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RESUMEN

Las Parvalbuminas (PA) representan un grupo importante de proteinas alergénicas que conforma
la fraccion sarcoplasmatica del musculo de pescado y que en el presente estudio fueron extraidas
de las especies jurel (Trachurus symmetricus murphyi) y lorna (Sciaena deliciosa) de acuerdo a
la metodologia propuesta por Arif S.H., Jabeen M. and Hasnain A., (2007) y analizadas mediante
técnicas electroforéticas (SDS-PAGE) y de valoracion densitométrica. Las cantidades
aproximadas obtenidas de PA fueron 6.999mg/100g en jurel y 7.329 mg/100g en lorna. El efecto
térmico a 121°C durante 0, 5, 10 y 15 minutos sobre la estabilidad de PA fue valorado en términos
de cantidades relativas (CR) referidas a muestras crudas (0 minutos) en ambas especies; el
calentamiento a 10 y 15 minutos provoco los efectos mas severos reduciendo hasta en 63.50% y
71.25% las CR de PA de lorna y jurel respectivamente. A fin de estimar el efecto luego de la
ingestion se sometid las muestras a hidrélisis enzimatica en un Fluido Gastrico Simulado (FGS)
observando valores de reduccion hasta de 83.25% en jurel y 79% en lorna, que sugieren un
posible efecto sinérgico y la conveniencia del procesamiento térmico de elaboracion de conservas
de pescado para la reduccion de la alergenicidad de PA. Los resultados del estudio fueron
realizados entre octubre 2016 y agosto 2017 y contribuyen en el campo de la inocuidad,

proteccion de la salud y nutricién del consumidor.

Palabras Clave: Pescado, Proteinas alergénicas, Parvalbuminas, Trachurus symmetricus
murphyi, Sciaena deliciosa, electroforesis SDS-PAGE, Cantidad Relativa, Temperatura, Fluido

Gastrico Simulado, Inocuidad de alimentos.



ABSTRACT

Parvalbumins (PA) represent an important group of allergenic proteins conforming the
sarcoplamatic fraction of fish muscle. PA of Pacific mackerel (Trachurus symmetricus murphyi)
and Lorna drum (Sciaena deliciosa) were extracted according with methodology proposed by
Arif S.H., Jabeen M. and Hasnain A., (2007) and analyzed by means of SDS-PAGE
electrophoretic  and densitometric assays. Approximate PA amounts obtained were
6.999mg/100g in Pacific mackerel 7.329 mg /100g and Lorna drum. Thermal treatment at
121°C applied for 0, 5, 10 and 15 minutes affected PA stability of both species in terms of relative
quantities (RQ) referred to raw samples (0 min). Heating for 10 and 15 minutes provoked the
most drastic effects reducing even in 63.50% and 71.25% RQ of Pacific mackerel and Lorna
drum’s PA respectively. In order to estimate the effect after consumption samples were subjected
to enzymatic hydrolisis in Simulated Gastric Fluid (SGF). Values show an increase of heating
effects to 83.25% and 79% in Pacific mackerel and Lorna drum’s PA suggesting a probable
synergic effect and the convenience of thermic process of canned fish to reduce PA allergenic
effects. Results obtained from october 2016 and august 2017 contribute to food safety, health

protection and nutrition for consumers.

Key Words: Fish, Allergenic proteins, Parvalbtimins, Trachurus symmetricus murphyi, Sciaena
deliciosa, SDS-PAGE Electrophoresis, Relative Quantity, Temperature, Simulated Gastric Fluid,

Food Safety.



ZUSSAMENFASSUNG

Parvalbumins (PA) bedeuten eine wichtige Gruppe von allergenic Protein, die den sarcoplasmatic
Bruchteil des Fishmuskels gehoren. Der PA der Pazifischen mackerel (Trachurus symmetricus
murphyi) und Lorna drum (Sciaena deliciosa) wurden mit der Methodik von Arif S.H., Jabeen
M. and Hasnain A., (2007) herausgenomen und bei SDS-PAGE electrophoretic und

densitometric feinproben analysiert.

Ungefahre PA  Menge waren 6.999mg/100g in Pazifischen mackerel und
7.329 mg/100g in Lornadrum. Thermalbehandlung um 121°C wéhrend 0, 5, 10 und 15 Minuten
haben PA Stabilitdte von beiden Species in Bezug auf Relative Quantitédt (RC) betroffen, die auf
rohe Proben (0 Minute) verwiesen sind. Die Heizung in 10 und 15 Minuten hat die drastischsten
Effekten verursachtet, die sogar in 63.50% und 71.25% der Pazifischen mackerel und Lorna drum
beziehungsweise abnehmen. Um die Wirkung zu schitzen, nachdem Verbrauchsproben der
enzymatischen Hydrolyse in Simulated Gastric Fluid (SGF)
unterworfen  wurden.  Werte  zeigen  eine  Zunahme, Effekten zu  83.
25 % und 79 % in der Pazifischen makerel und dem PA von Lorna drum zuheizan
zuheizen, der einewahrscheinliche synergic Wirkung und die Bequemlichkeit des
thermischen Prozesses des konservierten Fischesvorschlagt, PA allergenic Effekten zu
reduzieren. Die Untersuchung wurde duchgefiihrt von Oktober 2016 bis August 2017. Ergebnisse

tragen zu Lebensmittelsicherheit, Gesundheitsschutz und Nahrung fiir Verbraucher bei.

Schliisselworter: Fisch, Allergenic Proteine, Parvalbumine, Trachurus symmetricus murphyi,
Sciaena deliciosa, Trachurus symmetricus murphyi, Sciaena deliciosa, SDS-PAGE
Electrophoresis,  Relative  Quantitdt, = Temperatur,  Simulierte ~ Magenflussigkeit,

Lebensmittelsicherheit.
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INTRODUCCION

Los habitos de consumo de alimentos influyen decisivamente en el desarrollo y salud del ser
humano y se asocian con algunos factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades. La
alimentacion saludable es tendencia actual a la que contribuyen los nutrientes y alimentos
funcionales procedentes en especial de los productos pesqueros, propone inclusive el
aprovechamiento de sus visceras y de los tradicionales subproductos harina y aceite de pescado
denominados actualmente “Ingredientes Marinos”. !

Sobre al reconocimiento del pescado como excelente fuente proteica y su repercusion sobre la
Seguridad Alimentaria® y la Nutricion FAO en su 14* Reunion en Bergen (Noruega), establecid
entre otras ventajas, que su ingesta representa un valor aproximado promedio de 17% de la
proteina animal consumida en el mundo.

Pertl, pais eminentemente pesquerocontribuye con su enorme riqueza ictiolégica en términos de
bienestar, ingresos —principalmente por exportacion- y modo de vida para gran parte de la
poblacion. Sin embargo, desde el punto de vista de la inocuidad alimentaria es necesario referir
que para algunos individuos alérgicos el consumo de pescado puede representar un impacto
negativo en su calidad de vida desarrollando sintomas que pueden llegar a ser severos. La
provision de alimentos sanos e inocuos al consumidor depende de la capacidad de la industria
para identificar, procesar y comercializar alimentos correctamente etiquetados y de la

reglamentacion sanitaria apropiada que establezca un adecuado manejo de riesgo de alimentos

! La International Fishery Food Products (IFFO) utiliza esta denominacion para los subproductos harina y aceite de
pescado elaborados a partir de materia prima muy fresca y conservada a bordo bajo la aplicacion de modernas
tecnologias.

2 Los ultimos informes elaborados por expertos de alto nivel, organizaciones internacionales, la industria y
representantes de la sociedad civil coinciden en destacar el enorme potencial que tienen los océanos y las aguas
continentales en la actualidad, que sera incluso mayor en el futuro, de contribuir de forma destacada a la seguridad
alimentaria y la nutricion adecuada de una poblacion mundial que se prevé alcance los 9.700 millones de habitantes
en 2050(FAO, 2016. El Estado Mundial de la Pesca y la Acuicultura. Contribucidn a la Seguridad Alimentaria y
la Nutricion para todos. FAO, 2016 -15798ES/2/01.17.

3 Durante los afios 2014 y 2015, el aporte de la captura de productos marinos en nuestro pais ha representado el
4.45% y 5.90% de las capturas a nivel mundial. FAO, 2016. FAO Global Capture Production database updated
to 2015. Summary Information. Fisheries and Aquaculture Department.



alergénicos, incluyendo la declaracion obligatoria de la etiqueta para prevenir dafios a la salud
humana, de lo cual las Autoridades Competentes son responsables* ® ©

Las PA son proteinas alergénicas del musculo de pescado que cumplen funciones fisiologicas y
resisten altas temperaturas y la digestion gastrointestinal. Ello ha motivado investigaciones
correlacionando su potencial alergénico con su estabilidad a las condiciones mencionadas. A
nivel nacional no se cuenta con informacion sobre este tema por lo cual el presente trabajo
alcanza informacion sobre el comportamiento de PA en jurel y lorna -especies pesqueras de gran
importancia comercial y nutricional en nuestro pais- ante condiciones de tratamiento térmico,
evaluando adicionalmente el efecto digestibilidad en fluido géstrico simulado (FGS).

El esquema del presente trabajo corresponde al de un estudio de investigacion, el Capitulo I
plantea el problema identificando y delimitando alergenicidad en pescado. En el Capitulo II el
marco teorico presenta informacion actualizada a nivel nacional e internacional entre otros, sobre
aspectos biologicos y estructurales de estas moléculas alergérnicas y su respuesta a parametros
de procesamiento utilizados en los procesos tecnologicos (temperatura) para la elaboracion de
alimentos. El disefio experimental y la metodologia analitica aplicada son descritas en el Capitulo
IIT mientras que en el Capitulo IV se presenta el planteamiento y contrastacion de hipotesis
informando los resultados sobre los efectos del tratamiento térmico y de la hidrélisis en FGS
sometidos a la validez de significancia estadistica. La discusion de resultados, conclusiones y
recomendaciones realizadas tienen el proposito de motivar el interés y propiciar el desarrollo de

estudios epidemiologicos sobre el tema de alergenicidad de pescado y en general de alimentos y

se describen en el Capitulo V.

4 El Reglamento 1169/2011 de la Union Europea sobre la informacion alimentaria facilitada al consumidor en
lugares de expendio pablico obliga desde 2014 a informar sobre alérgenos entre ellos, los contenidos en pescado.

5 En Chile, desde 2011 la Reglamentacién Sanitaria de Alimentos (D.S. 977/96) obliga a rotular alimentos que
contienen alérgenos

6 En Argentina la Resolucion Conjunta 57/2010 y 548/2010 de la Secretaria de Politicas, Regulacion e Institutos y
la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca (Capitulo V “Normas para la rotulacion y publicidad de los
alimentos, Articulo 235 séptimo del Codigo Alimentario Argentino “sobre el rotulado de alérgenos y sustancias
capaces de producir reacciones adversas en individuos susceptibles”.



CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1. ANTECEDENTES
La gran variedad y el volumen de recursos pesqueros nacionales favorecen la generacion de
divisas por exportacion (Tomida M. 2008) y el cumplimiento de politicas de Estado para
combatir el hambre y desnutricion, sumada la ventaja de provision de importantes
nutracéuticos como los 4acidos grasos poliinsaturados omega-3. Entre 2013 y 2016 el 24.55%
al 32.52% de los volumenes desembarcados de pescado fueron destinados al consumo
humano interno, siendo las especies de mayor consumo anchoveta, jurel, bonito, caballa, y
lorna. Entre 1990 y 2016 la ingesta anual per capita de pescado subio de 7 kg a 24.4 kg
(Ministerio de la Produccion, 2015).
El consumo de pescado es fomentado por el Ministerio de la Produccion, la Sociedad
Nacional de Pesqueria (SNP 2013) a través de campafias. En 2015 la organizacién ecologista
Oceana convoco al reconocido chef peruano Gastén Acurio para desarrollar la campafa
“Salvar los océanos y alimentar al mundo”, fomentando el consumo de pescado sin agotar
especies en vias de extincion con adecuada gestion en pro de mejor alimentacion en el mundo.
(Peru 21, 2015).
Por otro lado, el Codex Alimentarius (2007) refiere el pescado como uno de los “Los Grandes
Ocho” alimentos que provocan alergia alimentaria y emite recomendaciones que son
adoptadas por las Autoridades Sanitarias de los paises, (resalta el etiquetado preventivo) y
una Guia de Evaluacion para los Alimentos Genéticamente Modificados Cabe anotar que en
nuestra legislacion sanitaria nacional de alimentos este tema aun no se encuentra regulado y
tampoco en el area de salud se cuenta con informacion sistematizada sobre alergias
alimentarias.
De la abundante informacion sobre caracteristicas de los alérgenos pesqueros y sus efectos

en la salud humana se conoce la reactividad cruzada debida a la similitud entre estructuras



alergénicas de diversos alimentos y la exposicion repetida al alérgeno. Son usuales los casos
de alergias a una especie pesquera que responden igual a otros alimentos e inclusive a
alérgenos no alimentarios (Valenta R., Duchene M, Pettenburger K, Sillaber C., Valent
P.,1999 citados por Ferreira F., Hawranek T., Gruber P., Wopfner N., Mari A., 2004). Sin
embargo, AESAN (2007), (Thunnus alalunga), Helbling et al., 1999, referido por Lee P,
Nordlee J., Koppelman S, BAumert J and Taylor S. (2012) refieren casos de pacientes
espanoles alérgicos a una especie pescado pero que no reaccionaron adversamente al
consumir bonito del norte.

Un antecedente importante en este tema es la reduccion de la capacidad del alérgeno para
ligar el IgE por efecto de la digestion géstrica que mitiga la intensidad de los sintomas y que
se relaciona a su vez con una significativa menor absorcion. Se conoce también que los
agentes antiilcera favorecen la sensibilizacion y la fase efectora de la alergia alimentaria
debido a que impiden la digestion gastrica de la proteina. (Untersmayr, E. and Jensen-Jarolim
E., 2008).

En adicion a lo anterior, la medida del potencial alergénico esta relacionada a la union de los
epitopos (parte especifica del antigeno). Hildebrandt S, Schutte L, Stoyanov S, Hammer G,
Steinhart H, and Paschke A. (2010) demostraron que el tratamiento térmico ejerce efectos

significativos de reduccion del potencial alergénico.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. PERCEPCION E IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

Las alergias alimentarias son inmunopatologias cuya incidencia se incrementa cada vez mas
y resultan de la ingestion, contacto o inhalacion de alimentos que contienen proteinas o
glicoproteinas (alérgenos alimentarios). Bajo el enfoque de inocuidad, uno de los alérgenos

alimentarios mas importante estd conformado por proteinas de pescado PA (AESAN 2007),



sin embargo, reducir o evitar su ingesta representa prescindir de una fuente proteica de alto
valor biolégico. En este sentido la comunicacion de riesgos, en particular la educacion de los
consumidores para la eleccién de especies con bajo nivel de alérgenos, es un instrumento
importante. (FAO and Nutrition Paper 87. 2006).

Otro enfoque no menos importante que se plantea es evaluar el efecto de la aplicacion de
tratamiento térmico y su posterior digestibilidad géstrica considerando que la estabilidad de
la estructura en las proteinas alergénicas suftre alteraciones ante el tratamiento térmico y ello
repercute en su potencial inmunogénico. A fin de evaluar los cambios en la estructura proteica
de las PA de especies pesqueras jurel y lorna, se utiliza la técnica de Electroforésis “SDS-
PAGE” (Electroforésis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio).

2.2. DELIMITACION DEL PROBLEMA

Delimitacion Espacial

Las muestras analizadas fueron obtenidas de dos especies de pescado de mayor consumo a
nivel local: jurel y lorna expendidas en Terminal Pesquero Ventanilla. El estudio fue
desarrollado en los Laboratorios de Bioquimica y Biologia Molecular del Instituto de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad Nacional Agraria La Molina.
Delimitacion Temporal

El lapso necesario para desarrollar el proyecto fue un afio, desde octubre 2016 a agosto 2017.
Delimitacion Social

En Perq, los recursos pesqueros constituyen valioso recurso nutricional y de generacion de
mano de obra. Ultimamente se observa la tendencia al incremento del consumo per capita de
pescado y la consecuente mejora de los valores de ingesta de proteina de alto valor biolégico.
Es necesario ademas considerar a nivel comercial, que existe prevalencia de alergias por
consumo de pescado a nivel mundial y que las regulaciones de los mercados compradores de

estos recursos son exigentes a este respecto.



A nivel internacional la preocupacion por el tema de alergias alimentarias ha llevado a

establecer niveles de alérgenos en las regulaciones sanitarias de alimentos. Entre nuestros

paises vecinos, Chile incorpora vigilancia y control de alérgenos en alimentos.

En nuestro Pais no se cuenta con informacion sobre datos ni estudios de prevalencia sobre

pacientes que presenten alergia a las PA ni sobre estos alérgenos como sus agentes causales.

Delimitacion Conceptual

Las bases teoricas del problema fueron alérgenos: Parvalbuminas (PA) de las especies

pesqueras de mayor consumo en el pais y comercializacion a nivel mundial (jurel y lorna).

Los métodos para la extraccion y purificacion de las PA fueron técnicas quimicas,

electroforesis SDS-PAGE que permite identificar la presencia de estos alérgenos y evaluar su

estabilidad ante la aplicacion de tratamiento térmico.

La aplicacion de tratamiento térmico es una de las alternativas para desestabilizar la

estructura proteica de las PA y su habilidad de desencadenar una reaccion alérgica.

2.3. PROBLEMA GENERAL Y PROBLEMAS ESPECIFICOS

Problema General

(Se podra determinar que el efecto del tratamiento térmico produce cambios sobre la

alergenicidad de las PA en especies pesqueras de importancia nutricional en Peru: jurel y

lorna, en un estudio a ser realizado durante octubre 2016 a agosto 2017 en los laboratorios

del Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular de la UN Agraria La Molina?

Problemas Especificos

1. (qué cantidades de PA se encuentran en jurel, especie pesquera de importancia nutricional
en Pertl, desembarcada en el Terminal Pesquero Ventanilla durante octubre 2016 a agosto
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2. ;qué cantidades de PA se encuentran en lorna, especie pesquera de importancia
nutricional en Pert, desembarcada en el Terminal Pesquero Ventanilla durante octubre
2016 a agosto 2017?

3. (como determinar el efecto del tratamiento térmico a 121°C aplicado durante 5, 10y 15
minutos, sobre la alergenicidad de PA de jurel, una de las especies pesqueras de
importancia nutricional en Pert, desembarcada en Terminal Pesquero Ventanilla, durante
octubre 2016 a agosto 2017?

4. ;como determinar si el efecto del tratamiento térmico a 121°C aplicado durante 5, 10 y
15 minutos, provoca cambios sobre la alergenicidad de PA de lorna, una de las especies
pesqueras de importancia nutricional en Pert, desembarcada en Terminal Pesquero

Ventanilla, durante octubre 2016 a agosto 2017?

3. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto del tratamiento térmico sobre la alergenicidad de PA en especies

pesqueras de importancia nutricional en Peru: jurel y lorna, octubre 2016 a setiembre 2017.

Objetivos Especificos

1. Determinar el contenido de PA en jurel, especie pesquera desembarcada en el Terminal
Pesquero Ventanilla durante octubre 2016 a setiembre 2017

2. Determinar el contenido de PA en lorna, especie pesquera desembarcada en el Terminal
Pesquero Ventanilla durante octubre 2016 a setiembre 2017

3. Determinar el efecto del tratamiento térmico a 121°C aplicado durante 5, 10 y 15 minutos,
sobre la alergenicidad de PA de jurel, especie pesquera desembarcada en Terminal

Pesquero Ventanilla, durante octubre 2016 a setiembre 2017
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4. Determinar el efecto del tratamiento térmico a 121°C aplicado durante 5, 10 y 15 minutos,
sobre la alergenicidad de PA de lorna, especie pesquera desembarcada en Terminal

Pesquero Ventanilla, durante octubre 2016 a setiembre 2017.

4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION
Justificacion Tedrica
Las PA son proteinas sarcoplasmaticas abundantes en el pescado y uno de los principales
alérgenos alimentarios de nocivas repercusiones en la salud humana. No se dispone de
informacion sobre sus cantidades en especies pesqueras peruanas. Considerando que estas
proteinas son polimorficas y se distribuyen en las especies de acuerdo a patrones especificos
y de estabili dad molecular distinguida, diversos autores las proponen como biomarcadores
en especimenes de pescado calentado. El tratamiento térmico es una alternativa de reduccion
de sus niveles de alergenicidad.
Justificacion Practica
Los resultados de la presente investigacion contribuyen con informacion basica para fines de
vigilancia, control, y prevencion sanitaria en el consumo de alimentos de la pesca, para
establecer estudios de exposicion, evaluacion y manejo de riesgo—beneficio en el consumo
de pescado. El reconocimiento temprano de factores de riesgo al consumir pescado favorece
el establecimiento de medidas preventivas en sujetos con riesgo alergénico elevado.
La evaluacion del efecto producido al aplicar tratamiento térmico en la estabilidad de PA
constituye alternativa de reduccion de los niveles de alergenicidad en productos pesqueros.
Justificacion Metodologica
Para el desarrollo del presente estudio fueron aplicados métodos quimicos (de extraccion de
proteinas, proteinas sarcoplasmadticas y PA), tratamientos de calentamiento, métodos de

digestion y de separacion como la Electroforésis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida.
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Entre las caracteristicas predictivas utilizadas para evaluar el riesgo de alergenicidad de
alimentos se encuentra la estabilidad al procesamiento térmico y la digestibilidad
(FAO/WHO 2001, referido por Herman et al (2007).

Justificacion Economico Social

Perti es proveedor importante de productos pesqueros a nivel mundial. Ademas de la
contribucion del presente estudio a la prevencion de la salud y aseguramiento del consumo
de proteina de alta calidad biologica, la informacion es bésica para facilitar el comercio
internacional de productos pesqueros. Es necesario establecer informacion sobre contenidos
de PA en nuestras especies pesqueras, en relacion a los limites que han sido establecidos como
permisibles por la reglamentacion sanitaria internacional a nivel internacional, por paises en
los cuales las alergias alimentarias constituyen un problema de salud. Chile, cercano
competidor en produccion pesquera, ya ha establecido las especificaciones y restricciones

para alérgenos de alimentos en su reglamentacion de inocuidad alimentaria.

ALCANCES Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Alcances:

Se busca informar sobre un tema de prevencion de la salud publica en relacion al consumo
de alimentos pesqueros, que no ha sido desarrollado a nivel nacional y que permitira
contribuir con el desarrollo del conocimiento sobre los niveles de exposicion y reacciones
inmunoldgicas ocasionadas por la presencia de alérgenos en las especies de pescado de mayor
consumo a nivel nacional y que son nutricional y econdmicamente importantes, asi como la
alternativa de aplicar tratamientos térmicos que modifiquen su estabilidad y reduzcan su

potencial alergénico.
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Limitaciones:

En nuestro pais existe confusion respecto a alergias e intolerancias alimentarias. No existen
estadisticas sobre pacientes alérgicos al pescado, por lo cual la alergenicidad in vivo no sera
realizada en el presente estudio.

La mayoria de casos de alergia responden a sintomas de tipo respiratorio y son ocasionados
por factores ambientales. Las personas sensibles que presentan sintomas cuando consumen
pescado no acuden usualmente a un especialista ni se someten a pruebas de deteccion, lo
usual es que opten por retirar el alimento de su ingesta.

Otra limitacion se refiere a la disponibilidad permanente del recurso o especies pesqueras,
respecto a la ejecucion experimental del presente trabajo por cuanto existen épocas de veda
que son de cumpimiento legal obligatorio, y de la infraestructura de laboratorios. Estas

limitaciones podrian afectar el cumplimiento del cronograma de actividades planteadas.

6. DEFINICION DE VARIABLES

V. Independiente: Tratamiento termico (T) en tres niveles + blanco:
e Blanco (sin Tratamiento Térmico) denominado (To)
e Tratamiento Térmico a 121°C por 5 minutos (Ts)
e Tratamiento Térmico a 121°C por 10 minutos (T1o)
e Tratamiento Térmico a 121°C por 15 minutos (T1s)

V. Dependientes:
e Estabilidad al tratamiento térmico de PA de Jurel (Ej)
e Estabilidad al tratamiento térmico de las PA de Lorna (Er)
e Digestibilidad de PA de Jurel (Djy) sometidas a tratamiento térmico

e Digestibilidad de PA de lorna (D) sometidas a tratamiento térmico
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El efecto de la variable independiente fue evaluado sobre las variables dependientes, luego de
someter las muestras en FGS.

Identificacion De Las Relaciones Entre Variables

Relacionar:

e tratamiento térmico 121°C por 5 minutos (Ts) con Estabilidad de PA de jurel (Ey)

e tratamiento térmico 121°C por 10 minutos (T1o) con Estabilidad de PA de jurel (Ey)

e tratamiento térmico 121°C por 15 minutos (T1s) con Estabilidad de PA de jurel (Ey)

e tratamiento térmico 121°C por 5 minutos (Ts) con Estabilidad de PA de lorna (Evr)

e tratamiento térmico 121°C por 10 minutos (T1o) con Estabilidad de PA de lorna (Evr)
e tratamiento térmico 121°C por 15 minutos (T1s) con Estabilidad de PA de lorna (Ev)
e tratamiento térmico 121°C por 5 minutos (Ts) con Digestibilidad de PA de Jurel (Dy)
e tratamiento térmico 121°C por 10 minutos(Tio)con Digestibilidad de PA de Jurel (Dy)
e tratamiento térmico 121°C por 15 minutos(T1s) con Digestibilidad de PA de Jurel (Dy)
e tratamiento térmico 121°C por 5 minutos (Ts) con Digestibilidad de PA de lorna (Ev)
e tratamiento térmico 121°Cpor 10 minutos(T1o)con Digestibilidad de PA de lorna (ELr)

e tratamiento térmico 121°C por 15 minutos (T1s)con Digestibilidad de PA de lorna(Eyr)
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CAPITULO II. MARCO TEORICO

1. CONCEPTO: SEGURIDAD ALIMENTARIA Y NUTRICION A BASE DE
RECURSOS PESQUEROS
Nuestro mar privilegiado en riqueza y diversidad ictioldgica cuenta con mas de 737 especies
de peces (Vildoso A.; Vélez J.; Chirichigno N.; Chirinos A. 1998. IMARPE ubica la pesca
como la segunda mayor actividad mas importante. De 2009 a 2016 el desenvolvimiento de
consumo per capita de productos pesqueros procesados y frescos mostrd un crecimiento
lento pero sostenido (de 22.10 a 25.97kg), basado principalmente en pescado fresco (51.13
a 63.44% respecto a las variedades de producto procesado como enlatado, congelado y
curado).
La Seguridad Alimentaria es la capacidad de un pais para asegurar alimentos bdasicos
imprescindibles en cantidad y calidad para que la poblacion satisfaga sus necesidades de
desarrollo de una vida activa y saludable, significa el derecho a la autodeterminacion de los
pueblos para ejercer sus derechos a la alimentacion desde sus propios medios ecologicos,
socioecondmicos y culturales, garantizando el bienestar.’
Entre 2007-2008 la gran inestabilidad social, econdmica y politica afectd especialmente a
los paises en desarrollo como resultado de la crisis alimentaria mundial. En 2011
aproximadamente de 40 a 44 millones de personas fueron afectados por la carestia de
alimentos y ya se conocia que diversos problemas sociopoliticos en 33 paises fueron

consecuencia de la subida de precios en alimentos.8 9

8 http://www.bancomundial.org/es/results/2013/04/11/global-food-crisis-response-program-results-profile.
Programa de Respuesta a la Crisis Mundial de los Alimentos. Leido el 13/05/2007.

® World Bank. 2012. Global food crisis response program : progress and lessons learned. Washington DC :
World Bank. http://documents.worldbank.org/curated/en/960011468337870506/Global-food-crisis-
response-program-progress-and-lessons-learned. Leido el 13/05/2007.
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El potencial de los mares y la contribucion de la pesqueria son reconocidos por los estados
miembros de las Naciones Unidas (Sioen I. 2007). El pescado es uno de los alimentos de
mayor comercio a nivel mundial, méas de la mitad de sus volumenes procede de paises en
desarrollo. FAO y OMS (2010) son entidades internacionales que trabajan analizando y
alcanzando sugerencias y recomendaciones a los gobiernos para la formulacion de politicas
para afrontar la sostenibilidad alimentaria y nutricional a base de pescado® y aprobando
iniciativas que refuercen la seguridad alimentaria y su resiliencia (FAO,2016) !

La segunda Conferencia Internacional FAO sobre Nutricion (Roma, noviembre 2014)
establecio el compromiso de erradicar la malnutricion y transformar los sistemas
alimentarios a dietas nutritivas resaltando la importancia de los productos pesqueros
especialmente para poblaciones costeras —enfatizando grupos poblacionales de mujeres en
edad fértil y nifios-. El logro de este proposito esta ligado a la responsabilidad en la gestion

de los recursos pesqueros para garantizar una alimentacion sana y nutritiva.

2. CONCEPTO: COMPONENTES NUTRICIONALES Y FUNCIONALES DEL
PESCADO
Los datos de composicion proximal en alimentos son utiles para fines nutricionales y de
aprovechamiento integral. Por su cantidad y aporte de aminoacidos esenciales la proteina de
pescado y su cantidad es un valor constante, a diferencia de la grasa y la humedad que varian
de manera inversa (IMARPE-ITP, 1996; Ayala M., Barriga M., Placido M., Salas A., 2003).
De acuerdo al Balance mundial de contribucion de Pescado y Productos Pesqueros al

suministro de proteina, los recursos pesqueros peruanos representan 22.7% del aporte de

10 High Level Panel of Experts HLPE, 2014. La pesca y la acuicultura sostenibles para la seguridad
alimentaria y la nutricién. Un informe del Grupo de alto nivel de expertos en seguridad alimentaria y
nutricion. Junio 2014. Comité de Seguridad Alimentaria Mundial, Roma, 2014.
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proteina animal. Adicionalmente el aceite de pescado es la principal fuente de acidos grasos
omega 3 (nutracéuticos), en anchoveta (la sumatoria de C20:5 (EPA) y C22:6 (DHA)
representa un rango de 29.1 a 33.1% respecto al contenido total de acidos grasos, que es
destacado a nivel mundial). (Salas A., Ayala M., Albrecht M., 2003), Barriga M., Ayala M.,
Placido M. y Salas A., 2003). La ingesta de grandes cantidades de DHA es asociada con
menor velocidad de sensibilizacion alérgica en mujeres adultas (Schnappinger M.,
Sausenthaler S., Linseisen J., Hauner H and Heinrich J. 2009).

Ensayos de intervencion dietaria controlados al azar en adultos jovenes obesos con
sobrepeso en paises europeos (Islandia, Irlanda y Espaiia) indican que el consumo de salmén
modula los niveles de hormonas circulantes (insulina, ghrelina y leptina). Ramel A., Parra
D., Martinez J., Kiely M y Thorsdottir 1., (2009). Usydus, Z., Szlinder-Richert, J.,
Adamczyk, M., and Szatkowska, U. (2011) han sistematizado informacion respecto a las
propiedades funcionales de los suplementos de aceite de pescado en la mejora de funciones
renales después de transplantes de drganos (corazon y rifidon) asi como la mejora de las
funciones corporales en mujeres embarazadas, lactantes y la prevencion de desordenes del
sistema nervioso en nifios. Estos investigadores informan que en los ultimos 20 afios se ha
confirmado los beneficios significativos de la presencia de vitamina D3 de pescado en
especial en lugares de poco acceso a luz solar. Los beneficios de constituyentes minerales en
el pescado también son relevantes: micronutrientes como iodo, fluor y selenio, y
macronutrientes como calcio, fosforo y selenio (antioxidante esencial que regula el balance
celular (glutation peroxidasa GP1ta) y funciones de la tiroides. Waegeneers N, Thiry C, De
Temmerman L y Ruttens A. (2013), cuantificaron selenio en 800 productos alimenticios
expendidos en Bélgica, encontrando las mayores concentraciones en pescado (0.2 — 0.9
mg/kg, cantidad superior a la ingesta recomendada 60 a 70 ug/dia por el Comité Cientifico

en Alimentos de la Unién Europea).
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Sotos Prieto M., Guillen M, Sorli J, Asensio E., Gillem Saiz P, Gonzalez J y Corella D.
(2011) desarrollaron un estudio PREDIMED-Valencia con pacientes de edad avanzada
concluyendo la asociacion de alto riesgo cardiovascular con la carencia de consumo de
pescado, en tanto que en jovenes universitarias del Pais Vasco la ingesta de pescado estuvo

asociada con alto un buen perfil dietético.

MARCO LEGAL

La condicion de perecible en el pescado determina la exigencia de las condiciones para su
preservacion y utilizacion desde su extraccion. Inocuidad significa las buenas practicas de
higiene durante la manipulacion, la transformacion y su transporte o expendio y asegurando
la cadena de frio. Los riesgos de la inocuidad en productos pesqueros estan asociados a las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA).

Las alergias a productos pesqueros son reacciones adversas especificas y estimuladas en el
sistema inmunoldgico, responden a la ingestion de proteinas alergénicas que usualmente
conforman el musculo de la especie.

A nivel internacional es exigencia que los alérgenos alimentarios sean regulados en el
etiquetado, especialmente en Estados Unidos, Canadd, Europa, Australia, Nueva Zelanda,
Reino Unido y Japdn se aplica el etiquetado precautorio a fin de cautelar a consumidores
hipersensibles. Sin embargo, en paises en desarrollo las regulaciones sobre etiquetado de
alérgenos no estan bien definidas, salvo se trate de productos para exportacion. Desde 1985
Codex reconoce la declaracion como responsables de mas del 90% de alergias mundiales de
“Los Grandes Ocho” (Cereales conteniendo gluten de trigo, Crustaceos y productos, Huevos
y ovoproductos, Pescado y productos pesqueros, Mani, soya y sus productos, Leche y

productos lacteos (incluyendo lactosa), Nueces y productos de nueces y Sulfito en
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concentraciones de 10 mg/kg o mas). Algunas frutas y vegetales se encuentran involucradas

con el sindrome de alergia oral aunque este no se encuentra incluido en la lista precitada.

La introducciéon de nuevas proteinas en la cadena alimentaria y animales modificados

genéticamente puede ocasionar reacciones alérgicas a través de dos vias: reactividad cruzada

con otro alérgeno en pacientes susceptibles o como un alérgeno completamente nuevo. La

alergenicidad en alimentos genéticamente modificados fue regulada en Consulta FAO/WHO

(2002) sobre Biotecnologia e Inocuidad de Alimentos, con los siguientes criterios:

1) No debe haber gen de transferencia de alimentos cominmente alergénicos

2) Apropiadas medidas deben ser empleadas por organizaciones si algin alimento
conteniendo nuevas proteinas muestra alergenicidad

3) La identificacion de posibles alérgenos alimentarios y definicion de sus caracteristicas.

Codex (2007) regula la declaracion de alérgenos en las etiquetas de las siguientes maneras:
e “Puede contener trazas de (nombre del alérgeno)
e “Contiene trazas de (nombre del alérgeno), o

e  “Producido en una fabrica donde (nombre del alérgeno) es también manipulado

El Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar de Japon en 2002 reforz6 un sistema de
etiquetado de alérgenos para ingredientes alimentarios alergénicos que inicialmente
recomendaba etiquetar caballa y salmon, debido principalmente a la falta de métodos
analiticos armonizados para identificar proteina alergénica de pescado en alimentos.

(Shibahara Y., Uesaka, Y., Wang, J., Yamada S. and Shiomi K. 2013).

3.1 REGLAMENTACION INTERNACIONAL
En Canada el Ministerio de Salud establece las normas y politicas en materia de inocuidad
y calidad nutricional de productos pesqueros y su cumplimiento se encuentra a cargo de

la Agencia de Inspeccion. La Agencia Canadiense de Inspeccion de Alimentos esta
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supervisada por autoridades federales provinciales y locales refuerza las leyes del
etiquetado en coordinacion con asociaciones, distribuidores, procesadores e
importadores. Establece diversas acciones, entre ellas la informacion a través de su pagina

www.canada.ca/en/health-canada pudiendo disponer el recojo del producto.

En Europa los alimentos denominados Novel también pueden causar alergia (derivados

de la modificacion genética y tecnologia del ADN recombinante) La Academia Europea

de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI) promueve campaiias paneuropeas de

sensibilizacion sobre anafilaxia y reacciones alérgicas alimentarias para de promover la

educacion sanitaria, prevencion y tratamiento de las alergias alimentarias.

La agencia britanica Food Standards Agency cumple con asegurar la disponibilidad de

alimento inocuo para consumidores afectados por condiciones de alergia e intolerancia

alimentaria, sefialando advertencias proteger a este grupo de individuos: entre ellas:

1. Negociar e implementar la legislacion para mejorar controles en el etiquetado de
alérgenos en alimentos

2. Proveer de guias a la industria y reforzar entidades que propicien mayor conciencia
en el control de alérgenos alimentarios a través de la cadena de suministro.

3. Proveer consejo respecto a alergias e intolerancias en los consumidores y
distribuidores

4. Establecer investigacion cientifica e investigacion sobre el consumidor respecto a
alergias e intolerancias alimentarias para mejorar la comprension de estos aspectos

para asegurar asi que las politicas se basen en evidencia cientifica.

3.2 REGULACIONES DE LA AGENCIA NORTEAMERICANA FDA
El Acta original FDA de 1906 no disponia regulacion de ingredientes alergénicos en la

elaboracion de alimentos, ello ocasiond numerosos casos de enfermedades, por lo cual
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3.3

3.4

fue reformulada en 1938 estableciendo etiquetar todo material elaborado a partir de dos
0 mas materiales o ingredientes y declararlos por su nombre usual o comin. Esta acta
entrd6 en vigencia después que 107 personas murieron intoxicadas, estableciendo
estandares para alimentos y procedimientos para conducir inspecciones en planta;
también la informacion para consumidores alérgicos. El Acta de Proteccion al consumidor
y de etiquetado de Alimentos Alergénicos de 2004 estableci6 el listado de los alérgenos
del grupo de los ocho y sus derivados por ser responsables del 90% de problemas de salud,
estableciendo sean declarados (especialmente nueces, pescado y crustaceos) (Shravani S.
2012)

REGLAMENTACION DE LA AUTORIDAD SANITARIA UNION EUROPEA
Esta legislacion establece que 14 alérgenos (cereales que contienen gluten, crustaceos,
moluscos, huevos, pescado, mani, nueces, soya, leche, apio, mostaza, sésamo, lupin y
didxido de sulfuro en niveles sobre 10mg/kg o 10 mg/litro) sean declarados cada vez que
se encuentren presentes en un alimento o sean utilizados para elaborar ingredientes, o
para la alimentacion humana, inclusive bebidas alcoholicas..

En los paises de la UE la declaracion de ciertos ingredientes alergénicos es obligatoria y
se encuentra establecida en las Directivas 2003/89/EC y 2005/26/EC; directivas que en
Espafia se difunden a través de AESAN (2007).

La Agencia de inocuidad alimentaria europea (EFSA) esta autorizada para agregar mas
ingredientes alergénicos a la lista segun se reporten intolerancias en los consumidores y
también para autorizar temporalmente excepciones de etiquetado al alimento procesado
en el cual se han removido los riesgos alergénicos debido a algun tipo de procesamiento.
REGLAMENTACION DE LA AUTORIDAD SANITARIA DE CHILE

El Ministerio de Salud Publica de Chile (2010) establece que los alimentos inocuos

pueden no serlo para quienes sufren de alergias puesto que éstas son reacciones que no
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3.5

dependen de la toxicidad del alimento, sino de una susceptibilidad individual. Las alergias
alimentarias son inmunopatologias y su incidencia va en aumento cada vez mds, por ello
es importante informar en los alimentos sus ingredientes. Informar sobre su potencial
alérgico es un salto cualitativo en la calidad de los alimentos que se ofrecen a la poblacion.
La legislacion alimentaria en Chile define la “Lista de Alérgenos Alimentarios que Deben
Rotularse Conforme Al Articulo 107 Letra H Del Reglamento Sanitario de Los
Alimentos”. Esta norma incorpora y define como alérgenos de alimentos y sus derivados
a crustaceos, huevos y sus productos, mani, soya, nueces y sus derivados, sulfitos en
concentraciones de 10 mg/kg o mas. (Resolucion N° 427 Subsecretaria de Salud Publica
del Ministerio de Salud Publica de Chile). El Departamento Salud Ambiental del Instituto
de Salud Publica de Chile como laboratorio de referencia vela por la calidad analitica para
la determinacion de los alérgenos en los alimentos.

La red de proteccion social de Chile propuso en consulta publica entre el 23 de julio y 23
de octubre de 2009, agregar en el articulo 106, lo siguiente: “Para efectos de este
reglamento se entiende por: 32) Hipersensibilidad alimentaria: Reacciones adversas a los
alimentos de origen no toxico. Se dividen en Alergia alimentaria e Hipersensibilidad no
alérgica a los alimentos”. La Resolucion resolvid que una lista de alimentos —entre ellos
pescados y productos pesqueros — deberan ser etiquetados en forma obligatoria de
acuerdo a lo establecido en del Reglamento Sanitario de los Alimentos, articulo N° 107,

letra h). (FAO/OMS, Johansson SGO et al. (2004).

REGLAMENTACION DE LA AUTORIDAD SANITARIA NACIONAL
En la normatividad nacional pesquera, el Decreto Supremo N° 040-2001-PE. (2001)
constituye el instrumento legal que rige las actividades de vigilancia y control en la

extraccion y procesamiento de pescado y productos pesqueros y acuicolas, en el marco
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de la higiene y sanidad para asegurar la salud humana. Este dispositivo legal no ha sido
sujeto de modificaciones y se observa carece de dispositivos para prevenir el impacto de
los alérgenos de pescado y productos pesqueros en la salud humana.
El instrumento legal que establece la Ley de Inocuidad de los Alimentos es el Decreto
Legislativo 1062, cuyo Articulo I (Finalidad) establece el régimen juridico aplicable para
garantizar la inocuidad de los alimentos destinados al consumo humano con el propoésito
de proteger la vida y la salud de las personas. En general a nivel nacional, no existen
referencias sistematizadas en centros médicos sobre las reacciones de hipersensibilidad
ocasionadas por alimentos, existiendo poca difusion sobre alérgenos de pescado y las
diferencias entre alergia e intolerancia alimentaria.
4. PANORAMA GENERAL DE LAS ALERGIAS ALIMENTARIAS
Inocuidad y calidad son aspectos ligados al procesamiento de alimentos, la alergia
alimentaria es una respuesta inmunologica anormal a alérgenos alimentarios de origen
animal o vegetal, un peligro de salud creciente—especialmente nifios susceptibles-. La alergia
alimentaria ademas de ser un peligro creciente (Gomez E.; Maroga C.; Blasquez A.; Diaz
Perales A.; Blanca M.; y Torres M.; 2013) sefialan que la alergia alimentaria es un problema
creciente en paises occidentales con la eliminacion de la fuente alimentaria como tratamiento
confiable y no es un problema de salud reciente pues se conocia aun antes de la era cristiana.
De acuerdo al padre de la medicina, Hipocrates (460 -370 AC) el alimento podia causar
algunos malestares en los seres humanos, en 1906, el médico Clemens von Pirquet sugirid
el término “alergia” para describir las repentinas reacciones a alimentos y otras sustancias.
De acuerdo a las fuentes alimentarias, en el caso de las de origen animal la leche es el primer
antigeno alimentario con el cual el ser humano establece contacto, entre los antigenos
destacan la caseina, B lactoglobulina, a-lactalbumina. De ello se infiere la facilidad con la

cual su consumo puede desencadenar reacciones alérgicas mediadas por IgE. Similar efecto
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ocurre en personas sensibles debido a proteinas como los grupos de ovomucoide,
ovalbumina, conalbimina, lisozima. Entre los alérgenos de origen marino destacan los
procedentes de pescado (parvalbiminas) y mariscos (tropomiosinas). AESAN (2010)

Entre las proteinas alergénicas de origen vegetal destacan las globulinas 7S y 11S y la 2S
albumina en semillas de mani, en soya las proteasas que inactivan papaina y en trigo las
prolaminas de semillas, los inhibidores de a-amilasa y tripsina y la peroxidasa glicosilada.
En Espafia, la Alergologia es una especialidad médica multidisciplinar reconocida
oficialmente por los Ministerios de Sanidad, Politica Social e Igualdad y de Educacion, que
diagnostica y trata la patologia resultante de alergias, utilizando técnicas reconocidas
oficialmente (Programa oficial del BOE Numero 241, 09 de octubre de 2006).

Sin embargo, la prevencion de las alergias presenta un panorama aun desconcertante. La
sensibilizacion es frecuente en edades tempranas y es la primera sefal de futura enfermedad
atopica, por ello la mejor opcion es la intervencion preventiva en edad temprana. Algunas
manipulaciones dietarias en la infancia —lactancia materna prolongada, dietas maternas
durante el embarazo y lactancia, uso de formulas hipoalergénicas- alin son evaluadas; sin
embargo, en infantes de alto riesgo incapaces de completar su lactancia materna se observa
que la alimentacion prolongada con una formula hidrolizada en comparacion de la formula
de leche de vaca, reduce la alergia. Mavroudi A., Xinias 1. (2011)

La alergia alimentaria es un tema dinamico que puede desarrollar hacia cualquier alimento
aun en estadios de edad avanzados, e incluso mantenerse por el resto de su vida. Se conoce
que en noviembre de 2011, en Alemania fue informado el caso de un individuo encontrado
muerto cerca a un lago con dos latas vacias de pescado en conserva; las investigaciones
demostraron se tratdé de un suicidio pues esta persona conocia su alergia a la proteina de
pescado. La autopsia reveld su muerte originada por una reaccion anafilactica. (Sterzik V.,

Drendel V., Will M., and Bohnert M. (2012).
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En 2009, Kanagawa Y., Matsumoto S., Koike S. and Imamura T. aplicaron la mineria o
exploracion de datos' para analizar asociaciones de alergias en 1510 familias, encontrando
que 6549 casos procedian de 878 familias y de ellos 402 presentaban anafilaxis. Las
asociaciones mas comunes fueron huevo-leche, huevo-trigo, leche-trigo. La probabilidad de
ocurrencia de la combinacién —si una persona que sufre ante cierto alérgeno también sufre
ante otro- fue mayor para las relaciones establecidas del consumo de alimentos tales como
pollo-huevo, abalones-huevos de salmon, hongos-leche. Cangrejo-camaron, calamar-
cangrejo, salmon-caballa. A partir de estos estudios de asociacion quedod claro que algunos
alérgenos (como los contenidos en abalones, naranja, salmon, pollo, cerdo, hongos, duraznos
y manzana) no inducen las alergias alimentarias de modo independiente.

Jenkins J., Breiteneder H., Mills C. (2007) identificaron las relaciones entre secuencias de
proteinas, su estructura y propiedades alergénicas con su cercania a homo6logos humanos.
Definieron una clasificacion de alérgenos de origen animal en tres principales superfamilias:
tropomiosinas, EF- proteinas y caseinas (con 14 familias menores). La relacion de evolucion
de cada una de estas superfamilias demostré que las proteinas con identidad de secuencia
mayor al 62% presentaban escasa alergenicidad. Los datos obtenidos de este estudio explican
las diferencias de alergenicidad de las proteinas; a diferencia de las de origen vegetal, los
alérgenos animales desafian la capacidad del sistema inmune humano para discriminar
origenes y las respuestas inmunes se convierten en respuestas autoinmunes. La cercania entre
alérgenos animales y sus homologos humanos es importante en el desarrollo de alérgenos

recombinantes con fines de inmunoterapia.

12 |La mineria de datos (data mining) es el conjunto de técnicas y tecnologias utilizadas para identificar y extraer
informacion de los datos para transformarla en un conjunto de datos a manera de una estructura
comprensible para su uso posterior. Involucra aspectos de bases de datos, su gestion y procesamiento, busca
encontrar patrones repetitivos, tendencias o reglas que permitan explicar el comportamiento de los datos en

un determinado contexto.
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4.1 PREVALENCIA DE ALERGIAS POR CONSUMO DE PRODUCTOS
PESQUEROS

La alergia a pescado es relativamente frecuente en paises costeros donde su consumo es
elevado (Japon, paises escandinavos o Espafia) y las especies involucradas con mayor
frecuencia en las reacciones alérgicas son los gadiformes (bacalao, merluza), peces planos
(lenguado, gallo); los clupeiformes (sardina, boquerdn) y el atiin (Pascual C., Reche M.,
Fiador A., Valbuena T., Cuevas T. y Esteban M.,2008).
Los datos epidemiologicos indican que al menos 4% de la poblacion estadounidense es
alérgica con mayor prevalencia es durante la infancia (mas del 6% de nifios pequenos).
(Breitender H. and Mills, 2005)
En Canadé (2008 a 2009) un estudio basado en reportes propios y diagndstico médico de
9667 hogares establecio la prevalencia de alergias alimentarias severas pescado 0,51% y
mariscos 1,6%. (Ben-Shoshan M., Harrington D., Soller L., Fragapane J., Joseph L., St
Pierre Y., Godefroy S., Elliot., Clarke A., 2010).
La prevalencia y factores asociados a conductas alimentarias de riesgo fueron a través de
un estudio transversal analitico con 1,134 adolescentes estudiantes en la Universidad de
Guadalajara, México, con prevalencia de 7.2% de alergia alimentaria y asociacion con la
impulsividad, sintomas depresivos, ideacion suicida, estrés y dificultades para establecer
relaciones interpersonales Nuno-Gutierrez B., Celis de la Rosa A., Unikel-santocini C.
(2009) investigaron. También en México, Rodriguez-Ortiz P., Muioz-Mendoza D., Arias-
Cruz A., Gonzales-Diaz S., Herrera-Castro D., Vidaurri-Ojeda A. (2009) en un estudio
observacional y retrospectivo en 60 nifos atendidos por alergia alimentaria, (51%
menores de 5 afios) durante 1.45 afios, observaron que los alimentos de mayor
alergenicidad fueron lacteos, huevo y pescado, camaron, frijol, soya, chile, mango, cacao

y fresa, la distribucion de los sintomas fue 58% cutaneos, 23% gastrointestinales y 17%

26



respiratorios. La distribucion de comorbilidades de mayor frecuencia fue 38% urticaria-
angioedema, 20% rinitis alérgica, 15% dermatitis atdpica, 6.6% asma.

De acuerdo a Gomez E., Mayorga C., Gomez F., Blasquez A., Diaz-Perales A., Blanca M.
& Torres M. (2013) la prevalencia estimada de alergia alimentaria en la poblacion
mundial es 1 a 3% en adultos y del 4 — 6% en nifios, estimando que 5 % son nifios menores
de 3 anos. Estos autores elaboraron una revision muy completa respecto al manejo,
diagnostico y estrategias de tratamiento de las alergias alimentarias iniciando con una
recopilacion de los resultados de investigaciones en prevalencia provocada por diversos
alimentos en poblaciones de nifios menores de 16 afios y adultos en EE.UU. y Europa que

reflejan la mayor prevalencia de alergias por pescado y mariscos en adultos:

Alimento EE.UU. Europa

Nifios Adultos Nifios Adultos

Leche 2.5 0.3 0.5-2 0.5
Huevos 1.5 0.2 0.5-2 0.5-2
Mani 1.4 0.6 0-1.5 2.5
Nueces 1.1 0.5 0-7.3 NR
Trigo 0.4 0.3 0.5 >3
Soya 0.4 0.3 0-0.7 0.2-2.9
Pescado 0.1 0.4 0-0.5 1.4
Mariscos 0.1 2 0-0.5 1.4

Aunque el consumo de pescado es muy popular a nivel mundial, representa permanente
preocupacion por ser una de las causas méas comunes de alergia, especialmente en paises
costeros. En Noruega fueron reportadas reacciones adversas atribuibles al pescado en
30% de nifios, 3% de los cuales (edad aproximada 2 afios). En Espafia, la alergia al
pescado constituye 18 % de casos de alergia alimentaria infantil. (Torres Borrego, J.;

Martinez J. y Tejero Garcia J. 2003).
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De acuerdo a Gomez E., Mayorga C., Gomez F., Blasquez A., Diaz-Perales A., Blanca M.
& Torres M. Inmunotherapy. (2013), en 2013 los datos de prevalencia de Reacciones

Alérgicas en Productos Pesqueros. E.E.U.U. fueron referidas, en el caso de pescado a:

Alimento

Reaccion

Prevalencia

Dosis respuesta

Anchoveta, pescado

Alergia a pescado

EE.UU. 0.2% de

En bacalao, tan

4 1 . 1
azul, carpa, bagre, por PA puede nifios y 0.55% de bajo como Smg.
1 4 '1 .
bacalao, anguiia, causar anafilaxis. adultos.
1 .
enguado,  arenque, Se relaciona con Entre adultos, 0.6%
caballa, lenguado,

perico, perca, platija,

reactividad

cruzada a otros

de mujeres y 0.2%

sufren alergia al

langostinos, camaron),

alergia a

2.5% de adultos

salmon, sardina, .
alimentos. pescado
tiburon.
Y en el caso de mariscos:
Alimento Reaccion Prevalencia Dosis respuesta
Mariscos, crustaceos 2% de adultos en En EE.UU., Inclusive la
(cangrejo,  langosta, EE.UU. sufren de 0.5%de nifios y inhalacion de

alérgenos  de

almejas, conchas, mariscos (mayor mariscos puede
choros, pulpo,ostras, causa de Entre adultos, el provocar
conchas de abanico, anafilaxis 2.6% de mujeres y reacciones
calamar, inducida 1.5% de hombres

En E.E.U.U. la alergia a productos pesqueros es reportada por el 2.3 al 3.3% de 5529
hogares (14.948 individuos) (Sicherer S. 2004) y al menos 5.9% de los distribuidores.
Sicherer citado por Wild L. y Lehrer S. (2005) sefiala que estas alergias representan entre
el 0.1% y 0.45 de alergias alimentarias en nifios y 2% adultos norteamericanos.

Hajeb P. and Selamat J., (2012) refieren informacion sobre la Prevalencia y sintomas

clinicos de alergia a pescado en diversos lugares del mundo:
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Paises Prevalencia Sintomas clinicos Referencia

Singapur  3.3% Anafilaxis Thong B., Cheng Y., Leong K., Tang
C., Ching H. (2005)
Corea 12.5-4.9% Dermatitis Oh JW, Pyun BY, Choung JT, Ahn K,
atopica Kim CH, Song SW, Son JA, Lee S,
Lee SI (2004)
85% (1) Inflamacion oral Shibata R, Nishima S (2004)
Japon y dolor
5.6% (2) No reportados Yoneyama K, Ono A (2002)
84% Sindrome alergia Helbling A, Haydel R Jr, McCants
Suiza oral ML, Musmand JJ, EI-Dahr J, Lehrer
SB (1999)
0.4% No reportados Sicherer SH, Mufioz-Furlong A,
USA Sampson HA (2004)

Merluza 24.8%
Lopata AL, Zinn C,
Potter PC (1997)
Atin 21.9%

Sugita K., Kabashima K., Nakashima K. and Tokura Y. (2007) informaron sobre alergias
orales y sintomas respiratorios debidos a exposicion de alérgenos en el ambiente en
mujeres jovenes trabajadoras de un sushi bar en Japdn; inicialmente desarrollaron
urticaria en manos y brazos, posteriormente mostraron reactividad cruzada a los diversos
tipos de pescado crudo que manipulaban en dicho lugar. Similar efecto fue observado en
trabajadores de zonas de fileteo e inspeccion de plantas pesqueras (Dahlman-Hoglund A.,
Renstrom A., Acevedo F., and Andersson E., 2013).

Hajeb P. and Selamat J. (2012) indican que la alergia a pescado es ubicua en algunos
lugares del mundo y de similares sintomas—sindromes de alergia oral, urticaria y
anafilaxis- . En Asia se consume 24.9 kg de pescado per capita al afio y la prevalencia de
sensibilizacion es mas del 40% de nifos y 33% de adultos, detectandose casos de
alérgenos pesqueros bioldgicamente muy activos en muestras de suero luego de los 10
minutos de la ingestion. Estos autores refieren lo observado por Jirapongsananuruk O.,
Bunsawansong W. Piyaphanee N.,Visitsunthorn N., Thongngarm T. and Vichyannond P
(2007) sobre el incremento anual de anafilaxis de 9.16/100,000 pacientes admitidos en

1999 a 55.45/100,000 en 2004 por consumo de pescado y mariscos.
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4.2 ASPECTOS CLINICOS DE LAS ALERGIAS ALIMENTARIAS

Los sintomas generales que acompafian las alergias alimentarias incluyen afecciones
respiratorias (asma, dificultad para respirar, dolor de oidos, desvanecimiento, picazon,
palidez), circulatorias (calambres, mareo, desvanecimiento, ataque cardiaco, taquicardia
y pulso débil), nerviosas (mareo, fatiga, hiperactividad y migranas), digestivas (dolor
abdominal, constipacion, diarrea, dificultad para deglutir, indigestion, vomitos (Gongora-
Meléndez, M.; Sienra-Monge J.; Del Rio-Navarro B; y Avila L.,2010). Otros sintomas
complejos son los de tipo circulatorio y respiratorio: anafilaxis, mareos, desmayo,
arritmias cardiacas, angioedema, presion baja, vision borrosa. Richer A.(2009) citado por
Shravani S. (2012) refiere que 40% de nifios en paises europeos, que presentan eczema
también presentan alergia alimentaria.

Los sintomas clinicos son explicados por diferentes mecanismos: asociados a IgE son
causantes de sintomas inmediatos luego del consumo y que afectan la piel, el sistema
respiratorio, el tracto gastrointestinal y/o aparecen como reacciones anafilacticas (colapso
cardiovascular, sincope o incontinencias), Kattan J., Cocco R., Jarvinen K.(2011)
referidos por Hochwallner H., Schulmeister Ul, Swoda I., Spitzauer S., Valenta R. (2013)
En el Servicio de Alergia del hospital Nifo Jesus de Madrid, Jimenez A., Ibafiez M.,
Fernandez L., Alonso E., Laso M. (2001) observaron 60 nifios diagnosticados con alergia
a PA y la primera reaccion alérgica (asociada frecuentemente a urticaria aguda) se produjo
alrededor de los 12 meses de vida coincidiendo con la introduccion del pescado en su
dieta.

Una forma de diagnosticar alergias mediadas por IgE es posible determinando anticuerpos
especificos utilizando el sistema UniCAP CAP-FEIA (Phadia, Uppsala, Suecia)
correlacionandolos con el incremento de sintomas clinicos. Las pruebas de puntura (Prick

test) detectan sensibilizacidon de modo rapido y menos costoso, sin embargo, un resultado
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positivo no define absolutamente que la alergia
sea mediada por IgE si es que no se utiliza un
IgE especifico. Diversos estudios han

demostrado que las PA pueden ocasionar

problemas de salud de diferente intensidad en

Figural. Prueba Cutaneade Prick  gravedad en los consumidores, malestares que
Test. Zubeldia M., Baeza M.,
Jauregui L., Senent C. (2012). incluyen urticaria aguda, dermatitis,

angioedema, diarrea, asma y, en algunos casos shock anafilactico

Los afectados de alergia sufren exposicion ante bajas cantidades del alérgeno
(miligramos) via gastrointestinal durante la ingestion (la mayor ruta de sensibilizacion),
por via sistema respiratorio (aeroalérgenos) o por contacto con la piel, (Jeebhay M.,
Robins t., Seixas N., Baatjies R., George D. citados por Kuehn (2014). La informacién
especializada indica que ultimamente las alergias han aumentado especialmente en paises
desarrollados por cuanto el sistema inmune se encuentra menos expuesto a agentes de
infeccion durante la infancia en razéon a buenas condiciones sanitarias ambientales y
practicas de inmunizaciones. Ello provoca que el sistema inmune no sea forzado a
reconocer y combatir los agentes infectivos. Strachan D. (2000) citado por Barros A y
Cosme F. (2013).

Allen K and Dharmage S. (2010) refieren la anafilaxis (una de las manifestaciones mas
severas de alergia alimentaria) como un predictor de la manifestacion alérgica.
Mencionan estudios prospectivos que consideran la alergia alimentaria como linea base
para evaluar su rol en la predisposicion a asma persistente o incidente.

En 2011, Johansson S., Wold A., and Sandberg A. (2011) investigando sobre la
composicion de acidos grasos en la leche materna de 23 mujeres alérgicas y un grupo de

referencia de 22 mujeres sanas, observaron que las primeras presentaron menores niveles
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de 4cidos grasos omega en su leche, a diferencia de las mujeres sanas, concluyendo que
estos nutrientes ejercerian un efecto protector contra el desarrollo de las alergias.

En referencia a los factores que contribuyen al desarrollo de las alergias alimentarias, la
creciente prevalencia de enfermedades alérgicas en nifios muestra relacion con cambios
dietarios, especialmente con bajoconsumo de fruta, vegetales y minerales. Peroni D.,
Bonomo B., Casarotto S., Bonner A. y Piacentini G. (2012) refieren asociacion entre los
efectos antioxidantes de la vitamina C y selenio, vitamina E, zinc y carotenoides, al igual
que la fibra, durante la gestacion y el riesgo de asma en nifos.

Los resultados de un estudio transversal en 4272 pacientes alérgicos correspondientes a
214 centros de salud en México Distrito Federal indicaron que en 42% de ellos existian
antecedentes heridatarios al igual que la ingestion temprana de leche de vaca, cereales,
pescado, carne, leguminosas y huevo. Otros factores como el tabaquismo, convivencia
con animales, plantas intradomiciliarias, viviendas humedas, polvo ambiental,
compuestos bifenil clorinados, pesticidas organoclorados, dioxinas, ftalatos, metales
pesados, entre otros, indicaron que la enfermedad alérgica es multifactorial. Los autores
resaltan la importancia de establecer los factores de riesgo de manera preventiva a fin de
reducir el impacto negativo a la salud de pacientes con riesgo elevado de alergia. Lopez
Pérez, G., Morfin M., Huerta Lopez J., Lopez Lopez, J., Rivera Pérez,J. L., Lopez
Medina, L., Mejia Covarrubias, F., Aguilar, G., Vargas F. (2010). (Prescott S., Nowak-
Wegrzyn A., 2011) sefialan que los factores genéticos relacionados con su aparicién no
pueden ser modificados

Respecto al riesgo alimentario, factores de riesgo pre y posnatales son involucrados, con
resultados variables y controvertidos. De los agentes estudiados, los principales factores

de riesgo asociados con alergia alimentaria son la herencia atopica, la falta de lactancia
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materna exclusiva (al menos tres a seis meses) y el destete temprano (antes de los cuatro

a seis meses de vida). (Hidalgo, E.; Del Rio B., Sierra J.,2009)

Un fendémeno general para todos los alérgenos alimentarios es su sensibilizacion en el

tracto gastrointestinal, aun cuando sus proteinas desplegadas puedan retener su

reactividad IgE, reteniendo algunos epitopos termoestables, o que los individuos

desarrollen respuestas primarias hacia epitopos cortos residuales en alimentos sometidos

a coccion. La presencia de grandes estructuras proteicas agregadas en el alimento podria

potenciar sus propiedades alergénicas, por contener multiples epitopos IgE y propiciar

mayor liberacion de histamina.

Se puede resumir que existen tres factores conjuntos causantes de la sensibilizacion de

un individuo atépico con algun tipo de alergia: su disposicion genética, la estructura del

alérgeno y sus propiedades bioquimicas y fisicoquimicas de los alérgenos.

Los factores favorables a la sensibilizacion de alergia alimentaria mediada por IgE.:

1°. La capacidad alergénica propia de cada alimento.

2°.  La frecuencia de consumo: depende del habito alimentario en relacion con la edad
del individuo y su area geografica (la leche de vaca es el alérgeno alimentario mas
frecuente en los lactantes) y la alergia a pescado predomina en paises escandinavos.

3°. La edad de introduccion de los alimentos en la dieta del nifio: Alergia a alimentos
como huevo, leche de vaca y pescados, ocurre muy temprano (lactantes).

4°. La presentacion del alérgeno: En el lactante son frecuentes los sintomas con la aparente
primera ingestion del alimento sensibilizante. Este hecho implica la existencia de
contactos previos, inaparentes o no constatados con el alérgeno, oa través de la leche
materna. Dosis minimas de antigeno pueden favorecer respuesta IgE.

5°. Otras sensibilizaciones no alimentarias asociadas: Es frecuente la asociacion de

sensibilizacion a frutas y hortalizas, principalmente, con sensibilizaciones a polen.

33



6°. Alta capacidad de respuesta IgE: factor fundamental, muy frecuente en pacientes
conocidos como “de riesgo atdpico” como lo muestran los indicadores clasicos de
atopia: alta incidencia de antecedentes alérgicos familiares, valores elevados de IgE

y polisensibilizaciones a los mas variados alérgenos. (AESAN, 2007)

5. MECANISMOS DE LA ALERGIA ALIMENTARIA MEDIADA POR IgE
Las inmunoglobulinas son glicoproteinas (82 al 96% polipéptidos y de 4 a 18% carbohidrato)
con actividad de anticuerpo que expresan en la forma especifica de combinarse con el
antigeno (inmunogeno que fue precisamente la sustancia que provocd su formacion). Son
especificas ante un antigeno en particular (por ejemplo ante las PA), su diversidad
estructural, y su actividad biologica relacionada con las defensas ante enfermedades.
Entre las inmunoglobulinas, la IgA predomina en el sistema inmunitario de las mucosas
participando en los mecanismos de defensa antiviral, la IgM determina respuestas
inmunitarias tempranas contra la mayor parte de los antigenos, la IgD estd presente en el
suero y con actividad de anticuerpo hacia ciertos antigenos que incluyen entre otros la
insulina, la penicilina, antigenos nucleares y de la tiroides.
De las inmunoglobulinas plasmaticas la IgE representa el 0.04%; sin embargo, mantiene
elevada afinidad con las células cebadas. Al combinarse con sus antigenos especificos
(alérgenos) liberan mediadores a través de las células cebadas provocando reacciones
caracteristicas de edema y eritema causados por exposicion de la piel a alérgenos.
La IgE fluye en el sistema sanguineo y se fija en basofilos y en mastocitos (células granulares
que sintetizan y almacenan histamina), cuando reconoce un antigeno desencadena reacciones
inmunitarias variadas: liberacion de sustancias vasoactivas —histamina - como resultado de
la desgranulaciéon de mastocitos y activan respuestas inflamatorias (actividad de los

eosinofilos). (Véase Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de Desarrollo de Aleregia (Elaboracion propia, referencia imagen
https://www.google.com.pe/search?q=imagen+de+IgE&tbm vista el 13 agosto 2017)

En el desarrollo de una alergia alimentaria los anticuerpos IgE ligan a mastocitos tisulares y

a basofilos de la sangre y circulan a través del organismo. Algunas porciones terminales de

la molécula de IgE poseen propiedades antigeno- especificas con afinidad por una o varias

zonas especificas de la molécula del antigeno (epitopo). Otras porciones —de zonas

terminales- son afines a los mastocitos, cuando se unen se produce la sensibilizacion frente

al alérgeno.

Luego de la primera exposicion al antigeno a través del paso del alimento por el intestino,

existe la probabilidad de ocurrencia de tres efectos en el consumidor:

1. Adquiere tolerancia al antigeno y no expresa se observa respuesta inmune incluso a
exposiciones sucesivas. Esta respuesta es usual.

2. Puede desarrollar respuesta inmunitaria y resultar recurrente ante siguientes
exposiciones, no suele producir sintomas.

3. Se vuelve sensible y produce IgE en siguientes exposiciones con aparicion de los
sintomas.

En una siguiente exposicion al alérgeno ocurre la segunda fase de la alergia, la cual se

considera la reaccion alérgica. El alérgeno contenido en el alimento interacciona con dos
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anticuerpos IgE en la superficie de dichas células y estimula histamina u otras sustancias

mediadoras (leucotrienos y prostaglandinas).

Existen dos categorias de alergias alimentarias dependiendo de la naturaleza de la respuesta

del sistema inmune (Saulo A.2008) (Fiocchi A, Schiinemann H., Brozek j., Restani P., Beyer

K Troncone R. citados por Barros A and Cosme F. 2013).

Hipersensibilidad inmediata con formacion de IgE con sintomas evidentes entre unos
minutos y una hora después de ingerido el alimento causante, generalmente ocasionadas
por los denominados Ocho Alérgenos. Reacciones. severas y atin de gravedad mortal

Hipersensibilidad Retrasada, involucra desarrollo de células no- IgE (células T
sensibilizadas), los sintomas ocurren dentro de las 24 horas o mas después de la ingestion
del alimento. Un ejemplo de este tipo de hipersensibilidad es la enfermedad celiaca que

ocurre en individuos sensibles por el consumo de granos (trigo y cebada).

La mayoria de alergias son mediadas por IgE y su incidencia no sélo involucra la dieta,

también se ha establecido una interaccion con factores genéticos. (Shimada J., Yano H,

Mizumachi K., 2004) citados por Barros A and Cosme F. ,2013).

El reconocimiento de antigenos alimentarios ocasiona los siguientes tipos de alergia:

Tipo I: denominada alergia atdpica, su aparicidon obedece a factores genéticos cuando
muchas proteinas ingresan al torrente sanguineo procedentes de la dieta.

Tipo II: por actuacion de la inmunoglobulina IgE, se trata de una reaccion en la cual el
complejo se forma y se une a la superficie de la célula

Tipo III: se refiere a reacciones entre un antigeno soluble y un anticuerpo asociado al
complemento que producen un complejo provocando reacciones que incrementan la
permeabilidad capilar, la liberacion de enzimas del lisosoma y la destruccion celular.
Tipo IV: se produce una interaccion entre el antigeno y los linfocitos T sensibilizados a

este antigeno, provocan la liberacion de linfoquinas (mediadores solubles).
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Las proteinas responsables de reacciones alérgicas mediadas por IgE presentan peso
molecular mayor de 3kDa y pueden provocar respuesta de anticuerpo, son estables ante
degradaciones quimicas, fisicas o enzimaticas y presentan epitopos de células B y T.
La sensibilizacion inicial de un alimento ocurre a través de la mucosa intestinal o exposicion
cutanea, sin embargo en algunos casos puede ocurrir a través de transferencia via placenta o
la lactancia e incluso por inhalacién. Es una etapa sin sintomatologia que prepara al
organismo para reaccionar de forma inmediata tras un segundo contacto con el alérgeno.
5.1 REACTIVIDAD CRUZADA
“Reactividad cruzada” es el reconocimiento de distintos antigenos por un mismo
anticuerpo IgE, demostrable mediante pruebas in vivo e in vitro. Dos alérgenos presentan
reactividad cruzada si comparten caracteristicas estructurales reconocibles por
anticuerpos IgE de sueros de pacientes contra alguna de estas dos proteinas. Esta similitud
estructural de PA en las diferentes especies de pescado determina que en los pacientes
sensibilizados a alergias se presenten con gran frecuencia reacciones cruzadas. AESAN
(2007) refiere que un tercio de pacientes espafioles alérgicos a pescado toleraba la ingesta
de especies de tunidos como el bonito del norte (Thunnus alalunga), similares resultados
fueron informados en pacientes alérgicos a alguna(s) especie(s) de pescado capaces de
tolerar la ingestion de otras especies de pescado (Helbling et al., 1999, referido por Lee
P, Nordlee J., Koppelman S, BAumert J and Taylor S. (2012).
La reactividad cruzada recibe la influencia de la exposicion repetida y el alérgeno. Los
niveles de anticuerpos IgE especificos y su afinidad son aspectos importantes. También
es posible la sensibilizacion subclinica: caso de pacientes sensibilizados a determinados
pescados o mariscos que no presentan sintomas al consumirlos. Describe caracteristicas
clinicas que muestran la reactividad a una fuente sin exposicion previa.La caracteristica

principal de alérgenos con reactividad cruzada es el plegamiento de mas del 70% de su
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secuencia aminoacidica y la similitud de estructuras primarias y terciaria, y la semejanza
de las secuencias de su estructura a homélogos humanos. Asi se ha observado reacciones
de los anticuerpos IgE con profilina y manganeso-superéxido dismutasa en pacientes
alégicos a polen y hongos (Valenta R., Duchene M, Pettenburger K, Sillaber C., Valent
P.,1999 citados por Ferreira F., Hawranek T., Gruber P., Wopfner N., Mari A., 2004)
Muchas proteinas alergénicas pueden ser agrupadas sin considerar su fuente bioldgica, su
similaridad con otras de diferente origen es la base molecular de la reactividad
cruzada.Hansen T., Bindsley-Jensen C., Skov P., Poulsen L. (1996) demostraron
reactividad cruzada en treinta adultos alérgicos (a bacalao) hacia otras especies: caballa,
arenque y platija, las mismas que comparten una estructura antigénica comun.

El bacalao y la gamba son modelos para el estudio de la alergia a pescado y crustaceos.
Los alérgenos mayores responsables de reactividad cruzada entre distintas especies de
pescados y anfibios son proteinas que controlan el flujo de calcio en el sarcoplasma
muscular de dichos animales (PA). Recientemente se ha reproducido PA recombinante de
carpa, comprobandose que contiene el 70 % de epitopos para IgE presentes en el extracto
natural de bacalao, atin y salmoén, y actualmente es utilizado en diagnodstico de pacientes
con alergia a pescado. Este alérgeno recombinante podria constituir la base para el
desarrollo de la inmunoterapia frente a la alergia al pescado. (Torres Borrego, J.; Martinez
J. y Tejero Garcia J. (2003)

En diversas especies de pescado de consumo popular en Espafia fueron aisladas PA y
enfrentadas a muestras de suero de 16 pacientes alérgicos. El grado de reactividad cruzada
de estas PA fue investigado por ensayos de inhibicion de ELISA, ademas de la
determinacion de sus secuencias de ADN. Los resultados indicaron que las PA de bacalao

y pez espada fueron las de mayor reactividad y que ello a su vez se asocia con sus niveles
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de PA. Las secuencias de aminodcidos altamente idénticas demostraron reactividad
cruzada al IgE. (Griesmeier U et al 2010)

La reactividad cruzada se muestra mas pronunciada entre especies de pescado
relacionadas. La monosensibilidad a especies Unicas ha sido demostrada para especies de
lenguado, pez espada, tilapia, atin y salmon. (Kuehn A., Swoboda I., Arumugam K.,
Hilger C. and Hentges F. (2014). En Espafia, Perez-Gordo M., Cuesta-Herranz J., Maroto
A., Ibafiez M., Vivanco F y Pastor-Vargas C., (2011) confirmaron resultados de
reactividad cruzada por consumo de especies pesqueras (salmon, bacalao, platija) en
dieciocho pacientes clinicos. Aplicando Prick Tests, se ha encontrado respuestas Unicas
de pacientes alérgicos a pez sierra que demostraron formacion de IgE a una proteina de
13kD, pescado (alergia monoespecifica) (Kelso J., Jones R., Yunginger J., 2010)
Algunos pacientes hipersensibles al pescado pueden tolerar algunas especies y ser
alérgicos a otras, tal como lo refieren algunos estudios en los que se enfrentaron sueros
de 10 pacientes expuestos a PA de nueve especies de pescado de mayor consumo en
Noruega, demostrando que las PA de bacalao, salmon, arenque y pez lobo fueron las mas
potentes en producir reacciones de reactividad cruzada entre ellos, a diferencia de las PA
de arenque, lenguado, atun y caballa que tuvieron menor severidad o no se pronunciaron.
(Van Do T, Elsayed S., Florvaag El, Hordvik I. Endresen C., 2005)

En paises de elevado consumo de pescado es comiin observar reacciones alérgicas en
pacientes diagnosticados con hipersensibilidad alimentaria, Yamada S., Nolte H., and
Zychlinsky E. (1999) comprobaron que los sueros de pacientes alérgicos a atun,
presentaban anticuerpos con reacciones cruzadas a albacora y otros tipos de atiin.

Un estudio de reactividad cruzada en Espafia, Griesmeier U. (2010) determind los niveles
de expresion y alergenicidad de PA en bacalao y pez espada ante suero de 16 pacientes

alérgicos mediante ensayos de inhibicion de ELISA y secuencias de ADN de las muestras
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de PA de las especies investigadas. Los resultados indicaron secuencias de aminoacidos
altamente idénticas en ambas especies y reactividad cruzada al IgE.

En relacion a la alergenicidad variable y las isoformas de PA , Kuehn (2014) explica
primero, que las PA de diversas especies pesqueras podrian variar su potencial alergénico
debido a la sensibilizacion especifica del paciente (habitos de consumo, edad en la cual
expreso la alergia, etc), y segundo, que la alergenicidad de isoformas/isoalérgenos de PA
de la misma especie podria ser variable (caso de salmon, carpa y bagre, cuyas isoformas
parecen jugar un rol fisioldgico en la adaptacion del misculo a cambios ambientales)

La evaluacion del potencial alergénico es esencial para la inocuidad de alimentos incluso
los derivados de la biotecnologia. FAO y OMS (2001) proponen que una proteina sea
considerada potencialmente de reactividad cruzada si esta tuviera una identidad de al
menos 6 aminoacidos contiguos o mas de 35% de similaridad comparados con alérgenos
conocidos, o identificando sus epitopos potenciales alérgenos y su antigenicidad
potencial, o por la concordancia con epitopos conocidos de las IgE (tal como el aplicado
para epitopos en la alergia al polen) (Ivanciuc O, Mathura V and Schein C. 2003).
Durante los ultimos afios algunos alérgenos encontrados en bacalao y camardén son
potenciales para reacciones cruzadas ante alérgenos de aracnidos y otros insectos. En
algunos casos los afectados pueden no estar conscientes de las diversas formas de
exposicion debido a que el contenido de producto pesquero de algunos alimentos no es
conocido con certeza, o forma parte de ensaladas, aderezos, ovas, caviar u otros platos
preparados (alérgenos escondidos).

5.2 PROPIEDADES MOLECULARES EN ALERGENOS ALIMENTARIOS

La identificacion de una molécula alergénica se inicia con la observacion de sintomas
alérgicos luego de su ingestion, posteriormente el suero de los sujetos es utilizada para

probar un extracto de proteina obtenido del alimento involucrado. La deteccion,
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identificacion y funciones bioquimicas de uno o mas componentes reconocidos por el IgE
contenido en el suero del sujeto provee la informacidon preliminar de la molécula
alergénica y permiten su agrupacion en familias de proteinas alergénicas Ciardello ML A.,

Tamburrini, M.; Liso, M.; Crescenzo, R.; Rafaiani, Ch.; and Mari, A. (2013).

La estructura de las proteinas juega un rol importante en la estabilidad del alérgeno para
resistir la digestion. Las propiedades bioquimicas y fisico-quimicas de estabilidad térmica
y resistencia a la accidon enzimatica dependen de la habilidad de unidén de los ligandos.
Una caracteristica estructural muy importante relacionada a la estabilidad es la
modificacion de los enlaces intramoleculares disulfuro, promotora de las propiedades

alergénicas de algunas proteinas alimentarias.

Bannon G., Jen Fu T., Kimber I. and Hinton D. (2003) desarrollaron una clasificacion de
familias de Panalérgenos en relacion a sus tamafios (peso molecular expresado en kDa) y
el porcentaje de identidad de su secuencia en diversas fuentes alergénicas, tal como se

observa en el cuadro:

Familias de Panalérgenos Tamafio Identidad de Fuentes
mas comunes (kDa) Secuencia
(%0)
Profilinas de plantas 12-15 >175 Polen,
Polcalcinas 9 30 - 80 iihmentos,
atex

Tropomiosinas 65 —-70 > 50 Animales
B- parvalbimina  2S 12 > 353 Pescado
Proteinas 2S 9.5-20 18 — 40 Nueces,
de semillas albimina granos

7S vicilin 30—-80 NR

Legumina 40 - 60 NR

Algunos alérgenos alimentarios son capaces de unir ligandos (ion metalico, esteroides, o

una variedad de moléculas lipidicas) integrandolos dentro de su estructura. La pérdida de
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un ion metalico por desnaturalizacion de la proteina frecuentemente desordena su
plegamiento incrementando la movilidad del polipéptido y su transicion a una forma
parcialmente plegada. Algunas proteinas forman una cavidad o tinel que permite alojar
al ligando mediante interacciones de superficie. Esta unién puede reducir la movilidad
del polipéptido, aumentando su estabilidad térmica y resistencia a la protedlisis, tal el
caso de las lipocalinas®® y las proteinas no especificas de transferencias de lipidos que

incrementan su estabilidad cuando el ligando se ubica en la cavidad.

Algunos alérgenos se asocian con membranas celulares y otras estructuras lipidicas
formadas en los alimentos —por ejemplo la albimina 2S Sin-al de la mostaza provoca la
agregacion-, lo que segiin Onaderra M, Monsalve R., Mancheno J, Villalba M, Martinez
del Pozo A y Gavilanes J. (2001), citados por Breitender and Mills (2005), afectaria el
ingreso y procesamiento de tales alérgenos en el tracto gastrointestinal, atenuando su
alergénico. En el procesamiento de emulsiones (mayonesa) se produce la interaccion con
lipidos y la adsorcion de lipidos por las regiones hidrofobicas de las proteinas
desenrolladas que se agregan formando una capa bidimensional tipo gel estabilizando las
gotas de aceite. A pesar que las emulsiones y otras estructuras lipidicas son ampliamente
usadas como adyuvantes en el incremento de anticuerpos, no se conoce su efecto en el
potencial alergénico de los alimentos; sin embargo, resulta evidente que cualquier
proteina en esta forma ante los sistemas inmunes seria al menos parcialmente

desnaturalizada.

Otro tipo de interaccion entre proteinas y membranas es a través de receptores unidos a

membrana y cuya existencia ha sido propuesta en células enteroendocrinas para la a-

13 Las lipocalinas son proteinas que transportan pequefias moléculas hidrofdbicas tales como, esteroides,
bilinas, retinoides y lipidos. Comparten regiones limitadas de secuencias homdlogas y una estructura
terciaria comun. Se asocian con diversos procesos biologicos (respuesta inmune, transporte de feromonas,
sintesis de prostaglandinas, union de retinoides e interacciones entre células cancerosas)
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caseina. Este tipo de interaccion se desarrollaria en membranas animales, lo que resulta
relevante para el potencial alergénico. (Buhot N., Douliez J., Jacquemard A., Marion D.,
Tran V., Maume B. 2001, citados por Breitender and Mills (2005).

Los alérgenos son proteinas globulares de estructura tridimensional bien definida; sin
embargo, algunas poseen ciertos dominios o regiones de estructura desordenada por lo
que son denominadas reomorficas. (Holt C. and Sawyer L. 1993). Por su naturaleza
dindmica estas proteinas no sufren una transicion drastica de un estado conformacional a
otro durante el calentamiento y por tanto se presentan como potenciales epitopos
termoestables. Un ejemplo son las prolaminas (a pesar de poseer cisteina) poseen una
region insertada de secuencias variadas que provocan la interconversion a estructuras
secundarias propensas a formar agregados y que ocasionan su insolubilidad.

También la glicosilacion afecta las propiedades biologicas e inmunoldgicas de los
alérgenos, asi, la actividad inmunolégica de los anticuerpos IgE se sitia a la porcion de
glicoalérgenos en pacientes con alergia al polen y con reacciones cruzadas a otras plantas
y no producen sintomas clinicos. La glicosilacion permite estabilizar la estructura
proteica y su resistencia a la desnaturalizacion quimica. (Wormald M., Dwek R. 1999 y
Pedrosa C., De Felice F., Trisciuzzi C., Ferreira S. 2000, citados por Breiteneder and Mills
2005).

Las estructuras repetitivas en las proteinas alergénicas propician agregacion -incluso bajo
condiciones fisiologicas o por efecto del procesamiento tecnoldogico— y pueden potenciar
la habilidad de los epitopos IgE para liberar histamina por los mastocitos. (Braun A, Kwee
L, Labow MA, Alsenz J., 1997). Tal es el caso de las tropomiosinas, contienen diversas
isoformas y adoptan estructura a-helicoidal conteniendo 2 moléculas enrolladas una
alrededor de la otra unidas como una hélice. Existen hipotesis sobre la insensibilidad de

sus epitopos a la desnaturalizacion térmica e hidrolisis parcial; son alérgenos
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termoestables y de reactividad cruzada, algunos son hidrosolubles y se liberan en el agua

de coccion. (Lehrer S.B, Ibanez MD, McCants ML, Daul CB, Morgan JE., 1990).

6. PROTEINAS ALERGENICAS EN PESCADO: PARVALBUMINAS

Estudios alergoldgicos seguidos en 60 nifios durante 5 afios en el Servicio de Alergia del
hospital Nifo Jesus de Madrid determinaron que la especie pesquera mas involucrada fue el
perico (Coryphaena hippurus) seguida de sardina, boqueron y trucha; mientras que el atun y
el emperador fueron las mejor toleradas (Jiménez A., Ibaiez M., Fernandez L., Alonso E.,
Laso M., 2001).

Las PA se encuentran en el sarcoplasma muscular de manera especial en la carne blanca de
los animales vertebrados y pertenecen a la familia de las calmodulinas. Las PA son proteinas

que a su vez incluyen moléculas de troponina C

—_— y las cadenas de miosina ligera. La funcion de
— —
— estas moléculas es basicamente controlar y ligar

el calcio durante los procesos de contraccion y

1akDa (. relajacion, juegan un rol de factor relajante

-—-wow
soluble y se encuentran en proporcion inversa

M Cod 1.8 g 2.6 ug 5.4 ug
con el contenido de mioglobina, por lo que

Figura 3. Parvalbumina de bacalao. M:

abundan menos en el musculo oscuro. La
marcador de peso molecular, Cod:

extracto PA bacalao. alergenicidad de las PA sufre considerables

reducciones cuando se produce el agotamiento de calcio (Kobayashi et al, 2006), son de
naturaleza acidica, presentan caracteristica de bajo peso molecular (rango entre 10 a 12 kDa),
hidrofilicas y muy resistentes a la degradacion enzimatica. Las PA de bacalao (Gadus
morhua) Gad cl (Figura 3) y carpa (Cyprinus carpio) Cyp cl han sido las primeras
identificadas y utilizadas como marcadores representativos para la sensibilizacion al pescado

en general, demostrando que diferentes contenidos de PA parecen explicar la tolerancia a
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algunas especies. (Borres M., Ebisawa M., & Eigenmann P. ;2011 y Aas M. en 1966 referido
por Lee, P.; Nordlee J., Koppelman S., Baumert J., Taylor S., 2012)), en tanto que la Sal s 1
fue identificada en el salmdn. Las PA de carpa por ejemplo, contienen 70% de los epitopos
de IgE presentes en extractos naturales de bacalao, atin y salmon. El colageno es el alérgeno
de pescado mas conocido. (Hamada 2002, referido por Wild L., y Lehrer S. 2005).

Entre los diversos alérgenos de pescado existe alta homologia. Se ha observado que por lo
general los peces cartilaginosos expresan a-PA mientras que los de esqueleto dseo presentan
el subtipo b (referido como el de mayor potencia alergénica). Independientemente de su
similitud estructural, los homodlogos a son considerados no alergénicos. (Gajewski K., Hsieh
Y. 2009; Griesmeier U., Vasquez-Cortes S., Bublin M., Radauer C., Ma Y., Briza P,
Fernandez-Rivas M. & Breiteneder H. 2010)

Dos linajes filogenéticos de PA en pescado han sido establecidos segiin su secuencia
aminoacidica: los subtipos alfa y beta, (puntos isoeléctricos pl 5.0 y 4.5 respectivamente),
presentes en el sistema nervioso central y en el musculo, en muchas especies se encuentra
ambos tipos, e indican diferencias que explicarian la alergenicidad variable de ambos linajes.
La secuencia aminoacidica de las PA presenta variaciones entre 55 — 95%; Goodman M.,
Pechere J. Haiech J., Demaill J. citados por Kuehn (2014) indican que los epitopos de union
a IgE se encuentran en regiones bien conservadas de la PA de union a Calcio. Bugaiska-
Shretter A., Elfman L., Fuchs t., Kapiotis s., Rumpold H., Valenta R., Spitzauer s. (2005)
investigaron la ausencia de calcio en la union a los alérgenos en el suero de 30 pacientes
expuestos a seis diferentes especies (bacalao, atun, salmon, perca, carpa y anguila),
encontrando reactividad a una proteina de 12 kD, demostrando que los epitopos de las PA la
convierten en un alérgeno pesquero reactivo sensible a la eliminacion del calcio.

Una cantidad considerada abundante de PA supera 5 mg/g de peso fresco de pescado provoca

la relajacion de las fibras musculares a través del ligando de calcio libre intracelular y resulta
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ser la minima dosis reportada que ha causado reacciones clinicas es Smg. (The EFSA Journal,
2004). La pérdida de calcio asociado a la proteina provoca un gran cambio en la conformacion
y pérdida asociada de epitopos IgE. Aun cuando las PA muestran marcada resistencia térmica,
no inducen a manifestaciones clinicas y enzimaticas se ha reportado la reduccion entre 100 a
200 veces de su actividad de ligar IgE en pescado enlatado respecto a pescado sancochado.
Sin embargo se observd la permanencia de algunos epitopos reactivos a IgE. (Bernhisel-
Broadbent, Scanlon SM Sampson H. 1992 et al citados por Breitender and Mills 2005).
Considerando que las PA son proteinas polimorficas y no se distribuyen de manera uniforme,
Arif S.; Jabeen, M.; and Hasnain, A. (2007) las propusieron como un excelente biomarcador
en especimenes de pescado sometido al calor.

En relacion a la distribucion de PA en el musculo de pescado, se debe considerar la diferencia
fisiologica entre el musculo claro y oscuro: el primero desarrolla actividad que requiere bajo
gasto energético, mientras que el musculo oscuro es caracteristico de actividad natatoria
intensa. Asi se observa, entre las especies pesqueras, el atiin y la caballa presentan mayor
cantidad de musculo oscuro que el bacalao y el lenguado. Las Investigaciones al respecto
permitieron identificar secuencias de nucle6tidos del ADNc que codifican PA de 12kDa en
ambos tipos de musculo. En estos estudios se observd que los sueros de pacientes fueron
menos reactivos a los extractos de musculo oscuro que a los de musculo claro. Los
experimentos de biologia molecular revelaron que la misma molécula de PA presenta
variaciones extremadamente amplias, segiin Kuehn A., Swoboda I., Arumugam K., Hilger C.
and Hentges F. (2014) el contenido de PA de las especies de pescado de mayor consumo varia
considerablemente (hasta en 100 veces), ello debe ser tomado en cuenta para disefiar pruebas

de enfrentamiento con pacientes alérgicos.
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Kobayashi A., Tanaka H., Hamada Y., Ishizaki S., Nagashima Y., Shiomi K. (2006)
establecieron a partir de sus investigaciones los diferentes contenidos de PA en el musculo

claro y oscuro y la evidente mayor cantidad en el primero:

Especie Contenido PA (ug/g) Cv
Musculo Rango Promedio=DS (%)
Sardina Blanco 114-187 149 + 33 22.14
Oscuro 21 -50 38+ 13 34.21
Jurel Blanco 12 -25 20+ 7 35.00
Oscuro No determinado  No determinado -
Caballa Blanco 1332 - 2066 1618 £312 19.28
Oscuro 231 - 489 306 £ 108 35.29
Besugo Blanco 318 - 611 417+ 168 40.28
Oscuro 88 -129 105 + 21 20.00
Estornino Blanco 154 - 1376 686626 91.25
Oscuro 18 -130 80 + 57 65.51

Estudios realizados por Lee, P.; Nordlee J.; Koppelman S.; Baumert J.; Taylor S. (2012)
establecieron la medida de los niveles de PA en tejido muscular de pescado y la importancia
de las localizaciones musculares y las condiciones de almacenamiento. La proteina extraida
de las muestras fue sometida a una prueba ELISA y a electroforesis SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida. Los resultados permitieron demostrar que el contenido de PA disminuia en el
tejido muscular de las especies, desde las posiciones anteriores (dorsal y ventral) hacia las
posteriores (cercanas a la aleta caudal). Este factor podria explicar en parte la inconsistencia

en la alergenicidad de las proteinas PA de las diferentes especies.

. ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS ALERGENICAS ANTE LA
DIGESTIBILIDAD

La estabilidad de proteinas alergénicas obedece la adopcion de B-estructuras, su
fraccionamiento y menor capacidad térmica (Thompson M., Eisenberg D. 1999) asi como a
sus interacciones ionicas, dipolo-dipolo, enlace hidrogeno, fuerzas hidrofobicas y su enlace

disulfuro (intra o intermolecular) que mantiene la estructura tridimensional, o por agentes
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quimicos y manteniéndola reversible en condiciones de frio, un ejemplo son los alérgenos de
las prolaminas, inhibidores de tripsina y 4-amilasa. (Van Ree R., 2002)

La presencia de enlaces disulfuro cruzados provoca en la zeamatina (proteina antifungica del
maiz) elevada resistencia a la protedlisis mientras que las proteinas alergénicas del kiwi
(pobres en azufre) son degradadas en hidrolisis por 1 minuto en FGS. Algunas quitinasas
alergénicas y de propiedades antifingicas presentan uniones muy conservadas, residuos de
cisteina formando puentes disulfuro y epitopos de union a IgE localizados, y aunque sufren
degradacion por hidrélisis enzimatica, resultan positivos en las pruebas de Prick Test,
probablemente debido a que sus enlaces disulfuro mantienen unida la proteina. Diaz-Perales
A, Blanco C, Sanchez-Monge R, Varela J, Carrillo T, Salcedo G (2003).

Cualquier modificacion de la conformacion nativa de la proteina a nivel de estructuras
cuaternaria, terciaria o secundaria causada por agentes fisicos, quimicos o enzimaticos se
denomina “Desnaturalizacion”, para el caso de procesamiento de alimentos es generalmente
irreversible. La desnaturalizacion afecta la solubilidad, la modificacion de la capacidad para
fijar agua, pérdida de actividad biologica, incremento de viscosidad, y mayor susceptibilidad
al ataque enzimatico, facilitando la digestibilidad de la proteina (Jimenez-Saiz R.,2012).
Las proteinas alergénicas suelen resistir la digestion, su baja digestibilidad se asocia con su
elevado potencial de sensibilizacion por ello la digestion incompleta resulta en péptidos que
se exponen al sistema inmune facilitando la unién al alérgeno. (De Jongh H.; Lopez C.;
Timmerman E.; Nordlee J.; Lee P.; Baumert J.; Hamilton R.; and Koppelman S., 2013).

La estabilidad digestiva de una proteina alergénica correlaciona con su “alergenicidad
relativa” descrita en funcion del nimero de individuos que desarrollan la sensibilizacion y
que depende de la naturaleza, grado y duracion de la exposicion a la proteina per se. Estos
estudios se basan en la hidrdlisis directa del sustrato por pepsina o FGS, algunos en

combinacion con tripsina y quimotripsina para una degradacion mas profunda. La simulacion
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de condiciones de digestion ha sido desarrollada en modelos estdticos o dindmicos a
semejanza de la condicidon in vivo (hidrataciéon y mezcla) considerando los efectos de la
matriz del alimento en la cinética de liberacion del alérgeno. (Moreno, F. J., Mellon, F. A.,
Wickman, M. S. J., Bottrill, A. R and Mills,E.,2005). Este método evita el uso de animales
experimentales o personas y utiliza pequefias cantidades de proteina, por lo cual actualmente
el desarrollo de nuevos péptidos farmacos, requiere de la evaluacion de su estabilidad
digestiva antes de su administracion.

Bowman C. and Selgrade M. (2008) evaluaron el potencial alergénico y la digestibilidad de
proteinas utilizando suero de animales de experimentacion mediante pruebas ELISA y
ensayos de Reactividad del IgE. Observaron mayor probabilidad de las proteinas estables a
la digestion de provocar IgE después de la exposicion oral en animales y se asocian a mayor
riesgo. Concluyeron en que la ruta oral es la mas relevante para exposicion a alérgenos y que
la estabilidad de la proteina a la digestion es una herramienta actual de evaluacion del riesgo.
El primer ensayo de digestion vitro con pepsina fue desarrollado en 1996 por Astwood et al.
Kenna, G. and Evans, M., (2000) observaron la estabilidad de alérgenos hasta por 60 minutos,
sin embargo, diversos autores concluyen que la digestion por pepsina ocasiona la hidrolisis
con facilidad (Fu T.J., Abbott R., Hatzos C.,2002), (Thomas et al, 2004; Goodman, 2005)
El uso actual de la resistencia a la pepsina desarrollada en FGS es utilizado en el arbol de
decisiones —aunque ain no de manera absoluta, ya que no todas las proteinas estables son
capaces de inducir sensibilizacion alérgica- para la evaluacion de alergenicidad potencial de
proteinas. (Comité de Consulta de Expertos en Alergenicidad de Alimentos derivados de la
Biotecnologia de la FAO/OMS, 2001) en base a los primeros estudios de Astwood et al
(1996), Becker 1997, Besler et al 1987, Taylor y Lehrer (1996) citados por Bannon G. Jen Fu
T., Kimber I. and Hinton D. (2003). FAO (Codex Alimentarius Guidelines FAO/WHO, 2003)

establece que si la ruta de sensibilizacion alérgica en humanos es oral, las proteinas capaces
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de sobrevivir el paso a través del estdbmago estaran disponibles para provocar respuestas
inmune en o mas allda de la mucosa intestinal. En base a los numerosos resultados de
investigacion evaluados la entidad propone que aquellos alimentos conteniendo proteinas
estables a la digestion presentan mayor probabilidad de comprometer IgE después de la
exposicion oral, mas ain si se asocian con alimentos de riesgo alergénico (Bowman C. 2008).
El desarrollo de una reaccion alérgica requiere de la exposicion del sistema inmune con la
proteina, ante ello se entiende la importancia de los procesos de fragmentacion, absorcion,
biodisponibilidad, conjugacion con otras macromoléculas que son los que ocurren en el tracto
gastrointestinal. En el caso de las ovoproteinas, su resistencia a la digestion es uno de los
criterios utilizados para evaluar su alergenicidad, lo que resalta la importancia del efecto de
los tratamientos tecnologicos aplicados en las proteinas alimentarias.

Entre los factores que influyen en la evaluacion de la estabilidad de alérgenos alimentarios
ante la digestion géstrica resaltan las interacciones de las proteinas con otras moléculas, por
ejemplo lipidos que acttian en los procesos de adsorcion en la interfase aceite/agua y protegen
enlaces susceptibles al ataque enzimatico, es el caso del 80% de las lipoproteinas de la yema
de huevo y de la fosfatidilcolina - secretada a nivel gastrico y biliar que interfiere con la
degradacion de la b-lactoglobulina (Thomas, K., Aalbers, M., Bannon, G.A., Bartels, M.,
Dearman, R.J., Esdaile, D.J, 2004). Otros factores son las diferencias en el pH del ensayo, la
pureza de la enzima, la relacion enzima/sustrato, la pureza y forma de la proteina, tal como
lo observo Seppala 1999, citado por Bannon (2003) en Patatina, un alérgeno de papa que se
comporta inestable en el ensayo de pepsina.

La reduccion de la acidez gastrica por inhibidores de la bomba de protones también influye
en la alergenicidad, permite absorber fragmentos mas completos y activos
inmunologicamente. Inclusive el estrés cronico puede afectar la permeabilidad epitelial y

promover la presencia de antigenos en el sistema inmune de la mucosa intestinal. A su vez,
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los alimentos conteniendo surfactantes activa la desgranulacion de mastocitos y provocan
ordenamiento de los enterocitos facilitando la penetracion de las proteinas alergénicas.
(Taylor L., Lehrer B., 1966).

Al comparar la estabilidad a la digestion (de 0 a 120 minutos) de 17 alérgenos alimentarios y
18 proteinas no alergénicas Bannon (2003) observo que los alérgenos no son necesariamente
mas resistentes a la digestion que las proteinas no alergénicas, por ello, aunque la estabilidad
digestiva es considerada un prerrequisito clave para la alergenicidad se requiere evaluar en
base a la respuesta alérgica mantenida en ambientes acidos y proteoliticos (previos a la
absorcion por la mucosa intestinal).

De Jongh H., Lopez Robles C., Timmerman e., Nordlee J., Lee P., Baumert J., Hamilton R.,
Taylor S. and Koppelman S. (2013) investigaron efectos de la glicosilacion sobre la
digestibilidad y la union de PA de bacalao con IgE simulando condiciones gastricas en
presencia de pepsina a diferentes pH: Refieren cambios menores en las estructuras
secundarias y terciarias de las PA ,la formacién de algunos péptidos de 3 y 4 kDa no
alergénicos y la formacion de pequefios dimeros muy capaces de union a IgE.

Los alérgenos de bacalao muestran considerable reduccion ante digestion gastrica que si es
incompleta representa un factor de riesgo para anafilaxis inducida por alérgenos. Ademas, la
ingestion de antidcidos incrementa el pH gastrico conduciendo a una sensibilizacion
potencial. Untersmayr, E.; Vestergaard, H.; Malling HJ.; Boltz-Nitulescu, G.; Scheiner O.;
Stahl P., Jensen-Jarolim E. and Poulsen L. (2007). La resistencia de las proteinas de esta
especie ante la digestion gastrica (FGS) evaluada in vitro en rangos de pH 1.25 a 5.0, mostrd
reduccion por degradacion a 1 minuto, siendo mas evidentes las respuestas en el rango de pH
de 2.5 a 2.75. (Untersmayr E., Pulsen L., Platzer M., Pedersen M., Boltz G., Skov P. Jensen

E., 2005).
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Al evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre la estructura de las proteinas, la prueba de
digestibilidad in vitro y la técnica de separacion electroforética en geles de poliacrilamida
han sido probadas con éxito. Los resultados de diversos estudios sugieren que la ruta
subcutanea es inadecuada para distinguir alérgenos de no alérgenos, pero que la exposicion
oral bajo condiciones experimentales apropiadas permite respuestas alérgicas diferenciales

de acuerdo a la alergenicidad conocida. (Coura T., Lopes S y Bressan J.,2013).

EFECTO DEL PROCESAMIENTO TECNOLOGICO EN PROTEINAS

ALERGENICAS

Las proteinas alergénicas presentan caracteristicas bioquimicas y fisico-quimicas muy
relacionadas con la estabilidad térmica y resistencia a la proteolisis, resaltadas por la
habilidad de unir ligandos (iones metalicos, lipidos o esteroides). Los principales alérgenos
son termoestables, pero algunos son susceptibles a pH bajo y a la accion de las enzimas
proteoliticas. Todo dafio que sufra un alérgeno puede ser explicado basicamente por la
pérdida de su conformacion estructural de origen y dentro de esto el dafio o cambio a menor
estabilidad de los epitopos conformacionales, lo cual los hace mas sensibles a la digestion

enzimatica. (Pedraza M., Rodriguez A., 2004).

La modificacion de las propiedades de union de un alérgeno con IgE por efecto de la coccion
no sigue reglas fijas. La aplicaciéon de tratamientos tecnolégicos (coccidn, fritura, asado,
salado, deshidratacion o congelado) podria crear nuevos epitopos alergénicos y destruir los
existentes. Se ha observado que el tostado ocasionado por la Reaccion Maillard, incrementa
la alergenicidad del mani, en tanto que el calentamiento de la leche de vaca reduce —aunque
no elimina por completo- la alergenicidad de sus proteinas. (Scurlock M and Burks W.,

citados por Chatterjee, 20006)
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Los tratamientos tecnoldgicos de transformacion de alimentos (e incluso su estado de
madurez) afectan el nivel de alergenicidad, aunque no de manera general. En huevos se ha
reportado la reduccion de alergenicidad por efecto de combinaciones de tratamiento térmico

y enzimatico. (Paschke A. citado por Barros A. and Cosme F., 2013)

Soler-Rivas C. and Wichers H. (2001) refieren que es necesario conocer la estructura del
alérgeno y su epitopo(s) y los factores que rigen su estabilidad, para establecer la resistencia
de los alérgenos a los tratamientos tecnologicos. En relacion a los epitopos, estos pueden ser
removidos (utilizando alcalis: 10% NaOH a 60°C por 90 segundos), destruidos mediante

procesamiento térmico o por tratamientos enzimaticos con tripsina, bromelina, pepsina, etc.

Los lugares de union entre alérgeno alimentario y el IgE son secuencias aminoacidicas
afectados por la desnaturalizacion proteica y desenvolvimiento de las hélices proteicas, pero
también pueden surgir determinantes por la modificacion covalente causada por la ruptura de
enlaces peptidicos. La accion peptidica puede influir en la alergenicidad de la albimina de
suero mediante la ruptura de secuencias aminoacidicas transformando una proteina

alergénica en una no alergénica (Davis P.J, Smales C.M, James D.C. 2001).

Los métodos de procesamiento ejercen diversos efectos en la estructura de la proteina
alergénica segun los cambios de conformacion estructural quimica que provoquen e
interfieran con la capacidad de union de los alérgenos frente a los anticuerpos. En general, el
impacto referido resulta del tipo de tratamiento tecnolégico, su intensidad y condiciones de

aplicacion; se puede referir a tratamientos térmicos y no térmicos.

La congelacion no ocasiona efecto en la alergenicidad de las PA de pescado; aunque puede
modificar la estructura de las proteinas debido a la reduccion del agua; la liofilizacion es el
método mas cominmente usado para deshidratar proteinas que deben mantener estabilidad
adecuada durante periodos de almacenamiento prolongados a temperatura ambiente, las

primeras etapas de procesos de extraccion de calor inician congelando el agua y separandola
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mediante sublimacion, seguida de desorcion a baja temperatura y presion reducida. Lee, P.;

Nordlee J.; Koppelman S.; Baumert J.; Taylor S. (2012)

Los cambios de pH y algunos tratamientos quimicos también pueden afectar las propiedades
de las PA por modificacion de su estructura. Los tratamientos acidos suelen afectar los
aminoacidos glutamina y asparagina, en tanto que los tratamientos alcalinos destruyen
cisteina, serina y treonina. Las aplicaciones de tratamientos quimicos como acilacion,
glicolisacion, fosforilacion, aplicados para mejorar las propiedades funcionales de las
proteinas, pueden provocar la formacion de residuos o cambios en la secuencia aminoacidica.
Davis P.J., Smales C.M, James D.C. (2001).
8.1 TRATAMIENTO TERMICO
El calentamiento (blanqueado, coccion, pasteurizacion y esterilizacion) es aplicado en
alimentos para reducir su flora microbiana, reducir deterioro y mejorar su digestibilidad y
palatabilidad al modificar la estructura terciaria de las proteinas. Ademas de desnaturalizar
proteinas, suele ser eficiente para reducir el potencial alergénico de alimentos. Las
temperaturas de tratamiento térmico usualmente son: coccion a 100 °C, esterilizacion a
121°C y fritura en rangos de 160 a 180°C (dependiendo del tipo de aceite que se utilice).
Breiteneder and Mills (2005) refieren que la coccion o la fritura pueden desnaturalizar las
proteinas y reducir su alergenicidad, sefialando ademas intercambio sobre los disulfuros y
modificaciones de otros aminoacidos asi como el enlace cruzado de proteinas
Los procesos de elaboracion de alimentos pueden incrementar o reducir el potencial
alergénico aunque la informaciéon aun no es definitiva para esbozar recomendaciones
generales en este sentido. Numerosas investigaciones informan sobre la distribucion
variable de PA en las diferentes especies de pescado, inclusive en las diversas partes del

musculo asi como la influencia del grado de frescura de las especies pesqueras.
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El potencial inmunogénico de las proteinas alergénicas estd asociado con su digestibilidad
y transformaciones estructurales (Santos —Yap, 2006, citado por Lee P. et al 2012 y por
Carrillo W. 2013). Ha sido referida la asociacion entre el efecto del tratamiento térmico y
la reduccion de la alergenicidad en salmoén y atin (Bernhisel-BroadbentlJ., Strause D,
Sampson H, 1992; y Astwood JD., Leach JN, Fuchs RL,1996; Rancé F., Kanny G., Dutau
G., Moneret-Valtrin DA, 1990 citados por citados por Coura T., Lopes Lima S and Bressan
J.,2013).

En general, el tratamiento térmico reduce significativamente la reactividad frente a los
anticuerpos IgE de algunos alérgenos por ejercer mecanismos de desdoblamiento y o
agregacion y la reaccion con otras moléculas contenidas en la matriz alimentaria durante
el calentamiento.(Besler, M., Steomjart, H., Paschke, A., 2001). La termoresistencia y
estabilidad de algunas proteinas a la digestion en el tracto gastrointestinal permite
correlacionar el potencial alergénico de alimentos. Ademads de la desnaturalizacion térmica,
influyen algunas reacciones de oxidacion lipidica.

El primer alergeno del grupo de Parvalbiminas fue Gad c 1, purificado y caracterizado en
bacalao (Gadus callarias), antes designado como Alergeno M (Aas M. en 1966 referido
por Lee, P.; Nordlee J., Koppelman S., Baumert J., Taylor S., 2012), es muy termoestable
y resistente a la protedlisis, pero cuya alergenicidad fue reducida considerablemente ante
la accion de tratamientos esterilizacion como los aplicados en la elaboracion de conservas.
En el caso de las PA de carpa (punto isoeléctrico 4.7) se observa una remarcable estabilidad
y capacidad de plegamiento y unidn al calcio que explican su resistencia a la coccion y
exposicion al tracto gastrointestinal (Bugajska-Schretter A., Grote M., Vangelista L., Valent
P., Sperr W., Rumpold H., Pastore A., Reichelt R., Spitzauer , 2000).

Arif S.; Jabeen, M.; and Hasnain, A. (2007) caracterizaron PA en especies pesqueras del

género Cahanna y evaluaron su capacidad de termoresistencia a 90°C durante 30, 60, 120
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y 180 minutos. Las pruebas de electroforesis SDS-PAGE demostraron efecto de reduccion
sobre isoformas de PA en las posiciones entre 10 y 12.4 kDa de manera proporcional a la
intensidad (tiempo) de calor aplicado

En estudios desarrollados en el Departamento de Quimica Bioldégica (Asociacion Hinda
para el Cultivo de la Ciencia) sobre el efecto de procesamiento térmico en especies de
pescado locales, Chateterjee U., Mondal G, Chakraborti P, Patra H y Chatterjee B. (2006)
evaluaron los cambios en el nivel de alergenicidad de extractos de cuatro especies
pesqueras de mayor consumo en India (pomfret, hilsa, bhetki y caballa) sometidos a fritura
en aceite durante 5 minutos y enfrentdndolos al suero de 110 pacientes previamente
diagnosticados como alérgicos a otros alimentos diferentes al pescado.

La figura 4 muestra perfiles de bandas de los extractos crudos, cocidos y fritos de las cuatro
especies pesqueras, sus rangos de bandas en los extractos crudos fueron, 25 a 60 kDa en
pomfret, 28 a 97 kDa en hilsa, en bhetki de 35 a 250 kDa y en caballa de 20 a 250 kDa.
El estudio demostrd que los tratamientos de coccidn y fritura afectaron las bandas —aunque
no de manera uniforme en todas las especies- produciendo perfiles marcadamente
diferentes a los observados en los extractos crudos. Algunas bandas de polipéptidos
presentes en los extractos crudos desaparecieron por el efecto de la coccion, dando lugar a
nuevas bandas de peso molecular elevado y que serian resultado de la desnaturalizacion
progresiva de las proteinas presentes en el extracto crudo. Los estudios de inmunoensayo
y ELISA demostraron la ausencia de actividad de union de la proteina al IgE y confirmaron
su termosensibilidad. El estudio establecid que algunos alérgenos en pescado no son

termoestables y que la coccion o la fritura pueden disminuir su alergenicidad.
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Figura 4. Perfiles de proteina en
extractos de pescado pomfret (a),
hilsa (b), bhetki (c) y caballa (d)
separados en geles de 10% SDS-
PAGE, bandas tefiidas con Azual de

vy
-

50— "“

-
37—».. ”F

z— B A Coomassie. M: marcador de peso
a s
molecular, R: extracto crudo, B:
kDa M
KDa M HR - 0¥ extracto cocido, F: extracto frito.
=— BN .
e » s—> (Chatterjee et al, 2006)
75— 50 —p ~ ,
e i' - Por estar el consumo del salmén
50— . o a
- . 37—
37—> -
*‘ 25— e S del Atlantico involucrado como
25—p -
c F— d el A causante de alergia con PA,

algunos estudios de biologia molecular buscaron establecer los efectos del horneado y
coccion al vapor en la presencia de ADN codificante de la PA, concluyendo que los
tratamientos reducen el numero de copias del gen en proporcion directa con el tiempo de
calentamiento (Hildebrandt S., Garber E.2010).

Shibahara Y, Uesaka, Y., Wang, J., Yamada S. and Shiomi K. (2013) desarrollaron pruebas
(ELISA) a fin de determinar proteina de pescado en alimentos procesados utilizando un
anticuerpo policlonal confrontado con PA de caballa. La precision del método fue validada
con muestras de alimentos procesados aplicando calentamientos de 100 y 121°C por 5, 15,
30 y 60 min. Los resultados indicaron entre 22.6 y 99% de reactividad y los limites de
deteccion y cuantificacion entre 0.23 y 0.70 ug proteina/g de alimento respectivamente. La
reactividad de las PA fue considerablemente reducida a 121°C.

Carballeda-Sangiao N., Olivares F., Rodriguez-Mahillo A., Careche M., Tejada M., Moneo
I. and Gonzalez-Mufioz M. (2014) refieren un estudio de resistencia térmica en Anisakis
simplex -parasito de pescado capaz de inducir reacciones alérgicas en humanos infectados
por la ingesta de pescado crudo o mal cocido-. Los alérgenos del parésito fueron sometidos

a autoclave durante 20, 40 y 80 minutos, los resultados de los electroforegramas,
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inmunoblot y test de activacion del flujo citométrico en basofilos, demostraron efecto de
reduccion del numero e intensidad de bandas de modo proporcional al tiempo de
autoclavado. Algunos alérgenos de las bandas correspondientes a pesos moleculares de 9 y
14 fueron resistentes al tratamiento térmico. Los autores concluyeron que el tratamiento
térmico de autoclavado puede reducir considerablemente el potencial de algunos alérgenos.
Sletten G., Egaas E., Lindvik H., Van Do T. and Florvaag E (2005) aplicaron tratamientos
de curado, enlatado, fermentado, en bacalao, merluza, salmon, atun, caballa y trucha,
evaluando mediante pruebas de electroforesis SDS-PAGE e inmunoensayo y anticuerpos
policlonales. Los resultados demostraron mayor susceptibilidad térmica con menor
inmunogenicidad en los tratamientos de enlatado.

La desnaturalizacion provocada por 100°C durante 5 minutos favorece la digestion (Takagi,
K., Teshima, R., Okunuki, H and Sawada, J. ,2003). Resultados de cuantificacion de a-
lactoalbumina nativa y desnaturalizada por calor obtenidos al aplicar esterilizaciones de
corto tiempo (UHT) demuestran la destruccion de algunos epitopos con la aparicion
gradual de otros (Dupon, D., Rolet-Ropecaud, O and Muller-Renaud, S., 2004). También
Sletten G., Van Do T., Lindvik HI; Egaas E.; and Florvaag E. (2010) comprobaron
reduccion de la alergenicidad de extractos de pescado ahumado, curado salado, enlatado,
fermentado en pacientes.y evaluaron la inmunogenicidad a través de electroforesis y
pruebas ELISA.

Estudios realizados por de Jongh H., Lopez C., Timmerman E., Nordlee J., Lee PW. ,
Baumert J., Hamilton R., Taylor S. and Koppelman S. (2013) en extractos de bacalao
sometidos a temperaturas mayores de 80°C han demostrado el impacto del tratamiento
térmico en la polimerizacion de esta molécula en base a su desdoblamiento parcial y
complexacioén con otras proteinas concluyendo que la union del anticuerpo a la PA esté

determinada por el potencial de los complejos proteicos formados inducidos por el calor.
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8.2 TRATAMIENTO ENZIMATICO
La termoresistencia de diversos alérgenos alimentarios y su estabilidad a la digestion han
despertado el interés de investigadores para establecer dicha correlacion. (Astwood and
Rancé (2010) y Restani H. (2012) citados por Coura Olivera T) obtuvieron resultados de
actividad proteésica aplicada en alérgenos alimentarios de carne durante 5 minutos, lo que
permitia reducir el nimero de Prick tests positivos Lopes S.; Bressan J. (2013).
Las proteinas transferasas de lipidos son muy estables a tratamiento térmicos con pepsina
y mantienen elevada alergenicidad. (Scheurer S, Lauer I, Foetisch K., Moncin M., Retzek
M, Hartz C, Enrique E, Lidholm J, Cistero-Bahima A, Vieths S.,2004).
Sun Ming, Liang Chengzhu, Gao Hongwei, Lin Chao, And Deng Mingjun (2010)
analizaron el ADN de 30 especimenes de pescado pertenecientes a 22 familias, utilizando
Proteinasa K para su digestion a 56°C. La amplificacion de ADN fue realizada en un ABI
PRISM 7900 (Appled Biosystems) con un programa de predesnaturalizacion a 94°C por 2
min; 45 ciclos de amplificacion (94°C por 20 s, 55°C por 20s y 68°C por 40s). El ensayo
tuvo una sensibilidad mayor de 5 pg de ADN de pescado y no mostré reaccion cruzada con
otras especies tales como vacuno, ovino, cerdos, pollo, camaron, langosta, cangrejo, pulpo,
almejas, cereales y papa. El coeficiente de variabilidad demostr6 alta reproducibilidad y
exactitud. El ensayo probd ser una herramienta potencial para la deteccion y etiquetado de
alérgenos de pescado.

Fermentacion Acidolactica

El uso de bacterias acido lacticas (LABs) -una de las tecnologias mas antiguas-,esde uso
practicamente ilimitado y prometedor para prolongar la vida util y mejorar las
caracteristicas sensoriales de los alimentos. Algunos cultivos starter para la industria
alimentaria son los Lactococcus, Lactobacillus spp, Streptococcus

thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum, etc.
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8.3

Actualmente representan una alternativa para cortar epitopos de las proteinas alergénicas
reduciendo su severidad. La proteolisis es uno de los procesos bioquimicos mas
importantes y deseables para mejorar la digestibilidad y resaltar la calidad nutricional del
alimento.

Durante la fermentacion lactica los alérgenos pueden ser degradados ocasionando
reduccion del namero de epitopos y favoreciendo la inclusion de hidrolizados proteicos en
formulaciones especificas incluso para infantes hipoalergénicas (Bertrand-Harb, Ivanova,
Dalgalarrondo, & Haertl E, 2003; Cocco et al., 2003; Penas, Prestamo, Baeza, Martinez-
Molero, & Gomez, 2006; Pescuma, H., Mozzi, & Font de Valdez, 2010; Pescuma et al.,
2009, 2011; El-Ghaish et al., 2010a, 2010b, 2011b), citados por El Ghaish et al, 2011).
Recientemente se estudia la combinacion de métodos (fermentacion e hidrolisis con
proteasas animales y vegetales, tratamiento térmico, alta presion y microondas combinadas
con proteolisis enzimatica) observando que la acidificacion derivada de la fermentacion de
carbohidratos por LABs es uno de los efectos mas deseables y postula ventajas al actuar
sobre la conformacion estructural de proteinas alergénicas. La degradacion de proteinas
carnicas durante la fermentacion se produce por la accion sinérgica de proteasas endogenas,
e induce a pensar en el efecto de la proteolisis para desorganizar la estructura y reducir la
alergenicidad. El-Gaish S., Ahmadova A., Hadji-Sfaxi I., Elmecherfi K., Bazukyan I.,
Choiset Y., Rabesona H., Sitohy M., Popov Y., Kuliev A. Mozzi F., Chobert J., and Haertle
T. (2011).

TRATAMIENTOS DE ALTA PRESION

Estos tratamientos no térmicos pueden afectar la antigenicidad de las proteinas de suero.
Chichon R., Belloque J., Alonso, E and Lopez-Fandino, R.(2008) al someter proteinas a

elevadas presiones —dependiendo de la intensidad de la presion- observaron:
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e Efectos elasticos a bajos valores de presion: distorsiones reversibles a nivel de enlaces
primarios y secundarios. La compresion es muy baja y no contribuye a variar el
volumen del sistema pero en el caso de los enlaces de hidrogeno puede distorsionar su
conformacion y reducir el tamafio de las cavidades internas de la proteina.

e Ante la aplicacion de 200 MPa (2 kbar), las interacciones moleculares y enlaces
terciarios son desestabilizados, lo que podria ser ocasionar el incremento de la
superficie de la molécula por mayor hidratacion en su estado como monoémero y por
las cavidades en la superficie interna de los oligomeros o agregados.

e FElefecto de presiones mayores puede desdoblar la proteina, dependiendo de su tamafio.
El desorden inducido por la presion en la estructura es casi tinico entre las macromoléculas.
A pesar de la estructura nativa compacta de la proteina, esta presenta cavidades de
diferentes tamafios que pueden incorporar agua o quedar vacias contribuyendo con la
presion para provocar el desdoblamiento. Es importante considerar si las proteinas se
encuentran en solucion acuosa ya que el agua conforma una delgada capa alrededor de la
proteina. Igualmente existe la influencia sobre la estabilidad de la proteina que se encuentra
rodeada ademas de otros sistemas liquidos en el alimento.

Hildebrandt S, Schutte L, Stoyanov S, Hammer G, Steinhart H, and Paschke A. (2010)

refieren la variacion de la estabilidad de PA ante la presion, dependiendo de su estructura

secundaria y de la presencia de factores estabilizantes tales como los puentes disulfuro y el
calcio ligado. Realmente no ha sido muy bien establecido si la presion elevada reduce la
alergenicidad, tomando en cuenta la multivariedad de matrices en las cuales se encuentran
las proteinas alergénicas, presencia de aditivos, enzimas y otras sustancias. Pero ellos
comprobaron que el incremento del tratamiento térmico a alta presion incluso a 70°C,

redujo la union a IgE, lo cual es una medida del potencial alergénico.
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La reversibilidad del efecto de la presion es un tema muy importante y discutido. Se conoce
que el desplegamiento de proteinas a elevadas temperaturas es acompanado usualmente
por la agregacion irreversible de las cadenas polipéptidas, lo cual no ocurre durante la
aplicacion de presion. A pesar que actualmente no se conoce un método oficialmente
reconocido para reducir la alergenicidad de alimentos, la combinacién de los factores
mencionados puede ser exitosa. Unos cientos de MPa de presion pueden conducir a la

desnaturalizacion de estructuras proteicas. Somkuti J., Smeller L. (2013).

9. GUIA PARA LA GESTION DE ALERGENOS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA
Uno de los efectos del mejoramiento genético es la introduccion de mayor diversidad
proteinica en el suministro de alimentos y con ello la contribucion al aumento de la

sensibilidad alérgica. Se observa que a través del tiempo nuevos alérgenos son reconocidos.

FAO y OMS consideran que estos alimentos no son intrinsecamente menos inocuos que los
originales no manipulados. Como consecuencia, la Equivalencia Sustancial fue recomendada
como componente importante en la evaluacion de la inocuidad de los alimentos e ingredientes

de alimentos que derivan de la modificacion genética. Evaluacion de la alergenicidad de

alimentos modificados genéticamente

Uno de los acuerdos de la Consulta FAO/OMS de Expertos sobre Alergenicidad de los
Alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos (2001) establecia la determinacion de su
potencial alergénico. La reunién anterior acordd establecer modificaciones de un Arbol de
Decisiones antes propuesto, considerando casos en los cuales la hipoalergenicidad fuera
inducida por una regulacion genética. Como resultado de las discusiones, se determiné la
necesidad de valorar la alergenicidad de una proteina expresada y determinar la homologia
de su secuencia con sensibilidad y especificidad suficientes que permitan ademas detectar

reactividad cruzada y la cantidad de alérgeno que sensibiliza y provoca episodios alérgicos.
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Estas consultas reconocen la importancia de actualizacion permanente en la informacion
sobre alérgenos y el uso de modelos animales, ya que los métodos in vivo en seres humanos
plantean problemas éticos. Fue acordado que la Susceptibilidad a la Pepsina sea el pardmetro
pertinente para identificar posibles alérgenos.

Método Del Arbol De Decisiones Para Evaluar La Alergenicidad De Alimentos

Esta herramienta fue planteada desde 1996 por el Consejo Internacional sobre Biotecnologia
de los Alimentos y el Instituto de Alergia e Inmunologia del Instituto Internacional de
Ciencias de la Vida, representa una estrategia para evaluar alergias que pueda ser adoptada
por la industria biotecnoldgica agricola. (Metcalfé et al., 1996 referido por FAO/OMS 2001).
El fundamento incluye, la procedencia del gen, la homologia de la secuencia proteica
introducida con alérgenos conocidos, el enlace inmunoquimico de la proteina introducida con
la IgE del suero sanguineo de individuos con alergias conocidas al material genético
transferido y las propiedades fisico quimicas de la proteina que se introduce (Metcalfé 1996;

Taylor 1997, referidos por FAO OMS 2001).

Fuente del gen

si / (alergénico) \

Si

Inmunoensavo en fase solida Semejanza de

la secuencia

Cominmente Menos cominmente

i . Vi -5 el

Si Estabilidad a la
digestion/
tratamiento

J{No

| Prueba de puntura de la piel |

i No
¢ No Si Si \
DBPCFC Alergénicos Posiblemente alergénicod

—
(IRB) si

No (>3 sueros

Sin datos de
alergenicidad®

No

> No alergénico®

Figura 5. Arbol de Decisiones FAO/OMS 2000. Evaluacion del potencial alergénico de
los alimentos derivados de cultivos modificados genéticamente. (Anexo 3. Consulta
FAO/OMS de Expertos sobre alergenicidad de los alimentos obtenidos por medios
biotecnoldgicos. Enero 2001).
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Un Arbol de Decisiones (FAO/OMS 2000) para evaluar las nuevas proteinas introducidas en
los alimentos modificados genéticamente (Figura 5) sefiala “si un alimento modificado
genéticamente contiene el producto de un gen procedente de fuente con efectos alergénicos
conocidos, se debe suponerse que el producto del gen es alergénico a menos que se demuestre
lo contrario. Debera desalentarse la transferencia de genes de alimentos comunmente
alergénicos a menos que pueda documentarse que el gen transferido no se codifica en un
alérgeno. Las nuevas proteinas introducidas en un alimento modificado genéticamente deben
ser evaluadas para determinar su alergenicidad en base al arbol de decisiones del Anexo 3.”
Esta herramienta combina el analisis en alérgicos asegurando un elevado grado de confianza.
La incertidumbre partia de la probabilidad que un alérgeno poco importante afecte a un
pequefio porcentaje de la poblacion alérgica al material de origen. El esquema considera
como un posible alérgeno a toda nueva proteina. Si la proteina es alergénica el Arbol de
Decisiones propone que el primer estudio realizado sea un analisis de la homologia de la
secuencia con alérgenos conocidos y referentes para el alimento en cuestion. Si los resultados
son negativos se continiia con la prueba de digestibilidad.

En la consulta del afio 2000 se realizaron algunas criticas respecto a los criterios base para la
construccion del arbol y se concluyd necesario examinar la posibilidad de afiadir otros
criterios de alergenicidad a este método en especial si no se conoce la fuente del material
genético.

Los criterios seleccionados fueron el nivel y lugar de expresion de la nueva proteina y sus
propiedades funcionales.

En 2001 nuevas consultas examinaron el bagaje cientifico acumulado y de los debates resulto
el Arbol de Decisiones FAO/OMS de 2001 (Figura 6). Este nuevo arbol de decisiones fue

basado en los métodos de evaluacion de alergenicidad existentes y en otras estrategias
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Evaluacion de la alergenicidad
potencial de los alimentos obtenidos
por medios biotecnologicos
FAO/OMS, 2001
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Figura 6. Arbol de Decisiones FAO/OMS 2001. (Consulta FAO/OMS de Expertos sobre
alergenicidad de los alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos.)

10. METODOS PARA DETECTAR Y EVALUAR PARVALBUMINAS

Para identificar y caracterizar moléculas se requiere técnicas separativas que permitan
observar sus componentes y sus caracteristicas. Las técnicas de mayor aplicacion para

andlisis de proteinas alergénicas son la electroforesis y el inmunoensayo (ELISA) y entre las
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técnicas de analisis de ADN, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain

Reaction o PCR).

Electroforésis SDS-PAGE

El término electroforesis Laemmli (1970) describe el desplazamiento de una molécula con
carga eléctrica neta dentro de un campo eléctrico. La separacion selectiva se realiza sobre un
soporte solido de matriz porosa (gel o papel) a partir de muestras complejas. La movilidad o
migracion de las moléculas depende de la carga de la proteina, de su solubilidad y tamafio o
peso molecular, asi como de la intensidad de la corriente eléctrica aplicada y la densidad del
soporte a través del cual ocurre la migracion. La electroforesis para moléculas alergénicas se
desarrolla en matrices de poliacrilamida (las siglas PAGE significan “polyacrilamide gel
electrophoresis”) por ser quimicamente inertes, estables en un amplio rango de pH,

temperatura y fuerza idnica. Algunas caracteristicas de la Electroforésis SDS-PAGE son:

1. Los geles de poliacrilamida polimerizan por accion de la bis-acrilamida - agente que
propicia el entrecruzamiento-, en presencia de un iniciador que es la N,N,N,N,-
tretrametilneediamina y de un catalizador que es el ion persulfato (S20Og)

2. La presencia de oxigeno inhibe la polimerizacion

3. La velocidad de polimerizacion depende de la concentracion de catalizador e iniciador.

4. La porosidad del soporte o gel depende de las proporciones de poliacrilamida/
bisacrilamida (que determina menor didmetro de poro en el gel)

5. SDS es un detergente desnaturalizante que se une a las cadenas polipeptidicas en relacion
1.4 g por g de proteina. Provoca migracién de las proteinas hacia el &nodo como una
funcion lineal del logaritmo de su peso molecular.

El gel se coloca dentro del equipo de electroforesis con dos camaras separadas cada una con

tampon de electroforesis. Finalizado el proceso el gel es sometido a tincién con un colorante

(Azll de Coomassie). Las proteinas pueden ser visualizadas en el gel tefiido identificadas por
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el desplazamiento o migracion (Rf) respecto a una proteina estandar. Esta técnica permite
determinar su peso molecular y diferenciar su termoestabilidad.
Kanamori M., Tanaka H., Hamada Y., Nagashima Y., Shiomi K. (2011). Sometieron varios
extractos de musculo de seis especies de pescado japonés a 80°C durante 20 minutos con
posterior purificacion de PA y colageno mediante técnica de electroforesis HPLC. El método
de extraccion aplicado en condiciones de calentamiento de los homogeneizados del musculo
fue util para analizar alérgenos y preparar antigenos para diagndstico de alergias de pescado.
Enzimoinmunoensayo ELISA
Es un ensayo inmunologico que utiliza anticuerpos como reactivos enlazantes, muy utilizado
en el area de salud, cuantifica moléculas que experimentan cambios en diferentes estados,
tales como infecciones microbianas o fases activas de alguna enfermedad autoinmune
(hormonas, anticuerpos, inmunoglobulinas, toxinas, agentes infecciosos, etc.). Utiliza una
enzima como marcador para mediar la formacion de complejos antigeno-anticuerpo mediante
puentes de hidrégeno, enlaces i6nicos, interacciones hidrofobicas y fuerzas de van der Waals.
En esta técnica uno de los inmunoreactivos es absorbido por una fase sélida de soporte
(nitrocelulosa, polivinilo, latex, u otros) y el otro es marcado con una enzima que reacciona
con un sustrato formando un producto coloreado; el cambio de color. Su fundamento es:
1) elantigeno y el anticuerpo pueden enlazarse a una superficie portadora insoluble y retener
su reactividad inmunologica
2) la elevada especificidad enzimatica puede transformar gran cantidad de sustrato
3) la actividad enzimatica o reactividad inmunoldgica de los conjugados se preserva y
permanece estable durante el analisis y el almacenamiento

4) las enzimas no estan presentes en el liquido biolégico que se somete a analisis.
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Técnica PCR

Polymerase Chain Reaction (PCR) amplifica las secuencias de ADN in vitro y obtener gran
numero de copias de un fragmento especifico de ADN. Es una técnica que permite identificar
secuencias genéticas. Para que se leve a cabo es necesario un ADN molde, cebadores que
flanqueen la secuencia de ADN a ser amplificada, nucleétidos (guanina, citosina, adenina y
timina), una enzima ADN polimerasa termoestable y iones de magnesio ademas de un buffer
de reaccion. La prueba se produce en una secuencia de temperaturas que se repiten de forma
ciclica, inicialmente 95°C para separar las hebras de ADN, luego una temperatura menor para
que los cebadores se unan al ADN molde, el tercer ciclo generalmente de 72°C por ser
temperatura Optima para la enzima polimerasa que inicia la sintesis de una nueva hebra
utilizando los nucleétidos afnadidos; el proceso incluye de 25 a 40 veces el ciclo de las tres
etapas descritas. El soporte utilizado es un gel, el cual es sometido a tincidon y posterior
lectura.

Hanak P., Laknerova I., Svatora M. (2012) utilizaron esta técnica para discriminar la carne
de varias especies de pescado y sus PA; el método estd basado en secuencias de diversas
regiones del gen de PA, utilizando para el efecto un enfoque bioinformatico que permitié
describir la variabilidad de los pares de bases de ADN en las secuencias de PA. En este estudio
fue utilizado un esquema del gen de PA de caballa, ademas de la identificacion en especies
se pudo establecer homdlogos, lo cual a su vez es de gran utilidad para los estudios de

reactividad cruzada entre especies de pescado.

68



CAPITULO IIl. METODO

3.1 TIPO DE ESTUDIO

a) Segun Niveles de Diferenciacion, es un estudio Descriptivo Cuasi-Experimental que
plantea estudiar el impacto del tiempo de tratamiento térmico en unidades de observacion
(Parvalbuminas de pescado) que no han sido asignados de acuerdo a criterio aleatorio,
pero seran evaluadas ajustando las variables de control.

b) Segtin los Objetivos de la Investigacion, es un estudio explicativo causal, porque describe
y explica relaciones de causa efecto entre dos variables.

) Segun el periodo en el que se capta la informacion, es un estudio prospectivo, ya que la
informacion se colecta después de la planeacion.

d) Segun la Evolucion del Fenémeno estudiado, es un estudio longitudinal, porque se

repetira medidas de las variables: seran medidas en cinco momentos (cinco meses).

3.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

Pasos en el Diseino del Estudio:

e Seleccion de muestras: de acuerdo a las variables de control establecidas (tamafo,
grado de frescura y evaluacion sensorial )

e Preparacion de muestra: musculo dorsal sin piel, picado finamente

e Extraccion de proteinas totales y sarcoplasmaticas: Kjeldahl y Lowry

e Extraccion y purificacion de parvalbiminas: Electroforésis SDS-PAGE.

e Calentamiento de PA a 121 °C durante 0, 5, 10 y 15 minutos

e Hidrdlisis de PA en FGS (pepsina a 37 °C)

e Consolidar los datos y aplicar método estadistico ANVA
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Figura 7. Representacion Grafica del Disefio Experimental del Estudio

3.3 ESTRATEGIA DE PRUEBA DE HIPOTESIS
Hipotesis General
No se plantea por ser un estudio descriptivo cuasi experimental causal.
Hipotesis Especifica 1:
Se podra afirmar que el tratamiento térmico a 121°C aplicado durante las condiciones de
tiempo propuestas, no produce cambios sobre la alergenicidad de PA de jurel, una de las

especies pesqueras de importancia nutricional desembarcada en Ventanilla, durante octubre

2016 a agosto 2017.
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Ho =Todos los tratamientos ejercen el mismo efecto sobre las PA de jurel
Ho = u1y = u2y= u3y = ugy
H; = al menos uno de los tratamientos ejerce un efecto diferente

Hi = uiy # ujs

Hipotesis Especifica 2:

Se podra afirmar que el tratamiento térmico a 121°C aplicado durante las condiciones de
tiempo propuestas, produce cambios sobre la alergenicidad de PA de lorna, una de las
especies pesqueras de importancia nutricional desembarcada en Ventanilla, durante

octubre 2016 a agosto 2017.

Ho =Todos los tratamientos ejercen el mismo efecto sobre las PA de lorna
Ho = uiL = u21= usL = uaL
H; = al menos uno de los tratamientos ejerce un efecto diferente

Hi= uir# ujL

3.4 VARIABLES

Identificacion y Medicion de Variables. Se muestra en el siguiente esquema.
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ESQUEMA DE VARIABLES

Variables Tipos de variables- | Escala de | Valores de
indicadores medicion medicion
V. DEPENDIENTE
Estabilidad de Proteina
Continua
e Cantidad de PA | Variable Numérica. mg PA/kg
. o muestra.
estable al tratamiento | Cuantitativa
térmico
e Cantidad de PA
estable a la accion de
FGS
VARIABLE INDEPENDIENTE
Tratamiento Térmico a
121°C por
* Om%nutos Variable
* 5 minutos Numerica.
e 10 minutos Continua minutos
e 15 minutos Cuantitativa
Hidrolisis Gastrica
Simulada en FGS
VARIABLES DE CONTROL /COMPARACION: caracteristicas de las
muestras (especies de pescado)
VARIABLES TIPOS DE | ESCALA DE | VALORES DE
VARIABLES- MEDICION MEDICION
INDICADORES
Tamafio comercial de la | Numérica. Continua cm
especie Cuantitativa
Valor de  Frescura | Numérica. mg N/ 100g
Quimica de la especie | Cuantitativa musculo
(N de BVT).
Valor de Evaluacion | Categorica Continua. ndmeros
Sensorial de pescado Cualitativa, Escala numérico
Politomica descriptiva con
valoresde 1a5
Condiciones de | Categorica Nominal ndmeros
Expendio de la especie | Cualitativa, 4 valores
Politémica
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e Variables Dependientes para referir los cambios en la Alergenicidad:

Estabilidad de PA. expresada para cada especie de pescado como la diferencia entre los

contenidos relativos de PA en las muestras crudas y después de someterlas al tratamiento
térmico e hidrdlisis gastrica simulada. En ambos grupos de muestras fue preparada una

muestra (To) a la que no se aplico tratamiento térmico, solo la hidrdlisis géstrica.
% de cambio de Estabilidad = ( ( E1 —E2)/ E1) x 100 donde:
E; -cantidad de PA en muestra cruda
E» - cantidad de PA en muestra sometida a cada tratamiento térmico (Ts, T1o, T15s)

e Variable Independiente :

Tratamiento Térmico: 121 °C es la temperatura de esterilizacion de los productos pesqueros

en conserva que fue aplicada en tres niveles o tratamientos:

o Un blanco To (sin tratamiento térmico: 121 °C durante 0 minutos)
o (T s) 121 °C durante 5 minutos,

o (T 10) 121°C durante 10 minutos,

o (T 15) 121 °C durante 15 minutos

e Variables de Control o Comparacion:

El control en determinados factores durante la ejecucién del experimento, permitié asegurar
la ejecucidn del experimento en condiciones constantes, reduciendo el error experimental
procedente de la seleccion de las muestras y reducir sesgos.

Tamafio/ peso Comercial de la Especie: la longitud estandar de la especie (desde el extremo

de la boca hasta la aleta caudal), Jurel: 31 cm, Lorna: 24 cm. (RM 209-2001-PE)

Valor de Frescura Quimica de la especies de pescado:

Los especimenes fueron seleccionados de acuerdo a rangos de frescura: Solo se selecciono

especimenes con un valor 35 + 5 mg N de Bases Volatiles Totales/100g de muestra.
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3.5

3.6

Valor de Evaluacién Sensorial de pescado: los especimenes fueron seleccionados de acuerdo

a valores de evaluacion sensorial utilizando una escala numérico descriptiva para pescado,

en la cual 1: muy malo, 2: malo, 3: aceptable, 4: bueno y 5: muy bueno.

b)

a)

b)

POBLACION

La investigacion fue llevada a cabo en ejemplares de las especies de pescado: jurel y

lorna, adquiridos del Terminal Pesquero Ventanilla.

Criterios de Inclusion:
Ejemplares expendidos en condiciones apropiadas: buena estiba, baja temperatura (10 +
2 °C), buenas practicas de manipuleo del vendedor y lugar e instalaciones de expendio
en buenas condiciones de limpieza
Ejemplares de talla comercial establecida por el Ministerio de la Produccion (31 cm
para jurel y 24 cm para lorna)
Ejemplares en grado de frescura quimica y sensorial bueno y muy bueno
Criterios de Exclusion:

= Ejemplares que no cumplen con los criterios de inclusion
Ubicacion de la poblacion en el espacio y tiempo

= Ubicacion en el espacio: Terminal Pesquero de Ventanilla.

= Ubicacion en el tiempo: octubre 2016 a agosto 2017.

MUESTRA

Unidad de analisis u observacion: cada uno de los ejemplares de las especies de
pescado (lorna y jurel).

Unidad de muestreo: Tres unidades de muestreo cada una conformada por 30
especimenes de cada especie y dividida en tres grupos (réplicas) cada uno por un
composito de 10 ejemplares.
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C) Marco Muestral: 90 ejemplares de jurel y 90 de lorna para todo el estudio.

d) Tipo de muestreo: Por tratarse de volimenes muy elevados (alrededor de cientos de
toneladas diarias), se aplicd el muestreo no probabilistico o discrecional por cuotas. Las
pruebas realizadas implicaron la destruccion de las unidades muestrales.

e) Tamaio Muestral: En los 3 meses establecidos (enero, febrero y marzo 2017) fueron
seleccionados tres grupos de muestras denominadas Unidades de Muestreo (UM). Cada
UM estuvo conformada por 30 ejemplares de cada especie de pescado (unidad de

muestreo mensual). En cada muestreo se trabajo 3 réplicas, tal como se explica en la

Figura 8.
UNIDADES DE MUESTREO:
[ UM- Mes 1 ] [ UM- Mes 2 ] [ UM- Mes 3 ]
Reéplica 1
(composito de 10 ejemplares)
UM Réplica 2
30 ejemplares (compdsito de 10 ejemplares)
Réplica 3

(compdsito de 10 ejemplares)

Figura 8. Descripcion de la conformacion de las Unidades de Muestreo.

3.7 TECNICAS DE INVESTIGACION

3.7.1 INSTRUMENTOS Y RECOLECCION DE DATOS

Recoleccion de Datos
Meétodos a Utilizar: Prolectivo.

Por ser un estudio de Experimentacion, la recoleccion de datos se realizd en base a la
observacion de los resultados de las pruebas desarrolladas. El estudio plantea descubrir

las relaciones de causa-efecto.
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En el estudio se prepar6 las muestras de cada especie, el contenido de PA en muestra

cruda y en muestra cocida a 121°C durante tres tiempos (5, 10 y 15 minutos). A cada

muestra le fue aplicada una prueba de digestion en FGS que constituye la medida de la

variable dependiente “Y” Estabilidad de la proteina, medida como digestibilidad.

El método de experimentacion permite el manipuleo de la variable independiente - X -

para el presente caso, los tiempos del tratamiento térmico a 121 °C (temperatura de

esterilizacion aplicada en alimentos de baja acidez) de modo que permite observar si

existen diferencias y si estan resultan estadisticamente significativas.

Instrumentos: Formatos de Registro, identificados mediante numeracion del Registro

seguido del N° de su Hoja de Registro, indicando nombre de la evaluacion realizada, la

fecha el codigo de la muestra y el resultado obtenido (en Anexos)

N° Nombre del Registro

Analisis Descriptivo de las Caracteristicas Fisicas (Tamafio en cm) de las
! especies pesqueras Jurel y Lorna.

Analisis Descriptivo de las Caracteristicas Sensoriales de las especies
2 pesqueras Jurel y Lorna

Analisis Descriptivo de las Caracteristicas de Frescura Quimica de las especies
3 pesqueras Jurel y Lorna. (Datos expresados en mg de N de bases volatiles /100

g de musculo dorsal)

Andlisis Descriptivo del Contenido de Proteina Total de las especies pesqueras
4 Jurel y Lorna. (Datos expresados en g de proteina / 100 g musculo dorsal)

Andlisis Descriptivo del Contenido de Proteina Sarcoplasmatica de las
> especies pesqueras Jurel y Lorna

Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbiminas de las especies
0 pesqueras Jurel y Lorna. (Datos expresados en mg/g musculo dorsal)

Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas Digeribles de las
! especies pesqueras Jurel y Lorna. (Datos expresados en mg/g musculo dorsal)
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Andlisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas de Jurel, sometidas a
tratamiento térmico (*) y posterior hidrolisis enzimatica in vitro(**). (Datos

expresados en mg/g musculo dorsal)

Anadlisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas de Lorna, sometidas a
tratamiento térmico (*) y posterior hidrélisis enzimatica in vitro(**). (Datos

expresados en mg/g musculo dorsal)

Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas Digeribles de Jurel,

10 : : . g e
sometidas a tratamiento térmico (*) y posterior hidrolisis enzimatica in

vitro(**). (Datos expresados en mg/kg musculo dorsal)

Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas Digeribles de Lorna,

11
sometidas a tratamiento térmico (*) y posterior hidrolisis enzimatica in

vitro(**). (Datos expresados en mg/g musculo dorsal)

Analisis Estadistico de Valores de diferencias de Estabilidad de PA antes y

12
después de los tratamientos. Jurel y lorna

Analisis Estadistico de Valores de diferencias de digestibilidad entre PA antes

13
y después de los tratamientos). Jurel y Lorna

Tiempo de recojo de muestras: octubre 2016 a enero 2017

Seleccion de los especimenes de pescado, en cada uno de los meses (enero, febrero,
marzo) se trabajé una UM para cada especie. En el terminal pesquero la seleccion fue de
acuerdo a las condiciones de expendio, tamafio y evaluacion sensorial. En el laboratorio,
la seleccion en base a los resultados de frescura quimica (35 +5 mg de N de BNT por 100
g muestra de musculo dorsal sin piel). Un compdsito del misculo antero dorsal sin piel
de 10 especimenes para cada una de las tres (3) réplicas de la unidad de muestreo.
3.7.2 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS:

El Procesamiento de datos fue desarrollado en las siguientes etapas:

a) Codificacion de los datos: fue realizada en los especimenes preseleccionados que
cumplian con las caracteristicas de inclusion (dimensiones talla, calificacion sensorial y

valor de frescura quimica). La codificacion de las muestras para todas las evaluaciones
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realizadas, fue realizada asignando la primera letra del nombre de la especie de pescado
(“J” 0 “L”), seguida de un nimero de 3 cifras (del 001 al 100) para cada especie.

b) Clasificaciéon de los datos:

En las variables numéricas, todos los datos fueron obtenidos mediante experimentacion
sometidos a clasificacion.

C) Procesamiento y Analisis de los datos: mediante Programa Estadistico SPSS 25
(Estadistico de Levine, Welch, etc), determinando ANOVA y Tukey para las diferencias.
Las evaluaciones fueron desarrolladas con nivel de significancia a = 0.05. Parte de la
informacion fue ilustrada mediante Graficos y tomas fotograficas de los
electroforegramas SDS-PAGE.

d) Métodos de Analisis de las Muestras:

Analisis Sensorial de las muestras: El Método numérico descriptivo con escala de 1 a 5

(1 muy malo, 5 muy bueno). Los atributos evaluados fueron evaluados en especies
enteras: olor (fresco, a mar, ausencia de olores desagradables), apariencia de la piel
(brillante, iridiscente, con presencia de mucus claro y limpio), apariencia y color de ojos
(convexos,pupila bien definida, ausencia de sangre), textura (firme y elastica, las escamas
en la lorna no se desprenden facilmente), 6rganos internos (integros y de color brillante)
Para las siguientes determinaciones se utilizd el compdsito trabajado con el musculo
desintegrado de la zona dorsal de filetes sin piel.

Determinacion de Frescura de pescado: Método de Determinacion de Nitrogeno de Bases

Volatiles Totales (N-BVT) Diario Oficial de las Comunidades Europeas. Directiva
95/149/CE. (N°L 97/84-N°L 97/85-N°L 97/86), utilizando 10 g de muestra.

Extraccion de proteinas totales: Método Semi micro Kjeldahl AOAC (1980), utilizando

1 g de muestra.
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Extraccion de proteinas sarcoplasmaticas fue realizada mediante el Método de Lowry

O.H., N.J. Rosbrough, A.L. Farr y R.J. Randall (1951) para proteinas. La formulacion de

reactivos fue realizada el siguiente esquema:

Reactivo Lowry

Reactivo Folin

ImL soluciéon A en S0mL solucion A 1 mL diluido con agua

Sol. A: 2g Na>CO3 en 100 mL 0.1N NaOH destilada desionizada
Sol.B: 0.5g CuSO4.5H,0 en 100 mL de Tartrato NaK 1% | 3mL

Lectura realizada en espectrofotometro a 580 nm de absorbancia, previo reposo de las

muestras en oscuridad durante 10 minutos para permitir la reaccion. En cada extraccion

fue preparada una curva estandar tomando albumina de suero bovino (BSA), con 95% de

pureza como estandar. Los valores obtenidos en la curva estdndar fueron:

Preparacion de la curva estandar y muestras para Determinacion de Proteina

Sarcoplasmatica mediante método Lowry.

Tubo 1 2 3 4 5
Estandar de Albumina (uL) 10 20 30 50 100
Agua destilada (uL) 990 980 970 950 900
React. Folin (uL) 500 500 500 500 500
React. Lowry (uL) 5000 5000 5000 5000 5000
0,80 Curva Estandar Lowry.
060 e
0,40 PRy ¥ 0,0015x + 0,0366
--------- R2 = 10,9952
0,20 L
boett '.".‘
0,00 ¥
0 100 200 300 400 500

Figura 9. Representacion Grafica de las Curvas Estandar (Albimina Bovina) para las

determinaciones de Proteina Sarcoplasmatica en las muestras de jurel y lorna

Procedimiento de Extraccion de PA: segiin metodologia referida por Arif S.H., Jabeen

M. and Hasnain A. (2007). La cuantificacion de PA fue realizada en base a la

densitometria en los geles de electroforesis SDS-PAGE.
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Para la extraccion de proteinas PA se utilizd especies de jurel y lorna, previa seleccion
por tamafios y buen grado de frescura. Los especimenes fueron cortados como filetes sin
piel y fueron picados finamente. Todas las operaciones que se ilustran en la Figura 10
fueron llevadas a cabo en frio, utilizando bandejas con hielo en escamas, pre enfriando
las soluciones (buffers y acetona), utilizando centrifuga refrigerada a 4°C y congelacion
a -20°C, para mantener las condiciones recomendadas por los autores referentes. La Fig.

11 muestra el tratamiento térmico aplicado.

SEPARACION DE LA FRACCION MIOFIBRILAR

DISOLUCION

10— 15

previamente refrigerada + 200 mL Buffer Tris 0.05M (pH 7.5 HCI) ==

+ 5% glicerol.

409 de pescado (musculo dorsal sin piel) finamente picado en solucion L:‘;:‘“ (

MEZCLA

Colocar el vaso de precipitado sobre una bandeja con hielo.
La solucion pescado + Tris fue homogeneizada en equipo
Stirrer a 20.000 rpm x 30 segundos. Este paso fue repetido 5

VECES

CENTRIFUGACION (4°C)

La mezcla fue repartida en tubos y
centrifugada a 10.000 a a4°C x 30 min.
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FILTRACION

Sélo se utilizd el sobrenadante.
El precipitado contiene fraccion miofibrilar, fue eliminado

LIOFILIZACION

Sobrenadante colocado en equipo liofilizador durante 36 horas.

DILUICION DEL LIOFILIZADO |

El liofilizado fue disuelto en 20 mL Buffer TRIS 0.05 M (pH 7.5
HCI)

SEPARACION DE LAS FRACCIONES SARCOPLASMATICAS

CENTRIFUGACION (4°C) 10.000 x 30 min

Se agrego al liofilizado 20 mL Acetona
en concentracion 40% (para las

muestras de lorna), 55% (para las

muestras de jurel)

CENTRIFUGACION (4°C)  10.000 x 30 min
El sobrenadante + 20 mL Acetona 85%.

Retirar la grasa mediante filtracion en papel Filtro
Whatman
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SEPARACION DEL
PELLET

El sobrenadante fue colocado
en una pera de decantacion.

El Pellet final (contiene Proteinas de Bajo Peso Molecular que agrupa las PA)

Figura 10. Protocolo seguido para la extraccion de PA a partir de las muestras de

musculo dorsal de jurel y de lorna.

Figura 11. Pellets sometidos a tratamiento térmico 121°C a diferentes tiempos, Ji: 5

minutos, Jo: 10 minutos, J3: 15 minutos; L;: 5 minutos, Ly: 10 minutos, Ls: 15 minutos.

Los pellets J y L no fueron sometidos a tratamiento térmico.

Electroforésis: (método Laemmli, U. 1970). Geles SGS-PAGE preparados: concentracion

20% para el gel de apilamiento y 5% para el gel de separacion. Los detalles de

formulacion e indicaciones para la preparacion de los geles se muestran a continuacion:

Reactivo Cantidades Procedimiento

Acrilamida 444 g | Colocar en fiola de 100 mL y enrasar con agua
Bisacrilamida 2g destilada desionizada

Persulfato de amonio 100 mg | Disolver en 1 mL de agua destilada desionizada
Duodecil sulfato de 5g | Colocar en fiola de 50 mL y enrasar con agua
sodio (SDS) destilada desionizada

Buffer 1.5 M Tris pH 8.8 11.15g | Diluir en agua destilada desionizada, llevar a

pH 8.8 y enrasar a 100 mL
Buffer 0.5 M Tris pH 6.8 6g | Llevar a pH 6.8 y enrasar a 100 mL
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La Formulacién de Soluciones utilizadas para la Preparacion de Geles SDS-PAGE fue

preparada de acuerdo al siguiente esquema:

(Cantidades en mL) Geles
De Separacion 20 % De Apilamiento 5%

Agua destilada desionizada 4.2 3.1

Buffer tris 1.5 M pH 8,8 3.75 ---

Buffer tris05MpH68 | - 1.25

SDS 10% 0.15 0.05
Acrilamida 6.75 0.55
TEMED (N,N,N",N""- 0.015 0.005
tetrametiletilenodiamina)

Persulfato de Amonio 0.15 0.05

Ls geles SDS-PAGE (10cm x 6 cm) fueron preparados de acuerdo a formulacion indicada
(Tabla 10). El equipo de electroforesis para mini-geles con accesorios (peines con 12
pocillos, espaciadores de vidrios espesor 0.75 mm) fue un Mini Protean 3 cell de BioRad
®, fuente de poder. El sistema Buffer utilizado para la separacion electroforética fue la
Buffer tris-glicina pH 8.3 (1.51 G Tris base, 7.2 g glicina en 500 mL de agua destilada
desionizada) camara interna (catodo) y de Buffer de glicina (glicina 0.1M, pH 2.2 -3.6)

para la camara externa (anodo). (Figura 12).

Figura 12. Geles SDS-PAGE
dentro de la cdmara de
electroforesis en los cuales se
observa el desplazamiento de
las proteinas (frente de corrida)
puede ser visible gracias a la
coloracion que imprime el
colorante azul de bromofenol.

La corrida fue desarrollada a temperatura ambiente utilizando 40 miliamperios, el término
se produjo cuando el frente de corrida identificado tomando como referencia el colorante
azul de bromofenol. La lectura de geles fue obtenida mediante un Analizador de Imagen
con Transiluminacién Gel Doc TM XR+. Para facilitar el despliegue de las cadenas
polipeptidicas las muestras fueron disueltas en igual cantidad de Buffer de

desnaturalizacion (50 mL 8 M urea + 20 mM buffer fosfato pH 6.8 + 1% SDS +
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Mercaptoetanol 1%). 10 uL de muestra mezclados con 5 uL de colorante Azul de
bromofenol (10 mg de BPB + 2 mL de glicerol + 0.2 mL 0.5 M buffer tris pH 6.8) fueron
colocados en el gel. EI Marcador de peso Molecular (estandar) fue Sigma-Aldrich (N°

Catalogo SDS7) de un rango MW. 14.000 — 66.000 conteniendo:

Proteina Peso Molecular
e Albimina bovina 66.000
e Albiimina de huevo 45.000
e Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 36.000
e Anidrasa carbonica bovina 29.000
e Tripsindgeno de pancras bovino 24.000
e Inhibidor de Tripsina de soya 20.000
e g-lactalbumina de leche de bovino 14.200

Tincion de Geles: al término de la electroforesis los geles fueron retirados de la camara

de corrida y sumergidos en una Solucion Fijadora (500 mL metanol, 70 mL acido acético
glacial, 420 mL agua) durante 10 minutos. La tincion fue realizada con colorante Azul de
Coomassie (0.25g en 225 mL metanol, 46 mL &cido acético y 230 mL agua) y la
decoloracion con solucion de decolorante (200 mL, 100 mL etanol, 50 mL 4cido acético
y 650 mL agua) durante 6 horas. Las imagenes y cuantificacion de moléculas fue realizada
mediante equipo Transiluminador. Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System,

utilizando el White Light Transilluminator marca BIORAD.

Para la Digestion en FGS: el FGS es definido como la solucion de reactivos mantenidos
bajo condiciones especificas y ha sido desarrollado para representar las condiciones
gastricas en el estomago (Herman R., Storer N., and Yong Gao, 2006), (Akimov M. and
Bezuglov S., 2012). Para la prueba se establecié una relacion de 10U de actividad de
pepsina/ ug de proteina, tomando en cuenta la recomendacion de la US Pharmacopoeia

(2000) que utilizada por numerosos autores. (Lucas et al. 2007, Untersmayr E. 2005)
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La solucion FGS fue preparada disolviendo 200 mg de CINa en 100 mL de agua destilada
desionizada ajustada a pH 1.2 con HCI 3M. En esta solucion se agregd Pepsina (Sigma,

Gillingham UK) con actividad 2235 U/mg en concentracion 0.32%.

Para desarrollar los experimentos de digestion se

utilizé una proporcioén de 1.9 mL de muestra. Para
dicho fin se realiz6 los calculos de proteina en las
muestras de acuerdo al método de Lowry. Antes de
agregar la solucion FGS a las muestras, fue

precalentada por 2 minutos a 37°C. Al terminar el

Figura 13.  Microcentrifuga
Eppendorf®  Minispin® con
Rotor Blackline.

tiempo de digestion se agregd a las muestras 800 ulL
de un buffer de neutralizacion o Buffer Laemmli
(40% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 10% SDS, 0.33 MTris, 0.05% azul de bromofenol,
pH 6.8) para detener la reaccion. La homogeneizacion de los tubos fue realizada en una

minicentrifuga eppendorf. (Figura 13).

Para el analisis estadistico de los resultados: el programa estadistico SPSS version 25
para las pruebas (Estadistico de Levine, Welch, etc) que determinen el analisis de
variancia ANOVA, Tukey en el experimento, evaluaciones desarrolladas con un nivel de

significancia de a = 0.05.
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CAPITULO IV. PRESENTACION DE RESULTADOS

CONTRASTACION DE HIPOTESIS
Para iniciar el estudio se trata de establecer que los grupos de especies lorna/jurel utilizados en

cada uno de los tres meses del estudio corresponden a una misma poblacién. Con esta finalidad
se establecio que la media y la variabilidad es la misma que de la cualquiera de los grupos por
separado. Ho = Todas las poblaciones analizadas presentan las mismas caracteristicas

Ho = w1y = u23= u3y

H; = al menos uno de los grupos presenta diferentes caracteristicas

Hi = wis # uy;
ANALISIS E INTERPRETACION

Caracteristicas Fisicas de las especies pesqueras

Tabla N° 1. Analisis Estadistico de las Caracteristicas Fisicas (Tamafio cm) de Jurel y Lorna

Intervalo de confianza
Especie para la media al 95%
N Promedio Desviacion CV Limite Limite
estandar % Inferior | Superior
Jurel 90 29.19 1.27 4.35 28.92 29.45
Lorna 90 22.78 1.45 6.36 22.47 23.08

El valor de la longitud promedio de jurel estuvo comprendido entre los rangos 24.7 £ 1.1y 35.2
+2.3cmen2001y26.5+1.2y36.2+ 1.4 cm durante 2002 reportada por (Barriga M., Ayala
M, Placido M. y Salas A., 2003). Similar modelo fue observado en lorna, su longitud promedio
corresponde con los respectivos observados entre 2001 a 2003 (22.56cm) y entre 2009 y 2012
(22.89 cm) por Culquichicon Z., Tresierra A. Solano A. y Atoche D. (2012). Los valores de
desviacion estandar (DS), coeficientes de variabilidad (CV) y estadisticos de Levine (EV) de los
valores de longitud en ambas especies demuestran una elevada homogeneidad de varianzas con

un 95% de intervalo de confianza para la media (o= 0.05). (Tabla 1 y Anexos 1y 2).
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Frescura Sensorial de las Especies

Tabla N° 2. Andlisis Estadistico de las Caracteristicas Sensoriales de Jurel y Lorna

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Especie N Promedio Desviacion CvV Limite Limite
estandar % Inferior Superior
Jurel 90 4.21 0.24 5.70 4.15 4.26
Lorna 90 4.23 0.25 5.91 4.18 4.28

Del mismo modo es importante referir la condicion de frescura de las muestras de ambas especies
utilizadas en el presente estudio —tomando en cuenta la perecibilidad del recurso pesquero- los
valores obtenidos en la Tabla 2 y Anexos 3 y 4 (subconjuntos homogéneos no presentan
diferencias significativas «=0.05), sus atributos olor, color, textura, apariencia y sabor
corresponden con un buen grado de calificacion y al igual que los datos de tamario, reflejan un

bajo grado de dispersion y la homogeneidad de varianzas.

Frescura Quimica de las Especies

Tabla N° 3. Analisis Estadistico de las Caracteristicas de Frescura Quimica
(mg de N-BV /100g de musculo dorsal) de Jurel y Lorna.

Especie Intervalo de confianza
para la media al 95%
N* Promedio Desviacion Cv Limite Limite
estandar Inferior Superior
Jurel 9 28.82 2.30 7.98 27.05 30.59
Lorna 9 29.71 2.28 7.67 27.95 31.46

El nivel de frescura quimica medida por la determinacion de Nitrogeno de Bases Volatiles
Totales es uno de los métodos mas utilizados para evaluar de la calidad de los productos
pesqueros. Es un término general que incluye la medicion de algunos compuestos volatiles que
se generan como consecuencia de los procesos de deterioro de los productos de la pesca, entre
ellos destaca la trimetilamina, dimetilamina, amoniaco y otros compuestos nitrogenados basicos

volatiles.
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De acuerdo a lo establecido por el Método Diario Oficial de las Comunidades Europeas.
Directiva 95/149/CE. (N°L 97/84-N°L 97/85-N°L 97/86), se considera aceptable para el
consumo humano directo pescado con valores hasta de 35 mg de N-BVT/100 g de mdsculo. Los
resultados en Tabla N° 3 y Anexos 5 y 6, indican que en todas las muestras los valores no
presentaban diferencias estadisticamente significativas (a= 0.05) y se encontraban por debajo

del limite establecido, siendo ademas concordantes con la calificacion de atributos sensoriales.

Los valores de DS y CV aseguran baja dispersion y una condicion de especimenes uniforme en
ambas especies. Esto resulta de particular importancia si se considera que en un pescado de bajo
grado de frescura y cantidades superiores a 35 mg de N-BVT/100 g, gran parte del nitrogeno
proteico se transforma en bases volatiles (N no proteico), lo cual afectaria las determinaciones

de proteina sobre las cuales se basa el presente estudio (Tabla 3, Anexos 5y 6).

Contenido de Proteina Total y Proteina Sarcoplasmatica

Tabla N°4. Analisis Estadistico del Contenido de Proteina Total de Jurel y Lorna

Especie Intervalo de confianza
para la media al 95%
N Promedio Desviacion Cv Limite Limite
estandar % Inferior Superior
Jurel 9 19.90 0.55 2.76 19.48 20.32
Lorna 9 18.28 0.79 4.32 17.67 18.89

(Datos expresados en g de N x factor 6.25 /100 g de mtisculo dorsal)
La Tabla 4 muestra los valores de proteina total promedio que son cercanos a los referidos para

estas especies en las Tablas Peruanas de Composicion de Alimentos (INS,2009), 19.7% y 18.5%
y ademas se encuentran dentro del rango de los valores establecidos por Traverso J. y Avdalov
N. (2014), Huss H.H. (1999) e IMARPE-ITP (1996). En ambas especies el valor CV es bajo
indicando baja variablidad. El analisis estadistico descriptivo de estos datos en cada uno de los
meses enero, febrero y marzo para ambas especies indica que no existen diferencias

estadisticamente significativas a nivel a= 0.05 (ver Anexos 7y 8).
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Respecto al contenido de proteina sarcoplasmatica los datos obtenidos en ambas especies son
estadisticamente similares entre si (a= 0.05). Al calcular el valor porcentual promedio indicado
en la Tabla 5 respecto al total de proteina (Tabla 4) se obtiene 24.87% y 25.60% como porcentaje
de fraccion sarcoplasmatica en jurel y lorna respectivamente (el analisis estadistico descriptivo

se presenta en los Anexos 9 y 10).

Tabla N°5. Analisis Estadistico del Contenido de Proteina Sarcoplasmatica de las especies
pesqueras Jurel y Lorna

Especie Intervalo de confianza
para la media al 95%
N*  Promedio Desviacion CV Limite Limite
estandar % Inferior  Superior
Jurel 9 4.95 0.41 8.28 4.63 5.27
Lorna 9 4.68 0.14 2.99 4.57 4.79

(Datos expresados en g de proteina sarcoplasmatica / 100 g de musculo)

El pellet obtenido contenia proteinas de bajo PM (P-BPM) dentro de las cuales se encuentran las
PA. Antes de la inoculacion de las muestras en los carriles del gel de electroforesis SDS-PAGE
se realizo la cuantificacion de proteina de acuerdo al método citado (Lowry). Los valores
promedio de 3 repeticiones de P-BPM fueron 10.29 mg /100g filete de jurel y 13.78 mg/100g
filete de lorna. A partir de estas cantidades para aproximar la cantidad de PA se tomo la
distribucién de cantidades en las muestras crudas (JO y L0) de acuerdo a su distribucion de bandas
(68.02 y 53.19% para jurel y lorna respectivamente). De ello resultan valores de 6.999mg

PA/100g en jurel y 7.329 mg PA100/g en lorna.

EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS

Contrastacion de Hipétesis
Ho =Todos los tratamientos ejercen el mismo efecto sobre las PA de jurel
Ho = u1y = u2=uzy = uqy
H; = al menos uno de los tratamientos ejerce un efecto diferente

Hi = uis # ujs
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Electroforésis de Proteinas

Los electroforegramas permiten apreciar el recorrido a través del gel o soporte SDS-PAGE de
las proteinas de las especies pesqueras investigadas, que de acuerdo a su PM corresponden a
rangos muy bajos dentro de los cuales se encuentran las proteinas alergénicas de interés PA
(10.000 y 14.000 kDa) (analisis de regresion se muestran en Anexos 11y 12) entre las distancias
recorridas por cada grupo de proteinas (Rf) y su peso molecular (PM) (tomando como referencia
el rango del marcador de PM de 66.000 a 14.200 kDa). Los datos obtenidos del analizador de
imégenes permitieron evaluar cualitativa y cuantitativamente las bandas utilizando los valores de

PM de las proteinas, su frente de recorrido relativo (Rf), su CR y porcentaje de banda.

El efecto del tiempo de tratamiento térmico a 121° C sobre la estabilidad de las proteinas
alergenicas investigadas fue establecido comparando la CR s obtenida para cada caso (tiempo de
tratamiento/ digestion en FGS) con las muestras que no fueron tratadas térmicamente ni

sometidas a digestion, a las mismas que se les asigné valor 1.

PROTEINAS DE JUREL
En la Figura 14 se observa ubicacion e intensidad de las bandas de proteinas de Jurel (Trachurus

symmetricus murphyi). Segln la codificacion establecida corresponden a JO sin tratamiento

M Jo Jo-D J5 J5-D J10J10-D J15 J15-D | térmico; JOD sin tratamiento térmico y
166,000 | | ' ' ‘
500 NPN g [ | W sometido a digestion. J5 tratamiento
000 g )

) térmico 5 min; J5D tratamiento térmico 5

L 00 . . : :
min 'y sometido a digestién; J10
o o
tratamiento térmico 10 min; J10D

-y e w w wu;&‘
. “ tratamiento térmico 10 min y sometido a

) . . ) digestion; J15 tratamiento térmico 15
Figurald. Electroforésis de proteinas de bajo

PM de jurel (Trachurus symmetricus murphyi) | min; J15D tratamiento térmico 15 miny
en geles SGS-PAGE 5% para el gel de
apilamiento y 20% para el gel de separacion. sometido a digestion; M es el Marcador
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de PM. En todas las muestras la secuencia de bandas indica que las proteinas alergénicas en las
muestras de pescado (PA) se sitlan por debajo de 14.000 y que su densidad asociada a su CR
es variable (y =-0.0085x+0.4523 con Rz = 0,9887) (Anexo 11). En Anexo 13 se muestran los
analisis estadisticos para establecer diferencias significativas entre los tratamientos aplicados
(ANOVA) y en Anexo 15 los andlisis estadisticos comparativos correlacionando por pares entre

tratamientos sin y con tratamiento en FGS.

s . N°de | P.M. | Frente Cantidad | % de
£ Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
2 1 [530] 0.002 038 | 25.85
: 2 40.4 | 0.109 0.06 4.08
£ ow_f 3 23.4 | 0.253 0.01 0.68
| 4 22.0 0.265 0.02 1.36
' 5 10.0 0.367 1.00 68.02
0
025 050 075 100

Figura 15. Musculo de Jurel sin tratamiento térmico ni digestion en FGS (J0)

Al analizar la muestra cruda, JO (Figura 15) se encontrdé 5 bandas entre las cuales la Gltima de
10.000 kDa se encuentra en el rango descrito para PA en pescado, es la mas densa y representa
el 68.02% de las proteinas. Al analizar los resultados de las muestras JOD respecto a JO se observa

la desaparicion de la tercera banda de PM 23.400 kDa. (Figura 16)

° 0
s om_
> N°de | P.M. | Frente | Cantidad | % de
E j Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
g |
RS M‘ 1 51.5 0.015 0.32 25.39
o 2 39.9 0.113 0.05 3.97
0 3 21.6 0.269 0.01 0.79
o e - - 4 10.1 0.366 0.88 69.84

Figura 16. Muestras de Jurel sin tratamiento térmico sometidas a digestibilidad (JOD)

La Figura 17 muestra que la banda de 10.100 kDa presenta una CR de 0.88, lo cual indica se ha

reducido al 88% respecto a la muestra cruda que es tomada como referencia en el presente

91



estudio, aun cuando el valor % de banda (69.84%) es similar al anterior. (Figura 16, Anexo 15).Al
comparar la muestra sometida a coccion durante 5 minutos con la muestra cruda JO, se observa
que presenta cinco bandas, de ellas las dos primeras muestran ligera diferencia (menores CR y
% de banda). La tercera y cuarta banda muestran incrementos notorios, en tanto que la densidad

de la Gltima banda (PM 9.900) arroja una CR de 0.52 (Anexo 15).

m_

£

; N°de | P.M. | Frente | Cantidad | % de
£ Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
£ ow_f | 1 53.0 0.002| 0.29 29.59
| v M 2 | 423 0093 005 5.10
SES 3 | 242| 0247] 006 6.12
' 4 21.1 0.273| 0.06 6.12
0 050 R0 ) 5 9.9 0.368 0.52 53.06

Figura 17. Muestras de Jurel sometidas a 121°C durante 5 minutos (J5)

En la Figura 18 se puede observar los resultados de la muestra sometida a 5 minutos de
calentamiento y a digestion en FGS. Se observa cinco bandas de proteina, la primera de ellas con
mayor PM (52.800 kDa) se mantiene en similar CR respecto a la muestra J5 aungue su % de
banda es mayor. En la Gltima banda de 10.000 kDa los valores CR y el % de banda también

mostraron ligera reduccion a 0.41 y 40.54% respectivamente (Anexo 15).

c

§ N°de | P.M. | Frente | Cantidad | % de
H Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
E " ‘:{ J" 1 52.8 0.003 0.30 40.54
1 2 42.5 0.091 0.01 1.35
| e 3 24.7 0.242 0.01 1.35
) 4 17.1 0.307 0.01 1.35
s o R N 5 10.0 0.367 0.41 40.54

Figura 18. Muestras de Jurel sometidas a 121°C durante 5 minutos y a digestibilidad (J5D)

La accidén de tratamiento térmico durante 10 minutos en las proteinas extraidas de jurel indica la

reduccién notoria de la primera banda (52.4 kDa) y la desaparicion de una banda que aparecia
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entre extremos de 23.000 y 24.000 kDa y 22.000 a 17.1000 kDa en las anteriores muestras a 0 y
5 minutos de calentamiento. La Figura 19 y Anexo 15 muestran ademas que la CR en la banda
de interés (10.000 kDa) es similar a su valor correspondiente en muestras calentadas por 5

minutos (J5), aumentando su % de banda a 63.75.

~
s

N°de | P.M. | Frente Cantidad | % de
‘ Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
1 52.4 0.007 0.24 30.00

42.8 0.089 0.01 1.25
24.2 0.247 0.04 5.00
10.1 0.366 0.51 63.75

Intensity (Int)

8

063 e
| | i A
LW VLW LN L A AN A s LW A

025 030 R 075 100

Bl wiN

Figura 19. Muestras de Jurel sometidas a 121°C durante 10 minutos (J10)

El efecto del FGS en las muestras J10-D puede ser apreciado en la Figura 20, en términos de
ausencia de una banda y la permanente presencia de las bandas de mayor PM. Aunque el % de

banda es similar a su respectivo en J10 la CR no disminuyo.

g

: N°de | P.M. | Frente | Cantidad | % de
| f Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
‘ | 1 44.2 0.077 0.30 34.48

25.2 0.191 0.02 2.29
17.0 0.288 0.02 2.29
10.2 0.408 0.53 60.92

Intensity (Int)

8

TIIIC

025 050 R 075 100

BlwN

Figura 20. Muestras de Jurel sometidas a 121°C durante 10 minutos y a digestibilidad (J10D).

El efecto mas drastico observado durante el presente estudio fue el calentamiento durante 15
minutos (J15) y su similar sometido a la accién del FGS (J15D). La CR mostrada en las Figuras
21y 22 confirman la estabilidad de las proteinas en la primera banda (45.000 kDa y 46.200 kDa
respectivamente). El analisis de la Figura 22 demuestra la desaparicion de la banda de PM 17.000

kDa que existia en la muestra que no fue sometida a digestion (J15), en relacion a las bandas de
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interés (9.900 kDa y 10.1 kDa), sus CR disminuyen por accion de la hidrélisis en FGS tanto que
las cantidades relativas de la banda de interés en J15 y J15D). El efecto del FGS en las muestras
J10-D puede ser apreciado en la Figura 20, en términos de ausencia de una banda y la permanente
presencia de las bandas de mayor PM. Aunque el % de banda es similar al respectivo en J10 la

CR no disminuyé respectivamente) indica una notoria reduccion en la muestra J15-D.

]
< N°de | P.M. | Frente | Cantidad | % de
i Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
1 [ 450 0.070] 005 | 10.87
‘ 2 24.0 0.248 0.07 15.21
0 | ” H || 3 17.0 0.308 0.03 6.52
4 9.9 0.369 0.31 67.39
025 050 R 075 1,00
Figura 21. Muestras de Jurel sometidas a 121°C durante 15 minutos (J15)
15‘ 200
; N°de | P.M. | Frente Cantidad | % de
HE Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
, 1 46.2 0.060 0.08 38.09
| ‘”|| |‘|~-| | e | 2 24.4 0.245| 0.02 9.52
3 10.1 0.366 0.11 52.38
025 050 R 075 1,00

Figura 22. Muestras de Jurel sometidas a 121°C durante 15 minutos y a digestibilidad (J15D)

Tabla N°6. Comparaciones Multiples entre todos los Tratamientos aplicados en PA de jurel
(antes y después de ser sometidos a hidrolisis en FGS) Prueba Tukey

HSD Tukey? Estabilidad (Cantidad Relativa) PA en Jurel
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 1 2 3 4 5 6

J15D 4 , 1675

J15 4 ,3650

J5D 4 ,4050 ,4050

J10D 4 ,4625 4625

J10 4 ,5175

J5 4 ,5300

JoD 4 ,9000

Jo 4 1,0000

Sig. 1,000 ,860 ,516 ,323 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.
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El analisis estadistico (ANOVA) aplicado en los resultados de Estabilidad de PA de jurel indica
que la aplicacion de diferentes tiempos de tratamiento térmico a 121 °C produce diferentes
efectos sobre las muestras antes y después de ser sometidos a tratamiento en FGS (Anexo 13).
En la Tabla 6 los valores de la prueba Tukey demuestran que el tratamiento J15D resulté ser en
promedio, el de mayor efectividad entre todos los aplicados («=0.05); si se toma en cuenta los
valores iniciales - al permanecer estable el 16.75% - el tratamiento J15D provocd una reduccion
de 83.25% de CR de PA respecto al valor inicial (1.00). Sin embargo se debe observar que el
tratamiento J15 refleja un considerable efecto de reduccion del 63.50% de PA. Los demas
tratamientos (excepto los aplicados en muestras crudas, (JO) provocaron reducciones de alrededor
el 50%. La hidrdlisis gastrica en las muestras crudas (JOD) produce solo el 10% de reduccion. La
comparacion estadistica de los resultados promedio para cada tiempo de calentamiento y su
respectivo tratamiento en FGS en todos los casos muestra efecto de la accion hidrolitica (FGS)

(Anexo 15. Analisis Estadistico Comparativo por pares).

Tabla N°7. Comparaciones entre los Tratamientos aplicados en PA de jurel (antes de ser
sometidos a hidrolisis en FGS) Prueba Tukey.

HSD Tukey? Estabilidad (Cantidad Relativa) PA jurel
Subconjunto para alfa = 0.05

[Tratamientos N 1 2 3

J15 4 ,3650

J10 4 ,5175

J5 4 ,5300

Jo 4 1,0000
Sig. 1,000 ,957 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Cuando se compara la estabilidad de las PA de jurel s6lo ante los diferentes tiempos de la accion
térmica (121°C), estadisticamente se presentan diferencias significativas («=0.05). La Tabla 7
permite visualizar los grados de significancia, especialmente el tratamiento J15 reduce el
63.50% de CR de PA de jurel, en tanto se observa que la reduccion entre los tratamientos térmicos

J5 y J10 provoca un efecto de reduccion similar estadisticamente. (Anexo 17)
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Tabla N°8. Comparaciones entre los Tratamientos aplicados en PA de jurel (después de ser
sometidos a hidrélisis en FGS) Prueba Tukey

Estabilidad (Cantidad Relativa) PA jurel

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
[Tratamientos N 2 3
J15D 4 , 1675
J5D 4 ,4050
J10D 4 ,4625
JoD 4 ,9000
Sig. 1,000 ,338 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a.Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Para evaluar el efecto de la digestién en FGS el analisis estadistico (Tabla 8, Anexo 20) permite

analizar que la hidrdlisis en las muestras presenta un esquema similar al mostrado en la Tabla 19.

La hidrélisis en muestras previamente calentadas a 15 minutos (J15D) provoca la mayor

reduccion de la CR de PA mientras que la hidrolisis en las muestras previamente calentadas

durante 5 y 10 minutos (J5 y J10) estadisticamente ejerce un efecto similar en términos de

diferencia significativa.

PROTEINAS DE LORNA

El efecto del tiempo de aplicacion del tratamiento térmico a 121 °C y de la accion del FGS en

proteinas de bajo PM de lorna (Scianena deliciosa) se expresa en los resultados del

M

—
6000
s 00

‘35,000
29000

-u,ono

0 Wb L5 I5D L10 L10-D L15 L15-D

Wwe W
-

~2o,m -

' 14,200

“‘“»u:

Figura 23. Electroforésis de proteinas de bajo PM
de lorna (Sciaena deliciosa) en geles SGS-PAGE
5% para el gel de apilamiento y 20% para el gel de
separacion.

electroforegrama mostrado en la Figura
23: L0 sin tratamiento térmico; LOD sin
tratamiento térmico y sometido a
digestion; M: Marcador de PM; L5
tratamiento térmico 5 min; L5D
tratamiento térmico 5 min y sometido a
digestion; L10 tratamiento térmico 10
min; L10D tratamiento térmico 10 min y

sometido a digestion; L15D tratamiento
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térmico 15 min; L15 D tratamiento térmico 15 min y sometido a digestién. M es el Marcador de
PM. Valores de Regresion (PM vs Rf) obtenidos fueron y = - 0.0081x+0.4571 con R2 = 0,9974
(Anexo 12). El anélisis estadistico de los resultados obtenidos de cada tratamiento permiten
establecer diferencias significativas (Anexo 14), en el anexo 16 se muestra las comparaciones
multiples entre pares de tratamientos sin y con tratamiento en FGS.

La Figura 24 representa la separacién de proteinas de la muestra cruda en cinco bandas (L0). Las
mayores cantidades relativas (41.49 y 53.19 % de banda) fueron las correspondientes a las

proteinas de mayor PM 51.500 kDa y a las proteinas de interés (10.000 kDa) respectivamente.

. T N°de |[P.M.|Frente | Cantidad | % de
:: : H Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
i 1 [515] 0045 0.78 41.49
Eow ) ;“ | 2 | 428 0115 0.06 3.19
b 3 242 | 0.264 0.01 0.53
; ||| ”” || | 4 20.3 | 0.295 0.03 1.60

025 050 R 075 1,00
5 10.0 | 0.377 1.00 53.19

Figura 24. Muestras de Lorna sin tratamiento térmico ni sometidas a digestibilidad (LO)

La separacion de proteinas de bajo PM en las muestras de Lorna sin tratamiento térmico que
fueron sometidas a digestibilidad (L0-D) (Figura 25) a diferencia de la anterior arroja 4 bandas,
manteniendo un comportamiento similar al tratamiento inicial LO: las proteinas de mayor (52.400
kDa) y menor PM (10.000 kDa) presentan los mayores contenidos y por tanto los mayores % de

Bandas (32.65% y 60% en cada caso).

- N°de | P.M. | Frente | Cantidad | % de
N Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda

1 52.4 0.038 0.41 35.65

053

Intensity (Int)

B 2 | 426| 0116] 0.03 261
‘ |||| || |“|‘""J|| lf | 3 | 175| 0317| 002 1.73
0 4 | 99 0.378 | 0.69 60.00

050 R 075 1,00

Figura 25. Muestras de Lorna sin tratamiento térmico sometidas a digestibilidad (LOD)
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En la Figura 26 se puede apreciar la separacion electroforética de 5 bandas en la muestra sometida

a 5 minutos de tratamiento térmico y de las cuales se observa similar patron.

Como en el caso anterior- las mayoritarias se encuentran ubicadas en los extremos: la de mayor

PM (51.900 kDa) y las proteinas de interés que poseen el menor PM (9.800 kDa)

& i N°de | P.M. | Frente Cantidad | % de
O Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
s 1 [521] 0040| 083 58.45
fulf | 2 [ 414] 0126 003 2.11
Ty 3 | 255| 0.253] 0.5 352
A ||| | ||| || 4 20.0 0.297 0.02 1.41
0% 050 05 100 5 9.9 0.378 0.49 34.50

Figura 26. Muestras de Lorna sometidas a 121°C durante 5 minutos (L5)

Cuando se somete a digestion las muestras tratadas por calor durante 5 minutos (L5-D) se observa

que se mantiene el nimero de bandas con mayores cantidades relativas también en las bandas de

mayor y menor PM (52.100 kDa y 9.900 kDa). La CR de las bandas de 51.200 kDa respecto a la

respectiva en L5 muestra una disminucion, en tanto que en la tercera banda (25.500 kDa) y en la

banda de las proteinas de interés (PA) se produjo un incremento. (Figura 27).

N°de | P.M. | Frente Cantidad | % de
§ o Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
E 1 51.9 0.038 0.49 66.21
2wt f 2 | 452] 0092] o0.01 1.35
" |”—_|| | | | 3 237| 0264| 005 6.76
0 4 17.0 0.310 0.01 1.35

025 050 075 1,00
5 9.8 0.415 0.18 24.32

Figura 27. Muestras de Lorna sometidas a 121°C durante 5 minutos y a digestibilidad (L5D)

El calentamiento de las muestras durante 10 minutos (L10) ocasioné la formacién de las bandas
que se muestran en la Figura 28. Como se puede apreciar, y en comparacion a los anteriores

tratamientos térmicos, la imagen muestra la reduccién de la CR en la banda de mayor PM (52.800

98



kDa) en tanto que la banda de interés (10.100 kDa) present6 la mayor CR y porcentualmente

entre las bandas el mayor valor.

Intensity (Int)

w_

s e Il
A 1 LN ey | A
LAY AW WA | }-"h LY (‘\-'. LI\ Na B AL T NP s ¥

025
—

050

075

1,00

N°de |P.M. |Frente |Cantidad | % de
Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
1 52.8 |0.035 0.03 8.10

2 26.1 |0.248 0.04 10.81
3 18.7 10.308 0.01 2.7

4 10.1 [0.376 0.29 78.38

Figura 28. Muestras de Lorna sometidas a 121°C durante 10 minutos (L10)

Como resultado de la aplicacion de tratamiento térmico a 10 minutos y de digestion en FGS, se

mantienen 4 bandas como en el tratamiento anterior, con el mismo patrdn, la banda de mayor

PM (52.00 kDa) y la de 10.000 kDa presentan cantidades relativas similares a las obtenidas

mediante el tratamiento L10. (Figura 29)

Intensity (Int)

N°de | P.M. | Frente Cantidad | % de

Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda

1 52.0 0.041 0.03 7.50
w o= B 2 24.6 0260 | 0.04 10.00
| || || | | | 3 19.0 0.305 0.01 2.50
it i i% i 4 10.0 0.377 0.32 80.00

Figura 29. Muestras de Lorna sometidas a 121°C durante 10 minutos y a digestibilidad (L10D)

Los resultados obtenidos de la aplicacion de tratamiento térmico durante 15 minutos (L15)

indican un comportamiento particular, indican la desaparicion de dos bandas, permaneciendo la

de mayor PM (53.000 kDa) y la de 10.500 kDa. (Figura 30)
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0w
N°de | P.M. | Frente Cantidad | % de
Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda
. 1 [530] 0033] 007 25.00
o Sk ' 2 26.6 0.244 | 0.01 3.57
0 || || || 3 10.5 0.373| 0.20 71.43
025 050 R 075 Ih

Figura 30. Muestras de Lorna sometidas a 121°C durante 15 minutos (L15)

La Figura 31 muestra el efecto del tratamiento térmico por 15 minutos y accion gastrica en FGS
(L15-D) que han sufrido las proteinas extraidas. Se observa la desaparicion de la banda de mayor
PM que se encontraba presente en los tratamientos anteriores, tanto en los sometidos o no a la
accion gastrica en FGS. Como resultado de este tratamiento so6lo han permanecido una banda de
27.600 kDa en minima cantidad y una banda de 10.500 kDa, sin embargo esta ultima que es a la
que se refiere en el presente estudio como la banda de interés, presenta el menor valor de todos

los tratamientos aplicados a las proteinas extraidas de lorna.

200

N°de | P.M. | Frente | Cantidad | % de
ool e ko R Banda | KDa | Relativo | Relativa | Banda

n || | I ‘ 1 27.6 0.236 0.01 9.09
035 050 R0 0 2 10.5 0.373 0.10 90.90

Figura 31. Muestras de Lorna sometidas a 121°C durante 15 minutos y a digestibilidad (L15D)

Al revisar los resultados de los tratamientos aplicados en lorna se observa que de acuerdo al
andlisis estadistico descriptivo (Anexo 14) se presentan diferencias estadisticas de elevada
significancia (o= 0.05). La Tabla 9 muestra que —al igual que lo observado en el caso de jurel-
L15D es el tratamiento que ejerce el mayor efecto de reduccién de CR de PA (83.0%), sin
embargo estadisticamente no presenta diferencias con los efectos provocados por los tratamientos

L15, y L5D (reducciones de 79.0 y 72.50% de CR de PA respectivamente). También se observa

100



en este caso que estadisticamente existe similitud entre los efectos de reduccion de PA de lorna
por efecto de los calentamientos de 10 y 15 minutos (J15 y J10) y a su vez entre los tratamientos

durante 10 minutos antes y después de la hidrélisis.

Tabla N° 9. Comparaciones Multiples entre los Tratamientos aplicados en PA de lorna (antes y
después de ser sometidos a hidrdlisis en FGS) Prueba Tukey

HSD Tukey? Estabilidad (Cantidad Relativa) PA Lorna
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 1 2 3 4 5

L15D 4 , 1700

L15 4 ,2100 ,2100

L5D 4 ,2750 ,2750

L10 4 ,2875

L10D 4 3125

L5 4 ,4625

LOD 4 ,7150

LO 4 1,0000

Sig. ,056 ,066 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 4,000.

El tratamiento L5 presenta un efecto menos intenso pero logra la reduccion del 53.75%. La accion
de digestion de las muestras crudas (LO) reduce en 28.5% la estabilidad de PA en lorna, valor

que casi triplica el obtenido en el correspondiente valor de 10% obtenido en jurel.

Tabla N° 10. Comparaciones entre los Tratamientos aplicados en PA de lorna (antes de ser
sometidos a hidrolisis en FGS) Prueba Tukey

HSD Tukey? Estabilidad (Cantidad Relativa) de PA Lorna
Subconjunto para alfa = 0.05

Tiempo_de_calentamiento N 1 2 3

L15 4 ,2100

L10 4 ,2875

LS 4 4625

LO 4 1,0000

Sig. ,088 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 4,000.

Al realizar las comparaciones por pares entre el efecto de reduccién por tiempo de calentamiento

y su respectiva hidrolisis en FGS, al igual en que jurel, las PA de lorna también sufren un efecto
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en su estabilidad, sin embargo cabe notar que la accién hidrolitica es méas intensa en las muestras

que fueron sometidas a calor durante 5y 15 minutos (L5 y L15) (Anexo 16).

Para analizar aisladamente los valores de estabilidad de PA de lorna, obtenidos por efecto de los
diferentes tiempos de tratamiento térmico a 121°C, los datos fueron sometidos al andlisis
estadistico comparativo correspondiente (Tabla 10, Anexo 18). En este caso se observa una
relacion proporcional entre la duracion del tratamiento térmico y los valores de estabilidad de las
PA de lorna, los cuales se pueden expresar en porcentajes de reduccion. Asi se observa que aun
cuando estadisticamente la accion térmica de 15 y 10 minutos no es diferente (o =0.05), el mayor
tiempo provoca la reduccion del 79.0% de CR de PA en comparacion al efecto de reduccion

obtenido al aplicar 10 minutos de tratamiento térmico (71.25%).

Tabla N° 11. Comparaciones entre los Tratamientos aplicados en PA de lorna (despues de ser
sometidos a hidrolisis en FGS) Prueba Tukey

Estabilidad_(Cantidad Relativa) PA Lorna
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tiempo_calentam_lorna N 1 2 3
L15D 4 , 1700
L5D 4 ,2750
L10D 4 ,3125
LOD 4 , 7150
Sig. 1,000 ,709 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

Al evaluar la accion hidrolitica del FGS en las muestras previamente tratadas con calor, la Tabla
11 permite visualizar que dicha accion siempre es mayor (83%) en las muestras que fueron
tratadas térmicamente por mas tiempo (L15D) y que la hidrélisis gastrica simulada provoca
similar efecto de reduccion en las CR de PA (tratamientos L5D y L10D). El analisis estadistico

descriptivo se muestra en el Anexo 20).
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CAPITULO V. DISCUSION

Caracteristicas de las Muestras

La calificacion de frescura sensorial en las muestras de cada especie concuerda con los valores
de N-BVT/100 g, -indicador quimico de frescura en pescado que mide nitrdgeno no proteico
procedente de sustancias aminadas y de la descomposicion de proteinas-. En relacién a los
valores de proteina total estos son cercanos a los referidos para estas especies en las Tablas
Peruanas de Composicion de Alimentos (INS, 2009) y dentro del rango de los comunicados por

Traverso J. y Avdalov N. (2014), Huss H.H. (1999) e IMARPE-ITP (1996).

La fraccion proteica sarcoplasmatica obtenida en las especies pesqueras representa 24.87% y
25.60% respecto a la cantidad de proteina total, valores menores al referidos por Simoes D.,
Queiroz M.1, Volpato G. y Queiroz L. (2004) en especies europeas (30.54%) y a los reportados
por Hashimoto K., Watabe S. Kono M. and Shiro K. (1979) en musculo oscuro de sardina (34.7,
37.2, 32.8% 29.0, 28.5 y 22.5%). Estas diferencias podrian ser atribuidas a las diferencias
biolégicas interespecies, distribucion de tipos de musculo claro y oscuro (Lee, P.; Nordlee J.;
Koppelman S.; Baumert J.; Taylor S. 2012 y Kobayashi A., Tanaka H., Hamada Y., Ishizaki S.,
Nagashima Y., Shiomi K. 2006) e inclusive el grado de frescura: los estudios referidos por dichos
autores fueron realizados en pescado recién capturado en tanto que los valores en el presente
estudio han sido obtenidos en especies pesqueras frescas tal como son ofertadas al consumidor
en el mercado mayorista. Las PA constituyen un componente importante en la fraccion de
proteina sarcoplasmatica en musculo esquelético de pescado y como tal comparten propiedades,

tales como ser hidrosolubles.

La contrastacion de hipdtesis y el andlisis estadistico descriptivo de las caracteristicas de frescura
sensorial y quimica asi como los contenidos de proteina total, incluyendo la fraccion

sarcoplasmatica, indican que los grupos de unidades muestrales proceden —para cada especie y
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por separado- de un mismo grupo o poblacion, lo cual aporta a la validez y representatividad de

la muestra en la ejecucion del presente trabajo.

Cantidades de PA

Existe un amplio rango de variacion en el contenido de PA de las especies de pescado de mayor
consumo de hasta 100 veces y que debe ser considerada para disefar pruebas de enfrentamiento
con pacientes alérgicos. Algunos factores influyentes también radican en la metodologia de
analisis, mediante electroforesis en SDS-PAGE las cantidades de PA referidas son: < 0.5 en
caballa, 0.5.- 2 mg en salmon y trucha y 2 mg en bacalao, carpa y arenque, mientras que mediante
aplicacion de técnica ELISA, Kuehn A., Swoboda I., Arumugam K., Hilger C. and Hentges F.,
(2014) comunican valores de mg/ g de musculo: < 0.05 en atun, 0.3 — 0.7 en caballa, 1 -2.5 mg

en salmon, trucha y bacalao, > 2.5 mg en carpa y arenque.

En relacion a las cantidades aproximadas calculadas para PA en las especies del presente estudio,
los valores referidos en el Capitulo IV fueron, 6.999mg PA/100g en masculo de jurel y 7.329 mg
PA/100g en musculo de lorna. Estos valores se sitian dentro de los comunicados para otras
especies por Griesmeier U., Vasquez-Cortes S., Bublin M., Radauer C., Ma Y., Briza P,
Fernandez-Rivas M. & Breiteneder H. (2010) para pez espada 1 mg/100 g musculo, bacalao 20.1

mg/100 g muasculo y pez gallo 30 mg/100 g musculo.

Sletten G., Van Do T., Lindvik Hl; Egaas E.; and Florvaag E. (2010) estudiaron los efectos del
procesamiento industrial en la inmunogenicidad de especies pesqueras de mayor consume en
Noruega, concluyendo que los cambios en la alergenicidad guardaban mayor dependencia con el
proceso aplicado que con lase species y sus cantidades de PA. En este marco de ideas y para fines
practicos en el presente trabajo se considerd apropiado evaluar el efecto del tiempo de accion

térmica en términos de cantidades relativas (CR) de PA.
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Andlisis de Bandas

Numerosos estudios indican rangos de peso molecular de PA, 10.000 a 14.000 kDa e incluso
15.000 kDa (Beale et al., 2009 citado por Rehbein H. and Lopata L. 2011). Los extractos de jurel
y lorna fueron trabajados de acuerdo al protocolo de extraccion que recomienda Arif S., Jabeen
M., and Hasnain A. (2006) para separar un grupo de polipéptidos dentro de este rango de bajo
peso molecular, al respecto Closset J., (1976) demostrd que las PA se separan en la fraccion de
extraccion con acetona (entre 55 — 80% de acetona), etapa que fue desarrollada dentro del

presente estudio.

La cuantificacion densitométrica de las bandas de proteinas en los geles SDS-PAGE realizada
para obtener la cantidad relativa (CR) de PA en el presente trabajo se basa en investigaciones
llevadas a cabo por Kuehn A., Scheuermann T., Hilger C. and Hengtges F. (2010), quienes
utilizaron este criterio en estudios para evaluar la sensibilidad de pacientes alérgicos a las PA.
En el presente trabajo se pudo observar en los extractos de ambas especies una banda de alrededor
10.000 kDa (contrastada frente al marcador de peso molecular utilizado), lo cual concuerda con
lo observado por Closset J. (1976) en especies de pescado blanco (familia de gadidos) y por Arif
S., Jabeen M., and Hasnain A., (2006) en especies pesqueras de bagre asiatico (Channa
punctatus, channa striatus, Channa maruliu). Vale mencionar que valores de pesos moleculares
muy cercanos (11.518, 12.157 y 11.486 kDa) fueron observados por Mohammdi M., Falak R.,
Mokhtarian K., Khoramizadeh M., Sadroddiny E. and Kardar G. (2016) en especies Stegastes
partitus, Gadus morhua callarias y Cyprinus carpio. También Koppelman S., Nordlee J., Lee
P., Happe R., Hessing M., Norland R., Manning T., Deschene R., De Jong G., and Taylor S.
(2012) refieren trabajos en los cuales refieren a las PA como proteinas acidicas pequefias que se

situan entre 10.000 a 14.000 kDa.
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En los electroforegramas de los extractos crudos (JO y LO) fue observado un patron comun de
cinco bandas, que presentd cambios en su densidad y en algunos casos mostro la desaparicion de
algunas de las bandas tal como se aprecia de los diferentes tratamientos de tiempo de tratamiento
térmico a 121 °C y de la accién hidrolitica en el FGS. Al analizar los patrones se observa que en
los extremos se sitan bandas de mayor densidad y peso molecular, la primera (entre 51.500 y
53.000 kDa) que se conviene en denominar grupo | y ultima, de menor peso molecular (9.800 y
10.5 kDa), grupo V. Entre ambas bandas se sitian otros grupos I, I11'y IV de proteinas con pesos

moleculares de alrededor 40.000, 24.000 y 20.000 kDa respectivamente. (Figuras 14 y 15)

En algunas especies de la familia del lenguado y en bacalao han sido identificadas las proteinas
enolasa y creatinakinasa en bandas de pesos moleculares 51.000 y 42.000 kDa respectivamente
(Perez Gordo M., Cuesta-Herranz, J., Maroto, A., Cases, B.; Ibafiez, M.; Vivanco, F.; and Pastor-
Vargas, C. 2011). Similares resultados han sido obtenidos en muestras de bacalao, salmon y
atun, cuyas bandas electroforéticas de 50kDa y 40kD fueron identificadas como beta-enolasas y
fructosa-bisfosfato-aldolasas-A respectivamente, y que son enzimas abundantes e importantes
involucradas en la glicolisis metabdlica y degradacion de azlcares durante la produccion
fisiologica de energia (Kuehn A., Hilger C. Lenhers-Weber C., Codreanu-Morel F., Morisset M.,
Metz-Favre C., Pauli G., de Blay F., Revets D., Muller C. Vogel L., Vieths S., and Hentges 2013;
Liu R., Krishnan HB., Xue W., Liu C. 2011; Nakamura R., Satoh R., Nakahima Y., Kawasaki
N., Yamaguchi T., Sawada J. (2009), referidos por Kuehn A., Swoboda I., Arumugam K., Hilger

C. and Hentges F. (2014).

Es importante observar la desaparicion de bandas de otros grupos de proteina en los
electroforegramas. En jurel se observa ligera disminucién de la densidad en las bandas del grupo
| (51.000 a 53.000kDa) y su hidrolisis ante 15 minutos de accién térmica en polipéptidos de
menor peso molecular (45.000 kDa), la hidrolisis en FGS parece ejercer una accion sinérgica al

calor. EI comportamiento en lorna es similar hasta el calentamiento por 10 minutos (antes y
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después de ser tratados en FGS), sin embargo el efecto se muestra mas severo a 15 minutos (L15
y L15D), es especialmente notoria la desaparicion de las proteinas de este grupo I. El
comportamiento de las proteinas de los grupos Iy I11 sugiere permanente hidrdlisis y agregacion
en bandas de valores intermedios. Beale et al., 2009 citado por Rehbein H. and Lopata L. (2011)
demostraron en ese tipo de estudios la agregacion polimérica de las diversas proteinas, algunas

identificada con pesos moleculares de 55.000 kDa.

Efecto de los Tiempos de Calentamiento e Hidrolisis en FGS y su Relacion con la

Alergenicidad de PA

El efecto de la hidrdlisis en FGS para todos los tratamientos (incluyendo en muestras crudas JO
y LO) indica diferencias significativas («=0.05) (Anexos 15 y 16) y se considera apropiada su
evaluacion porque refiere la situacion real de ingesta de pescado tal como lo sugieren Bowman
C. and Selgrade M. (2008). En el presente estudio la determinacién de la estabilidad de la CR de
las PA contribuye a estimar su biodisponibilidad en aminoacidos, concluir si son digeribles y en
especial su probabilidad para ejercer efectos adversos al ser consumida, lo cual concuerda con lo
referido por Bowman C. and Selgrade M. (2008) y Shibahara Y, Uesaka, Y., Wang, J., Yamada
S. and Shiomi K. (2013) quienes ademas observaron que las proteinas estables a la digestion
presentan mayor probabilidad de provocar IgE y se asocian a mayor riesgo. Los estudios
modernos de alergenicidad se basan en la hidrdlisis directa del sustrato por pepsina o FGS y
algunos en combinacion con tripsina y quimotripsina para una degradacion mds profunda.
Actualmente el desarrollo de nuevos péptidos farmacos, requiere de la evaluacion de su

estabilidad digestiva antes de su administracion. (Bowman C. and Selgrade M. 2008)

Cuando se realiza un analisis estadistico detallado comparando resultados de la accion térmica a
5, 10 y 15 minutos se encuentra que las CR se reducen en jurel en valores promedio de 63.50%

y en lorna 83% respecto a los iniciales JO y LO (Tablas 19 y 21). En todos los casos (antes y
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después de la hidrélisis en FGS en ambas especies) los valores obtenidos permiten deducir que
la accion hidrolitica ejercid un efecto adicional que puede ser considerado sinérgico al

calentamiento (Anexos 17, 18, 19y 20).

La contrastacion de hip6tesis y la evaluacion estadistica indican que existen diferencias altamente
significativas (o= 0.05) en el efecto de los tiempos de calentamiento (incluyendo en todos el
efecto en FGS) la prueba Tukey muestra que el tratamiento de calentamiento por 15 minutos y
su posterior hidrolisis en FGS (J15D) ejerce el efecto de mayor reduccion de la CR de las PA en
ambas especies. Estos resultados muestran gran concordancia con las observaciones de Arif S.,
and Hasnain A., (2010) quienes refieren la degradacion de PA de diversas especies pesqueras
como la pérdida de intensidad de las bandas en funcién del tiempo de calentamiento y con los
estudios en esturion referidos por Rehbein L. and. Lopata A. L (2011) quienes informan que

grado de estabilidad al calor de las PA determina su identificacion y aislamiento.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que la desnaturalizacion provocada en
las PA de jurel y lorna por la accion térmica -sumada la hidrolisis gastrica- concuerdan con lo
referido por numerosos autores respecto a la reduccion de su alergenicidad (entre muchos otros
investigadores, Fu T.J., Abbott R., Hatzos C.(2002), Thomas et al, 2004; Goodman, 2005; Sletten
G., Egaas E., Lindvik H., Van Do T. and Florvaag E (2005), Bowman (2008), Coura Olivera T.;

Lopes S.; Bressan J.,(2013).

En adicion, la aplicacion de pruebas de digestibilidad in vitro y de la técnica electroforética SDS-
PAGE ha demostrado que los alérgenos de bacalao sufren considerable reduccion de su
alergenicidad cuando se encuentran degradados (Untersmayr E., Poulsen L., Platzer M., Pedersen
M., Boltz-Nitulescu G., Stahl Skov P. and Jensen-Jarolim E., 2005), estableciendo la importancia

del procesamiento térmico para mejorar la digestibilidad e inocuidad del alimento.
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121 °C es una temperatura que se aplica en la elaboracion de conservas. Las comparaciones entre
efectos de la accion térmica a 15 minutos (Tablas 19 y 22) muestran las mayores reducciones de
PA, hasta 63.50% y 79% en jurel y lorna. Estos valores en incrementan por el efecto adicional de
la accion gastrica a 83.25% (J15D) y 79% (L15D) (Tablas 20 y 23). En todo caso, lo observado
sugiere que el consumo de pescado en conserva podria presentar una alternativa para reducir las
probabilidades de provocar alergenicidad en el consumidor. Incluso el calentamiento por 5y 10
minutos provoca reduccion de alrededor 50% en ambas especies. Al respecto Breiteneder and
Mills (2005) estiman que en pescado enlatado las PA se reducen las probabilidades de
alergenicidad de 100 a 200 veces comparado con la coccion simple, sin que esto signifique que
no pueda ocasionar alergia, por cuanto se debe tomar en cuenta la cantidad y frecuencia de
consumo. Pascual C., Martin E.M., Crespo JF. (1992) y Harumi K. (2006) referidos por
Griesmeier también sugieren que el grado de actividad de los ligandos a IgE podria estar

relacionado con la cantidad de consumo.
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CONCLUSIONES

1. Elanélisis estadistico de los resultados de caracterizacion fisica (tamafo), estado de frescura
(sensorial y quimica) asi como datos de cuantificacion de proteina total y sarcoplasmatica en
las muestras demuestra su homogeneidad (a=0.05) y representatividad poblacional.

2. Los grupos de bandas proteicas correspondientes al rango de PM de PA extraidas del musculo
(Arif S.H., Jabeen M. and Hasnain A., 2007) y analizados mediante densitometria de geles
(electroforesis SDA-PAGE 12% acrilamida) alcanzaron valores de 6.999mg PA/100g y
7.329 mg PA/100g en lorna. En una primera aproximacion, esta cantidad no seria considerada
abundante de acuerdo a lo recomendado por la Autoridad Sanitaria de la Union Europea
(EFSA 2004) que refiere Smg/g como la dosis minima comunicada como causante de
reacciones clinicas; obviamente la cantidad y frecuencia de ingesta son factores que requieren
ser tomados en cuenta.

3. El tratamiento térmico aplicado a jurel 5 y 10 minutos ejercié un efecto de reduccion de los
valores iniciales a 53 y 51.75%, a 15 minutos el efecto fue mayor: 36.50%. En lorna los
efectos térmicos mostraron mayor intensidad: a 5 minutos se produjo una reduccion a 46.25%
mientras que a 10 y 15 minutos se observo que solo el 21 y 28.75% de los contenidos iniciales
de PA permanecian. En todos los casos se observo una relacion directamente proporcional
entre el tiempo de tratamiento térmico y la permanencia de las bandas en la electroforesis.

4. De la aplicacion de hidrdlisis en FGS se observo un efecto sinérgico en todos los tratamientos
que se sumaba a la antes descrita. En jurel los valores bajaron a 40.5 y 46.25% alos 5y 10
minutos, a 15 minutos se produjo el mayor efecto de disminucion: 16.75%. Similar
comportamiento fue observado en lorna: a 5 y 10 minutos: 27.5 y 31.25% respectivamente,
en tanto que a 15 minutos so6lo el 17% de contenido inicial de bandas de PA permanecia.

5. En general, se observo en las imagenes de geles que las bandas —especialmente las de mayor

peso molecular 51.000 a 53.000 kDa- también redujeron su densidad (cantidad) hasta
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desaparicion en muchos casos debido a los tratamientos mas severos (J15, JISD y L15 y
L15D), dando lugar a su agregacion polimérica y la formacion de otras bandas.

6. Los resultados obtenidos sugieren que la aplicacion de esterilizaciéon a 121°C en conservas
de pescado podria representar una alternativa para reducir las cantidades de PA y probabilidad

alergénica al provocar la desorganizacion de sus moléculas .

RECOMENDACIONES

1. La presencia de alérgenos es de maxima relevancia en la inocuidad de alimentos y la
proteccion a la salud de las personas. Existe la necesidad de llenar el vacio de
conocimiento sobre estudios epidemioldgicos planteados en el ambito de alérgenos
alimentarios en nuestro pais. Se recomienda con dicho fin considerar datos epidemioldgicos,
la incorporacion de técnicas directas utilizando suero de indivicuos alérgicos a este alimento,
factores como la cantidad de alérgeno que sensibiliza y provoca episodios alérgicos, la
cantidad y frecuencia de alimento consumido asi como la reactividad cruzada con otras
especies pesqueras que contribuyan para establecer estrategias de diagndstico.

2. Enel &mbito de la seguridad alimentaria y nutricion, usualmente los individuos alérgicos al
pescado u otro alimento optan por no consumirlo limitando asi la ingesta en proteinas de alto
valor bioldgico de un recurso nacional particularmente abundante. Si se toma en cuenta que
los alimentos pesqueros son sometidos a procesos tecnologicos cada vez mas diversos que
incluyen etapas comunes tales como el corte, lavado o coccion, y que las cantidades de PA
conforman la fracciébn de proteinas sarcoplasmaticas hidrosolubles, sus cantidades o
estabilidad podrian ser afectadas. Es por ello importante investigar sobre la estabilidad de las
PA en diversos tipos de productos pesqueros asi como la sinergia con otros alimentos o las

condiciones fisiolégicas en el consumidor que podrian influir en la manifestacion alérgica.
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3. El aporte del presente estudio en el campo del comercio seguro de alimentos pesqueros se
refiere al etiquetado preventivo —que se establece actualmente con mayor exigencia-
especialmente para individuos alérgicos y en la identificacién (autenticacidn de especies) o
como marcadores para detectar residuos de pescado no declarados en alimentos evitando
perjuicio econémico (sustitucion fraudulenta).

4. En relacién a los métodos utilizados en el presente estudio, la aplicacion de métodos
electroforéticos y otros de separacion de proteinas ofrecen la ventaja de evitar el uso de
animales experimentales y personas. La Susceptibilidad a la Pepsina (digestion en FGS) es
una prueba considerada por los expertos de FAO/OMS como el pardmetro pertinente para
identificar posibles alérgenos y que se utiliza hoy en dia para la identificacion de alimentos
genéticamente modificados, Bowman C. and Selgrade M. (2008) refieren que el desarrollo
de nuevos péptidos farmacos se basa en la evaluacion de su estabilidad digestiva antes de su

administracion.
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1. Analisis Descriptivo de las Caracteristicas Fisicas (Tamaiio en cm) de las especies pesqueras Jurel y Lorna

ANEXOS

FICHA TECNICA DE LOS INSTRUMENTOS A UTILIZAR

Especie Intervalo de confianza para
la media al 95%
Promedio Desviacion Cv Limite Limite
estandar Inferior Superior
Jurel
Lorna

2. Analisis Descriptivo de las Caracteristicas Sensoriales de las especies pesqueras Jurel y Lorna

Especie Intervalo de confianza para
la media al 95%
Promedio Desviacion Cv Limite Limite
estandar Inferior Superior
Jurel
Lorna
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3. Anailisis Descriptivo de las Caracteristicas de Frescura Quimica de las especies pesqueras Jurel y Lorna

(Datos expresados en mg de N de bases volatiles /100 g de musculo dorsal)

Especie Intervalo de confianza para la
media al 95%
Media Desviacion Cv Limite Inferior Limite
estandar Superior
Jurel
Lorna

Método Diario Oficial de las Comunidades Europeas. Directiva 95/149/CE. (N°L 97/84—-N°L 97/85-N°L 97/86)

4. Analisis Descriptivo del Contenido de Proteina Total de las especies pesqueras Jurel y Lorna

(Datos expresados en g de proteina / 100 g¢ misculo dorsal)

Especie Intervalo de confianza para la
media al 95%
Media Desviacion Cv Limite Limite
estandar Inferior Superior
Jurel
Lorna
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5. Analisis Descriptivo del Contenido de Proteina Sarcoplasmatica de las especies pesqueras Jurel y Lorna

Especie Intervalo de confianza para la
media al 95%
N Media Desviacion Cv Limite Inferior Limite
estandar Superior

Jurel:

ST
Lorna

ST

ST = Sarcoplasmatica total, datos expresados en g proteina /100 g proteina total
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6. Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbliminas de las especies pesqueras Jurel y Lorna

(Datos expresados en mg/g musculo dorsal)

Especie Intervalo de confianza para
la media al 95%
N Media Desviacion Error Limite Limite Minimo Maximo
estandar Estandar Inferior Superior
Jurel
Lorna
7. Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas Digeribles de las especies pesqueras Jurel y Lorna
(Datos expresados en mg/g musculo dorsal)
Especie Intervalo de confianza para
la media al 95%
N Media Desviacion Error Limite Limite Minimo Maximo
estandar Estandar Inferior Superior
Jurel
Lorna
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8. Andlisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas de Jurel, sometidas a tratamiento térmico (*) y posterior hidrolisis enzimética
in vitro®™

(Datos expresados en mg/g musculo dorsal)

Intervalo de confianza para
la media al 95%

N Media Desviacion Error Limite Limite Minimo Maximo
estandar Estandar Inferior Superior
To
Ts
Tio
Tis
Total

(*)To =Sin Tratamiento térmico a 121 °C, con hidrdlisis enzimatica; Ts= 5 minutos a 121 °C y posterior hidrélisis enzimatica; T1o =10 minutos
121 °C y posterior hidrolisis enzimatica, T1s=15 minutos a 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica

(**) Hidrdlisis en Fluido Gastrico simulado y 37 °C

131




9. Andlisis Descriptivo del Contenido de Parvalbuminas de Lorna, sometidas a tratamiento térmico (*) y posterior hidrolisis enzimatica
in vitro®™

(Datos expresados en mg/g musculo dorsal)

Intervalo de confianza para
la media al 95%

N Media Desviacion Error Limite Limite Minimo Maximo
estandar Estandar Inferior Superior
To
Ts
Tio
Tis
Total

(*)To =Sin Tratamiento térmico a 121 °C, con hidrdlisis enzimatica; Ts= 5 minutos a 121 °C y posterior hidrélisis enzimatica; T1o =10 minutos
121 °C y posterior hidrolisis enzimatica, T1s=15 minutos a 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica

(**) Hidrdlisis en Fluido Gastrico simulado y 37 °C
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10. Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbiuminas Digeribles de Jurel, sometidas a tratamiento térmico (*) y posterior hidrolisis
enzimatica in vitro®

(Datos expresados en mg/g musculo dorsal)

Intervalo de confianza para
la media al 95%

N Media Desviacion Error Limite Limite Minimo Maximo
estandar Estandar Inferior Superior
To
Ts
Tio
Tis
Total

(*)To =Sin Tratamiento térmico a 121 °C, con hidrdlisis enzimatica; Ts= 5 minutos a 121 °C y posterior hidrélisis enzimatica; T1o =10 minutos
121 °C y posterior hidrolisis enzimatica, T1s=15 minutos a 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica

(**) Hidrdlisis en Fluido Gastrico simulado y 37 °C
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11. Analisis Descriptivo del Contenido de Parvalbiminas Digeribles de Lorna, sometidas a tratamiento térmico (*) y posterior hidrolisis
enzimatica in vitro®™

(Datos expresados en mg/g musculo dorsal)

Intervalo de confianza para
la media al 95%

Media Desviacion Error Limite Limite Minimo Maximo
estandar Estandar Inferior Superior
To
Ts
Tio
Tis
Total

(*)To =Sin Tratamiento térmico a 121 °C, con hidrolisis enzimatica; Ts= 5 minutos a 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica; T1o =10 minutos
121 °C y posterior hidrolisis enzimatica, T1s=15 minutos a 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica

(**) Hidrdlisis en Fluido Gastrico simulado y 37 °C
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12. Analisis Estadistico de Valores de diferencias de Estabilidad de PA antesy después de los tratamientos.

Jurel y lorna
Especie Intervalo de confianza
Media Desviacion Errror para la media al 95%
N estandar estandar Minimo Méaximo

Limite Limite
Inferior Superior

Jurel

Lorna

13. Analisis Estadistico de Valores de diferencias de digestibilidad entre PA antes y después de los tratamientos).
Jurely Lorna

Suma de
Cuadrados

gl

Cuadrado Medio

F

Significancia

Intergrupos

Intragrupos

Total
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13. Resumen de variables y Analisis de Varianza (ANOVA) para Jurel.

JUREL: ANOVA

P

Valoracion de la prueba- S / NS*

Variacion de tamafio

<0.05

Variacién de calificacién sensorial

Variacion de calificacién de frescura quimica

Contenido de Proteina Total

Contenido de Proteina Sarcoplasmatica

Contenido de PA

Contenido de PA Digeribles @

Contenido de PA To

Contenido de PA Ts

Contenido de PA Tio

Contenido de PA Tis

Contenido de PA Digeribles To

Contenido de PA Digeribles Ts

Contenido de PA Digeribles T1o

Contenido de PA Digeribles T1s

(*) Significativa/No significativa. (1) En muestras crudas

TO =Sin Tratamiento térmico a 121 °C, con hidrolisis enzimatica; T5 = 5 minutos a 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica;

T10 = 10 minutos 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica, T15= 15 minutos a 121 °C y posterior hidrolisis enzimatica
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14. Resumen de variables y Anélisis de Varianza (ANOVA) para Lorna.

JUREL: ANOVA

P

Valoracion de la prueba- S / NS*

Variacion de tamafio

<0.05

Variacién de calificacién sensorial

Variacion de calificacién de frescura quimica

Contenido de Proteina Total

Contenido de Proteina Sarcoplasmatica

Contenido de PA

Contenido de PA Digeribles @

Contenido de PA To

Contenido de PA Ts

Contenido de PA Tio

Contenido de PA Tis

Contenido de PA Digeribles To

Contenido de PA Digeribles Ts

Contenido de PA Digeribles T1o

Contenido de PA Digeribles T1s

(*) Significativa/No significativa. (1) En muestras crudas

To =Sin Tratamiento térmico a 121 °C, con hidrdlisis enzimatica; Ts= 5 minutos a 121 °C y posterior hidrélisis enzimatica; T1o =10 minutos 121
°C y posterior hidrdlisis enzimatica, T1s=15 minutos a 121 °C y posterior hidrélisis enzimatica.
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DEFINICION DE TERMINOS
Alérgenos Alimentarios
La descripcion del perfil alergénico de un alimento involucra la identificacion de todas las
moléculas potencialmente alergénicas que este contiene y que representan un nimero finito de
proteinas, y los componentes restantes del proteoma de la fuente alergénica carecen de las
caracteristicas que ocasionan la activacion del sistema inmune llevando a la reaccion alérgica.
Una fuente alergénica puede contener mas de un alérgeno. Algunas proteinas que parecian no
alergénicas con algunos sujetos fueron reconocidos como alergénicos en una mayor poblacion o
en sujetos seleccionados en base a diferentes criterios. Por ejemplo, el alérgeno del kiwi apareciod
como no alergénico en sujetos que mostraban reacciones severas por su ingestion, sin embargo,
esta proteina fue identificada como alérgeno cuando se evalu6é en sujetos que reaccionaban
alérgicamente con el polen de abejas. Se observa que sujetos alérgicos muestran patrones
individuales de sensibilidad a moléculas alergénicas. (Ciardello M. et al 2013)
Alergia Alimentaria
Constituye un tipo de reaccion adversa a los alimentos, con una respuesta anormal atribuida a la
ingesta, contacto o inhalacion de un alimento (o sus derivados) o de un aditivo alimentario, que
tiene su origen en un mecanismo inmunoldgico. Las reacciones adversas a los alimentos, alergias
e intolerancias alimentarias, constituyen un problema de salud emergente. La incidencia de estas
patologias presenta un aumento en los ultimos afios. La prevalencia de las alergias alimentarias
se sitia aproximadamente en el 1-3% de la poblacion adulta y el 4-6% de la infantil. (Agencia
Catalana de Seguridad Alimentaria. 2004). El diagndstico de la alergia alimentaria todavia es un
ejercicio clinico que depende de una historia cuidadosa, de la determinacion especifica de IgE,
pruebas de parche, una apropiada dieta de exclusion y la realizacion de reto cegado.(Gdongora-
Meléndez M. et al. 2010)
Anafilaxia
Un choque anafilactico es una reaccion alérgica sistémica severa en todo el organismo, con
peligro de muerte. Puede presentarse a los pocos minutos de la exposicion al alimento. El
tratamiento médico es indispensable. Puede ser ocasionada por medicamentos, picaduras de
insectos, latex y alimentos. En el caso de individuos alérgicos, basta muy poco del alimento
alergénico para causar la muerte. El cacahuate es uno de los alimentos capaces de provocar un
choque anafilactico. Junto con otras sustancias que se liberan dentro del torrente sanguineo, las
histaminas causan dilatacion de los vasos e inflamacion de los tejidos. La anafilaxia se caracteriza
por: una caida subita de la presion sanguinea, pérdida de la conciencia y arritmia cardiaca. Quien

la sufre puede morir de un paro cardiaco a menos que inmediatamente se le administre adrenalina
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para abrir los pulmones, ya que puede haber una obstruccion de las vias respiratorias. En quienes
padecen asma y alguna alergia alimentaria, se incrementa el riesgo de sufrir un choque

anafilactico. (Covadonga, 2005)

Analisis de Frescura de pescado: N-BVT

La determinacion de bases totales es uno de los métodos mas utilizados para evaluar la calidad
de los productos pesqueros. N-BVT significa nitrogeno de bases volatiles totales, que son las que
se generan cono consecuencia de los procesos de deterioro de los productos pesqueros, tales
como la trimetilamina, dimetilamina, amoniaco y otros compuestos nitrogenados basicos
volatiles. Es una prueba muy importante considerando que el pescado recién capturado es un
alimento altamente deseado por su valor nutritivo, sin embargo muy susceptible al deterioro.
Analisis Sensorial de Pescado

Disciplina cientifica que es empleada para describir, medir, analizar e interpretar caracteristicas
de los alimentos. Presenta la ventaja de ser un método rapido y practico. En el pescado se refiere
principalmente a la apariencia y condicion de frescura o al grado de deterioro que este ha sufrido.
Puede involucrar aspectos de elementos extrafios. Los atributos evaluados son olor, apariencia,
color, textura, sabor. El pescado muy fresco presenta intensidad suave de atributos de olor y
sabor.

Autoridad Sanitaria

La Autoridad Sanitaria de un pais esta encargada de fiscalizar y sancionar disposiciones del
Codigo Sanitario y de normativas que hayan sido dispuestas para asegurar la salud de los
consumidores mediante el establecimiento de practicas seguras de inocuidad y de facilitacion del
comercio de alimentos. La mayoria de autoridades sanitarias en el mundo se rigen por lo
recomendado por Codex Alimentarius.

Capacidad alergénica propia de cada alimento. No bien definida, en probable relacion con su
contenido proteico, proteinas con peso molecular entre 10 y 100 kDa, presencia de epitopos
secuenciales termoestables, presencia de inhibidores de proteasas (p.e., ovomucoide en la clara
de huevo), etc.

Codex Alimentarius

Es el Codigo Internacional de Alimentos. Una coleccion mundialmente reconocida de
estandares, codigos de practicas, guias y recomendaciones relativas a la proteccion de la
inocuidad de alimentos. Se establece bajo el objetivo de la proteccion del consumidor y la
facilitacion del comercio. Oficialmente establecido por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) y la Organizacion de Alimentacion y Agricultura (FAO), reconocido por la Organizacion
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Mundial de Comercio como referencia internacional para la resolucién de conflictos o disputas
concernientes a la inocuidad alimentaria. (FAO, 2010)

Electroforésis SDS-PAGE

En un estudio de caracterizacion bioquimica y determinacion de la termoestabilidad de las
parvalbuminas, como uno de los principales alérgenos en productos pesqueros, estas moléculas
fueron purificadas, caracterizadas y utilizadas para diferenciar su termoestabilidad. Para dicho
fin fueron utilizados sistemas modificados de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE),
con dicha técnica se pudo determinar el peso molecular de estas proteinas. Adicionalmente fue
aplicado isoelectroenfoque para establecer los perfiles electroforéticos. El estudio demostré la

relevancia de la capacidad de termoestabilidad de estas proteinas. (Arif S. et al 2007)

Epitopo

Un epitopo es también llamado “Determinante Antigénico” y constituye la porcion de una
macromolécula que es reconocida por el sistema inmunitario, especificamente a secuencia a la
cual se unen los anticuerpos —receptores de las células B o células T en estado soluble-. Este
epitopo es la parte especifica del antigeno que es reconocida por a zona de reconocimiento del
antigeno. A su vez, cada antigeno viene determinado por sus epitopos.

Fluido Gastrico Simulado

Es un fluido que simula las condiciones de “jugo gastrico” y que es utilizado a fin de estimar el
efecto provocado sobre un alimento luego de la ingestion. Las pruebas en FGS son comparables
al proceso de hidrolisis enzimatica en el aparato digestivo y permiten evaluar la digestibilidad
del alimento. El uso actual de la resistencia a la pepsina desarrollada en FGS es utilizado en el
arbol de decisiones —aunque atn no de manera absoluta, ya que no todas las proteinas estables
son capaces de inducir sensibilizacion alérgica- para la evaluacion de alergenicidad potencial de
proteinas. (Comité¢ de Consulta de Expertos en Alergenicidad de Alimentos derivados de la

Biotecnologia de la FAO/OMS, 2001)

Incidencia y Prevalencia

Ambas son medidas de frecuencia en Epidemiologia. La Incidencia es la frecuencia de aparicion
de casos nuevos de un transtorno en un periodo de tiempo (puede ser tomado como niimero de
nuevos casos). Se conoce la incidencia acumulada o el nimero de individuos que enferman
durante el periodo de observacion en relacion al nimero de individuos libres de la enfermedad

al comienzo del estudio.
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La prevalencia es la proporcion de individuos de una poblacién que presentan un determinado
transtorno en un momento dado, se mide relacionando el nimero de eventos presentados respecto
al nimero de individuos totales.

Inocuidad

La inocuidad alimentaria se refiere a las condiciones y practicas que preservan la calidad de los
alimentos para prevenir la contaminacion y las enfermedades transmitidas por el consumo de
alimentos (ETAs). Las ETAs son transmitidas por el consumo de los alimentos continian siendo
uno de los problemas mas urgentes en Estados Unidos. De hecho, los Centros para el Control y
la Prevencion de Enfermedades (CDCs, por sus siglas en inglés) estima que 1 de 6 personas (48
millones) en los Estados Unidos se enferma, 128,000 son hospitalizadas y 3,000 mueren cada
afo a causa de enfermedades transmitidas por los alimentos. El Servicio de Inocuidad e
Inspeccion de los Alimentos (FSIS, por sus siglas en inglés) del USDA educa a los consumidores
acerca de la importancia del manejo seguro de los alimentos, y les guia para como reducir los
riesgos asociados con tales enfermedades. En el campo de la inocuidad también se protege la
salud de individuos sensibles a alérgenos, para lo cual se ha establecido el rotulado o etiquetado

de alimentos.

Otras sensibilizaciones no alimentarias asociadas. Es frecuente la asociacion de
sensibilizacion a alimentos vegetales (frutas y hortalizas, principalmente) con sensibilizaciones
a polenes, pero no a otros neumoalergenos, como los dermatofagoides. En estos casos se observa
como, en general, la edad de comienzo de la sensibilizacion estd mas en relacion con la edad de
mayor frecuencia de aparicion de polinosis que con la introduccion de estos alimentos en la dieta.
Estos hechos indican que la alergenicidad cruzada, demostrada entre varias especies de vegetales
y pdlenes puede ser un factor favorecedor de sensibilizacion a alimentos cuando un individuo
esta sensibilizado a polenes, o viceversa. (AESAN, 2007).

Parvalbiminas

Las parvalbuminas son pequefias proteinas musculares que se ligan a calcio, con un peso de 12
kDa y conteniendo de 108 a 109 residuos de aminodcidos. Estas proteinas estanpresentes en
grandes cantidades en el musculo blancode vertebrados menores y en menores cantidades en el
musculo de vertebrados mayores. Tienen funcion tampdén o amortiguadora y posiblemente
participan en los procesos de relajacion del misculo. Su alergenicidad es enormemente reducida
por el agotamiento de calcio. (Kobayashi et al, 2006).

Las parvalbiminas son los principals alergenos para individuos que sufren de

hipersensibilidadmediada por IgE a productos pesqueros. (Perez-Gordo et al. 2011)
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Proteina de Alto Valor Bioldgico

Una proteina de alto valor biolégico es una proteina completa, significa que contiene todos los
aminoacidos esenciales en elevadas cantidades. Es muy importante la provision de proteinas de
alto valor bioldgico por su requerimiento para construir otras proteinas. Un ejemplo de alimento
de bajo valor bioldgico es el caso de los cereales, porque son deficientes en lisina (la contienen
en muy poca cantidad). Entre las proteinas de mayor valor biolégico se tiene las de origen animal:
lacteos, huevo, carne y pescado

Reactividad Cruzada

Se entiende por reactividad cruzada al reconocimiento de distintos antigenos por un mismo
anticuerpo Ig E demostrable en el laboratorio mediante pruebas in vivo e in vitro. Ello se traduce
clinicamente en alergia asociada a antigenos homdlogos de distintas especies, normalmente
relacionadas filogenéticamente;

de este modo, se estima que los alérgicos a un tipo de pescado presentan un riesgo de reaccion a
un segundo tipo del 50 %, mientras que para los alérgicos a un tipo de crustaceos es del 75%. Por
otro lado, existen pacientes alérgicos a una clase de pescado o marisco que toleran otras especies
0 no reaccionan durante la provocacion oral, indicando que la reactividad cruzada en las pruebas
in vivo e in vitro son de relevancia clinica limitada, por lo que hablariamos de sensibilizaciones
asociadas mas que alergias asociadas. (Torres B. et al 2012)

Riesgo Alimentario

Existen factores favorecedores de la sensibilizacion en la alergia alimentaria mediada por IgE.
No estan precisados los factores que pueden favorecer la aparicion de reacciones alérgicas no
inmediatas a alimentos, no producidas por mecanismo dependiente de IgE. Muchas de ellas son
de patogenia compleja, en las que se involucran también mecanismos de autoinmunidad. En
algunos casos de enteropatias del lactante es posible una relacion entre su aparicion y el
antecedente de un inicio precoz de una lactancia artificial o episodios de gastroenteritis agudas.
Tratamiento térmico de alimentos

Se denomina asi a la pasteurizacion, esterilizacion, coccion, tindalizacion, etc.La aplicacion de
alglin tipo de tratamiento térmico a un alimento tiene como finalidad la destruccion de la carga
microbiana que ocasione el deterioro en su calidad fisica, quimica o biolégica, o que origine
alglin tipo de perjuicio en la salud del consumidor. También es aplicado para hacer palatable el
alimento y para inactivar o eliminar agentes que comprometan su inocuidad. El calentamiento
bajo diversas modalidades (pasteurizacion, esterilizacion, coccion) provoca desorden de las
estructuras proteicas — pudiendo ocasionar su pérdida de alergenicidad entre otros. La intensidad

del tratamiento térmico se calcula en base a sus valores de tiempo y temperatura.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS
ANEXO 1. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de tamafio (cm) de Jurel

Histograma

207 Mecia = 25,13

Desviacion estandar= 1 276
N =80

Frecuencia

| I

T T 1
26,00 28,00 30,00 32,00

Tamafios en cm

Descriptivos

Tamafios JUREL
95% del intervalo de confianza
Desviacién para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior ~ Limite superior  Minimo ~ Maximo

1 30 28,8633 1,16722 ,21310 28,4275 29,2992 27,00 31,90
2 30 29,5267 1,44960 ,26466 28,9854 30,0680 25,80 31,80
3 30 29,1800 1,14271 ,20863 28,7533 29,6067 25,80 31,80
Total 90 29,1900 1,27606 ,13451 28,9227 29,4573 25,80 31,90

Prueba de homogeneidad de varianzas
Tamafios en cm JUREL
Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
,662 2 87 ,518
ANOVA
Tamafios en cm
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 6,605 2 3,302 2,077 131
Dentro de grupos 138,316 87 1,590
Total 144,921 89
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ANEXO 2. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de tamafio (cm) de Lorna

Frecuencia

204

Histograma

B

Media = 22,78
Desviacion estandar= 1,459
=90

T
20,00

T T T
2200 24,00 26,00

Tamariio_LORNA

Tamafio_LORNA

Descriptivos

95% del intervalo de confianza

Desviacién para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior Limite superior Minimo  Maximo
1 30 23,2400 1,36952 ,25004 22,7286 23,7514 20,10 25,20
2 30 22,7667 1,50936 ,27557 22,2031 23,3303 20,10 26,40
3 30 22,3333 1,39860 ,25535 21,8111 22,8556 20,00 25,60
Total 90 22,7800 1,45927 ,15382 22,4744 23,0856 20,00 26,40
Prueba de homogeneidad de varianzas
Tamafio en cm_LORNA
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
,011 2 87 ,989
ANOVA
Tamafio LORNA
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 12,339 2 6,169 3,029 ,053
Dentro de grupos 177,185 87 2,037
Total 189,524 89
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ANEXO 3. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Evaluacién Sensorial en

Jurel

Descriptivos

Frescura Jurel
95% del intervalo de confianza
Desviacion para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior Limite superior Minimo = Méaximo
1 30 4,1833 ,24507 ,04474 4,0918 4,2748 4,00 4,50
2 30 4,2167 ,25200 ,04601 4,1226 4,3108 4,00 4,50
3 30 4,2333 ,25371 ,04632 4,1386 4,3281 4,00 4,50
Total 90 4,2111 ,24834 ,02618 4,1591 4,2631 4,00 4,50
Prueba de homogeneidad de varianzas
frescura
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1,231 2 87 ,297
ANOVA
frescura
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos ,039 2 ,019 ,310 734
Dentro de grupos 5,450 87 ,063
Total 5,489 89

Comparaciones multiples
\Variable dependiente: frescura
HSD Tukey
Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
(I) meses (J) meses medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior
1 2 -,03333 ,06462 ,864 -,1874 ,1208
3 -,05000 ,06462 ,720 -,2041 , 1041
2 1 ,03333 ,06462 ,864 -,1208 , 1874
3 -,01667 ,06462 ,964 -,1708 ,1374
3 1 ,05000 ,06462 ,720 -,1041 ,2041
2 ,01667 ,06462 ,964 -,1374 ,1708

145



Subconjuntos homogéneos

Anélisis Sensorial

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
meses N 1
1 30 4,1833
2 30 4,2167
3 30 4,2333
Sig. 720
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 30,000.

ANEXO 4. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Evaluacion Sensorial en

Lorna

Descriptivos

Frescura Lorna

95% del intervalo de confianza

Desviacion para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior ~ Limite superior  Minimo  Maximo
1 30 4,2167 ,25200 ,04601 4,1226 4,3108 4,00 4,50
2 30 4,3000 ,24914 ,04549 4,2070 4,3930 4,00 4,50
3 30 4,1833 ,24507 ,04474 4,0918 4,2748 4,00 4,50
Total 90 4,2333 ,25084 ,02644 4,1808 4,2859 4,00 4,50
Prueba de homogeneidad de varianzas
frescura
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
,512 2 87 ,601
ANOVA
frescura
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 217 2 ,108 1,751 ,180
Dentro de grupos 5,383 87 ,062
Total 5,600 89

146




Comparaciones multiples
\Variable dependiente: Analisis_sensorial
HSD Tukey
Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
(I) Meses  (J) Meses medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior ~ Limite superior
1 2 -,0833 ,0642 ,400 -,236 ,070
3 ,0333 ,0642 ,862 -,120 ,186
2 1 ,0833 ,0642 ,400 -,070 ,236
3 , 1167 ,0642 ,170 -,036 ,270
3 1 -,0333 ,0642 ,862 -,186 ,120
2 -,1167 ,0642 , 170 -,270 ,036
Subconjuntos homogéneos
Analisis_sensorial
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Meses N 1
3 30 4,183
1 30 4,217
2 30 4,300
Sig. 170
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 30,000.

ANEXO 5. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Frescura Quimica (mg
BVN/100g) en Jurel.

Descriptivos

BVN_jurel
95% del intervalo de confianza
Desviacion para la media
Media estandar Error estandar ~ Limite inferior Limite superior Minimo  Méaximo

1 3 30,5000 1,04403 ,60277 27,9065 33,0935 29,80 31,70
2 3 29,6667 1,98578 1,14649 24,7337 34,5996 27,50 31,40
3 3 26,3000 1,15326 ,66583 23,4352 29,1648 25,10 27,40
Total 9 28,8222 2,30205 ,76735 27,0527 30,5917 25,10 31,70
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Prueba de homogeneidad de varianzas

BVN_jurel
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
,948 2 6 ,439
ANOVA
BVN_jurel
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 29,669 2 14,834 6,994 ,027
Dentro de grupos 12,727 6 2,121
Total 42,396 8

ANEXO 6. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Frescura Quimica (mg

BVN/100g) en Lorna.

Descriptivos

BVN_lorna
95% del intervalo de confianza
Desviacion para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior ~ Limite superior  Minimo  Maximo
1 3 28,3000 3,36006 1,93993 19,9531 36,6469 24,80 31,50
2 3 31,0000 1,00000 ,57735 28,5159 33,4841 30,00 32,00
3 3 29,8333 1,75594 1,01379 25,4713 34,1953 28,00 31,50
Tota 9 29,7111 2,28443 ,76148 27,9551 31,4671 24,80 32,00
|
Prueba de homogeneidad de varianzas
BVN_lorna
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1,508 2 6 ,295
ANOVA
BVN_lorna
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 11,002 2 5,501 1,074 ,399
Dentro de grupos 30,747 6 5,124
Total 41,749 8
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ANEXO 7. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Contenido de Proteina

(g /100g) en Jurel.

Descriptivos

Proteinas_Jurel

95% del intervalo de confianza

Desviacion para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior Limite superior Minimo  M&ximo
1 3 19,4867 ,85541 ,49387 17,3617 21,6116 18,50 20,02
2 3 20,1000 ,18083 ,10440 19,6508 20,5492 19,91 20,27
3 3 20,1300 ,23516 ,13577 19,5458 20,7142 19,97 20,40
Total 9 19,9056 ,55118 ,18373 19,4819 20,3292 18,50 20,40
Prueba de homogeneidad de varianzas
Proteinas_Jurel
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
7,850 2 6 ,021
ANOVA
Proteinas_Jurel
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos , 791 2 ,395 1,447 ,307
Dentro de grupos 1,639 6 273
Total 2,430 8

Pruebas robustas de igualdad de medias

Proteinas_Jurel

Estadistico® gll gl2 Sig.
Welch ,667 2 3,544 ,568

a. F distribuida de forma asintética
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ANEXO 8. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Proteina Total (g /100g) en

Lorna.

Descriptivos

Proteinas_Lorna

95% del intervalo de confianza

Desviacion para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior ~ Limite superior  Minimo  Méaximo
1 3 18,2500 ,25060 ,14468 17,6275 18,8725 18,01 18,51
2 3 18,1800 1,33525 , 77091 14,8630 21,4970 16,86 19,53
3 3 18,4267 ,718034 ,45053 16,4882 20,3651 17,66 19,22
Total 9 18,2856 ,79106 ,26369 17,6775 18,8936 16,86 19,53
Prueba de homogeneidad de varianzas
Proteinas_Lorna
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1,533 2 6 ,290
ANOVA
Proteinas_Lorna
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,097 2 ,048 ,059 ,943
Dentro de grupos 4,909 6 ,818
Total 5,006 8
Pruebas robustas de igualdad de medias
Proteinas_Lorna
Estadistico® gll gl2 Sig.
Welch ,062 2,995 ,941
a. F distribuida de forma asintética
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ANEXO 9. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Proteina Sarcoplasmaética (g
/100g) en Jurel.

Prot_Sarco_jurel

Descriptivos

95% del intervalo de confianza

Desviacion para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior ~ Limite superior  Minimo  Méaximo
1 3 5,1000 ,30000 ,17321 4,3548 5,8452 4,80 5,40
2 3 5,2533 ,37005 ,21365 4,3341 6,1726 4,88 5,62
3 3 4,5133 ,12055 ,06960 4,2139 4,8128 4,40 4,64
Total 9 4,9556 ,41806 ,13935 4,6342 5,2769 4,40 5,62
Prueba de homogeneidad de varianzas
Prot_Sarco_jurel
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
,022 2 6 ,979
ANOVA
Prot_Sarco_jurel
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos , 756 2 ,378 4,315 ,069
Dentro de grupos ,526 6 ,088
Total 1,282 8

ANEXO 10. Analisis Estadistico Descriptivo para los datos de Proteina Sarcoplasmatica
(g /100g) en Lorna.

Prot_Sarco_lorna

Descriptivos

95% del intervalo de confianza

Desviacion para la media
N Media estandar Error estandar ~ Limite inferior ~ Limite superior  Minimo  Méximo
1 3 4,6633 ,18230 ,10525 4,2105 5,1162 4,50 4,86
2 3 4,6433 ,16289 ,00404 4,2387 5,0480 4,53 4,83
3 3 4,7600 ,09539 ,05508 4,5230 4,9970 4,67 4,86
Total 9 4,6889 ,14190 ,04730 4,5798 4,7980 4,50 4,86
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proteinas de bajo peso molecular de

jurel y la distancia recorrida (frente

Prot_Sarco_lorna

Estadistico de

Prueba de homogeneidad de varianzas

Levene gll gl2 Sig.
,857 6 470
ANOVA
Prot_Sarco_lorna
Suma de
cuadrados al Media cuadrética F Sig.
Entre grupos ,023 ,012 ,509 ,625
Dentro de grupos ,138 ,023
Total ,161

ANEXO 11. Ecuacion de Regresion

para los valores de Peso Molecular en

relativo recorrido).

045
0,4
0,35
03
0,25
02
0,15
01
0,05

y = -0,0085x + 0,4523
R2 = 0,9887

ANEXO 12. Ecuacion de Regresion

para los valores de Peso Molecular en

proteinas de bajo peso molecular de

lorna y la distancia recorrida (frente

relativo recorrido).

0,450
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

y = -0,0081x + 0,4571
R2 = 0,9974
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ANEXO 13. Andlisis Estadistico Descriptivo ANOVA: Estabilidad de PA de jurel ante los

tratamientos (tiempo de calentamiento + hidrolisis FGS)

ANOVA
Estabilidad PA jurel
Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Entre grupos 2,141 7 ,306 180,716 ,000
Dentro de grupos ,041 24 ,002
Total 2,182 31

Comparaciones multiples

\Variable dependiente: Cantidad Relativa PA en jurel

HSD Tukey
(J) Tiempo Intervalo de confianza al
de 95%

Tiempo de Trat. Tratamiento Diferencia de Limite Limite
Térmico Térmico medias (I-J)  Error estandar Sig. inferior superior
JO JoD ,10000" ,02909 ,038 ,0036 ,1964

J5 ,47000 ,02909 ,000 ,3736 ,5664
J5D ,59500 ,02909 ,000 ,4986 ,6914
J10 ,48250 ,02909 ,000 ,3861 ,5789
J10D ,53750 ,02909 ,000 ,4411 ,6339
Ji5 ,63500 ,02909 ,000 ,5386 ,7314
J15D ,83250" ,02909 ,000 ,7361 ,9289
JoD JO -,10000" ,02909 ,038 -,1964 -,0036
J5 ,37000 ,02909 ,000 ,2736 ,4664
J5D ,49500" ,02909 ,000 ,3986 ,5914
J10 ,38250" ,02909 ,000 ,2861 4789
J10D 43750 ,02909 ,000 ,3411 ,5339
Ji5 ,53500 ,02909 ,000 ,4386 ,6314
J15D ,73250" ,02909 ,000 ,6361 ,8289
J5 JO -,47000 ,02909 ,000 -,56664 -,3736
JoD -,37000" ,02909 ,000 -,4664 -,2736
J5D ,12500 ,02909 ,005 ,0286 ,2214
J10 ,01250 ,02909 1,000 -,0839 ,1089
J10D ,06750 ,02909 ,323 -,0289 ,1639
J15 ,16500 ,02909 ,000 ,0686 ,2614
J15D ,36250" ,02909 ,000 ,2661 ,4589
J5D JO -,59500" ,02909 ,000 -,6914 -,4986
JoD -,49500" ,02909 ,000 -,6014 -,3986
J5 -,12500" ,02909 ,005 -,2214 -,0286
J10 -,11250" ,02909 ,014 -,2089 -,0161
J10D -,05750 ,02909 ,516 -,1539 ,0389
Ji5 ,04000 ,02909 ,860 -,0564 ,1364
J15D ,23750" ,02909 ,000 ,1411 ,3339
J10 JO -,48250" ,02909 ,000 -,5789 -,3861
JoD -,38250" ,02909 ,000 -,4789 -,2861
J5 -,01250 ,02909 1,000 -,1089 ,0839

153



J5D ,11250" ,02909 ,014 ,0161 ,2089
J10D ,05500 ,02909 ,570 -,0414 ,1514
J15 ,15250" ,02909 ,001 ,0561 ,2489
J15D ,35000" ,02909 ,000 ,2536 ,4464

J10D Jo -,53750" ,02909 ,000 -,6339 -,4411
JoD -,43750" ,02909 ,000 -,5339 -,3411
J5 -,06750 ,02909 ,323 -,1639 ,0289
J5D ,05750 ,02909 ,516 -,0389 ,1539
J10 -,05500 ,02909 ,570 -,1514 ,0414
J15 ,09750" ,02909 ,046 ,0011 ,1939
J15D ,29500" ,02909 ,000 ,1986 ,3914

J15 Jo -,63500" ,02909 ,000 -,7314 -,5386
JoD -,53500" ,02909 ,000 -,6314 -,4386
J5 -,16500" ,02909 ,000 -,2614 -,0686
J5D -,04000 ,02909 ,860 -,1364 ,0564
J10 -,15250" ,02909 ,001 -,2489 -,0561
J10D -,09750" ,02909 ,046 -,1939 -,0011
J15D ,19750" ,02909 ,000 ,1011 ,2939

J15D Jo -,83250" ,02909 ,000 -,9289 -,7361
JoD -,73250" ,02909 ,000 -,8289 -,6361
J5 -,36250" ,02909 ,000 -,4589 -,2661
J5D -,23750" ,02909 ,000 -,3339 -,1411
J10 -,35000" ,02909 ,000 -,4464 -,2536
J10D -,29500" ,02909 ,000 -,3914 -,1986
J15 -,19750" ,02909 ,000 -,2939 -,1011

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Cant_Rel_PA jurel
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratam_jurel N 1 2 3 4 5 6

J15D 4 ,1675

J15 4 ,3650

J5D 4 ,4050 ,4050

J10D 4 ,4625 ,4625

J10 4 ,5175

J5 4 ,5300

JOD 4 ,9000

JO 4 1,0000

Sig. 1,000 ,860 ,516 ,323 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.
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ANEXO 14. Analisis Estadistico Descriptivo ANOVA: Estabilidad de PA de lorna ante los

tratamientos (tiempo de calentamiento + hidrolisis FGS)

ANOVA
Estabilidad_PA_lorna
Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Entre grupos 2,325 7 ,332 160,006 ,000
Dentro de grupos ,050 24 ,002
Total 2,375 31

Comparaciones multiples
\Variable dependiente: Estabilidad_PA_lorna
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%

0] J) Diferencia de Error Limite Limite

Tratamientos  Tratamientos medias (I-J) estandar Sig. inferior superior

LO LOD ,28500 ,03222 ,000 ,1783 ,3917
L5 ,563750" ,03222 ,000 ,4308 ,6442
L5D ,72500 ,03222 ,000 ,6183 ,8317
L10 ,71250" ,03222 ,000 ,6058 ,8192
L10D ,68750" ,03222 ,000 ,5808 , 7942
L15 ,79000 ,03222 ,000 ,6833 ,8967
L15D ,83000 ,03222 ,000 , 7233 ,9367

LOD 1,00 -,28500" ,03222 ,000 -,3917 -,1783
L5 ,25250" ,03222 ,000 ,1458 ,3592
L5D ,44000 ,03222 ,000 ,3333 5467
L10 ,42750 ,03222 ,000 ,3208 ,5342
L10D ,40250" ,03222 ,000 ,2958 ,5092
L15 ,50500 ,03222 ,000 ,3983 ,6117
L15D ,54500 ,03222 ,000 ,4383 ,6517

L5 1,00 -,53750" ,03222 ,000 -,6442 -,4308
LOD -,25250" ,03222 ,000 -,35692 -,1458
L5D ,18750" ,03222 ,000 ,0808 ,2942
L10 ,17500 ,03222 ,000 ,0683 ,2817
L10D ,15000 ,03222 ,002 ,0433 ,2567
L15 ,25250" ,03222 ,000 ,1458 ,3592
L15D ,29250" ,03222 ,000 ,1858 ,3992

L5D 1,00 -,72500" ,03222 ,000 -,8317 -,6183
LOD -,44000" ,03222 ,000 -,5467 -,3333
L5 -,18750" ,03222 ,000 -,2942 -,0808
L10 -,01250 ,03222 1,000 -,1192 ,0942
L10D -,03750 ,03222 ,935 -,1442 ,0692
L15 ,06500 ,03222 ,492 -,0417 1717
L15D ,10500 ,03222 ,056 -,0017 2117

L10 1,00 -,71250" ,03222 ,000 -,8192 -,6058
LOD -,42750" ,03222 ,000 -,5342 -,3208
L5 -,17500" ,03222 ,000 -,2817 -,0683
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L5D ,01250 ,03222 1,000 -,0942 , 1192
L10D -,02500 ,03222 ,993 -,1317 ,0817
L15 ,07750 ,03222 ,283 -,0292 , 1842
L15D ,11750" ,03222 ,024 ,0108 ,2242
L10D 1,00 -,68750" ,03222 ,000 -,7942 -,5808
LOD -,40250" ,03222 ,000 -,5092 -,2958
L10 -,15000" ,03222 ,002 -,2567 -,0433
L5D ,03750 ,03222 ,935 -,0692 ,1442
L10 ,02500 ,03222 ,993 -,0817 ,1317
L15 ,10250 ,03222 ,066 -,0042 ,2092
L15D ,14250" ,03222 ,004 ,0358 ,2492
L15 1,00 -,79000" ,03222 ,000 -,8967 -,6833
LOD -,50500" ,03222 ,000 -,6117 -,3983
L5 -,25250" ,03222 ,000 -,3592 -,1458
L5D -,06500 ,03222 ,492 -,1717 ,0417
L10 -,07750 ,03222 ,283 -,1842 ,0292
L10D -,10250 ,03222 ,066 -,2092 ,0042
L15D ,04000 ,03222 911 -,0667 , 1467
L15D 1,00 -,83000" ,03222 ,000 -,9367 -,7233
LOD -,54500" ,03222 ,000 -,6517 -,4383
L5 -,29250" ,03222 ,000 -,3992 -,1858
L5D -,10500 ,03222 ,056 -,2117 ,0017
L10 -,11750" ,03222 ,024 -,2242 -,0108
L10D -,14250" ,03222 ,004 -,2492 -,0358
L15D -,04000 ,03222 ,911 -,1467 ,0667
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Cant_Rel_PA lorna
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratam_lorna 1 2 3 4 5
L15D 4 ,1700
L15 4 ,2100 ,2100
L5SD 4 ,2750 ,2750
L10 4 ,2875
L10D 4 ,3125
L5 4 ,4625
LOD 4 , 7150
LO 4 1,0000
Sig. ,056 ,066 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.
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ANEXO 15. Andlisis Estadistico Comparativo por pares: Estabilidad de PA de jurel, antes

y después de hidrdlisis en FGS

Tratamientos JO y JO-D

Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par1  Tratamiento Omin 1,5000 8 ,53452 ,18898
Cant_Rel_PA ,9500 8 ,05529 ,01955

Correlaciones de muestras emparejadas

N Correlacion Sig.
Par1  Tratamiento & Cant_Rel _PA 8 -,967 ,000

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de

Media de confianza de la
Desviacion error diferencia Sig.
Media estandar estandar Inferior Superior t gl (bilateral)
Par  Tratamiento - Omin ,55000 ,58814 ,20794 ,05830 1,04170 2,645 ,033

1 Cant_Rel_PA

Tratamientos J5 vy J5-D

Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par1l Tratami_5min 1,5000 8 ,563452 ,18898
Cant_Rel_PA 4675 8 ,07996 ,02827

Correlaciones de muestras emparejadas

N Correlacion Sig.
Par1 Tratami_5min & 8 -,836 ,010
Cant_Rel_PA
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Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de

Media de confianza de la
Desviacion error diferencia
Media estandar  estandar Inferior Superior t gl
Par Tratami_5min - 1,0325 ,60294 ,21317 ,52843 1,53657 4,844 7 ,002

1 Cant_Rel_PA 0

Tratamientos J10 v J10D

Estadisticas de muestras emparejadas

Desviacion Media de error
Media N estandar estandar

Par1  Tratam_10min 1,5000 8 ,53452 ,18898

Correlaciones de muestras emparejadas
N Correlacion Sig.
Par1l Tratami_10min & 8 -,836 ,010
Cant_Rel PA

Tratamientos J15 v J15D

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas
95% de intervalo de

Desviacid6 Media de confianza de la

n error diferencia Sig.
Media estandar estdndar Inferior ~ Superior t gl (bilateral)
Par Tratam_10min - 1,010 ,56543 ,19991 ,63729 1,48271 5,052 7 ,001
1 Cant_Rel PA 00
Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par1  Tratamiento_15min 1,5000 8 ,53452 ,18898
Cant_Relat_PA ,2663 8 ,11451 ,04049

158



Correlaciones de muestras emparejadas

N Correlacion

Sig.

Tratamiento_15min & -,922

Cant_Relat_PA

Par 1

,001

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas
95% de intervalo de

Media de confianza de la

error diferencia

Desviacion

Media  estdndar  estandar Inferior Superior

t gl

Sig.
(bilateral)

1,2337 ,64163 ,22685 ,69734 1,77016

5

Tratamiento_15min
- Cant_Relat_PA

Par
1

5,439 7

,001

ANEXO 16. Anélisis Estadistico Comparativo por pares: Estabilidad de PA de lorna, antes

y después de hidrolisis en FGS

Tratamientos LOy L0O-D

Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par1  Tratamiento 1,5000 8 ,53452 ,18898
Cant_Relat_LO ,8575 8 ,15425 ,05454
Correlaciones de muestras emparejadas
N Correlacion Sig.
Par1  Tratamiento & 8 -,988 ,000
Cant_Relat_LO
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Media de confianza de la
Desviacion error diferencia
Media  estandar estandar Inferior Superior t gl
Par Tratamiento - ,64250 ,68729 , 24299 ,06791 1,21709 2,644 7 ,033
1 Cant_Relat LO
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Tratamientos L5y L5-D

Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par1  Tratamiento 1,5000 8 ,53452 ,18898
Cantid_Relat_L5 ,3688 8 ,11432 ,04042
Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par1  Tratamiento 1,5000 8 ,53452 ,18898
Cantid_Relat_L5 ,3688 8 , 11432 ,04042
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Desviaci6 Media de confianza de la
n error diferencia Sig.
Media estandar estandar Inferior Superior t gl (bilateral)
Par Tratamiento - 1,1312 ,63712 ,22526 ,59860 1,66390 5,022 7 ,002
1 Cantid_Relat_L5 5

Tratamientos L10 vy L10-D

Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error

Media N estandar estandar
Par1  Tratamiento 1,5000 8 ,53452 ,18898
Cant_Relat L10 ,3000 8 ,04690 ,01658

Correlaciones de muestras emparejadas
N Correlacion Sig.
Par 1 Tratamiento & 8 ,285 ,494
Cant_Relat_L10
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Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de

Media de confianza de la
Desviacio error diferencia Sig.

Media n estandar estandar Inferior Superior t gl (bilateral)
Par Tratamiento - 1,2000 ,52310 , 18494 , 716268 1,63732 6,489 7 ,000
1 Cant_Relat L10 0

Tratamientos L15y L15-D
Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par1  Tratamiento 1,5000 8 ,53452 ,18898
Cantid_Relat_PA ,1900 8 ,04408 ,01558
Correlaciones de muestras emparejadas
N Correlacion Sig.
Par1l  Tratamiento & 8 -,485 ,223
Cantid_Relat_PA
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Desviacio Media de confianza de la
n error diferencia Sig.

Media estdndar estandar Inferior Superior t gl (bilateral)
Par Tratamiento - 1,3100 ,55724 ,19701 ,84414 1,77586 6,649 7 ,000
1 Cantid_Relat PA 0
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ANEXO 17. Andlisis Estadistico Comparativo: Estabilidad de PA de jurel ante efecto de

Tratamiento Térmico

ANOVA
Estabilidad_PA _jurel
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos ,908 3 ,303 242,422 ,000
Dentro de grupos ,015 12 ,001
Total ,923 15
Comparaciones multiples
\Variable dependiente: Estabilidad_PA _jurel
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
0] J) Diferencia 95%
Tiempo_de_calenta Tiempo_de_calenta de medias Error Limite Limite
miento miento (I-9) estandar Sig. inferior superior
0 min 5 min ,47000 ,02498 ,000 ,3958 ,5442
10 min ,48250" ,02498 ,000 ,4083 ,5567
15 min ,63500 ,02498 ,000 ,5608 ,7092
5 min 0 min -,47000" ,02498 ,000 -,5442 -,3958
10 min ,01250 ,02498 ,957 -,0617 ,0867
15 min ,16500 ,02498 ,000 ,0908 ,2392
10 min 0 min -,48250" ,02498 ,000 -,5567 -,4083
5 min -,01250 ,02498 ,957 -,0867 ,0617
15 min ,15250" ,02498 ,000 ,0783 ,2267
15 min 0 min -,63500" ,02498 ,000 -,7092 -,5608
5 min -,16500" ,02498 ,000 -,2392 -,0908
10 min -,15250" ,02498 ,000 -,2267 -,0783

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Estabilidad_PA jurel

HSD Tukey? Subconjunto para alfa = 0.05
Tiempo_de_Calentamiento N 1 2 3

J15 4 ,3650

J10 4 ,5175

J5 4 ,5300

JO 4 1,0000
Sig. 1,000 ,957 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.
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ANEXO 18. Andlisis Estadistico Comparativo: Estabilidad de PA de lorna ante el efecto de

Tratamiento Térmico

ANOVA
Suma de Media
Estabilidad PA lorna  cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,521 3 ,507 293,214 ,000
Dentro de grupos ,021 12 ,002
Total 1,542 15
Comparaciones multiples
\Variable dependiente: Estabilidad_PA_lorna
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
(1) (J) Diferencia 95%
Tiempo_de_calenta [Tiempo_de_calenta | de medias Error Limite Limite
miento miento (I-9) estandar Sig. inferior superior
0 min 5 min ,563750" ,02940 ,000 ,4502 ,6248
10 min ,71250" ,02940 ,000 ,6252 ,7998
15 min ,79000 ,02940 ,000 ,7027 ,8773
5 min 0 min -,563750" ,02940 ,000 -,6248 -,4502
10 min ,17500 ,02940 ,000 ,0877 ,2623
15 min ,25250" ,02940 ,000 , 1652 ,3398
10 min 0 min -, 71250 ,02940 ,000 -, 7998 -,6252
5 min -,17500" ,02940 ,000 -,2623 -,0877
15 min ,07750 ,02940 ,088 -,0098 ,1648
15 min 0 min -,79000" ,02940 ,000 -,8773 -, 7027
5 min -,25250" ,02940 ,000 -,3398 -,1652
10 min -,07750 ,02940 ,088 -,1648 ,0098

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Estabilidad de PA lornaante TT
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3
L15 4 ,2100
L10 4 ,2875
LS 4 ,4625
LO 4 1,0000
Sig. ,088 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.
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ANEXO 19. Andlisis Estadistico Comparativo: Estabilidad de PA en jurel ante la accion de

hidrolisis (FGS) sobre muestras tratadas térmicamente

ANOVA
TT y Digestion
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,120 3 373 174,616 ,000
Dentro de grupos ,026 12 ,002
Total 1,145 15
Comparaciones multiples
Variable dependiente: TT y Digestion
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia 95%
(J) Tratamientos de medias Error Limite Limite
Tratamientos jurel  jurel (I-9) estandar Sig. inferior superior
Omin+digestion B5min+digestion ,49500" ,03269 ,000 ,3979 ,5921
10min+digestion ,43750" ,03269 ,000 ,3404 ,5346
15min+digestion ,73250" ,03269 ,000 ,6354 ,8296
5min+digestion Omin+digestion -,49500" ,03269 ,000 -,5921 -,3979
10min+digestion -,05750 ,03269 ,338 -,1546 ,0396
15min+digestion ,23750" ,03269 ,000 , 1404 ,3346
10min+digestion Omin+digestion -,43750" ,03269 ,000 -,5346 -,3404
5min+digestion ,05750 ,03269 ,338 -,0396 , 1546
15min+digestion ,29500 ,03269 ,000 , 1979 ,3921
15min+digestion Omin+digestion -, 73250 ,03269 ,000 -,8296 -,6354
5min+digestion -,23750" ,03269 ,000 -,3346 -,1404
10min+digestion -,29500" ,03269 ,000 -,3921 -,1979
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Estabilidad PA jurel
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tiempo_calentam_jurel N 1 2 3
JiD 4 , 1675
J5 4 ,4050
J10 4 ,4625
JO 4 ,9000
Sig. 1,000 ,338 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdénica = 4,000.
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de hidrdlisis (FGS) sobre muestras tratadas térmicamente

ANOVA
TT_y_digestion_lorna
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos ,685 3 ,228 94,290 ,000
Dentro de grupos ,029 12 ,002
Total 714 15
Comparaciones multiples
\Variable dependiente: TT_y_digestion_lorna
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
()] J) Diferencia
Tratamiento_lor Tratamiento_lorn de medias Error Limite Limite
na a (I-J) estandar Sig. inferior superior
Omin+digestion 5min+digestion ,44000" ,03481 ,000 ,3367 ,5433
10min+digestion ,40250" ,03481 ,000 ,2992 ,5058
15min+digestion ,54500" ,03481 ,000 4417 ,6483
5min+digestion  Omin+digestion -,44000" ,03481 ,000 -,5433 -,3367
10min+digestion -,03750 ,03481 ,709 -,1408 ,0658
15min+digestion ,10500 ,03481 ,046 ,0017 ,2083
10min+digestion Omin+digestion -,40250" ,03481 ,000 -,5058 -,2992
5min+digestion ,03750 ,03481 ,709 -,0658 ,1408
15min+digestion ,14250" ,03481 ,007 ,0392 ,2458
15min+digestion Omin+digestion -,54500" ,03481 ,000 -,6483 -,4417
5min+digestion -,10500" ,03481 ,046 -,2083 -,0017
10min+digestion -,14250" ,03481 ,007 -,2458 -,0392

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Estabilidad PA lorna ante TT y FGS

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Tiempo_calentam_lorna N 1 2 3

L15 4 ,1700

LS 4 ,2750

L10 4 3125

LO 4 , 7150
Sig. 1,000 ,709 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.

ANEXO 20. Andlisis Estadistico Comparativo: Estabilidad de PA en lorna ante la accion
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