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RESUMEN

La captura de sardina es una pesqueria importante en la region Noroeste de la Republica
Mexicana, ocupando Sonora el primer lugar de captura a nivel nacional. El enlatado de
sardina es una actividad industrial importante y los subproductos generados durante este
proceso poseen un alto contenido de proteina, los cuales, con el fin de ser aprovechados
se destinan a la produccion de harina de pescado; sin embargo, estos podrian ser tratados
tecnologicamente para obtener péptidos con actividad biologica (antihipertensiva y
antioxidante) para dar un valor agregado a los mismos. Asi, el objetivo del presente
trabajo fue producir y aislar péptidos potencialmente antihipertensivos y antioxidantes,
generados a partir de la hidrélisis proteica de subproductos (cabezas y colas)
provenientes del enlatado de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea). Se
estudiaron factores como tipo de proteasa (Flavourzyme®, Alcalasa 2.4L% y Protex 6L")
y tiempo de reaccion (30, 60, 120, 240 y 360 min) sobre la hidrdlisis de homogenados de
subproductos. Se evalu6 el perfil electroforético durante la hidrolisis y monitored el
grado de hidrodlisis (GH) mediante la cuantificacion de nitrogeno soluble en &cido
tricloroacético al 10%. Los valores mas altos de GH resultaron para los hidrolizados
producidos con Alcalasa 2.4L" y Protex 6L° con 8.1% y 8.4%, respectivamente. Se
colectaron fracciones <1 y de 1-5 kDa por ultrafiltracion, las cuales fueron liofilizadas
para su posterior evaluacion, in vitro, de la actividad inhibitoria de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) y actividad de captacion de radicales DPPH. Todas
las fracciones peptidicas recolectadas exhibieron ambas propiedades. Sin embargo, la
fraccidn <1 kDa obtenida con Alcalasa 2.4L" (8% de GH) exhibi6 la mas alta actividad
inhibitoria de ECA y por ende el menor ICsy (0.2 + 0.0 mg de NNP/mL). Por otro lado,
la fraccién 1-5 kDa generada con Protex 6L° (6% de GH) expres6 la mas alta actividad
de captacion de radicales DPPH (72.8 + 0.3%, a 10 mg de NNP/mL).

Subsecuentemente, estas dos fracciones fueron fraccionadas por HPLC-fase reversa.
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Ocho subfracciones fueron aisladas de la fraccion <1 kDa, y 4 de ellas mostraron bajos
valores de ICsg, en el rango de 0.4 - 0.5 mg/mL. Con respecto a la fraccion de 1-5 kDa,
12 subfracciones fueron aisladas mostrando una de ellas el mas alto porcentaje de
captacion de radicales DPPH, correspondiendo a un valor de 30.0 + 0.4% a una
concentracion de 1.1 mg/mL. Los resultados arrojados en la presente investigacion
indican que los subproductos generados durante el enlatado de sardina Monterey (colas
y cabezas) tienen el potencial para ser utilizados como materia prima para la produccion
de hidrolizados proteicos con actividad antioxidante y antihipertensiva, mediante la

aplicacion de tecnologia convencional.

Palabras clave: Subproductos de sardina Monterey, enzima convertidora de

angiotensina, actividad antioxidante, hidrolizados proteicos.
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ABSTRACT

Sardine catch is an important fishery in Northwest Mexico, where Sonora leads the
national catch. Sardine canning industry is an important activity whose by-products have
high protein content and are commonly used for fish meal production; however, these
by-products can also be treated technologically to obtain bioactive peptides
(antihypertensive and antioxidant), action that could add value to these by-products.
Thus, the objective of the present study was to produce and isolate potentially
antihypertensive and antioxidant peptides generated from by-products (heads and tails)
protein hydrolysis from Monterey sardine (Sardinops sagax caerulea) canning. Factors
such as type of protease (Flavourzyme®, Alcalase 2.4L" and Protex 6L") and reaction
time (30, 60, 120, 240 and 360 min) on by-products homogenates hydrolysis were
studied. Electrophoretic profile during hydrolysis was evaluated, and the degree of
hydrolysis (DH) was monitored by quantification of soluble nitrogen in 10%
trichloroacetic acid. The highest DH was produced with Alcalase 2.4L" and Protex 6L"
with 8.1 and 8.4%, respectively. Fractions (<1 and 1-5 kDa) were collected by
ultrafiltration and then lyophilized for further in vitro evaluation of angiotensin I
converting enzyme (ACE) inhibitory activity and DPPH radical-scavenging activity. All
peptide fractions collected exhibited both properties. Nevertheless, <1 kDa fraction
obtained with Alcalase 2.4L" (8% DH) exhibited the highest ACE inhibitory activity and
hence the lowest ICsy value (0.2 = 0.0 mg of NPN/mL). On the other hand, the 1-5 kDa
fraction generated with Protex 6L° (6% DH) expressed the highest DPPH radical-
scavenging activity (72.8 + 0.3%, 10 mg of NPN/mL). Subsequently, these fractions
were fractionated by HPLC-reverse phase, isolating eight subfractions from the <1 kDa
fraction (with 4 of these showing low ICs values, in the range of 0.4 to 0.5 mg/mL),
while twelve subfractions from the 1-5 kDa fraction were isolated with only one

showing the highest percentage of DPPH radical-scavenging (30.0 + 0.4% at a
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concentration of 1.1 mg/mL). Results indicate that Monterey sardine canning by-
products (tails and heads) have the potential to be used as raw material for the
production of protein hydrolysates with antihypertensive and antioxidant activity, by

application of conventional technology.

Keywords: Monterey sardine by-products, angiotensin I converting enzyme, antioxidant

activity, protein hydrolysates.
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INTRODUCCION

La pesqueria de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea) es la mas
importante en la region Noroeste de México, de la cual el Estado de Sonora aporta
alrededor del 56% de la produccion nacional (CONAPESCA, 2011). Su consumo
humano directo, ya sea fresca o enlatada, representa alrededor del 41% (principalmente
enlatada), mientras que el 59% restante se destina para la elaboracion de harina de
pescado para consumo animal (CONAPESCA, 2011).

La porcion comestible de sardina que se aprovecha para consumo humano
directo en forma de filete o utilizada para el enlatado, representa aproximadamente entre
el 40-45% (Pacheco-Aguilar et al., 2000), mientras que el 55-60% restante (cabeza, cola
y visceras) se somete a reduccién para la elaboracion de harina de pescado. Los
subproductos de este proceso los cuales, con el fin de aprovecharlos y explotarlos,
pueden ser tratados por tecnologias nuevas o existentes para obtener co-productos de
valor agregado (Castillo-Yéanez et al., 2004), ya que estos poseen un alto contenido de
proteina (alrededor del 10% base hiimeda) (Ramirez-Suarez et al., 2010). La hidrolisis
de proteinas para la produccion de péptidos con actividad bioldgica, puede ser una
alternativa tecnoldgica viable para dar valor agregado a estos subproductos. Estos
péptidos bajo peso molecular, se pueden obtener mediante el uso de enzimas
proteoliticas (Pihlanto-Leppédld et al., 2001; Kitts y Weiler, 2003), procesos
fermentativos (Yamamoto et al., 1999; Gobbetti et al., 2002) o por la combinacion de
ambas tecnologias (Pihlanto-Leppéla et al., 1998). Con la ayuda de estos procesos, se
han obtenido diversos péptidos con actividad bioldgica a partir de diferentes fuentes
proteicas de origen marino (algas, musculo, visceras, aguas de coccion y piel de
pescado). Destacando entre estos, los péptidos con actividad potencialmente
antihipertensiva (Bougatef et al., 2008; Ramirez-Suarez et al, 2010) y actividad
potencialmente antioxidante (Mendis et al. 2005; Bougatef et al., 2010).



Los péptidos con actividad antihipertensiva, como su nombre lo indica, son
eficaces para el control de la hipertension arterial, ya que actian inhibiendo la accion de
la enzima convertidora de angiotensina, una de las enzimas involucradas en la
regulacion de la presion sanguinea (sistema renina-angiotensina-aldosterona). La
hipertension arterial es considerada uno de los factores de riesgo mas importantes dentro
de las enfermedades cardiovasculares y cerca de 1 billon de adultos en el mundo padece
esta enfermedad (Kearney et al., 2005), por lo que el uso de péptidos bioactivos para el
control de la presion arterial es de gran relevancia.

Por otro lado, péptidos con propiedades antioxidantes podrian ser utilizados por
la industria alimentaria para inhibir y/o reducir el desarrollo de sabores indeseables,
olores desagradables y la generaciéon de compuestos quimicos potencialmente toxicos
provenientes de la oxidacion de lipidos. Hasta hoy, la industria alimentaria ha utilizado
algunos compuestos antioxidantes sintéticos como aditivos alimentarios bajo estrictas
regulaciones debido a que son un riesgo potencial para la salud (Ito et al., 1986). Es por
ello que actualmente ha aumentado el interés por identificar compuestos con
propiedades antioxidantes y su aislamiento a partir de fuentes naturales.

Por todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue producir y aislar péptidos
potencialmente antihipertensivos y antioxidantes, generados a partir de la hidrolisis
proteica de un homogenado de subproductos (cabezas y colas) del proceso de enlatado

de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea).



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Sardina Monterey como Recurso Pesquero

La sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea) también llamada sardina del
Pacifico, es una especie que pertenece a la familia Clupeidae. Es un pequefio pez
teleosteo, pelagico, plateado con una aleta dorsal que se localiza sobre el centro del
cuerpo, una aleta caudal partida en dos y largas escamas espinosas en el abdomen. Es un
organismo omnivoro filtrador que se alimenta de crustaceos zooplanctonicos, moluscos
pteropodos, y en menor medida de fitoplancton (DFO, 2004). Es un pez pelagico que
forma densos cardimenes y realiza migracion estacional de desove en el Golfo de
California. Su talla comercial oscila entre los 13 y 30 cm de longitud desde la punta del
hocico hasta la base de la aleta caudal; sin embargo, la talla promedio de los organismos
capturados va de 14 a 20 cm de longitud (Doode, 1992). Ademés, como consumidor del
nivel primario de la cadena tréfica, tiene un papel importante en el funcionamiento de
los ecosistemas marinos y es presa de otros animales en esta cadena (Martinez-Porchas
et al., 2009).

En el hemisferio norte, la sardina Monterey se distribuye desde la costa del
sureste de Alaska a la costa noroeste de México, incluyendo el Golfo de California y, en
el hemisferio sur, desde el sur de Ecuador hasta el norte de Chile (Galindo-Cortes et al.,
2010; Garcia-Rodriguez et al., 2011).

La sardina es una de las pesquerias mas abundantes y un recurso importante para
la industria pesquera de la Republica Mexicana, la cual represent6 en el 2011, alrededor
del 41% de la captura total de peces en México. La mayor parte de su captura se realiza
en el Golfo de California, destacando el Estado de Sonora con casi el 60% de la

produccion pesquera nacional (CONAPESCA, 2011). En Sonora, la captura de sardina



ocupa el primer lugar de las pesquerias realizadas, siendo Guaymas y Yavaros los
principales puertos sardineros (SAGARPA, 2004). Su produccién a nivel nacional ha
fluctuado entre los 488,837 y 872,640 toneladas en los ultimos 9 afios; obteniéndose
para el 2011 una produccion de 684,132 toneladas (CONAPESCA, 2011).

La sardina es un recurso pesquero de alta disponibilidad, de bajo costo antes y
después de procesada. Es una de las fuentes de proteina de alta calidad mas importantes
y baratas para el consumo humano, con abundantes acidos grasos ®-3; sin embargo, su
consumo es muy bajo y se da exclusivamente en forma de producto enlatado (Villegas,
1996).

Los principales procesos de transformacion de la sardina son el enlatado para el
consumo humano directo y la reduccién para la fabricacion de harina de pescado
destinada a la alimentacion animal, siendo este ultimo un ingrediente proteico
importante en la dieta de los animales de granja. En Sonora, la captura de sardina se
procesa basicamente en tres formas: harina de pescado (59%), enlatado y congelado

(41%) (Doode, 1992; CONAPESCA, 2011).

Subproductos Generados del Procesamiento de Productos Pesqueros como Fuentes

Potenciales de Compuestos de Alto Valor

Los subproductos del procesamiento de pescado, los cuales incluyen cabezas,
colas, huesos, aletas, pieles, visceras y algunos recortes, son residuos generados después
del fileteado del pescado y son considerados recursos de escaso valor econdmico. Estos,
dependiendo de sus caracteristicas y con la finalidad de darles un valor en el mercado, se
utilizan para producir harina de pescado, musculo picado 6 molido, fertilizantes,
alimentos para mascotas y ensilados de pescado (Kim y Mendis, 2006; Klompong ef al.,
2007; Arason et al, 2009; Wilson et al., 2011). Se estima que los subproductos
pesqueros pueden llegar a representar aproximadamente tres cuartas partes del total del
peso de la captura (Shahidi, 1994; Pastoriza et al., 2004), esto dependiendo de la
especie. Ademads, se estima que a nivel mundial, se generan aproximadamente 20

millones de toneladas de residuos o subproductos en la industria pesquera y acuicola al



afio (Wilson et al., 2011). Por lo tanto, existe un gran potencial en las industrias
procesadoras para utilizar los subproductos generados del procesamiento de producto
marino, ya que estos contienen compuestos de alto valor, tales como proteinas (algunas
enzimas, coldgeno y gelatina, entre otras), lipidos (dcidos grasos poliinsaturados
esenciales de las familias de los omega), péptidos, y minerales solubles en agua, que
pueden ser recuperados para generar productos de valor agregado (Kim y Mendis, 2006;
Arason et al., 2009; Wilson et al, 2011). El utilizar los residuos o subproductos
generados durante el procesamiento de pescados es muy importante para la industria
pesquera, ya que le puede generar ingresos econdmicos, ademas de recuperar
componentes de alto valor nutricional incrementan el rendimiento de la materia prima
durante el procesamiento. En algunos casos, el producto de valor agregado generado
puede llegar a tener mayor valor econdémico que el propio filete de pescado
comercializado (Arason et al., 2009; Muzaifa et al., 2012).

Los compuestos bioactivos podrian ser extraidos y purificados empleando
diferente tipo de tecnologia, desde la basica (por ejemplo centrifugacion) hasta alguna
mas sofisticada (ultrafiltracion, liofilizacion). El desarrollo de nuevas tecnologias 6
procesos para extraer nuevos compuestos bioactivos a partir de los subproductos del
procesamiento de organismos pesqueros, puede generar valor a lo que hoy se considera
un residuo o desecho de la industria procesadora de organismos acuaticos (Kim y
Mendis, 2006; Arason et al., 2009). Diversos estudios han identificado una serie de
compuestos bioactivos a partir de subproductos del procesamiento de organismos
marinos (Kim et al., 2001; Jeon y Kim, 2002; Je et al., 2005).

El uso de procesos hidroliticos para la conversion de subproductos pesqueros en
productos de alto valor, comercializables, son tecnologias adecuadas y de gran
aceptacion. Estos hidrolizados pueden ser utilizados en la formulacion de alimentos para
consumo humano como ingredientes funcionales y no solo para consumo animal 6

fertilizantes (Klompong et al., 2007).



Péptidos Bioactivos a partir de Productos y Subproductos Pesqueros

Los péptidos bioactivos, 6 con actividad biologica, son secuencias de
aminoacidos de entre 2 a 20 residuos de aminoacidos, con pesos moleculares <6 kDa.
Estos se encuentran inactivos dentro de la estructura primaria de la proteina intacta,
pudiendo ser “liberados y activados” tras la hidrdlisis de la proteina a través de la
digestion gastrointestinal, procesamiento del alimento ¢ mediante fermentacion. Los
péptidos liberados, mas alla de ser una fuente de energia metabdlica y de aminoécidos
esenciales (necesarios para el crecimiento y mantenimiento de las funciones
fisiologicas), pueden ejercer diversos efectos benéficos adicionales en el organismo, ya
que poseen actividad similar a la de hormonas (Korhonen y Pihlanto, 2006; Vioque et
al., 2006; Gémez-Guillén et al., 2010; Sarmadi e Ismail, 2010). En la ultima década se
han identificado péptidos que actian en el sistema cardiovascular, digestivo,
inmunoloégico, endocrino y nervioso (Kitts y Weiler, 2003; Korhonen y Pihlanto, 2006).
Ademéds, se sabe que un péptido puede ejercer no s6lo una funcion, sino diversas
funciones in vivo dependiendo de su peso molecular, estructura, composicion y
secuencia de aminoacidos (Iwaniak y Minkiewicz, 2007).

Estos péptidos tienen el potencial de promover la salud humana al reducir el
riesgo de enfermedades cronicas, trastornos metabolicos, ademas de potenciar al sistema
inmune natural. Por lo tanto, pueden formar parte de preparaciones farmacoldgicas con
un efecto benéfico bien definido (Korhonen y Pihlanto-Leppild, 2003).

Los péptidos bioactivos, debido a su procedencia natural, son considerados mas
seguros en comparacion a los farmacos o aditivos alimentarios sintéticos, ya que pueden
ser absorbidos facilmente (Lee ef al., 2010). Ademas, son considerados compuestos de
alto valor, tanto econdmico, nutricional y ambiental, por la industria procesadora de
organismos acuaticos (Arason et al., 2009).

Los hidrolizados proteicos de pescado, son solubles en un amplio rango de pH y
fuerza i6nica; ademads, suelen soportar altas temperaturas sin precipitar y poseer buenas
propiedades emulsificantes, espumantes, asi como también podrian presentar
propiedades bioactivas. El grado de hidrodlisis, y por ende el tamafio de los péptidos

formados, es muy importante para definir las propiedades funcionales y bioactivas de los



hidrolizados proteicos (Gbogouri et al., 2004; Klompong et al., 2007; Arason et al.,
2009; Kelfala et al., 2010).

Los péptidos bioactivos, para poder ejercer actividad in vivo, deben de ser
resistentes a las condiciones de digestion gastrointestinal, para que puedan ser
absorbidos y llegar al torrente sanguineo en su forma activa. Su aplicacion industrial y
su incorporacion en alimentos es otra caracteristica que también debe considerarse ya
que las caracteristicas organolépticas y su estabilidad dependen de condiciones de
procesamiento y almacenamiento (Hwang, 2010; Hernandez-Ledesma et al., 2011).

Por ejemplo, la encapsulacion de péptidos ha surgido como una estrategia para
evitar el sabor amargo, reducir la actividad de enzimas gastrointestinales y de bacterias,
asi como para mejorar su estabilidad en los alimentos funcionales (Hernandez-Ledesma

etal., 2011).

Produccion de Péptidos Bioactivos

Diversos estudios han mostrado que los péptidos bioactivos pueden ser
producidos mediante la hidrdlisis de fuentes proteicas por la accion de enzimas proteasas
(Abubaker et al., 1998; Pihlanto- Leppéild et al., 2001; Kitts y Weiler, 2003), de
procesos fermentativos (Yamamoto et al, 1999; Gobbetti et al., 2002) o por la

combinacion de ambas técnicas (Pihlanto- Leppéld et al., 1998).

Fermentacion microbiana. Durante procesos de fermentacion de la leche, las bacterias

acido lacticas hidrolizan las proteinas a péptidos y aminoacidos, los cuales son usados
como fuentes de nitrégeno necesarias para su crecimiento (Herndndez-Ledesma et al.,
2011). Por lo que, los péptidos bioactivos pueden ser generados por bacterias iniciadoras
y no iniciadoras usadas en la fabricacion de productos lacteos fermentados. El sistema
proteolitico de las bacterias acido lacticas, por ejemplo, Lactobacillus lactis,
Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbreuckii ssp. bulgaricus, se encuentra bien
caracterizado. Este sistema consiste de una proteasa de la pared celular y una serie de

distintas peptidasas intracelulares, incluyendo endopeptidasas, aminopeptidasas,



tripeptidasas y dipeptidasas. La actividad de estas peptidasas se ve afectada por la
condiciones de crecimiento, lo que hace posible la manipulacion de la formacion de los
péptidos hasta cierto punto (Korhonen y Pihlanto, 2006). Sin embargo, la produccion de
péptidos no es tan eficiente, en cuanto al tiempo que se requiere para su generacion, en

comparacion a la hidrélisis mediante el uso de enzimas comerciales.

Hidrélisis enzimatica y métodos para su evaluacion. La hidrolisis enzimatica se ha

empleado como un método principal para la produccion de péptidos con actividad
bioldgica a partir de subproductos del procesamiento de organismos marinos (Gbogouri
et al., 2004: Korhonen y Pihlanto, 2006; Arason et al., 2009; Herndndez-Ledesma et al.,
2011). La produccion o “liberacion” de los péptidos depende del sustrato con el que se
esté trabajando, tipo de enzima, y condiciones del proceso de hidroélisis, tales como
temperatura, pH, tiempo de reaccion, etc. (Korhonen y Pihlanto, 2006). La especificidad
de la enzima afecta el tamafio y cantidad de los péptidos generados, asi como la
composicion y secuencia de aminodcidos contenidos en estos y por ende en su
funcionalidad y bioactividad (Sarmadi e Ismail, 2010; Gomez-Guillén et al., 2011).

El uso de enzimas para hidrolizar proteinas es un proceso que puede mejorar las
propiedades fisicoquimicas, funcionales, sensoriales y nutricionales de proteinas nativas,
bajo condiciones controladas (Klompong et al., 2007; Muzaifa et al., 2012). Los
hidrolizados aumentan en solubilidad conforme aumenta el grado de hidrolisis de la
proteina. La alta solubilidad del hidrolizado proteico de pescado, en un amplio intervalo
de pH, es una caracteristica deseable para diversas aplicaciones alimenticias. Sin
embargo, un alto grado de hidrolisis influye negativamente en otras propiedades como la
espumante y emulsificante. Es por ello que dependiendo de su caracteristica de
funcionalidad sera su aplicacion como ingrediente funcional en alimentos (Klompong et
al., 2007; Muzaifa et al., 2012).

Las proteasas de origen vegetal como la papaina o las de origen animal, como la
pepsina, tripsina y quimotripsina (enzimas gastrointestinales) son las enzimas
comerciales mas utilizadas para la hidrélisis de proteinas de productos y subproductos
pesqueros (Goémez-Guillén er al, 2010). Tripsina se ha caracterizado por generar

péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Korhonen y



Pihlanto, 2006) debido posiblemente a que esta enzima escinde enlaces péptidicos en
lugares donde se encuentran lisina o arginina, liberdndose péptidos que poseen
aminoacidos de este tipo en el extremo del C-terminal, y para los cuales la ECA presenta
una alta especificidad (Lopez-Fandifio ef al., 2006).

Las enzimas de origen microbiano (provenientes de hongos y bacterias, grado
alimentario) como Alcalasa®, Flavourzyme®, Properase® y Termolisina también han
sido aplicadas para generar péptidos bioactivos a partir de las proteinas de pescado
(GOémez-Guillén et al., 2010). Estas enzimas, en comparacion con las enzimas derivadas
de plantas o animales, ofrecen muchas ventajas, incluyendo una amplia variedad de
actividades cataliticas, actividad a un amplio intervalo de pH, estabilidad a diferentes
temperaturas, son de bajo costo, seguras y generan altos rendimientos en poco tiempo
(Hernandez-Ledesma et al., 2011). Asi, la Alcalasa®, siendo una alcalino proteasa
comercial de origen bacteriano (Bacillus licheniformis), ha sido utilizada en varios
estudios para hidrolizar colageno o gelatina debido a su amplia especificidad, asi como
el alto grado de hidrolisis que se puede obtener en un tiempo relativamente corto en
condiciones de hidrolisis moderadas (Gomez-Guillén ef al., 2010; Sarmadi e Ismail,
2010; Muzaifa et al., 2012). Esta enzima ha manifestado una extensa actividad
proteolitica durante la hidrdlisis de varias tipos de muestras como: carne molida de jurel
franja amarilla (Klompong et al., 2007), subproductos (cabezas) de salmon del Atlantico
(Gbogouri et al., 2004), musculo de pez aguja Syngnathus schlegeli (Wijesekara et al.,
2011), gelatina de piel del abadejo de Alaska (Byun y Kim, 2001; Kim et al., 2001),
gelatina de tilapia del Nilo (Ngo et al., 2010), proteina de la carpa herbivora (Chen ef al.,
2012), merluza del Pacifico (Pacheco-Aguilar ef al., 2008) y gelatina de calamar gigante
(Mendis et al., 2005; Aleman et al., 2011). Algunos hidrolizados producidos con
alcalasa™, poseen pesos moleculares bajos y exhiben alta actividad antioxidante y
antihipertensiva (Gémez-Guillén et al., 2011).

Por otro lado, la enzima Flavourzyme® es un complejo proteasa/peptidasa de
origen fungico, producida por la fermentacion sumergida de una cepa nativa
seleccionada de Aspergillus oryzae, y se utiliza en la hidrélisis de proteinas a
condiciones neutras o ligeramente 4cidas (Muzaifa et al.,, 2012). Las enzimas Alcalasa®

y Flavourzyme® son clasificadas como serin proteasas (Hsu, 2010).



A su vez, otras proteasas comerciales han sido utilizadas para la produccion de
hidrolizados o péptidos bioldgicamente activos, incluyendo la colagenasa, bromelaina,
elastasa y pancreatina; asi como extractos enzimaticos de visceras de pescado (Korhonen
y Pihlanto, 2006; Gomez-Guillén ef al., 2011).

Ademas de la produccién convencional de péptidos a partir de fuentes proteicas
naturales, también se han empleado técnicas de ADN recombinante para la produccion
de péptidos especificos o sus precursores en microorganismos (Jeong et al., 2007; Rao et
al., 2009). Sin embargo, su aplicacion para la obtencidon de péptidos bioactivos no es tan
comin como las técnicas convencionales (hidrélisis enzimatica y fermentacion
microbiana), ya que son técnicas de alto costo al ser necesario un aislamiento y
manipulacion de fragmentos de ADN de microorganismos (Korhonen y Pihlanto, 2006;
Hernandez-Ledesma et al. 2011).

Para la produccion de péptidos bioactivos con ciertas caracteristicas, es necesario
monitorear la actividad proteolitica de las enzimas o el grado de hidrélisis, ya que
dependiendo de qué tan hidrolizada se encuentre la o las proteinas, los péptidos
generados van a poseer ciertas propiedades funcionales y bioactivas.

Diferentes métodos han sido descritos en la literatura para determinar el grado de
hidrélisis de proteinas llevada a cabo por la accién de enzimas proteoliticas. Dichos
métodos se basan en la cuantificacion de enlaces peptidicos rotos ya sea mediante la
medicion directa del nimero de grupos amino libres utilizando el reactivo OPA (orto-
ftalaldehido) o TNBS (4cido trinitrobenceno-sulfénico) o mediante técnicas de
valoracion estequiométricas como el pH-stat o cambios en propiedades fisicas como el
punto de congelacion, solubilizacion de nitrdégeno, etc.

La técnica del pH-stat (Jacobsen et al., 1957) involucra la hidrolisis enzimatica
de una proteina y la ruptura de los enlaces peptidicos es directamente medida. Cuando
los enlaces de las proteinas son hidrolizados, los residuos carboxilo (-COOH) son
liberados, los cuales permiten el intercambio de iones hidronio (H"). Esta liberacion de
iones hidrogeno cargados positivamente, ocasionan que la mezcla de reaccion se vuelva
mas acida. Para controlar este decremento en el pH, el sistema de titulacion pH-stat
adiciona exactamente un titulante (base o acido, dependiendo del pH de hidrolisis) para

mantener el pH constante durante la hidrolisis. Con la cantidad de titulante utilizado,
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combinado con otros datos como pK promedio, masa de proteina, enlaces peptidicos
totales, y pH de reaccidn, etc., se calcula el grado de hidrolisis de una proteina, la cual es
una medicion directa de la cantidad de enlaces peptidicos que han sido hidrolizados
durante el proceso hidrolitico (Nielsen ef al., 2001).

La osmometria es un método rapido que puede ser utilizado para muchas
reacciones. Mediante el uso de un osmometro (crioscopio) se puede medir la alteracion
de la depresion del punto de congelacion que ocurre durante una reaccion de hidroélisis.
Sus limitaciones son que no se puede utilizar en soluciones muy viscosas o en
soluciones con alta concentracion de solutos, como la sal (Nielsen ez al., 2001).

El método del TNBS (4cido trinitrobenceno-sulfonico) se basa en la reaccion de
los grupos amino primarios con el reactivo TNBS (Adler-Nissen, 1979). Sin embargo el
método tiene sus inconvenientes, ya que es laborioso, ademds de no ser posible obtener
resultados lo suficientemente rapido durante la hidrolisis. Ademas, el reactivo TNBS es
inestable, toxico, y tiene que ser manejado cuidadosamente debido al riesgo de
explosion (Nielsen et al., 2001).

El método del OPA (orto-ftaldialdehido) es rapido, sensible y sencillo, ademas de
ser directamente aplicable a todas las proteinas. Este ensayo, se lleva a cabo por una
reaccion entre grupos amino libre y el OPA en presencia de B-mercaptoetanol,
formandose un compuesto colorido, el cual es detectado a 340 nm en un
espectrofotometro. El método fue descrito en detalle por Church et al. (1983).

El monitoreo de la hidrdlisis por analisis de la cantidad de nitrogeno soluble en
TCA fue propuesto por Margot et al. (1994). Los autores demostraron que existe una
buena correlacion entre el nitrégeno soluble en TCA y el consumo de base del método
pH stat, donde la proteina del suero de leche se hidroliz6 con tripsina.

El requisito previo para un buen rendimiento del método de nitrogeno soluble en
TCA parece ser el uso de la actividad endo-peptidasa. Si el sistema enzimatico incluye
una mayor actividad exo-peptidasa, el resultado mas probable es que exista una menor
correlacion entre el nitrogeno soluble en TCA vy el grado de hidrdlisis evaluado por el

consumo de base.
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Fraccionacion y Purificacion de Péptidos

En la actualidad existen diversas técnicas para fraccionar y purificar a los
péptidos potencialmente bioactivos, las cuales pueden ser utilizadas en secuencia

combinada para obtener mejores resultados. Entre éstas tenemos:

Ultrafiltracién. La ultrafiltracion es una técnica utilizada comunmente tanto en
laboratorios como a escala comercial para fraccionar y/o purificar concentrados
proteicos de diferentes fuentes alimenticias (Ghosh, 2003; Kim et al., 2011).

La ultrafiltracion es un método util y ventajoso para la obtencion de fracciones
peptidicas con un tamafio molecular deseado. Las fracciones obtenidas pueden presentar
una bioactividad superior a la del hidrolizado sin fraccionar (Gomez-Guillén et al.,
2011). Otras de las ventajas de la fraccionacion a través de membranas de ultrafiltracion
es la produccion en masa y la mejora de algunas propiedades funcionales en
comparacion con el hidrolizado original (Kim et al., 2011). Este sistema ha sido
aplicado como un primer paso para el aislamiento y purificacion de péptidos bioactivos a

partir de diferentes materias primas de origen pesquero (Gomez-Guillén et al., 2010).

Cromatografia de filtracion en gel. Esta técnica, también conocida como cromatografia
de exclusion molecular, separa moléculas por su tamafio; dentro de la columna
cromatografica, las moléculas grandes pasan mas rapidamente que las pequenas, ya que
estas ultimas son retenidas por la matriz porosa utilizada. Estos poros son bastante
pequeiios para excluir a los solutos grandes, reteniendo a los pequefios por lo que los
primeros pasan de largo sin entrar en los poros. Las moléculas pequefias, retenidas por la
matriz, tardan mas tiempo en pasar a través de la columna y por consiguiente deben
requerir mas volumen de elucion (fase movil) antes de abandonar la columna (Whitaker,
1994; Scopes, 1994). A diferencia de otras formas de cromatografia, las interacciones

entre la “fase estacionaria” y el soluto son nulas o minimas (Janson y Ryden, 1998).

HPLC-fase reversa. La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (HPLC-

fase reversa) ha sido ampliamente utilizada como una herramienta para el andlisis y
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purificacion de biomoléculas. Este tipo de cromatografia no sélo es capaz de separar
péptidos de bajo peso molecular provenientes de hidrolisis enzimaticas o purificar
péptidos sintéticos, sino también, polipéptidos y proteinas de alto peso molecular.
Ademas, se pueden separar péptidos con secuencias de aminoacidos casi idénticas, los
cuales difieren de un solo residuo de aminoacido (Aguilar, 2004).

La columna (fase estacionaria sélida) contiene una matriz de naturaleza no polar
sobre la cual los péptidos y polipéptidos se retienen. La columna estd empacada de
microesferas de silica porosa acoplada con un derivado alquilsilano. Los alquilsilanos de
entre 4 y 18 atomos de carbono (conocidos como columnas C-4 y C-18) son utilizados
para modificar la superficie de la fase estacionaria. La retencion del soluto se produce a
través de interacciones hidrofobicas e hidrofilicas con la fase estacionaria de la columna,
y la elucion se lleva a cabo por la disminucion de la naturaleza idnica, o el aumento de la
hidrofobicidad del eluyente. En la separacion de péptidos, estos son eluidos con
gradientes en los cuales se va incrementando la concentracion del solvente organico
(fase movil), como el acetonitrilo, conteniendo un modificador i6nico, como el acido

trifluoroacético (TFA) (Sewald y Jakubke, 2002; Aguilar, 2004).

Biodisponibilidad de los Péptidos Bioactivos

In vivo, los péptidos estan sujetos a una degradaciéon y modificacion en los
sistemas gastrointestinal y vascular, asi como en el higado. Por lo tanto, los péptidos
deben ser capaces de superar todas estas barreras y alcanzar su objetivo (6érganos blanco)
en forma activa (Sarmadi e¢ Ismail, 2010; Hernandez-Ledesma ef al, 2011). Se ha
reconocido que las proteinas, o sus péptidos, provenientes de los alimentos son
susceptibles a la hidrdlisis durante las diferentes etapas de la digestion: la ingestion,
digestion y absorcion. Una vez ingeridos, estas proteinas y péptidos son sometidos a una
hidrélisis por diferentes enzimas gastrointestinales, como la pepsina, tripsina,
quimotripsina y peptidasas que se encuentran en la superficie de las células epiteliales
del tracto gastrointestinal, liberando péptidos de diferentes tamafios y secuencias

peptidicas (Hwang, 2010). A pesar de esto, se ha reportado que péptidos de tamafio corto
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pueden escapar de su digestion y ser absorbidos en forma intacta a través del espacio
intersticial en el sistema linfatico intestinal, pudiendo asi ejercer efectos bioldgicos en
los tejidos. La absorcion intacta de estos péptidos se considera un proceso fisioldgico
normal, el cual es diferente de las rutas transportadoras de péptidos. Existen una serie de
mecanismos para la absorcion intacta de péptidos, como la ruta paracelular, la difusion
pasiva, el transporte via un acarreador, endocitosis y sistema linfatico (Sarmadi e Ismail,
2010; Hernandez-Ledesma et al., 2011).

Sin embargo, la capacidad de los compuestos para entrar al sistema linfatico
intestinal se puede ver afectado por su permeabilidad a través de los capilares asi como
por la solubilidad lipidica. Se ha propuesto que los fairmacos transportados a través del
sistema linfatico gastrointestinal, pueden escapar del metabolismo hepatico (Sarmadi e
Ismail, 2010). Una vez dentro del sistema vascular, las peptidasas plasmaticas son las
que determinan la estabilidad de los péptidos en la sangre (Herndndez-Ledesma et al.,
2011).

El tamafio molecular y las propiedades estructurales, como la hidrofobicidad,
afectan la ruta mas importante de transporte para péptidos. Recientes descubrimientos
indican que péptidos de 2 a 6 residuos de aminoacidos, son absorbidos mas facilmente
en comparacion con las proteinas y los aminodcidos libres. Ademas, se ha observado que
los péptidos que contienen prolina y/o hidroxiprolina en su estructura, son mas
resistentes a la hidrolisis por enzimas digestivas (Sarmadi e Ismail, 2010).

Para evaluar la biodisponibilidad de los péptidos bioactivos, se han realizado
estudios in vitro en los cuales se ha evaluado la resistencia de estos péptidos a los
procesos gastrointestinales mediante una hidrélisis secuencial con pepsina y extractos
pancreaticos, imitando las condiciones gastrointestinales, y con células del epitelio

intestinal (Hernandez-Ledesma et al., 2011).

Propiedades Biologicas de Péptidos

Actividad antihipertensiva. La hipertension es un problema de salud publica, cuya

prevalencia estd en aumento en proporciones epidémicas, tanto en paises desarrollados
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como en paises en vias de desarrollo (Jimsheena y Gowda, 2010). Esta enfermedad
afecta a un 15-20% de todos los adultos a nivel mundial. Es considerada una enfermedad
cronica y uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular, accidente cerebrovascular, y la etapa final de la enfermedad renal (Lee et
al., 2010; Aleman et al., 2011; Gu et al., 2011; Wijesekara et al., 2011). La hipertension,
se define como una presion arterial sistolica por encima de 140 milimetros de mercurio
(mm_Hg) y/o una presion arterial diastélica por encima de 90 mm_Hg (Balti et al,
2010). La enzima convertidora de angiotensina (ECA) juega un papel fisioldgico
importante en la regulacion de la presion sanguinea, al estar asociada al sistema renina-
angiotensina (Nii, et al,, 2008; Raghavan y Kristinsson, 2009; Lee et al., 2010). El
sistema renina-angiotensina, ademads de participar en el mantenimiento de la homeostasis
de la presion sanguinea, también influye en el balance de fluidos y sal en mamiferos
(Lee et al., 2010).

La enzima convertidora de angitensina (EC 3.4.15.1) (peptidildipéptido hidrolasa
o peptidil carboxipeptidasa), es una metalopeptidasa dependiente de Zn"* y CI para su
activacion (Lee ef al., 2011). Se encuentra distribuida en el endotelio vascular, epitelio
absortivo, neuroepitelio y en células germinales de mamiferos machos, con alto
contenido en el tejido pulmonar, (Hwang y Ko, 2004; Pan ef al., 2011; Rao et al., 2012).
La enzima cataliza la hidrolisis del decapéptido angiotensina I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe-His-Leu), una sustancia fisiologicamente inactiva, para la conversion al
potente vasoconstrictor octapéptido angiotensina II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe)
y la liberacion del dipéptido His-Leu. En seres humanos y animales, a medida que la
angiotensina II causa la constriccion de los vasos sanguineos se da la liberacion de
aldosterona por la corteza suprarrenal, lo que a su vez conduce a una acumulacion de
iones sodio en el cuerpo humano y a un incremento en la presion sistolica (Figura 1).
Ademas, la ECA influye de manera indirecta en el sistema -calicreina-quinina
suprimiendo los efectos vasodilatadores del nonapéptido bradiquinina, el cual exhibe
actividad hipotensiva (Kim et al., 2003; Lee et al., 2010; Hernandez-Ledesma et al.,
2011).
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Compuestos inhibidores de ECA. Los inhibidores de ECA reducen la formacion de la
angiotensina Il y la degradacion de la bradiquinina, disminuyendo asi la
vasoconstriccion de las arterias, produciendo un efecto hipotensor. Por lo anterior, los
péptidos inhibidores de ECA son considerados agentes potenciales para el tratamiento de
la hipertension arterial, empledandose como ingredientes funcionales en suplementos
dietéticos o para el desarrollo de nuevos farmacos (Iwaniak y Minkiewicz, 2007; Gu et
al, 2011).

Uno de los primeros péptidos exdgenos inhibidores de ECA fue descubierto del
veneno de serpiente Bothrops jararaca (Ondetti et al., 1971). Aunque es un potente
péptido presenta limitaciones farmacoldgicas debido a que aumenta la actividad de la
bradiquinina (potente vasodilatador). Hoy en dia, derivados sintéticos como el captopril,
lisinopril, enalapril, alacepril y fosinopril, han sido empleados como medicamentos
antihipertensivos comerciales para el control de la hipertension arterial, insuficiencia
cardiaca y neuropatia diabética (Hsu et al., 2007; Lee et al., 2010). Sin embargo, se sabe
que estos inhibidores sintéticos presentan varios efectos secundarios, tales como tos
seca, reduccion de la funcidn renal, angioedema, incremento de los niveles de potasio,
hipotension, erupciones en la piel y anormalidades fetales (Lee et al., 2010; Wijesekara
y Kim, 2010). Debido a esto, en los ultimos 10 afios se han estudiado extensivamente e
identificado péptidos naturales con actividad inhibitoria de ECA provenientes de varias
fuentes proteicas, como la leche (Lopez-Fandifio, ef al., 2006), caseina (Silva y Malcata,
2005), musculo esquelético de cerdo (Arihara et al., 2001), soya (Kuba et al., 2005),
musculo de sardina (Matsufuji ef al., 1994), muasculo de salmén (Ono et al., 2006), piel
de tiburdon (Lee ef al., 2011), proteina de ostion (Wang et al., 2008), alga wakame (Sato
et al., 2002), gelatina de piel de Alaska pollack (Byun y Kim, 2001), colageno extraido
de piel de salmon del Atlantico (Gu et al., 2011), cabezas y visceras de sardina
(Sardinella aurita) (Bougatef et al.,, 2008), proteinas miofibrilares de Haruan (Channa
striatus) (Ghassem et al., 2011), subproducto de camardn boreal o nordico (Pandalus
borealis) (Gildberg et al., 2011), entre otras.

En el mercado de suplementos alimenticios existen productos que contienen
hidrolizados de proteinas de pescado, los cuales pueden reducir la presion arterial. Tal es

el caso del oligopéptido Katsuobushi® que ha sido aprobado por las autoridades
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japonesas. Este oligopéptido (Leu-Lys-Pro-Asn-Met) se obtuvo mediante la hidrélisis
enzimética del musculo de bonito con la proteasa termolisina™ (secretada por Bacillus
thermoproteolyticus). Este oligopéptido es hidrolizado en el sistema gastrointestinal por
las enzimas digestivas (pepsina, tripsina y quimotripsina) a los péptidos Leu-Lys-Pro
(LKP) y Asn-Met y en la sangre por proteasas plasmaticas. El péptido LKP es la forma
activa del oligopéptido y es la que exhibe actividad antihipertensiva. Diversos estudios
clinicos en humanos han confirmado su eficacia sin ningun efecto secundario. Este
producto se puede usar solo o con otros suplementos y medicamentos recetados. Se
comercializa con el nombre de Peptide ACE 3000™ en Japén, en los Estados Unidos
como Vasotensin®, y en Canad4 con los nombres de PeptACE™ y Levernom™
(Thorkelsson y Kristinsson, 2009, Guérard et al., 2010).

Otro de los productos comerciales con propiedades antihipertensivas es el
Sardine peptide SP10ON, el cual es un hidrolizado de musculo de sardina. Este
hidrolizado contiene altas concentraciones del péptido Val-Tyr, el cual mantiene los
vasos sanguineos en estado normal (saludable), ya que suprime la creacion de la
angiotensina II, mediante la inhibiciéon de la ECA. La eficacia de SP100ON ha sido
probada clinicamente en Corea y Japdn, y se vende como un alimento funcional el cual
funciona de manera efectiva reduciendo la presion arterial alta. Este producto fue
aprobado por la FDA en Corea y por el Ministerio de Salud en Japon (Thorkelsson y
Kristinsson, 2009).

Los péptidos antihipertensivos de origen marino han demostrado poseer una
potente actividad inhibitoria de la ECA. La actividad de inhibicién de estos péptidos se
expresa con el parametro ICs, el cual se define como la concentracion de inhibidor
necesaria para inhibir la actividad de la ECA en un 50% (Wijesekara y Kim, 2010).

Diferentes estudios concuerdan que varios péptidos inhibidores de la ECA
poseen de 2 a 12 residuos de aminodacidos (especificos) en su estructura, ya que el sitio
activo de la ECA no puede acomodar grandes moléculas peptidicas. (Byun y Kim,
2002).

Ondetti et al. (1971) propusieron un modelo para establecer la interaccion de los
sustratos o inhibidores competitivos con el centro activo de la ECA. En este modelo se

propone que el centro activo de la ECA esta constituido por 3 subunidades que pueden
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interactuar potencialmente con los aminodcidos de los sustratos o inhibidores de la
enzima (Figura 2). Una de las subunidades de la ECA presenta un grupo con carga
positiva que forma un enlace i6nico con el grupo carboxilo terminal del péptido. La
siguiente subunidad posee un grupo capaz de interaccionar con el enlace peptidico del
aminoacido carboxilo terminal, probablemente mediante un puente de hidréogeno. La
tercera subunidad presenta un atomo de Zn*" que es capaz de polarizar el grupo
carbonilo del enlace peptidico entre el antepentltimo y penultimo aminodcido del
sustrato haciéndole mas susceptible a la hidrolisis (Ondetti y Cushman, 1982).

Los inhibidores de ECA se pueden unir al sitio activo de esta enzima o en otro
lugar lejos del sitio activo, alterando su conformacion e impidiendo que el sustrato se
una al sitio activo (Wijesekara y Kim, 2010).

Los péptidos inhibidores de ECA aislados y caracterizados hasta el momento,
muestran algunas caracteristicas comunes. Por ejemplo, la ECA parece tener preferencia
por sustratos o inhibidores competitivos con residuos de aminodcidos hidrofobicos
(aromaticos o de cadenas laterales ramificadas) en una de las tres posiciones del extremo
C-terminal (carboxilo terminal), presentando poca afinidad por péptidos con
aminoacidos dicarboxilicos en el extremo C-terminal o con aquellos péptidos que poseen
el aminoacido prolina en la pentltima posicion. Sin embargo, la presencia de este
aminoacido en la ultima o antepenultima posicion favorece la union del péptido con la
enzima (Kitts y Weiler, 2003; Korhonen y Pihlanto, 2006).

En una revision efectuada por Kitts y Weiler (2003), ademés de los resultados
obtenidos por Byun y Kim (2002), sefialan que péptidos con actividad antihipertensiva
constan de residuos de aminoacidos como lisina, arginina, prolina, fenilalanina,
triptofano y tirosina en las ultimas 3 posiciones del extremo C-terminal. Siendo los
péptidos mas bioactivos aquellos que poseen prolina en su extremo C-terminal. Ademas,
se ha demostrado que péptidos que contienen prolina en su estructura, son por lo general
mas resistentes a la degradacion por enzimas digestivas. Asimismo, se ha reportado que
los tripéptidos que poseen prolina en el extremo C-terminal y la presencia de un residuo
de aminoacido de cadena ramificada alifatico (valina, leucina o isoleucina) en el extremo

N-terminal, exhiben alta actividad inhibitoria de ECA. Basado en lo anterior, los
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tripéptidos mas estudiados han sido aquellos de secuencia Ile-Pro-Pro y Val-Pro-Pro

(Rao et al, 2012).

Evaluacion de la actividad inhibitoria de ECA. La evaluacion de la actividad
inhibitoria de la ECA por péptidos bioactivos se basan en métodos colorimétricos o
espectrofotométricos, fluorométricos y principios de HPLC y electroforesis capilar.
Estas técnicas emplean diferentes sustratos para evaluar la actividad de la Enzima en
presencia y ausencia de inhibidores, siendo los péptidos sintéticos hipuril-histidil-leucina
(HHL) y el FAPGG (Furanacryloyl-Phe-Gly-Gly), los sustratos mas utilizados (Lahogue
et al., 2010).

Uno de los métodos mas empleados para medir la actividad inhibitoria de
péptidos sobre la ECA es el desarrollado por Cushman y Cheung (1971), y se basa en la
medicidn espectrofotométrica (a 228 nm) del 4cido hiptrico que se forma al después de
incubar el sustrato sintético HHL con la ECA en presencia de sustancias inhibidoras.
Este método consta de varias etapas que incluyen la extraccion del acido hiptrico con
acetato de etilo, evaporacion, disolucion en agua y medicion de la absorbancia del acido
hiptrico extraido. Algunas modificaciones incluyen la sustitucion del proceso de
extraccion del acido hipurico con acetato de etilo, por una reaccidon especifica del
dipéptido His-Leu con el compuesto TNBS (acido 2.4,6-trinitrobenceno sulfénico)
(Matsui et al, 1992) o haciendo reaccionar acido hiptrico con cloruro de sulfonil
benceno (Li et al., 2005).

El método espectrofotométrico desarrollado por Vermeirssen et al. (2002),
utiliza como sustrato el tripéptido modificado Furanacryloyl-Phe-Gly-Gly (FAPGG) y
como enzima un extracto acetonico obtenido a partir del pulmon de conejo. Mientras
que el método HPLC acoplado a espectrometria de masas permite la determinacion e
identificacion de los péptidos inhibidores de la enzima simultdneamente (Van Elswijk et
al.,2003).

Para determinar el efecto antihipertensivo in vivo de compuestos inhibidores de
la ECA se utilizan normalmente ratas espontaneamente hipertensas (SHR por sus siglas
en inglés) como un modelo de hipertensiéon humana esencial. Ademas, con el objeto de

comprobar que los inhibidores de la ECA no modifican la presion arterial de sujetos no
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hipertensos, muchos estudios emplean ratas Wistar-Kyoto como control normotenso de
las SHR (Lopez-Fandifio et al., 2006; Lee et al., 2010). Estos experimentos constituyen

una etapa previa a la realizacion de ensayos clinicos en humanos.

Actividad antioxidante. La oxidacién lipidica es uno de los problemas de gran

preocupacion para la industria alimentaria y consumidores, debido a que conduce a la
pérdida de calidad de los alimentos. El desarrollo de sabores y olores desagradables, con
la consecuente generacion de productos potencialmente toxicos conlleva al detrimento
de la vida util del alimento (Lin y Liang, 2002; Je et al., 2005; Bougatef et al., 2010). La
oxidacion de lipidos, con la consecuente generacion de radicales libres, es causante
parcial de numerosos trastornos de la salud, como céncer, diabetes y enfermedad de
Alzheimer (Diaz ef al., 1997; Bougatef et al., 2010; Aleman et al., 2011).

Para ayudar a prevenir estos problemas, es muy importante evitar al maximo de
lo posible la peroxidacion de lipidos en alimentos y en el organismo. Con el fin de
retrasar cambios oxidativos indeseables (decoloracion, deterioro y formacion de
compuestos potencialmente toxicos en el alimento), la utilizacién de antioxidantes en el
procesamiento de los alimentos es recomendable (Decker et al., 2005; Bougatef et al.,
2010). Un antioxidante se define como cualquier sustancia que retrasa
significativamente o inhibe la oxidacion de una sustancia cuando esta presente en
concentraciones bajas, en comparacion con la del sustrato oxidable (Jun et al., 2004;
Bougatef et al., 2009). Los antioxidantes pueden actuar a diferentes niveles en una
secuencia oxidativa, siendo mas importante, su capacidad para parar la reaccion en
cadena para evitar la formacioén de radicales libres. La reaccion en cadena puede ser
inhibida mediante la adicién de compuestos que retarden la formacion de radicales libres
o por la introduccién de sustancias que compitan con los radicales existentes y los
neutralice del medio de reaccion (Jun et al., 2004; Lin et al., 2010).

La formacion de radicales libres, como el anion radical superdxido y el radical
hidroxilo, es una consecuencia inevitable en organismos aerobios, como lo son los seres
humanos. Los radicales libres se producen fisiologicamente de forma natural, ya que
ejercen diversas funciones como son los procesos de sefalizacion celular relacionados

con la transduccion de receptores de membrana, ademds de proporcionar proteccion
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contra diversas infecciones. Sin embargo, estos radicales son muy inestables y
reaccionan rapidamente con otros grupos o sustancias del organismo (Je et al., 2005;
Kim et al., 2007; Sarmadi e Ismail, 2010). En condiciones normales, los radicales libres
son eliminados de forma efectiva por los sistemas de defensa antioxidante de los
organismos, como son las enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa y glutation
peroxidasa), asi como factores no enzimaticos (vitaminas, coenzimas, cofactores y
elementos traza). Sin embargo, un cambio en el balance entre la generacion y
eliminacion de radicales libres conduce a una sobreproduccién de éstos o a una
disminucién de la desintoxicacion, dando como resultado de estos eventos, un dafio en
diversas biomacromoléculas, como son proteinas, mutaciones en el ADN, oxidacioén de
fosfolipidos de membrana y modificacion de lipoproteinas de baja densidad. Por lo
tanto, los antioxidantes pueden prevenir la formacion o desintoxicacion de radicales
libres dentro de un sistema (Shei et al., 2009; Phanturat et al., 2010; Sarmadi ¢ Ismail,

2010).

Compuestos con propiedades antioxidantes. Muchos de los antioxidantes
sintéticos, como el butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA),
terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y el galato de propilo son utilizados como aditivos
alimentarios para evitar el deterioro en alimentos (Kulisic et al., 2004; Bougatef et al.,
2010). Estos no detienen la formacion de radicales que se generan durante la oxidacion,
sino que reaccionan con los radicales libres formados, neutralizandolos; a pesar de que
durante este proceso, el antioxidante mismo se transforma en un radical libre, éste es
estabilizado por resonancia de su estructura, siendo menos activos. A pesar de que estos
antioxidantes sintéticos pueden mostrar mayor actividad antioxidante que los naturales,
tales como el acido ascorbico y el a-tocoferol, el uso de estos compuestos ha tenido que
ser limitado y normatizado, ya que estudios han indicado que pueden inducir dafio al
DNA, proteinas, lipidos de membrana y a pequefias moléculas celulares (Bougatef et al.,
2010). Estos dafios han sido asociados a diversos procesos patologicos, incluyendo la
osteoartritis, artritis, diabetes, cataratas, distrofia muscular, disfuncion pulmonar,

trastornos inflamatorios y neurolégicos (Jun et al., 2004).
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En los ultimos afos, la tendencia por parte de los consumidores para elegir
alimentos “naturales” ha incrementado. Existe un gran interés por parte de la industria e
investigadores en la busqueda de nuevos antioxidantes de origen natural para su uso en
productos alimenticios y medicinales que vengan a sustituir a los antioxidantes
sintéticos. A pesar de que los antioxidantes sintéticos han mostrado ser mas eficientes
que los antioxidantes naturales, los antioxidantes naturales, en altas dosis de aplicacion
pueden exhibir el mismo o mejor efecto (Sarmadi e Ismail, 2010). La vitamina C, el a-
tocoferol y los compuestos fenolicos, que estan presentes de forma natural en verduras,
frutas y semillas, poseen la capacidad de reducir el dafio oxidativo asociado a
enfermedades, incluyendo el céncer, enfermedades cardiovasculares, arterioesclerosis,
etc. (Bougatef et al., 2010).

En afios recientes, los hidrolizados de varias fuentes proteicas de origen natural
(animales y plantas) han sido estudiados como posibles antioxidantes, entre éstos
tenemos a la caseina de la leche (Blanca et al., 2007), soya (Gibbs et al., 2004), proteina
de la semilla de quinoa (Aluko y Monu, 2003), proteina de la yema del huevo (Sakanaka
et al., 2004) y proteinas miofibrilares del musculo porcino (Saiga ef al., 2003). Ademas,
productos y subproductos de la industria pesquera han demostrado ser buenas fuentes de
péptidos, tales como la proteina de la especie Mustelus mustelus (Bougatef et al., 2009),
del capelan (Mallotus villosus) (Amarowicz y Shahidi, 1997), macarela (Wu et al,
2003), gelatina de la piel de calamar gigante (Mendis et al, 2005), gelatina de las
tunicas de calamar gigante (Aleman et al., 2011), hidrolizados de gelatina de la piel de
Alaska pollack (Kim et al., 2001), subproducto de Alaska pollack (Je et al., 2005),
musculo molido de jurel franja amarilla Selaroides leptolepis (Klompong et al., 2007),
subproducto de atun (Je et al., 2007), entre otras especies.

En el mercado internacional existe un producto comercial que contiene un
hidrolizado de pescado y su consumo esté relacionado con mejoras en la salud. Tal es el
caso de Fortidium LIQUAMEN®, un autolizado del pescado blanco (Molva molva)
originario del Atlantico Norte, el cual exhibe multiples efectos como reduccion del
estrés oxidativo por sus propiedades antioxidantes que protegen al cuerpo contra los
radicales libres, reduccion del indice glicémico y antiestrés. Este producto es

comercializado como suplemento alimenticio (Guérard et al., 2010).
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El mecanismo exacto por el cual los péptidos actian como antioxidantes no se ha
elucidado por completo. Pero varios estudios han demostrado que son inhibidores de la
peroxidacion lipidica, ya que actuan como estabilizadores de radicales libres y como
agentes quelantes de iones metélicos, (Sarmadi e Ismail, 2010; Gémez-Guillén et al.,
2011). La capacidad de los péptidos para quelar metales, principales prooxidantes en
alimentos, depende del pH ya que una carga anidnica neta sera establecida en el péptido
a un pH por encima de su pl. Esta carga, puede conducir a la atraccion electrostatica
entre el péptido y el metal catiénico, inhibiendo con ello el inicio de la oxidacion, es
decir la formacioén del primer radical libre (Arason et al., 2009). La inhibicion de
radicales libres por antioxidantes naturales ha sido reportada que sucede con la donacion
de atomos de hidrogeno hacia el radical libre. Ciertos péptidos (antioxidantes naturales)
donadores de electrones pueden reaccionar con radicales libres y terminar la reaccion en
cadena llevada a cabo por los mismos (Goémez-Guillén et al., 2010).

Los péptidos antioxidantes provenientes de los alimentos son considerados
compuestos de facil absorcion, seguros, saludables, de bajo costo y efectivos. Ademas,
poseen algunas ventajas en comparacion a los antioxidantes enzimaticos (superoxido
dismutasa y glutation peroxidasa) ya que al tener una estructura simple (bajo peso
molecular), exhiben mayor estabilidad en diferentes situaciones, ademds no ocasionan
inmunorreaccion en el cuerpo humano (Sarmadi e Isamil, 2010).

Las propiedades antioxidantes de los péptidos estan relacionadas con su
composicion y secuencia de aminodcidos, estructura, masa molecular e hidrofobicidad
(Gomez-Guillén et al., 2011). Se ha observado que los péptidos que contienen histidina,
metionina, lisina, cisteina, leucina, glicina, prolina y aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina y fenilalanina), poseen actividad antioxidante (Goémez-Guillén et al., 2010;
Sarmadi e Ismail, 2010; Aleman et al., 2011). La presencia de un alto contenido de
aminoacidos hidrofobicos en la secuencia peptidica podria aumentar la solubilidad del
péptido en los lipidos y con ello aumentar la posibilidad de actuar como antioxidante
(Goémez-Guillén et al., 2011). Los péptidos con residuos de aminoacidos aromaticos
convierten los radicales libres a moléculas estables mediante la donacion de electrones,
manteniendo su propia estabilidad a través de su estructura de resonancia. En el caso de

los péptidos que contienen histidina (His), se ha propuesto que su actividad antioxidante
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estd relacionada con la donaciéon de un 4tomo de hidrégeno, captacion del radical
peroxilo del lipido y/o la capacidad del grupo imidazol para quelar iones metalicos. Por
otra parte, el grupo -SH de cisteina tiene una accidon antioxidante crucial, debido a su
interaccion directa con los radicales, ya que este grupo le da al aminoacido su capacidad

electro donadora (Sarmadi e Ismail, 2010).

Evaluacion de la actividad antioxidante. Existen diferentes métodos los cuales
han sido empleados para medir la capacidad antioxidante de un compuesto. Estos se
clasifican en 2 grupos: Los métodos basados en la transferencia de un atomo de
hidrégeno, y los métodos basados en la transferencia de electrones (Huang et al., 2005).
La mayoria de los métodos basados en la transferencia de un atomo de hidrégeno aplica
una reaccion competitiva. La capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC),
el parametro de captacion o atrapamiento de radicales totales (TRAP) y el ensayo de
decoloracion del B-caroteno, son ejemplos de métodos basados en la transferencia de un
atomo de hidrégeno. Los ensayos basados en la transferencia de electrones miden la
capacidad de un antioxidante para reducir a un oxidante, el cual actia como el control
para monitorear la reaccion y como el indicador del final de la reaccion. La capacidad
antioxidante de los equivalentes de Trolox (TEAC), el poder antioxidante reductor del
16n férrico (FRAP) y la capacidad de captacion de radicales DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil), son ejemplos de métodos basados en la transferencia de electrones, los cuales
son usados frecuentemente para medir actividad antioxidante de péptidos (Zulueta et al.,
2009; Sarmadi e Ismail, 2010).

La prueba para evaluar la actividad de captacion de radicales DPPH es una
técnica colorimétrica que mide la tasa de actividad antioxidante, la cual depende de la
reaccion DPPH" + AH > DPPH-H + A’ para un antioxidante especifico (AH)
produciendo un radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil estable. Basicamente se realiza
una mezcla del antioxidante con la solucion de DPPH disueltos en etanol. La reaccion se
mezcla por 60 minutos manteniendo la temperatura a 25 °C. Finalmente se mide la
absorbancia a 517 nm usando un espectrofotometro UV/VIS. En forma de radical, el

DPPH tiene una banda de absorcion a 517 nm, la cual desaparece cuando actiia un
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compuesto sobre ¢él, neutralizdndolo. Asi, una baja absorbancia de la mezcla de reaccién
indica una alta actividad de captacion de radicales libres. (Bersuder ef al., 1998).

Existen otros métodos para evaluar la actividad antioxidante de un compuesto
durante el almacenamiento de un alimento. Los métodos mas comunes incluyen el valor
o indice de peroxido y el de las sustancias reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBARS por
sus siglas en inglés). Ambos métodos son complementarios ya que el primero evalua los
productos primarios de la oxidacion (perdxidos formados) mientras que la segunda
evalta los productos secundarios de la misma. La actividad antioxidante también puede
ser estudiada por ensayos de quelacion de metales, los cuales miden la proteccion que
ofrece un compuesto contra la actividad de oxidacién catalizada por metales de

transicion, como el Fe*" y Cu®" (Sarmadi e Ismail, 2010).

Otras propiedades bioactivas. Algunos péptidos aislados a partir de productos y

subproductos pesqueros han exhibido otras actividades biologicas adicionales a las
descritas en pdarrafos anteriores; entre estas tenemos la antiproliferativa y la
antimicrobiana.

Respecto a la actividad antiproliferativa, los péptidos ejercen su actividad
mediante la supresion de la tumorogénesis o generacion de células cancerigenas por
diferentes mecanismos, como la inhibicidén de la actividad proteolitica mediada por la
célula tumoral, atenuacion de la angiogénesis tumoral, induccion de apoptosis e/o
inmunoestimulacién (Sheih er al, 2010). La mayoria de los péptidos con actividad
antiproliferativa han exhibido pesos moleculares <5 kDa, los cuales en su mayoria son
del tipo hidrofébico (Aleman et al., 2011). Se han identificado péptidos que han
expresado esta actividad en hidrolizados de gelatina de calamar (Aleman et al., 2011),
hidrolizado de un subproducto generado durante la produccion de la esencia del alga
Chlorella vulagris (Sheih et al., 2010), hidrolizados de salsa de anchoas (producto
fermentado) (Lee ef al., 2004), hidrolizados de tilapia (Chen et al., 2009), etc.

Se ha encontrado que los péptidos que ejercen actividad antimicrobiana
comunmente tienen menos de 50 aminodcidos (de los cuales cerca del 50% son
hidrofobicos) y poseen pesos moleculares <10 kDa. Estos péptidos pueden ser generados

in vitro mediante una hidrolisis enzimatica (Najafian y Babyji, 2012).
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La actividad antimicrobiana de un péptido se expresa generalmente por la
desintegracion de la bicapa lipidica de la membrana celular (Kitts y Weiler, 2003). La
mayoria de estos péptidos contienen una estructura de hélice alfa, son cationicos y
anfipaticos. El caracter hidréfobo de algunos aminoacidos contenidos en estos péptidos
permite la porosidad de la membrana bacteriana, uniéndose los péptidos cationicos a los
fosfolipidos de la membrana celular, lo que provoca una lisis celular (Kitts y Weiler,
2003).

Diversos estudios han reportado que los péptidos antimicrobianos de origen
marino tienen funciones antibacterianas o bacteriostaticas contra varias cepas de Gram
positivas y negativas (Najafian y Babji, 2012). Ademas se han encontrado péptidos
antimicrobianos en especies como el Misgurnus anguillicaudatus (anguila), Salmo salar
(salmoén), Ictalurus punctatus (bagre), Parasilus asotus, Pardachirus marmoratus,
Cyprinus carpio (carpa). Su peso molecular varia desde los 2.5 kDa a los 31 kDa
aproximadamente, ademds de poseer en su estructura los aminoacidos arginina y lisina

(Kitts y Weiler, 2003).
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HIPOTESIS

La hidrolisis proteica del homogenado de subproductos del proceso de enlatado
de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea) genera péptidos de bajo peso molecular

potencialmente antihipertensivos y antioxidantes.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar péptidos potencialmente antihipertensivos y antioxidantes, generados a
partir de la hidrolisis proteica del homogenado de subproductos del proceso de enlatado

de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea).

Objetivos Especificos

» Establecer las condiciones de hidrolisis (enzima, concentraciéon de enzima y
tiempo de reaccion) para la obtencion de hidrolizados a partir del homogenado de
los subproductos del proceso de enlatado de sardina Monterey.

» Separar fracciones peptidicas (<1 y 1-5 kDa) por medio de la técnica de
ultrafiltracion y evaluar actividad antihipertensiva (actividad inhibitoria de ECA)
y antioxidante (ensayo de captacion de radicales DPPH) a cada una de las
fracciones obtenidas.

» Aislar los péptidos de las fracciones con mayor actividad antioxidante y
antihipertensiva por HPLC y evaluar actividad inhibitoria de ECA y actividad de

captacion de radicales DPPH a cada fraccion peptidica aislada.
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Los subproductos del proceso de enlatado de sardina Monterey (colas y cabezas)
se obtuvieron en el mismo momento de su procesamiento en la empresa enlatadora
Productos Pesqueros de Guaymas (Propeguay) S.A. de C.V., localizada en el puerto de
Guaymas, Sonora, México. Dichos subproductos fueron empacados en bolsas ziploc®
para congelacion y enhielados en capas alternas de hielo-muestra-hielo para ser
transportados a la planta piloto del Laboratorio de Calidad de Productos Pesqueros del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se realizaron 3
muestreos (de 20 kg cada uno) en el mes de julio del afio 2011. Una vez en la planta
piloto se efectué un macerado (homogenado) de las diferentes muestras como se
describe en el siguiente punto. El tiempo transcurrido desde su enhielado hasta la

obtencion del homogenado, no excedié de 6 horas.

Produccion del Homogenado de los Subproductos de Sardina Monterey

Para la obtencidon del homogenado, las cabezas y las colas se colocaron en una
cortadora-mezcladora industrial (Talsa C-35 STP) y fueron procesadas por 1 minuto por
batch a maxima velocidad. El homogenado se colocd en bolsas de plastico ziploc® en

porciones de 2.5 kg, y congel6 a -20°C hasta su utilizacion.
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Analisis Quimico

Con el fin de caracterizar la materia prima con la cual se trabajé en el presente
estudio y determinar la posible variacién existente, en cuanto a composicion proximal
entre los muestreos realizados en diferentes dias de procesamiento, se evalud la
composicion del homogenado. El andlisis quimico consistid en la determinacion de
humedad (método 950.46), proteina (método 981.10), lipidos (método 960.39) y cenizas
(método 938.08) de acuerdo a la metodologia de la AOAC (1990). Ademas se evaluo el
contenido de nitrogeno no proteico (NNP) empleando el método de Woyewoda et al.
(1986).

Para la determinacion del contenido de nitrogeno no proteico en los ultrafiltrados
liofilizados, se empled el método 981.10 (técnica para cuantificacion de proteina)

propuesto en la AOAC (1990).

Seleccion de Condiciones de Hidrolisis

Con la finalidad de determinar qué condiciones de hidrolisis son las mas
adecuadas para producir los péptidos de bajo peso molecular con posible actividad
antihipertensiva y/o antioxidante, se realizé la hidrolisis enzimatica del homogenado
empleando varias enzimas (Protex 6L", Alcalasa 2.4L" y Flavourzyme®™) a diferentes
concentraciones de enzima (0.5, 1 y 2% v/p) y tiempos de hidrdlisis (0.5, 1,2, 4y 6
horas). Con la finalidad de estandarizar el proceso hidrolitico se procedi6 a inactivar las
proteasas presentes en el homogenado mezclando 100 g de homogenado en 100 mL de
agua destilada (previamente calentada a 95 °C), para posteriormente mantener la mezcla
por 15 min a 100 °C, enfriada a temperatura ambiente y homogenizada por 2 min a <10
°C a una velocidad de 50,000 rpm, empleando un homogenizador de tejido Tizzumer
Tekmar Modelo SDT 1810 (Tekmar Co. W. Germany). Las condiciones de hidrolisis
fueron de pH 9.5 y 60 °C para Protex 6L y pH 8 y 50 °C para Alcalasa 2.4L" y

Flavourzyme® (pH ajustado con NaOH 2N), a las concentraciones y tiempos descritos
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arriba. La hidrolisis fue finalizada mediante la inactivacion de la enzima por

calentamiento a 85 °C por 15 min con agitacion ocasional.

Evaluacion del Grado de Hidrolisis

El grado de hidrélisis (GH) se determind mediante la medicion del contenido de
nitrégeno soluble en acido tricloroacético al 10% siguiendo la metodologia propuesta
por Margot et al. (1994). Brevemente, una alicuota de 10 mL de hidrolizado se mezclo
con 10 mL de TCA al 10% y homogeniz6 con homogenizador de tejido Tizzumer
Tekmar Modelo SDT 1810 (Tekmar Co. W. Germany) a una velocidad de 50,000 rpm
durante 1 min a <10 °C. La mezcla se centrifugé a 10,000 x g a 25 °C por 15 minutos,
utilizando una centrifuga refrigerada Beckman Modelo J2-21 (Beckman Instruments
INC. Palo Alto, CA). El sobrenadante se filtr6 utilizando papel Whatman No. 4. El
nitrogeno soluble en el sobrenadante y el nitrogeno total fueron determinados por el
método de micro-Kjeldahl (AOAC, 1990). El porcentaje de grado de hidrdlisis se
calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

% Grado de hidroélisis = (nitrégeno soluble en TCA al 10% (mg) x 100)

nitrogeno total (mg)

Analisis de Proteinas en Geles de SDS-Poliacrilamida

La hidrdlisis de las proteinas por las diferentes enzimas se visualizO mediante
una electroforesis de SDS-poliacrilamida en geles discontinuos, utilizando un gel de
resolucion (resolving gel) al 17% y un gel de concentracion (stacking gel) al 4%
(Laemmli, 1970). Todas las muestras (hidrolizados y homogenado) se prepararon con 1
g de cada una estas y 9 mL de una solucion que contenia 5% de SDS (dodecil sulfato de
sodio) y 0.1% de B-mercaptoetanol. Posteriormente, se homogeniz6 la mezcla en un
homogenizador de tejido Tizzumer Tekmar Modelo SDT 1810 (Tekmar Co. W.

Germany), durante 1 min a temperatura ambiente, a una velocidad de 50,000 rpm.

33



Después se calent6 la mezcla por 60 min a 80 °C y fue enfriada a temperatura ambiente.
Una vez finalizado el paso anterior, se llevd a cabo una centrifugacion a 25 °C por 15
minutos a 3,030 X g, en una centrifuga refrigerada Beckman Modelo J2-21 (Beckman
Instruments INC. Palo Alto, CA). El sobrenadante obtenido fue filtrado con papel
Whatman No. 4 y mezclado con una solucion buffer muestra (conteniendo Tris-HCl
0.125M pH 6.8, 4% de SDS, 20% de glicerol, 10% de B-mercaptoetanol y 0.001% de
azul de bromofenol) en una relacion 1:1. Las muestras fueron inyectadas en los geles de
electroforesis a una concentraciéon de 20 pg de proteina y/o peptidos/mL (por pozo),
realizandose la corrida electroforética utilizando un equipo Mini-PROTEAN 3 Cell de
BioRad a 120 V durante 2 horas. El estdndar utilizado en la electroforesis fue de biorad

amplio rango (6.5-200 kDa).

Produccion de Hidrolizados

Alcalasa 2.4L" y Protex 6L" exhibieron los més altos GH (aproximadamente del
8%) por lo que estas mismas enzimas fueron las seleccionadas para la preparacion de
hidrolizados con GH del 6 y 8%. Los hidrolizados se prepararon utilizando 850 g de
macerado con 850 mL de agua destilada a 95 °C. Esta mezcla se mantuvo en
calentamiento a 100 °C durante 15 min y enfri6 a temperatura ambiente para su
homogenizacién en un homogenizador de tejido Tizzumer Tekmar Modelo SDT 1810
(Tekmar Co. W. Germany) a una velocidad de 50,000 rpm durante 4 min a <10 °C. Las
condiciones de hidrolisis fueron: pH 9.5 y 60 °C para hidrolisis con enzima Protex 6L°,
y pH 8 y 50 °C para Alcalasa 2.4L" (pH ajustado con NaOH 2N), a concentraciones de
1% y 2 respectivamente. El tiempo de hidrolisis fue de 2 y 6 horas para Protex 6L", y
0.5 y 4 horas para Alcalasa 2.4L", para obtener GH del 6 y 8% respectivamente. La
reaccion hidrolitica se detuvo mediante la inactivacion por calentamiento a 85 °C
durante 15 min y agitacion ocasional. Los hidrolizados fueron enfriados a 4 °C,
centrifugados a 16,000 x g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante fue filtrado con papel
Whatman No.4, para su posterior ultrafiltracion como se describe en la siguiente

seccion. Se prepardé una muestra control la cual corresponde a la fraccion soluble del
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homogenizado obtenido después de la inactivacion térmica y centrifugacion, sin incluir

la adicion e incubacion con enzimas.

Fraccionacion de los Hidrolizados

El aislamiento y coleccion de diferentes fracciones de péptidos de los diferentes
hidrolizados se llevd a cabo por la técnica de ultrafiltracion. Para este fin se utilizo
aproximadamente 1L de cada hidrolizado el cual fue secuencialmente ultrafiltrado
utilizando membranas Millipore de 30, 10, 5 y 1 kDa (Millipore Corporation, Billerica,
MA), para obtener 2 fracciones (<1 y 1-5 kDa) por cada hidrolizado producido. Durante
la ultrafiltracion se aplicaron presiones de 1-1.3 bares a flujo de 12 mL/min mediante el
uso de una bomba peristaltica Manostat Preston Modelo #72-370-000 (Barnant Co.). Los
ultrafiltrados generados fueron almacenados a -80 °C, para posteriormente ser

liofilizados y almacenados en congelacion hasta su utilizacion.

Purificacion de Péptidos por HPLC-Fase Reversa

La purificacion de péptidos de las fracciones obtenidas por la técnica de
ultrafiltracion y las cuales exhibieron una mayor actividad biologica in vitro (actividad
antihipertensiva y antioxidante), se llevd a cabo por la técnica de cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa (HPLC-RP, por sus siglas en inglés) en un equipo
Hewlett Packard Modelo GmbH (Hewlett-Packard Co. Waldbrom, Germany), conectado
a un detector de UV-Vis. La deteccion de péptidos se realizé a 210 nm y a una
temperatura de 25 °C. Brevemente, las muestras fueron filtradas utilizando filtros de
0.22 pum para posteriormente tomar 90 pL de cada extracto acuoso e inyectarlo al
HPLC-RP. Para la separacion de los diferentes péptidos se utilizé una columna Zorbax
300SB-C18 StableBond Analytical (4.6 x 250 mm, 5 um; Agilent, USA) eluyendo cada
muestra a una velocidad de flujo de 1.5 mL/min para un tiempo de corrida de 45 min. Se

utilizo un gradiente lineal (de 5 - 60%) de fase mévil B (80% de acetonitrilo, 0.1% de
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acido trifluoroacético), y una fase movil A (0.1% de acido trifluoroacético en agua Milli-
Q), respectivamente. Para concentrar cada fraccion, el procedimiento de purificacion fue
repetido sucesivamente 20 veces, colectdndose fracciones cada 2.5 min en un colector de
fracciones marca Bio-Rad, el cual se conecto a la salida de la muestra del detector. Las
fracciones fueron congeladas a -80 °C y los solventes fueron removidos mediante la
liofilizacién de las fracciones colectadas. La muestra para actividad antioxidante fue
inyectada a una concentracién de 80 mg de NNP/mL (Protex 6L*, 6% GH, fraccion 1-5
kDa) y la de actividad antihipertensiva a una concentracion de 50 mg de NNP/mL
(Alcalasa 2.4L®, 8% GH, fraccion <1 kDa).

Las fracciones que se utilizaron para la determinacion de actividad inhibitoria de
ECA fueron resuspendidas con 500 uL de buffer de borato de sodio 100 mM (pH 8.3)
conteniendo NaCl 0.3 M. En el caso de las fracciones que se utilizaron para evaluar la
actividad de captacion de radicales DPPH, éstas fueron resuspendidas con 1.5 mL de
agua Milli-Q.

La concentracion de péptidos de las fracciones colectadas por HPLC-RP fue
determinada por el método de Lowry et al. (1951), adaptado a micro-condiciones
empleando un kit comercial de Bio-Rad (DC Protein Assay Kit II) y usando como

estandar albimina de suero bovino.

Determinacion de Actividad Antihipertensiva mediante la Actividad Inhibitoria de ECA

La medicién de actividad inhibitoria de ECA de las fracciones obtenidas por
ultrafiltracion (<1 y 1-5 kDa) y mediante HPLC-fase reversa, se llevo a cabo utilizando
el método de Cushman y Cheung (1971) con algunas modificaciones. El reactivo
hippuryl-L-histidyl-L-leucine (Hip-His-Leu) fue empleado como sustrato y se disolvio
en buffer de borato de sodio 100 mM (pH 8.3) conteniendo NaCl 0.3 M. Se tomaron 150
uL de la solucion de Hip-His-Leu 5 mM y se mezclaron con 50 pL de la solucion de
péptidos y con 20 puL de solucidén de pulmédn de conejo conteniendo 0.1 U/mL de ECA.
Se utilizé una solucién de 0.5 mg de NNP/mL para las fracciones obtenidas por

ultrafiltracion y diferente concentracion de péptidos, en mg/mL, para las fracciones
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obtenidas por HPLC-fase reversa. Después de haber incubado a 37 °C por 60 min en
bafio de agua, la reaccion se finalizéo mediante la adicion de 250 uLL de HCI1 IN. El acido
hiparico liberado fue extraido con 1.5 mL de acetato de etilo y su absorbancia
determinada a 228 nm en un espectrofotometro (modelo Cary BIO 50; Varian
Instruments, La Joya, Ca, USA). El grado de inhibicion se calculd6 mediante la siguiente
ecuacion:
[(B-A)/(B-C)]x 100

donde:

A = Densidad optica en la presencia de ECA y componente inhibitorio de ECA

B = Densidad 6ptica sin el componente inhibitorio de ECA, y

C = Densidad optica sin ECA.

La inhibicion de ECA se expresd como la concentracion de NNP o de péptidos

necesaria para inhibir el 50% de la actividad de ECA (ICs). Estos valores se obtuvieron
a partir de curvas de ICsy (% de inhibicion de ECA vs. concentracion de péptidos) de

cada una de las fracciones obtenidas por ultrafiltracion y por HPLC-fase reversa.

Determinacion de Actividad Antioxidante mediante el Ensayo de Captacion de

Radicales DPPH

La actividad de captar o atrapar radicales DPPH por las fracciones (<1 y 1-5
kDa) obtenidas mediante ultrafiltracion y por HPLC-fase reversa, se determind
empleando el método de Bersuder et al. (1998). Las muestras disueltas en 500 pL de
agua Milli-Q (diferentes concentraciones de las fracciones generadas por ultrafiltracion,
en mg de NNP/mL, y diferentes concentraciones en mg/mL, para las fracciones
obtenidas por HPLC-fase reversa) fueron mezcladas con 500 pL de etanol al 99.5% y
con 125 pL de una solucion de DPPH (al 0.02% en etanol al 99.5%), en un vial de vidrio
ambar con capacidad de 4.5 mL. Las muestras fueron incubadas por 60 min en un cuarto
oscuro a temperatura ambiente, y la reduccion de radicales DPPH fue medida a 517 nm
en un espectrofotdémetro (modelo Cary BIO 50; Varian Instruments, La Joya, Ca, USA).

La actividad de captacion de radicales libres se calculé mediante la siguiente ecuacion:
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Actividad de captacion (Absorbancia control — Absorbancia muestra) X 100
de radicales DPPH (%)

Absorbancia control

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA),
con un disefio completamente al azar. La comparacion de medias se llevo a cabo por la
prueba de Tukey-Kramer, a un nivel de significancia del 95%. El andlisis se realizd con

el programa estadistico NCSS 2007.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la Materia Prima

La caracterizacion de la materia prima se realizdé con el fin de determinar la
posible variacion que puede existir al muestrear subproductos del proceso de enlatado de
sardina a diferentes dias de procesamiento, especialmente en los valores de NNP y
proteina. La tabla 1 muestra las diferencias por muestreo sobre la composicion quimica
del macerado de sardina Monterey. Los resultados mostraron una diferencia (p<0.05)
entre el primer y segundo muestreo en los valores de proteina y nitrogeno no proteico,
dos de los componentes de interés para este estudio; el tercer muestreo no mostrd
diferencias (p>0.05) respecto a los otros. Los valores bajos de nitrogeno no proteico
obtenidos en el presente estudio nos indican que la materia prima, tanto sardina como
subproductos, fueron manejados en condiciones Optimas (tiempos y temperaturas),
retardando con ello la actividad enzimatica que se podria manifestar en un aumento en
el contenido de nitrogeno no proteico. Estos resultados son mucho mas bajos que los
resultados obtenidos por Pacheco-Aguilar, et al. (2000), quienes manejaron a la misma
sardina en Optimas condiciones postcosecha. Con esto se corrobora que aunque haya
existido diferencia significativa entre los muestreos, las proteinas de la materia prima se
encontraban muy poco hidrolizadas, pudiendo ser utilizadas todas las muestras para el
estudio.

A pesar de que estadisticamente se observaron diferencias, desde el punto de
vista tecnoldgico esta variacion no es significante y se puede considerar que se partio de

una materia prima apta para el estudio.
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Tabla 1. Composicion quimica del macerado de subproductos del proceso de enlatado
de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea) obtenido en los diferentes muestreos.

Componente (%) Primer muestreo  Segundo muestreo  Tercer muestreo
Humedad 68.9 + 0.2° 71.4+0.1° 70.2 +0.1°
Proteina 13.4+0.1° 14.0+0.2° 13.7+£0.1%°
Grasa 11.6+0.1% 8.9+0.1° 9.8 +0.3°
Cenizas 5.1+0.0° 59+0.0° 53+0.0°
Nitrégeno no proteico’ 2.1+0.0° 1.7+0.0° 2.0+0.1%

Los valores representan la media + error estandar (n=8). Medias en la misma fila con
diferente superindice son significativamente diferentes (p=<0.05).
Los valores estan reportados en mg de NNP/g de muestra (base himeda).
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Efecto del Tipo de Proteasa sobre el Grado de Hidrdlisis

El grado de hidrolisis es una medida del grado de degradacion de una proteina y
es el indicador més ampliamente utilizado para observar el efecto de enzimas sobre
alguna proteina (Nielsen et al., 2001). Durante la hidrélisis se generan péptidos de
diferentes tamafos y pesos moleculares, asi como diferentes secuencias peptidicas
dependiendo de la especificidad enzimatica (Klompong et al, 2007). La actividad
biologica de los hidrolizados proteicos depende del tipo de proteina, la especificidad de
la enzima utilizada para la protedlisis, las condiciones utilizadas durante la hidrolisis y el
grado de hidrolisis (Bougatef et al, 2010). En el presente estudio, las enzimas
comerciales Alcalasa 2.4L%, Protex 6L" y Flavourzyme® fueron usadas para la
produccion de hidrolizados proteicos de homogenados de cabezas y colas de sardina
Monterey.

El homogenado de subproductos de sardina utilizado en el presente estudio, no
fue previamente desgrasado, ya que en diversos estudios, como el de Hoyle y Merrit
(1994), quienes trabajaron con muestras desgrasadas de arenque (Clupea harengus), y el
de Klompong et al. (2007), los cuales trabajaron con musculo de jurel franja amarilla
(Selaroides leptolepis), molido (mince) y desgrasado, encontraron que los hidrolizados
proteicos de muestras desgrasadas exhibieron menores grados de hidrolisis que su
contraparte. Los bajos grados de hidrolisis se deben a que las proteinas en muestras
desgrasadas se encuentran agregadas, lo que ocasiona una disminucion en la solubilidad
de las mismas y como consecuencia, son menos susceptibles a la hidrolisis por la enzima
adicionada (Benjakul y Morrissey, 1997).

Debido a que se ha hipotetizado que enzimas endogenas, como catepsinas en los
residuos de musculo de pescado, promueven un efecto proteolitico adicional al de
enzimas comerciales durante el proceso de hidrélisis (Mackie, 1982) se procedid a la
inactivacion de las enzimas presentes en el homogenado, aplicandosele un tratamiento
térmico antes de efectuar la hidrolisis de sus proteinas a 100 °C por 15 min.

El progreso de la hidrdlisis de subproductos de sardina Monterey, después de 360
min de incubacion, se muestran en las Figuras 3, 4 y 5. En ellas se puede observar que

las enzimas Protex 6L" y Alcalasa 2. 4L" (Figuras 3 y 4, respectivamente) alcanzaron un
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Figura 3. Incremento en el grado de hidrolisis (GH) durante la hidrolisis de
subproductos de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea) con Protex 6L® a
diferente concentracion (0.5, 1 y 2%) y tiempos de hidrdlisis (0, 30, 60, 120, 240, 360
min). Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05) en el GH respecto a
la concentracion de enzima utilizada (literales en recuadro) y tiempo de hidroélisis.
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Figura 4. Incremento en el grado de hidrdlisis (GH) durante la hidrolisis de
subproductos de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea) con Alcalasa 2.4L° a
diferente concentracion (0.5, 1 y 2%) y tiempos de hidrdlisis (0, 30, 60, 120, 240, 360
min). Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05) en el GH respecto a
la concentracion de enzima utilizada (literales en recuadro) y tiempo de hidrdlisis.
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Figura 5. Incremento en el grado de hidrolisis (GH) durante la hidrélisis

subproductos de sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea) con Flavourzyme®
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diferente concentracion (0.5, 1 y 2%) y tiempos de hidrdlisis (0, 30, 60, 120, 240, 360
min). Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05) en el GH respecto a

la concentracion de enzima utilizada (literales en recuadro) y tiempo de hidroélisis.
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aumento significativo (p<0.05) en el porcentaje de grado de hidrdlisis hasta los 240 min.
Por otro lado, Flavourzyme®™ (Figura 5) mostrd este incremento durante todo el tiempo
de hidrolisis monitoreado. Ademads, se puede apreciar un incremento significativo
(p<0.05) en el grado de hidrolisis, dependiente de la enzima, a medida que se incrementa
su concentracion. Se observa el mayor incremento en la hidrolisis de las proteinas de
subproductos de sardina Monterey en los primeros 60 min de reaccion. Posteriormente,
la velocidad de hidrolisis enzimdatica disminuyd hasta alcanzar casi un estado
estacionario. Guerard et al. (2002) especularon que una reduccion en la tasa de
incremento del grado de hidrdlisis, conforme aumenta el tiempo de hidrdlisis, se puede
deber a la actividad enzimatica limitada por la formaciéon de productos de reaccion.
Ademas, la disminucion de la velocidad de hidrélisis también puede ser debido a una
reduccion en la concentracion del sustrato disponible para la hidrélisis

Protex 6L° y Alcalasa 2.4L" fueron las enzimas que exhibieron los mas altos
grados de hidrolisis (8.4 y 8.1%, respectivamente), y por lo tanto, fueron las mas
eficientes para hidrolizar las proteinas presentes en estos subproductos. En cambio,
Flavourzyme® fue la enzima menos eficiente para hidrolizar las proteinas, ya que
exhibi6 el menor grado de hidrolisis (3.5%) al final del estudio (tiempo de hidrolisis).
Diferentes estudios han mostrado que en general, las proteasas alcalinas, como las del
presente estudio, exhiben actividades mas altas que la proteasa Flavourzyme® (Rebeca et
al., 1991; Klompong et al., 2007).

Curvas de hidrolisis similares a las obtenidas en el presente estudio han sido
reportadas para hidrolizados de cabezas de salmon (Gbogouri et al., 2004), filete molido
de jurel franja amarilla (Selaroides leptolepis) (Klompong et al., 2007), subproductos
(cabezas y visceras) de sardina (Sardinella aurita) (Bougatef et al., 2008), musculo de
Mustelus mustelus (Bougatef et al., 2009), manto de calamar (Sepia officinalis) (Balti et
al., 2010), cabeza de atin aleta amarilla (Thunnus albacares) (Ovissipour et al., 2010),
musculo y mince de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (Kelfala et al., 2010;
Shamloo et al., 2012), proteina de mejillon (Mytilus edulis) (Dai et al., 2010), utilizando

las mismas enzimas.
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Efecto del Tipo de Proteasa sobre la Degradacion de Proteinas

Las figuras 6 (A, By C) y 7 (A, B y C) muestran los perfiles electroforéticos de
hidrolizados de subproductos de sardina Monterey obtenidos mediante la adicion de
Protex 6L° y Alcalasa 2.4L%. En ellas se observan cambios importantes en los
hidrolizados con respecto al tiempo de hidrdlisis. En los carriles sefialados como a y b
(homogenado y t=0, respectivamente), podemos observar bandas de proteinas que van
desde los 14.4 a los 200 kDa, que corresponden a distintos tipos de proteinas presentes
en los subproductos de sardina Monterey como proteinas sarcoplasmicas (mioglobina y
hemoglobina), proteinas miofibrilares (actina y miosina), asi como coldgeno. A partir de
los 30 min de hidroélisis se puede observar una disminucién substancial (o desaparicion)
en la intensidad de la mayoria de las bandas proteicas por arriba de los 14 kDa, con la
concomitante aparicion de un barrido electroforético por debajo de los 14 kDa, el cual va
disminuyendo gradualmente conforme transcurre el tiempo de hidrolisis. Lo anterior
comprueba que las enzimas comerciales Protex 6L° y Alcalasa 2.4L%, bajo las
condiciones del presente estudio, fueron muy eficientes en la hidrolisis de este tipo de
proteinas y por ende, en la produccion de péptidos de bajo peso molecular, siendo éste
uno de los objetivos del presente trabajo. Este mismo comportamiento fue observado por
Shamloo ef al. (2012) en la hidrolisis de musculo de tilapia (Oreochromis niloticus) al
utilizar Alcalasa 2.4L".

Por otro lado, la enzima Flavourzyme® no mostrd el mismo efecto sobre las
proteinas presentes en el homogenado de sardina Monterey (Figuras 8 A, B y C), ya que
aunque se observo una disminuciéon en la intensidad de las bandas presentes en el
homogenado y un ligero incremento en el barrido electroforético por debajo de los 14
kDa conforme transcurre el tiempo de hidrdlisis, estos cambios no fueron tan claros
como en los observados por las otras 2 enzimas comerciales.

Con estos resultados se procedi6 a establecer el tipo de enzima y grado de
hidrolisis a utilizar para la evaluacion de las diferentes actividades biologicas, para lo
cual se tomaron las enzimas Protex 6L" y Alcalasa 2.4L" a dos GH (6 y 8%) cada una.

Lo anterior para evaluar el efecto del GH sobre la actividad biologica in vitro, ya que
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Figura 6. Perfiles electroforéticos de subproductos de sardina Monterey (Sardinops
sagax caerulea) durante la hidrolisis con Protex 6L", a diferentes tiempos de hidrolisis
(SDS-PAGE). (M) marcador de peso molecular de amplio rango, (a) homogenado, (b)
t=0, (¢) 30 min, (d) 60 min, (¢) 120 min, (f) 240 min, (g) 360 min. Concentraciones de
Protex 6L": (A) 0.5%, (B) 1%, (C) 2%.
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Figura 7. Perfiles electroforéticos de subproductos de sardina Monterey (Sardinops
sagax caerulea) durante la hidrolisis con Alcalasa 2.4L%, a diferentes tiempos de
hidrolisis (SDS-PAGE). (M) marcador de peso molecular de amplio rango, (a)
homogenado, (b) t=0, (¢) 30 min, (d) 60 min, (¢) 120 min, (f) 240 min, (g) 360 min.
Concentraciones de Alcalasa 2.4L": (A) 0.5%, (B) 1%, (C) 2%.
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Figura 8. Perfiles electroforéticos de subproductos de sardina Monterey (Sardinops
sagax caerulea) durante la hidrolisis con Flavourzyme®, a diferentes tiempos de
hidrélisis (SDS-PAGE). (M) marcador de peso molecular de amplio rango, (a)
homogenado, (b) t=0, (c¢) 30 min, (d) 60 min, (e¢) 120 min, (f) 240 min, (g) 360 min.
Concentraciones de Flavourzyme®: (A) 0.5%, (B) 1%, (C) 2%.
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dicha actividad depende no solo del tamafno del péptido sino también de su secuencia de

aminoacidos.

Actividad Antihipertensiva en Fracciones obtenidas por Ultrafiltracion

La actividad de inhibicion de ECA de fracciones peptidicas obtenidas de
hidrolizados de subproductos de sardina Monterey se muestran en la Figura 9. Todas las
fracciones peptidicas (<1 y 1-5 kDa) colectadas por ultrafiltracion exhibieron actividad
inhibitoria de la ECA. En general, las fracciones del control (muestra sin hidrolizar),
mostraron las inhibiciones mas bajas del estudio (<40%), mientras que las fracciones
provenientes de la hidrolisis enzimatica mostraron todas, valores superiores (p<0.05).
Dentro de estas ultimas fracciones, la correspondiente a <1 kDa obtenida con Alcalasa
2.4 L" con 8% de GH, expresé la mas alta actividad inhibitoria de ECA (72.5 + 1.4%),
mientras que la fraccion de 1-5 kDa del control (muestra sin hidrolizar) exhibi6 la més
baja actividad (18.9 £ 2.5%). Los resultados indican que las fracciones de la muestra sin
hidrolizar (control) contiene péptidos con actividad inhibitoria de la ECA, aunque en
bajas concentraciones y/o no tan bioactivos como las secuencias peptidicas contenidas
en las fracciones de los hidrolizados generados con las enzimas comerciales.

Los resultados anteriores se deben a que los ultrafiltrados fueron concentrados
mediante liofilizacion de las fracciones para su evaluacion de actividad antihipertensiva
in vitro, ajustando la concentracion de NNP en todas las fracciones. La recuperacion de
solidos, después de ultrafiltrar y liofilizar las muestras, fue menor en las fracciones de la
muestra sin hidrolizar (control), ya que no excedi6 el 0.09% (g de sdlidos en la
fraccion/100 g de muestra); mientras que en las fracciones de los hidrolizados se
alcanzaron porcentajes de recuperacion entre 0.4 — 0.8%, siendo la fraccion <1 kDa del
hidrolizado producido con Protex 6L con un 8% de GH, la que se recuperé en mayor
cantidad. Ademas, en las fracciones <1 kDa y 1-5 kDa del control, el contenido de NNP
fue de 25.5 £ 0.2% y 31.1 £ 0.2%, respectivamente, mientras que las fracciones de los

hidrolizados mostraron contenidos en el rango de 55.9 a 62.9%. Todo lo anterior nos
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Figura 9. Actividad inhibitoria de ECA de fracciones peptidicas obtenidas mediante la
técnica de ultrafiltracion, posteriormente liofilizadas y ajustadas a una concentracion de
0.5 mg de NNP/mL. Las barras de error muestran la desviacion estandar relativa. Los
valores representan la media de los analisis por triplicado. Diferentes literales indican
diferencias significativas (p<0.05)
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indica que en los hidrolizados se encontré6 mayor contenido de péptidos bioactivos que
en la muestra sin hidrolizar.

En estudios efectuados por Lee et al. (2010), los cuales evaluaron 3 fracciones
peptidicas (<1, 1-5 y 5-10 kDa) de un hidrolizado de musculo remanente del fileteado
(subproducto) de atiin generado por tratamiento con pepsina, obtuvieron porcentajes de
actividad inhibitoria de ECA (de <80%) similares a los obtenidos en el presente estudio.
Sin embargo, cabe aclarar que estos investigadores utilizaron fracciones con mayor
concentracion (1 mg de péptidos/mL) que los del presente estudio (0.5 mg de NNP/mL),
por lo que se podria suponer que los péptidos del presente estudio mostraron alin mejor
actividad.

Bougatef et al. (2008) obtuvieron 8 fracciones peptidicas de un hidrolizado de
subproductos (cabezas y visceras) de sardina (Sardinella aurita) por tratamiento con un
extracto crudo enzimatico a partir de sardina (Sardina pilchardus). De las fracciones
recolectadas, dos exhibieron los mas altos porcentajes de actividad inhibitoria de ECA
(76.6 = 1.25 y 74.5 + 1.33%), utilizando una concentracion de 1 mg/mL, con valores
similares a la fraccion que exhibid la mas alta actividad antihipertensiva en el presente
estudio (72.5 £ 1.4% a 0.5 mg NNP/mL). Esta similitud de inhibicién posiblemente se
deba a la utilizacion de enzimas alcalino serin-proteasas en ambos estudios.

La mejor forma de determinar la bioactividad de fracciones peptidicas generadas
es mediante la evaluacion de la concentracion de péptidos necesaria para inhibir al 50%
la actividad de la ECA (ICs). A este respecto, la figura 10 muestra los resultados de 1Csg
obtenidos por las fracciones evaluadas y generadas bajo distintas condiciones de
hidrdlisis. La fraccion que exhibio el valor més bajo de ICsy (0.2 £ 0.0 mg de NNP/mL),
y por ende la mejor en inhibir a la ECA, fue la fraccion <1 kDa del hidrolizado generado
con Alcalasa 2.4L" con un 8% de GH. En contraparte, la fraccion 1-5 kDa del
hidrolizado control mostro el valor mas alto de ICsy (1.6 = 0.0 mg de NNP/mL).

El valor de ICsy de las fracciones peptidicas obtenidas de los hidrolizados
producidos con Alcalasa 2.4L" y Protex 6L* (0.2 — 0.5 mg de NNP/mL, incluyendo
todos los hidrolizados obtenidos) resultaron mas bajos que una de las fracciones
obtenidas en el estudio de Bougatef et al. (2008) (0.81 mg/mL, utilizando fracciones <1

kDa de hidrolizados de visceras y cabezas de sardina).
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Figura 10. Valores de ICsy correspondientes a la concentracion necesaria de las
fracciones obtenidas por ultrafiltracion, para inhibir al 50% la actividad de la ECA. Las
barras de error muestran la desviacion estandar relativa. Los valores representan la
media de los andlisis por triplicado. Diferentes literales indican diferencias significativas
(p=<0.05).
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El que una fraccion presente mayor ICsy puede deberse a la presencia de péptidos
y polipéptidos de alto peso molecular en el hidrolizado, los cuales son menos activos que
los péptidos de bajo peso molecular, ya que los primeros, con secuencias largas de
aminoacidos, no pueden actuar de una manera tan efectiva como los péptidos de menor
tamafio, aun si estos péptidos contienen en su estructura aminodcidos hidrofobicos
(aromaticos o de cadena lateral ramificada) en las ltimas 3 posiciones del extremo C-

terminal (requerido para la unién con las 3 subunidades del sitio activo de la ECA).

Actividad Antihipertensiva de Fracciones Purificadas por HPLC-Fase Reversa

Los resultados generados indicaron que las fracciones de los hidrolizados
producidos con Alcalasa 2.4L" y Protex 6L obtenidas por ultrafiltracién, contienen
péptidos inhibidores de la ECA. Asi, con el fin de evaluar las contribuciones de los
péptidos de bajo peso molecular presentes en la fraccion <1 kDa del hidrolizado
producido con Alcalasa 2.4L" (8% GH), la cual exhibi6 un menor ICs, y por ende, una
mayor actividad antihipertensiva in vitro, ésta fue posteriormente analizada por HPLC-
fase reversa. Se colectaron 8 fracciones (F1 — F8, Figura 11) cada 2.5 min, las cuales se
liofilizaron para finalmente medirse su actividad inhibitoria de ECA. Como se muestra
en la figura 12, todas las fracciones exhibieron actividad inhibitoria de ECA, excepto la
fraccion F1. Por otro lado, la fraccion F8 fue la que expres6 el menor (p<0.05) % de
actividad inhibitoria de ECA (28.0 + 0.6%), a una concentracion de 0.2 mg/mL. De las 8
fracciones, la fraccion F4 mostr6 la actividad inhibitoria de ECA mas potente (55.5 +
0.7%), seguida por la fraccion F3 (54.4 + 3.5%); sin embargo, estas fracciones
exhibieron esas actividades a diferentes concentraciones (0.5 y 0.7 mg/mL,
respectivamente). Debido a que las fracciones peptidicas colectadas mostraron diferente
concentracion de péptidos, la mejor manera de demostrar su actividad inhibitoria es
obteniendo sus ICs (Figura 13). Cabe mencionar que no se generd el valor de ICsg de la
fraccion F8, ya que la concentraciéon que se obtuvo por HPLC-fase reversa, no fue
suficiente para inhibir al 50% la actividad de la ECA. En cambio, la fraccion F2 (la cual

exhibié una actividad inhibitoria de ECA de 42.1 + 4.8%, a una concentracion de 0.9
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Figura 11. Patron de elusion por HPLC-fase reversa de la fraccion <1 kDa del
hidrolizado producido con Alcalasa 2.4L" (8% GH), en una columna Zorbax 300SB-
C18 StableBond Analytical. Velocidad de flujo, 1.5 mL/min; absorbancia monitoreada a
210 nm. Las fracciones fueron colectadas cada 2.5 min.
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Figura 12. Actividad inhibitoria de ECA de fracciones peptidicas obtenidas por HPLC-
fase reversa. Las barras de error muestran la desviacion estandar relativa. Los valores

representan la media de los andlisis por triplicado. Diferentes literales indican
diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 13. Valores de ICsy correspondientes a la concentracion necesaria necesaria de
las fracciones obtenidas por HPLC-fase reversa, para inhibir al 50% la actividad de la
ECA. Las barras de error muestran la desviacion estdndar relativa. Los valores
representan la media de los andlisis por triplicado. Diferentes literales indican
diferencias significativas (p<0.05)
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mg/mL), aunque suficiente en concentracion, se decidié no obtener este valor, ya que se
requeriria de demasiada muestra (aproximadamente 1 mg/mL) para alcanzar su ICs, lo
anterior tomando en cuenta las concentraciones requeridas por el resto de las fracciones
(<0.7 mg/mL).

Gu et al. (2011) evaluaron actividad antihipertensiva de péptidos generados a
partir de la hidrolisis del colageno extraido de la piel de salmén del Atlantico. De 11
fracciones peptidicas colectadas, 2 expresaron la mas alta actividad inhibitoria de ECA,
con porcentajes de inhibicion de 91.10 = 1.34 y 80.51 + 1.32%, a una concentracion de
Img/mL. En comparacion a los resultados generados en el presente estudio, estas
fracciones mostraron mds alta actividad inhibitoria de ECA, aunque a mayor
concentracion. No cabe duda de que el tipo de muestra del cual se obtienen los péptidos
es un factor importante para mostrar dicha actividad inhibitoria. Ademas, varios estudios
concuerdan que los péptidos generados a partir de la hidrdlisis del colageno o gelatina de
la piel de varias especies marinas, muestran una alta actividad inhibitoria de ECA, por la
presencia de aminoacidos que se encuentran en mayor proporcion, como prolina (Pro) e
hidroxiprolina (Hyp). Como se mencion6 en los antecedentes, el sitio activo de la ECA
tiene mayor preferencia por este tipo de aminoacidos, por lo que la presencia de éstos en
la secuencia peptidica favorece su union con la enzima.

Los valores de ICsy de las fracciones obtenidas por HPLC-fase reversa, se
muestran en la figura 13. Los resultados indicaron que la fraccion F3 expresé el valor
mas alto (p<0.05) de ICso, con un valor de 0.7 + 0.1 mg/mL, mientras que el resto de las
fracciones presentaron valores <0.5 mg/mL (p>0.05), siendo éstas las mejores en inhibir
ala ECA.

Diferentes estudios han mostrado valores de ICsy en un amplio rango de valores,
que van desde los 13 pg/mL hasta valores menores a 1 mg/mL, observandose que a
mayores pasos de purificacion de las fracciones peptidicas, menores resultan los valores

de ICsp. (Byun y Kim, 2001; Wijesekara et al., 2011; Lee et al., 2011).
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Actividad Antioxidante en Fracciones obtenidas por Ultrafiltracion

Se ha demostrado que la actividad antioxidante de una proteina se puede
incrementar mediante su hidrolisis con ciertas enzimas, ya que algunos de los péptidos o
fracciones generadas pueden poseer una potencial actividad antioxidante (Chen et al.,
1995).

La actividad antioxidante de una sustancia puede ser identificada con mayor
precision mediante la evaluacion de la actividad de captacion de radicales libres
generados en sistemas oxidativos (Je et al., 2007). Por lo tanto, las fracciones (<1 y 1-5
kDa) obtenidas por ultrafiltracion fueron evaluadas en su capacidad de captacion de
radicales DPPH, a una concentraciéon de 5 mg de NNP/mL (figura 14). Los resultados
indicaron que la fraccion 1-5 kDa del hidrolizado control exhibié la mas baja actividad
(p<0.05) de captacion de radicales DPPH (43.9 + 1.6%). Por otro lado, la fraccion <1
kDa del hidrolizado control no mostr6 actividad antioxidante. Sin embargo, las
fracciones producidas con Alcalasa 2.4L" y Protex 6L", a un 6 y 8% de GH, mostraron
las mas altas actividades de captacion de radicales DPPH (excepto la fraccion <1 kDa
del hidrolizado generado con Protex 6L a un 8% de GH), no exhibiendo diferencias
significativas entre ellas (p>0.05). Los resultados generados en la presente investigacion
fueron superiores a los obtenidos por Bougatef et al. (2010), quienes obtuvieron una
fraccion a partir de subproductos (cabezas y visceras) de sardina (Sardinella aurita), la
cual presentd el mayor porcentaje de captacion de radicales DPPH (48% a 1 mg de
peptidos/mL). Estas diferencias quizas se deban a que en el presente estudio se evalud
esta actividad a una mayor concentracion.

Para observar la concentracion maxima de péptidos con la cual obtener la mayor
actividad antioxidante, se evaluaron las fracciones peptidicas obtenidas a partir de los
hidrolizados con Alcalasa 2.4L" y Protex 6L" a diferentes concentraciones (1 — 20 mg
de NNP/mL; figura 15). Los resultados claramente indican que todas las fracciones
exhibieron un incremento significativo (p<0.05) de la actividad antioxidante en el rango
de 1 - 10 mg de NNP/mL y una disminucién significativa (p<0.05) de la misma a
concentraciones >10 mg de NNP/mL. Sin embargo, la fraccion 1-5 kDa del hidrolizado

generado con Protex 6L" (6% GH) mostrd el mas alto % de captacion de radicales
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Figura 14. Actividad de captacion de radicales DPPH de las fracciones peptidicas
obtenidas mediante la técnica de ultrafiltracion, liofilizadas y evaluadas a una
concentracion de 5 mg de NNP/mL. Las barras de error muestran la desviacion estandar
relativa. Los valores representan la media de los andlisis por triplicado. Diferentes
literales indican diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 15. Actividad de captacion de radicales DPPH de las fracciones peptidicas
obtenidas mediante la técnica de ultrafiltracion, posteriormente liofilizadas y evaluadas a
diferentes concentraciones. Las barras de error muestran la desviacion estandar relativa.
Los valores representan la media de los analisis por triplicado.
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DPPH (72.8 + 0.3%) a una concentracion de 10 mg de NNP/mL. Ademas, esta fraccion
disminuy6 en menor proporcion su actividad antioxidante a concentraciones mayores
(63.4 + 0.5%). Por lo tanto, se consider6 a esta fraccion peptidica como la que exhibid
una mayor capacidad antioxidante.

En un estudio realizado por Bougatef et al. (2009), en el cual hidrolizaron
proteinas del musculo de Mustelus mustelus con proteasas gastrointestinales, se obtuvo
un hidrolizado el cual expresé una actividad antioxidante similar a la del presente
estudio (76.7% a 3 mg/mL vs. 72.8% a 10 mg de NNP/mL, respectivamente). Cabe
mencionar que los hidrolizados (a comparacion de las fracciones peptidicas) pueden
llegar a exhibir mayor actividad antioxidante debido a que pueden contener péptidos y
polipéptidos de cadena larga con aminoacidos aromaticos o donadores de electrones. En
otras palabras, para ejercer esta actividad, no importa que tan grande o pequefio sea el
péptido/polipeptido, sino el tipo de aminoacidos, y su cantidad, que conforman la
secuencia peptidica. Lo anterior se corrobora con el estudio de Wu et al. (2003), quienes
encontraron que la fraccion peptidica de aproximadamente 1.4 kDa obtenida a partir de
un hidrolizado de macarela (Scomber austriasicus), presentd una actividad antioxidante
in vitro mas fuerte que aquellas fracciones peptidicas con pesos moleculares entre 200-
900 Da.

En el presente estudio se observd una disminucion en la actividad antioxidante a
concentraciones >10 mg de NNP/mL. Lo anterior probablemente se deba a que existe
una saturacion de la reaccion péptido-DPPH a esas concentraciones; esto es, los
radicales del péptido que se estan generando al estabilizar el radical DPPH, estan siendo
estabilizados por ellos mismos, en vez de reaccionar con los radicales DPPH. Esto por el
impedimento estérico que se genera al tener altas concentraciones de péptidos en
relacion a la concentracion de radical DPPH.

Hasta el momento, los resultados del presente estudio sugieren que las fracciones
peptidicas obtenidas a partir de los hidrolizados generados con Protex 6L" y Alcalasa
2.4L", contienen péptidos que pueden ser donadores de electrones y reaccionar con los
radicales libres lipidicos, para convertirlos en compuestos mas estables y por

consiguiente, terminar la reaccidon en cadena que se genera por estos radicales libres.
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Actividad Antioxidante de Fracciones Purificadas por HPLC-Fase Reversa

Para purificar mas los péptidos con actividad antioxidante, la fraccion 1-5 kDa
del hidrolizado producido con Protex 6L" (6% GH), fue utilizada para ser separada por
HPLC-fase reversa y fraccionada en 12 subfracciones (F1 — F12 en Figura 16). Cada una
de las fracciones fue concentrada mediante liofilizacion, para posteriormente evaluar su
actividad de captacion de radicales DPPH. Como se puede observar en la figura 17,
todas las fracciones mostraron diversos porcentajes de dicha actividad, siendo la
fraccion F2 la que expreso la mayor (p<0.05) actividad (30.0 £ 0.4% a 1.1 mg/mL),
seguida por la fraccion F6 que exhibido una actividad del 13.7 + 0.1% a una
concentracion de 1.0 mg/mL. Comparando estos resultados con los del estudio de
Bougatef et al. (2010) en subproductos de sardina (Sardinella aurita), los autores
obtuvieron una subfraccion que presentd la mayor actividad de captacion de radicales
DPPH, de 63.0 = 1.6% a una concentracion de 150 pg/mL, valor muy superior que la
fraccion F2 mostrada en el presente estudio. A pesar de que las muestras de ambos
estudios fueron similares, esto es, provinieron de hidrolizados de subproductos de
sardina, aunque de diferente especie, la discrepancia en los resultados parece indicar que
el tipo de proteasa influyd en la produccion de péptidos con actividad antioxidante, ya
que en nuestro estudio se us6 Protex 6L, mientras que en el estudio de Bougatef ez al.
(2010) se utilizé un extracto crudo de enzimas provenientes de Sardina pilchardus. La
especificidad de las enzimas contenidas en el extracto crudo tal vez generd secuencias
peptidicas con mayor capacidad antioxidante, es decir, con mayor contenido de
aminoacidos donadores de atomos de hidrégeno o donadores de electrones.

En el estudio de Ngo et al. (2011), purificaron las fracciones por HPLC-fase
reversa. Todas las fracciones purificadas exhibieron actividad de captacion de radicales
DPPH, con actividades en el rango de 25% a 45% a 0.1 mg/mL, mientras que en el
presente estudio se obtuvo un rango de actividades del 2 al 30.0% (con la mayoria
dentro de actividades <15%) a concentraciones mayores de péptidos. Obviamente, los
resultados varian de acuerdo al tipo de muestra a hidrolizar, de la enzima utilizada, asi

como de las purificaciones realizadas.
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Figura 16. Patron de elusion por HPLC-fase reversa de la fraccion 1-5 kDa del

hidrolizado producido con Protex 6L* (6% GH), en una columna Zorbax 300SB-C18

StableBond Analytical. Velocidad de flujo, 1.5 mL/min; absorbancia monitoreada a 210

nm. Las fracciones fueron colectadas cada 2.5 min.
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Figura 17. Actividad de captacion de radicales DPPH de las fracciones peptidicas
obtenidas por HPLC-fase reversa. Las barras de error muestran la desviacion estdndar
relativa. Los valores representan la media de los andlisis por triplicado. Diferentes
literales indican diferencias significativas (p<0.05)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente estudio, las enzimas Protex 6L° y Alcalasa 2.4L" mostraron ser
las proteasas comerciales mas eficientes en la produccién de péptidos de bajo peso
molecular a partir de los hidrolizados de subproductos (cabezas y colas) del enlatado de
sardina Monterey (Sardinops sagax caerulea). Todas las fracciones peptidicas evaluadas
exhibieron tanto actividad antioxidante como antihipertensiva en ensayos in vitro. La
bioactividad no dependio6 del grado de hidrdlisis. Al parecer dependié de la composicion
de aminoacidos, de la cantidad y de la posicioén de éstos en las secuencias peptidicas en
cada una de las fracciones colectadas en la presente investigacion, asi como también de
la enzima utilizada para la produccion de los hidrolizados proteicos. La fraccion <1 kDa
del hidrolizado producido con Alcalasa 2.4L" (8% de GH) exhibi6 el menor ICsg, y por
ende la mayor actividad inhibitoria de ECA in vitro. En cambio, la fraccion 1-5 kDa del
hidrolizado generado con Protex 6L* (6% de GH) mostr6 la mayor actividad de
captacion de radicales DPPH. Los péptidos de menor peso molecular (<1 kDa)
provenientes de hidrolizados con un alto grado de hidrdlisis, exhiben mayor actividad
inhibitoria de ECA que aquellos péptidos con peso molecular <1 kDa obtenidos a bajo
grado de hidroélisis. Un comportamiento similar es observado para los péptidos >1 kDa,
los cuales muestran un mayor actividad inhibitoria de la ECA a mayor GH.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indican que los
subproductos del proceso de enlatado de sardina Monterey (colas y cabezas) tienen el
potencial para ser utilizados como materia prima para la produccion de hidrolizados
proteicos con actividad antioxidante y antihipertensiva, mediante la aplicacion de
tecnologia convencional. El uso de estos subproductos por parte de la industria
enlatadora de sardina traeria grandes beneficios, tanto para la empresa como para la

sociedad, ya que le generaria altos ingresos a la industria al transformar estos
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subproductos, que actualmente se destinan para la produccion de harina de pescado (para
consumo animal), en un producto de valor agregado como serian los péptidos bioactivos.

Se espera que este estudio contribuya al desarrollo de investigacion aplicada, y
en un futuro, al desarrollo tecnologico a través de la posible aplicacion potencial de los
péptidos bioactivos contenidos en las fracciones que exhibieron actividad biolodgica.
Estas fracciones podrian ser utiles para aplicaciones en la industria alimentaria
(productos nutraceuticos) y/o en la industria farmacentica.

Estudios posteriores sobre la caracterizacion de los péptidos contenidos en las
fracciones que exhibieron alta bioactividad permitira determinar la importancia del
tamafio del péptido, composicion de aminodcidos, posicion de los aminodcidos en la
secuencia peptidica, asi como el tipo de enzima utilizada en la produccion de los
hidrolizados proteicos, los cuales determinaron su actividad biologica in vitro. Ademas,

es necesaria su evaluacion in vivo, con el fin de determinar su biodisponibilidad.
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