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Prologo

El presente libro se titula: “Investigaciones Biolégicas, Agricolas y Ambientales de México,
Volumen II”. Ha sido conformado por un grupo de estudios experimentales y de extension, enfocados
la generacion de nuevos conocimientos.

El libro esta conformado por tres sesiones. La primera: “Investigaciones biolégicas” agrupa
trabajos con microorganismos promotores del desarrollo, estudio de potencial antifingico y antagonistas
de microorganismos y extractos vegetales. La segunda sesién: Investigaciones agricolas” aglutina el
quehacer cientifico para la produccion de hortalizas y cereales, principalmente en condiciones
experimentales de campo abierto. Estas investigaciones contribuyen a la seguridad y soberania alimentaria
nacional y a la mitigacién de impactos de condiciones edafoclimaticas estresantes. La tercera seccion
“Investigaciones ambientales” confirma la importancia de cereales adaptables a condiciones climaticas
desfavorables. Ademas otro de los trabajos aborda del uso de los manglares para la funcionalidad vy
estabilidad de ecosistemas costeros. En esta seccion también se presenta una contribucion que enfatiza
en la importancia de la actividad fungica en el saneamiento de suelos ante la presencia de metales pesados.

Se agradece a todos los autores de los respectivos capitulos, en su mayoria investigadores
nacionales de la Secretarfa de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacién (SECIHTI) adscritos a
diferentes centros de Educacion Superior de los Estados Unidos Mexicanos. Gracias a su quehacer
cientifico generan productos que, en medios como este, amplian las capacidades y posibilidades de acceso
universal al conocimiento. Un reconocimiento especial a los miembros del Cuerpo Académico
Consolidado ITVAYA-CA-3, del Tecnolégico Nacional de México, Campus Valle del Yaqui, por
su contribucién a las tres secciones aqui agrupadas.

Los autores
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Capitulo 4

Caracterizacion Biofisica de autohidrolizados de calamar
gigante (Dosidicus gigas) mediante dispersion de rayos
X de angulo pequeiio

Recibido en: 14/04/2025 Francisco Cadena Cadena
Aprobado en: 20/04/2025 Joe Luis Atias Moscoso’
q 10.46420/9786585756563cap4 Ofelda Pefiuelas-Rubio

Leandris Argentel-Martinez
Dulce Alondra Cuevas Acufia
José Reyes Gonzalez-Galaviz

Aldo Fraijo-Valenzuela

INTRODUCCION

En todo el mundo se producen anualmente grandes cantidades de residuos procedentes de la
transformacion del calamar. Visceras, cabezas, aletas y piel representan mas del 40% del peso total de
este producto pesquero (Lee; Lian, 2010). El principal componente de los subproductos del calamar son
las proteinas, que representan entre el 72 y el 77% de la masa sélida total (Lian et al., 2005).

Los hidrolizados de proteinas son derivados de proteinas que se descomponen en péptidos de
distintos tamanos, que contienen aminoacidos esenciales utiles para fines industriales como la acuicultura
o la alimentacion animal (Lee; Lian, 2010; Lin; Ba-fang, 2006). El peso molecular de los hidrolizados de
proteinas esta relacionado con sus caracteristicas fisicoquimicas, como la solubilidad, la viscosidad, el
sabor y la capacidad de formar espumas y emulsiones (Caessens et al., 1999; Zhongrui et al., 2013).

El parametro empleado habitualmente para controlar la hidrdlisis de una proteina es el grado de
hidrélisis (GH), definido como el porcentaje de enlaces peptidicos escindidos, que depende de la
composicién en aminoacidos de la materia prima (Nielsen et al., 2001). Un grado de hidrélisis (GH) entre
el 1% y el 10% mejora las propiedades funcionales de los hidrolizados. Un GH de hasta el 10% se utiliza
para alimentos especiales, y un GH del 40% puede utilizarse para producir hidrolizados tutiles como
productos esenciales (Vioque et al., 2001).

El alto contenido proteinico de los subproductos del procesado del calamar los hace adecuados
para la hidrélisis proteolitica, generando péptidos y aminoacidos libres (Lian et al, 2005). La
caracterizacion de la estructura del hidrolizado es necesaria para comprender los cambios
conformacionales que sufren las proteinas en diferentes condiciones de hidrolisis. La estructura de

algunas protefnas se ha investigado mediante dispersiéon de rayos X de angulo pequefio (SAXS) en una

* Autor cotrespondiente: jarias.moscoso@itvy.edu.mx
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técnica bien establecida que ha sido util en el estudio de las propiedades estructurales de las proteinas
(Park et al., 2009; Putnam et al., 2007). La dispersion de rayos X de soluciones de proteinas tiene un alto
potencial en el estudio de cambios conformacionales biolégicamente importantes en moléculas de
proteinas y sus fluctuaciones estructurales en condiciones fisiolégicas (Park et al., 2009). Un patrén de
dispersion en solucion representa un promedio de un conjunto de estructuras proteicas que son libres de
fluctuar y, por lo tanto, no contiene informacion suficiente para reconstruir una estructura tridimensional
completa (Putnam et al., 2007).

Sin embargo, los datos de dispersién en solucién contienen una cantidad significativa de
informacién, util para diversos estudios de conformaciones de proteinas (Putnam et al., 2007). La
dispersion de rayos X de proteinas se ha utilizado para la determinacién de interacciones entre actina y
péptidos de unién a actina intrinsecamente desordenados (Didry et al., 2012), asi como para la evaluacion
de promedios ensamblados y rotacionales de mioglobina y lisozima (Patk et al., 2009). En el presente
trabajo se presenta un estudio sobre la influencia del pH en el peso molecular de los autohidrolizados y

se analizan sus formas principales mediante SAXS.

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Los subproductos frescos del procesamiento de calamar (Dosidicus gigas ), consistentes en cabezas
y aletas, se obtuvieron de muestras de calamar gigante capturadas a mano con potera y compradas a
pescadores locales (Bahfa de Kino, Sonora, México) en mayo de 2017. Los subproductos fueron
transportados en hielo al laboratorio dentro de las 24 h siguientes a su captura. Las cabezas y aletas se
retiraron manualmente, se cortaron en trozos pequefios, se empacaron en bolsas de polietileno y se

almacenaron a una temperatura de congelacién (-25°C) para su posterior procesamiento.

Preparacion de hidrolizados de proteinas

Los hidrolizados de proteinas se prepararon segun lo descrito por Lian et al. (2005). Se utilizo la
actividad de la proteasa endégena para la autolisis. L.as muestras se homogeneizaron en una proporcion
1:1 con agua y se dividieron en dos grupos. Cada mezcla se ajusté a pH 5,0 o pH 7,0. Ambos grupos se
trocearon, se colocaron en vasos de precipitados de acero inoxidable y se incubaron a 55°C durante 2 h.
Se tomaron alicuotas de 200 ul. cada 30 minutos y se inactivé la actividad proteolitica endoégena
calentando a 100°C durante 5 minutos. El sobrenadante que contenia los hidrolizados se separé por
centrifugacién a 6000 X g durante 1 hora, se liofiliz6 (LABONCO Freeze Dry/Shell Freezeze System,
Freezone 12, EE.UU., n° de catdlogo 77535-10) y se almacené en bolsas selladas de polietileno a 24 *
1°C.

| 41 ]



Investigaciones Bioldgicas, Agticolas y Ambientales de México, Volumen 11

|
A

]
Wit s | pu7 e

Calamar § / E \ o | et

gigante

\;,.;;;55-“ X 2h

PHY E Jssc o

Ajuste de H Autdlisis
pH

Liofilizado
\_’

Hidrolizado

Figura 1. Proceso de produccion del hidrolizado.

Grado de hidrolisis

El grado de hidrélisis (GH) se investigd segun el método modificado descrito por Noman et al.
(2018), con ligeras modificaciones. El volumen de NaOH se utiliz6 para calcular la cantidad de grupos
amino libres. El contenido de nitrégeno total se analizé segin el método Kjeldahl estandar (AOAC,

1995). El porcentaje de grupos amino libres y el GH se calcularon de la siguiente manera:

VxCx0.014007

Grupos aminos libres (%) = W x 100

donde V (ml) es el volumen de NaOH (0,1 N) afiadido, C es la concentracion de la solucion utilizada

para la valoraciéon (0,1 M NaOH) y W (g) es el peso de la muestra.

Modelizacion con SAXS

Las mediciones se realizaron mediante un Rigaku MicroMax +002 integrado para un generador
de rayos X, 3 agujeros de alfiler, 2 camaras a 1,50 m para SAXS y 0,5 m para WAXS, un sensor para la
recogida de rayos difractados con una interfaz informatica. Las muestras (5% p/v) se prepararon a partir

de hidrolizados liofilizados con agua tridestilada, se homogeneizaron y se colocaron en capsulas capton.
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Se montaron alicuotas de 700 pl de cada hidrolizado en el soporte interior de la camara para SAXS. Se

realizaron mediciones a los 3600, 7200 y 10800 segundos.

Generador de rayos X

. 'S b i s—
/ Muestra de Hidrolizados )

A\
LI \/ L

Figura 2. Evaluacién de los hidrolizados mediante la técnica de rayos X.

Andlisis de datos

El disefio estadistico utilizado para caracterizar los hidrolizados de subproductos de calamar
jumbo se empled para minimizar la variacion en las repeticiones. Los datos comunicados son la media de
al menos tres determinaciones. Las mediciones variaron en un 5% (Mitchell y Glover 2008). Las

diferencias significativas (p < 0.05) entre muestras se evaluaron mediante la prueba t de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION
Grado de hidrolisis

Se prepararon hidrolizados de subproductos de calamar jumbo (cabezas, tenticulos y aletas)
sometiendo la proteina a un proceso de autohidrdlisis a pH 7 y 5. Se detect6 la liberaciéon gradual de
péptidos en ambos sistemas (Figura 3). En ambos sistemas se detecté una liberacion gradual de péptidos
(Figura 3). Se observé un mayor aumento de la hidrolisis en 120 min, correspondiente a una DH del 13%
a pH 7.0 y del 10.5% a pH 5.0. Se detectaron valores diferentes durante la hidrélisis de fuentes marinas
similares (Lian et al., 2005) , que son inferiores a los comunicados para los hidrolizados de calamar gigante.
La hidrolisis de las visceras, la piel, las aletas y las cabezas fue de aproximadamente un 20% de DH, como
se informo en (Lian et al., 2005) . En el presente estudio, el grado de hidrélisis puede haber aumentado
debido al uso de las visceras, ya que éstas tienen un alto contenido de enzimas proteoliticas (Guadix et
al., 2000) ; esta enzima proteolitica adicional ayuda a conseguir una mejor hidrolisis de las proteinas. Altos
valores de DH (30% a 50%) fueron reportados por Gimenez 2009 para hidrolizados de calamar gigante,
y estos hidrolizados fueron producidos a partir de visceras gelatinosas, donde los procesos para la
obtencién de gelatina consisten en separar inicamente la proteina que tiene la capacidad de formar
gelatina; de esta manera se logran hidrolizados con un alto grado de hidrélisis mas facil (Gimenez et al.,

20092; Gimenez et al., 2009b).
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La Figura 3 muestra los valores del grado de hidrélisis para ambos tratamientos. El grado de
hidrélisis para el tratamiento a pH 7 fue mayor que para el tratamiento a pH 5. Este valor fue del 13%
GH, y para el tratamiento a pH 5, fue del 10.5%. La raz6n de este comportamiento es que la actividad
proteolitica en el musculo del calamar gigante (cabezas, tentaculos y aletas) fue a pH 6 y pH 10, lo que
sugiere que las proteasas acidas y alcalinas siempre estan presentes en las partes del calamar; sin embargo,
en diferentes proporciones (Ezquerra et al.,, 2002) , esto esta relacionado con el pH postmortem del
calamar, que tiene un pH inicial de 6,7 para el musculo del manto de Doszdicus gigas y de 6,0 para Gonatopsis
borealis (Ohashi et al., 1991; Yamanaka et al., 1995) . Cada especie de calamar tiene un sistema enzimatico
unico, y muchos autores indican que el contenido de enzimas es acido y alcalino (Lian et al., 2005) . Sin
embargo, el sistema enzimatico proteolitico de Dosidicus gigas es mayoritariamente alcalino (Ezquerra et

al., 2002; Gimenez et al., 2009a; Ohashi et al., 1991) , lo que podria explicar la diferencia entre los

tratamientos.

14
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Figura 3. Efecto del tiempo y el pH en el grado de hidrélisis (GH) de los hidrolizados de proteina de
calamar. Las muestras en circulo estan a pH 5 y las muestras en triangulo estan a pH 7.

Modelado SAXS

El perfil SAXS experimental de una macromolécula en solucion es la diferencia entre la dispersion
de la solucién con y sin la protefna. Asi pues, el perfil es aproximadamente igual a la diferencia entre las
intensidades de dispersion de la macromolécula y el disolvente en el mismo volumen (Figura 4) (Forster
et al., 2008).

El perfil de dispersion registrado proporciona informacién sobre la estructura global y la

conformaciéon de las moléculas estudiadas (Lipfert y Doniach, 2007) . Para la reconstruccién, los
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parametros mas frecuentemente extraidos de un perfil SAXS para una biomolécula en solucion (que esta
suficientemente diluida para evitar los efectos de la interferencia entre particulas) son el Rg y la intensidad
de dispersion frontal I (0). Se obtienen a partir de la férmula de Guinier para una pequefia transferencia
de momento ¢ (g = 4n sin(0)/}), donde 20 es el dngulo de dispersion total y donde A es la longitud de
onda de los rayos X ), trazando In(I (¢)) frente a q’y ajustando la pendiente y el intercepto (Glatter y
Kratky, 1982; Guinier, 1939) . Ryes una caracterizacion sin modelo del tamafio molecular, e I (0) puede

relacionarse con el peso molecular de la siguiente manera:

L(0) = xc (Ag)” MW)@')

donde x es una constante de proporcionalidad que puede determinarse a partir de la medicién de un
patrén de peso molecular (por ejemplo, una proteina de peso molecular y concentracion conocidos), ¢ es
la concentracién de la macromolécula, Ap es el contraste de densidad electrénica media de la molécula y

MW es el peso molecular.

HP PH=7 HP PH=5
SAXS 150.5cm SAXS 150.5cm
—— 3600 seg — ;ggg seg
—— 7200 seg —_— seg
10800 seg 10800 seg

1000

Intensidad
Intensidad

W»e-.\ ”
100 Wi q;lmw\‘

ﬂ,;)ﬂ 0,1 0,61 0,1
qlA’] gl

Figura 4. Coleccion de rayos X difractados para ambos tratamientos de hidrolizados de proteina de
calamar.
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Tabla 1. Relacién de pendiente y modelo de caracterizacion del tamano de las particulas en funcién
del tiempo de exposicion para cada tratamiento.

Tratamientos Tiempo (s) Pendiente (m) (Re)[A]
3600 23.229 8.3478
pH5 7200 22.572 8.2289
10800 24.46 8.5662
3600 28.378 9.2268
pH7 7200 28.806 9.2961
10800 30.198 9.5180

(Rg)[A]: Modelo de granulométrica.

De entrada, a partir de la Figura 2, que muestra las graficas de I vs. Q, se observa un
comportamiento cualitativo diferente en los sistemas con pH 5y pH 7, es decir, en el sistema con pH 5,
se observa que las curvas de I para los diferentes tiempos (3600, 7200 y 10800) de exposicién se cruzan
de forma irregular durante todo el tiempo de exposicion, abarcando el intervalo de Guinnier, lo que se
refleja en las pendientes obtenidas para el tiempo respectivo (Tabla 1), discrepando ligeramente con la
relaciéon de proporcionalidad directa entre la pendiente y el tiempo; Tal comportamiento no ocurre
cuando el sistema contiene un pH de 7, como se muestra en la Figura 2, lo que también se refleja en la

verificacion de una proporcionalidad directa entre la pendiente y el tiempo (Tabla 1).

CONCLUSIONES

Este estudio demostré que el pH influye significativamente en la eficacia de la hidrélisis y en las
propiedades estructurales de los hidrolizados de subproductos del calamar gigante. .a mayor GH a pH
7 confirma el predominio de proteasas alcalinas en Dosidicus gigas , mientras que la menor GH a pH 5
sugiere una menor actividad enzimatica en condiciones acidas. El analisis SAXS corroboré aun mas estos
hallazgos, revelando comportamientos estructurales distintos entre las dos condiciones de pH.

Estos resultados tienen importantes implicaciones para la produccion industrial de hidrolizados
de proteina de calamar, ya que sugieren que la optimizacion del pH puede mejorar el rendimiento de la
hidrolisis y las caracteristicas de los péptidos. Futuros estudios podrian explorar el uso de enzimas
exdgenas o tratamientos combinados de pH para mejorar atin mas la eficiencia de la hidrélisis y adaptar
la funcionalidad del hidrolizado para aplicaciones especificas (por ejemplo, péptidos bioactivos y aditivos

alimentarios).
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