Trabajo de Tesis para optar al Titalo de
Doctor de la Universidad Nacional del Nordeste

Quimica

Ly ol CARACTERIZACION
V) & DE PEPSINA
K \ DE SABALO
tladus lineatus)
CION e - Directorz Dra. LAURA C. LEIVA
PLICAClON IN .L""" _

Co-Diredora: DREA. SOLEDAD BUSTILLO

Lugarde trahgac

Laberatoric de Investigacicn en Proteinas (LablnFm.

Facultad de Ciencias Exactas v Naturales v Azrimensura (EafENA)-
Institute de Quimica Basicay Aplicada (IQUIBA-NEA}-
Universidad Narional del Nordeste (UNNE).

Corrientss, Corrientes, Argentina

Centro de Investizacién en Quimica Orsinica-Bislégica (QUIMOEL).

Farultad Resional Resistencia de la Universidad Temnolégica Narional (UTH-FREE)
Institute de Modelado e Innevacion Teencloaica (IMIT)

Resistencia, Chaco]

}_.

,-.\( ng;Qca. Antonella Acevedo Gomez




Figura 1.1. Ventas de enzimas industriales por sector. Fuente (Patel, Singhania, &

Pandey, 2017)

Ind. Alimenticiay
Alimentacion animal

® Detergentes y limpieza
" Textiles de cuero y pieles
® Pulpa y papel

® Industria quimica

Mejorar la digestibilidad, el sabor; la palatibilidad, la viscosidad,
» Reduccién de compuestos alargénicos

» Produccién de quesos, gelatina, hidrolizados, jugos, cervezas

» Ablandamiento de carnes

« Aditivos para mejorar la limpieza

» Sintesis de péptidos enantioselectivos

* Desgomado de seda
» Desarrollo de texturas

* Remojo
* Depelado
* Curtido

* Tratamiento de residuos

* Extraccién de colageno
* Diagnéstico

» Terapias digestivas

* Anticancer

+ Antinflamatorio

* Agentes anticoagulantes

* Recuperacién de placas radiograficas
* Biocatalizadores en sintesis quimicas
* MS - Analisis de aminodacidos

« Cultivo celular

Tabla 1.1. Aplicaciones de las proteasas. Fuente: adaptacidn de tablas extraidas de Singh
etal, 2016), Beniwal & Sharma (2014) y Jabalia et al., (2014).
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Figura 1.12. A: Imagen de folleto publicitario de fines del siglo XIX de la bebida Pepsi Cola.
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*Fabricacion de alimentos:

-Modificar y proporcionar cualidades de batido a la proteina de soja y la gelatina (Kun, 2006)
-Modificar proteinas vegetales a usar en productos de aperitivos no lacteos, para hacer cereales
precocidos (Billings, 1935)

-Hidrolizados de proteinas animales y vegetales para su uso en alimentos y bebidas saborizantes
-Industria del cuero para eliminar el vello y el tejido residual de las pieles y en la recuperacion de plata
de peliculas fotograficas desechadas al digerir la capa de gelatina que contiene la plata (Smith, 1933).
* Hidrdlisis de IgG: obtencién de fragmentos F(ab'),
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Figura 1.13. A: Esquema de accién de la pepsina sobre inmunoglobulina G. B: SDS-PAGE
de Fragmentos de IgG después de una digestion limitada por la enzima pepsina en un
estudio de curso de tiempo. La IgG y el fragmento F (ab ’2) resultante estan marcados a la
derecha. Fuente: https://rockland-inc.com/antibody-fragmentation-services.aspx.



*Agente coagulante en la fabricacidon de queso

*Extraccion de colageno

*Ensilado de pescado y salsa de pescado

*Enzimas terapéuticas

*Otras aplicaciones: caviar
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Figura 1.14. Produccién de pesca de captura mundial y produccién de acuicultura. Fuente:
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DESCARTES

50-75% -2 fileteado - salazén y ahumado = 3,17 millones de ton/afo

30-65% -2 enlatados =2 1,5 millones de ton/afio



Tabla 1.2, Compuestos de alto valor agregado encontrados en subproductos de la industria pesquera, precio de
mercado y grado de pureza.

Productos

Fuente

Pureza (% P/P)

Valor del mercado

(Euro/kg)

Acidos grasos

Algas, higado de bacalao, aceite de

50-80% del higado de

24 (como aceite

poliinsaturados caballa, residuos de carne de bacalao, 23% son w-3 purificado de higado de
(w-3y w-6) pescado PUFA bacalao)
Mejillones, almejas frescas, 0.8-2% de taurina, 2.7%
Aminodcidos libres residuos de carne de pescado de creatina (en materia n.d.
blanco, conchas de crustaceos seca)
Hasta 80% en piel, hasta
Colageno y gelatina Piel, escamas y huesos de peces 9-14
50% en escamas
60-70% en huesos, hasta
Hidroxiapatita Escamas y huesos de peces n.d.
50% en escama
Proteinas 5-35 mg/mL en sangre de
Sangre y piel de peces 5.000
anticongelantes peces de agua fria
14.000 (proteasas de
Enzimas Visceras de peces -

bacalao)

n.d.: no disponible.

PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados w-3 de cadena larga.
Fuente: Ferraro etal., 2010




OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Valorizar |la pesca vy la piscicultura del sabalo en la region a través de la recuperacion de proteasas
digestivas, de alta aplicabilidad industrial, a partir de visceras de desecho.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS
- Caracterizar el extracto crudo (EC) proveniente de las visceras (mucosa gastrica) de sabalo (Prochilodus

lineatus) en sus propiedades enzimaticas y cinéticas.

- Recuperar la enzima en un extracto, de pureza y concentracion adecuada para uso industrial, mediante un
proceso sencillo potencialmente escalable (EE).

- Aislar y purificar pepsina a partir de visceras de sabalo (PS).

- Caracterizar la enzima aislada
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Figura 1.16. Prochilodus lineatus - sdbalo

Figura 4.1.Estomago de Prochilodus lineatus. Flecha sefiala la mucosa.
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Figura 4.4. Efecto del pH sobre la actividad enzimética. Sobre el extracto crudo (EC) (#),
extracto enzimatico (EE) (H) y pepsina porcina (PP) (e) con hemoglobina acida a 372C.
Las barras representan la media + DS (n=3). * p< 0.05: EC y EE versusPP; T p<0.05: EC

versus EE.
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Figura 4.5. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica. Sobre el extracto crudo (EC)
(#), extracto enzimatico (EE) (B) y pepsina porcina (PP) (e) con hemoglobina 4cida a pH 2. Las
barras representan lamedia + DS (n=3). * p< 0.05: ECy EE versusPP; + p<0.05: EC versusEE.



Actividad

Tabla 4.1. Efecto de inhibidores y activadores en los extractos de sabalo y la pepsina porcina.

100
Actividad relativa (%)2
90 Concentracion
Extracto crudo Extracto enzimatico Pepsina porcina
80
— Control 100 100 100
9 70
‘5 €0 1mM 106,47 + 1,86 10835 + 3,84 109,92 + 4,01
-‘;‘! MgClz
T 50 5 mM 10835 + 1,13 10947 + 2,66 111,07 + 1,86
=]
]
T 40 1mM 10543 +1,76 10812 + 2,63 10565 + 1,79
s CaCl;
< 30 5 mM 106,75 + 5,23 10716 + 1,96 110,78 + 1,80
20 Pepstatina A 10 pM 357 £1.58% 2,42 0,26 ND
10
EDTA 2 mM 75,73+ 3,08* 77,77 + 6,30 * 96,12 + 1,69
0 T T T T \
0 10 15 20 25 30 PMSF 1mM 99,37 + 1,92 100,39+ 0,18 100,30 + 0,14
NaCl (%)
0,005% (P/V) 72,49 £ 532" 74,28 + 3,27* 93,55 + 2,71
SDS
0,1% (P/V) 60,15 +2,91* 56,39 + 5,73 * 81,52 + 1,16

Figura 4.6. Efecto del NaCl sobre la actividad enzimitica. Sobre el extracto crudo (4), extracto

enzimatico (B) y pepsina porcina (o) con hemoglobina 4cida pH 2 a37°C. Las barras representan
lamedia + DS (n=3). * p< 0.05: ECy EE versusPP; + p<0.05: EC versusEE.

a Estos valores representan lamedia + DS (n=3), ND: no detectable.

* p=< 0.05: ECy EE versusPP; + p<0.05: EC versusEE
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T(0) Figura 4.9. Efecto del tiempo sobre la estabilidad enzimética. Sobre la pepsina porcina (0), el
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Figura 4.8. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad enzimatica. Sobre el extracto barras representan la media + DS (n=3). * p< 0.05: EC y EE versus PP; t p<0.05: EC versus
crudo (4), extracto enzimatico (=) y pepsina porcina (e) con hemoglobina acida a pH 2. EE

Las barras representan la media + DS (n=3). * p < 0.05: EC y EE versus PP; + p<0.05:
EC versusEE.



Ensayos de uso industrial

v'Recuperacion de placas radiograficas

v'Actividad coagulante de la leche

v'Hidrdlisis de coldgeno

v'Hidrdlisis de inmunoglobulinas

v'Obtencidén de coldgeno de la piel de sabalo



v'Recuperacion de placas radiograficas
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Figura 4.10. Hidrdlisis de la gelatina de las placas fotograficas. A) Incremento neto de la
turbidez de las soluciones de extracto crudo (#-), extracto enzimatico (H), pepsina porcina
(e) y buffer glicina-HCl 0,1 M (- -) a pH 2 y 402C. Las barras representan la media + DS
(n=3). * p< 0.05: EC y EE versus PP; 1+ p<0.05: EC versus EE. B) Imagen de las placas
fotograficas al final del tratamiento.



v'Actividad coagulante de la leche

A) 700
625,1
600 -
500 f
400
300 *
wv
< 20 r
16 | "
*
12 |
o L &5 8,0
: j %
0 Con coagulacion Sin coagulacién
EC EE PP -

Figura 4.11. Actividad coagulante de la leche. A) Fuerza del cuajo (RS) de la pepsina
porcina (0O), el extracto crudo (M), extracto enzimatico (=) a pH 5, a 379C. Las barras
representan la media + DS (n=3). *p< 0.05: EC y EE versus PP. B) Fotografia de tubos
conteniendo leche, la presencia de floculos en las paredes del tubo indica coagulacion
(flecha).
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Figura 4.12. Hidrolisis del colageno tipo I de cola de rata por accién de EC, EE y EP. Calle 1:
marcadores de masa molecular (en kDa): fosforilasa (97); albumina de suero bovino (66);
ovoalbumina (45); anhidrasa carboénica (30); inhibidor de tripsina (20,1); a-
lactoalbuimina (14,4). Calle 2: Colageno control incubado con buffer 0,1 M glicina-HCI por
24h. Calle 3: Hidrdlisis con EC por 24h. Calle 4: Colageno control incubado con buffer 0,1
M glicina-HCl por 24h. Calle 5: Hidrdlisis con EE por 24h. Calle 6: Colageno control
incubado con buffer 0,1 M glicina-HCl por 24h. Calle 7: Hidrolisis con PP por 24h.
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Figura 1.13. A: Esquema de accién de la pepsina sobre inmunoglobulina G. B: SDS-PAGE
de Fragmentos de IgG después de una digestion limitada por la enzima pepsina en un
estudio de curso de tiempo. La IgG y el fragmento F (ab ’2) resultante estan marcados a la
derecha. Fuente: https://rockland-inc.com/antibody-fragmentation-services.aspx.
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Figura 4.13. Hidrolisis de inmunoglobulinas. A) Tratamiento con EC. B) Tratamiento con
EE. En ambas figuras se corresponde lo siguiente. Calle 1: marcadores de masa molecular
(en kDa): fosforilasa (97); albimina de suero bovino (66); ovoalbimina (45); anhidrasa
carbonica (30); inhibidor de tripsina (20,1); a-lactoalbumina (14,4). Calle 2: EC o EE; Calle
3: IgG incubada con buffer 0,1M glicina-HCl por 48h. Calle 4: digestion a tiempo 0 h. Calle
5: digestion a tiempo 24 h. Calle 5: digestidn a tiempo 48h.



v'Obtencidn de coldgeno de la piel de sabalo

Tabla 4.2. Composicion de la piel de sabalo en base humeda

Composicién % -base humeda (g/100g piel)

Hidroxiprolina
Humedad Proteina Grasa Ceniza (mg/g piel)
76.0
Piel de 52,5440,94 12,82+0,11  28,12+1,49 5,51+ 0,09 3,48+ 0,49
Sabalo 53.0
Los valores representan la media + DS (n=3).
Tabla 4.3. Rendimiento del colageno extraido de la piel de sadbalo en base himeda
Hidroxiprolina
Muestra Colageno (mg/g piel) Rendimiento (%)
(mg/g piel)» Figura 4.14. SDS-PAGE de coladgeno obtenido de piel de sabalo por tratamiento acido y con
adicion de EC, EE y PP. Calle 1: ASC- colageno soluble obtenido solo con acido. Calle 2:
ASC 0,53 + 0,062 4,21 + 0,492 14,92 + 1,744 marcadores de masa molecular (en kDa): a-macroglobulina (170 kDa); B-galactosidasa
(116 kDa); transferrina (76 kDa); glutamato deshidrogenasa (53 kDa). Calle 3: PSC-
PSC 062+ 009b 499 + 0 75b 17.70 + 2.65b colageno soluble obtenido con adiciéon de pepsina porcina. Calle 4: ECSC-colageno soluble
B B a obtenido con adiciéon de extracto crudo. Calle 5: EESC-colageno soluble obtenido con
dicién de extract matico.
ECSC 0,61+ 0,01 4,89 + 0,100 17,35 + 0,340 ACICION de extracto enelmatco
EESC 0,89 £ 0,05¢ 7,13 £ 0,41¢ 25,29 £+ 1,44«

Los valores representan la media + DS (n=3). 2 El factor de conversion de hidroxiprolina
a colageno utilizado fue 8, considerando que el 12,5% del colageno es Hyp (Reddy &
Enwemeka, 1996). abcLas letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de la misma columna (p < 0,05).
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ABSTRACT

Acid proteases from sdbalo stomach muocosa were recoversd using salting-out procedure. This single step pro-
duced an eneyme extract purified 1.8-fold over the code extract with a recovery of 45.1% of its initial pro-
tenlytic activity. Sibalo proteases exhibited the highest activity at 43 “C-pl1 2.0, showed pll stability between 2.0
and 5.0 and retained more than 70% of i activity after incubation at pH 7.0 for 2 h. Fish extract was unstable at
temperaiures greaber than 45 "C. lis activity was inhibited by pepsiatin A bul not by PMSF, while EDTA and SDS
showed partial inhibitory effects. Presence of CaCly, and MgCly increased the proteolytic activity, while in-
creasing concentrations of NaCl strongly decreased it In addition, compared o the acid extraction method, the
wse of sibalo enzymatic extract increased 1.7 times the yield of collagen extraction,




Obtencion y caracterizacion de
la pepsina de sabalo

Aislamiento de la pepsina

Caracterizacion de la pepsina

Qinhibicidn con pepstatina A
( Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad

( Obtencion de colageno
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Aislamiento de la pepsina

Tabla 4.4. Purificacion de pepsina de sabalo. Rendimiento

Volumen Total Actividad Total Proteina Total . ; FP*
Etapade Actividad especifica .
Purificacis U Rendimiento (%)
urificacton (mL) (Upan) (mg) (Unavs /me) (veces)
EC 310 2716 62,60 43,4 100 1
EE 236 1224 15,74 77,8 451 1,8
(NH4)ZSO4 ' ' ' ’
SPG-7511 4,8 319 3,97 80,4 11,7 1,9
SP G-75111 7,0 289 1,15 251,3 10,6 5,8
DEAE 8,0 208 0,38 547,4 7,7 12,6
* FP, Factor de purificacion.

Se preparo EC. a partir de 60 estdmagos de sabalos, que representan una masa de 1,3 Kg de viscera inicial, 73 g de
mucosa gastrica, que rinden 63 mg de proteina inicial.



[Caracterizacién de la pepsina ] ' 95 pH
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[ Caracterizacion de la pepsina }
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Figura 4.20. SDS-PAGE de colageno obtenido de piel de sabalo por tratamiento acido y
con adicién de PP y PS Calle 1: marcadores de masa molecular (en kDa): fosforilasa
(97); ovoalbuiimina (45); anhidrasa carbdnica (30); inhibidor de tripsina (20,1). Calle 2:
PSPC- colageno soluble en acido con la adicién de pepsina de sabalo. Calle 3: PSC-
colageno soluble en acido con la adicién de pepsina porcina.

Tabla 4.5. Rendimiento del colageno extraido de la piel de sdbalo en

base hiimeda por tratamiento 4cido con la adicién de PP y PS

Hidroxiprolina Rendimiento
Muestra Colageno (mg/g piel)
(mg/g piel) (%)
PSC 0,78 £ 0,132 6,22 £ 1,002 19,9 * 3,202
PSSC 1,13 = 0,35" 9,01 £ 2,77° 28,9 £ 8,90°

Los valores representan la media = DS (n=3). # El factor de
conversion de hidroxiprolina a colageno utilizado fue 8, considerando
que el 12,5% del colageno es Hyp (G. Kesava Reddy & Enwemeka,
1996). 2bc Las letras indican diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de la misma columna (p< 0,05).



Conclusiones finales

Tanto la pepsina aislada como los extractos reunen propiedades atractivas para su uso industrial, principalmente
en la extracciéon de colageno de la propia piel del sabalo.

Este pescado, el cual representa el 50-90% de la biomasa total de peces en la cuenca del rio Paranad, y entre el 75-
85% de las capturas totales de la pesca artesanal, tiene un bajo nivel de pepsina, no obstante, la simplicidad de
preparacion del extracto rico en esta enzima, vuelve de interés el aprovechamiento de su viscera.

Teniendo en cuenta el impacto econédmico del sabalo en las pesquerias de América del Sur, el uso de su piel para
la extraccion de colageno utilizando un extracto de enzimatico estomacal del mismo pez es una opcidn atractiva
para la region, a pesar del hecho de que la piel del sabalo tiene una baja cantidad de colageno. Esta opcién podria

representar un doble beneficio: econdmico y ambiental, al generar valor agregado a un residuo cuya disposicion
final causa polucién.



