Ay UNIVERSITAT \
37) POLITECNICA —
L-) |: V-ix L [_ N (, | AN Escola Téonica Superior

g AT
dLEHL d'Enginyeria Agranbmica i del Medi Natural

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronomica
y del Medio Natural

Efecto de la temperatura y el pH de almacenamiento sobre
la actividad de la enzima DAO procedente de guisante.

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Ingenieria Agronémica

AUTORV/A: Ferrer Pérez, Andrea

Tutor/a: Hernando Hernando, Maria Isabel
Cotutor/a: Quiles Chulia, Maria Desamparados
Director/a Experimental: Duch Calabuig, Aitana

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



Titulo: Efecto de la temperatura y pH de almacenamiento sobre la actividad de
la enzima DAO procedente del guisante.

Resumen:

La histaminosis o elevados niveles de histamina en sangre puede provocar
trastornos que cursan con cefaleas, problemas digestivos y dolor en los huesos
y articulaciones, entre otros. Una de las causas que origina la histaminosis es la
acumulacion de histamina exdgena en el organismo. La histamina es una amina
biébgena que se genera por la descarboxilacion del aminoacido L-histidina,
reaccion catalizada por la enzima L-histidina descarboxilasa (EC.4.1.1.22). En
algunos alimentos, como, por ejemplo, el vino, queso o pescado, el
sobrecrecimiento de bacterias con actividad descarboxilasa favorece la
degradacion de histidina y la formacién de histamina. La enzima Diamino
Oxidasa (DAO, EC.1.4.3.6) se localiza, principalmente, en las paredes del
intestino y es la encargada de metabolizar la histamina exégena que llega a
nuestro organismo a través del consumo de los alimentos. Cuando existe una
deficiencia de esta enzima o los niveles de histamina exégena son muy elevados
se puede producir una acumulacion de histamina en el organismo o histaminosis.
Para tratar la histaminosis, se recurre a la suplementacion con capsulas de DAO
extraida a partir de rifidn de cerdo. Sin embargo, esta enzima presenta una
actividad limitada y no cumple con las tendencias actuales de los consumidores
que prefieren productos procedentes de origen vegetal. Es por esto que, la
investigacion focalizada en la obtencion de DAO de origen vegetal y de elevada
actividad enzimatica presenta un gran interés.

El objetivo de este trabajo es analizar el efecto del almacenamiento bajo
diferentes condiciones de temperatura y pH sobre la actividad de la enzima DAO
obtenida a partir de guisante amarillo (Pisum Sativum L.) Para ello, el extracto
enzimatico se almacenara a -18°C, 4°Cy 23°CyapH 3, pH S5y pH 7 y se
determinara la actividad enzimatica especifica de las muestras tras una hora,
una semana, un mes y dos meses de almacenamiento. Ademas, estos
resultados se compararan con los obtenidos de una enzima comercial de DAO
procedente de porcino.

Palabras clave:
Vida util, intolerancia a la histamina, histaminosis.



Title: Effect of storage temperature and pH on the activity of the DAO enzyme
from peas.

Summary:

Histamines or high levels of histamine in the blood can cause disorders that
cause headaches, digestive problems and pain in the bones and joints, among
others. One of the causes of histaminosis is the accumulation of exogenous
histamine in the body. Histamine is a biogenic amine that is generated by the
decarboxylation of the amino acid L-histidine, a reaction catalyzed by the enzyme
L-histidine decarboxylase (EC.4.1.1.22). In some foods, such as wine, the
overgrowth of bacteria with decarboxylase activity favors the degradation of
histidine and the formation of histamine. The enzyme Diamine Oxidase (DAO,
EC.1.4.3.6) is mainly located in the walls of the intestine and is responsible for
metabolizing the exogenous histamine that reaches our body through food
consumption. When there is a deficiency of this enzyme or exogenous histamine
levels are very high, an accumulation of histamine in the body or histaminosis
can occur. To treat histaminosis, supplementation with DAO capsules extracted
from pig kidney is used. However, this enzyme has limited activity and does not
meet the current trends of consumers who prefer plant-based products. That is
why research focused on obtaining DAO of plant origin and high enzymatic
activity is of great interest.

The aim of this work is to analyze the effect of different storage temperature and
pH conditions on the activity of the DAO enzyme obtained from yellow pea (Pisum
Sativum L.) To do this, the enzyme extract will be stored at -18°C, 4°C and 23°C
and at pH 3, pH 5 and pH 7 and the enzymatic activity of the samples will be
determined after one hour, one week, one month and two months of storage.

In addition, the effectiveness of pea DAO in degrading the histamine present in
red wine will be analyzed. To do this, pea DAO extract will be added to red wine
and the histamine content of the wine will be determined by HPLC.

Keywords: HPLC, shelf life, histamine intolerance, histaminosis, wine.



Titol: Efecte de la temperatura i pH d'emmagatzematge sobre I'activitat de I'enzim
DAO procedent del pésol.

Resum:

La histaminosi o elevats nivells d'histamina en sang pot provocar trastorns que
cursen amb cefalees, problemes digestius i dolor en els ossos i articulacions,
entre altres. Una de les causes que origina histaminosis és l'acumulacié
d'histamina exdgena en l'organisme. La histamina és una amina bidbgena que es
genera per la descarboxilacion de I'aminoacid L-histidina, reaccio catalitzada per
I'enzim L-histidina descarboxilasa (EC.4.1.1.22). En alguns aliments, com, per
exemple, el vi, el sobrecreixement de bacteris amb activitat descarboxilasa
afavorix la degradacié d'histidina i la formacié d'histamina. L'enzim Diamino
Oxidasa (DAO, EC.1.4.3.6) es localitza, principalment, en les parets de l'intesti i
és l'encarregada de metabolizar la histamina exdgena que arriba al nostre
organisme a través del consum d'aliments. Quan existix una deficiéncia d'este
enzim o els nivells d'histamina exdogena son molt elevats es pot produir una
acumulacio d'histamina en 'organisme o histaminosi. Per a tractar la histaminosi,
es recorre a la suplementacié amb capsules de DAO extreta a partir de reny6 de
porc. No obstant aix0, este enzim presenta una activitat limitada i no complix amb
les tendéncies actuals dels consumidors que preferixen productes procedents
d'origen vegetal. Es per aixd que, la investigacio focalitzada en I'obtencié de DAO
d'origen vegetal i d'elevada activitat enzimatica presenta un gran interés.

L'objectiu d'este treball és analitzar l'efecte de diferents condicions de
temperatura i pH d'emmagatzematge sobre l'activitat de I'enzim DAO obtinguda
a partir de pésol groc (Pisum Sativum L.) Per a aix0, I'extracte enzimatic
s'emmagatzemara a -18 °C,4 °Ci23°CiapH3,pH5ipH 7 i es determinara
I'activitat enzimatica de les mostres després d'una hora, una setmana, un mes i
dos mesos d'emmagatzematge.

A més, s'analitzara I'eficacia que té la DAO de pésol per a degradar la histamina
present en el vi negre. Per a aix0, s'afegira extracte de DAO de pésol en vi negre
i es determinara el contingut en histamina del vi per HPLC.

Paraules clau: HPLC, vida util, intolerancia a la histamina, histaminosi, vi.
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1. Introduccion

1.1

La histamina

La histamina es una molécula derivada de un aminoacido esencial, la histidina,
y se produce por la descarboxilacion catalizada por la enzima L-histidina
descarboxilasa (EC.4.1.1.22).

Histidine Histamine

Co,
N
* L Y
T HN NH,

Histidine decarboxylase

Figura 1. Reaccion enzimatica generadora de histamina a partir de histidina

La presencia de histamina en el cuerpo humano puede ser de origen endégeno
0 exogeno.

La histamina enddgena es un constituyente natural de los tejidos que se

almacena en los mastocitos y basofilos, es un potente mediador de numerosas
reacciones biolégicas que, ejerce sus efectos vinculandose con sus cuatro
receptores [receptor H1, Hz, H3 y Hs] en las células de destino en distintos tejidos.
A continuacién, se describe dénde se localizan cada uno de los receptores y qué
implica su activacion (Montes et al., 2005):

H1: se encuentran en el musculo liso bronquial, intestino y vasos
sanguineos. Su activacion produce una contraccion del musculo liso
bronquial, vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, y
liberacion de medidores de la inflamacion.

H2: se encuentran en las células parietales gastricas, regulando la
secrecion gastrica. En el sistema inmune, donde activan a eosindfilo y
neutréfilos e inhiben la sintesis de linfocitos B, producen relajacion del
musculo liso y aumento en la produccion de moco.

Hs: se encuentran en el sistema nervioso central, donde la histamina actua
como neurotransmisor. Regula las respuestas a otros neurotransmisores,
como la serotonina o dopamina.

Has: se encuentran en células hematicas, implicadas en el sistema inmune
como mastocitos. En recientes estudios se ha visto que estos receptores
tienen un importante papel regulador en la respuesta inmune e
inflamatoria, estando implicados en enfermedades autoinmunes.

La histamina exégena, alcanza nuestro organismo a través de la ingesta de los

alimentos (International Society of DAO Deficiency, 2024). Esta histamina es



metabolizada por la enzima diamino oxidasa (DAO, EC.1.4.3.6) en el intestino
que, cataliza la desaminacidén oxidativa del grupo amino primario a imidazol
acetaldehido (San Mauro Martin, 2016).

1.2 Histamina en los alimentos

La histamina de los alimentos es, en condiciones normales, rapidamente
metabolizada por la DAO intestinal y después eliminada a través de la orina.
Cuando existe un desequilibrio entre la histamina ingerida y su capacidad de
metabolizacidn, se produce su acumulacion en el plasma y la aparicidén de los
efectos adversos (Mariné-Font et al., 1995).

Los trastornos o efectos adversos relacionados con la histamina de origen
alimentario pueden ser (Ortolani et al, 2006):

e Intoxicacidon histaminica, asociada al consumo de alimentos con
concentraciones inusualmente altas de esta amina, en la que los
mecanismos de metabolizacion resultan insuficientes.

e Intolerancia a la histamina (caracterizada por la ausencia de respuesta
IgE especifica), que deriva de un inadecuado funcionamiento de los
sistemas de detoxificacién de la histamina de origen genético, patoldgico
o por bloqueo farmacolégico de las enzimas implicadas en la
metabolizacion (DAO, MAO), lo que se traduce en una acumulacion
excesiva de histamina.

La presencia de histamina y de otras aminas bidgenas en cantidades bajas
puede ser normal en ciertos alimentos, puesto que son compuestos con
importantes acciones fisioldgicas y de amplia distribucion en tejidos animales y
vegetales. Sin embargo, en determinados alimentos, su presencia puede ser
cuantitativamente muy importante (Mariné-Font et al., 1995).

La via mayoritaria para la formacion de cantidades elevadas de histamina en
alimentos es la descarboxilacion, de la histidina, mediada por enzimas
bacterianas. En los alimentos frescos, la fraccion de aminoacidos libres
precursores, generalmente, es poco importante, pero con el deterioro aumenta
debido a procesos de protedlisis catalizados por enzimas endogenas o de la flora
bacteriana contaminante (Wanke et al., 1993).

Algunos de los alimentos susceptibles de presentar valores altos de histamina
son aquellos que se deterioran microbiolégicamente con facilidad, como carnes
y pescados o alimentos/bebidas elaboradas por fermentacién, como vinos y
quesos (Lehane et al., 2000).



1.3 LaDAO

La DAO, es una proteina sintetizada en el tubulo renal proximal, asi como en las
células epiteliales intestinales y almacenada en el plasma.

Es la principal enzima encargada de la inactivacion de la histamina extracelular
que proviene de los alimentos y controla el paso al plasma. Ademas, se ha visto
que puede funcionar como una proteina de secrecidn y ser responsable de la
recogida de residuos después de la liberacion de la histamina extracelular
(Naganuma et al.,, 2017) y, por tanto, los tejidos que contienen DAO son
determinantes en el control sistémico de la biodisponibilidad de la histamina.

Por ello, el papel de la diamino oxidasa es fundamental en la aparicion de la
sintomatologia debido a la histaminosis. El déficit de DAO ocasiona un aumento
en el plasma de la histamina y, por tanto, mayores migrafias y sintomatologia
digestiva (Aquino-Miranda et al.,2012). De forma que, un déficit de DAO es una
alteracion en el metabolismo de la histamina alimentaria que se da cuando hay
poca actividad de la diamino oxidasa.

Los resultados de intolerancia a la histamina proceden de un desequilibrio entre
la histamina acumulada y la capacidad para degradarla (Reese et al., 2017;
Lehane, 2000). Una actividad de DAO reducida conduce a un deterioro en la
degradacion de la histamina y el consiguiente exceso histaminico puede causar
numerosos sintomas que simulan una reaccion alérgica (Lange et al., 2013).
También el consumo de ciertos alimentos ricos en histamina que pueden liberar
histamina o bloquean la DAO pueden provocar diversos sintomas como dolor de
cabeza, congestion nasal u otros trastornos (Aquino-Miranda et al., 2012).

Una forma de lidiar con la intolerancia es evitar o reducir la exposicion a la
histamina exdgena, es decir, abstenerse de consumir los alimentos tipicos que
contienen histamina. La administracion de antihistaminicos (Maintz &
Novak, 2007) o la suplementacion con DAO también puede ayudar (Yacoub et
al., 2018). Las capsulas de DAO comerciales que se usan para suplementacion
contienen 4,2 mg de extracto de proteina de riidbn de cerdo con un 7% de DAO
que equivale a 0,3 mg de DAO, con una actividad enzimatica de 10.000 HDU/mL.
Con una actividad enzimatica mayor a 9.000 HDU/mL, va encaminado a evitar la
inactivacion de la enzima a nivel gastrico (Laboratorios Stada,2007). Sin
embargo, estos suplementos tienen una baja eficacia, debido a que unicamente
son capaces de metabolizar entre un 12-14% de la histamina procedente del
alimento (Kettner et al., 2020).

Aunque la suplementacién con DAO porcina es la mas comun, hay otras fuentes
a partir de las cuales se puede obtener DAO, como, por ejemplo, a partir de
guisantes. De hecho, hay estudios que demuestran que la DAO de guisante es
mas efectiva para la degradacidén de histamina que la DAO de origen animal
(especificamente la porcina) (Kettner et al., 2020).

Por tanto, existen diferentes tipos de DAO dependiendo de la fuente de
extraccion, y puede tener origen animal o vegetal.



1.4 DAO de origen vegetal

De unos afnos atras a la actualidad, la investigacién sobre la presencia de
histamina en los alimentos ha captado el interés en la comunidad cientifica
debido a su elevado potencial toxico y su presencia en una extensa variedad de
alimentos (Comas-Basté et al., 2020a). Se considera que entorno al 1 % de la
poblacién padece de intolerancia a la histamina (Kettner et al., 2020). Como se
indico previamente, los suplementos comerciales que contienen DAO de origen
animal presentan una baja eficiencia en la reduccion de histamina. Esta
limitacion junto con las dietas basadas en producto de origen no animal lleva e
impulsa a la busqueda de nuevas fuentes para la obtencion de DAO.

La obtencidn de extractos vegetales con alta actividad enzimatica de DAO podria
llegar a ser una alternativa factible a los suplementos comerciales de DAO de
origen animal. Los extractos vegetales pueden satisfacer las preferencias de una
parte de la poblacién, que prefiere consumir alimentos de origen vegetal. En este
contexto, las legumbres, dentro de los alimentos vegetales, destacan por su
elevada actividad de DAO (Yang et al., 2012).

Cientificos como Comas-Basté et al (2020%) han estudiado la actividad
enzimatica de la DAO extraida de legumbres como el guisante (Pisum sativum
L.), y el garbanzo (Cicer arietinum L.) llegando a obtener resultados alentadores.
La produccion de DAO comienza a aumentar a partir del tercer dia de
germinacion y puede continuar incrementando hasta el décimo dia, momento a
partir del cual disminuye significativamente (Gibb, 2014).

Hay ciertos factores que influyen en la germinacion de las semillas leguminosas,
como son la presencia o falta de luz, la temperatura y la humedad relativa del
aire que tiene diversos efectos sobre los brotes y que varia significativamente
entre especies y variedades de plantas (Vu et al., 2023). Estos factores también
pueden influir en la produccion de DAO durante la germinacion.

Hay que mencionar que, aunque ya se ha extraido DAO de guisante, aun no se
ha determinado de manera concluyente la estabilidad de esta enzima en el
contexto de su comercializacion. La estabilidad de una enzima es un factor
crucial que afecta directamente a su viabilidad y eficacia como producto
comercial. La enzima DAO, conocida por su capacidad para degradar la
histamina, tiene aplicaciones prometedoras como suplemento dietético,
especialmente para aquellas personas con intolerancia a la histamina. Sin
embargo, para que la DAO de guisantes sea una alternativa viable frente a la
DAO de origen animal, es imperativo realizar estudios exhaustivos sobre su
estabilidad bajo condiciones comerciales.



2. Objetivo y plan de trabajo

2.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es analizar la estabilidad de la enzima DAO,
obtenida a partir de guisantes, durante el almacenamiento bajo diferentes
condiciones de temperatura y pH.

2.2 Plan de trabajo

Para alcanzar el objetivo planteado se establecio el siguiente plan de trabajo:

1. Revisidon de estudios previos sobre: histaminosis, histamina, fuentes de
DAO, métodos de extraccion enzimatica y determinacion y analisis de la
actividad enzimatica de DAO.

2. Germinacion del guisante (Pisum sativum L.) durante 6 dias en oscuridad
para favorecer la sintesis de DAO.

3. Extraccion enzimatica de DAO a partir de los guisantes germinados.

4. Determinacion del contenido en proteinas en los extractos de DAO
procedentes de guisantes germinados y en DAO comercial procedente de
rinon de cerdo.

5. Determinacion de la actividad enzimatica especifica de los extractos de
DAO obtenidos a partir de guisantes germinados y DAO comercial
procedente de rifidn del cerdo.

6. Anadlisis de la estabilidad de la enzima DAO durante dos meses de
almacenamiento bajo diferentes condiciones de temperatura y pH.

3. Materiales y métodos

3.1 Materia prima

Para este trabajo de final de Master, se emple6 como materia prima guisante
forrajero (Pisum sativum L.) que fue facilitado por La Fabrica de Piensos del
Departamento de Ciencia y Tecnologia Animal de la Universitat Politecnica de
Valencia. El extracto de DAO obtenido a partir de riidn de cerdo fue adquirido
en Sigma-Aldrich.



3.2 Germinacion

Antes de la germinacién, se dejaron los guisantes en remojo durante 12 h. Para
ello, se colocaron 40 g de guisantes en un frasco de vidrio con 200 mL de agua
destilada y se mantuvieron en la oscuridad. Después de las 12 h de remojo, se
elimino el agua usando un tamiz y los guisantes se distribuyeron uniformemente
en un recipiente de vidrio hermético, dentro de la camara de germinacion. Los
guisantes se germinaron durante 6 d a 27°C en condiciones de oscuridad para
inducir estrés en las semillas y favorecer la sintesis de la enzima DAO (Comas-
Basté et al., 2020a). Cada recipiente contenia un crisol con una disolucion
sobresaturada de NaCl (40 g) y agua destilada (12 mL) para mantener una
humedad constante del 80% (Simatos y Multon, 1985).

Al finalizar el periodo de germinacién, las muestras se liofilizaron durante 48 h
para eliminar completamente el agua de las legumbres. Posteriormente, se
trituraron y tamizaron para obtener un polvo homogéneo. Finalmente, el polvo de
guisante obtenido se envasé al vacio y se conservé a -20°C hasta su uso.

Figura 2. Guisantes germinados durante 6 dias

3.3 Extraccion enzimatica

Antes de la determinacion de la actividad enzimatica y del contenido en proteina
de la DAO, se realizo la extraccion enzimatica a partir de los polvos de guisantes
germinados. Para ello, se pesaron 4 g de polvo en tubos de centrifuga y se
anadieron 12 mL de tampon fosfato (pH 6,5) preparado a partir de fosfato diacido
de potasio (0,07 M) y fosfato disdédico (0,07 M). Después de afiadir la muestra y
el tampodn al tubo de centrifuga, la mezcla se mantuvo en agitacién durante 30
min a 4°C. Pasado este tiempo, se centrifugd a 10.000 rpm durante 20 min a
4°C.



Después de la centrifugacion, se recolectd el sobrenadante y se mantuvo a 4°C.
Este proceso se repitio un total de tres veces. El sobrenadante obtenido de cada
centrifugacion se combiné y se enrasé hasta 50 mL con el tampon fosfato
preparado. Luego, se filtré el extracto resultante para eliminar los solidos en
suspension utilizando un filtro de 0,22 ym acoplado a una bomba de vacio (Yang
et al., el 2012).

Figura 3. Proceso de filtracién del extracto enzimatico

Finalmente, el extracto se liofilizé y se almacend -18°C en recipientes opacos
hasta su utilizacion.

3.4 Analisis de la estabilidad enzimatica de extractos de DAO
durante su almacenamiento a diferentes condiciones de
temperatura y pH

La actividad enzimatica especifica se expresé como U/mg de proteina y se

calculo a partir de la determinacion de la actividad enzimatica (U) y el contenido
en proteina de los extractos de DAO.

3.4.1 Determinacion de la actividad enzimatica

Fundamento teodrico

La determinacién de la actividad de la DAO se basé en reacciones enzimaticas
tipo redox. Estas reacciones generan una sefal analitica claramente detectable,
por un cambio de coloracion, debido a la alteracion del estado de oxidacion de
una sustancia especifica (DA-67). Este cambio de color se utiliza para cuantificar
la cantidad de histamina degradada por la accion de la enzima DAO, permitiendo
asi establecer una relacion directa entre la actividad enzimatica y la variacion
observada en la coloracion (Cebrian, 2018).

El colorante empleado (DA-67) es incoloro en su estado reducido y, al oxidarse,
adquiere una tonalidad azulada, cuyo valor maximo de absorbancia es
detectable en el espectrofotometro a 668 nm. La reaccidn enzimatica completa,
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se descompone en dos reacciones consecutivas que se describen a
continuacion:

Enzima DAO
(1) 0, + H,0 + Histamina - H,0, + NH; + Aldehido

Enzima peroxidasa
Colorante reducido + H,0, - Colorante oxidado + H,0

Figura 4. Reaccién enzimatica (Cebrian, 2018)

(1) La enzima diamino oxidasa (DAO) catalizada la reaccion entre el oxigeno
y la histamina, produciéndose peréxido de hidrogeno.

(2) La enzima peroxidasa (POD) cataliza la reaccion entre la forma reducida
del compuesto colorante (DA-67) y el peréxido de hidrégeno generado en
la primera reaccion, dando lugar a agua y oxigeno. Este ultimo oxida el
colorante, produciéndose asi un cambio de coloracion.

Determinacion

Para la determinacion de la actividad enzimatica de la DAO de guisante y de
rindbn de cerdo, se utilizd el ensayo enzimatico colorimétrico con la DA-67
empleando como sustrato, la histamina.

Primero, se introdujo en Eppendorfs de 1,5 mL de capacidad, 726 yL de DA-67
(50 pM) disuelta es PIPES 25 mM y pH 7,2 y 750 puL de una disolucion de
histamina (1 mM; disuelta en PIPES 25 mM y pH 7,2). Seguidamente se
homogenizo la mezcla y se depositdé en un bafo con agua caliente a una
temperatura constante de 37°C durante 10 min (Kettner et al., 2020).

Posteriormente y de forma rapida y eficaz, se agregaron 24 uL de peroxidasa
(POD) (266 U/mL; disuelta es PIPES 25 mM y pH 7,2) y 50 uL del extracto de
las muestras obtenidas anteriormente dando lugar al inicio de la reaccion. Se
repitié el proceso de homogenizacion y se introdujeron los Eppendorfs en el bafio
de agua caliente a la misma temperatura y tiempo.

Finalizado este procedimiento, para frenar la reaccion se adicionaron 50 yL de
dimetilditiocarbonato sodico (30mM). A continuacion, se centrifugaron los
Eppendorfs durante 3 min a 10.000 rpm y 20°C. Al terminar, se midi6 la
absorbancia del sobrenadante a 668 nm en el espectrofotometro.

Con el fin de prevenir cualquier posible interferencia en la reaccién enzimatica
de las aminas bidgenas que, podrian estar presentes en los extractos obtenidos,
se preparé una referencia para cada muestra analizada, se sustituyd la
disolucién de histamina por 750 pyL de tampén PIPES (25 mM y pH 7,2). Las
medidas de absorbancia obtenidas en las referencias se restaron de la medida



de absorbancia obtenida en las muestras para eliminar las posibles reacciones
producidas por otros compuestos.

El calculo de la actividad enzimatica se realizd con ayuda de la recta de
calibrado. Para su obtencidén, se elaboraron disoluciones con diferentes
concentraciones de peroxido de hidréogeno (H202) entre 0,5 y 20 pumol/mL.
Seguidamente, se realizo el proceso anterior descrito, donde se sustituyo los 750
ML de histamina iniciales por el tampdn acido piperazidina etanosulfonico
(PIPES; 25mM) y la muestra por 50 L de la disoluciéon de H2O2 preparada. Una
vez obtenidos los valores de absorbancia, se representd la concentracion de las
disoluciones de H20O:> frente a la absorbancia.

La actividad enzimatica de la diamino oxidasa (DAQO) se expres6 como unidad
de actividad enzimatica (U) que se define como la cantidad de enzima que
cataliza la conversion de 1 ymol de sustrato (histamina) en un minuto.

3.4.2 Determinacion del contenido en proteina

Para la determinacion del contenido en proteina, se empleé el método de
Bradford, una técnica colorimétrica que se fundamenta en la medicion de
cambios en la absorbancia causados por la interaccién de las proteinas de la
disolucion con el reactivo de Bradford (Bradford, 1976).

Para la elaboracion del reactivo colorante o reactivo de Bradford, se disolvieron
100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 50 mL de etanol al 95%.
Posteriormente, se afadieron 100 mL de acido fosférico al 85% (p/v) y se
completo el volumen a 1 L con agua destilada. Esta preparacion se realizo en la
camara de extraccion y en completa oscuridad. Una vez obtenido el reactivo, se
dejé en nevera hasta su uso (Bradford, 1976).

Para determinar el contenido en proteina, se introdujeron 100 pyL de extracto de
DAO en un tubo de ensayo y se afadieron 5 mL de reactivo de Bradford.
Seguidamente, la mezcla se agitd en un vortex, se dejo reaccionar durante un
periodo de 2 min y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda 595 nm en el
espectrofotometro. A su vez, se prepard un blanco. En este caso, la muestra fue
remplazada por 100 yL de tampon fosfato pH 6,5, utilizado durante la extraccidon
de la muestra.

El calculo del contenido en proteina se realizé con ayuda de la recta de calibrado.
Para su obtencién, se elaboraron disoluciones con diferentes concentraciones
de proteina albumina de suero bovina (BSA) entre 0 y 10 mg/mL. El
procedimiento de reaccion fue igual al de las muestras. Una vez obtenidos los
resultados de absorbancia, se pas6 a representar los valores en una grafica
frente a la concentracion de las disoluciones de BSA (Bradford, 1976).



3.5 Analisis de la estabilidad enzimatica de extractos de DAO
durante su almacenamiento a diferentes condiciones de
temperatura y pH

Con el objetivo de determinar la estabilidad durante el almacenamiento de la
enzima DAO, la enzima DAO de guisante, anteriormente extraida, y la DAO de
porcino, adquirida en Sigma-Aldrich, se almacenaron a diferentes temperaturas:
-18°C, 4°C y 23°C (en una disolucion tampdn con un pH 7) y a diferentes pH: 3,
5y 7 (a una temperatura de 4°C).

Las muestras se prepararon pesando 20 mg de extracto de DAO liofilizado en un
tubo Eppendorf y se diluyeron con 1 mL de disolucién tampén. Los tampones se
prepararon a partir de una disolucién de acido citrico 0,1 M y fosfato disédico 0,2
M, ajustando los volumenes segun el pH requerido. Ademas, se afadieron 50 pyL
de azida sodica (0,01 g/ml) para evitar la aparicion de moho durante el
almacenamiento.

La actividad enzimatica especifica de las muestras se determiné a la hora, a los
siete dias, al mes y a los dos meses de almacenamiento. Para estudiar el efecto
de los factores implicados en la estabilidad se tom6 como parametro de medida
el porcentaje de actividad enzimatica. Para ello, a la actividad enzimatica
especifica inicial (de cada uno de los extractos enzimaticos) se le dio el valor del
100%.

3.6 Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el programa
Statgraphics Centurion XVIII. Se llevé a cabo un analisis de la varianza (ANOVA)
multifactorial para evaluar la actividad enzimatica especifica de la DAO, de
guisante y de porcino, almacenada bajo diferentes condiciones de temperatura
y pH. Para identificar diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras, se empleo el método HSD de Tukey (Honestly-Significant-Difference)
con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

10



4. Resultados y discusion

4.1 Actividad enzimatica especifica de la DAO

La actividad enzimatica especifica de la DAO procedente de los guisantes
germinados fue de 0,102 U/mg de proteina mientras que la de la DAO
procedente de riidn de cerdo (comercial) fue de 0,042 U/mg de proteina. La
actividad de la DAO vegetal procedente de guisante fue un 143% mayor que la
comercial.

4.2 Analisis de la estabilidad enzimatica de extractos de DAO durante
su almacenamiento bajo diferentes condiciones de temperatura.

Estabilidad térmica

Los resultados del ANOVA multifactorial indicaron que si hubo interacciones
entre los factores temperatura, tiempo de almacenamiento y fuente de DAO
(guisante o porcino) para el parametro porcentaje de actividad enzimatica de la
DAO vy los tres factores fueron significativos.

En la Figura 5, se muestra el grafico de interacciones entre los factores

temperatura de almacenamiento y fuente de DAO utilizada para el parametro
porcentaje de actividad enzimatica de la DAO.

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 5. Grafico de medias e interacciones con intervalos HSD entre temperatura de almacenamiento y
fuente de DAO para el porcentaje de actividad enzimatica.

Tal y como se puede apreciar en la figura 5 la estabilidad de la DAO de guisante
disminuyd con el aumento de la temperatura. A temperaturas de
almacenamiento de -18°C, la DAO de guisante presento una elevada estabilidad,
ya que, mantuvo por completo su actividad enzimatica especifica. A 4°C mantuvo
alrededor del 60% de su actividad enzimatica inicial y a temperaturas de
almacenamiento de 23°C, alrededor del 30% de su actividad.
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Por otro lado, la DAO de porcino presento altos niveles de estabilidad (100% de
su actividad enzimatica especifica inicial) tanto a temperaturas de
almacenamiento de -18°C como a 4°C, sin embargo, a 23°C mostré alrededor
del 45% de su actividad enzimatica especifica inicial.

En general, la DAO comercial, procedente de porcino, presentd una mayor
estabilidad a la temperatura en comparacién con la DAO de guisante. La DAO
comercial es un preparado con excipientes y compuestos que pueden presentar
propiedades conservantes y preservar su actividad.

La Figura 6, muestra la interaccidn entre los factores tiempo de almacenamiento
y fuente de DAO utilizada para el parametro porcentaje de actividad enzimatica
de la DAO.

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 6. Grafico de medias e interacciones con intervalos HSD entre tiempo de almacenamiento y fuente
de DAO para el porcentaje de actividad enzimatica.

Como se puede apreciar (Figura 6) tanto la DAO de guisante como la de porcino
presentaron una alta estabilidad (100% de su actividad enzimatica especifica
inicial) tras 1 h de almacenamiento. La DAO de porcino presentd valores mas
estables de actividad enzimatica durante los 2 meses de almacenamiento que la
DAO de guisante. La DAO de guisante a los 7 d de almacenamiento mostro
alrededor del 60% de la actividad enzimatica especifica inicial, sin embargo, a
partir de ese dia y hasta los 2 meses de almacenamiento la actividad se mantuvo
estable, sin encontrarse diferencias significativas (p>0,05) entre los valores de
porcentaje de actividad. Tras 1 mes de almacenamiento no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05) en el descenso de porcentaje de actividad
enzimatica entre las dos enzimas. En general, la estabilidad de la DAO de
porcino al tiempo de almacenamiento fue mayor que la de la DAO de guisante.

En la Figura 7, se presenta el grafico de interacciones entre los factores tiempo

y temperatura de almacenamiento para el parametro porcentaje de actividad
enzimatica de la DAO.
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Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 7. Grafico de medias e interacciones con intervalos HSD entre tiempo y temperatura de
almacenamiento para el porcentaje de actividad enzimética.

Como se puede apreciar (Figura 7), después de una hora de almacenamiento,
no se observaron diferencias significativas (p>0,05) en los valores de actividad
enzimatica especifica con respecto a la inicial de la DAO para ninguna de las
diferentes temperaturas de almacenamiento. Por tanto, a corto plazo (1 hora),
independientemente de la temperatura de almacenamiento, la actividad
enzimatica especifica se mantuvo estable. Cuando la temperatura de
almacenamiento fue de -18°C y 4°C la actividad de la DAO se mantuvo estable
durante todo el periodo de almacenamiento y los valores de porcentaje de
actividad no presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre si. El
almacenamiento a 23°C durante 1 h mantuvo estable la actividad de la DAO, sin
embargo, tras 7 d de almacenamiento la estabilidad de la DAO disminuyo,
mostrando valores de porcentaje de actividad de alrededor del 30% de su
actividad inicial. Esta actividad se mantuvo estable tras un mes y hasta el final
del periodo de almacenamiento.

4.3 Analisis de estabilidad enzimatica de extractos de DAO durante
su almacenamiento bajo diferentes condiciones de pH

Estabilidad al pH

Los resultados del ANOVA multifactorial indicaron que si hubo interaccion entre
los factores pH y tiempo de almacenamiento, y pH y fuente de DAO (guisante o
porcino) para el porcentaje de actividad enzimatica de la DAO, siendo
significativos los tres factores.

La Figura 8, muestra el grafico de interaccion entre el pH de almacenamiento y

la fuente de DAO utilizada para el parametro porcentaje de actividad enzimatica
de la DAO.
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Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 8. Grafico de medias e interacciones con intervalos HSD entre pH de almacenamiento y fuente de
DAO para el porcentaje de actividad enzimatica.

Como se puede observar (Figura 8), la estabilidad enzimatica de la DAO bajo
diferentes pHs de almacenamiento mostré una tendencia totalmente opuesta
segun la fuente de DAO empleada. La estabilidad de la DAO de guisante
disminuyo al aumentar los valores de pH mientras que la estabilidad de la DAO
de porcino aument6 al aumentar el pH. A pH 3, la DAO de guisante mostré
elevada estabilidad (100% de su actividad enzimatica especifica inicial), sin
embargo, la DAO de porcino perdié toda la actividad a este pH. A pH 5 la
estabilidad de la DAO de guisante fue significativamente superior (p<0,05) a la
de la DAO de porcino. A pH 7 tanto la DAO de guisante como la de porcino
mantuvieron altos niveles de estabilidad, con porcentajes de actividad enzimatica
cercanos al 80% y al 90% de su actividad enzimatica especifica inicial,
respectivamente. En general, se observo una mayor estabilidad al pH en la DAO
de guisante que en la DAO de porcino.

En la Figura 9, se muestra el grafico de interaccion entre el tiempo de

almacenamiento y pH para el parametro porcentaje de actividad enzimatica de
la DAO.
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Figura 9. Grafico de medias e interacciones con intervalos HSD entre tiempo y el pH de almacenamiento
para el porcentaje de actividad enzimatica especifica.

Como se puede apreciar (Figura 9) las muestras de DAO almacenadas durante
1hapHS5y 7 mantuvieron el 100% de su actividad enzimatica especifica inicial,
sin embargo, a pH 3 so6lo mantuvieron el 50% de su actividad. Las muestras
almacenadas durante 7 d fueron mas estables a pH 7, sin embargo, no se
encontraron diferencias (p>0,05) en el porcentaje de actividad entre las muestras
almacenadas durante 1 y 2 m para ninguno de los pHs estudiados.
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5. Conclusion

La DAO procedente de guisante presenta una actividad enzimatica especifica
2,4 veces superior a la de la DAO comercial procedente de rifidn de cerdo.

En general, la actividad enzimatica de la DAO de guisante y porcina muestran
una tendencia decreciente al aumentar la temperatura de almacenamiento; esta
tendencia se va haciendo mas acusada al aumentar el tiempo de
almacenamiento. A -18°C, ambas fuentes de DAO presentan una actividad
enzimatica elevada, cercana al 100% de su actividad especifica inicial. A 4°C la
actividad de la DAO de porcino permanece estable y la DAO de guisante
mantiene el 60% de su actividad especifica inicial. El almacenamiento a 23°C
produce un descenso de la actividad enzimatica de las dos enzimas.

A pH 7, la actividad enzimatica de la DAO procedente de ambas fuentes
(guisante y porcino) es elevada, y se mantiene estable a lo largo del tiempo. El
almacenamiento a pH 5 mantiene altos niveles de actividad en la DAO de
guisante, pero no, en la DAO pocina. El almacenamiento a pH 3 permite que la
DAO de guisante mantenga el 100% de su actividad enzimatica especifica inicial,
sin embargo, a este pH la DAO de porcino pierde toda su actividad.

La DAO procedente de guisante es una alternativa eficaz y sostenible para el
desarrollo de suplementos de DAO de origen vegetal orientada a todo tipo de
consumidores, incluidos vegetarianos y veganos. También podria utilizarse para
la elaboracién de alimentos, ya que, es estable a diferentes pHs.

Se requiere seguir estudiando diferentes formas de proteger la enzima de
entornos desfavorables y asi poder mejorar su estabilidad para aprovechar en
su totalidad el potencial de la DAO del guisante para reducir el contenido de
histamina y sus efectos negativos en el ser humano.
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7. Anexos

ANEXO I|. Relacién del trabajo con los objetivos de
desarrollo sostenible de la agenda 2030

El desarrollo de una nueva alternativa vegetal al tratamiento actual de la
deficiencia de DAO puede contribuir significativamente a varios Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) establecidos por la ONU

Tabla 1. Grado de relacion de trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda
2030.

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio | Bajo | No
procede

ODS 1. Fin de la pobreza.
ODS 2. Hambre cero.
ODS 3. Salud y bienestar. X
ODS 4. Educacioén de calidad.

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento
econdémico.

ODS 9. Industria, innovacion e X
infraestructuras.

ODS 10. Reduccion de las desigualdades.
ODS 11. Ciudades y comunidades
sostenibles.

ODS 12. Produccién y consumo X
responsables.

ODS 13. Accién por el clima.
ODS 14. Vida submarina.
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas.
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

XIX[X[X|[X] [X]|X

X|X| XX

En cuanto a los ODS con un mayor grado de relacion con este trabajo destacan:
ODS 3- Salud y bienestar.

Al desarrollar una alternativa al actual tratamiento para la intolerancia a la
histamina, que es mas eficiente metabolizando la histamina y mas sostenible, ya
que esta elaborada a partir de enzima diamino oxidasa de guisante. La DAO de
origen vegetal podra satisfacer las exigencias de un sector mas amplio de la
poblacion al alinearse con las exigencias de la poblacion vegana y vegetariana.
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ODS 9- Industria, Innovacion e Infraestructuras

El tratamiento para la intolerancia a la histamina mediante el uso de DAO
vegetal promueve la innovacién, asi como la investigacion y seguir la busqueda
de nuevas alternativas mas sostenibles y eficientes.

ODS 12- Produccion y consumo responsable

Gracias a uso de la fuente vegetal como materia prima para el tratamiento de la
intolerancia a la histamina al contrario la alternativa actual que es a base de
rindn de cerdo, esta ultima contribuye al cambio climatico, ya que la industria
carnica emite el 14,5% de las emisiones globales de gases de efecto
invernadero.

ODS 15- Vida de ecosistemas terrestres

Al utilizar materia prima de origen vegetal, al contrario de la alternativa actual,
elaborada a base de rindn de cerdo. De forma que a utilizar materia prima de
origen vegetal contribuimos a la mejora de los suelos y la fijacion de nitrégeno,
lo cual es beneficioso para la agricultura sostenible, a diferencia de utilizar
fuente animal, ya que se destina un 66% de las tierras cultivadas en Espafa a
la alimentacién animal. +

En conclusién, el desarrollo de un tratamiento para la intolerancia a la
histamina a base de enzima de diamino oxidasa extraida de guisantes
contribuye a lograr varios de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)
establecido por la ONU, creando asi alternativas mas eficiente, sostenibles y
fomentando la innovacion.
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ANEXO Il. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 2. Actividad enzimatica especifica (U/mg de proteina) de DAO de guisante y de porcino almacenada
a diferentes temperaturas (-18°C, 4°C y 23°C) durante 1 hora, 7 dias, 1 mes y 2 meses.

Tiempo de Actividad enzimatica especifica (U/mg de proteina)
almacenamiento -18°C 4°C 23°C
1 hora 0,101 £ 0,005 0,102+ 0,003 0,095% £ 0,003
7 dias 0,101 £ 0,006 0,069 + 0,007 0
DAO de
guisante 1 mes 0,103+ 0,003 0,052 + 0,001 0
2 meses 0,078 £ 0,003 0,02+ 0,0004 0
1 hora 0,038 £ 0,002 0,04 = 0,001 0,04 = 0,0009
DAO de
porcino 7 dias 0,037 + 0,0007 0,042 = 0,0008 0,024 + 0,0009
1 mes 0,04 + 0,004 0,044 = 0,0005 0
2 meses 0,033 + 0,002 0,042 = 0,002 0

A continuacién, se muestran los graficos de barras que reflejan los porcentajes
de actividad enzimatica obtenidos, a lo largo del tiempo, segun la fuente de DAO

utilizada, para su almacenamiento a diferentes temperaturas y pHs.
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Figura 10. Gréfico de barras de estabilidad térmica (-18°C, 4°C y 23°C) de la DAO de guisante (DAO gui)
y DAO de porcino (DAO por) durante su almacenamiento a 1 hora, 7 dias, 1 mes y 2 meses.
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Tabla 3. Actividad enzimatica especifica (U/mg de proteina) de DAO de guisante y de porcino almacenada

a diferentes pHs (pH 3, pH 5 y pH 7) durante 1 hora, 7 dias, 1 mes y 2 meses.

Tiempo de Actividad enzimatica especifica (U/mg de
almacenamiento proteina)
pH 3 pH 5 pH 7
1 hora 0,09+ 0,01 0,11+ 0,002 0,11 +0,003
DAO de 7 dias 0,094 = 0,001 0,092 + 0,007 0,075+ 0,008
guisante
1 mes 0,17a+0,02 0,101a+ 0,009 0,058c + 0,002
2 meses 0,1016 +0,0007 0,076 £ 0,009 0,025+ 0,005
1 hora 0 0,02 0,001 0,046 + 0,001
7 dias 0 0 0,047+ 0,002
DAO de
porcino 1 mes 0 0 0,048+ 0,0006
2 meses 0 0 0,046+ 0,003
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Figura 11. Gréfico de barras de estabilidad al pH (pH 3, pH 5 y pH 7) de la DAO de guisante (DAO gui) y
DAO de porcino (DAO por) durante su almacenamiento a 1 hora, 7 dias, 1 mes y 2 meses.
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