.,
2018), entre otros.

En general los péptidos antioxidantes contienen entre 2-16 residuos de
aminoacidos y se ha reportado que la actividad antioxidante de péptidos con peso

molecular entre 500-1500 Da, es mayor que la de péptidos por encima de 1500 Day
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péptidos menores a 500 Da (Sarmadi & Ismail, 2010). Muchos otros factores pueden
influenciar la actividad antioxidante de péptidos bioactivos, como por ejemplo las
condiciones operacionales aplicadas para aislar las proteinas, la naturaleza de la proteina,
la especificidad de la proteasa usada, la estructura y concentracion del péptido (Sila &

Bougatef, 2016).
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Metodologia

Fase 1: Inmovilizacion De La Enzima

El trabajo de investigacion se realiz6 en el marco de un proyecto de investigacion,
en el cual otro grupo de investigadores estuvieron a cargo de la inmovilizacion y
caracterizacion de la enzima inmovilizada. Para lo cual, en un procedimiento tipico, se
disolvio 1 g de ortosilicato de tetraetilo (TEOS) en 2 ml de HCI (aproximadamente pH
3,5). Esta solucion se mezcld en una proporcion de volumen 1:1 con una solucion
enzimatica tamponada (tampdn fosfato pH 7 25 mM hasta pH final 5,5), que contenia 2
UA/ Ly 1x103M Triton X- 100. Posteriormente se afiadio polietilenimina (PEI) hasta una
concentracion final de 10 %v/v. El sol de silice obtenido se mantuvo en agitacion orbital
(250 rpm) a 25°C durante 30 min. La gelificacion se realizé en recipientes sellados,
durante 24 h a 40°C. Finalmente, los biocatalizadores heterogéneos obtenidos se
enjuagaron con solucién tampon de fosfato pH 7 25 mM y se almacenaron a 4°C.

El rendimiento de encapsulacion en términos de actividad (YA) se calculo
mediante la ecuacion 1. Donde Al es la actividad expresada por el biocatalizador
encapsulado por gramo de soporte, y AC es la actividad enzimatica libre ofrecida por

gramo.

Eficiencia de encapsulacion (Ya) = Ai/Ac » 100 @
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Fase 2: Acondicionamiento De Las Visceras De Tilapia Roja

El acondicionamiento de las visceras de tilapia roja es importante realizarse, para
preparar el medio para el proceso de hidrolisis, también es importan realizarse la
inactivacion de enzimas enddgenas para un mejor control del proceso.

Las visceras de tilapia roja (Orechromis sp.) se obtuvieron en la cadena de frio de
la Piscicola el Gaitero (Antioquia), tomando muestras de lotes de produccidn diferentes.
Las visceras fueron homogenizadas en un procesador de alimentos (Quick'n Easy,
Black&Decker, USA), calentadas a 90 °C por 20 minutos para inactivar las enzimas
enddgenas y favorecer la separacién de la grasa, y posteriormente se enfriaron en
condiciones sucesivas de 25 °C por 20 minutos, 4 °C por 40 minutos y -20 °C durante 24
horas. Pasadas las 24 horas, la fraccion acuosa fue separada de la grasa y almacenadas por

aparte a -20 °C hasta el momento de la hidrdlisis.

En la figura 2 se evidencia el proceso de acondicionamiento de las visceras de la tilapia roja.

Figura 2. Acondicionamiento de las visceras de tilapia roja. Fuente: el autor
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Fase 3: Actividad Catalitica De La Alcalasa 2.4L
Se evaluo la actividad catalitica de la enzima libre e inmovilizada, con el fin de

identificar si hay cambio en la actividad catalitica después de la inmovilizacion.

Actividad Catalitica De La Alcalasa 2,4 L

Se analizo la actividad catalitica de la enzima inmovilizada y libre y se emple6 un
disefio experimental completamente al azar con un factor de dos niveles (enzima libre y
enzima inmovilizada), por medio del software Design Expert 11, para identificar la
diferencia de medias. La actividad catalitica se determiné mediante un analisis estandar
usando caseina como sustrato, seguin la metodologia descrita por Cheung et al (2012). En
este andlisis, una unidad Anson (UA) de actividad es representada por una produccion de
color equivalente a 1 umol de tirosina por min a pH 7,5y 37°C. Para esto, una alicuota de
100 pL de las enzimas (enzima libre 1:20 y enzima inmovilizada 1:10) se incubé con 500
uL de solucion de caseina 0,65 %, durante 10 minutos a 37°C. La reaccion se detuvo
adicionando 500 pl de solucion de acido tricloro acético (110 mM) y la mezcla se
centrifugd 7500rpm por 10 minutos, para tomar 200 uL del sobrenadante y mezclarlos con
500 pL de Na>C03 0,5M y 100 uL del reactivo de Folin- Ciocalteu. Esta ultima solucion
se incubo a 37°C por 30 minutos, se centrifugd a 9000 rpm por 15 minutos y la
absorbancia se leyé en un espectrofotometro a 660nm. Como patron se emplea una curva
estandar de solucion de Tirosina entre 0-200 mg/L, y los resultados se reportan en UA/ g

de enzima.



Evaluacion de las condiciones optimas de hidrolisis

Se plante6 un disefio experimental de superficie de respuestas central compuesto
para evaluar las condiciones éptimas de hidrdlisis de las visceras de tilapia roja (VTR)
con la Alcalasa 2.4L inmovilizada. Para el disefio se usaron los factores el pH (7-10) y
una temperatura (40-70°C), teniendo como variable respuesta la actividad catalitica. Se
desarrollaron 13 experimentos de acuerdo con el disefio experimental mostrado en la

tabla 1. Se empleo el software Design- Expert® 8.0.5 (Stat-Ease, EE. UU.) en la

generacion y analisis de los datos del disefio.
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Tabla 1. Disefio experimental para evaluar el efecto T y pH sobre la actividad catalitica de la

Alcalasa 2.4L inmovilizada. Fuente: el autor.

Corrida T (°C) pH
1 70 8,5
2 55 8,5
3 70 10
4 70 7
5 40 10
6 55 8,5
7 55 10
8 40 7
9 55 8,5

10 55 7

11 55 8,5
12 40 8,5
13 55 8,5
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Adicional, se llevo a cabo la optimizacion del modelo polinomial obtenido, para
determinar las condiciones de T y pH que maximizan la actividad catalitica de la Alcalasa
inmovilizada, empleando la metodologia de superficie de respuesta. El ajuste del modelo
empirico se verificd a la luz de los resultados experimentales, realizando tres replicas
experimentales y comparando estos resultados con los predichos por el modelo

polinomial ajustado.

Reuso de enzima inmovilizada

Para la verificacion del retso de la Alcalasa 2.4 L inmovilizada, se evalud la
actividad catalitica de la enzima, una vez finalizado el analisis, la enzima se recuperé por
centrifugacion y enjuago con agua destilada, evaluando nuevamente la actividad de la
enzima. Este procedimiento se repitid 3 veces para determinar la actividad catalitica de la

enzima en cada ciclo.

Fase 4: Proceso De Hidrolisis Enzimatica De Visceras De Tilapia Roja
La hidrdlisis se realizo con Alcalasa 2,4 L libre e inmovilizada, en un reactor de

500 mL, con control de pH y temperatura por medio de un electrodo de vidrio combinado
conectado a un titulador automatico. Se trabajo bajo condiciones de temperatura 'y pH
establecidas como optimas en el disefio experimental (70 °C y pH 10). Las demas
condiciones se trabajaron bajo los valores establecidos previamente en el grupo de
investigacion: concentracién de sustrato de 8 g de proteina / L, relacién enzima / sustrato
de 0,22 (U / g de proteina), y agitacion constante de 700 rpm (Gomez et al., 2019). En la
figura 3 se puede evidenciar el proceso de hidrolisis de las VTR con la enzima

inmovilizada.
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La reaccion fue monitoreada por medio del grado de hidrdlisis (GH), empleando

el método de valoracion del protén o método pH-estatico.

Figura 3. Hidrolisis de visceras de tilapia de pescado. Fuente: El autor.

Grado De Hidrdlisis (GH)

La reaccidn se control6 a través del GH, expresado como la relacién entre el

numero de enlaces peptidicos hidrolizados (h) y el nimero de enlaces peptidicos totales

en la proteina nativa, por unidad de peso (ht).

El grado de hidrolisis se calculé con la ecuacién (2), utilizando el método pH-stat

(Forghani et al., 2012).

BN
GH (%) =/ a*;l ¥ 100(2)
p t
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Donde B es el volumen que sera consumido de la base en L, My es la masa de la
proteina en kg, NB es la concentracion de la base y a es el grado de disociacion de los

grupos amino liberados durante la reaccion.

Se empleo un it de 8,2 Eq / Kg que fue calculado previamente por el método
OPA (Gomez et al., 2019), mientras que a y pK se calcularan con las ecuaciones. (3) y

(4), respectivamente (Forghani et al., 2012).

10H-PK
«=qy e G
(298 = T)
pK = 7.8 + 298—XT X 2400 (4‘)

Fase 5: Actividad Antioxidante De Los Hidrolizados

Se realizaron dos métodos analiticos con el fin de tener méas confiabilidad en los
datos obtenidos:

Capacidad antirradicalaria (ABTS). Se realiz6 siguiendo el método descrito por
Gobmez y Zapata (2016), con algunas modificaciones. El radical ABTS fue generado por
una reaccion quimica del persulfato de potasio (2,45 mM) con el ABTS (7mM).
Posteriormente 20 uL de la muestra diluida en buffer pH 7,4 o estandar Trolox, se
mezclaron con 180 pL de la solucion ABTS™, y la absorbancia de la solucién fue medida
a 730 nm usando un lector de microplatos multimodo (Varioskan LUX, Thermo

Scientific™),
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Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP). Se llevo a cabo con la
metodologia descrita por Gomez, Figueroa y Zapata (2013), con algunas modificaciones.
Se tomaron 175 pL del reactivo FRAP (con TPTZ, FeCl y buffer de acetato de sodio)
recién preparado y calentado a 37 °C, se mezclaron con 25 pL de la muestra diluida en
buffer o estandar Trolox, y se incubaron en la oscuridad a 37 °C por 60 minutos. Después
de este tiempo se leyd la absorbancia a 595 nm usando un lector de microplatos
multimodo.

Soluciones acuosas de Trolox entre 0 y 500 M se utilizaron para la calibracion y
los resultados se expresaron como micromoles de equivalentes Trolox por gramo de

proteina (umolET/g).

Determinacion del contenido de proteina de los hidrolizados. La concentracion
de proteina del plasmay del hidrolizado fue determinada por el método de Biuret. La
curva estandar fue desarrollada usando Albumina bovina. La absorbancia fue medida a

37 °C a una longitud de onda de 540 nm.
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Resultados y discusion

Fase 2: Acondicionamiento De Las Visceras De Tilapia Roja

Caracterizacion de las visceras

Los valores del contenido proximal en las visceras de tilapia fueron determinadas
por los métodos oficiales de la AOAC, la humedad por medio de secado en estufa
(AOAC 950.46), cenizas por calcinacion (AOAC 942.05), proteina bruta (N x 6,25)
Kjeldahl (AOAC 992.15) y grasa total por (AOAC, 2006). Con el objetivo de realizar una
caracterizacion en las visceras. En la tabla 2 se evidencia la composicion quimica

proximal de las visceras de tilapia roja (Orechromis sp.) enteras y desengrasadas.

Tabla 2. Composicién proximal de las visceras enteras y desengrasadas. Fuente: Autor.

Composicion Visceras Visceras
9/100g enteras desengrasadas
Humedad 62,00 £ 0,97 83,21 £ 0,05
Lipidos 26,08+ 1,81 1,88 + 0,04
Proteina 8,48 £ 0,25 10,04 £ 0,25
Cenizas 1,19+ 0,04 1,71+ 0,04

Algunas investigaciones han presentado resultados de composicién proximal de
visceras enteras de diferentes especies, por ejemplo, (Slizyte, Dauksas, Falch, Storre, &
Rustadb, 2005), obtuvieron valores de humedad para visceras de bacalao, similares a los
del presente estudio, pero los valores de proteina 14,49% y cenizas 4,4% son mayores.
Mientras que (Bhaskar & Mahendrakar, 2008) presentaron valores similares a este

estudio, obteniendo de proteina 9,52 % y cenizas 1,47%.
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En otro estudio con visceras de tilapia como el de los autores (Riyadi, Suprayitno,
Aulanni’am, & Sulistiyati, 2019) reportan la composicion de las visceras desengrasadas
humedad 83,05%, proteina 5,5%, grasa 9,8% y cenizas 1,02%, se evidencia que la
cantidad de humedad es similar, pero la cantidad de proteina obtenida es menor a la del
presente estudio.

Se puede analizar que el tratamiento dado a las visceras para desengrasarlas fue
eficiente y logré con el objetivo dado que el porcentaje de grasa disminuy6 en un 92,8%,
lo cual es importante el proceso de hidrolisis enzimatica de proteinas debido a que se ha
reportado que la concentracion de grasa tiene un efecto negativo sobre el GH de la
reaccién. Dicho fendmeno ha sido poco estudiado, pero algunos autores lo atribuyen a
complejos proteina-lipido formados, los cuales son mas resistentes a la accion catalitica
de las proteasas (Gomez & Zapata, 2017).

Villamil et al (2017) elaboraron un comparativo de la composicién de visceras
piscicolas, y concluyeron que la variabilidad en la composicion depende de la especie,
calidad de alimentacion, edad, sexo y otros factores; pero que en general existe un
particular interés en nuevas estrategias para el uso de las visceras de pescado, por el alto
contenido en proteinas y aceite con acidos grasos omega-3 de cadena larga que pueden

tener (Villamil et al., 2017).

Fase 3: Actividad Catalitica De La Alcalasa 2.4L

Primero se realizé una curva patron con la tirosina, para luego analizar los datos

de la actividad catalitica de la enzima libre y la inmovilizada en UA/g de enzima.
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En la tabla 3 se logra evidenciar la curva patrén de tirosina, esta permite entender
la respuesta instrumental del analito (tirosina), usando la ecuacién obtenida en la curva
patron, y = 57,019x + 0,0727.

Tabla 3. Curva patron de tirosina a 660nm. Fuente: El autor

Cantidad de Tirosina Concentraciéon pumol de Promedio
(mg/mL) Tirosina Absorbancia
0,038 0,041 2,362 £ 0,305
0,019 0,020 1,390 0,024
0,005 0,005 0,391 £ 0,008
0,001 0,001 0,110 £ 0,006
0,000 0 0,018 + 0,000

En la tabla 4, se logra evidenciar que la actividad catalitica de la enzima libre vs la
inmovilizada presenta una diferencia dado que el ANOVA muestra la varianza entre la
actividad catalitica de la enzima libre e inmovilizada. La razon-F, que en este caso es
igual a 378,033, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro-de-
grupos; puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, se puede decir concluir
que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de actividad
catalitica en términos de UA/g enzima.

Segun Sanchez et al (2014) uno de los inconvenientes que pueden presentarse con
la inmovilizacion es la pérdida de actividad enzimatica. Segin Sanchez et al (2014)
reportaron que la pérdida de la actividad después del proceso de inmovilizacion como a la
desnaturalizacion de proteinas, inhibicidn por producto intermedio o a la union de grupos

funcionales clave dentro del sitio activo lo que disminuye las interacciones con el sustrato
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y la actividad. Algunos autores han reportado preparados enzimaticos que mantuvieron
solo un 40% la actividad enzimatica después de inmovilizar (Xu et al., 2013).

Resultados similares a los obtenidos en este estudio han sido reportados por otros
autores, Epor ejemplo, Silva et al. (2008) concluyen gue en la Alcalasa inmovilizada
puede conservar hasta un 73% de su actividad catalitica, mientras la enzima evaluada en
este proyecto conserva un 66,8%.

Segun los resultados, como ha sido ampliamente reportado, se observo una
disminucion de la actividad catalitica por el proceso de estabilizacion, debido a las
restricciones conformacionales dadas por la encapsulacion en la matriz de silice y los
cambios estructurales de las enzimas atrapadas en la silice (Datta et al., 2013; Escobar et
al., 2018). Pese a la disminucion en la actividad catalitica, al ser un catalizador
heterogéneo, permite su reutilizacion, lo que no es posible con la enzima soluble en el
medio de la reaccion. De acuerdo con las propiedades del biocatalizador obtenido, se
puede decir que el proceso sol-gel resulté adecuado para su aplicacion en el proceso de

hidrolisis.

Tabla 4. Actividad catalitica de enzima libre e inmovilizada. Fuente: autor.

Muestra Unidades (Anson/g
enzima)
Enzima libre 5,693 + 0,302
Enzima inmovilizada 3,803 +0,112

Al evidenciarse la perdida de la actividad catalitica en la enzima inmovilizada

respecto a la enzima libre, se opt6 por realizar un disefio ortogonal con el objetivo de
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optimizar los recursos y conocer cuales son los factores 6ptimos para realizar el ensayo
en el biorreactor para hidrolisis en las visceras de tilapia roja, por lo tanto, se tomaron
como factores a analizar el pH y la temperatura. En la tabla 5, se evidencia los datos del

disefio experimental para optimizar las variables de la enzima inmovilizada.

Tabla 5. Datos de disefio ortogonal con la actividad catalitica de la enzima

inmovilizada para diferentes condiciones de pH y Temperatura. Fuente: el autor.

. Temperatura A(,:t.'V'dad
Corridas (C) pH catalltlc_a (UA/g
enzima)
1 70 8,5 4,22
2 55 8,5 3,788
3 70 10 5,354
4 70 7 3,922
5 40 10 3,826
6 55 8,5 3,903
7 55 10 3,701
8 40 7 2,616
9 55 8,5 3,471
10 55 7 3,182
11 55 8,5 4,033
12 40 8,5 2,837
13 55 8,5 4,033

En la tabla 5 se pueden evidenciar las 13 corridas del disefio ortogonal, donde las
variables modificadas fueron temperatura (40, 55y 70°C) y pH (7, 8,5y 10), y las
variables respuesta obtenida en cada corrida, reportados como actividad catalitica en

UA/g de enzima.



En la tabla 6, se presenta el analisis de varianza (ANOVA), donde se muestra la
significancia estadistica del modelo, de cada factor, el coeficiente de determinacion R2,

R2-Ajustado y la carencia de ajuste.

Tabla 6. ANOVA modelo lineal. Fuente: autor

Fuente p-valor

Modelo 0,0001 Significativo
A-Temperatura  0,0002
B-pH 0,0016
Carencia de ajuste 00,2449  No significativo
R? 0,8364

R2 Ajustado 0,8037

El ANOVA indica un modelo altamente significativo, ajustado a un modelo
polinomial de primer orden (Ecuacion 2), el cual describe la influencia de las variables
sobre la actividad catalitica de la enzima estabilizada. Los valores de coeficiente
estimado para cada factor 0,7029 y 0,5268 para temperatura y pH respectivamente,
permiten evidenciar que la temperatura tiene una mayor influencia que el pH sobre la

actividad catalitica de la enzima.

R1 (Actividad catalitica): — 1,801 + 0,046 (T) + 0,351 (pH) (2)
En la figura 4 se evidencia la superficie de respuesta del modelo experimental,
donde se muestra el efecto que tiene las variables sobre la actividad catalitica de la

enzima estabilizada. Puede analizarse que no hay puntos de inflexién, es decir, que a
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medida que se aumenta el pH y la temperatura aumenta la actividad catalitica en el rango

evaluado.

Act. catalitica (U/g)

Figura 4. Disefio experimental en diagrama 3D. Fuente: Design Expert 11.

En el proceso de hidrolisis enzimatica de proteinas, una mayor actividad catalitica
conduce a una mayor GH, lo cual es importante porgue su aumento se ha asociado con
una mayor presencia de péptidos de bajo peso molecular con mayor actividad bioactiva
(Liu et al., 2014; Zhu et al., 2022). Por esta razon, el modelo obtenido (ecuacion 2) fue
sometido a un procedimiento de optimizacion con la metodologia de superficie de
respuesta, con el fin de predecir los niveles de los factores que maximizan la actividad
catalitica. Las condiciones Optimas para la reaccion de hidrdlisis enzimatica de VTR con
la alcalasa 2.4L inmovilizada (ALCI) fueron: pH 10y T 70 °C.

En el rango de estudio, los aumentos en el pH conducen a una mayor actividad
catalitica de Alcalasa 2.4L. Esto fue reportado en otros estudios donde se ha demostrado
que Alcalasa tiene una actividad catalitica eficiente a pH alcalino, dependiendo el valor
optimo del sustrato utilizado (Benjakul et al., 2014; Chomnawang & Yongsawatdigul,

2013). Sin embargo, valores de pH muy altos pueden desnaturalizar las proteinas y dafiar
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algunos aminoacidos (Anal et al., 2013). (Zhu et al., 2022) sugieren que la enzima es un
método efectivo para mejorar la tolerancia alcalina de Alcalasa, lo que facilita el uso de
Alcalasa inmovilizada para aplicaciones que involucran condiciones alcalinas fuertes.
Segun los autores (Zapata et al., 2019) los cambios en el pH afectan tanto al sustrato
como a la enzima, porque cambian la distribucion de cargas y la conformacion de las
proteinas. Ademas, el pH influencia la disociacién de grupos activos de la enzima,
afectando la dindmica de asociacion de ésta con el sustrato.

De manera similar, en el rango de estudio, la temperatura afecta positivamente la
actividad catalitica de Alcalasa 2.4L inmovilizada. La temperatura es una variable critica
en las reacciones enzimaticas, ya que generalmente los aumentos de temperatura
conducen a aumentos en la velocidad de reaccion. Aun asi, debido a su naturaleza
proteica, valores extremos de este factor pueden conducir a la desnaturalizacion y pérdida
de la actividad catalitica de la enzima. Por su parte la temperatura tiene efecto sobre
cualquier proceso quimico o bioguimico debido a que un incremento de temperatura
aumenta la energia cinética a las moléculas, pero debido a la naturaleza proteica de las
enzimas su estructura terciaria se ve comprometida cuando se alcanzan elevadas
temperaturas, lo que conduce a la pérdida de actividad catalitica (Pérez-Galvez et al.,
2011), que se traduce en una disminucion del GH cuando se trabaja por encima de un
cierto limite de temperatura. Para la Alcalasa 2.4L libre otros autores han determinado
temperatura 6ptima a 61,5 °C para hidrélisis de plasma bovino (Figueroa et al., 2016),
60°C para subproductos de tilapia (Roslan et al., 2015), 45°C para canalizados caracol
manzana (Halim et al., 2016), 60°C para visceras de trucha (Vasquez & Zapata, 2018) y

65°C para visceras de tilapia roja (Gémez et al., 2020). Algunos autores informan que los
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aumentos de temperatura por encima de 65 °C dieron como resultado una caida
significativa en la estabilidad de Alcalasa libre (Glomm et al., 2021; Zhu et al., 2022).
Sin embargo, la temperatura Optima encontrada para la Alcalasa de 2.4L inmovilizada fue
de 70 °C, lo que demuestra la eficacia del proceso de inmovilizacion para aumentar la
estabilidad de la enzima en condiciones de operacidn agresivas, como lo informaron otros
autores (Glomm et al., 2021; Morellon- Sterling et al., 2022; Oliveira et al., 2022).

Para el analisis de retso de la enzima alcalasa inmovilizada en la tabla 7 se pueden
evidenciar los resultados:

Tabla 7. Andlisis de relso de la alcalasa inmovilizada. Fuente: autor

Muestra Ensayo Unidades (Anson/g
enzima)
1 3,803 £ 0,112
Enzima inmovilizada 2 3,057+0,026
3 2,203+0,028

Se evidencia que después de 3 redsos se conserva un 57% de la actividad
catalitica. Otros autores, han reportado que en el caso de la celulosa inmovilizada retiene
hasta un 58% de su actividad catalitica en 15 redsos (Romo et al., 2012). También en la
investigacion de Usuriaga (2015) se observo que hasta cinco redsos después la enzima
pierde solo 5% de su actividad catalitica. Segun (Florez, 2011) por diversas razones
puede perderse la actividad catalitica después de la inmovilizacion, como por ejemplo: la
unién al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al centro activo esta

impedido, los grupos reactivos del soporte reaccionan con algin aminoacido que forme
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parte del centro activo o que sea esencial para la actividad catalitica de la enzima, la
inmovilizacion puede originar un cambio conformacional que da lugar a una forma
inactiva o las condiciones experimentales del proceso causan la desnaturalizacion o
desactivacion de la enzima. Otro ejemplo de reusos de la alcalasa inmovilizada es la de
los autores (Zhu et al., 2022) conservé més de un 40% después de 5 retsos, sometiendo a
la enzima a una temperatura de 85°C, adicional en este estudio se concluyo que las
enzimas inmovilizadas tenian una mayor tolerancia en situaciones de alta temperatura y
podian retener estabilidades térmicas mucho mas altas en comparacién con la Alcalasa

libre.

Fase 4: Proceso De Hidrolisis Enzimética De Visceras De Tilapia Roja
En la figura 5, se evidencia la comparacion del grado de hidrolisis alcanzado por

las VTR usando la enzima libre vs la inmovilizada.

15

—-— Inmovilizada
— Libre T
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Figura 5. Grado de hidrolisis de las VTR con la reaccion realizada con la enzima

libre vs enzima inmovilizada. Fuente: el autor.
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El proceso de hidrolisis estd constituido por tres reacciones consecutivas. Primero,
la formacion de un complejo enzima-sustrato, luego la escision del enlace amida que da
como resultado la liberacion de un péptido. Finalmente, el péptido restante se escinde de
la enzima después del ataque nucleofilico por una molécula de agua. El proceso puede
reiniciarse sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno solo de ellos (Benitez et al., 2008).

Bajo las condiciones 6ptimas que arrojo el disefio experimental, se llevo a cabo el
proceso de hidrolisis de las proteinas VTR con la enzima inmovilizada y libre, durante
180 minutos se compararon las dos curvas, la enzima inmovilizada obtiene un grado de
hidrolisis maximo de 12,02%, donde los resultados sugieren que la enzima inmovilizada
tiene mayor tolerancia a pH y temperatura elevados y podian retener estabilidades mucho
mayores. Esto ha sido informado previamente por otros autores que encontraron una
menor inactivacion de Alcalasa inmovilizada ain a altas temperaturas de incubacion, en
comparacion con la enzima libre (Dos Santos et al., 2020; Rocha et al., 2017; Zhu et al.,
2022). La estabilidad de Alcalasa inmovilizada podria atribuirse a una mayor rigidez de
la proteina enzimatica dentro del soporte y el efecto de confinamiento evita la
autodigestion de la proteasa ya que las moléculas de proteasa inmovilizadas no pueden
interactuar entre si (Bernal et al., 2018; Morellon-Sterling et al., 2022). Ademas, la
inmovilizacion protege los sitios activos del dafio por altas temperaturas (Zhu et al.,
2022).

Es posible que en la enzima libre exponiéndose a una la temperatura de 70°C logra
desestabilizar la estructura de la enzima, ocasionando una marcada disminucion en su

actividad catalitica. En otros estudios se ha definido que la temperatura tiene efecto sobre



50

cualquier proceso quimico o bioguimico debido a que un incremento de temperatura
aumenta la energia cinética a las moléculas, pero debido a la naturaleza proteica de las
enzimas su estructura terciaria se ve comprometida cuando se alcanzan elevadas
temperaturas (Zapata et al., 2019). En este sentido se podria inferir que la inmovilizacion
es un método adecuado para el uso de enzimas, especificamente la Alcalasa 2.4 L bajo
condiciones de trabajo agresivas.

Por otro lado, se realizo otra hidrolisis por 360 minutos solo con la enzima
inmovilizada para toma de muestra y se alcanzé un GH méaximo de 18,71% en 360

minutos.

Fase 5: Actividad Antioxidante De Los Hidrolizados

La especificidad de la enzima utilizada para la protedlisis es uno de los factores
mas importantes para la produccién de péptidos antioxidantes (Sila & Bougatef, 2016).
Alcalasa 2.4L es una endopeptidasa que contiene principalmente subtilisina A de Bacillus
licheniformis, es una proteasa reconocida para la hidr6lisis de subproductos marinos y de
origen animal, y se caracteriza por su eficiencia para producir hidrolizados con una alta
actividad antioxidante (da Cruz et al., 2020; Glomm et al., 2021; Gomez et al., 2019). Se
evaluo la capacidad antioxidante de los hidrolizados obtenidos por Alcalasa 2.4L
inmovilizado bajo las condiciones definidas en el disefio experimental, a través de dos
métodos in vitro: uno basado en reacciones de transferencia de electrones (FRAP) y otro
que puede involucrar cualquiera de los dos mecanismos transferencia de electrones o por

transferencia de &tomos hidrogeno (ABTS). Los resultados obtenidos se muestran en la



51

Tabla 8. A pesar de evaluar diferentes mecanismos, los resultados de ABTS, FRAP son

consistentes y estadisticamente se encontrd una correlacion de Pearson con un valor de P

de 0,0004 con un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla 8. Actividades antioxidantes de hidrolizados de VTR preparados utilizando

Alcalasa 2,4 L inmovilizado con diferentes GH segln lo determinado por varios ensayos.

Fuente: EIl autor.

Actividad antioxidante (umol ET/g de proteina)

GH (%)
ABTS FRAP
3.0 630,33 + 5.69° 38,58 + 3,28°
5.8 739,77 + 28.21° 48,04 + 8,09°
7.8 758,81 + 18.92° 49,06 + 1,87
9.7 796,27 + 9.59° 60,6 + 1,05°
12.0 830,48 + 31.26¢ 68,58 + 1,03¢
14.6 852,82 + 33.85% 78,4 £ 5,84°
16.7 877,41 + 19.88¢f 78,49 + 2,2¢
18.7 901,10 + 15.01 88,99 + 2,62f

Para los métodos ABTS y FRAP, los resultados muestran que el proceso de

hidrolisis permitié incrementar la actividad antioxidante del VTR, con una correlacién

entre GH y capacidad antioxidante (tabla 8), lo cual ya ha sido reportado por otros

investigadores (Gémez et al., 2019; Hamzeh et al., 2016; VVasquez et al., 2022). Esta

correlacion se ha atribuido a cambios estructurales en la composicién, tamafio y

secuencia de aminoacidos de los péptidos obtenidos, hidrofobicidad y caracter basico, y
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exposicion de grupos amino terminales con capacidad antioxidante (da Cruz et al., 2020;
Phanturat et al., 2010; Sila & Bougatef, 2016). VTR muestra una alta actividad
antioxidante de 901,1 y 88,99 umol ET/g por los métodos ABTS y FRAP
respectivamente, con GH de 18,7% (tabla 8). Lo que sugiere que el hidrolizado contiene
donantes de hidrogeno o electrones que pueden reaccionar con los radicales libres
(Phanturat et al., 2010). Esta actividad es mayor a la reportada por algunos autores para
hidrolizados de proteinas con enzimas inmovilizadas. Por ejemplo, los autores Dos
Santos et al., 2020 encontraron una actividad méxima de 36,7 uM Trolox Eq para la
hidrolisis de gelatina de piel de tilapia obtenida por Alcalasa inmovilizada.

Por otro lado, segun las investigaciones de Gomez et al., 2019 la actividad
antioxidante de los hidrolizados de VTR obtenidos con Alcalasa 2.4L libre a GH del 17%
fue identificada como 1815,8 y 424 umol ET/g por los métodos ABTS y FRAP,
respectivamente. Comparando los resultados entre la actividad antioxidante de los
hidrolizados obtenidos con la enzima libre e inmovilizada, podemos notar un menor
poder antioxidante en los péptidos generados por la enzima inmovilizada (Tabla 8). Esto
podria deberse a alteraciones en la actividad, especificidad o selectividad de la enzima,
por la interaccion con el soporte 0 cambios en la estructura de la enzima (Rodrigues et
al., 2013). Estos hallazgos son contrarios a los encontrados por otros autores, quienes
reportaron que la actividad antioxidante es similar para los hidrolizados obtenidos con
enzima libre e inmovilizada (Dos Santos et al., 2020; Zhu et al., 2022), o incluso puede
ser mayor para los hidrolizados obtenidos con enzima inmovilizada (Siddiqui et al.,

2020). Estas diferencias se pueden atribuir a los diferentes métodos de inmovilizacién,
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del soporte y las condiciones de inmovilizacion, las cuales definen las caracteristicas del

biocatalizador (Dos Santos et al., 2020).



54

Conclusiones

En este estudio, la encapsulacion sol-gel de Alcalasa 2.4L tuvo un rendimiento de
inmovilizacion en términos de actividad del 67%. Los resultados muestran que las
mejores condiciones de operacion para la reaccion de Alcalasa inmovilizada con VTR
fueron 70°C y pH 10, mostrando una mejor estabilidad térmica. La Alcalasa inmovilizada
fue capaz de catalizar el proceso de hidrdlisis de las proteinas VTR alcanzando una GH
del 18,1% tras 6 horas de reaccion. El proceso sol-gel, resultdé adecuado para su
aplicacion en la obtencion de péptidos antioxidantes, encontrando hidrolizados de VTR
con una actividad antioxidante de 901,1 y 88,99 umol ET/g por los métodos ABTS,
FRAP respectivamente. Por lo tanto, se puede obtener un proceso sol-gel robusto y
escalable, para facilitar el uso de Alcalasa 2.4L en la hidrdlisis industrial enzimatica de

proteinas a partir de subproductos de pescado.
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