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ABSTRACT

The objective of this thesis was to obtain and to evaluate selected biofunctional
properties of hydrolysed bovine hemoglobin concentrate and also to incorporate such

hydrolysates to extruded products, evaluating their bioactivity after extrusion.

Four Hydrolysates were obtained using bovine hemoglobin concentrate (BHC) as
substrate and the following enzymes: Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC) and
Flavourzyme (F). Two Hydrolysates were obtained in a simple way, during 2 hours
reaction time (P and FC) and the other two in a sequential way during 6 hours reaction

time (P+F and FC+F).

The degree of hydrolysis (DH) was determined using different methods (free amino
acids content by OPA, etc.). Then, Hydrolysates were characterized by physicochemical
evaluations (solubility, etc), iron content, color, etc. Bioactive properties (iron and zinc

availability, and antioxidant activity) were also evaluated.

Extrudates were obtained using maize grits and its mixture with BHC and its
Hydrolysates. Extrusion was carried out with a 20 DN Brabender extruder in the following
conditions: a 4:1 compression ratio screw, 160 rpm, 15% grits moisture, 175°C barrel
temperature and 160 °C die temperature. Bioactive properties and physicochemical
properties of extrudates (expansion, specific volume and mechanical resistance) were

evaluated.

Results shown, that sequential way increased DH in comparison to “one enzyme only”.
Besides that, hydrolysis increased solubility at isoelectric point region in comparison to
BHC. As pH of extraction decreased, extracted iron also decreased. However, at pH 4,5,
the use of P enzyme allows to concentrate iron in comparison to the substrate and others
Hydrolysates. Color of different extracts was between red and yellow (with different tone)
and depended on iron content of each extract. As pH decreased samples colours tended

from brown to yellow.

Antioxidant activity (AA) of Hydrolysates was almost three times higher than that of
substrate and the highest values corresponded to the sequential way. Such activity was
dependent on protein concentration of samples (at higher concentration higher activity),
being FC+F hydrolysate the most active (lowest value of ICsg). On the other hand, most
active components (or responsible of a high AA) were those of low molecular weight

(<5kDa).

vil
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A direct correlation was obtained between DH and iron dializability (FeD(%)), the
highest value corresponded to P+F hydrolisate. Regarding Zn dializability, an increased of

it was produced by proteolysis, beig the highest value that of FC+F hydrolysate.

The addition of BHC or its Hydrolysates to extruded products did not modify their
physical properties in comparison to maize extrudate, but increased the AA and mineral
iron dializability. The highest values of AA and FeD(%) corresponded to sample
containing FC+F hydrolysate. Regarding ZnD(%) values, it can be said that maize grits

sample had the lowest value.

In conclusion, the use of protease in a sequential way was a good approach to increase
and optimized antioxidant activity of BHC and dializabiliy of Fe and Zn. Besides that,
extrusion process is a good alternative to obtain products with biofunctional properties,

being FC+F hydrolysate the one showing the highest AA and FeD(%).

viii
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RESUMEN

El objetivo general de la presente tesis fue obtener y evaluar propiedades bio-
funcionales selectas en hidrolizados de concentrado de hemoglobina bovina y
posteriormente incorporar dichos hidrolizados a productos extrudidos y evaluar su

bioactividad post-extrusion.

Para ello se elaboraron cuatro hidrolizados utilizando como sustrato el concentrado de
hemoglobina bovina (CHB) y las enzimas: Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate
(FC) y Flavourzyme (F). Dos hidrolizados se obtuvieron en forma simple durante dos
horas de reaccion (P y FC), y los otros dos restantes en forma secuencial durante seis horas
de reaccion (P+F y FC+F).

El grado de hidrdlisis (GH) se determiné a través de distintos métodos (aminos libres
por OPA, etc). Posteriormente los hidrolizados fueron caracterizados mediante
evaluaciones fisicoquimicas (solubilidad, etc), contenido de hierro, color, etc. Luego se
evaluaron las propiedades bioactivas de los mismos (disponibilidad de Fe y Zn; y actividad

antioxidante)

Los expandidos se elaboraron a base de sémola de maiz a la que se le agreg6 el CHB
o sus hidrolizados en un nivel de 0.5%. Para ello se utilizé un extrusor Brabender 20 DN
con tornillo relacion de compresion 4:1, 160 rpm, 15% de humedad, 175°C en el cafion y
160°C en la boquilla. A los expandidos obtenidos se les evaluaron las propiedades
fisicoquimicas (expansion, volumen especifico y resistencia mecanica del producto), y

las propiedades bioactivas (anteriormente mencionadas).

Los resultados obtenidos mostraron que el sistema secuencial aumenté el GH en
relacion al uso de “s6lo una enzima”. Ademas la hidrolisis increment? la solubilidad de los
hidrolizados en la regién del punto isoeléctrico respecto del CHB. A medida que el pH de
extraccion disminuyd, también lo hizo la proporcion de hierro extraido. Sin embargo, a pH
4.5, el uso de la enzima P permitié concentrar el hierro respecto del sustrato y los demas
hidrolizados. El color de los diferentes extractos estuvo comprendido entre el rojo y el
amarillo (en sus distintas tonalidades), y dependi6 del contenido de Fe de cada extracto.
Conforme el pH descendio el color de las muestras tendié de marrén a amarillo.

La actividad antioxidante (AQO) de los hidrolizados fue casi tres veces superior a la del
sustrato, correspondiendo los mayores valores a los sistemas secuenciales. Dicha actividad

fue dependiente de la concentracién proteica de las muestras (a mayor concentracion,

1X
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mayor actividad), siendo el hidrolizado FC+F el mas potente (menor valor de ICsg). Por
otro lado las especies mds activas o responsables de una elevada AO fueron las de bajo
Peso Molecular (<5kDa).

Se obtuvo una correlacion directa entre el GH de los hidrolizados y el valor de
dializabilidad de Fe (DFe(%)), correspondiendo el mayor valor de dializabilidad al
hidrolizado P+F. Para el Zn, se observd que la protedlisis produjo un aumento de
dializabilidad, correspondiendo el mayor valor al hidrolizado FC+F.

El agregado del CHB o sus hidrolizados a los productos extrudidos no modificé las
propiedades fisicas de los expandidos respecto del control (Maiz), pero si incremento la
AO y disponibilidad de minerales. Correspondiendo la mayor AO y DFe(%) al expandido
con agregado del hidrolizado FC+F. Con respecto a la DZn(%), los valores
correspondientes a los expandidos con agregado del CHB y de los distintos hidrolizados
fueron significativamente superiores al del maiz.

Por lo tanto se pudo concluir que el empleo secuencial de proteasas fue una buena
estrategia para incrementar y optimizar la potencia antioxidante del CHB, y Ia
disponibilidad de Fe y Zn. Ademas el proceso de extrusion resultd ser una buena
alternativa para obtener un producto con propiedades bio-funcionales, siendo el
hidrolizado FC+F el que una vez incorporado a la matriz alimentaria exhibié la mayor

actividad antioxidante y disponibilidad de hierro.
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I - INTRODUCCION

I-a HIDROLISIS

I-a.1 Aspectos generales: FEl interés en el aprovechamiento de subproductos
agroindustriales ricos en proteinas ha conducido a desarrollar procesos de obtencion de
concentrados y aislados proteicos y al estudio de la mejora de las propiedades funcionales
de las mismas (Vioque et al, 2001). Una de las alternativas para modificar las proteinas
presentes en estos productos es la hidrdlisis, la cual puede ser llevada a cabo tanto por
meétodos quimicos (4cidos o alcalinos) y fisicos, como por métodos enzimaticos. Sin
embargo, la hidrolisis enzimatica presenta indudables ventajas frente a la tradicional

hidrolisis quimica, entre las que cabe mencionar las siguientes:

- Selectividad: las enzimas son especificas para un determinado tipo de enlace y por lo

tanto, no es frecuente la aparicion de productos de degradacion (Guadix et al, 2000).

- Condiciones moderadas de temperatura y pH: que permiten mantener el valor
nutritivo, dado que no se produce degradacion de los productos de hidroélisis, mientras que
la hidrdlisis alcalina destruye los aminoacidos arginina y cisteina y la hidrdlisis acida

elimina el triptofano y desamina los aminoacidos serina y treonina.
- Alta actividad catalitica: implica menor energia de proceso.

Ademas, las enzimas son usualmente inactivadas después de su uso por el subsecuente

proceso, haciendo innecesaria su remocion (Loffler, 1986).

Los hidrolizados proteicos se pueden utilizar como un ingrediente alimenticio basico,
ya sea por sus propiedades funcionales, facil digestibilidad, elevada solubilidad en agua,
resistencia a agentes desnaturalizantes, elevado contenido proteico y gran potencial como
saborizante. Por lo tanto, los métodos enzimaticos son una herramienta muy importante
para modificar las proteinas, obtener hidrolizados y aprovechar sus propiedades (Aubes-

Dufau et al, 1995).

I-a.2 Enzimas:

Las enzimas son proteinas que tienen la capacidad de facilitar y acelerar las reacciones
quimicas que tienen lugar en los tejidos vivos (catalizadores biologicos), disminuyendo el
nivel de energia de activacion propia de la reaccion. Estas no reaccionan quimicamente
con el sustrato, ni alteran el equilibrio de la reaccion. Solamente aumentan la velocidad con

que ésta se produce (Figura L.1).
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d:) Sustrato Praductes O |
O

Enzima Complejo Enzrima-Sustrato

Figura I.1 — Esquema de catalisis llevada a cabo por una enzima. La enzima no reaccionan
quimicamente con el sustrato, permaneciendo inalterada luego de la reaccion (Guadix et al,
2000).

I-a.3 Clasificacion de Enzimas:

Las enzimas proteoliticas, también llamadas proteasas, son enzimas degradativas que
catalizan la hidrolisis de proteinas. Constituyen uno de los grupos funcionales mas
extensos de proteinas, con mas de 560 miembros descriptos (Barret et al, 1998; Supuran et

al, 2002).

Debido a que las proteasas muestran una gran diversidad de mecanismos de accion y
estructuras, es dificil establecer una clasificacion general. Por ello, se ha propuesto

describirlas segun:

a) Origen:
- Animal: Estas enzimas son relativamente caras y su disponibilidad depende

usualmente del comercio de estos animales (Loffler, 1986).

- Vegetal: La mayoria de las proteasas de origen vegetal, tales como papaina, son
faciles de extraer, pero su abastecimiento estd también gobernado por la demanda de del

vegetal (Loffler, 1986).

- Microbiano: Estas se pueden subclasificar en bacterianas o fangicas. Las primeras
son muy diversas y abundantes. Siendo las mas conocidas y estudiadas las sintetizadas por
las diferentes especies del género Bacillus. Las segundas son capaces de actuar en un
amplio rango de valores de pH (4.0 a 11.0), y sobre una gran diversidad de sustratos. Sin
embargo, son menos termo-resistentes que las de origen bacteriano (Rawlings & Barret,

1993).

Si bien las primeras enzimas proteoliticas utilizadas en la industria alimenticia fueron
proteasas pancredticas de origen animal, con el transcurso del tiempo adquirieron mayor

importancia las de origen microbiano (bacteriano o fingico) (Guadix et al, 2000). En la

2

Cian Raul Esteban



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos — Facultad de Ingenieria Quimica
Universidad Nacional del Litoral

siguiente tabla se detallan las principales razones por las cuales se comenz6 a utilizar este

tipo de enzimas (Tabla 1.1):

Tabla I.1 — Principales ventajas de las enzimas microbianas (Loffler, 1986).

Caracteristicas Consecuencias

Produccion acelerada Permite ajustar la escala de produccion con las
demanda del mercado

Facil manipulacion genética ~ Produccion de enzimas recombinantes

Elevada variabilidad metabolica Incremento en los niveles de produccion

b) Accion catalitica:
De acuerdo con la “International Union of Biochemistry and Molecular Biology”
(1992), las proteasas pertenecen al grupo 3 (hidrolasas) y dentro de éste al subgrupo 4

(peptidasas). Segln este criterio, las mismas se clasifican en:

- Exopeptidasas: cuando hidrolizan un enlace peptidico no sustituido proximo al
extremo amino o carboxilo terminal del sustrato, denominandose aminopeptidasas o

carboxipeptidasas, respectivamente.

- Endopetidasas: cuando hidrolizan las cadenas peptidicas en regiones internas

alejadas de los extremos amino o carboxi terminal (Figura L.2) (Guadix et al, 2000).

I PEPTIDASA Modo de Accion |

Aminopeptidasa Carboxipepiidasa

Exopeptidasa

Endapeptidasa
e

Figura 1.2 — Descripcion de los diferentes tipos de peptidasas (Enzyme Nomenclature List
of International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 1992).
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¢) La naturaleza del sitio catalitico:

- Serino proteasas: se caracterizan por la presencia de residuos de serina en su sitio
activo. El mecanismo catalitico de estas enzimas requiere, ademds del residuo de serina,
otros residuos como histidina, aspartico o lisina para su accion (Supuran et al, 2002).
Generalmente, son activas tanto a valores de pH neutros como alcalinos, pero exhiben su

maxima actividad en esta ultima condicion.

- Metaloproteasas: se caracterizan porque requieren de un i6n divalente esencial para
actuar. El cinc (Zn*") es el metal mas frecuente, aunque también se ha descripto la
presencia de cobalto (Co*M) o manganeso (Mn®") (Barret et al, 1998). Presentan su mayor
actividad a pH neutro y son inhibidas por quelantes de metales, tales como el
etilendiaminotetracético (EDTA), ademas son inactivadas mediante dialisis (Supuran et al,

2002).

- Cisteino proteasas: se distinguen por poseer en su sitio activo un grupo sulfhidrilo en
lugar de un grupo hidroxilo. Son activas generalmente a pH neutro y no son sensibles a la

accion de agentes quelantes.

- Aspartico proteasas: poseen un grupo carboxilico (Aspartico), en su sitio catalitico.
Son también conocidas como proteasas acidas ya que presentan actividad en un rango de

pH de 2.0 a 6.0 (Belitz & Grosch, 1997).
I-a.4 Reaccion enzimatica:

I-a.4.1 Caracteristicas generales:

La protedlisis es un proceso que transcurre a través de un conjunto de etapas en serie:

PROTEINAS — proteosas — peptonas — péptidos — AMINOACIDOS

Cada una de estas especies intermedias se diferencia basicamente de las otras en su
solubilidad, la cual se corresponde aproximadamente con los tamafios moleculares medios

y con la relacion nitrogeno amino/nitrogeno total (AN/TN) (Knighst, 1985).

La enzima actaa sobre el enlace peptidico hidrolizdndolo, liberando asi el grupo amino
y el grupo carboxilo (Figura 1.3). En este tipo de reacciones, el equilibrio se desplaza
hacia la derecha, por lo tanto se favorece termodinamicamente la degradacion y no la

sintesis (AG < 0). La direccion hacia la hidrdlisis puede ser atribuida al aumento de la
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energia libre proveniente de la ionizacion de los grupos carboxilos y aminos. Esta

ionizacion puede ser total o parcial dependiendo del pH del proceso de hidrolisis.

||-| o} Ry ||-| 0 ||-| o R 0
: i
J"‘PN\)‘\N N\)L‘-L —_— HNW M on HzN\)J'\‘L
£ | £ Hy0 g | £
Ry H Q R ?1 H o R

Figura 1.3 — Esquema de la reaccion enzimatica catalizada por una proteasa. Ry, Ry y R;3
son los grupos de aminoacidos laterales. E, es la enzima.

Si dicha ionizacion se suprime, puede ocurrir la sintesis de enlaces peptidicos, aun en
presencia de un exceso de agua (Adler-Nissen, 1986). Los péptidos recientemente

formados también pueden ser sustratos de la enzima (Adler-Nissen, 1993).

Por otro lado, la reaccién de hidrdlisis estard determinada por las condiciones de
proceso usadas, es decir, la concentracién de sustrato, la naturaleza de la enzima, la
relacion Enzima/Sustrato, el tiempo de reaccion y condiciones fisico-quimicas como el pH
y la temperatura. Ademas de la naturaleza de la enzima, también influyen la actividad

especifica y el tipo de actividad (Teichgraber et al, 1983; Poutanen, 1997).

I-a.4.2 Mecanismos de reaccion involucrados:

Basandose en el modelo desarrollado por Linderstrom-Lang (Adler-Nissen, 1986) para
reacciones de hidrolisis de proteinas globulares, se describen dos posibles mecanismos de
reaccion: one by one (uno a uno) y zZipper (cremallera). Estos se definen en funcion de dos
velocidades de reaccion (V, y Vi). La primera se corresponde a la reaccion de conversion
entre la proteina nativa y la misma desnaturalizada (V,), mientras que la segunda se
corresponde a la reaccion de hidrolisis del producto intermedio para dar los productos de

hidrolisis finales (V1), como se describe a continuacion:

Enzima Enzima

Proteina,;,, <V:>Pr OteINBpeqauralizaga = PTOAUCTOS, e mecics = Productos;; ;e
0 1

El mecanismo one by one se da cuando la reaccion reversible es la determinante de la
velocidad (paso mas lento), es decir V, <<< V;. Por lo tanto, no es posible identificar
cantidades apreciables de productos intermedios, ya que las moléculas se hidrolizan una
por una para dar productos. En este caso la mezcla de reaccion estara constituida por

proteinas nativas y productos finales.
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Por el contrario, si el paso de desnaturalizacion es muy rapido y la hidrélisis del
producto intermedio es lenta (Vi <<< V,), las moléculas de proteina nativa son
rapidamente convertidas en el producto intermediario, el cual es lentamente degradado a
productos finales. La estructura proteica del sustrato se desestabiliza y deja mas enlaces
peptidicos expuestos, dando lugar a varios productos intermedios, por lo que la mezcla de
reaccion estard compuesta por productos intermedios y finales. Este mecanismo se
denomina zipper. Por lo general, en la hidrdlisis de la mayoria de las proteinas estan

involucrados mecanismos intermedios entre estos dos.
I-a.4.3 Parametros de la reaccion enzimatica y métodos para su estimacion:

Las caracteristicas del hidrolizado seran determinadas por el uso que se le quiere dar a
éste. Asi, el grado y tipo de hidrolisis determinara el resto de las propiedades del
hidrolizado (Vioque et al, 2001). Por tal motivo, el parametro mas importante en la
hidrolisis enzimatica de proteinas es el Grado de hidrélisis (GH). Este se define como el

porcentaje de uniones peptidicas escindidas:
GH = (h/h,)x100%

Donde:

- h¢, es el namero total de uniones peptidicas por proteina y depende de la composicion

aminoacidica de la proteina.
- h, es el nimero de uniones peptidicas hidrolizadas.

Entre los métodos utilizados para monitorear el GH durante la reaccion, se pueden

destacar:
a) pH-stat:

La técnica de pH-stat (Jacobsen et al, 1957), permite seguir el GH mediante el
agregado de base necesario para mantener el pH constante durante la reaccion. La cantidad
de base agregada es proporcional al GH. Es un método rapido, sencillo, no desnaturalizante
y por sobre todo permite monitorear la proteolisis en tiempo real. Sin embargo, la exactitud
de los valores del GH depende de la actividad de la enzima usada durante la reaccion. Por
ejemplo, cuando se utiliza una enzima con actividad exopeptidasa el método del pH-stat
subestima el GH real (Spellman et al, 2002). Ademas, esta técnica se limita al seguimiento
de reacciones de hidrolisis donde las condiciones de pH son superiores a la neutralidad

(Adler-Nissen, 1986).

Cian Raul Esteban



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos — Facultad de Ingenieria Quimica
Universidad Nacional del Litoral

b) Osmometria:

Durante la reaccion de hidrolisis, la depresion del punto de congelamiento de las
mezclas se traduce en un cambio de osmolalidad, el cual se puede medir usando un
osmometro. Posteriormente, esta medida se correlaciona con el GH. Es un método rapido y
con amplio rango de aplicacion. Sin embargo, posee algunas limitaciones, no pudiendo
utilizarse para soluciones muy viscosas o con elevada concentracion de solutos. Ademas, la
presencia de compuestos no proteicos puede afectar la correlacion de ambos parametros

(osmolalidad — GH) (Nielsen et al, 2001).
¢) TCA:

El nitrogeno liberado durante la reaccion de hidrdlisis es solubilizado en un agente
precipitante, el acido tricloroacético (TCA). Como resultado se obtiene la precipitacion y/o
remocion de las proteinas no modificadas, los polipéptidos largos y la enzima.
Posteriormente el nitrégeno solubilizado se cuantifica utilizando Kjeldahl (AOAC, 1995),
o bien alguna reaccion colorimétrica, por ejemplo Biuret o Lowry (Spellman et al, 2002).
El resultado neto de la digestion y el analisis muestran una progresion en la conversion de
proteinas insolubles en TCA, a péptidos solubles y aminoacidos (Gunther, 1979; Lahl &
Braun, 1994). Dicho método ha sido ampliamente utilizado en numerosos trabajos
(Bernardi et al, 1991; Mannheim & Cheryan, 1992; Margot et al, 1994; Hoyle & Metrritt,
1994; Bombara et al, 1994).

d) TNBS:

Este método se basa en la reaccion de los grupos aminos primarios con el acido
trinitro-bencen-sulfonico (TNBS). La reaccion tiene lugar bajo condiciones ligeramente
alcalinas y se finaliza mediante la acidificacion del medio (Adler-Nissen, 1979). Dicho
método posee la desventaja de ser muy laborioso, requerir largos periodos de incubacion y
enfriamiento (Spellman et al, 2002). Por lo tanto, no es posible seguir la reaccion en
tiempo real. Ademas, dicho reactivo es inestable, toxico y debe ser manipulado

cuidadosamente ya que es explosivo (Nielsen, 2001).
e) OPA:

El o-oftaldehido (OPA), reacciona con los grupos aminos primarios de los
aminoacidos en presencia de un compuesto reductor (ditiotreitol, DTT). Como producto de
reaccion se genera un compuesto coloreado detectable a una longitud de onda de 340 nm.

Esta medida de absorbancia permite cuantificar los grupos aminos libres generados durante
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la hidrolisis y calcular el GH (Nielsen, 2001). Es un método rapido y simple. No requiere
grandes etapas de incubacion ya que los resultados se obtienen tan sélo a los 2 minutos de
haber tomado la muestra. De esta manera, es posible medir el GH en el tiempo real. Sin
embargo, la exactitud de los valores de GH obtenidos por dicho método puede depender
del tipo de sustrato proteico utilizado para la hidrolisis (Spellman et al, 2002). Por ultimo,

el reactivo OPA es mas estable y menos toxico que el TNBS (Nielsen, 2001).
I-a.4.4 Hidrolizados proteicos:

I-a.4.4.1 Aspectos generales: Numerosos procesos industriales involucran la modificacion
enzimatica de proteinas, siendo la produccion de alimentos uno de ellos (Adler-Nissen,
1986).

La eleccion del sustrato, la proteasa empleada, y el grado al cual la proteina es
hidrolizada afecta las propiedades fisicoquimicas del hidrolizado resultante (Spellman et
al, 2002).

Asimismo, distintas enzimas pueden ocasionar efectos diferentes sobre las propiedades
del sustrato (Gunther, 1979). En general, actuan alterando la solubilidad, disminuyendo la
capacidad de formar geles y la viscosidad en solucién, mejorando las propiedades de
emulsificacion y espumado, aunque disminuyendo la estabilidad de emulsiones y espumas

(Kabirullah & Wills, 1981; Puski, 1975).

Normalmente la eleccion de la fuente proteica a utilizar en el proceso de hidrolisis se
realiza en funcion del uso final que tendra el hidrolizado y del valor afiadido conseguido

con respecto al sustrato de partida (Guadix et al, 2000).

I-a.4.4.2 Sustrato: En el presente trabajo se escogié la hemoglobina bovina como

sustrato, cuyas caracteristicas se detallan a continuacion.

a) Estructura: La hemoglobina bovina es una proteina globular conjugada cuyo grupo
prostético es el hemo (Ericsson, 1983). El hemo es una molécula de porfirina que contiene
un atomo de hierro en su centro. El tipo de porfirina de la hemoglobina es la
protoporfirina IX. La misma posee dos grupos acidos propionicos, dos vinilos y cuatro
metilos como cadenas laterales unidas a los anillos pirrélicos de la estructura de la
porfirina. El a&tomo de hierro se encuentra en estado de oxidacion ferroso (2+), y puede
formar cinco o seis enlaces de coordinacion dependiendo de la unidon del O, (u otro
ligando), a la hemoglobina. Cuatro de estos enlaces se producen con los nitrogenos

pirrdlicos de la porfirina en un plano horizontal (anillos A, B, C y D). El quinto enlace de
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coordinacion se realiza con el nitrogeno del imidazol de una histidina, denominada
histidina proximal. El sexto enlace del atomo de Fe** es con el oxigeno, que ademas esta
unido a un segundo imidazol de una histidina, denominada histidina distal. Tanto el quinto
como el sexto enlace se encuentran en un plano perpendicular al plano del anillo de

porfirina (Pafiuela, 2005) (Figura 1.4).

Figura 1.4 — Estructura del grupo hemo presente en la molécula de hemoglobina como
grupo prostético. Los anillos pirrdlicos estan denotados con las letras A, B C, y D,
respectivamente. Ademas se muestran los dos grupos acidos propiénicos, los dos vinilos y
los cuatro metilos, como cadenas laterales unidas a los anillos pirrélicos. También es
posible visualizar el nitrogeno del residuo de histidina (anillo imidazoélico), de la cadena
proteica. En el centro de la protoporfirina IX, se observa el atomo de hierro con estado de
oxidacion 2+ (Pafiuela, 2005).

Cada molécula de hemoglobina consta de cuatro cadenas de aminoacidos
(denominadas globinas), unidas de manera no covalente (Ericsson, 1983). Las cadenas
polipeptidicas o contienen 141 aminoacidos, mientras que las cadenas B y y poseen 146
aminoacidos, y difieren en la secuencia aminoacidica (Pafiuela, 2005). La parte porfirinica
del hemo se sitia dentro de una saco hidrofébico que se forma en cada una de las cadenas
polipeptidicas (Figura 1.5). Las estructuras obtenidas por difraccion de rayos X muestran

que en el saco hidrofobico existen unas 80 interacciones entre 18 aminoacidos y el hemo.
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La mayoria de estas interacciones no covalentes se presentan entre cadenas apolares de

aminodacidos y las regiones no polares de la porfirina (Pafiuela, 2005).

Figura L.5 — Estructura de la molécula de hemoglobina. El grupo hemo (en verde) se
encuentra unido a las cadenas proteicas (en rojo y amarillo), en una zona altamente
hidrof6bica de la proteina globular (saco hidrofobico) (Pafiuela, 2005).

b) Fuente de Hemoglobina bovina: La sangre animal posee aproximadamente un 18% de
proteinas y la hemoglobina constituye mas de la mitad de dicha fraccion proteica (Liu et al,
1996). Ademas, contiene: 80.9% de agua, 0.23% de grasas, 0.07% de carbohidratos y
0.62% de minerales (Alencar, 1983). La composicion de la sangre es similar a la de la
carne, excepto en el contenido de Fe (36.3mg/100g de sangre), el cual es 10 veces la

concentracion en carne (Wismer-Pedersen, 1979; Alencar, 1983).

La sangre se puede fraccionar en plasma (65-70%) y hematies (35-40%) (Halliday,
1973). Para este fraccionamiento se usa normalmente un anticoagulante que act@ia
complejando el calcio (Gunstone, 1980). Entre los diferentes anticoagulantes, el citrato de
sodio en una concentracion de 0.3% a 0.5% parece ser el mas adecuado (Halliday, 1973,
1975). Para el consumo humano es importante que la recoleccion de la sangre se realice
con el maximo cuidado, para que los niveles microbianos sean tan bajos como fuera
posible (Duarte et al, 1999). Otra consideracion importante, es evitar la coagulacion y la
hemolisis, dependiendo si se quiere usar el plasma o su concentrado proteico como

ingrediente alimenticio.
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El plasma posee 7.9% de proteinas, siendo las principales: albuminas (3.3%),
Inmunoglobulinas, a y B globulinas (4.2%), y fibrindgeno (0.4%) (Halliday, 1975; Howell
& Lawrie, 1983). El plasma deshidratado posee, en promedio, 7% de humedad, 80% de
proteinas, 7.9% de minerales y 1% de grasas (Caldironi & Ockerman, 1982 a).

La fraccion de hematies contiene toda la hemoglobina y la mayoria del Fe en la forma

de hierro heminico.

¢) Utilizacion de la fuente proteica: Las proteinas de la sangre han sido usadas como
ingredientes alimenticios, tanto por sus propiedades funcionales (Caldironi & Ockerman,
1982 a, b; Maddipati & Marnett, 1987; Faraji et al, 1991; Lee et al, 1993), como por su
valor nutritivo (Delaney, 1975; Del Rio de Reyes et al, 1980; Wismer-Pedersen, 1979). Por
otro lado, la hemoglobina puede ser usada como fuente proteica, sobre todo en pediatria,
ya que posee un elevado contenido de histidina (tres veces mas que la caseina hidrolizada),

un amino acido esencial para infantes (Aubes-Dufau et al, 1995).

Para combatir la anemia ferropénica, que afecta a millones de personas en el mundo
(Carpenter & Mahoney, 1992), se han desarrollado distintos procesos para producir hierro
heminico a partir de la hidrélisis de hemoglobina bovina y asi obtener un producto
peptidico enriquecido con dicho grupo prostético (Ericsson, 1983). Estos péptidos
enriquecidos poseen un mayor contenido de hierro que la hemoproteina de partida (Liu et
al, 1996) y contribuyen a mantener el grupo hemo en una forma soluble, favoreciendo su
disponibilidad para la absorcion (Uzel & Conrad, 1998). Ademas, algunos estudios han
indicado como suplemento de hierro a toda la sangre o solamente a los globulos rojos,
principalmente por el elevado contenido de hemoglobina (Walter et al, 1993; Viteri et al,

1995; Hurrell et al, 1992; Duarte et al, 1999).

Algunos investigadores (Autio et al, 1984; Lee et al, 1993), han propuesto métodos
para separar la hemoglobina en globina (su componente proteico) y posteriormente
hidrolizarla (Duarte et al, 1999). Los hidrolizados obtenidos, comparados con la proteina
de partida, exhiben una mayor solubilidad y habilidad para gelificar, formando geles con

diferentes caracteristicas.

Ademas, se sabe que la hemoglobina y sus hidrolizados son una fuente de péptidos
bioactivos tales como péptidos opioides (Zhao et al, 1997), péptidos que estimulan el
crecimiento bacteriano (Zhao et al, 1996), péptidos que transmiten fotosensitividad (In et

al, 2002) y péptidos que exhiben actividad antioxidante (Chang et al, 2007).
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I-b ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

I-b.1 Reaccion de 6xido-reduccion:

Desde un punto de vista fisicoquimico, la oxidacion consiste en la pérdida de
electrones por parte de un atomo o una molécula, de manera que disminuye su carga
negativa y aumenta la positiva. Lo contrario (adquisicién de electrones por parte de un
atomo o molécula con el consiguiente aumento de la carga negativa), es la reduccion. De
esta manera, son oxidantes aquellas especies que aceptan electrones, quedando asi
reducidas con una mayor carga negativa, y reductoras las que donan electrones, con lo que
se oxidan y quedan con una carga negativa menor. Toda oxidacioén implica una reduccion:
si un atomo cede electrones otro los capta; por ello se habla de reacciones de Oxido-

reduccion o redox (Figura 1.6) (Crystal & Ramoén, 1992).

Agente Reductor Agente Oxidante

Compuesto A (oxidado) Compuesto B (reducido)

Figura 1.6 — Reaccion 6xido-reduccion. El componente A dona electrones al componente
B. De esta manera el compuesto B se reduce y el A se oxida (Crystal & Ramon, 1992).

El oxigeno es una molécula basicamente oxidante, hasta el punto que en las células de
metabolismo aerobico, es el principal responsable de la produccion de especies oxidantes.

Sin embargo, no todas ellas tienen un origen endégeno (Ramon, 1993).
I-b.2 Radicales libres:

Un radical libre es cualquier molécula o atomo que tiene en su tltima capa uno o mas
electrones desapareados (numero impar). Estos electrones desapareados confieren al
radical una enorme reactividad quimica que le conducird a interactuar rapidamente con
otras moléculas con las que entre en contacto (Ramoén, 1993). Esta interaccion puede ser

con otros radicales o bien con una especie quimica estable, y se puede dar de tres maneras:
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a) El radical puede ceder su electron desapareado (radical reductor).

b) El radical puede tomar un electrén de la molécula estable para aparear asi su electron

(radical oxidante).
¢) El radical puede unirse a la molécula estable.

En cualquiera de los tres casos la situacion resultante es la génesis de otro radical

quimicamente agresivo.

1-b.2.1 Fuentes de radicales libres:
Los radicales libres pueden provenir principalmente de tres fuentes: a) del metabolismo
celular (actividad mitocondrial), b) de las reacciones inflamatorias, y ¢) de factores

externos (Figura 1.7) (Davalos et al, 2004).

Radiaciones Ionicas

Y 1)

. O Oriros
9 9 .
OH m :
it : Mitocondria Dafic del DN4
)4 >

oy 3 H202

Reaccion @
Inflamatoria T@ Oy Contaminacion m
% amhiental
65 '

Figura 1.7 — Principales fuentes de radicales libres (Davalos et al, 2004).

a) Metabolismo: En condiciones normales, las células metabolizan la mayor parte del
oxigeno (95%) hasta agua, sin formacion de intermediarios toxicos mediante la via de la
reduccion tetravalente. Mientras que un pequefo porcentaje (= 5%) lo hace mediante la
reduccion univalente. En este ultimo caso, se forman dos moléculas de agua y tres
intermediarios altamente toxicos, dos de los cuales son radicales libres (el anion
superoxido (|O%) e hidroxilo (*OH)). El tercer producto es el peroxido de hidrogeno
(H203,), que no se considera un radical libre ya que posee en su ultimo orbital los

electrones apareados. Su particularidad consiste en que, sin ser realmente un radical libre
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se "comporta" como una sustancia oxidante (Crystal & Ramon, 1992; Ramoén, 1993). En
situaciones en las que exista una mayor actividad metabolica (etapas del crecimiento,
desarrollos activos o procesos inflamatorios) ocurre una mayor demanda tisular de O, y
parte de ¢l se metaboliza siguiendo la via univalente, generandose una gran cantidad de

sustancias oxidantes (Lopez Alonso et al, 1997).

b) Reacciones Inflamatorias: La segunda gran fuente de radicales libres también es
endogena y esta constituida por el metabolismo de las células del sistema inmune. Los
globulos blancos (macrofagos, eosinéfilos, etc), poseen diversas enzimas liticas (proteasas,
lipasas, nucleasas, etc.), y vias metabdlicas que generan varias especies quimicamente
agresivas (peroxido de hidrogeno, radicales superoxido e hidroxilo, etc), cuyo principal fin
es eliminar a los elementos extrafios. En los estados inflamatorios estas especies aumentan
y pueden desequilibrar o desbordar los mecanismos antioxidantes naturales de las células,

afectando su funcion y provocando lesiones irreversibles (Davalos et al, 2004).

¢) Agentes Externos: También los radicales libres se pueden generar por accion de
agentes oxidantes que pueden proceder del exterior (Christen et al, 2000). Entre las
principales fuentes se pueden mencionar: la contaminacion ambiental, la luz solar, las
radiaciones ionizantes, y otros agentes (alcohol, tabaco, alimentos grasos, pesticidas,
metales pesados, etc.) (Christen et al, 2000).
1-b.2.2 Accion de los radicales libres y agentes oxidantes sobre las moléculas
biologicas:

- Accion sobre los lipidos: Es el proceso oxidativo mds frecuente en el organismo y en
los alimentos (Halliwell, 1997). Se produce cuando un radical libre se fija a un atomo de
carbono de la cadena de alquilo de un acido graso, iniciando lo que se conoce como

peroxidacion lipidica (Figura L.8).

La importancia de este hecho se debe a que las cadenas de acidos grasos,
particularmente los polinsaturados se fragmentan justamente por el carbono que se ha
transformado en radical libre, con lo que las estructuras fosfolipidicas de las membranas se
desorganizan y destruyen (Duthie et al, 1989; Lopez Alonso, 1997; Duthie, 1999). Esto no
solo afecta a las membranas biologicas, con la consiguiente pérdida de funcionalidad
(Ramoén, 1993; Lopez Alonso et al, 1997), sino que también, causa deterioros en la calidad
de los productos alimenticios generandose gustos inaceptables (off-flavor), y disminuyendo

la vida util del alimento (Okada & Okada, 1998).
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Figura 1.8 — Esquema de peroxidacion lipidica y generacion de radicales libres (Halliwell,
1997).

- Accion sobre proteinas: Los radicales libres son capaces de peroxidar las cadenas de
aminoacidos constitutivas de las proteinas, alterando su conformacién espacial y por tanto

su funcion (Ramoén, 1993).

- Accion sobre el ADN: Las sustancias reactivas del oxigeno, y en particular el
hidroxilo, son capaces de fijarse a las bases nitrogenadas del ADN, alterando su estructura,

ocasionando su ruptura y desalineacion (Kow, 1999).
I-b.3 Agentes Antioxidantes:

Un antioxidante es cualquier sustancia capaz de atenuar o frenar los efectos de

oxidacion provocados por las sustancias oxidantes (Sies, 1997; Duthie, 1999).

Para el caso de los radicales libres estos compuestos actian como agentes reductores,
ya que ceden electrones con el fin de aparear el o los electrones desapareados de la capa

mas externa. De esta manera se genera un compuesto mas estable (Ramon, 1993)

- Clasificacién: Los sistemas antioxidantes se dividen en dos grupos: Antioxidantes

Internos y Antioxidantes Externos.

a) Antioxidantes Internos: se clasifican en enzimaticos (superoxido dismutasa, catalasa, y
glutation), y no enzimaticos (como la albumina, ciertos acidos grasos, nicotinamida, ADP,

ceruloplasmina, tocoferoles, acido ascorbico, carotenos y el acido urico) (Ramon, 1993).
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b) Antioxidantes Externos: se clasifican en artificiales (BHA, BHT, n-propil galato, etc) y

naturales (polifenoles, péptidos producidos a partir de las proteinas dietarias, etc) (Pihlanto,

20006).
- Aminoacidos y péptidos con propiedades antioxidantes:

Varios aminoacidos exhiben actividad antioxidante, entre los que se puede mencionar:

Tirosina, Triptofano, Fenilalanina, Histidina, Metionina y Cisteina (Figura L.9).

L - Tirosina NH3+

RN T 7ioridina

L - Metionina +
ITH;

| .
CHg‘E‘CHg—CHg—CH—COg

L - Cisteina

Figura 1.9 — Aminoacidos que han demostrado tener actividad antioxidante. En negro se
muestran los grupos involucrados en tal actividad (Wang et al, 2007).

La actividad antioxidante de los tres primeros se debe a la capacidad de los grupos
fenolicos e indodlicos, para actuar como donadores de hidrogeno. Los nuevos radicales
generados (aminoacido-radical) son mucho mas estables y poseen un tiempo de vida media
mas larga comparado con los simples radicales peroxidos. De esta manera cualquier

reaccion reversa o de propagacion en cadena es inhibida (Pihlanto, 2006).

La Histidina exhibe fuerte actividad antioxidante debido a que puede actuar como
agente quelante de metales (Fe**, Cu®", etc.), los cuales actiian como catalizadores de la
peroxidacion lipidica (Leung, 1998; Inanami et al, 1999). Ademas, también puede inhibir
la oxidacion mediante la descomposicion del anillo imidazdlico (Wang et al, 2007). Por
otro lado, la Metionina es un aminoacido sulfurado muy propenso a la oxidacion,

generandose Metionin-sulféxido y reduciendo al radical (Pihlanto, 2006).

Algunos péptidos generados a partir de la digestion proteica han demostrado tener

actividad antioxidante. Por ejemplo, se sabe que las proteinas de la soja contienen péptidos
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antioxidantes, los cuales poseen entre 3 y 16 residuos aminoacidicos. Estos incluyen
aminoacidos hidrofobicos (Valina o Leucina), en las posiciones N-terminales y
aminodacidos tales como Histidina o Tirosina en el interior de la secuencia. Ademas, a
partir de esta proteina se han podido obtener péptidos ricos en Histidina, los que han
exhibido actividad quelante de metales e inhibidores de las sustancias reactivas del oxigeno
(Chen et al, 1996; Chen et al, 1998). Por otro lado, los péptidos obtenidos a partir de las
caseinas también exhiben fuerte actividad antioxidante. Tal es el caso del péptido Tyr-Phe-
Tyr-Pro-Glu-Leu, el cual tiene una potente actividad antioxidante frente al anion
superoxido. Ademas, las caseinas poseen dominios polares que tienen residuos de Serina
fosforilados, donde la secuencia caracteristica es: -SerP-SerP-SerP-Glu-Glu-, estos
dominios son efectivos para quelar cationes, tales como el Ca®**, Fe*" y Zn**, y formar
complejos. Por lo tanto, las caseinas fosforiladas y/o sus péptidos en fase acuosa podrian
ser una fuente de agentes quelantes naturales (Pihlanto, 2006). También se han identificado
péptidos con capacidad antioxidante que derivan de otras proteinas lacteas, como es el caso
del péptido: Trp-Tyr—Ser—Leu—Ala—Met—Ala—Ala—Ser—Asp-lle aislado a partir de
hidrolizados de B-lactoglobulina (Hernandez-Ledesma et al, 2005). Como asi también,
péptidos que provienen de otras proteinas: hemoglobina bovina porcina (Chang et al,

2007), gluten de trigo (Wang et al, 2007), etc.

Como se ve, las fuentes proteicas a partir de las cuales se aislan los péptidos con
actividad antioxidante son muy diversas, abarcando desde las proteinas vegetales hasta las

de origen animal (Vioque et al, 2006).
I-b.4 Determinacion de la Actividad Antioxidante in vitro:

Existen una gran variedad de técnicas in vitro para detectar la presencia de compuestos
antioxidantes y evaluar las propiedades multifuncionales de los mismos, tanto en los
procesos fisiologicos como en los alimentos (Pihlanto, 2006). Estas técnicas difieren en sus
principios de ensayos y en las condiciones experimentales (Alonso et al, 2002). Entre los

métodos utilizados para monitorear la actividad antioxidante, se pueden destacar:

I-b.4.1 Eliminacion de los radicales libres:

Estos métodos se basan en generar un radical libre estable y evaluar como es reducido
por el compuesto o muestra objeto de estudio adicionada al medio (Alonso et al, 2002). La
reduccion puede realizarse por diferentes mecanismos, entre los que se pueden mencionar
la transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y la transferencia de electrones (ET)

(Paixao et al, 2007).
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A continuacion se detallan algunas técnicas empleadas para estimar la capacidad

antioxidante in vitro de diferentes compuestos:

a) Técnica que utiliza el radical cation ABTS": Este ensayo se basa en la reduccion del
radical cation ABTS™ de color azul-verdoso, al Acido 2,2’-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonico) (ABTS, incoloro) en presencia de un agente reductor. El
radical monocation es generado previamente con persulfato de potasio (Figura 1.10) (Re et

al, 1999).

IIET IIET IIEl IIE[
N N K,S,05 N, N
jpae e G e e @
0.8 S 5 50, 0,8 s S $0,°

ABTS ABTS*

Figura 1.10 — Reaccion de generacion del radical cation ABTS'-. Mediante la reaccion del
acido ABTS con el persulfato de potasio (K,S,0s) (Milardovic et al, 2007).

e Ventajas del ensayo:
o La quimica abarca la generacién directa del radical monocation ABTS™ sin la

generacion de radicales intermediarios (Re et al, 1999).

o Esun ensayo de decoloracion y por lo tanto el radical cation es preformado antes de ser
agregado a la mezcla de reaccion. Es decir, no hay una continua generacion en la

mezcla de reaccion frente a la muestra (Re et al, 1999).
o Es aplicable tanto a sistemas acuosos como lipofilicos (Re et al, 1999).

¢ Desventajas del ensayo:

o Elradical generado es extrafio a los sistemas biologicos (Pihlanto, 2006).

¢ Dependencias del ensayo:
La adicion de los antioxidantes reduce al radical cation preformado a ABTS en un

grado y escala de tiempo que depende de (Re et al, 1999):

o La actividad antioxidante de la muestra.
o La concentracion del antioxidante.
o La duracion de la reaccion.

o El tiempo final escogido para el ensayo.

b) Técnica que utiliza el radical DPPH-: Este método se basa en la reduccion del radical

libre estable 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH), mediante la acciéon de un agente reductor
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(RH) (Figura L11). Esta reaccion redox es cuantificada espectrofotométricamente en
medio organico. El maximo de absorbancia del radical se obtiene aproximadamente a los

515 nm (Huang et al, 2005).

. + RH NH +
ON. :Lr NO, O.N ©/ MO,
MNC, NO,

B=

DPPH- DPPH
Figura I.11 — Reaccion de reduccion del radical DPPH, por accion de un agente reductor

(RH) (Paixao et al, 2007).

e Ventajas del ensayo:
o EI DPPH-es uno de los pocos radicales nitrogenados estables (Huang et al, 2005).

o Es una técnica sencilla y de gran aplicacidon, tanto para muestras botanicas como

biologicas (Prior & Cao, 2000).
¢ Desventajas del ensayo:

o Muchos antioxidantes que reacciona rapidamente con los radicales peréxidos (radicales
naturales), pueden reaccionar lentamente o aun no reaccionar con el DPPH- (Huang et

al, 2005).

o La reaccion ocurre en medio organico y las proteinas pueden precipitar (Moure et al,

2006).
o Elradical generado es extrafio a los sistemas biologicos (Pihlanto, 2006).

I-b.4.2 Otros principios:

a) Técnica de Capacidad de absorbancia del radical oxigeno (ORAC): Este método se
basa en medir una sefial de fluorescencia que decrece en ausencia del agente antioxidante,
como consecuencia de la accion de las sustancias reactivas del oxigeno. Estas ltimas son
producidas mediante la descomposicion de los compuestos azo (Paixado et al, 2007). El
agregado de un antioxidante absorbe las sustancias reactivas del oxigeno generadas, y de
este modo la sefial de fluorescencia persiste. Como agente fluorescente se puede usar f3-

ficoeritrina o bien (uso mas reciente), fluoresceina (Ou et al, 2001).
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¢ Ventajas del ensayo:
o Es mas relevante desde un punto de vista biologico, ya que se utilizan radicales

peroxidos lo cuales son mas afines al cuerpo humano (Paixao et al, 2007).
o Tiene gran aplicacion en muestras botanicas y bioldgicas (Prior & Cao, 2000).

o Puede ser empleado para medir la potencial actividad antioxidante en medios acuosos y

lipofilicos (Paixao et al, 2007).
o Desventajas del ensayo:

o El tiempo de duracion del ensayo es mucho mayor al demandado con otros ensayos

(Paixao et al, 2007).

o Los iniciadores (azo-compuestos) utilizados para generar los radicales peroxidos son
artificiales, por lo tanto son extrafios a los alimentos u otros sistemas como los

biologicos (Pihlanto, 2006).

b) Parametro antioxidante de caza de radicales (TRAP): Este método se basa en la
medida del tiempo de induccién de la oxidacion de una dispersion lipidica expuesta a una
fuente de produccion de radicales libres bajo condiciones aerdbicas. Como fuente de
radicales alcali-peréxidos se usa el Azobis(2-amidinopropane) (ABAP). El grado de
oxidacion se mide como una disminuciéon de la concentracion de oxigeno (Wayner et al,
1985). Este procedimiento ha sufrido modificaciones diversas, desde el empleo de otras

fuentes de radicales hasta otras técnicas de monitoreo del proceso.

¢) Técnica de que mide las Sustancias Reactivas al Acido tiobarbitirico (TBARS): El
ensayo de TBARS se basa en la medida del malondialdehido (MDA) formado como
consecuencia de la peroxidacion lipidica y puede llevarse a cabo con preparados de
membranas subcelulares, células intactas u otras formas. Este ensayo es inespecifico ya
que no mide sélo la formacion de MDA sino que también cuantifica otros oxo-compuestos
pero puede usarse para estudiar las propiedades antioxidantes de un determinado

compuesto (Pihlanto, 2006).

Como se usan varios métodos para evaluar la actividad antioxidante in vitro los
resultados son expresados de diversas formas. Esto conduce a grandes problemas a la hora

de efectuar comparaciones (Pihlanto, 2006).
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I-c DISPONIBILIDAD DE MINERALES
I-c.1 Hierro:
I-c.1.1 Fuentes dietarias de hierro:

Hay dos tipos de hierro dietario, de acuerdo a los distintos mecanismos de absorcion

del organismo:

a) Hierro heminico: se encuentra en carnes, pescado, aves y en los alimentos
derivados de sangre animal. Se absorbe mas eficientemente que el hierro no heminico.
Cuando es proporcionado en una comida su grado de absorcion es tres veces mayor que la
de las sales control y es menos vulnerable a las interacciones digestivas. Es absorbido en
forma intacta en el intestino, atraviesa el ribete en cepillo mediante un transportador
especifico y es escindido dentro del enterocito mediante la accion de una hemo-oxigenasa.
Luego pasa a formar parte del pool comun de hierro inorganico de los enterocitos (Vaghefi

et al, 2002).

b) Hierro no heminico: esta en todas las plantas y productos animales. Posee baja
biodisponibilidad y esta influenciado notablemente por compuestos de la dieta que pueden

actuar como promotores o inhibidores de su absorcion (Tabla 1.2) (Sadettin et al, 2004).

Tabla 1.2 — Promotores ¢ inhibidores de la absorcion de hierro no heminico.

- Acido Ascorbico

Promotores dela - Acidos organicos (4cido lactico, acido citrico, etc)
absorcion
EDTA

- Tejidos animales (aminoacidos)

- Fitatos, taninos y polifenoles

Inhibidores de la
absorcion

Proteinas vegetales, lacteas y del huevo

- Calcio (a nivel de mucosa intestinal)

I-c.1.2 Funciones del hierro en el organismo:
Entre las principales funciones se pueden mencionar las siguientes:

- Forma parte de las hemoproteinas (hemoglobina: responsable de transportar el

oxigeno en la sangre y mioglobina: almacena O, en el musculo) (Baran, 1995)
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- Componente de enzimas tisulares tales como citocromos (metabolismo energético),

catalasas y peroxidasas, etc (Rouault, 2005).
I-c.1.3 Deficiencia de hierro:

La mayor parte del hierro de la dieta se encuentra como no heminico y su baja
biodisponibilidad es una de las causas de la anemia por deficiencia de hierro. La
deficiencia de hierro es una de las enfermedades nutricionales mas comunes y afecta a
millones de personas. La mayor prevalencia se da en los paises en desarrollo. Las causas
mas frecuentes son las dietas ricas en cereales (donde la biodisponibilidad del Fe es baja),
la pérdida de sangre como consecuencia de las enfermedades parasitarias, las demandas
fisiologicas aumentadas, tales como en los nifios en crecimiento o las mujeres, ya sea por
la pérdida del mineral durante la menstruacion o bien como consecuencia de una mayor

demanda durante el embarazo (Carpenter & Mahoney, 1992).
I-c.2 Zinc:

I-c.2.1 Funciones del zinc en el organismo: Entre las principales funciones se pueden

mencionar las siguientes:

- Interviene en el metabolismo, el crecimiento, la reproduccion, la reparacion de tejidos

y en la inmunidad celular (Black, 1998).

- Forma parte de sistemas enzimaticos (metaloenzimas), relacionados con la utilizacion

de la energia, la sintesis de proteinas y la proteccion oxidativa (Hambidge, 2000).

- Cumple funciones estructurales a través de metaloproteinas (proteinas “dedos de
zinc”), las cuales intervienen en los procesos transcripcionales de genes especificos, etc.

(Hambidge, 2000).

- Interviene en la embriogénesis y desarrollo fetal y en la produccion de leche durante

el embarazo (Fung et al, 1997).
I-c.2.2 Deficiencia de zinc:

La deficiencia de Zn existe tanto en paises industrializados como en los paises en vias
de desarrollo. La misma conduce a un retardo en el crecimiento, depresion de la funcion
inmune, incremento de la susceptibilidad a infecciones, resultados adversos en el embarazo
y anormalidades del comportamiento (Lopez de Romana et al, 2003; Caulfield et al, 1998).
Ademas puede estar asociada con déficit en la actividad, en la atencion y el desarrollo

motor, que ocurren comunmente en niflos con deficiencias nutricionales (Black, 1998).
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Las principales causas de deficiencia de zinc son: la presencia de inhibidores de la
absorcion (més frecuente), inadecuada ingesta dietaria (elevado consumo de cereales y
tubérculos), y sindromes de mala absorcion o elevadas pérdidas por diarreas (Hambidge et

al, 1998).
I-c.2.3 Fuentes dietarias de zinc:

Es aportado principalmente por las carnes rojas magra y los mariscos, y en menor
medida por otras fuentes proteicas tales como: carne de cerdo, aves, pescados y leche. Sin
embargo los alimentos vegetales poseen bajas cantidades de zinc, salvo los cereales enteros

y las legumbres (Hunt, 2003).

En la siguiente tabla se resumen los principales promotores e inhibidores de la

absorcion del zinc (Tabla L.3).

Tabla 1.3 — Promotores ¢ inhibidores de la absorcion de zinc.

Promotores de la Acidos organicos (acido lactico, acido citrico, etc)
absorcion
EDTA

- Proteinas carnicas

Inhibidores de la
absorcion

Fitatos y polifenoles

Calcio (complejos con fitatos y Zn)

I-d ALIMENTOS FUNCIONALES

I-d.1 Aspectos generales: El concepto de alimento funcional ha sido evaluado y discutido
en profundidad y existen distintos trabajos de revision de su definicion (Robertfroid, 2000,
2002; IFT, 2005). En lineas generales, se reconoce basicamente como funcionales a
productos nuevos, que contienen componentes bioactivos en concentraciones
cuantificables, capaces de ejercer un efecto positivo sobre la salud mas alla de su
capacidad de nutrir, y que son consumidos como parte de la dieta habitual. La definicion
del IFT (Institute of Food Technologists) es mas amplia, tendiendo al concepto de
alimentos saludables, considerando el posible efecto de la dieta en su conjunto. Este
enfoque incluye a alimentos modificados, asi como los fortificados y suplementos dietarios
(Olivera Carrion, 2007).

Los alimentos funcionales ejercen su actividad en multiples sistemas, especialmente el

gastrointestinal, cardiovascular e inmunologico. Se comportan como potenciadores del
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desarrollo y la diferenciaciéon, moduladores del metabolismo de nutrientes (lipidos,
hidratos de carbono, etc), la expresion génica, el estrés oxidativo (Rodriguez Silveira et al,
2003).

Entre los mas relevantes y sobre los que recae la mas so6lida evidencia cientifica, estan
los probidticos (Ashwell, 2002), los prebidticos (Gibson & Roberfroid, 1995), los
simbidticos (Olivera Carrion, 2007), la fibra soluble e insoluble, los acidos grasos
polinsaturados y fitosteroles (Rodriguez Silveira et al, 2003), los derivados fendlicos
(Wojdyto et al, 2007; Paixao et al, 2007), etc.

La transformacion de un alimento en funcional puede realizarse eliminando algin
componente nocivo (alergeno, grasa saturada), fortificandolo con sustancias beneficiosas
(cereales con minerales, pan con fibra, leche con calcio), mediante la adiciéon de un
elemento no presente de forma habitual en el mismo (aceite con antioxidantes), la
sustitucion de un compuesto perjudicial por otro deseable (grasas por inulina, leche
desnatada con acidos grasos ®-3) o a nivel de optimizacion de Ia
biodisponibilidad/estabilidad (Marriott, 2000).

Actualmente los alimentos funcionales disponen de un lugar de aceptacion y
reconocimiento entre la poblacion. Por lo que la aparicion y desarrollo de nuevos
productos en el pais sigue la tendencia internacional de un crecimiento sostenido
(Rodriguez Silveira et al, 2003).

El proceso de extrusion se ha utilizado ampliamente para el desarrollo de numerosos
alimentos a base de cereales precocidos (Poltronieri et al, 2000; Zimmermann et al, 2005;
Moreira-Aratjo et al, 2008) y también podria constituir un alternativa interesante para

formular alimentos funcionales.
I-d.2 Extrusion:

a) Generalidades: La extrusion es un proceso que involucra el transporte de un
material, bajo ciertas condiciones controladas, forzandolo a pasar por una boquilla de una
dada geometria y con un caudal masico pre-establecido (Gonzalez et al, 2002). Puede
asegurarse que este proceso es eficiente, no sélo desde el punto de vista de la versatilidad
(ya que puede realizar simultaneamente operaciones de mezclado, coccion, texturizacion y
secado parcial), sino también desde el punto de vista de la utilizacion de la energia, mano

de obra y espacio requerido para la instalacion (Gonzalez et al, 2002, Ibanog, 2006).

b) Tipos de Extrusores: Existe una variedad de disefios de extrusores, pero

basicamente pueden clasificarse en dos grandes tipos: monotornillo (“single screw
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extruder”) y doble tornillo (“twin screw extruder”). El extrusor monotornillo domina la
industria alimentaria pero la aplicacion de extrusores de doble tornillo esta creciendo por la
gran flexibilidad en el control de los parametros del producto y proceso. Los extrusores
monotornillo presentan inestabilidad, ya que es un proceso manejado por friccion, mientras
que los de doble tornillo son mas utiles para procesos por pasos (amasado, mezclado, etc.)
y para trabajar con almidones modificados.

¢) Factores que afectan al proceso de extrusién. Variables operativas y de diseiio:
La siguiente tabla resume los principales factores que afectan al proceso de extrusion y las

variables operativas y de disefio involucradas (Tabal 1.4).

Tabla 1.4 — Factores que afectan al proceso de extrusion y las variables operativas y de

disefio del mismo.

- Niveles de humedad

- Tamafo de particula del material de

Factores que afectan al proceso de ) .,
alimentacion

extrusion . . .
- Oftros ingredientes (aceites y

emulsificantes)

Variables operativas y de disefio del - Geometria del tornillo

proceso de extrusioén - Velocidad del tornillo

- Temperatura del cilindro

d) Transformaciones del material durante la extrusion:

- Antes del proceso de extrusion: Se lleva a cabo la humectacion de las harinas. Esta
tiene por objetivo comenzar a humectar el almidon para facilitar su posterior gelificacion.

- Durante el proceso de extrusion: El material es introducido al extrusor, es
transportado a lo largo del mismo y en segundos, es convertido en un fluido viscoelastico,
que al salir por la boquilla, se transforma en un so6lido expandido. La combinacion de
esfuerzos de corte, temperatura y presion provoca cambios estructurales, mas o menos
intensos, segiin sean las condiciones de extrusion (Mitchell & Areas, 1992). Es importante
destacar que la transformacion del flujo solido en flujo viscoso es necesaria para que se

produzcan estos cambios estructurales, particularmente en el almidon (Figura 1.12).
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- Salida del producto extrudido: La expansion que se produce al salir por la boquilla,
es consecuencia de la evaporacion casi instantanea del agua contenida en el material, la
cual se encuentra en estado liquido, a pesar de la alta T(°C), ya que la presion es
suficientemente alta (> 50 Kg/cm?). El cambio de presion a la salida (presion atmosférica),
exige que el agua (a T >> de 100°C) se vaporice (“flashing”), provocando el “arrastre”
(expansion) del material viscoelastico. Las propiedades mecanicas del producto expandido,
dependeran de la distribucion y tamafio de los alvéolos y del espesor de pared de los

mismos.

Alimentacion

30

EXTRUSOR MONOTORNILLO

Seccion alimenta Cci0H cCompresion
Compactacion e
3 - . FLUJO
FLUJO SOLIDO Interaccion particula - VISCOSO

particula (COCCION)

Figura 1.12 — Transformaciones del material durante la extrusion (extrusor monotornillo).

En el proceso de extrusion, el almiddn es el componente que juega el papel mas
importante, ya que los cambios que sufre afectan la expansion y textura final del producto
extrudido (Lay & Kokini, 1991). El estado final (o grado de coccion) alcanzado por el
almidon, como consecuencia de las transformaciones estructurales (fusion, fragmentacion
y dextrinizacion), es muy dependiente de las condiciones de extrusion y del tipo de
material empleado (tamafio y dureza de las particulas de sémola, cereal con el cual se
obtuvo la sémola, etc.).

Entre las variables de extrusion mas importantes se destacan: relacion de compresion
del tornillo y velocidad del tornillo, relacion agua/almidén (o humedad del material a la
entrada del extrusor), la temperatura y el diametro de la boquilla (Kokini et al, 1992). En
general se puede afirmar que existe una relacion directa entre el grado de coccion y la
temperatura de extrusion.

Segun como se lleve a cabo la extrusion, pueden obtenerse diferentes productos. Si el
proceso de extrusion se lleva a cabo a baja humedad se obtienen productos de expansion

directa como “snacks”, harinas precocidas aptas para sopas cremas y formulaciones de
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textura suave tipo papillas. En cambio, si la extrusion se realiza a alta humedad se obtienen
cereales para desayuno, harinas precocidas para preparar productos de textura granular
como polentas, “arepas” (especie de pan de forma circular, hecho con maiz ablandado a
fuego lento y luego molido, o con harina de maiz precocida, que se cocina sobre una
plancha), “tortilla”, etc. (Gonzalez et al, 1991, 1998 y 2000; Zhang & Hoseney, 1998).

Los hidrolizados de hemoglobina bovina con propiedades bio-funcionales pueden ser
incorporados a productos extrudidos de maiz. De esta manera se genera un nuevo producto
con caracteristicas funcionales. Principalmente por la complementacion nutricional que
existe entre las proteinas de los cereales y las hemoproteinas (Cheftel et al, 1989); por el
aporte de hierro heminico (Uzel & Conrad, 1998); y por la provision de péptidos con
propiedades antioxidantes (Chang et al, 2007).
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I - OBJETIVOS

Obtencion y evaluacion de propiedades bio-funcionales selectas en hidrolizados de

concentrado de hemoglobina bovina. Incorporacion a alimentos extrudidos y evaluacion de

su bioactividad.

Objetivos especificos:

Evaluar la accion proteolitica de diferentes enzimas bajo el esquema de hidrolisis
simple y secuencial, usando dos endoproteasas (una de rango alcalino y otra de rango

acido) y una exoproteasa (de rango neutro).

Evaluar la solubilidad de los hidrolizados y caracterizar las fracciones solubles en
cuanto a su contenido de proteinas, aminos libres, hierro, tamafio peptidico

(electroforesis, PCL), color.

Evaluar la actividad antioxidante de distintas fracciones de hidrolizados de concentrado

de hemoglobina bovina, obtenidas por fraccionamientos por pH o por ultrafiltracion.
Determinar la disponibilidad de minerales (hierro y zinc) de los hidrolizados obtenidos.

Evaluar el efecto de la incorporacion de los hidrolizados del concentrado de
hemoglobina bovina en las propiedades fisicas de los productos expandidos a base de

maiz.

Determinar el efecto del proceso de extrusion en la actividad antioxidante de los

expandidos elaborados con maiz-hidrolizados del concentrado de hemoglobina bovina.

Estudiar el efecto promotor/inhibidor de los hidrolizados del concentrado de

hemoglobina bovina en la disponibilidad de minerales (hierro y zinc).
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III - MATERIALES Y METODOS
III-a Esquema de trabajo: En el siguiente esquema se resumen brevemente las

principales experiencias realizadas en la presente tesis:

CONCENTRADO DE
| HEMOGLOBINA BOVINA |
N
N f— [
Harina de | — E= I
Malz. 1. P
Comercial 2. FC
( Hidrolisis ) 3. P+F j DSC
CDES e

V. f

<:[ HIDROLIZADOS

—:[ EXTRUDIDOS ]:> B

( Fraccionamiento

Por UFJ Por pH J

\/
\/ v[ 4.5, 7.0_y 9.5 ]

Dializabilidad
de Fey Zn <:[ >SkDa y <SkDa ]

g

C’ropiedades FisicoquimicaD i/ \/ J

PCL (%)

Fe (%)

Solubilidad (%) v

v Color (a*, b*, L)

> C&ctividad AntioxidantD <
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III-b Materias primas:

- Sustrato: Se utilizO un concentrado proteico de hemoglobina bovina (CHB)

suministrada por la empresa Yeruva S.A (Esperanza, Santa Fe, Argentina)

- Enzimas: En la Tabla III.1 se muestran las enzimas utilizadas, su origen, tipo de
actividad y el rango de pH y temperatura de trabajo informados por el fabricante. Las
condiciones Optimas de las enzimas utilizadas no se informan por razones de

confidencialidad.

Tabla II1.1 — Enzimas comerciales utilizadas.

Enzima Actividad Origen pH Temperatura

O

Protex 6L (P) Endoproteasa  Bacillus licheniformis 7.0 - 10.0 25-170

Fungal Protease ~ Endoproteasa +  Aspergillusoryzae  4.0-9.0 25 -60
Concentrate (FC) Exoprotesa

Flavourzyme (F)  Exoproteasa+  Aspergillusoryzae 4.0 -9.0 25 -60

Endoproteasa

- Productos Extrudidos: para la elaboracion de los productos expandidos se utilizo

harina de maiz comercial.

III-c Caracterizacion de las materias primas:

- Determinacion de la composicion centesimal: La determinacion de la composicion
centesimal (humedad, proteinas, extracto etéreo y cenizas) del concentrado de
hemoglobina bovina se realiz6 siguiendo los métodos de la AOAC (1995) y de la harina de

maiz comercial utilizando las técnicas de la AACC (1983).

- Determinacion del contenido de hierro: El contenido de hierro del CHB se
determin6 empleando espectroscopia de absorcion atdmica, previa mineralizacion por via
seca. Las cenizas se levantaron con HCl 20% (V/V) y la lectura se realiz6 utilizando un

espectrometro de absorcion atdmica (Instrumentation Laboratory IL 551, Mass, USA).

- Titulacion del concentrado de hemoglobina bovina: La titulacion se realizod

mediante el agregado de HCl y NaOH 0.4N a una dispersion del CHB al 5% (P/P) en
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proteinas y siguiendo la evolucion del pH con peachimetro Altronix. La zona de inflexion

de la curva fue tomada como la zona del punto isoeléctrico de la proteina.
I11-d Elaboracion de los hidrolizados:

- Condiciones de hidrolisis: Los hidrolizados fueron obtenidos empleando un
reactor termostatizado de tipo batch de 800ml de capacidad. El pH de reaccion fue
medido de manera continua utilizando un pHmetro 1Q Scientific Instruments. El ajuste
de pH se realizé6 mediante el agregado de base (NaOH) o acido (HCI). Las enzimas
empleadas para esta etapa experimental fueron Protex 6L, Fungal Protease Concentrate y
Flavourzyme, trabajando bajo las condiciones optimas de pH y temperatura de cada una
de ellas. Se trabajo a una concentracion de sustrato de 8% (P/P) y a una relacion E/S de
0.1% para Protex 6L, 0.5% para Fungal Protease Concentrate y 1% para Flavourzyme.

La Actividad Enzimatica no se informa por razones de confidencialidad.

Se prepararon cuatro hidrolizados de CHB. Para ello se utilizaron dos hidrolisis
simples (una sola enzima: P o FC), y dos hidrdlisis secuenciales (uso de dos enzimas: P +

F o FC + F), siguiendo el siguiente esquema:

o Hidrolisis P: Hidrolisis con la enzima Protex 6L durante 2 horas. Tiempo total de

reaccion 2 horas.

e Hidrolisis FC: Hidrolisis con la enzima Fungal Protease Concentrate durante 2 horas.

Tiempo total de reaccion 2 horas.

e Hidrolisis P+F: Hidrolisis con la enzima Protex 6L durante 2 horas. Luego se adiciond
la enzima Flavourzyme dejandola actuar durante 4 horas mas. Tiempo total de reaccion

6 horas.

e Hidroélisis FC+F: Hidrolisis con la enzima Fungal Protease Concentrate durante 2
horas. Luego se adiciono la enzima Flavourzyme dejandola actuar durante 4 horas mas.

Tiempo total de reaccion 6 horas.
I11-e Seguimiento de la reaccion de hidrdlisis:

Para el seguimiento de la reaccion de hidrdlisis se determiné el grado de hidrolisis
(GH) a través de la medicion de aminos libres, el indice de solubilidad en acido

tricloroacético (ITCA) y la técnica del pH-stat (s6lo para Protex 6L).

III-e.1 Determinacion de GH. Medicion de los grupos aminos libres: Para la

determinacion del grado de hidrolisis (GH), se extrajeron muestras a distintos tiempos de
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hidrdlisis, realizdndose una dilucioén 1/10 con SDS al 5% y calentando 10min a 90°C. Los
grupos aminos libres se midieron utilizando la técnica de Nielsen et al. (2001), que utiliza
el o-oftaldehido (OPA) (Sigma-P1378) y L-serina (Sigma-S4500) como estandar. El grado

de hidrolisis se determind segun:
GH = (h—h,)/h)x100% (1)

Donde:

- h, es el nimero total de uniones peptidicas hidrolizables en la proteina (8,23 mEq/g
proteina).

- h, es el nimero de uniones peptidicas hidrolizadas.

- hy, es el contenido de aminos libres en la proteina de partida.

IlI-e.2 Indice de solubilidad en #cido tricloroacético ITCA): El indice de solubilidad
en acido tricloroacético se determiné utilizando una solucion de TCA al 20% y realizando
una dilucién al 72 con la muestra. Posteriormente se agitd, se dejo reposar durante 30min y
se centrifugd a 3000xg, durante 15 minutos, a una temperatura entre 0-10°C. En el
sobrenadante se cuantificod proteinas empleando el método de Kjeldahl o la reaccion
colorimétrica descripta por Lowry et al. (1951). El ITCA (Adler-Nissen, 1986), se calculo

como:

N
ITCA=—2x100% (2)
il
Donde:
Ns: Nitrogeno soluble en acido tricloroacético (TCA).

Nr: Nitrogeno total.

II1-e.3 Técnica del pH-stat: El control de la hidrolisis enzimatica de proteinas a pH
alcalino puede ser realizado de forma sencilla y precisa por medida del consumo de base
necesario para mantener el pH de la reaccion constante (Adler-Nissen, 1986, Sousa et al,
2003). Dicho consumo de base provee el grado de hidrolisis (GH), en forma directa, de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

GH =ix100%=Bx NbxlexLXIOO% 3)
a M

ot ot
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Donde:

hit: Numero total de enlaces peptidicos hidrolizables del sustrato proteico (8,23 mEq /g
proteina).

h: Namero de uniones peptidicas hidrolizadas

B: Consumo de base en mililitros.

Np: Normalidad de la base.

a: Promedio del grado de disociacion de los grupos a-NH (que a pH 9 es 1).

MP: Masa proteica en gramos.

III-f Inactivacién y conservacion de los hidrolizados:

Una vez finalizada la hidrolisis, la enzima fue inactivada por tratamiento térmico de

acuerdo a las condiciones descriptas por el fabricante (Tabla II1.2).

Tabla II1.2 — Condiciones del tratamiento térmico.

Enzima Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Protex 6L 80 - 85 5-10
Fungal Protease Concentrate (FC) 90°C 10
Flavourzyme (F) 85 5

Los hidrolizados fueron fraccionados en distintos contenedores, congelados a -20°C y

posteriormente liofilizados.
III-g Caracterizacion de los hidrolizados y estudio de propiedades biofuncionales:
I11-g.1 Evaluaciones fisicoquimicas:

a) Calorimetria diferencial de barrido (DSC) del concentrado de hemoglobina y sus
hidrolizados: Las caracteristicas térmicas del CHB y sus hidrolizados se determinaron
por calorimetria diferencial de barrido en un equipo de analisis térmico. Las
calibraciones de temperatura y celda se realizaron usando Indio como patron. Se
emplearon portamuestras de Aluminio cerradas herméticamente usando para ello un
sellador Perkin-Elmer N° 0219-0062. Se colocaron 2mg de CHB o de hidrolizado y se
adicionaron 6pl de agua destilada. El barrido de temperatura de 30 a 130°C se realiz6 a
una velocidad de 10°C/min en un equipo Perkin Elmer DSC-6. Los datos fueron

registrados con un software Pyris DSC-6. Un porta-muestra vacio se uso como
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referencia. De los termogramas obtenidos se calcul6 la temperatura de desnaturalizacion

(T4) (Paredes-Lopez et al, 1988).

Estos ensayos fueron realizados en los laboratorios de Quimica de la Facultad de
Ingenieria Quimica de la Universidad Auténoma de Yucatan (Mérida—México), bajo la

direccion del Dr. Luis Chel-Guerrero.

b) Solubilidad: Para determinar la solubilidad de los distintos hidrolizados y de la proteina
sin hidrolizar a diferentes pHs (4.5, 7.0 y 9.5), se sigui6 la técnica de Drago & Gonzalez
(2001). Para ello se prepar6 una suspension al 8%, se llevd al pH deseado y se agitd
durante 1 hora. Posteriormente se centrifugd a 3000xg. En el sobrenadante se determiné el
contenido de proteinas (N x 6.25), utilizando la técnica de semi-micro-Kjeldahl. La
solubilidad se calculé como el porcentaje de proteinas en la fraccion soluble, respecto al

contenido de proteinas de la muestra.

La fraccion soluble a distintos pHs de cada hidrolizado constituye el extracto a dicho

pH (fraccionamiento por pH).

¢) Contenido de grupos aminos libres en el extracto: En la fraccion soluble a distintos
pHs de cada hidrolizado se determino el contenido de aminos libres, empleando la técnica
de OPA (Nielsen et al, 2001). El contenido de grupos aminos libres por gramo de proteina

soluble (MEQ/g p), se calculd como:

mEq _ mEq/mi
9o Ggp/ml )

d) Tamafio promedio de la cadena polipeptidica (PCL): De acuerdo a Adler-Nissen
(1986), una proteina con un tamano de cadena polipeptidica PCL,, puede ser hidrolizada
en N péptidos, mediante la ruptura del enlace peptidico (n — 1), por lo que el nimero total
de uniones peptidicas hidrolizables en la proteina es: PCLo — 1. El grado de hidrdlisis
puede ser definido como “el porcentaje de uniones peptidicas clivadas”, entonces
reemplazando en (1) se puede obtener:

e =

Como PCLy = nx PCL, la expresion queda:
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PCL, | I e |
GH=PCL_ y100% —> GH=" PClhoop (g
RCLS:1 | 1 (5b)
PCL,
Para proteinas alimentarias el valor de PCLy es del orden de 200 — 300

(correspondiendo un PM: 25000 a 40000 para las subunidades). Por lo tanto, el valor de

1/PCLy = 0 ya que PCL, tiende a . De esta manera, la ecuacion anterior queda como:

GH = —%100% ——> PCL =——x100% (5¢)
PCL GH

Se puede asumir que las proteinas insolubles no son hidrolizadas. Por lo tanto la

ecuacion anterior se puede expresar como:

Fracciong, g ¢

PCL = x100% (5d)

III-g.2 Determinacion del contenido de hierro en los extractos a distintos pHs y en el

hidrolizado total:

El contenido de hierro se determiné empleando una técnica colorimétrica (kit Fer-
Color —Wienner Lab) basada en la reaccion del hierro con el reactivo color piridil bis-fenil
triazina sulfonato (PBTS), en buffer succinato pH 3.7 y en presencia de un agente reductor
(acido mercaptoacético), dando un complejo color magenta que se mide a 560 nm en un
espectrofotometro (Milton Roy-Genesys). La medicion del contenido de Fe se realizd
sobre las muestras mineralizadas por via seca, solubilizadas con HCI 20% (V/V) y
neutralizadas.

I11-g.3 Determinacion del color de los extractos a distintos pHs y del hidrolizado total:

Se procedid a determinar el color de los extractos obtenidos a distintos pHs (4.5, 7.0 y
9.5) y de los hidrolizados. Las determinaciones se hicieron empleando un colorimetro
(MINOLTA CM-508d), con angulo de observador: 10°% iluminante: D65 y SCE

(Componente especular excluido).

I11-g.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE — SDS):

El CHB sin hidrolizar y las alicuotas obtenidas a distintos tiempos de hidrolisis para P,
FC, P+F y FC+F fueron evaluados en cuanto a sus perfiles electroforéticos.

La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS se realiz6 de acuerdo a Laemmli

(1970), en un sistema de buffer en gradiente 10-15%.
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Se utilizd6 un equipo Mini-Protean II. Electrophoresis cell-Bio-Rad con una fuente
Modelo 200/2.0 Bio-Rad.

Las placas de gel se fijaron y tifieron con una solucion de 0.125% de Coomassie Blue
R-250, 50% metanol y 10% acido acético en agua.

Los pesos moleculares de las proteinas de las diferentes bandas fueron estimadas
mediante el uso de un kit de calibracion de pesos moleculares proteicos Pharmacia. Las
proteinas estandar usadas y sus pesos moleculares fueron los siguientes: Fosforilasa b (94
kDa), Albumina (67 kDa), Ovoalbumina (43 kDa), Anhidrasa carbdnica (30 kDa),
Inhibidor de tripsina (20.1 kDa) y a-Lactoalbimina (14.4 kDa).

Las muestras fueron diluidas con el buffer de muestra (0.125M tris-Cl pH 6.8, 4%
SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol y Azul de Bromofenol 0.5%), se calentaron en
bafio de agua a 100°C durante 90 segundos y se sembraron entre 5 y 20ul en cada vial,

dependiendo de la concentracion de proteinas.
III-g.5 Evaluacion de propiedades bioactivas:
III-g.5.1 Disponibilidad de minerales:

La disponibilidad potencial de hierro y zinc se evalud utilizando la técnica de
dializabilidad de Miller et al. (1981), modificada por Wolfgor et al. (2002). La muestra se
prepar6 al 2.5% de sélidos. Se llevé a pH 2.0 con HCI 4.5N, se agregaron 0.8ml de una
solucion de pepsina (Sigma P-7000) al 16% en HCI 0.1N y se incubaron durante 2 horas a
37°C. Para incrementar gradualmente el pH, se agregd una bolsita de didlisis de 24 cm de
longitud de cut off 6-8 kDa (Spectra/Pore), conteniendo una solucion de buffer PIPES
(piperazine-N, N’-bis[2-ethanesulfonic acid]) (Sigma P3768) cuyo pH se calculo segun
Drago et al. (2005), como se detalla mas adelante. Dicho buffer permiti6 llevar a 6.5+0.2 el

pH final del sistema luego de la doble digestion.

Luego de los 50 minutos se agregaron 6,25ml de una solucion de bilis (Sigma-B-8631)
— pancreatina (Sigma P-1750) (2.5% de bilis y 0.4% de pancreatina en NaHCO; 0.IN) y
nuevamente se incubo durante 2 horas a 37°C. Al finalizar la digestion, se retiraron las
bolsitas, se enjuagaron con agua destilada y el dializado se trasvasd y peso. Posteriormente
se midio el contenido de Fe y Zn por espectroscopia de absorcion atdmica (Instrumentation

Laboratory IL 551, Mass, USA).

La disponibilidad potencial de hierro se calculé como la cantidad de hierro dializado

expresada como porcentaje del contenido de hierro total en la muestra:
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DFe&(%) = (mgFe, /mgFe, )x100 (6)

Donde:

DFe(%): Porcentaje de hierro dializado.
mg Fep: mg de hierro dializado.

mg Feu: mg de hierro en la muestra.

- De igual forma se calculd la disponibilidad potencial de zinc (DZn(%)).

a) Calculo del pH del buffer PIPES:
- Célculo de los equivalentes totales:

mEq, = mEq,, +mEq, + mEq; + mEq, (7)

Donde:
MEQr: mEq totales.
MEQuc: mEq de HCl1= N, xVol, .

MEQp: mEq de Pepsina= N, ><Vmicién'pepsina

MEQge: mEq Endogenos
MEQ4: mEq de Hidrolisis

La determinacion de los mEq enddgenos se realizo midiendo la acidez titulable de la
muestra. Esta medida se realiza si el pH de la muestra difiere de 6.5, titulando con NaOH
0.IN hasta pH 6.5. En las muestras de hidrolizados el valor de los mEq enddgenos resultd

despreciable y en los productos expandidos fue de 0.018 mEq.

Para la determinacion de los equivalentes de dcido o base generados por la digestion
enzimatica, a 0.5g de CHB digerida con pepsina se le adicion6 6.25ml de la solucion de
bilis — pancreatina y se llevé hasta pH 6.5 con NaOH 0.1N. Luego se digiri6 durante 2 h a
37°C. Al finalizar esta digestion, se titul6 con NaOH 0.1N o HCI 0.1N hasta pH 6.5. Este
valor se consider6 en el calculo del pH del buffer, como los mEq generados por la
hidrolisis. En esta matriz alimentaria el valor obtenido fue de 0.0198 mEq. En el caso de
los productos expandidos a base de maiz, se trabajé sobre 2.5g de muestra y el valor

obtenido fue de -0.05 mEq.

Se prepar6 una solucion de buffer de 0.15N y se llevo al pH adecuado (ver calculo del

pH).
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- Calculo del pH (para buffer PIPES 0.15 N):

Kax X
H=-Io
KX o
Donde:
A*3
X: —mE
[A + J s
A: [10 (PIPES pKa — pH final deseado) ] =10 (6.8-6.5) _ 1.995
MEQqr: mEq Totales.
Ka: Constante acida de disociacion del PIPES
- Preparacion del buffer PIPES:
PesOy pes = Npipes X Vpipes X PM pipes X F 9)

Donde:
Peso pipes: Peso del buffer PIPES en gramos.

Npipes: Normalidad del buffer PIPES.
V. : Volumen del buffer PIPES en litros.

PMppes: Peso molecular del PIPES (346,3g/mol)

F: Factor de conversion en mol por equivalentes.

b) Determinacion de minerales totales: Para determinar la concentracion de minerales
(Fe y Zn), la muestra se llevdo a mufla a 550°C durante 4 horas. Las cenizas fueron
levantadas con 10ml de HCI 20% (v/v). El contenido de ambos minerales se determin6 por

espectroscopia de absorcion atomica (Instrumentation Laboratory IL 551, Mass, USA).
I11-g.5.2 Evaluacion de actividad antioxidante:

En todos los casos, para estimar la actividad antioxidante, se utilizd el método de
inhibicion del radical cation ABTS' propuesto por Pukalskas et al. (2002). En una primera
etapa se genera el radical cation ABTS ", haciendo reaccionar 10ml de acido ABTS (2,2'-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma-A1888) 2mM con 40ul de
persulfato de potasio (K,S,035) 70mM. Luego se deja reposar a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 16 - 17 horas. Posteriormente, se realiza una dilucion del reactivo con

PBS de tal manera que la absorbancia sea de 0.800 = 0.030 y se lleva a cabo la reaccion

38

Cian Raul Esteban



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos — Facultad de Ingenieria Quimica
Universidad Nacional del Litoral

redox entre el ABTS"- y el agente reductor, el cual puede ser la muestra o el estandar. Al
reducirse, el radical cation de color azul-verdoso (ABTS ™) se decolora. Este fenomeno es
registrado a una longitud de onda de 734 nm empleando para ello un espectrofotometro

(Milton Roy-Genesys).

- La inhibicion del radical se calculo como:

| = (AABTS(t=O) s AABTS(tn) )/ (AABTS(tO)) (10)

Donde:
|': tasa de Inhibicion.
AngTs (to): Absorbancia del radical cation ABTS'- a tiempo cero.

Angrs (th): Absorbancia del radical cation ABTS ™ a tiempo n.

Para estimar la Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC), se utiliz6 como
estandar al Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethychroman-2-carboxylic acid) (Aldrich
Chemical — 23,881-3), construyéndose una curva de Inhibicién vs. Concentracion de
Trolox (mM), en el rango de 0 - 2,5mM. Los valores fueron registrados a los 6 minutos de

iniciada la reaccion redox.

a) Determinacion de la actividad antioxidante del CHB y de sus hidrolizados: Se
realizo una dispersion de la muestra al 5% en PBS (pH 7.4) que se agit6 con vortex durante
2 minutos y luego se centrifugd. Posteriormente se descartd el precipitado y sobre el
sobrenadante se determiné el contenido de proteinas mediante la técnica de Lowry et al.
(1951). La actividad antioxidante se evaludé a una concentraciéon proteica de Smg/ml. Para
medir la cinética de decoloracion, se registraron los valores de absorbancia, luego de
iniciada la reaccion a cada minuto y durante 6 minutos.

Se hicieron regresiones matematicas con el software OriginPro® 7.0 que ajustaron con

el modelo de BoxLucasl, descripto por la siguiente ecuacion:
y=ax(l-g") 11

Donde:
ay b: Parametros de regresion y t: tiempo (minutos).
A partir de la regresion se obtuvieron: el valor de Inhibicion maxima (Inax) y la

velocidad inicial (V(g)) de reaccion para cada muestra, segun se describe a continuacion:

y(taw) =a= I max (12)
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7
dt

dy

E:axbxe*bt — (t=0)=axb=V,, (13)

b) Determinacion de la concentracion de CHB y de sus hidrolizados que produce una
inhibicion del 50% del radical (ICsge,): Para ello se procedié de la misma forma que en
el inciso a). Se hicieron diluciones seriadas de manera de evaluar la actividad antioxidante
a diferentes concentraciones proteicas, desde Img/ml a 15mg/ml de proteinas. La

capacidad antioxidante se evalud a los 6 minutos de reaccion.

Se hicieron regresiones matematicas que ajustaron con el modelo de BoxLucasl,

descripto anteriormente, y que permitieron obtener el valor de ICsgo.

¢) Determinacion de la actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas a
pHs: 4.5, 7.0 y 9.5: Se realizé una dispersion al 2.6% en buffer PBS (pH 7.4) de los
extractos a diferentes pHs obtenidos como se describio en el punto III-g.1.b). Se
centrifugé a 3000xg durante 10min y al sobrenadante se le determiné el contenido de
proteinas por Lowry et al. (1951). La capacidad antioxidante se evalud a una concentracion
proteica de 5mg/ml a los 6 minutos de reaccion. Ademas a dichas fracciones se le

determino el tamafio promedio de la cadena polipeptidica (PCL) (ver 11I-g.1.d))

d) Determinacion de la actividad antioxidante de las diferentes fracciones obtenidas
por ultrafiltracion: Se realiz6 una dispersion de los hidrolizados liofilizados al 2.6% en
PBS (pH 7.4) que se centrifug6 a 3000xg durante 10min. El sobrenadante fue ultrafiltrado
con el equipo de ultrafiltracion: Molecular/Por® Sirred Cell S-43-70, empleando una
membrana Molecular/Por® Cellulose Ester, cuyo cut-off fue de SkDa. El proceso se llevo
a cabo durante 150min, recolectandose aproximadamente 20ml de filtrado. A cada fraccion
obtenida (Inicial, Retenido: >5kDa y Permeado: <5kDa), se le determiné el contenido de
proteinas por Lowry et al. (1951). La capacidad antioxidante se evalud a una concentracion
proteica de 2mg/ml a los 6 minutos de reaccion. Ademas a dichas fracciones se le

determino el tamafio promedio de la cadena polipeptidica (PCL) (ver 11I-g.1.d))

e) Determinacion del contenido de aminoacidos aromaticos presentes en la fraccion
<5kDa obtenida por ultrafiltraciéon: El contenido de aminoécidos aromaticos (Trp, Tyry
Phe) presentes en la fraccion de <5kDa obtenida por ultrafiltracion a partir del CHB y sus
hidrolizados, fue determinado a modo de screening espectrofotométricamente segiin Cole

(1969), utilizandose los siguientes coeficientes de extincion y longitudes de onda para cada
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aminoacido: Triptofano: &: 5600 y A: 280nm, Tirosina: &: 1400 y A: 274nm; Fenilalanina:
€:200 y A: 257nm.
II1-h Estudio de la incorporacion de hidrolizados de CHB en alimentos:

En primer lugar, se evalu¢ el efecto que tiene el agregado de hidrolizados del CHB en
las propiedades fisicas del producto expandido. Posteriormente, se evaluaron la capacidad
antioxidante y la disponibilidad de minerales. Asimismo, se evalu6 el producto adicionado

de CHB al mismo nivel de reemplazo que los hidrolizados, como control.

I11-h.1 Elaboracion de los productos extrudidos: Los expandidos se elaboraron a base
de sémola de maiz a la que se le agrego6 el concentrado de hemoglobina bovina o sus
hidrolizados en un nivel de 0.5%. La eleccion del nivel de reemplazo se basd en ensayos
previos, relativos tanto a la operatividad del extrusor como a las caracteristicas

sensoriales de los productos.

La obtencién de los productos se hizo con un extrusor Brabender 20 DN con tornillo
relacion de compresion 4:1, 160 rpm, 9.3% de humedad, 175°C en el candn y 160°C en
la boquilla.

Las muestras se acondicionaron al menos 1 hora antes de cada ensayo, a los niveles de

humedad establecidos, utilizando para tal fin un mezclador planetario Brabender p 600.
I11-h.2 Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de productos extrudidos:

I11-h.2.1 Expansion del material extrudido: En todos los casos se midio el diametro de
los trozos de extrudidos con un calibre manual Vernier (Stronger) en 10 zonas distintas
escogidas al azar. La expansion se calculd como la relacion entre el diametro promedio del

extrudido y el diametro de la boquilla segin:

E= (14)

El
D
Donde:

D: Diametro de la boquilla (3 mm).

d: Diametro promedio del extrudido (mm).

I11-h.2.2 Volumen especifico: El volumen especifico de las muestras extrudidas se

determino en base seca segun la siguiente formula (Gonzalez et al, 2002):

Y/

esp

£ = (15)

_V _(AxL)_(d*x7) L
P P 2P
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Donde:

Vesp: Volumen especifico (cm3/g).

V: Volumen promedio del extrudido (cm3) = (A>< L)
P: Peso promedio del extrudido (g).

A: Area promedio del extrudido (cm®) = (d xm)l4.

L: Longitud promedio del extrudido (cm).

III-h.2.3 Resistencia mecanica del producto: La determinacion de la resistencia a la
compresion de un trozo de extrudido de 6 cm de longitud se realizé utilizando una maquina
universal de ensayos marca Instron modelo 4411, con una celda de carga de 500kgf y a una
velocidad de compresion de 10 mm/min, de acuerdo con Park et al. (1993). Cada
determinacion se realizd por quintuplicado. Estos ensayos fueron realizados en los
laboratorios de Quimica de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Auténoma

de Yucatan (Mérida—México), bajo la direccion del Dr. Luis Chel-Guerrero.
III-h.3 Evaluacion de bioactividad de los productos expandidos:

II1-h.3.1 Estudio del efecto promotor de los hidrolizados del CHB en la disponibilidad
de minerales de los productos expandidos: Para estudiar el efecto promotor de la
disponibilidad de minerales de los productos expandidos se utilizo la técnica de
dializabilidad de Miller et al. (1981), modificada por Wolfgor et al. (2002). La muestra se
prepar6 al 10% de solidos en H,O bidestilada. Posteriormente se prosiguidé como se
describi6 anteriormente en el punto II1-g.5.1. Para este caso en particular el calculo de los
mEq totales se consideraron 0.05 mEq de hidrélisis basicos y 0.018 mEq enddgenos

acidos.

III-h.3.2 Determinacion de la actividad antioxidante de los productos expandidos:
Para estimar la capacidad antioxidante, se utilizo el método de inhibicion del radical cation
ABTS"-. La inhibicion del radical se calculé como se describi6 en el punto ITI-g.5.2. Se
pesaron 20mg de muestra y se le adiciond 10ul de Buffer PBS (pH 7.4). Luego se le
adicion6 990pl de radical cation ABTS ™ diluido y se agito con vortex durante 5 segundos.
Luego se centrifugd 3min a 10.000xg en centrifuga Hermlez-160m y se leyo la absorbancia

del sobrenadante a 734 nm a los 6 minutos de reaccion.

Para estimar la Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC), se utiliz6 como
estandar al Trolox, construyéndose una curva de Inhibicion vs. pmol de Trolox, en el rango

de 0 — 0.025umol.
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I11-i Analisis estadisticos:

Todas las muestras se evaluaron por triplicado y se realizéd el test de ANOVA para
determinar diferencias significativas entre muestras (p<0.05) y test de LSD (Least
Significant Difference) para comparacion de a pares al 95% de confianza, utilizando el

Software Statgraphics Plus 3.0.
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IV - RESULTADOS Y DISCUSION
Capitulo 1. Caracterizacion de los hidrolizados del CHB.
IV.1.a Caracterizacion de las materias primas:

- Determinacién de la composicion centesimal del concentrado de hemoglobina

bovina (CHB) y de la harina de maiz comercial:

En la Tabla IV.1 se muestra la composicion centesimal del concentrado de
hemoglobina bovina (CHB) y de la harina de maiz comercial. Los datos obtenidos son

semejantes a los reportados en la bibliografia (Duarte et al, 1999; Senser, et al 1999).

Tabla IV.1 — Composicién del CHB y de la Harina de Maiz comercial.

Composicion centesimal CHB Harina de Maiz Comercial
(% en BS) (g/100 g) (g/100 g)
Humedad 3,36 £0,02 12,15+ 0,03
Proteinas 92,3+0,3 6,9 +£0,1
Lipidos (extracto etéreo) 0,069 + 0,02 0,44 £ 0,02
Cenizas 2,77%+0,18 0,27 £ 0,05
Hierro (mg/kg) 1700 e
Hidratos de Carbono* ~  -—------ 80,24"

X + SD. "Determinado por diferencia.

El contenido de hierro del CHB es inferior al citado en la bibliografia (Hurrell,
1997). Esto puede deberse a que el sustrato esta constituido por Hemoglobina Bovina y

proteinas del plasma, como se ve en la corrida eletroforética del CHB (Figura IV.2).
- Titulacion del sustrato:

Como se puede ver en la Figura IV.1, el punto isoeléctrico de la proteina (CHB)
estaria comprendido en un rango de pH entre 7.0 — 8.0. Este dato es semejante al
informado por Njoku (2007). El conocimiento del punto isoeléctrico es un dato util ya
que puede indicar a que pH se tiene la menor solubilidad del sustrato. Lo que podria
estar relacionado con una menor susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica (Cheftel et al,

1989).

44

Cian Raul Esteban



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos — Facultad de Ingenieria Quimica

Universidad Nacional del Litoral

Figura IV.1 — Titulacion del concentrado de hemoglobina bovina.

8. ——CHB

meq de OH’
N
1

meq de H

- Electroforesis del sustrato:

En la Figura IV.2 se observa la electroforesis del concentrado de hemoglobina

bovina y de las proteinas del plasma. Puede verse que la muestra del CHB presenta

bandas de peso molecular (PM) que corresponden a las proteinas del plasma, ya que las

cadenas de hemoglobina tienen un PM comprendido entre 14.4 y 20.1 kDa.

A E C

94ch11--:_ o

| J

67kDa “ - | Proteinas
del
Plasma

o N
lﬂ.lkDﬂ- ‘ * Elemnglnhma
011143

14 .4kDia L ——

Figura 1V.2 — Electroforesis SDS-PAGE. Patron (A), Concentrado de hemoglobina
bovina (B) y plasma (C).
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En la Figura IV.3 se muestra una electroforesis que utiliza un patrén con otro rango
de PM donde se presenta un electroferograma de esta proteina (Liu et al, 1996) y se

confirman los resultados obtenidos en nuestro trabajo.

A B

16 9kDa e

144kDa e D

10.7kDa s
8.2kDa

6.2kDa

Figura IV.3 — Electroforesis SDS-PAGE-Tricina de hemoglobina bovina (B), patrén (A)
(Liu et al, 1996).

IV.1.b Seguimiento de la reaccion de hidrolisis:
IV.1.b.1 Determinacion del Grado de Hidroélisis (GH):

En la Figura IV.4 se muestran las curvas de hidrdlisis simple para cada enzima (GH
vs. tiempo), usando para el seguimiento de la reaccion, la medicion de aminos libres por

OPA.

Como se puede observar en la Figura IV.4, a medida que transcurre el tiempo de
reaccion el grado de hidrélisis (GH) aumenta. Si bien el comportamiento de cada enzima
es diferente, a las 2 horas el GH para ambas enzimas es similar. Cabe aclarar que la enzima
Fungal Protease Concentrate (FC) ademds de poseer actividad endopeptidasa también
presenta actividad exopeptidasa, lo que favorece la liberacion rapida de aminoacidos, di- y
tri-peptidos, y son responsables del mayor valor de GH respecto de la enzima Protex 6L

(P) (actividad endopeptidasa unicamente), en etapas tempranas de la reaccion.
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Figura IV.4 — Seguimiento de la reaccion de hidrdlisis simple mediante la medicion de
grupos aminos libres por OPA.

Como se puede apreciar en la Tabla IV.2 la Velocidad inicial (V() obtenida con la

enzima FC es significativamente superior (p<0.05) a la hallada para la enzima P.

Tabla IV.2 — Velocidades iniciales de hidrolisis (V) del CHB.

Enzima Velocidades iniciales de hidrdlisis (V)
(mEq de L-Serina/min)
FC 0,9709 + 0,047 °

P 0,5648 + 0,053 *

X £ SD. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

El GH obtenido para ambas hidrolisis secuenciales fue mayor al obtenido con las dos

hidrélisis simples (P y FC) (Figura IV.5).

Los GH alcanzados en las hidrolisis secuenciales son 19.98% y 16.67% para la
hidrélisis con P+F y FC+F, respectivamente. Estos valores son superiores a los reportados
por Chang et al. (2007), para hidrolizados de hemoglobina porcina obtenidos
secuencialmente con Alcalasa (E/S: 2%, pH: 8.5; 4 horas) + Flavourzyme (E/S: 1%, pH:
7.5; 6 horas). En dicho trabajo el GH (Titulacién con Formol), al cabo de las 10 horas
totales de reaccion fue de 13.14%. Esto indica que los sistemas P+F y FC+F poseen una
mayor eficacia hidrolitica, ya que el tiempo total de protedlisis es inferior (6 horas) al del

trabajo citado.
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Figura IV.5 — Seguimiento de la reaccion de hidrélisis secuencial llevada a cabo con las
enzimas Protex 6L + Flavourzyme (P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme
(FC+F), mediante la medicion de aminos libres por OPA.

Cabe aclarar que el marcado incremento en el GH se debe principalmente a la accion
de la enzima Flavourzyme, la cual esta constituida por una mezcla endopeptidasa -
exopeptidasa. Este tipo de mezclas puede hidrolizar las uniones peptidicas de una
molécula proteica de manera mas exhausta que una endopeptidasa solamente (In et al,

2002).
IV.1.b.2 Determinacion del ITCA:

Los valores obtenidos de ITCA a los tiempos finales de cada reaccion se resumen en la

siguiente tabla (Tabla I'V.3):

Tabla IV.3 — Valores de ITCA obtenidos a los tiempos finales de reaccion.

Hidrolizado ITCA (%)

P 26,87
FC 18,73
P+F 31,89
FC+F 39,10

En la Figuras IV.6 y IV.7 se muestran las curvas de hidrolisis seguidas con el indice

de solubilidad en acido tricloroacético (ITCA) para los sistemas simples y secuenciales,
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respectivamente. Como se puede observar, tanto para P como para P+F hay un incremento
de la solubilidad en TCA a medida que avanza la reaccion. Esto implica que con el
transcurso de la hidrolisis se generan cada vez mayor cantidad de péptidos solubles frente
al agente precipitante, siendo de tamafio intermedios en el hidrolizado de P
(endopeptidasa) y de tamafios intermedios y pequefios en el hidrolizado P+F
(endopeptidasa + exopeptidasa). Sin embargo, para el caso de P+F, luego de las cuatro
horas de reaccion el ITCA permanece constante a pesar de que la proteolisis sigue
aumentando (Figura IV.5). Esto podria estar relacionado con el tamafio de las especies
proteicas obtenidas al cabo de ese tiempo y el método colorimétrico utilizado para estimar
el ITCA (técnica de Lowry). Con el tiempo de reaccion la enzima F degrada cada vez mas
las fracciones proteicas dando como producto di- y tri-peptidos, los cuales podrian no ser

detectados.

30

251
204

15

ITCA (%)

10

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Tiempo (horas)

Figura IV.6 — Seguimiento de la reaccion de hidrdlisis simple llevada a cabo con las
enzimas P y FC, mediante el indice de solubilidad en 4cido tricloroacético (ITCA).

En la curva de FC se puede apreciar un incremento del ITCA en la primera hora de
reaccion. Posteriormente, la solubilidad se modifica levemente, a pesar de que el GH sigue
aumentando (Figura IV.4). Con el sistema FC+F ocurre algo similar, es decir el agregado
de F a las 2 horas de reaccion produce un gran incremento del ITCA, pero al cabo de las 3
horas de hidrolisis dicho indice permanece casi constante. Esta invariabilidad del ITCA

con el tiempo, para ambos sistemas, podria estar ligada a lo que se menciond anteriormente
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para la hidrolisis de P+F (tamafio de las especies proteicas obtenidas — método de

determinacion del ITCA).

L
n n

ITCA (%)

-5 T u T u T u T u T u T u T '
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Tiempo (horas)

Figura IV.7 — Seguimiento de la reaccion de hidrolisis secuencial llevada a cabo con las
enzimas P+F y FC+F, mediante el indice de solubilidad en acido tricloroacético (ITCA).

IV.1.b.3 Relacion entre los indicadores de hidrolisis:

Se pudo obtener una buena correlacion entre los resultados obtenidos con las técnicas
de seguimiento de la hidrolisis mediante la medicion de aminos libres por OPA y el indice
de solubilidad en acido tricloroacético en todo el rango del tiempo evaluado. Siendo las

ecuaciones de regresion lineal las siguientes:

Yo =3,5358%+0,4034;r* = 0.9631 Yec = 1,8481x+5,3587;r* =0.9586
Yoor =0,4957x+2231;r* =0.9911 Y., =2,2353X+2,543;r =0.9904

Donde: v, es el indice de solubilidad en acido tricloroacético (ITCA), y X, el GH obtenido

a partir de la medicion de aminos libres por OPA.

Sin embargo, las pendientes de las rectas son diferentes, lo que indica que la
sensibilidad del ITCA es distinta segin la naturaleza de los péptidos generados por las
distintas enzimas. Esto concuerda con lo mencionado anteriormente obteniéndose la mayor

sensibilidad del ITCA con los hidrolizados de P.

La hidrélisis con la enzima P transcurre en medio alcalino, por lo que también se puede

seguir la reaccion a través la técnica del pH-stat. Como se puede ver en la Figura 1V.8.a,
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hay una relacion lineal entre el pH-stat y la medicion de aminos libres por OPA. El mismo
resultado fue observado por Adler-Nissen (1986), para hidrolizados de proteinas de soja
obtenidos con Alcalasa 0.6L (pH: 9.5) y utilizando la técnica del TNBS para medir aminos

libres.

En la Figura IV.8.b se muestra la relacion entre el seguimiento de la hidrdlisis
mediante la técnica del pH-stat y el indice de solubilidad en éacido tricloroacético. Como se

puede observar hubo una buena correlacion entre ambos métodos (r: 0.9723).

8,
2
S 6
& 4
= y =0,9796 x - 0,1068
o r* = 0,9991
T i T y T T T :
2 4 6 8 10
GH (%) - pHstat
30
1 b .
25 [ ]
1 u
SR 5
< 15
O ]
= md y =3,6574 x - 1,0542
1 r* =0,9723
5 .
2 4 6 8 10

GH (%) - pHstat

Figura IV.8 — Relacion entre la técnica del pH-stat y la medicion de aminos libres por
OPA (a), y la técnica del pH-stat y el indice de solubilidad en &cido tricloroacético (b),
para la reaccion de hidrolisis con la enzima P.

Esto sugiere que los péptidos formados durante las etapas iniciales de la hidrodlisis
sirven como sustratos para la formacion de péptidos de menor tamafio. Este resultado
coincide con lo reportado por Kong et al. (2007), para hidrolizados de gluten de trigo y
utilizando como enzima Alcalasa 2.4L. En dicho trabajo el coeficiente de correlacion entre

ambos parametros fue de r*: 0.9843.

IV.1.b.4 Electroforesis SDS-PAGE de las reacciones de hidrolisis:

En las Figuras IV.9 y IV.10 se muestran las electroforesis de los distintos tiempos de

hidrdlisis para FC y P, respectivamente.
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Figura IV.9 — Electroforesis SDS-PAGE de la reaccion de hidrolisis de FC. Las
muestras fueron tomadas a distintos tiempos e inactivadas en SDS 5% a 85°C. Patron
(A), Omin (B), 15min (C), 30min (D), 60min (E), 75min (F), 90min (G) y 120min (H).

En el caso de la hidrdlisis con FC, luego de 15 minutos de reaccion desaparecen las
bandas correspondientes a las proteinas del plasma. A su vez, se puede apreciar una
reduccion de la banda de hemoglobina y la aparicion de componentes de PM inferior a

los 14.4k Da (productos de degradacion).
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Figura IV.10 — Electroforesis SDS-PAGE de la reaccion de hidrolisis de P. Las
muestras fueron tomadas a distintos tiempos e inactivadas en SDS 5% a 85°C. Patron
(A), Omin (B), 15min (C), 60min (D), 75min (E), 90min (F) y 120min (G).

Para P, a 60 minutos de reaccion ya no se observan las bandas correspondientes a las
fracciones de proteinas plasmaticas. A diferencia de lo visto para FC, hay una
degradacion mas efectiva de la hemoglobina bovina, lo que se manifiesta en el gel como
la desaparicion progresiva de la banda correspondiente a la hemoproteina. Ademas, se
puede observar que a partir de los 15 minutos de reaccion comienzan a aparecer

componentes de bajo PM (menores a 14.4 kDa) como consecuencia de la protedlisis.
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Para el caso de la hidrdlisis secuencial FC+F (Figura IV.11) se vio una notable
degradacion de las bandas correspondientes a las proteinas del plasma y de la hemoglobina
bovina. Lo mismo se observo para P+F (no se muestra la electroforesis). Sin embargo, la
hidrdlisis de la hemoglobina no es total, ya que se observa la banda caracteristica a las 6

horas de hidrolisis.

A B c D E F
94kDa W

67kDa

43kDa g
30kDa
20.1kDa

14 4kDa S S —— /

Figura IV.11 — Electroforesis SDS-PAGE de la reaccion de hidrdlisis de FC+F. Las
muestras fueron tomadas a distintos tiempos ¢ inactivadas en SDS 5% a 85°C. Patron (A),
2 horas (B), 3 horas (C), 4 horas (D), 5 horas (E) y 6 horas (F).

IV.1.c Caracterizacion de los hidrolizados:
IV.1.c.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC):

En las Figura IV.12, IV.13 y IV.14, se muestran las calorimetrias diferencial de

barrido del CHB, de los hidrolizados de P y FC, y de los hidrolizados de P+F y FC+F,

respectivamente.

21,5

21,0 1

20,5 1

Flujo (mW)
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°
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19,0
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Figura IV.12 — Calorimetria diferencial de barrido del concentrado de hemoglobina
bovina.
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Como se puede observar en la Figura IV.12 el pico de desnaturalizaciéon del CHB a pH
7.0 se corresponde a una temperatura de desplegamiento de 63.0°C £ 0.3°C (Td). Dicho
valor se condice con los resultados reportados por Michnik et al. (2005), para hemoglobina
bovina. Por otra parte se realizé6 un DSC al plasma solamente y se observo que el pico de

desnaturalizacion obtenido coincidio con el del CHB (datos no mostrados).

En la Tabla 1V.4 se muestran los valores de la temperatura de desnaturalizacion del
CHB a distintos pH, correspondientes a los tiempos cero de hidrolisis de las enzimas y pH
neutro. En los termogramas del sustrato se observd un corrimiento del pico de
desnaturalizacion en funcion del pH de reaccion de hidrolisis, y consecuentemente se
obtuvieron valores de temperatura de desplegamiento significativamente diferentes, pero

que estan comprendidas en el rango caracteristico de la hemoglobina bovina (Suryaprakash
etal, 2001).

Tabla IV.4 — Temperatura de desnaturalizacion del CHB en funcion del pH.

pH del Sustrato Temperatura de desnaturalizacion (°C) (Td)

4.5 73.2+0,8°
7.0 63,0+0,3°
9.5 65,7+03°

X =+ SD. Valores con diferentes letras indica diferencia significativa (p<0.05)

26,5 21,0

—FC
26,0 20,5
20,0
__ 2554 g |
= /// = L s e T
E ; E19,5-
o =}
= 25,0 =
19,0 |
24,5 -
' 18,5
A= v 1 Wl 0 T
45 50 55 60 65 70 45 50 55 60 65 70
T (°C) T (°C)

Figura IV.13 — Calorimetria diferencial de barrido del hidrolizado de P y FC.
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Figura IV.14 — Calorimetria diferencial de barrido del hidrolizado de P+F y FC+F.

Como se puede ver en los termogramas de los hidrolizados (Figuras IV.13 y IV.14) el
pico de desnaturalizacion que aparece en el CHB no esté presente. Esta diferencia, respecto
del termograma de la proteina nativa, puede deberse a la hidrdlisis enzimatica y/o a la
inactivacion térmica de la enzima post-proceso. En el primer caso, la enzima rompe las
uniones peptidicas, lo que produce cambios en la estructura secundaria y terciaria de la
proteina. Estos cambios modifican la reaccion de desnaturalizacion térmica de la molécula
proteica hidrolizada, lo que se ve como una ausencia de picos de desnaturalizacion (Molina
Ortiz et al, 2001). Ademas, cuando se lleva a cabo la inactivacién enzimatica se alcanzan
temperaturas superiores a 80°C lo que podria conducir a la desnaturalizacion del sustrato,
siendo esta condicion la causa mas probable de pérdida del pico. Por otro lado, con los
termogramas de la hemoglobina sin hidrolizar a los distintos pH se confirmé que no es el

pH el responsable de la pérdida del pico endotérmico.
IV.1.c.2 Solubilidad:

Como se observa en la Figura IV.15, el CHB presentdé menor solubilidad a pH 7.0
que a los otros pH evaluados. Esto se puede explicar teniendo en cuenta que el punto
isoeléctrico de dicha proteina se encuentra en el rango de pH neutro. Bajo esas
condiciones, la molécula carece de carga neta y por lo tanto su interaccion con el
solvente es muy débil, lo que se evidencia como una baja solubilidad. Sin embargo, a
pHs superiores o inferiores al punto isoeléctrico la proteina adquiere cargas netas

negativas o positivas y las moléculas de agua reaccionan con ellas, contribuyendo asi a
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su solubilizacion, lo que se ve reflejado tanto a pH 4.5 como 9.5. Ademas, las cadenas
proteicas que llevan cargas eléctricas del mismo signo, tienen tendencia a repelerse y por
tanto a disociarse y desdoblarse, lo que favorece aiin mas la solubilizacion, ya que se

impide la agregacion (Cheftel et al, 1989).

954 —=—CHB—e—P—Ao—FC—v—P+F——FC+F |
90
85

80
75
70
65
60—- 4
R
50 4
45

Solubilidad (%)

B TR T T T T e T T e TR T TR T T
40 45 50 55 6,0 65 70 75 80 85 9,0 9,5 10,0
pH

Figura IV.15 — Determinacioén del porcentaje de solubilidad a pH 4.5, 7.0 y 9.5 al
concentrado de hemoglobina bovina (CHB) y los hidrolizados obtenidos a partir de la
accion de Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC), Protex 6L + Flavourzyme
(P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F). Los puntos con diferentes
letras indican diferencia significativa entre las muestras (p < 0.05).

Para los hidrolizados, el aumento de solubilidad respecto al CHB dependi¢ del pH
evaluado, pero en todos lo casos la solubilidad a pH 7.0 fue significativamente mayor que
para el CHB. Esto puede deberse a que la proteolisis favorece la exposicion de grupos
polares del sustrato, antes ocultos, y a la generacion de componentes de menor peso
molecular, lo que incrementa la solubilizacion de las diferentes especies proteicas

(Kabirullah & Wills, 1981; Puski, 1975).

A pH 4.5 se observé una disminucion significativa en la solubilidad de todos los
hidrolizados respecto del CHB. La precipitacion de los péptidos presentes en los
hidrolizados del CHB a pH 4.5 podria implicar que el punto isoeléctrico medio de las
fracciones peptidicas generadas es diferente al de la proteina nativa y cercano a este pH.
Estas fracciones al precipitar arrastran consigo al grupo hemo cuya solubilidad a pH acido
depende directamente de las interacciones hemo — péptidos (ver IV.1.c.3.b)). Diferentes

autores han observado estos fendomenos y los han explicado como una disminucion de la

56

Cian Raul Esteban



Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos — Facultad de Ingenieria Quimica
Universidad Nacional del Litoral

carga de los péptidos y la formacion de interacciones hidrofobicas (Liu et al, 1996; Léonil
et al, 1994; Ericsson, 1981; Margalit & Rotenberg, 1984). Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Lebrun et al. (1998), para hidrolizados de hemoglobina bovina, el cual
observo una disminucion de solubilidad a pH 5.5 (pI medio peptidico). Cabe agregar que
los hidrolizados sufren una tratamiento térmico adicional respecto del CHB, cuando las
enzimas son inactivadas (Temperatura: > 80°C y tiempo: > 5 minutos, ver Tabla III.2), lo

que puede contribuir con la disminucion de la solubilidad (Toldra et al, 2004).

A pH 9.5, la solubilidad del hidrolizado de P fue significativamente mayor respecto
de los demas hidrolizados y el CHB, lo que podria estar relacionado al pH de hidrélisis
de la enzima, alcanzandose mayor valor al pH donde se efecttia la hidrdlisis. Sin
embargo, para las hidrélisis secuenciales la solubilidad fue significativamente inferior
respecto del sustrato. Esto puede deberse a que la hidrdlisis con la enzima F transcurre a
pH 7.0. A este pH se podrian formar agregados que luego no se solubilizarian durante el

ensayo de solubilidad a pH 9.5 (Toldra et al, 2004).

IV.1.c.3 Evaluacién de los extractos obtenidos a distintos pHs a partir de los

hidrolizados y del sustrato:
a) Tamaiio promedio de la cadena polipeptidica (PCL):

En la Figura IV.16 se puede observar el valor de PCL de los extractos obtenidos a
los distintos pH para cada muestra. Se debe destacar que esta es una medida media del

tamafo y que enmascara la verdadera distribucion de tamafios peptidicos.

Tanto para el CHB como para sus hidrolizados no hubo variacion significativa del
PCL respecto del pH evaluado, para una misma muestra. Es decir el PCL permanece
invariable con el pH. Ademas se puede ver que las fracciones de los hidrolizados de P y
FC poseen péptidos de tamafios promedios mayores a los obtenidos para los sistemas
secuenciales (P+F y FC+F). Esto es logico ya que la enzima F promueve la liberacion de
di- y tri- péptidos, ademas de los aminoacidos libres, lo que contribuye con Ia
disminucién del PCL (%) (Chang et al, 2007). Otros autores también han reportado
valores similares de PCL (%) para hidrolizados obtenidos secuencialmente a partir de
distintos tipos de sustratos proteicos. Tal es el caso de Sakanaka et al. (2004), quienes
hallaron un valor de PCL de 2.6 para hidrolizados de proteinas de yema de huevo

obtenidos con Alcalasa + Exopeptidasa durante 6 horas de reaccion.
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Figura 1V.16 — Tamano promedio de la cadena polipeptidica (PCL) a pH 4.5, 7.0y 9.5
para el concentrado de hemoglobina bovina y los hidrolizados obtenidos a partir de la
accion de Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC), Protex 6L + Flavourzyme
(P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F). Los puntos con diferentes
letras indican diferencia significativa entre las muestras (p<0.05).

b) Determinacion del contenido de hierro en los extractos obtenidos a distintos pHs:

En la Figura IV.17 se muestra el porcentaje de Fe extraido al realizar el

fraccionamiento por pH.

100 ;h
g
804 e ?
p n
g . f
:8 60 d
@
&
e ol
= © —u— CHB
: e
204 b —A—FC
* —v—P+F
aY —e—FC+F
04 a

B TR T T e T o T e e o T T T
40 45 50 55 6,0 65 7,0 7,5 8,0 85 9,0 9,5 10,0
pH

Figura IV.17 — Hierro extraido (%) a pH 4.5, 7.0 y 9.5 para el concentrado de
hemoglobina bovina (CHB) y los hidrolizados obtenidos a partir de la accion de Protex
6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC), Protex 6L + Flavourzyme (P+F) y Fungal
Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F). Diferentes letras indican diferencia
significativa entre las muestras (p < 0.05).
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A medida que el pH de extraccion aumenta, la proporcion de hierro extraido se
incrementa significativamente en todas las muestras. Sin embargo, el CHB present6 los
mayores porcentajes de Fe extraido a todos los pHs (con excepcion del hidrolizado
FC+F apH 7.0y 9.5, que presentd a esos pH el mismo porcentaje). Durante la hidrolisis
de la hemoglobina bovina puede ocurrir la polimerizacion del grupo hemo. Estos
polimeros pueden permanecer solubles o no dependiendo del pH (Lebrun et al, 1998) y
ademas su solubilidad esta influenciada por la naturaleza de las fracciones peptidicas

generadas durante el proceso de hidrolisis (Vaghefi et al, 2002).

A pH 9.5 se extrae la mayor proporcion de hierro, independientemente del tipo de
muestra. Esto se debe a que a pHs superiores a 8.0 los polimeros del grupo hemo son
solubles, independientemente de las interacciones proteicas que puedan tener lugar
(Lebrun et al, 1998). Por el contrario, conforme el pH disminuye (menor a 8.0) la
solubilidad de este grupo prostético se torna muy dependiente de las asociaciones hemo
— péptidos, lo que se ve reflejado a pH 4.5, donde se obtiene el menor valor de hierro
extraido. Adicionalmente, se debe tener en cuenta el tamafio peptidico de las diferentes
fracciones generadas, ya que cuanto mayor es la proteolisis (mayor GH), menor es el
tamafio de las especies proteicas y mas débil se tornan las interacciones hemo — péptidos,
ya que los péptidos pequefios generados no alcanzan a evitar la polimerizacion de los
grupos hemo (Vaghefi et al, 2002). Esto se ve claramente a pH 4.5 para los hidrolizados
FC+F y P+F, donde se obtienen valores muy bajos de hierro extraido, lo que quiere decir
que al haber una mayor hidrélisis las interacciones hemo — péptidos se ven debilitadas y

por consiguiente polimeriza y precipita el grupo hemo.

La influencia del pH sobre el contenido de hierro extraido para el hidrolizado FC es
diferente que para las otras muestras, presentando el porcentaje de Fe extraido mas bajo
a pH 7.0. Esto podria deberse a que la hidrdlisis transcurre a pH 4acido y el hemo
polimerizado durante el proceso, permaneceria insoluble en los ensayos de solubilidad

posteriores, solubilizandose en mayor medida a pH alcalinos.
¢) Relacion hierro / proteina soluble de los extractos obtenidos a distintos pHs:

En la Figura I'V.18 se muestra la relacion entre el contenido de Fe (mg) y la proteina
soluble para cada extracto obtenido a distintos pHs. Como se puede ver la mayor
relacion Fe/proteina soluble se correspondio al extracto del CHB obtenido a pH 7.0.

Esto quiere decir que bajo estas condiciones de pH, el sustrato sin hidrolizar mantiene en
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solucion al hierro heminico en forma mas eficiente que los hidrolizados obtenidos a

partir de este.
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Figura IV.18 — Relacion entre el contenido de Fe (mg) y la proteina soluble (g) a pH
4.5, 7.0 y 9.5 para el concentrado de hemoglobina bovina y los hidrolizados obtenidos a
partir de la accién de Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC), Protex 6L +
Flavourzyme (P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F). Los puntos
con diferentes letras indican diferencia significativa entre las muestras (p<0.05).

No obstante se debe destacar que con el hidrolizado P se logré obtener una elevada
relacion Fe/proteina soluble, lo que haria pensar que sus especies proteicas tienen la
habilidad de mantener al hierro heminico en solucion. Esto ultimo se puede ver mas
claramente a pH 4.5, en donde la mayor relacion Fe/proteina soluble se corresponde a
dicho hidrolizado. De esta manera las fracciones peptidicas generadas durante la
proteolisis logran mantener al grupo hemo en solucién evitando que polimerice y que
precipite como consecuencia del pH éacido, dando como resultado una fraccion proteica
rica en hierro heminico. Esto tltimo se puede comprobar al observar el color de dicho
extracto y compararlo con el de los demas hidrolizados para el mismo valor de pH (4.5)

(Figura IV.19).

Para los demas hidrolizados a pH 4.5 no fue posible concentrar el Fe heminico, lo
que hace suponer que los péptidos generados no son capaces de solubilizar al grupo

hemo a pH acido.
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FC P P-F FC-F

Figura IV.19 — Foto de los extractos liofilizados obtenidos a partir de los distintos
hidrolizados (P, FC. P+F y FC+F), a pH 4.5.

d) Determinacion del color de los extractos a distintos pHs y del hidrolizado total:

El analisis de color de los extractos obtenidos a distintos pHs (4.5, 7.0 y 9.5) se realizo
en base al espacio de color definido por la norma CIE (Comision International
d’Eclairage): plano cromatico de coordenadas a* (valores positivos corresponden a tonos
rojos y negativos a verdes) y plano cromdtico de coordenadas b* (valores positivos tonos
amarillos y negativos azules), situdndose perpendicular a ellos el eje L* (luminosidad)

(Figura 1V.20).

100

Figura IV.20 — Diagrama de Hunter, donde L* corresponde a la claridad (negro - blanco),
a* y b* a la cromaticidad (a*: rojo-verde; b*: amarillo — azul) (Calvo & Duran, 1997).

En la presente tesis solo se obtuvieron valores positivos tanto de a* como de b*. Por lo
tanto el color de los diferentes extractos vario de rojo a amarillo en sus distintas

tonalidades. Por otra parte, los valores de L* fueron desde 24 hasta 70.
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A partir de a* y b* se calculo C* (Croma: saturacion del color) y h (dngulo Hue: tono

del color) mediante un sistema de coordenadas cilindricas (Figura IV.21). El cromatismo

representa el modulo o longitud del vector y el d&ngulo Hue la rotacion del mismo. Cuanto

mayor es el valor de C* mas saturado son los colores, es decir mas separados se encuentran

del centro del grafico. Por otro lado un valor de h de 90° representa un tono amarillo,

mientras que objetos con valores de h menores tienden a tonos mas naranjas o incluso rojos

(para a* y b* positivos) (Gnanasekharan et al, 1992).
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Figura IV.21 — Determinacion de C* y h a partir de los pardmetros a* y b*, empleando un

sistema de coordenadas cilindricas (Calvo & Duran, 1997).

En la Tabla IV.5 se muestran los valores de L*, b*, a* h y C*; de los distintos

extractos (4.5, 7.0 y 9.5) obtenidos a partir del concentrado de hemoglobina bovina y sus

hidrolizados.

Tabla IV.5 — Valores de L*, b*, a*, h y C*; obtenidos para cada extracto.

Extractos L* b* a¥ h C*
CHB4,55 251+06" 46+0,1° 82+02' 291+03° 94+02"
CHB7,0 266+01° 50+02° 95+0,1° 274+0,8% 108+0,1"
CHB95 24,6+0,6" 35+0,7" 6,1+£01" 299+05° 7,0+02°
P45  332+0,1% 90+02% 48+01% 61,9+03" 102+0,2]
P70 274+059 56+01¢ 55+0,1° 455+14¢ 78=+0,1"
P95  266+0,1° 46+06° 3,5+01° 527+04° 58+05"
FC4,5 684+0,1% 22,1+01' 3,6+0,1° 80,7+01' 224+0,1°
FC7,0 433+0,1" 181+0,1" 12+0,1™ 575+03" 21,5+0,1°
FC9,5 299+0,1" 79+0,13" 69+0,1" 49,0£04™ 105+0,1¢
P+F45 458+0,1' 21,4+02"' 55+0,1° 755+0,17 22,1+02°F
P+F7,0 284+0,1° 95+0,1% 10,1+0,1' 43,1+03" 13,9+0,1°
P+F9,5 252+02° 1,0+0,1* 24+0,1* 233+19% 2,6+0,1°
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FC+F 4,5 63,1+0,4' 248+0,1"° 2,8+0,1" 83,604 250+01™
FC+F7,0 27,5+0,1% 63+02° 87+01' 36,0+0,55% 10,7+0,1°¢
FC+F9,5 23,8+0,1% 47+04° 64+0,1% 36,1+21% 79+03¢

X + SD. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

En general, los valores mas altos de L*, b*, h y C*; se correspondieron con los
extractos FC 4.5 y FC+F 4.5; mientras que los mas bajos con los extractos P+F 9.5 y CHB
9.5. Esto se relaciona con el hecho de que las muestras FC 4.5 y FC+F 4.5 tienden a ser
amarillas claras. Por el contrario para el caso de P+F 9.5 y CHB 9.5 el color de las
muestras tiende a ser un rojizo-amarronado oscuro. Cabe aclarar que en este caso el valor
de C* es bajo, lo que indica que si bien las muestras poseen un color en la gama de los
marrones el mismo es muy difuso.

En las Figuras V.22 y IV.23 se representan los valores de h a partir de los parametros

a* y b*, de los extractos obtenidos a pH 4.5 y 9.5 respectivamente.
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Figura IV.22 — Representacion de h a partir de los parametros a* y b*, de los extractos
obtenidos a pH 4.5 a partir del concentrado de hemoglobina bovina (CHB) y sus
hidrolizados: Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC), Protex 6L + Flavourzyme
(P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F), empleando un sistema de
coordenadas cilindricas.

Se puede ver de forma grafica que a pH acido las muestras en general tienden al
amarillo, ya que los vectores se aproximan al eje b*, siendo h cercano a 90°. Sin embargo
cuando el pH aumenta (9.5), los valores de h en general son menores a 45°. Por lo tanto las

muestras en general poseen un color rojizo-amarronado el cual esta asociado, entre otros
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factores, con la presencia de metahemoglobina en las muestras. Dicha molécula se genera
como consecuencia de la oxidacion de la oxihemoglobina debido a una exposicion

prolongada al medio ambiente (Berwal & Novakofski, 1999).

10
o
—e—P H* = 49°
84 | —a—FC A
—v—P+F
—e—FC+F

b*

8 10

a* MAGENTA

Figura IV.23 — Representacion de h a partir de los parametros a* y b*, de los extractos
obtenidos a pH 9.5 a partir del concentrado de hemoglobina bovina (CHB) y sus
hidrolizados: Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC), Protex 6L + Flavourzyme
(P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F), empleando un sistema de
coordenadas cilindricas.

En base a estos resultados se puede decir que los diferentes parametros de color,
determinados a partir de los distintos extractos, varian segun el pH de extraccion. En
general, a pHs alcalinos se obtienen muestras mas oscuras y amarronadas, mientras que a
pH écidos las muestras adquieren un color amarillento.

Esta relacion color — pH podria asociarse con el contenido de Fe presente en cada
extracto. Como se menciond anteriormente en el punto IV.1.c.3.b), la variacion del
contenido de Fe de los diferentes extractos esta ligada principalmente al pH de extraccion
(4.5, 7.0 0 9.5). Cuanto mayor es el pH de extraccion mas alto es el contenido de Fe (ppm)
extraido (Figura IV.17). Ya que a que a pHs superiores a 8.0 los polimeros del grupo
hemo son solubles (Lebrun et al, 1998). Sin embargo, conforme el pH baja la solubilidad
de este grupo prostético disminuye ya que se torna muy dependiente de las asociaciones
hemo — péptidos. Por lo tanto, a pHs alcalinos hay una alta proporcion de hierro heminico
presente en la muestra lo que conduce a bajos valores de L*, b* y h, presentando colores

amarronados. Mientras que en general a pHs acidos, los valores de L*, b* y h son altos
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porque los niveles de hierro heminico soluble son muy bajos y la muestra es mas
amarillenta. Esto se ve reflejado en la Figura I'V.24 donde se muestra que la relacion entre
los parametros L* y b* con el contenido de hierro (ppm) presente en cada extracto es

lineal, siendo los valores de regresion 0.9813 y 0.9773, para L* y b* respectivamente.
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Figura IV.24 — Relacion entre los parametros L* y b* con el contenido de hierro total
(ppm) de los extractos a distintos pHs (4.5, 7.0 y 9.5) obtenidos a partir del concentrado de
hemoglobina bovina y sus hidrolizados (P, P+F, FC y FC+F).

A medida que aumenta el contenido de hierro en los extractos disminuye el parametro
L*, lo que indica que las muestras tienden a ser mas oscuras. También se puede ver que a
menor concentracion de Fe, mayor es el pardmetro b*, es decir las muestras tienden a ser
mas amarillas. Esto se condice con lo reportado por Martinez Gracia. (2000), para
alimentos fortificados con concentrados de hierro heminico porcino. En dicho trabajo se
observo que la adicion de hierro heminico porcino disminuia los valores de b*, h y C*,
respecto del control sin fortificar.

Ademas se debe tener en cuenta que el estado de oxidacion del Fe también esta
relacionado con el pH del medio (Gallais, 1950). Consecuentemente, los cambios en el pH,
modifican el estado de oxidacién del Fe y el color del extracto y por lo tanto inducen
cambios en el valor L* y b*.

e) Mecanismos de hidrdlisis:

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se presenta el siguiente esquema para

explicar el comportamiento de las muestras (Figura IV.25).
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Los hidrolizados de P estarian formados por componentes tipicos del mecanismo de
accion de la enzima tipo cremallera (Zipper), en donde las moléculas de proteina nativa son
rapidamente convertidas en el producto intermediario, el cual es lentamente degradado a
productos finales. En las condiciones de pH y temperatura utilizadas en la hidrolisis con la
enzima P, la estructura proteica del sustrato se desestabilizaria y dejaria mas enlaces
peptidicos expuestos, dando lugar a varios productos intermedios, por lo que la mezcla de
reaccion estd compuesta por productos intermedios y finales. Estas especies de tamarfio
intermedio interaccionarian fuertemente con el grupo hemo evitando su polimerizacion y

favoreciendo su solubilizacion en medio acuoso, sobre todo a pH acido.

Ilecanismo Fraccion Bajo GH Alto GH
el P

T
Soluble ’J C—,\_ s e
'11_

Insoluble ’g Py %‘

Soluble |, je=— M
e -’1_/-‘\. " -
AW,

Insoluble .

Figura IV.25 — Esquema de la composicion de la mezcla de reaccion de hidrolizados
obtenidos por mecanismos puros de hidrolisis. ®: proteina nativa, ®: grupo hemo,
" proteina desnaturalizada, “=- : péptidos de diferente longitud, ™2 : proteinas
irreversiblemente desnaturalizadas. “#%" : residuo insoluble (Adler-Nissen, 1976).

Para FC el hidrolizado estaria formado por componentes presentes cuando el
mecanismo de hidrdlisis es uno a uno (one by one) no siendo posible identificar cantidades
apreciables de productos intermedios, ya que las moléculas se hidrolizan una por una para
dar productos. En este caso la mezcla de reaccion estara constituida por proteinas nativas y
por productos finales de pequefio tamafio. La presencia de la exopeptidasa en la mezcla
enzimatica aumenta la proporciéon de aminoacidos liberados en relacion a la otra enzima.
Por lo tanto se tendria fundamentalmente proteinas nativas o grandes polipéptidos y
aminoacidos o péptidos muy pequefos. Por lo que se podria pensar que el grupo hemo es

solo solubilizado por las proteinas nativas o los péptidos muy grandes, y no por las
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especies de bajo PM, ya que estas tltimas interaccionan débilmente con el hierro heminico.
De esta manera la polimerizacion del grupo prostético se daria en forma mas rapida
durante la hidrolisis, sobre todo si es a pH acido (FC), y como consecuencia de ello el

grupo hemo perderia solubilidad.

Esta composicion de los hidrolizados puede esperarse para bajos GH, cuando el
sustrato no esta extensivamente hidrolizado. En el caso de las hidrélisis secuenciales, la
adicion de la exopeptidasa contribuye a una mayor proteolisis, cortando los aminoacidos
desde los extremos, por lo que se obtienen hidrolizados cuyos productos finales son de
bajo PM. Dichas especies interaccionan débilmente con el anillo porfirinico por lo que se
favorece la polimerizacion, fundamentalmente a pH acido. Lo que traec como consecuencia
la precipitacion del hierro heminico. Cabe aclarar que las solubilizacion del grupo hemo,
bajo estas circunstancias, depende fundamentalmente de presencia de péptidos de elevado

PM o de cadenas proteicas intactas presentes en el medio.
IV.1.d Conclusiones parciales:
¢ El CHB contiene un importante agregado de proteinas del plasma.

e El agregado de una exopeptidasa en forma secuencial permitié6 aumentar el GH en

relacion al uso de s6lo una enzima.

e Las electroforesis permitieron evidenciar que la hidrélisis de la hemoglobina no es

total, ya que se observa la banda caracteristica a las 6 horas de hidrolisis.

e Con los termogramas (DSC) se vio que las proteinas se encuentran desnaturalizadas
ya sea como consecuencia de la hidrolisis enzimatica y/o la inactivacion térmica de

las enzimas post-proceso.

¢ EIl CHB presentd6 menor solubilidad a pH 7.0 que a los otros pH evaluados (4.5 y

9.5), lo que esta relacionado con el punto isoeléctrico de dicha proteina.

¢ Para los hidrolizados, el aumento de solubilidad respecto del CHB dependié del pH
evaluado, pero a pH 7.0 la solubilidad fue significativamente mayor respecto del
sustrato. A pH 4.5 se observo una disminucion significativa en la solubilidad de
todos los hidrolizados respecto del CHB, lo que puede deberse, por un lado a la
precipitacion de los péptidos presentes en los hidrolizados del CHB debido a un
cambio en el punto isoeléctrico en relacion a la proteina nativa, y por otro lado, al

tratamiento térmico adicional sufrido por los hidrolizados cuando las enzimas son
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inactivadas. A pH 9.5, la solubilidad del hidrolizado de P fue significativamente
mayor respecto a los demas hidrolizados y del CHB, lo que estaria relacionado con la

naturaleza de los péptidos producidos.

e Las fracciones de los hidrolizados de P y FC tuvieron péptidos de tamafios
promedios mayores a los obtenidos para los sistemas secuenciales, por lo que el
agregado de la enzima F favorecio la disminucion del PCL. Ademads, tanto para el
CHB como para sus hidrolizados no hubo variacion significativa del PCL respecto
del pH evaluado, para una misma muestra. Esto indicaria que los péptidos

producidos son igualmente sensibles al pH.

e El CHB present6 los mayores porcentajes de Fe extraido a todos los pHs. A medida
que el pH de extraccion aumentd, la proporcion de hierro extraido se incremento
significativamente, siendo los extractos de pH 9.5 los que mayor porcentaje de hierro
extraido presentaron. Conforme el pH de extraccion disminuyd la proporcion de
hierro extraido fue descendiendo, obteniéndose los menores valores a pH 4.5. Esta
variacion en el porcentaje de hierro extraido estaria relacionada con la solubilidad del
grupo hemo, la cual no sélo dependeria del pH de extraccion sino que también de la
naturaleza de las fracciones peptidicas generadas durante el proceso enzimatico, cuya

solubilidad también es un factor muy importante.

e La hidrolisis implico una pérdida de la capacidad de extraer Fe a distintos pHs, sobre
todo en medio acido, siendo la excepcion el extracto obtenido a pH 4.5 con la enzima
P, el cual permiti6 concentrar el hierro respecto del CHB y los demas hidrolizados.
Esto indica que dicho extracto posee péptidos capaces de mantener soluble al hierro

heminico a pH 4.5.

e El color de los diferentes extractos estuvo comprendido entre el rojo (a* > 0) y el
amarillo (b* > 0), en sus distintas tonalidades (L*: 24 — 70). Los diferentes
parametros de color (L*, a*, b*, h y C*), variaron segun el pH de extraccion. A pHs
alcalinos (9.5) se obtuvieron muestras mas oscuras y amorronadas, mientras que a
pH acidos las muestras adquirieron un color amarillento. Esta variacion color — pH
estuvo ligada al contenido de Fe presente en cada extracto. Por lo tanto cuanto mayor
fue el pH de extraccion mas alta fue la solubilidad del Fe heminico y por lo tanto

mas bajos fueron los valores de L*, b* y h (muestras mas oscuras). Mientras que en
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general a pHs 4cidos los valores de L*, b* y h fueron elevados ya que la solubilidad

del hierro heminico fue muy baja (muestras amarillentas).

e Las enzimas actuarian por distintos mecanismos enzimaticos, lo que se refleja en la

composicion de los hidrolizados de menor grado de hidrolisis.
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Capitulo 2. Evaluacion de propiedades bioactivas de hidrolizados de CHB.
IV.2.a Evaluacion de actividad antioxidante (AO):

En una primera etapa se determin6 la AO sobre el CHB y sus hidrolizados. En ambos
casos se evalud la cinética de reaccion y se obtuvieron los parametros correspondientes
(Inhibicion maxima y Velocidad inicial). Ademas se calculod la Capacidad Antioxidante
Trolox Equivalente (TEAC) para los seis minutos de reaccion. Asimismo se estudio el
efecto de la concentracion de proteinas sobre la AO, obteniéndose el valor de ICso.
Posteriormente el CHB y sus hidrolizados fueron fraccionados por pH y ultrafiltracion. A
las fracciones obtenidas se le determind la AO y se calculd la Capacidad Antioxidante

Trolox Equivalente (TEAC) para los seis minutos de reaccion.

IV.2.a.1 Cinética de la actividad antioxidante del CHB y sus hidrolizados:

En la Figura IV.26 se muestra la cinética de inhibicion del radical ABTS'- para las
distintas muestras. A medida que transcurre el tiempo de reaccidon, la AO de los
hidrolizados y del sustrato aumenta, alcanzandose valores significativamente superiores

para los hidrolizados respecto del CHB.

Inhibicion

Tiempo (minutos)

Figura IV.26 — Curvas de inhibicion del radical cation ABTS™ a distintos tiempos, del
CHB y sus hidrolizados (P, P+F, FC y FC+F).

El aumento de la AO con el tiempo de reaccion es el comportamiento tipico observado
para el bloqueo de este radical con distintos antioxidantes y también fue observado por

Chang et al. (2007), para hidrolizados de hemoglobina porcina. En dicho trabajo, el
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sustrato fue hidrolizado con un sistema secuencial (Alcalasa + Flavourzyme), alcanzandose
un GH de 13.14% al cabo de las 6 horas de reaccion.

Por otro lado, se puede ver en la Tabla IV.6 que la hidrélisis increment6 la Capacidad
Trolox equivalente (TEAC) casi tres veces respecto de la muestra sin hidrolizar (CHB).
Este mismo incremento en la AO fue observado por Davalos et al. (2004), pero para
hidrolizados de proteinas de clara de huevo obtenidos con pepsina durante 3 horas de
reaccion. Esto sugiere que la proteolisis enzimatica es una buena alternativa para aumentar
la AO, independientemente del tipo de sustrato. Durante este proceso, la estructura del
sustrato se hidroliza y se liberan péptidos mas activos (Pefia-Ramos & Xiong, 2002), lo

que se manifestaria como una mayor TEAC.

Tabla IV.6 — Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) obtenida a los 6 minutos
de reaccién y valores de Grado de hidrélisis (GH) alcanzados para cada hidrolizado.

Muestra TEAC GH (%)
(umol Trolox/g de proteina)
CHB 143,19+442* s
P 399,27 + 6,63 b 833+1,02°
FC 402,94 £ 6,78 b 843+£0,69*
P+F 420,64 +£9,18° 19,84 +£0,21°
FC+F 425,09 £7,59 ¢ 16,67 +0,11°

X + SD. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

Los mayores valores de TEAC fueron observados para las muestras mas hidrolizadas,
es decir P+F y FC+F, no siendo significativamente diferentes entre si. Esto puede deberse
a que el empleo de mezclas de proteasas contribuye a aumentar el GH y permite generar
una mayor proporcion de especies de bajo PM. Estas tlltimas tienen mayor accesibilidad al
sistema de ensayo oxidante-antioxidante, lo que se manifiesta como una mayor TEAC
(Moosman & Behl 2002). Este aumento de AO con el GH también fue observado por Peng
et al. (2009), para hidrolizados de proteinas de suero de leche obtenidos con Alcalasa (E/S:
2%), durante 8 horas de reaccion. En dicho trabajo se obtuvo una relacion casi lineal entre
GH y la AO (FRAP) hasta las tres horas de protedlisis. Sin embargo, para este sustrato en
particular (CHB), no hubo una relacion directa entre la TEAC y el GH, ya que el
hidrolizado P+F present6 el mayor GH (Tabla IV.6), pero sin embargo la TEAC no fue

significativamente diferente respecto del hidrolizado FC+F, cuyo GH fue
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significativamente inferior. Esto puede deberse a que la actividad antioxidante de los
hidrolizados esta influenciada por la secuencia aminoacidica de los péptidos, que depende
de la especificidad de cada proteasa (Ren et al, 2008). Es decir, el GH puede afectar
notablemente las propiedades antioxidantes de los péptidos obtenidos pero no es el nico
factor influyente (Xie et al, 2008).

A partir de las curvas de inhibicién del radical cation ABTS'- vs. tiempo (Figura
IV.26), se obtuvieron los parametros: Inhibicion maxima (In.x) y velocidad inicial (V,)
para cada muestra (Tabla I'V.7).

Para el caso de la I, los valores se correspondieron con los resultados de TEAC
obtenidos a los seis minutos de reaccion (Tabla IV.6). No se observaron diferencias
significativas entre los hidrolizados P y FC, ni entre los obtenidos secuencialmente (P+F y
FC+F), siendo el menor valor obtenido, el correspondiente al CHB. Es decir, la tendencia
en el tiempo para las diferentes muestras seguiria siendo la misma que para los 6 minutos
de reaccion (Chen et al, 1998). Como se mencioné anteriormente, esto estaria asociado a
una mayor generacion de especies proteicas de bajo tamafio molecular (Quian et al, 2008).

Tabla IV.7 — Inhibicion maxima (Im.x) y Velocidad Inicial (V) calculadas a partir de las
curvas de inhibicion del radical cation ABTS"- vs. Tiempo.

Muestra Lnax (%) Vo (min™)
CHB 26,072 + 0,747 ° 0,1164 + 0,003 °
P 65,815+ 1,064 ° 0,4258 +0,007°
FC 65,732+ 1,077 ° 0,5332+ 0,009
P+F 68,301 + 1,452 ° 0,6144 £ 0,013 ¢
FC+F 69,547 £ 1211° 0,5187 + 0,009 ©

X * SD. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

Para el caso de la velocidad inicial, el mayor valor correspondié al hidrolizado P+F,
indicando que las especies proteicas presentes en esta muestra reaccionan mas rapidamente
con el radical cation ABTS"- que las de los demas hidrolizados o del sustrato. El menor
valor de V, se obtuvo para CHB. Por otro lado, los valores de Vo de FC y FC+F no
difirieron significativamente entre si, por lo que las especies presentes en estos dos ltimos
hidrolizados actuarian con la misma rapidez frente al radical cation ABTS'-. Estas
diferencias en las V, obtenidas para las distintas muestras podrian deberse a los diferentes
productos con secuencias aminoacidicas particulares, que pueden o no reaccionar mas

rapidamente frente al radical cation ABTS"- (Moure et al, 2006).
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IV.2.a.2 Influencia de la concentracion proteica sobre la actividad antioxidante:

Como se puede observar en la Figura IV.27, a medida que se incrementa la
concentracion proteica, la actividad antioxidante tanto del sustrato como de los
hidrolizados aumenta. Esta relaciéon concentracién proteica — AO también ha sido
observada para hidrolizados de otras fuentes proteicas. Wang et al. (2007), reportd para
hidrolizados de gluten de trigo obtenidos con papaina durante 6 horas, un incremento de la
actividad anti-DPPH con la concentracion proteica, en un rango de 0 — 2.4mg/ml de
proteinas. Sakanaka y Tachibana (2006), hallaron la misma tendencia, pero para
hidrolizados de proteinas de yema de huevo obtenidos con un sistema secuencial
(Orientase + Protease). En dicho trabajo, la actividad anti-DPPH aumento con la
concentracion de proteinas en el rango de 0.6 — 10mg/ml. Xie et al. (2008), encontraron
para hidrolizados de proteinas de hoja de alfalfa, obtenidos con Alcalasa durante 4 horas, el
mismo comportamiento: la AO (anti-DPPH) se incrementd en un rango de concentracion

de proteinas de 0 — 2mg/ml.
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Figura IV.27 — Inhibicién del radical cation ABTS'- medida a los 6 minutos de reaccion
en funcion de la concentracion [1-15 mg/ml de proteinas] del CHB y sus hidrolizados (P,
P+F, FC y FC+F).

Los hidrolizados de CHB presentaron un comportamiento del tipo asintético a medida
que aumento la concentracion proteica. Mas alld de 11mg/ml de proteinas, la actividad

antioxidante permanecié practicamente en el mismo valor. Esta invariabilidad en la AO,
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mas alla de una determinada concentracion proteica, también ha sido observada para otros
hidrolizados proteicos. Yang et al. (2008), observaron que un incremento en la
concentracion proteica de hidrolizados de gelatina, mas alla de los 20mg/ml de proteinas,
no se traducia en aumento de la actividad antioxidante. En dicho trabajo los hidrolizados se
obtuvieron con diferentes proteasas (Papaina, Pancreatina, Tripsina y Bromelina) y la AO
fue evaluada con el método del radical DPPH. Al igual que para los hidrolizados del CHB,
la tendencia asintotica de la AO estuvo comprendida entre 75-85% de inhibicion.

A partir de las curvas de la Figura 1V.27 se obtuvo el parametro de ICso (Tabla IV.8).
El hidrolizado de mayor AO fue FC+F, siendo el valor de ICs, similar al reportado por Ren
et al. (2008), para una fraccion basica del hidrolizado de musculo de Ctenopharyngodon
idellus y utilizando como método antioxidante la actividad anti-Radical hidroxilo (2,11 +
0,10mg/ml de proteinas). Por otro lado, el hidrolizado que mostré menor AO fue el
obtenido con la enzima FC, siendo el valor de ICsy semejante (4,84 + 0,11mg/ml de
proteinas) al de la fraccion neutra/acida aislada por Ren et al. (2008), a partir del mismo
hidrolizado mencionado anteriormente (musculo de Ctenopharyngodon idellus). No
obstante, en diversos trabajos se han obtenido hidrolizados cuya potencia antioxidante
respecto a la de los hidrolizados del CHB, es mayor (menor ICsg). Por ejemplo, Sakanaka y
Tachibana (2006), hallaron un valor aproximado de ICsy de 1.25mg/ml de proteinas. Sin
embargo, hay que destacar que el método utilizado para evaluar la AO no fue el mismo, lo

que puede influir notablemente en los resultados (Thaipong et al, 2006).

Tabla I'V.8 — Concentracion de proteinas que inhibe el 50% del radical ABTS" (ICs0).

Muestra ICsp (mg/ml de proteinas)
CHB 24,65 +0,35°
P 3,53+0,07°¢
FC 4,06+ 0,05 ¢
P+F 3,11+0,04°
FC+F 2,52+0,07°

X * SD. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

A partir de la Tabla IV.8 se puede apreciar que el valor de ICsy obtenido para el CHB
es casi diez veces superior al obtenido con el sistema FC+F, lo que indica la baja capacidad
AO que posee el sustrato frente al radical cation ABTS . Entonces, el empleo secuencial

de proteasas es una buena estrategia para incrementar y optimizar la potencia antioxidante
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de una determinada proteina, lo que se condice con lo reportado por Li et al. (2007), para

hidrolizados de colageno porcino.

IV.2.a.3 Relacion entre el tamafio molecular de las especies proteicas y la actividad

antioxidante:

Como se puede observar en la Figura IV.28 existe una buena correlacion entre los
valores de TEAC obtenidos para cada muestra y sus respectivos tamafios promedio de la
cadena polipeptidica o PCL. Para los hidrolizado, se puede ver que a medida que el PCL
aumente la TEAC disminuye lo que indica que las especies mas activas o responsables de

una mayor actividad antioxidante son las de bajo PM.
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Figura IV.28. Relacion entre la Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) de los
extractos a diferentes pH (4.5, 7.0 y 9.5) del CHB (y = 14,273x + 58,52) y sus hidrolizados
(P: y =633,38 — 68,22x; P+F: y = 690,35 — 139,93x; FC: y = 1000,22 — 125,01x; y FC+F:
y = 815,49 — 158,32x) y el tamafio promedio de la cadena polipeptidica (PCL).

Este resultado concuerda con lo reportado por Chang et al. (2007), para hidrolizados de
hemoglobina porcina, en donde se concluy6 que la elevada actividad anti-DPPH de los
hidrolizados enzimaticos podia estar asociada con elevadas concentraciones de especies
proteicas de bajo PM. Este mismo comportamiento fue observado para hidrolizados de
proteinas de suero de leche, en donde la actividad antioxidante fue dependiente del tamafio
molecular (Peng et al, 2009). Para los hidrolizados, la mayor TEAC se obtuvo para
especies pequefias cuyo valor de PCL es aproximadamente 1.5. Para el caso del

hidrolizado FC+F, el valor de PCL es de 2.3 a 3.0 (= 2.7 en promedio), lo que se condice
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con lo reportado por Sakanaka et al. (2004), para hidrolizados de proteinas de yema de
huevo. En dicho trabajo la mayor actividad estuvo ligada a hidrolizados obtenidos
secuencialmente cuyo valor de PCL fue de 2.6.

Cabe aclarar que el valor de PCL, como su nombre lo indica, es un promedio y no
representa exactamente el tamafo real de las fracciones peptidicas.

Por otra parte, las pendientes de las rectas para las distintas muestras son diferentes, lo
que demostraria la importancia de la naturaleza de los péptidos, mas alla de su tamano.

Para definir rangos de PM de péptidos con actividad antioxidante, se fraccionaron los
hidrolizados y el CHB por ultrafiltracion, empleando para ello una membrana cuyo cut-off
fue de SkDa.

En la Figura IV.29 se muestran los valores de TEAC de las diferentes fracciones
obtenidas por ultrafiltracion para el CHB y sus hidrolizados. Exceptuando el caso del
hidrolizado P, la fraccion con mayor TEAC fue la de PM < 5kDa (Permeado), lo que
confirma lo mencionado anteriormente acerca de que las fracciones con bajo PM son las

que tienen mayor actividad antioxidante.
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Figura IV.29 — Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) de las diferentes
fracciones del CHB y sus hidrolizados, obtenidas por ultrafiltracion empleando una
membrana de SkDa y evaluada con el método de decoloracién del radical cation ABTS ™,
para un tiempo de 6 minutos.

Este resultado se condice con lo reportado por Wang et al. (2007), para hidrolizados de
gluten de trigo. En dicho trabajo también se utilizd6 una membrana de cut-off: 5kDa y se
empleo el método de inhibicion del radical DPPH. De esta manera queda de manifiesto que

la elevada actividad antioxidante es dependiente de la distribucién de tamafios moleculares

(Peng et al, 2009; Qian et al, 2008). También se puede ver que tanto la muestra antes de ser
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fraccionada y la fraccion >5kDa presentan actividad antioxidante que no difieren
significativamente entre si (excepto para P), lo que concuerda con lo reportado por Wang
et al. (2007).

En la Figura IV.30 se observa la capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) y
el valor de PCL de la fraccion <5kDa del CHB y sus hidrolizados. Cabe mencionar que
para el permeado del sustrato no fue posible detectar actividad antioxidante bajo la
concentracion proteica obtenida (= 0,8mg/ml de proteinas). La mayor TEAC se obtuvo
para el hidrolizado FC+F, siguiéndole en orden significativo la del hidrolizado P+F. Esto
indica que cuanto mayor es la actividad endo-exopeptidasa mayor es la TEAC obtenida.
Esto se debe basicamente a la accion conjunta de estas enzimas sobre el sustrato, ya que las
exopeptidasas van hidrolizando los enlaces peptidicos no sustituidos proximos al extremo
amino o carboxilo terminal del sustrato, mientras que las endopetidasas lo hacen en
regiones internas de las cadenas peptidicas (Guadix et al, 2000). De esta manera el proceso
de hidrolisis se torna mas efectivo permitiendo una degradacion mas completa de la
proteina (Chang et al, 2007), lo que conduce a la generacion de péptidos de diversos
tamafios, siendo los principales componentes los de bajo PM (Li et al, 2007). Resulta

preciso aclarar que la enzima FC posee una leve actividad exoproteasa ademas de la accion

endopeptidasa.
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Figura IV.30 — Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) de la fracciéon <5kDa
de los hidrolizados del CHB, obtenidas por ultrafiltraciéon empleando una membrana de
cut-off: 5kDa. Evaluada con el método de decoloracion del radical cation ABTS'-, para un
tiempo de 6 minutos (ordenada izquierdo). PCL de la fraccion <S5kDa (ordenada derecha).
Distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).
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Por otro lado, si bien la TEAC es mayor cuanto mayor es la accion endo-exopeptidasa,
el valor de PCL es practicamente el mismo para las tres fracciones (exceptuando P). Lo
que indica, como ya se menciond anteriormente, que no solo influye sobre la actividad
antioxidante el tamafio molecular de los productos, sino también la secuencia aminoacidica
de los péptidos generados (Xie et al, 2008). Este hallazgo concuerda con lo reportado por
Yang et al. (2008), para hidrolizados de gelatina obtenida a partir de piel de Rachycentron
canadum (Cobia).

Como se menciono en la introduccion, la actividad antioxidante de los péptidos ha sido
atribuida a algunos aminodcidos presentes en la secuencia. Entre éstos se destacan los
aminoacidos con grupos aromaticos, tales como Triptofano, Tirosina y Fenilalanina (Ren
et al, 2008). Estos aminoacidos aromaticos han demostrado ser neutralizadores efectivos de
los radicales libres (Rajapakse et al, 2005). Esto se puede explicar teniendo en cuenta la
capacidad especial que poseen los grupos fendlicos y pirrolicos para actuar como
donadores de grupos hidrogenos, siendo éste uno de los mecanismos de inhibicion de la
reaccion en cadena de oxidacion (Jung et al, 1995; Marcuse, 1960). Por tal motivo, se
procedid a determinar espectrofotométricamente la proporcion de estos aminoacidos en la

fraccion < SkDa obtenida luego de la ultrafiltracion, lo que se muestra en la Figura IV.31.
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Figura IV.31 — Contenido de aminoacidos aromaticos presentes en la fraccion <5kDa del
CHB vy sus hidrolizados determinada espectrofotométricamente (Arr: 280nm; Aryy: 274nm
Y Aphe: 257nm).

Para todos los hidrolizados, el aminoacido que se encuentra en mayor proporcion es la
Fenilalanina, siguiéndole en orden de magnitud la Tirosina y por tltimo el Triptofano, lo
que podria sugerir que este aminoacido contribuiria de manera significativa en la accion

antioxidante de los hidrolizados (Pihlanto, 2006). Sin embargo, se debe tener en cuenta que
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la capacidad antioxidante estd asociada a una determinada secuencia aminoacidica, en la
que intervienen otro tipo de aminoacidos tales como His, Cys, etc., mas que a un
aminodacido en particular (Sakanaka & Tachibana, 2006). Por esto, si bien el contenido de
Fenilalanina es similar en todas las fracciones <SkDa, la TEAC correspondiente es

significativamente diferente.
IV.2.b Evaluacion de la disponibilidad del Fe y del Zn del CHB y sus hidrolizados:
IV.2.b.1 Dializabilidad de Fe (DFe(%)):

En la Figura IV.32 se observa la DFe(%) del CHB y sus hidrolizados. La mayor
DFe(%) se obtuvo con los sistemas de hidrolisis secuenciales, correspondiendo el mayor
valor al hidrolizado P+F. Es posible que los péptidos generados en la hidrolisis
gastrointestinal formen complejos que solubilicen el Fe y promuevan su dialisis y esto es
mas efectivo en muestras previamente hidrolizadas, lo que permitiria una liberacién mas
eficaz del Fe. Este resultado concuerda con lo reportado por Vaghefi et al. (2002), para
hidrolizados de hemoglobina bovina obtenidos con Pepsina y Subtilisin. En dicho trabajo
el GH alcanzado con ambas enzimas fue de 15% (medido por TNBS), y la absorcion
potencial se midio en sistemas in vitro que utilizaron tejido duodenal y lumen de duodenos

de ratas, determinandose el contenido de Fe por absorcion atomica.
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Figura IV.32 — Dializabilidad de hierro (DFe(%)) del Concentrado de Hemoglobina
bovina (CHB) y los hidrolizados obtenidos a partir de la accion de Protex 6L (P), Fungal
Protease Concentrate (FC), Protex 6L + Flavourzyme (P+F) y Fungal Protease
Concentrate + Flavourzyme (FC+F). Las barras con diferentes letras indican diferencia
significativa entre las muestras (p < 0.05).

Si bien la muestra hidrolizada con P no presentdé una DFe(%) diferente del CHB, el
hidrolizado FC present6 un valor mayor de DFe(%). Esto podria estar asociado no sélo con

la leve accion exopeptidasa que posee la enzima FC sino también con las diferentes
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fracciones peptidicas generadas durante el proceso de hidrolisis, las cuales pueden resultar
promotoras o no de la DFe(%).
Cabe agregar que fue posible establecer una correlacion entre el GH de los hidrolizados

y el valor de DFe(%) (Figura 1V.33).
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Figura 1V.33 — Relacion entre los valores de dializabilidad de hierro (DFe(%)) y el grado
de hidrolisis (GH).

Con respecto al CHB se puede ver que el valor de disponibilidad de Fe hallado es bajo
(4%) y significativamente menor al de los hidrolizados (exceptuando P). Estos bajos
valores de disponibilidad potencial no se corresponden con aquellos altos valores de
biodisponibilidad del hierro heminico de comidas carnicas. Al respecto, ha sido establecido
que la adicidon de carne a una comida, incrementa la absorcion de hierro (Hallberg, 1981a).
Sin embargo, la absorcion del hierro heminico de una comida compuesta preparada con
sangre, pero sin carne es menor de la mitad que si la carne estd presente. Como ejemplo, la
biodisponibilidad del hierro heminico en comidas con carne es de aproximadamente 25%,
mientras que en ausencia de carne es como maximo 10%, disminuyendo si se incrementa
la dosis de prueba (Hallberg et al, 1979; Hallberg, 1981b). En presencia de proteinas de
origen carnico, los péptidos liberados durante la digestion de la carne podrian prevenir la
polimerizacion del hemo y potenciar la absorcion del hierro heminico. Entre éstos se
destacan los péptidos que poseen cisteina (Bouglé & Bouhallab, 2005).

Por lo tanto, estos resultados ponen de manifiesto que la disponibilidad del Fe

heminico es baja cuando es evaluada fuera de su entorno natural que es la carne. Ademas
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se observo, que en general, un aumento en el GH del CHB estd asociado con un

incremento de la disponibilidad potencial del hierro.
IV.2.b.2 Dializabilidad de Zn (DZn(%)):

En la Figura IV.34 se muestran los valores de DZn(%) obtenidos para las distintas
muestras. Los hidrolizados presentaron valores de DZn(%) superiores al del CHB, lo que
evidencia que la protedlisis del CHB contribuye al incremento de la DZn(%). Sin embargo,
no fue posible establecer una relacion entre el GH y la DZn(%), ya que se obtuvo la mayor

disponibilidad de Zn con el hidrolizado FC+F y la menor con el hidrolizado P+F.
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Figura IV.34 — Dializabilidad de zinc (DZn(%)) del Concentrado de Hemoglobina
bovina (CHB) y los hidrolizados obtenidos a partir de la accion de Protex 6L (P), Fungal
Protease Concentrate (FC), Protex 6L + Flavourzyme (P+F) y Fungal Protease
Concentrate + Flavourzyme (FC+F). Diferentes letras indican diferencia significativa
entre las muestras (p < 0.05).

Uno de los motivos por los cuales algunos hidrolizados promueven mas la
disponibilidad del Zn enddgeno que otros, probablemente radica en la naturaleza
aminoacidica de los péptidos generados, ya que se ha visto en forma in vivo que ciertos
aminoacidos quelantes presentes en los péptidos mantienen solubles al Zn dejandolo mas
disponible para la absorcion a nivel intestinal (Salgueiro et al, 2000). Entre estos
aminoacidos se pueden destacar la Metionina, Cisteina e Histidina. Cabe aclarar que la
hemoglobina posee un elevado contenido de Histidina (tres veces mas que la caseina
hidrolizada) (Aubes-Dufau et al, 1995). Por lo tanto, este aminoécido podria estar jugando
un rol clave en la DZn(%) y la hidrdlisis contribuiria a la exposicion o liberacion de

fragmentos peptidicos con estos péptidos quelantes.
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IV.2.b.3 Relacién Fe — Zn:
En la Figura IV.35, se muestra en forma esquematica la DFe(%) y la DZn(%) obtenida

para cada hidrolizado.
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Figura IV.35 — Dializabilidad de hierro (DFe(%)) y zinc (DZn(%)) de los hidrolizados
obtenidos a partir de la accion de Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC),
Protex 6L + Flavourzyme (P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F).
Diferentes letras indican diferencia significativa entre las muestras (p < 0.05).

Para los hidrolizados obtenidos (excepto FC), se puede apreciar que la disponibilidad
de ambos metales tiene una tendencia opuesta. Es decir, aquellos hidrolizados en los que se
obtuvo una alta dializabilidad de Fe se obtiene una baja dializabilidad de Zn y viceversa. A
modo de ejemplo se puede ver que para el hidrolizado de P se obtuvo el menor valor de
DFe(%) y uno de los mayores valores de DZn(%), mientras que para el hidrolizado de P+F
ocurrid lo contrario.

El hidrolizado obtenido con FC+F fue el que presento el mayor valor de DZn(%) y uno
de los valores mas altos de DFe(%). Por lo tanto, dicho hidrolizado seria en principio el

mas conveniente para promover la disponibilidad de ambos minerales.

IV.2.c Conclusiones parciales:

e La Capacidad Trolox equivalente (TEAC) de los hidrolizados fue casi tres veces
superior a la de la muestra sin hidrolizar (CHB). Los mayores valores de TEAC
correspondieron a las muestras mas hidrolizadas (P+F y FC+F). Esto sugiere que la
protedlisis enzimatica es una buena alternativa para aumentar la AO, y que cuanto
mayor es la generacion de especies proteicas de bajo PM mas elevada es la TEAC

obtenida.
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Para este sustrato en particular (CHB), no se obtuvo una relacion directa entre la TEAC
y el grado de hidrdlisis (GH), lo que indica que si bien el GH puede afectar
notablemente las propiedades antioxidantes de los péptidos obtenidos, éste no es el
unico factor influyente (secuencia aminoacidica de los péptidos, etc).

Los valores de .« se correspondieron con los resultados de TEAC, obteniéndose los
mayores valores para P+F y FC+F y el menor valor para CHB. Por lo tanto, y como se
menciond anteriormente, una mayor generacion de especies proteicas de bajo tamafio
molecular contribuye con el aumento de AO.

Para el caso de la velocidad inicial (Vy), el mayor valor correspondid al hidrolizado
P+F, indicando que los productos de hidrolisis presentes en esta muestra reaccionan
mas rapidamente con el radical cation ABTS"- que los de los demés hidrolizados o del
sustrato. El menor valor de V se obtuvo para CHB. Por otro lado, los valores de V, de
FC y FC+F no difirieron significativamente entre si, por lo que las especies presentes
en estos dos ultimos hidrolizados actuarian con la misma rapidez frente al radical
cation ABTS .

A medida que se incrementd la concentracion proteica la actividad antioxidante tanto
del sustrato como de los hidrolizados aumento, presentando un comportamiento del
tipo asintdtico. El hidrolizado de mayor AO (ICsy mas baja) fue FC+F, y el que mostro
menor AO (ICsyp mas alta) fue el obtenido con la enzima FC. El valor de 1Csy obtenido
para el CHB fue casi 10 veces superior al obtenido con el sistema FC+F, lo que
demuestra la baja capacidad antioxidante que posee el sustrato frente al radical catién
ABTS™. Por lo tanto, el empleo secuencial de proteasas es una buena estrategia para
incrementar y optimizar la potencia antioxidante de una determinada proteina.

Se obtuvo una buena correlacion entre los valores de TEAC y los tamaios promedio de
la cadena polipeptidica (PCL), para cada muestra. Con los hidrolizados se pudo ver que
a medida que el PCL aument6 la TEAC disminuy6. Por lo tanto las especies mas
activas o responsables de una mayor actividad antioxidante serian las de bajo PM. Lo
que fue confirmado posteriormente en el fraccionamiento por PM.

Exceptuando el hidrolizado P, la fraccion con mayor TEAC fue la de PM < 5kDa
(Permeado). De esta manera qued6 de manifiesto que la elevada actividad antioxidante
fue dependiente de la distribucion de los tamafios moleculares.

Dentro de la fraccion PM < 5kDa, la mayor TEAC se obtuvo con el hidrolizado FC+F,
siguiéndole en orden significativo la del hidrolizado P+F. Por lo tanto cuanto mayor es

la actividad endo-exopeptidasa mayor es la TEAC obtenida.
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e Por otro lado si bien la TEAC es mayor cuanto mayor es la accion endo-exopeptidasa,
el valor de PCL es practicamente el mismo para las tres fracciones (exceptuando P). Lo
que indica que no so6lo influye sobre la actividad antioxidante el tamafio molecular de
los productos sino también la secuencia aminoacidica de los péptidos generados.

e Para todos los hidrolizados, el aminoacido que se encontrdé en mayor proporcion fue la
Fenilalanina, lo que podria sugerir que este aminoacido contribuiria de manera
significativa en la accion antioxidante de los hidrolizados

¢ En base a estos resultados se puede decir que posiblemente los hidrolizados de CHB, y
particularmente las fracciones de bajo PM, contengan algunos sustratos donadores de
electrones y/o grupos hidrogenos que puedan llegar a reaccionar con los radicales
libres, convirtiéndolos en productos mas estables y terminando la reaccion en cadena
de oxidacion.

e La mayor dializabilidad de Fe (DFe(%)) se obtuvo con los sistemas de hidrdlisis
secuenciales, correspondiendo el mayor valor al hidrolizado P+F. Es probable que la
pre-digestion contribuya a la liberacion de péptidos que formen complejos que
solubilicen el Fe y promuevan su dialisis o bien, las enzimas rompan estructuras que
interaccionan con el metal y le impiden dializar.

e Si bien la muestra hidrolizada con P no present6 una DFe(%) diferente del CHB, el
hidrolizado FC present6 un valor mayor de DFe(%). Esto podria estar asociado no sélo
con la leve accidon exopeptidasa que posee la enzima FC sino también con las diferentes
fracciones peptidicas generadas durante el proceso de hidrolisis, las cuales pueden
resultar promotoras o no de la DFe(%).

e Fue posible establecer una correlacion entre el GH de los hidrolizados y el valor de
DFe(%), observandose en general, que un aumento en el GH del CHB estuvo asociado
con un incremento de la disponibilidad potencial del hierro

¢ Con respecto al CHB se pudo ver que el valor de disponibilidad de Fe hallado fue bajo
(4%) y significativamente menor al de los hidrolizados (exceptuando P). Estos bajos
valores de disponibilidad potencial no se correspondieron con aquellos altos valores de
biodisponibilidad del hierro heminico de comidas carnicas. Lo que ponen de manifiesto
que la disponibilidad del Fe heminico es baja cuando es evaluada fuera de su entorno

natural que es la carne.

e Los hidrolizados presentaron valores de dializabilidad de Zn (DZn(%)) superiores al

del CHB, lo que evidencia que la proteolisis del CHB contribuy6 con el incremento de
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la DZn(%). Sin embargo, no fue posible establecer una relacion entre el GH y la

DZn(%).

e El hidrolizado obtenido con FC+F fue el que present6 el mayor valor de DZn(%) y
uno de los valores mds altos de DFe(%). Por lo tanto, dicho hidrolizado seria en

principio el més conveniente para promover la disponibilidad de ambos minerales
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Capitulo 3. Estudio de la incorporacion de hidrolizados de CHB en alimentos

extrudidos.

Los hidrolizados fueron incorporados a alimentos extrudidos y se evaluaron las
propiedades fisicas de los productos elaborados: expansion, volumen especifico y
resistencia a la compresion. Por un lado, se evalu6 la capacidad antioxidante post- proceso
de extrusion, de manera de estudiar tanto la influencia de la matriz en la que se
incorporaron los hidrolizados, como el efecto de la extrusion, en vista de obtener un
alimento funcional con propiedades antioxidantes. Por el otro, se estudio la disponibilidad
de minerales, Fe y Zn del producto final con el objetivo de evaluar el uso de hidrolizados

de CHB como fuente de hierro heminico.

IV.3.a Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los expandidos de maiz

elaborados con el agregado de de hidrolizados de CHB:

En la tabla Tabla IV.9 se muestran los resultados de las propiedades fisicoquimicas

obtenidos a partir los productos extrudidos.

Tabla I'V.9 — Propiedades fisicoquimicas de los productos extrudidos.

Muestra Expansion Volumen Especifico Compresion
(cm3/g) (Kg fuerza)

Maiz (M) 1,038 0,013 * 6,65+0,13° 589+0,24*
M + CHB 1,04 £0,01° 6,61 £0,19° 5,96 +0,26*"
M+P 1,038 £0,011° 6,40+£0,36° 6,08+0,22°
M +FC 1,036 £0,01* 6,35+0,32° 589+0,25°
M + P+F 1,034 +0,011° 6,44 +0,27° 597+0,24°
M + FC+F 1,036 +0,01 % 6,65+0,20° 6,05+0,26°

X £ SD. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05).

Como se puede ver la expansion, el grado de coccion (evaluado a través del Volumen
Especifico) y la resistencia a la compresion no fueron afectados por la adicion del CHB o
por la adicion de sus hidrolizados, (p < 0.05). Esta invariabilidad entre las muestras
respecto del control (M), puede deberse a que la adicion tanto del CHB como de sus

hidrolizados se realizé en una baja proporcion (0.5% P/P).
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IV.3.b Evaluacion de la actividad antioxidante de los expandidos de maiz elaborados
con el agregado de de hidrolizados de CHB:
En la Figura I'V.36 se observa la capacidad antioxidante expresada como TEAC de los

expandidos elaborados con el agregado de CHB y sus hidrolizados.
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Figura IV.36 — Capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC) de los diferentes
extrudidos de maiz con agregado de CHB y sus hidrolizados (P, P+F, FC y FC+F).

Si bien todos los hidrolizados presentaron mayor actividad antioxidante que el CHB
(Figura 1V.26, Tabla IV.6), una vez incorporados al alimento so6lo tres de los cuatro
extrudidos con agregado de hidrolizados presentd mayor actividad que el producto con
CHB, correspondiendo la mayor actividad antioxidante al expandido con agregado del
hidrolizado FC+F. Ademas, en todos los casos la AO fue superior a la obtenida para el
control (Maiz), lo que concuerda con lo reportado por Sakanaka y Tachibana (2006) para
hidrolizados de proteinas de yema de huevo incorporados a homogenatos de carne vacuna
y atin. En dicho trabajo todos los hidrolizados incorporados al sistema alimenticio modelo
tuvieron mayor actividad que la muestra sin adicioén de hidrolizados o sustrato (control).

Por otro lado, la TEAC obtenida para el expandido FC no fue significativamente
diferente respecto del expandido con agregado de CHB, lo que indica que si bien el
proceso de extrusion no anuld la actividad antioxidante del hidrolizado, la afectd
significativamente. Cabe aclarar que en el proceso de extrusion se alcanzan niveles de
temperatura y presion muy elevados, los cuales puede contribuir a la pérdida de actividad
antioxidante presente inicialmente en las fracciones proteicas, probablemente debidas a
interacciones de los péptidos con la matriz alimenticia y a la degradacion de algunos

aminodacidos (Sorbetti-Guerri & Denis, 1998).
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IV.3.c Estudio del efecto promotor de los hidrolizados de CHB en la disponibilidad de
minerales
IV.3.c.1 Dializabilidad del Fe (DFe(%)):

Como se puede observar en la Figura IV.37, no fue posible detectar Fe en los
dializados correspondientes a la muestra de maiz y a las muestras adicionadas de CHB o
los hidrolizados P y FC, empleando espectroscopia de absorcion atdomica, para cuantificar

Fe.
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Figura IV.37 — Dializabilidad de hierro (DFe(%)) de los productos extrudidos: harina de
maiz; maiz + 0.5% del Concentrado de Hemoglobina bovina (CHB) y maiz + 0.5% de
los hidrolizados obtenidos con las enzimas Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate
(FC), Protex 6L + Flavourzyme (P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme
(FC+F). Diferentes letras indican diferencia significativa entre las muestras (p < 0.05),
ND: no detectado.

No obstante, resulta oportuno aclarar que se han reportado valores de DFe(%)
superiores al 1% para productos a base de maiz comercial. Tal es el caso del estudio de
Wolfgor et al. (1996), que midieron la disponibilidad del hierro en cereales para desayuno
preparados con leche, utilizando el método de dializabilidad de Miller et al. (1981),
modificado, obteniendo un valor de DFe(%) para copos maiz comercial de 4.8%. En otro
estudio, Wolfgor et al. (2002), reportd una DFe(%) de copos de maiz sin la adiccion de
leche de 2.9%. Garcia-Casal et al. (2003), determinaron el porcentaje de hierro absorbido
de copos de maiz en humanos adultos voluntarios, en los cuales se calcul6 la incorporacion
del hierro radiactivo a la sangre. La biodisponibilidad del hierro obtenida en este estudio
fue de 2.96%. Bovell-Benjamin et al. (2000), también encontraron valores de
biodisponibilidad de Fe del 1.4% en comidas a base de maiz tipo polenta (“porridge”) en

ensayos en hombres adultos.
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Si bien la informacion de disponibilidad de Fe encontrada en la literatura corresponde a
alimentos a base de maiz, los procesos de elaboracion del producto son diferentes al
proceso de extrusion utilizado en la elaboracion del expandido de maiz. Igualmente existen
diferencias en la composicion quimica de los alimentos evaluados en los distintos estudios
(presencia de azucar en los copos de maiz, leche, etc.) y no se informa si el maiz utilizado
estaba descascarado/desgerminado o no.

También se observo que la adicion de 0.5% de CHB a la harina de maiz comercial no
se tradujo en un incremento de la DFe(%), no detectandose Fe en el dializado.

La baja DFe(%) de productos vegetales fortificados con hemoglobina (fuera de la
matriz carnica) ya ha sido reportada por algunos investigadores. Hurrell et al. (1988),
observd que el agregado de hemoglobina a una comida de maiz (“porridge”), no
incremento la absorcion de hierro en estudios en humanos sometidos al examen. Posibles
interacciones entre el CHB y las proteinas de la matriz alimentaria (maiz), como la
ausencia de proteinas carnicas promotoras de la disponibilidad del Fe pueden explicar estos
resultados. Weinborn et al. (2008), encontraron que la biodisponibilidad del hierro
heminico (evaluada en humanos), se ve afectada negativamente por algunas proteinas

vegetales tales como los aislados de proteina de soja.

Como se puede observar en la Figura 1V.37 para el caso de los extrudidos fortificados
con los hidrolizados P y FC tampoco se detectd Fe en los dializados, mientras que so6lo
para los expandidos fortificados con los hidrolizados P+F y FC+F se logré obtener valores
de DFe(%) que fueron de aproximadamente 10%, correspondiendo el mayor valor al
expandido de maiz con agregado del hidrolizado FC+F. Estas diferencias en la DFe(%)
estan ligada principalmente al tamaino y caracteristicas de las fracciones peptidicas
generadas y a las interacciones de estas con los diferentes componentes del producto. Los
péptidos generados durante la protedlisis de las globinas mantienen soluble al hierro
heminico evitando su polimerizacion al pH neutro en el sitio de absorcion (duodeno), lo

que favorece su estado soluble y disponible para ser absorbido.
IV.3.c.2 Dializabilidad del Zn (DZn(%)):

Como se puede observar en la Figura IV.38 los valores de DZn(%) obtenidos para el
CHB vy los distintos hidrolizados son significativamente superiores al del maiz. Sin
embargo, solo con el hidrolizado FC se logrd obtener un valor superior de DZn(%)
respecto del CHB, mientras que para las demds muestras no se hallaron diferencias

significativas, a excepcion de la muestra con FC+F, que presentd menor DZn(%).
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Figura 1V.38 — Dializabilidad de zinc (DZn(%)) de los productos extrudidos: harina de
maiz; maiz + 0.5% del Concentrado de Hemoglobina bovina (CHB) y maiz + 0.5% de los
hidrolizados obtenidos con las enzimas Protex 6L (P), Fungal Protease Concentrate (FC),
Protex 6L + Flavourzyme (P+F) y Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme (FC+F).
Diferentes letras indican diferencia significativa entre las muestras (p < 0.05).

IV.3.d Conclusiones parciales:

El agregado de CHB o sus hidrolizados no modificé las propiedades fisicas de los
expandidos respecto al control (Maiz), debido al bajo nivele de reemplazo usado.

En todos los casos, el agregado de CHB o hidrolizados resulté en una mayor actividad
antioxidante frente al control (Maiz).

Si bien todos los hidrolizados presentaron mayor actividad antioxidante que el CHB,
una vez incorporados al alimento so6lo tres de los cuatro extrudidos con agregado de
hidrolizados presentaron mayor actividad que el producto con CHB, correspondiendo
la mayor actividad antioxidante al expandido con agregado del hidrolizado FC+F.

La TEAC obtenida para el expandido FC no fue significativamente diferente respecto
del expandido con agregado de CHB, lo que indica que si bien el proceso de extrusion
no anulo la actividad antioxidante del hidrolizado, la afectd significativamente.

La adiciéon a la harina de maiz comercial de 0.5% de CHB no se tradujo en un
incremento de la DFe(%), no detectindose Fe en el dializado al igual que para el
control.

En ausencia de las proteinas carnicas promotoras de la disponibilidad, el Fe heminico
no present6 buena DFe(%).

So6lo para los expandidos fortificados con los hidrolizados P+F y FC+F se logro
obtener valores de DFe(%) que fueron de aproximadamente 10%, correspondiendo el

mayor valor al expandido de maiz con agregado del hidrolizado FC+F.
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e [Estas diferencias en la DFe(%) estan relacionadas al tamafio y caracteristicas de las
fracciones peptidicas generadas y a las interacciones de estas con los diferentes
componentes del producto.

e Los valores de DZn(%) obtenidos en los expandidos con agregado del CHB y de los
distintos hidrolizados son significativamente superiores al del maiz. Pero sélo en las
muestras con agregado del hidrolizado FC se logré obtener un valor significativamente

superior de DZn(%) respecto a las muestras con CHB.
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V - CONCLUSIONES GENERALES

¢ Con la metodologia utilizada se pudieron obtener hidrolizados con mayor solubilidad
que el sustrato en la region del punto isoeléctrico. Aunque a pH 4.5 se observéd una
disminucién significativa en la solubilidad de todos los hidrolizados respecto del
Concentrado de hemoglobina bovina, mientras que a pH 9.5, s6lo la solubilidad del
hidrolizado de Protex 6L fue significativamente mayor respecto de las demas

muestras.

¢ El Concentrado de Hemoglobina Bovina presentd los mayores porcentajes de Fe
extraido a todos los pHs. A medida que el pH de extraccion disminuye, también lo
hace la proporcion de hierro extraido. Esta variacion en el porcentaje de hierro
extraido estaria relacionada con la solubilidad del grupo hemo, la cual no soélo
dependeria del pH de extraccion sino que también de la naturaleza de las fracciones
peptidicas generadas durante el proceso enzimatico, cuya solubilidad también es un

factor muy importante.

e A pH 4.5 el uso de la enzima Protex 6L, permitié concentrar el hierro respecto del
Concentrado de Hemoglobina Bovina y los demas hidrolizados. Esto indica que
dicho extracto posee péptidos capaces de mantener soluble al hierro heminico a pH

4.5.

¢ El color de los diferentes extractos estuvo comprendido entre el rojo y el amarillo, en
sus distintas tonalidades. Los diferentes parametros de color (L*, a*, b*, H* y C¥),
variaron segun el pH de extraccion. A pHs alcalinos (9.5) se obtuvieron muestras
mas oscuras y amorronadas, mientras que a pH 4cidos las muestras adquirieron un
color amarillento. Esta variacion color — pH estuvo ligada al contenido de Fe

presente en cada extracto.

e La Capacidad Trolox equivalente de los hidrolizados fue casi tres veces superior a la
de la muestra sin hidrolizar. Los mayores valores de Capacidad Trolox equivalente
correspondieron a las muestras obtenidas con la hidrolisis secuencial. Esto sugiere
que la protedlisis enzimatica es una buena alternativa para aumentar la actividad
antioxidante, y que cuanto mayor es la generacion de especies proteicas de bajo PM

mas elevada es la misma.

¢ A medida que se increment6 la concentracion proteica la actividad antioxidante tanto

del sustrato como de los hidrolizados aumento, presentando un comportamiento del
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tipo asintotico. El hidrolizado de mayor actividad antioxidante (ICsop mas baja) fue
Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme. Por lo tanto, el empleo secuencial de
proteasas es una buena estrategia para incrementar y optimizar la potencia antioxidante
de una determinada proteina.

e Se obtuvo una correlacion inversa entre los valores de Capacidad Trolox equivalente y
los tamafios promedio de la cadena polipeptidica (PCL), para cada muestra. Por lo
tanto las especies mas activas o responsables de una mayor actividad antioxidante
serian las de bajo PM. Lo que fue confirmado posteriormente en el fraccionamiento por
PM, en donde la fraccion con mayor Capacidad Trolox equivalente fue la de PM <
5kDa (Permeado). De esta manera quedd de manifiesto que la elevada actividad
antioxidante fue dependiente de la distribucion de los tamafios moleculares. Al respecto
cabe destacar que el aminodcido que se encontrd en mayor proporcion fue la
Fenilalanina, lo que podria sugerir que este aminodcido contribuiria de manera
significativa en la accion antioxidante de los hidrolizados.

e Se obtuvo una correlacion directa entre el grado de hidrolisis de los hidrolizados y el
valor de dializabilidad de Fe, correspondiendo el mayor valor de dializabilidad al
hidrolizado obtenido con las enzimas Protex 6L + Flavourzyme.

e Con respecto al Concentrado de Hemoglobina Bovina se pudo ver que el valor de
dializabilidad de Fe hallado fue bajo (4%) y significativamente menor al de los
hidrolizados (exceptuando Protex 6L). Estos bajos valores de disponibilidad potencial
no se correspondieron con aquellos altos valores de biodisponibilidad del hierro
heminico de comidas carnicas. Lo que ponen de manifiesto que la disponibilidad del Fe

heminico es baja cuando es evaluada fuera de su entorno natural que es la carne.

e Con respecto a la dializabilidad de Zn, se observd que la proteolisis produce un
aumento de la misma. correspondiendo el mayor valor al hidrolizado obtenido con las

enzimas Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme.

e El agregado del Concentrado de Hemoglobina Bovina o sus hidrolizados no modifico
las propiedades fisicas de los expandidos respecto al control (Maiz), pero si incremento
la actividad antioxidante. No obstante las diferencias de capacidad antioxidante
evaluadas antes de la extrusion se atenuan luego del proceso, correspondiendo la mayor
actividad al expandido con agregado del hidrolizado Fungal Protease Concentrate +

Flavourzyme.
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También, los expandidos fortificados con los hidrolizados Protex 6L + Flavourzyme y
Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme mostraron los mayores valores de
dializabilidad de Fe, correspondiendo el mayor valor al expandido de maiz con
agregado del hidrolizado obtenido con las enzimas Fungal Protease Concentrate +
Flavourzyme. Estas diferencias en la dializabilidad de Fe estan relacionadas al tamafio
y caracteristicas de las fracciones peptidicas generadas y a las interacciones de estas
con los diferentes componentes del producto.

Con respecto a la dializabilidad de Zn, también se observé que los valores
correspondientes a los expandidos con agregado del Concentrado de Hemoglobina
Bovina y de los distintos hidrolizados son significativamente superiores al del maiz.

El hidrolizado que una vez incorporado a la matriz alimentaria exhibi6é la mayor
actividad antioxidante y disponibilidad de hierro fue el obtenido con las enzimas
Fungal Protease Concentrate + Flavourzyme y si bien la dializabilidad de Zn no es la

mas alta, su valor no es despreciable.
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