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Resumen y abstract

Resumen

Los residuos de la industria procesadora de pescado son materia prima con un gran potencial para la
produccion de hidrolizados de proteinas de pescado (HPP) con caracteristicas funcionales que
pueden ser utilizados no s6lo como alimento para animales, sino también para el consumo humano
(es decir, los aditivos alimentarios y nutracéuticos), que incluye la basqueda de péptidos
bioloégicamente activos. La hidrélisis se lleva a cabo con microorganismos (fermentacion). La
fermentacion se ve beneficiada al afadir un promotor, en este caso papaya (Carica papaya) en
estado de madurez comercial, que produce proteasas y suplementa a los desechos de pescado con
los nutrientes adecuados para el crecimiento microbiano, asi como melaza que es un subproducto
de la cafia de azlcar. El procesamiento industrial de especies de pescado como el atin genera un
porcentaje de subproductos entre el 60 y 70%. Los subproductos son considerados cominmente
como recursos de escaso valor en el mercado y entre ellos se encuentran las visceras, las agallas, el

musculo oscuro, la cabeza, los huesos y la piel.

El alto contenido de proteina, las enzimas proteoliticas y la capacidad amortiguadora del
sustrato fueron caracteristicas importantes para tener una produccion satisfactoria de hidrolizados

proteicos obtenidos a partir de fermentacion lactica.

Se determin6 el consumo de azucares, los cuales se relacionan directamente con la
produccion de &cido lactico (AL). La concentracion maxima de AL generado, la constante de la
tasa de acidificacion y la tasa de maxima produccidon de acido lactico se estimaron con el modelo de
Gompertz con datos de 5 dias (120h) de fermentacion y éstos fueron de 1.27 mmol AL/g, 0.142 h!
y 0.067 mmol AL/gh, respectivamente. El grado més alto de hidrolisis proteica fue de 87.71% y fue

alcanzado a las 120 h de fermentacion.
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Resumen y abstract

La actividad contra radicales libres fue evaluada mediante espectroscopia de resonancia
paramagnética electrénica (EPR) basandose en la conversion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil.
La concentracién de aminoacidos relacionados con la actividad antirradicalaria (\Val, lle, Leu, Phe,
Met, Pro, Tyr and His) presentd un maximo a partir de las 72 h debido al incremento de la hidrolisis
proteica. En este tiempo de fermentacion se obtuvo la concentracidon mas baja de hidrolizados
proteicos capaces de inhibir al radical en un 50% de su actividad, a cual fue de 5.75 pg

proteina/mg.

La purificacion de péptidos mostrd fracciones con una alta concentracién de aminoacidos

hidrofébicos, que estan relacionados con la actividad contra radicales libres

El procesamiento de subproductos de atin mediante la metodologia propuesta resulta ser
una fuente de hidrolizados proteicos de alto valor agregado debido a su actividad contra radicales
libres, la estabilidad del proceso, el alto grado de hidrdlisis y digestibilidad, asi como la inocuidad

al no encontrarse la presencia de coliformes.

Palabras clave: Thunnus albacares, antioxidante, biorefinacion, hidrolizado proteico, Carica

papaya
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Resumen y abstract

Abstract

Fishery industry by-products are raw material with a wide potential to produce fish protein
hydrolisates with functional properties that may lead their use not only for animal nourishment but
for human consumption (i.e. food additives and nutraceuticals), which includes the search of
biologically active peptides. Hydrolisis is carried by microbial fermentation, which gets benefit
when it is promoted by the addition of papaya fruit (Carica papaya) in commercial ripeness as a
source of proteases and nutrients for microbial growth, as well molasses as a carbon source (by-

product of the sugar cane industry).

Industrial processing of fish species like tuna generate a by-product percentage between 60 and
70%, are considered a low value material and consist mainly in viscera, gills, dark muscle, heads,

bones and skin.

High protein content, proteolytic enzymes and substrate buffer capacity were important
characteristics for successful production of protein hydrolysates by fermentation of tuna by-
products and papaya. The maximum lactic acid (LA) produced, acidification rate constant and
maximum acid production rate were estimated by Gompertz model with experimental data of 5 d of
fermentation to be 1.27 mmol LA/g, 0.142 h'* and 0.067 mmol LA/gh, respectively. The highest
protein degree of hydrolysis of 87.71% was achieved at 120 h of fermentation. The radical-
scavenging activity in the protein hydrolysates was determined by electron paramagnetic resonance
spectroscopy studies based on the conversion of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil free-radical. The
concentration of amino acids related to radical-scavenging activity; Val, lle, Leu, Phe, Met, Pro, Tyr
and His presented a maximum after 72 h of fermentation, due to increased protein hydrolysis. In
addition, the lowest concentration of tuna protein hydrolysates, 5.75 pg protein/mg, this inhibited

50% of radical activity.

Purification of peptides shows a high concentration of hydrophobic amino acids, which are related

to radical scavenging activity.
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Resumen y abstract

This process, which involves tuna by-products fermentation according to the method
proposed, results to be a source of high quality protein hydrolysates because of the radical
scavenging activity, process stability, high degree of hydrolysis and digestibility, as well safety due

to the lack of presence of coliform bacteria.

Key words: Thunnus albacares, antioxidant, radical scavenging, biorefinery, protein hydrolysate,

Carica papaya
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Revision bibliogréfica

1. Revision bibliografica

1.1 Residuos de la actividad pesquera y agricola

Como resultado de la pesca comercial y de las actividades de acuacultura, se generan
diversos productos derivados de procesamiento y fileteado en la industria pesquera, asi como la
presencia de especies de peces sin valor comercial. En caso de la pesca, se generan desechos (por
ejemplo: la piel, huesos, recortes, cuadros, cabezas, visceras y aletas), que generalmente son
desechados. Las industrias que procesan productos marinos convierten y utilizan estos desechos o
subproductos como productos de alto valor agregado como el aceite de pescado, harina de pescado,
fertilizantes, alimentos para mascotas y ensilado de pescado, cuya produccion se ha encarecido y se
ha convertido en una materia prima costosa. (Ramirez-Ramirez y col. 2008). Los residuos de la
industria pesquera, asi como los de la pesca por captura causan graves problemas ambientales en
muchas partes del mundo, ya que se eliminan de forma inadecuada. Sin embargo, los residuos son
valiosos como fuente de compuestos de alto valor agregado.

Los residuos de la industria procesadora de pescado son materia prima con un gran
potencial para la produccién de hidrolizados de proteinas de pescado (HPP) con caracteristicas
funcionales que pueden ser utilizadas no s6lo como alimento para animales, sino también para el
consumo humano (es decir, los aditivos alimentarios y nutracéuticos), que incluye la basqueda de
péptidos bioldgicamente activos. Durante el proceso de produccion de HPP, la hidrélisis de las
proteinas de alto peso molecular se produce por la ruptura de enlaces peptidicos por medio de la
adicion de agua (Bérzana y Garcia, 1994) en conjunto con la ayuda de los &cidos, &lcalis 0 medios
bioldgicos como la adicién de enzimas o microorganismos (fermentacion). La fermentacion se ve

beneficiada al afiadir un promotor, que produce proteasas y suplementa a los desechos de pescado
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Revision bibliogréfica

con los nutrientes adecuados para el crecimiento microbiano (Venugopal, 1994; Shirai y Ramirez

Ramirez-2010).

El attn aleta amarilla (Thunnus albacares) es una especie peldgica de gran importancia comercial.
Comparte ciertas caracteristicas anatomicas y fisiologicas con las deméas especies de tdnidos para
poder realizar migraciones distantes en el océano, las cuales se pueden resumir en tres. La primera
es la eficiencia en el nado, favorecido por la forma del cuerpo y de la aleta caudal, protuberancias
en la cola que evitan la cavitacion, la posicion de los musculos y el masculo oscuro que compensa
el movimiento de los demas masculos evitando el desplazamiento lateral y aumentando la
frecuencia del movimiento de la cola, reduciendo la resistencia al avance. La segunda es la
capacidad de poder conservar la temperatura corporal de manera parcial por el sistema vascular que
se conecta con el musculo oscuro (endotermia regional) y la posicidén que evita conducir el calor
hacia el exterior, para que el metabolismo se vea favorecido al conservar el calor en las visceras. La
tercera consiste en soportar condiciones en las que el oxigeno disuelto en el agua es bajo debido a
la profundidad del nado al tener una concentracion de hemoglobina, mioglobina y hematocritos mas
alta que en otros peces, todo esto para poder alimentarse lo méas distante posible de la superficie
(Graham y Dickinson, 2004). EI musculo oscuro cumple una funciéon muy util para el atdn, sin
embargo al ser pescado y procesado, la coccion lo convierte en una carne oscura con un color, olor
y sabor muy diferente al del masculo claro del lomo, se puede apreciar en la Figura 1. Esquema
transversal de la anatomia del atdn (Thunnus albacares), mostrando algunos de los productos y
subproductos del procesamiento (Huda Herpandi y col, 2011).como es que la posicién de ambos
difiere en un corte transversal del atin crudo. Dichas caracteristicas le restan importancia comercial

y es considerado como subproducto del proceso.
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Figura 1. Esquema transversal de la anatomia del atin (Thunnus albacares), mostrando

algunos de los productos y subproductos del procesamiento (Huda Herpandi y col, 2011).

Cuando se habla de subproductos marinos, se refiere a la materia prima apta para el
consumo pero susceptible a la descomposicion si no se procesa inmediatamente después de
obtenerse, usualmente con bajo valor comercial como son las visceras, cabezas, retazos, huesos,
piel y fauna de acompafiamiento. Los subproductos del fileteado del pescado usualmente se han
utilizado para la productos a granel, algunos de bajo valor agregado como el ensilado, harina de
pescado, aceite, fertilizante y comida de mascotas, lo cual resulta en bajas ganancias para la
industria pesquera (Rustad, y col. 2011). El atin es un producto pesquero muy importante para
México, de acuerdo con la comision nacional de pesca y acuacultura, reporta que todas las especies

de tanidos son el segundo producto mas importante de la produccion pesquera del pais, justo
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después del camardn. En el 2013 la produccion crecié en un 20% comparada con el afio anterior,

siendo de 149,475 toneladas de peso vivo.

Desde hace siglos, la fermentacion del pescado ha sido una alternativa para llevar estos
productos a los consumidores lejanos a las costas, debido a que resultaba imposible transportarlos
frescos el tiempo que duraba el viaje. Los mas comunes son el pescado salado, la salsa de pescado y
la pasta de pescado. La salsa de pescado es un liquido café claro con un sabor salado y ligero sabor
a pescado que es consumido como condimento en Europa y en el sureste de Asia.

El método convencional para producir salsa de pescado en Tailandia, Indonesia, Corea y
otros paises de Asia consiste en almacenar peces pequefios salados (por ejemplo anchovetas) en
tanques subterraneos de concreto o vasijas de barro por un periodo de 9 a 12 meses para completar
la hidrdlisis. Estos métodos tradicionales para la preparacion de hidrolizados se basan en la
autolisis, que es el uso de las enzimas enddgenas y es bastante dificil de controlar debido a varios
factores, incluyendo especies de peces y estacionales, asi como el tipo y la cantidad de enzima
(Slizyte y col. 2005; Bhaskar y col. 2008). Otro método para fermentar pescado es mediante la
fermentacion acido lactica (FAL), la cual tiene la ventaja de acortar el proceso. La gran ventaja de
trabajar con ensilado de pescado es un valor nutritivo alto y el hecho de que se puede utilizar como
un ingrediente de la dieta animal en varias especies. Generalmente la eficiencia de la FAL se basa
en la tasa de disminucion de pH y de su valor final, el cual depende de la actividad de agua,
temperatura y tiempo de proceso, actividad del in6culo y capacidad amortiguadora. En este sentido,
el aprovechamiento de subproductos de pescado requiere informacion respecto a la capacidad
amortiguadora, actividad proteasa enddgena, asi como el contenido de ceniza y proteina. Una
manera de favorecer la protedlisis es mediante la adicion de enzimas externas, una fuente de ellas
son algunos frutos que contienen endopeptidasas de cisteina como la papaya (Carica papaya;
papaina: EC 3.4.22.2 'y actinidaina: EC 3.4.22.14), la pifia (Ananas comosus;

bromelaina: EC 3.4.22.33 y actinidaina), el kiwi (Actinidia spp.; actinidaina), la raiz de jengibre
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(Zingiber officinale; zingibaina: EC 3.4.22.67) y los higos (Ficus carica; ficaina: EC 3.4.22.3).
Debido a que las fuentes de nutrientes para BAL cubren un espectro amplio de sustratos, este
trabajo tiene la intencién de utilizar Carica papaya para aprovechar las enzimas proteoliticas
estables que contiene y azlcares contenidos. Ademas, es un fruto que se cultiva masivamente
durante todo el afio en paises tropicales debido a su alta demanda como fruta fresca y como
ingrediente en el procesamiento de alimentos (Fabi y col. 2007). Su amplia produccion en México
se centra en los estados de Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Colima y Michoacan, con una produccion
anual total de 707,346.52 toneladas en 2009 (CVCA, 2010). Su produccion se designa a los
consumidores finales en los mercados locales e internacionales que piden altas calidades, con
sujecion a un precio estable en los mercados internacionales y amplias variaciones de precios en los
locales. El destino de los productos de alta calidad es la exportacion, el de los de menor calidad, que
son mucho mas abundantes, es local. El uso industrial incipiente se limita sélo a la elaboracién de
alimentos y la extraccion de la papaina intermitente, que conduce a la subutilizacién de la
produccion de papaya, cuando se supera, dejando que los comerciantes intermediarios que
adquieren con pocos beneficios a los productores (Snitt, 2003). Con una nueva alternativa en el uso
de la papaya, el mercado local mejorara la estabilidad y el desarrollo industrial, el ahorro de
recursos posteriores a la cosecha y el transporte, si los ensilajes de pescado se realizan en lugares

cercanos a las regiones de produccion de papaya.

1.2 El radical estable DPPH

El DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) es un radical que se empezé a usar hace méas de 50
afios para cuantificar antioxidantes fendlicos. Actualmente su uso se ha extendido ampliamente para
determinar actividad contra radicales libres debido a la sencillez del método. Es un radical libre
estable que persiste por horas en una solucién, mientras que los radicales mas activos en materiales

reales como hidroxilo (HO"), anidn superoxido (O;™), 6xido nitrico (NO*), peroxil de lipidos (LOO")
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y alcoxil (LO") tienen una vida en el orden de los milisegundos a los segundos, por lo que los

compuestos que se deben evaluar deben ser rapidos para neutralizar al radical.

El DPPH puede ser neutralizado tanto por transferencia de tomos de hidroégeno como por
transferencia de electron en al menos cuatro secuencias diferentes. El solvente y el pH, en
particular, influyen de manera importante el mecanismo dominante y pueden diferenciar
compuestos actuando por un mecanismo especifico o por ambos. Por ejemplo, los solventes de
enlace de hidrogeno reprimen la transferencia de hidrogeno y favorecen la transferencia de
electrones, por lo que los compuestos que son muy activos en la transferencia de atomo de
hidrdgeno parecen ser lentos cuando reaccionan con metanol y etanol, usados cominmente en este

ensayo.

De manera similar, la actividad de compuestos que neutralizan principalmente por
transferencia de electrones es fuertemente dependiente del pH, siendo lento en acido y se va
incrementando con el pH en la medida que se permite la ionizacién del grupo fendlico. La
reactividad aparente de los compuestos con la capacidad de neutralizar mediante mecanismos
compuestos puede cambiar de manera sustancial con las condiciones de reaccion (Xie y Schaich,

2014).

1.3 Péptidos con actividad antihipertensiva

Un compuesto bioactivo es cualquier sustancia alimenticia que, mas alla de su valor
nutricional, tiene actividad bioldgica especifica en un nivel fisiol6gicamente realista, influyendo en
la salud de manera benéfica. Los compuestos bioactivos pueden presentarse naturalmente en los
alimentos o pueden ser afiadidos a otros que normalmente no los poseen. Estos alimentos son

considerados como funcionales. (Marques y col. 2012)

Estudios recientes han reportado una buena cantidad de péptidos bioactivos a partir de

diversas especies de peces. Poseen secuencias cortas que oscilan entre los 2 y 20 amino&cidos.
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Estos péptidos son producidos mediante hidrdlisis proteolitica usando enzimas comerciales como la
tripsina, quimotripsina y alcalasa; mediante microorganismos proteoliticos y mediante
fermentacion. Después de la digestion, los péptidos son absorbidos en el intestino y entran en el
torrente sanguineo directamente, lo que asegura su biodisponibilidad in vivo y el efecto fisioldgico
en el sitio de destino. La efectividad de un alimento funcional basado en péptidos con actividad
bioldgica depende de la capacidad de preservar la biodisponibilidad de los ingredientes activos.
Hay investigaciones que demuestran que las proteinas no se absorben con la misma facilidad que
tienen los péptidos de dos a seis aminoacidos (Grimble y col. 1986). Una causa de este tipo de
limitaciones es la escasa permeabilidad a través de membranas bioldgicas debido al peso molecular.
Se ha demostrado que los péptidos contenidos en los microorganismos marinos tienen un amplio
espectro de efectos, ya sea antihipertensivo, inmunomodulador, antitrombético, antioxidante,
anticancer y antimicrobiano. Se han aislado diversos compuestos bioactivos a partir de proteinas de

musculo de pez, de colageno y gelatina, de aceite, huesos y visceras (Senevirathne y Kim, 2012).

Los péptidos con actividad bioldgica especifica se localizan en la secuencia de aminoécidos
de una proteina dada. La degradacion enzimatica de la comida en los intestinos y en el
procesamiento de alimentos libera secuencias de péptidos de cadena corta de proteinas intactas,
glicoproteinas y lipoproteinas. En algunos casos los péptidos pueden actuar como compuestos
reguladores con una actividad similar a la de las hormonas, basandose en su composicion de
aminoacidos y secuencia. Los péptidos bioactivos contienen usualmente de 3 a 20 residuos de
aminoacidos por molécula. Existen fuentes tanto animales como vegetales. Los péptidos deben
cruzar el epitelio intestinal y entrar a la circulacion sanguinea o unirse directamente a receptores
epiteliales de la superficie de la célula de manera que se alcance una respuesta biol6gica (Pihlanto y

Korhonen, 2003).

Se han reportado péptidos bioactivos mediante hidrolisis enzimética a partir de caseina

(Pihlanto y Korhonen, 2003), de gelatina de calamar (Aleman y col. 2011), germen de trigo (Matsui
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y col. 1999), soya (Wu y Ding, 2001), musculo de sardina (Matsufuji y col. 1994) entre otros. Se
han reportado péptidos obtenidos mediante autolisis de intestinos de bonito (Katsuwonus pelamis)
(Matsumura y col. 1993) y de ajo (Allium sativum) mediante extraccidn acuosa (Suetsuna, 1998). La
hidrofobicidad en el amino terminal es una caracteristica comun de algunos péptidos con actividad

bioldgica (Kimy col. 2012)

2. Justificacion

El procesamiento industrial de especies de pescado como el atin, bacalao y trucha generan un
porcentaje de subproductos entre el 60 y 70% (Chen y Jaczynski, 2007). Los subproductos de atin
son vistos comUnmente como recursos de escaso valor en el mercado. Los residuos sélidos
generados por las industrias procesadoras estan compuestas de musculo (después de retirar el lomo),
visceras, agallas, carne o musculo oscuro, cabeza, huesos y piel (Huda Herpandi y col. 2011). Los
altos niveles de subproductos se van a incrementar con el tiempo debido al aumento en la
produccion de productos pesqueros en respuesta a la demanda creciente de los mercados. Bajo estas
circunstancias, el procesamiento de atlin es un area prometedora en la que los subproductos pueden
alcanzar valor agregado si se procesan por medios biotecnolégicos para evitar también el impacto

ambiental.

Existen nutracéuticos, los cuales son compuestos bioactivos aislados o purificados a partir de
alimentos que normalmente se comercializan en formas farmacéuticas o que son agregados a los
alimentos procesados, volviéndolos alimentos funcionales. Los compuestos bioactivos son
cualquier sustancia de origen alimenticio (esencial o no esencial) que aparte de poseer un valor
nutricional tienen una actividad bioldgica a un nivel fisiolégico realista, beneficiando a la salud

(Marques y col. 2012).

Japon es el Unico pais que ha establecido en su legislacion una categoria especifica para estos

alimentos, conocidos como Alimentos para usos especificos en la salud.
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Si se toma en cuenta que los compuestos bioactivos no sélo se encuentran en los alimentos sino
también en los subproductos derivados de su procesamiento, que resultan en muchos casos un
desperdicio causante de contaminacién ambiental, el procesamiento de dichos materiales da como
resultado productos de alto valor agregado que contribuyen a combatir enfermedades crénico-
degenerativas. Con los avances cientificos derivados del estudio de compuestos bioactivos se han
creado antecedentes para que las naciones puedan aprovechar sus recursos para obtenerlos. La
importancia del estudio realizado en este proyecto de tesis es la contribucidn al reconocimiento de
la actividad bioldgica benéfica de compuestos derivados de subproductos pesqueros y agricolas de
origen nacional, para que junto con otras investigaciones realizadas por otros cientificos se pueda
crear un antecedente en este pais y que sea reconocida su relevancia en la legislacion, como en el
caso de Japdn. Bajo esta perspectiva, la produccion de péptidos bioactivos a partir de desperdicios

de atin mediante FAL con papaya y melaza como fuente de carbono no se ha reportado.

A pesar de gue existen otros métodos para el procesamiento de subproductos pesqueros, como
el caso de enzimas proteoliticas comerciales, los materiales que se proponen en el trabajo se
producen en localidades del pais con actividades pesqueras y agricolas, con ventajas no sélo por la
cercania a los litorales sino por el clima tropical. Utilizar materias primas locales disminuye los
costos y transporte por largas distancias y en el caso de las proteasas comerciales, si se considera su
ciclo de vida, se ahorran los recursos que se requieren para producir y purificar enzimas

microbianas, asi como su transporte.
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3. Objetivo general

Estudio del aprovechamiento de desperdicios de productos pesqueros y agricolas para la

obtencion y caracterizacion de hidrolizados proteicos con actividad biolégica

4. Objetivos particulares

e Establecimiento de condiciones para la fermentacion de acuerdo con las caracteristicas de
los desperdicios de atun (Thunnus albacares), de Papaya (Carica papaya) y melaza del
procesamiento de cafia como fuente de carbono, asi como del cultivo bacteriano iniciador

e Caracterizacion quimico bioldgica de hidrolizados proteicos a partir de fermentaciones
acido lacticas de desperdicios de atin con papaya y melaza con el objetivo de determinar la
estabilidad del proceso y de los productos obtenidos.

e Seleccion de fracciones de hidrolizados proteicos con base en sus actividades antioxidante y

antihipertensiva.

5. Hipdtesis
La fermentacion acido lactica de subproductos de atun y papaya es una fuente de

hidrolizados proteicos con actividad bioldgica.
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6. Materiales y métodos

6.1 Desperdicios de la industria pesquera

Los desperdicios de atin aleta amarilla (Thunnus albacares) se obtuvieron de una planta
procesadora de atin enlatado en Mazatlan, Sinaloa (México). Los desperdicios consistieron en tres
fracciones: visceras frescas (V), cabezas, huesos y aletas (CHA) y carne oscura (CO). El pescado
fue eviscerado manualmente y la cavidad abdominal lavada con agua, posteriormente fue cocido
con vapor a 100°C por 3 horas. La CO y las CHA fueron separadas del pescado. Cada fraccién fue
molida por separado a través de una malla de 5 mm usando un molino de carne (Torrey 32-3,

Mexico) y almacenada a -20°C.

6.2 Fuente de carbono

La melaza de cafia fue proporcionada por el ingenio “El Molino, S.A. de C.V.” ubicado en
el estado de Nayarit (Mexico). La papaya (Carica papaya var. Maradol) se utiliz6 en estado de
madurez comercial (cascara amarillenta y pulpa suave color naranja); fue sanitizada y procesada en
una licuadora antes de utilizarse. Los azlcares solubles en la melaza y en la papaya fueron

determinados por el método de fenol-acido sulfurico. (Dubois y col., 1956).

6.3 Determinacion de las proporciones de desperdicios de atiin en la mezcla para la FAL

La proporcion de los desperdicios de atln varié en la concentracion de V y CHA (%p/p):
64.9:7.2; 43.8:28.3; 33.3:39.3; 14.4:42.3; 7.2: 64.9. La proporcion de CO se mantuvo fijaa 27.9
%pl/p, considerando que esta fraccion presentaba el contenido de proteina mas alto. Las mezclas se
analizaron para determinar actividad proteasa neutra (Kunitz, 1947) y contenido de cenizas (AOAC,
1997). Se tomaron 5 g de cada una de las muestras de atin y se homogeneizaron en 50 ml de agua
desionizada. Las mezclas se equilibraron a 25°C y se titularon con agitacion continua con &cido

lactico 0.054 N empleando un potencidmetro con electrodo de vidrio (pH 210 HANNA, Italia). La
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méaxima capacidad amortiguadora (fmax) Se estimo considerando la pendiente de las curvas de
neutralizacion en la vecindad inmediata al valor de pKa (pKa del AL=3.86) De acuerdo a la

siguiente ecuacion (Baicu y Taylor, 2002).

dv

de " P max

a

a (yZ - Y1)
4b

(% —x)

Ecuacion 1. Maxima capacidad amortiguadora

dV esta expresada en mmol/l, Bmaxen slykes (mmol de AL requeridos para titular el pH de 1 g (peso

himedo) de atin por unidad de pH). La primera derivada f(Xo) = 4ab es la pendiente de la

tangente de la curva de titulacién a un pKa dado. Los limites de la linealidad son (y2-y1) y (Xz-

x1) de la curva de pH-volumen de AL. La tangente y la porcidn lineal de la curva se sobrepusieron

Yy sus respectivas pendientes coinciden.

6.4 Determinacion de cantidad de cultivo iniciador

Se utilizo6 la bacteria Lactobacillus plantarum (APG-Eurozyme), la cual fue propagada en
agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) a 30 °C y mantenida a 8 °C previo a su uso. El in6culo se
prepard en caldo MRS mediante la deposicidn de colonias bacterianas e incubadas a 30 ° C por 24

horas para alcanzar una cuenta de 10® unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

La cantidad de cultivo iniciador se determiné utilizando 10% de melaza de azlcar de cafia para la
mezcla de desperdicios de atun seleccionada e inoculada con 5, 10 o0 20% (%v/p base seca) de L.
plantarum a 30°C. Se aplicé el modelo integrado de Gompertz para analizar los datos cinéticos de

la produccion de AL en funcion del tiempo de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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P =P .« exp(-bexp(—kt))

Ecuacion 2. Modelo de Gompertz

Donde Pmnax €s el maximo AL producido (t—w), b es una constante relacionada con las
condiciones iniciales (cuando t=0, entonces P = Pmax€Xp (-b)) y k es la constante de la tasa de
acidificacion. Las constantes cinéticas Pmax, b y k se estimaron mediante regresién no lineal con el
programa STATISTICA ® (StatSoft, Inc.). La tasa méaxima de produccion de (Vmax) Se calculd a
partir de los pardmetros del modelo de Gompertz como Vmax=0.368 KPmax.
6.5 Determinacion de concentraciones de papaya como fuente de carbono para las bacterias
lacticas

Los desperdicios de atln se mezclaron en las siguientes proporciones: 27.4, 33.3 and 39.3%
(p/p) de carne negra, visceras y huesos, cabezas y aletas, respectivamente para el proceso de
fermentacidon. Se agreg6 a los desperdicios de atin 5% (v/p) de in6culo, 10% de melazas de cafia de
azucar y diversas concentraciones de papaya 10, 20, 30 o 50% (p/p). Las muestras fueron
contenidas en frascos e incubadas a 30°C. Las muestras fueron extraidas cada 24 horas hasta las

192h.

6.6 Fermentaciones en un reactor de columna de lecho empacado

La FAL se llevo a cabo en un reactor de columna de acero inoxidable colocado en una
camara de temperatura controlada y llenado con 4 kg de desperdicios de atin, 5 % (p/p) de indculo,
10% (p/p) de melaza y 30% (p/p) de papaya. Después de mezclarse, las muestras (200g) se tomaron
del reactor al inicio y posteriormente cada 24 h hasta las 120 h para su anlisis. Las muestras de la
FAL se mezclaron en una dilucién 1:10 con agua desionizada, homogeneizada a 3200 rpm por 2

min en un homogeneizador Ultraturrax ® T 25 (IKA, Alemania) y centrifugado por 10 min a
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15,000 g (4 °C). El pellet se descarté y el sobrenadante fue pasado a través de un filtro de celulosa

con poros 22 um (Columbia Filter, Mexico).

6.7 Analisis microbiolégico
Se prepararon diluciones decimales en una solucion de NaCl 0.9 % (p/v) para determinar la
cuenta de células viables en placas de agar con medio Man Rogosa Sharpe, eosina azul de metileno

(EMB) y rojo violeta bilis (RVB) para BAL y enterobacterias, respectivamente.

6.8 Caracterizacion quimica de los hidrolizados proteicos

El pH de las muestras fue determinado con un potenciémetro con electrodo de vidrio (pH
210 HANNA, ltalia). Las muestras se diluyeron en agua destilada (1:10) y la concentracién de
acido lactico fue determinada por titulacion con NaOH 0.1N hasta un pH final de 7.5 y expresado
como mmol de &cido lactico/g (AOAC, 1997). Para la determinacién de azlcares soluble totales y
la determinacion de proteina soluble, las muestras se diluyeron en una proporcién 1:10 con agua
destilada, homogeneizada y centrifugada a 10, 000 rpm y 4°C por 20 minutos (Beckman J2-M,
Fullerton, EEUU). Los azucares soluble totales se determinaron a partir de los sobrenadantes por el
método del fenol sulfarico (Dubois y col. 1956). De la misma manera, la determinacion de proteina
soluble se llevo a cabo por el método de Lowry Peterson (Peterson y col. 1983). Las mezclas se
analizaron para determinar actividad proteasa acida y neutra (Anson, 1938; Kunitz, 1947).
6.9 Determinacion de azlcares y acidos organicos contenidos en el ensilado mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion

El sobrenadante obtenido en el procedimiento anterior fue analizado mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién en un equipo Perkin EImer ® 1020 LC plus de bomba
binaria equipado con un detector de indice de refraccién LC-30, con una columna empacada Biorad
Aminex contenida en un horno para columna Eppendorf CH 30 a 40°C. La fase movil consistio en

una solucion de 50mM H,.SOa4. Los azucares y &cidos organicos que fueron determinados son:
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glucosa, sacarosa, fructosa, acido lactico y acido acético mediante el uso de curvas patron para cada

una.

6.10 Determinacion de a-aminoacidos y el grado de hidrolisis (GH)

EL contenido de a-aminoécidos se determind por el método del acido 2,4,6-
trinitrobencenesulfénico (TNBS) (Ramirez-Ramirez y col. 2008) usando concentraciones conocidas
de L-leucina y expresadas como mM de a-aminoacidos. El grado de hidroélisis porcentual se

calcul6 usando la ecuacion:

GH = [(NHZ)tx _(NHz)to] %100

[(NHz)HT - (NHz)to]

Ecuacion 3. Grado de hidrdlisis.

Donde: (NH2)« es la cantidad de grupos a-amino terminales liberados en el tiempo de la
fermentacion ty; (NH.), es la cantidad de grupos a-amino terminales liberados en el tiempo de la
fermentacion to; (NH2)ur es la cantidad de grupos a-amino terminales sin fermentar obtenidos a

partir de hidrolisis acida.
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6.11 Determinacion de digestibilidad proteica in vitro

Se determiné la digestibilidad in vitro de las proteinas de las muestras con pepsina y
pancreatina utilizando un método modificado reportado por Ramirez-Ramirez y col., (2008). La
proteina digerida mediante pepsina y pancreatina fue reportada como el porcentaje de digestibilidad

DP - (Nitrégeno soluble en TCA )

= X100
proteica (DP) usando la (Nitrégeno total en la muestra)

oP - (!\llt’rogeno soluble en TCA ) 100
(Nitrégeno total en la muestra)

Ecuacion 4. Digestibilidad proteica.

6.12 Determinacion cuantitativa de amino&cidos contenidos en la FAL

Después de la hidrolisis de la muestra con HCI 6N, se realiz6 el analisis de aminoacidos
siguiendo el método reportado por Aguilar-Navarro (2005) y Millipore Corporation (2009), en un
cromatografo de liquidos de alta resolucion Agilent 1100 (sistema isocratico de una sola columna)
con una columna AccQ Tag Nova pack C18 ®, 4um, 3.9 x 150 mm (Waters, EEUU.) y un detector
de fluorescencia. Las condiciones cromatograficas fueron de longitudes de onda de 410 nm y 250
nm de emision y de excitacion respectivamente, temperatura de 37°C con un volumen de inyeccion
de 5 pL. Todos los cromatogramas se evaluaron con el software ChemStation Plus ® (Agilent,

EEUU.).
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6.13 Fraccionamiento de proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares en los hidrolizados
proteicos

Las extracciones se realizaron con un sistema de soluciones amortiguadoraas propuesto por
Niamuy y col., (2008). Los ensilados en el tiempo inicial y final de la fermentacion fueron diluidos
en 10 volimenes de amortiguador A (15.6mM de Na;HPO4 y 3.5mM de KH;PO., pH7.5),
homogeneizados a 3200 RPM por 2 minutos en un homogeneizador Ultraturrax T 25 (IKA,
Alemania). Posteriormente se centrifugd por 10 minutos a 10,000 rpm a 4°C. El sobrenadante
obtenido contuvo las fracciones sarcoplasmicas. El precipitado fue homogeneizado y centrifugado
con el buffer A dos veces méas descartando el sobrenadante y posteriormente el precipitado fue
humedecido en 10 volimenes de buffer B (0.45M de KCI, 15.6mM de Na;HPO., y 3.5mM de
KH2PQO,, pH7.5) y homogeneizado a 3200 RPM por 2 minutos en un homogeneizador Ultraturrax T
25 (IKA, Alemania). Posteriormente se centrifugd por 10 minutos a 10,000 RPM a 4°C. El

sobrenadante obtenido contiene las fracciones miofibrilares.

6.14 Distribucion de los pesos moleculares de los hidrolizados proteicos mediante
electroforesis desnaturalizante de Tricina

Este método se basa en el protocolo reportado por Schagger (2006). Se utilizé una solucion
de acrilamida-bisacrilamida (49.5%T, 6%C) para la preparacion de los geles. Las soluciones
amortiguadoras, para tefiir y destefiir se prepararon con reactivos de alta pureza para electroforesis y
con agua desionizada con 18.2 MQ - cm de resistividad. El voltaje con el que se corrieron los geles
fue de 30V desde el inicio de la corrida hasta que las muestras entraron al gel separador.
Posteriormente el voltaje se elevd a 150V hasta que las muestras entraron al tercer gel. Del tercer

gel al final de la corrida el voltaje se elevo a 250V. Los geles fueron fijados, posteriormente tefiidos
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con una solucion de azul de coomasie G al 0.025% y destefiidos con una solucion de acido acético

glacial al 10%.

6.15 Actividad antirradicalaria con el radical DPPH
Para llevar a cabo estas determinaciones, se considerd el planteamiento que realiza Sharma

y Bhat (2009) respecto a la estandarizacion de condiciones para el montaje de la técnica.

6.15.1 Determinacién espectrofotométrica

Se prepar6 una solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) 0.1mM (Sigma Aldrich,
México) con una concentracion 0.1mM en metanol grado analitico (J.T. Baker, México). Las
muestras se prepararon con la alicuota necesaria para las concentraciones probadas de las fracciones
sarcoplasmicas y miofibrilares del tiempo 0 y 120 h, asi como de las muestras tomadas cada 24
horas del extracto crudo. Se agreg6 el agua desionizada necesaria para tener 2 ml. Posteriormente se
agregaron 2 ml de la solucion de DPPH preparada previamente. Los tubos se agitaron en un vortex
por 10 s a velocidad baja y se incubaron en la oscuridad a 30°C por 30 min. Se determiné la

absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 517 nm.

Para determinar el porcentaje de actividad contra el radical libre DPPH por el método

espectrofotométrico se utilizd la siguiente ecuacion:

AR = [W} x100

Ecuacion 5. Porcentaje de actividad antirradicalaria por el método espectrofotométrico

Donde:
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Ay, = absorbancia del blanco

A =absorbancia de la muestra

6.15.2 Determinacion mediante resonancia paramagnética electrénica (RPE)

Las soluciones de hidrolizados proteicos se prepararon y la AAR se determind con un
espectrébmetro de resonancia paramagnética electrénica Elexys Super X ® (Bruker, Alemania)
segun el siguiente procedimiento: se prepararon diferentes concentraciones de proteina (20-1000 pg
proteina soluble/mg) en los que se agregaron 2 ml de solucién de DPPH 0.1mM en metanol

preparada en el momento.

Los tubos se agitaron en un vortex e incubados a 30°C por 30 minutos en la oscuridad.
Posteriormente la muestra se coloco en una celda plana de cuarzo para hacer determinaciones
basandose en el promedio de 4 escaneos, una frecuencia de 100kHz de modulacién del campo, 9.78
GHz de frecuencia de microondas y 5mW de potencia de microondas. La AAR fue calculada de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ecuacion 6. Porcentaje de actividad antirradicalaria por RPE

donde Hy y Ho son la altura del tercer pico del espectro de resonancia para muestras con y sin
proteina, respectivamente. Las determinaciones de AAR se llevaron a cabo por triplicado. Los datos
fueron ajustados al analisis estadistico Probit en el programa NCSS ® (NCSS LLC. USA). El valor
de ICso es la concentracion de hidrolizados proteicos capaces de inhibir al 50% la actividad del

radical DPPH (Bougatef y col. 2010).
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6.16 Pasteurizacion de las muestras
Muestras de la FAL completa (0-120 h) de 50 g fueron sometidas a un tratamiento térmico

en un bafio de agua a 60°C por 30 minutos, posteriormente se determiné la AAR de las muestras.

6.17 Fraccionamiento y purificacion de péptidos

Tomando en cuenta los resultados de RPE, Se tomd muestra de 72 horas de la FAL, se
mezclaron en una dilucion 1:10 con agua desionizada, homogeneizada a 3200 rpm por 2 min en un
homogeneizador Ultraturrax ® T 25 (IKA,,Alemania) y centrifugado por 10 min a 15,000 g (4 °C).
El pellet se descartd y el sobrenadante fue pasado a través de un filtro de celulosa con poros 22 um
(Columbia Filter, Mexico). Dicho sobrenadante fue pasado por una membrana hidrofilica de 0.45
pm en un sistema de filtracion por vacio (Millipore, EEUU). Se liofilizd para su posterior analisis.
La muestra se resuspendi6 con agua desionizada en una proporcion del0 mg/ml para inyectarlo en
un loop de de 5 ml de un sistema Akta Purifier ® (GE Healthcare, Suecia). La columna preparativa
utilizada fue una Sephacryl S-100 ® de 25/600 (GE Healthcare, Suecia). Solucién amortiguadora
de fosfatos pH 7.2 0.05M con NaCl 0.15M. Flujo de 1.3 ml/min. Fracciones de 15ml. La muestra
de interés fue concentrada en un cartucho Sep-Pack ® (Waters-Millipore, EEUU) para eliminar el
exceso de sales e inyectada en un gel SDS-PAGE de tricina para su secuenciacion. Las muestras
fueron previamente reducidas con ditiotreitol (DTT), alquiladas con iodoacetamida (obtenida con
Sigma-Aldrich) y digerida “in gel” con tripsina (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin).
Los péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS bomba de nanoflujo EASY-nLC Il
® (Thermo-Fisher Co. San Jose, CA, EEUU) acoplado a un espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap
Velos ® (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA) con sistema de ionizacion tipo nano-electrospray
(ESI). La calibracion del espectrometro fue realizado con una solucion Calmix® (N-butilamina,
cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621, los cuales se utilizan para calibrar el equipo
Thermo Scientific LTQ Velos con detector de trampa de iones y Orbitrap en el modo de ionizacion

positiva ESI. La N-butilamina se incluye para extender a menor rango de calibracion de masas)
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esto permite determinaciones con exactitudes menores a 5 ppm mg/L). En el sistema de
cromatografia de liquidos se utilizo un sistema gradiente de 10-80% de solvente B
(agua/acetonitrilo con 0.1% de &cido férmico) en 120 minutos utilizando una columna capilar hecha
en casa (ID 0.75 pmy 10cm largo RP-C18) . El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.
Para la fragmentacion de los péptidos se utilizd los métodos de CID (Collision-Induced
Dissociation) y HCD (High energy Collision Dissociation) donde solamente los iones con carga 2+,
3+ y 4+ fueron seleccionados para los eventos de fragmentacion. No fueron considerados los iones
con cargas 1+, superiores a 5+ y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en
modo de deteccidn positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron realizados
de forma dependiente del escaneo total de iones segln las cargas pre-determinadas con un ancho de
aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colisién normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q
de 0.250, tiempo de activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyeccién de 10
milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos fue utilizado la
exclusion dinamica de iones: (i) lista de exclusion de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30
segundos y (iii) tiempo de exclusién de 300 segundos. Los datos espectrométricos fueron
sometidos a la bdsqueda contra la base de datos del NCBI nr a través del programa Protein
Prospector, asi como también fueron sometidos a la busqueda restringida contra PDB de UniProt de
Thunnus en el programa Proteome Discovererl.4, esto con el fin de verificar si se obtendria

concordancias significativas con secuencias proteicas conocidas.

Se tomaron muestras del tiempo de 0 y 72 horas de la FAL, se mezclaron en una dilucion
1:10 con agua desionizada, homogeneizada a 3200 rpm por 2 min en un homogeneizador
Ultraturrax ® T 25 (IKA, Alemania) y centrifugado por 10 min a 15,000 g (4 °C). El pellet se
descart6 y el sobrenadante fue pasado a través de un filtro de celulosa (Columbia Filter, Mexico).
Dicho sobrenadante fue pasado por una membrana hidrofilica de 0.45 pum en un sistema de

filtracion por vacio (Millipore, EEUU). Se liofilizd para su posterior anélisis. La muestra se
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resuspendié con agua desionizada en una proporcién de 10 mg/ml para inyectarlo en un loop de 5

ml de un sistema Akta Purifier ® (GE Healthcare, Suecia).

La fraccion con mas AAR fue pasada por una columna Tricorn 10/300 empacada con una
fase estacionaria Sepharose DEAE FF (GE Healthcare, Suecia), usando un buffer de acetatos pH 4
0.02M, con gradiente de NaCl 1M de 0 a 100%, con un flujo de 1 ml/ min, colectando fracciones

de 15 ml.

La fraccién de menor peso molecular fue inyectada en un cromatégrafo de liquidos con las
siguientes condiciones: una columna fase reversa modelo Symmetry ® con fase estacionaria C-18
de 3.5um (3.0 x 250 mm) (Waters-millipore, E.E.U.U.) a 25°C en un cromatografo acoplado a un
detector espectrofotométrico UV/visible a una longitud de onda A=215nm. La elucién se llevé a
cabo inyectando 100 pL de muestra con un flujo de 1ml/min por 60 minutos de agua y 0.1% de
acido trifluoroacético (TFA) en la solucion Ay acetonitrilo con 0.1 de TFA, con un gradiente de 0-

100% de B. Todas las fracciones fueron colectadas.

39

——
| —



Resultados y Discusion

7 Resultados y Discusion

7.1 Proporcidn de fracciones de desperdicios de atin

En este trabajo se utilizaron tres tipos de desperdicios provenientes del atin, por sus
caracteristicas no se puede asegurar que los tres tengan el mismo contenido de proteina y cenizas.
Se determiné el contenido de proteina, cenizas y actividad proteasa neutra, asi como el efecto de la
proporcién de fracciones de desperdicios de atin en la capacidad amortiguadora de la FAL. La CO
presento el contenido de proteina mas alto (50.06+1.12%) sequido por V (46.22+0.55%) y CHA
(27.82+£0.52%). La CO es un tejido caracteristico de los peces cuya funcién es hacer el nado mas
eficiente y contiene una concentracion alta de mioglobina, la cual tiene capacidad amortiguadora y
aumenta la capacidad de los animales marinos para sumergirse. Esto se logra al contrarrestar la
acumulacién de AL en los musculos durante las condiciones hipoxicas.

El contenido de cenizas aumento a la par de la concentracion de CHA (Figura 2. Criterios
empleados para seleccionar las proporciones de carne oscura: visceras: cabezas, huesos y aletas
(CO : V: CHA) expresados como méaxima capacidad amortiguadora (Bmax), actividad de proteasas y
contenido de cenizas.), lo que provocd un incremento en la capacidad amortiguadora de las
fracciones de pescado. La capacidad amortiguadora mas alta fue estimada en la mezcla de
27.9:33.3:39.3 de CO:V:CHA, siendo de 84.24+2.96% de slykes. Esta proporcion de mezcla
también contenia una cantidad alta de proteina, la cual contribuye a tener una capacidad
amortiguadora alta.

Para poder tener una FAL estable se requiere una capacidad amortiguadora adecuada, ya
que la acidificacion acelerada puede inhibir al cultivo iniciador, asi como influir en la actividad de
las proteasas. Sin embargo, un sustrato con capacidad amortiguadora alta puede provocar que el pH
no disminuya rapidamente y favorecer el crecimiento de microorganismos indeseables. Gongora y

colaboradores (2012) reportaron que un cultivo iniciador de Lactobacillus plantarum fue capaz de
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reducir el pH de un ensilado de pescado hasta un valor de 4, sin embargo, presentd inhibicion
después de 383 minutos a pH de 3 e inhibicion a pH de 2. Cabe sefialar que la CO y la mezcla de
CHA\, debido al proceso que se lleva a cabo en la industria que las proporciond, estaban ya cocidas
y que las visceras si se utilizaron crudas, por lo que la actividad de proteasas neutras se relaciona
directamente con la proporcién de este ingrediente en la mezcla. El nivel de enzimas enddgenas en
la mezcla con 33.3% p/p de V fue agrupado estadisticamente debajo de las proporciones de 43.8 y
64.9 % p/p, pero mas alta que con las mezclas con proporciones de V de 7.21y 14.42% p/p (Figura
2). Por lo tanto, basandose en la capacidad amortiguadora, en el contenido de proteina y en las
proteasas neutras activas se seleccion6 a la mezcla de 27.9% p/p CO, 33.3% p/p de V' y 39.3% p/p

de CHA para los experimentos posteriores.
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Figura 2. Criterios empleados para seleccionar las proporciones de carne oscura: visceras:

cabezas, huesos y aletas (CO : V : CHA) expresados como maxima capacidad amortiguadora

(Bmax), actividad de proteasas y contenido de cenizas.
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7.2 Efecto de la concentracion de la papaya en la acidificacion en la fermentacion acido lactica
(FAL)

Se puede pensar que en distintos estados de madurez de la papaya pueden ocurrir
fluctuaciones en la concentracion de azucares, pero la madurez de la papaya no seria un problema
cuando se lleve a cabo un escalamiento, ya que el contenido promedio de azlcares en una papaya
madura fue de 43.5+£0.39 mg azlcares/g, este valor fue determinado después del andlisis de ocho
muestras tomadas en marzo y diciembre de 2007, 2012 y 2014 sin haber diferencias significativas
entre los lotes, 1o que concuerda con el estudio de Gémez y col. (2002) que determind gque no
existian diferencias significativas entre los azlcares solubles totales de la papaya verde (38.6 mg
azlcares/g), intermedia (43.8 mg azlcares/g) y madura (48.6 mg azUcares/g). Por lo tanto, las frutas
descartadas comercialmente debido a percepciones sensoriales o0 a bajos estandares de calidad si
podrian usarse para esta FAL. Por otra parte, la concentracién de papaya y el tiempo de la

fermentacion tienen un efecto significante en la FAL.

En este estudio se determind el efecto de la concentracion de papaya como fuente de
carbono en la FAL, los niveles probados fueron 10, 20, 30 y 50 % de papaya. Contrariamente a lo
esperado, se obtuvieron valores bajos de pH (<5.0) y altos de ATT (>0.6 mmol de AL/g FAL) al
incrementar la concentracion de papaya (Figura 3. Determinacion de pH y ATT de FAL con 5% de
Lactobacillus plantarum como cultivo iniciador y con concentraciones de papaya. La disminucion
de la concentracion de fruta implica el agotamiento del azicar como fuente de carbono que induce
un cambio de pH cercano a la neutralidad, con el riesgo del crecimiento de microorganismos
indeseables. . El tratamiento con 50% de papaya mostré una ligera disminucion de pH y valores

altos de ATT aunque después de 96 h disminuyeron significativamente.

El tratamiento con 30% de papaya sin inocular presento valores de pH cercanos a 5.5 de las

24 a las 168 horas. Sin embargo, se alcanzé la neutralidad al final de la fermentacion. Como se
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muestra en la figura 3, el tratamiento con melaza afiadida mantuvo el pH cerca de 4.6 con un
incremento en la ATT (>0.3 mmol AL,/g FAL) como consecuencia del crecimiento de los
lactobacilos. La presencia de éstos en la fermentacidn tiene la intencion de inhibir a la microbiota
que produce la putrefaccion mediante la produccion de acido lactico, asi como otros compuestos
inhibidores como el peroxido de hidrégeno y bacteriocinas (Todorov y col. 2011). EL pH alcanzado
no fue tan bajo (4.5) como en el trabajo de Ramirez-Ramirez y col. (2008) en su estudio de FAL
con pescado y melaza. En este trabajo se observo que el consumo de sacarosa, fructosa y glucosa es
alto en las primeras 24 horas del cultivo, previas al estado estacionario en el que se lleva a cabo una
inhibicion por producto (Figura 3. Determinacion de pH y ATT de FAL con 5% de Lactobacillus

plantarum como cultivo iniciador y con concentraciones de papaya).

A pesar de que el cultivo iniciador es homofermentativo, se hall6 acido acético en
concentraciones bajas, el cual pudo haberse producido por microorganismos heterofermentativos y
aunque ambos acidos organicos mostraron efecto inhibitorio, el grupo acetilo puede ser utilizado
como sustrato por algunos microorganismos, por esta razon se prefiere la fermentacion homoléactica.
De acuerdo con los datos experimentales, el 30% de papaya suplementado con 10% de melaza
como fuente de carbono (519.3+ 64.61 mg azucares/g melaza) fueron las condiciones seleccionadas
para los experimentos posteriores, para asegurar una produccion estable de &cido a lo largo de la

fermentacion.
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Figura 3. Determinacion de pH y ATT de FAL con 5% de Lactobacillus plantarum como
cultivo iniciador y con concentraciones de papaya de (®) 10%, (O) 20%, (V) 30% vy (A) 50%

como fuente de carbono.
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Figura 4. Representacion tridimensional del tiempo de produccion de AL de las
fermentaciones inoculadas con 5% (p/p) de L. plantarum vy variaciones de los

niveles de papaya.
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7.3 Efecto del nivel de indculo en la FAL
Se evaluo el efecto de la concentracion de in6culo en la produccidon de cido lactico (AL) en
la FAL con 10% melaza y distintos niveles de in6culo, con el objetivo de determinar los parametros

cinéticos bacterianos. Las curvas de ajuste al modelo de Gompertz se muestran en la figura 5.

La produccion de acido lactico presentd diferencias significativas (<0.95) en todos los
niveles de in6culo. Respecto a los parametros cinéticos, en el caso de los valores de Pmax Y l0s de
Vmax hubo un incremento al aumentar los niveles de indculo, especialmente al 20%, mientras que a
5% y a 10% el incremento a la tasa de acidificacion (k) no fue significativo, asi como el pH después

de 120 h de fermentacion. Dichos datos se pueden observar en la tabla 1.

Por lo tanto, se eligio el 5% de cultivo iniciador para experimentos posteriores
considerando el costo que implica para los experimentos posteriores considerando su costo en un

escalamiento de proceso.
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Figura 5. Perfil de produccién de &acido en las fermentaciones y ajustado al modelo de
Gompertz con 10% (p/p) de melaza como fuente de carbono variando el nivel de in6culo (@)

5, (O) 10, (¥) 20 (%v/p) y con 5 % (p/p) de indculo y (A) con 30% (p/p) de papaya
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Tabla 1. Constantes cinéticas del &cido lactico en desperdicios de atin con 10% (p/p) de

melaza afiadida para la produccién de hidrolizados proteicos con inoculo de Lactobacillus

plantarum.

Papaya

(%p/p)

0

30

Nivel de
indculo
(%v/p)
5
10

20

Pmax k Vimax
(mmol/g) (hh) (mmol/gh)
0.344 0.115 0.015
0.429 0.163 0.026
0.526 0.220 0.043
1.263 0.142 0.066

R2

0.98
0.97
0.95

0.99

4.88+0.03?

4.72+0.05

4.49+0.03°

4.62+0.03"

Los valores con diferentes letras de superindice en la misma columna mostraron diferencias significativas

(p<0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey—Kramer de comparaciones maltiples.
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7.4 Parametros de la fermentacion

La caracterizacion de la FAL de atln consiste en la determinacion de parametros que se
relacionan directamente con el crecimiento de las BAL, como lo es la acidez debida a la produccion
de &cido lactico y la disminucion de pH, asi como otros pardmetros que permiten determinar la
conversion de la materia prima en producto. En la Figura 6 se muestra la acidificacion debida al
crecimiento bacteriano. Para los valores del pH, éstos disminuyen drasticamente a las 24 horas y se
mantienen en valores bajos hasta el final de la fermentacion como consecuencia de la acidificacion
del medio debido al metabolismo de las bacterias lacticas inoculadas en el ensilado y que aumenta
la concentracion de &cido lactico sostenidamente hasta las 96 horas, disminuyendo levemente en las
Gltimas 24 horas. Este hecho se puede atribuir a que el acido lactico sirve como sustrato para otro

tipo de microbiota.

El grado de hidrolisis (GH) se determiné durante la fermentacidn, siendo de 89% a las 120
h. Valores menores que éste, que van de 4.7 al 30%, se han reportado para hidrélisis enzimatica en

pescado (Chalamaiah y col. 2012).

Esta actividad tan alta se puede explicar mediante las actividades proteoliticas durante la
FAL. La actividad de proteasa acida fue alta cuando la fermentacion comenzd pero disminuyd hasta
tener una actividad nula a las 96 horas. Sin embargo, la actividad neutra se mantuvo a lo largo de la
fermentacion, lo que resultd en un incremento del GH. Tomando en cuenta que la actividad proteasa
en pescado es mayor en la neutralidad o en condiciones &cidas, la actividad observada pudo deberse
a enzimas digestivas como las del tipo tripsina y quimotripsina (Sriket y col. 2014). A pesar de las
condiciones acidas durante la FAL, la actividad de las proteasas acidas disminuyé durante tiempos
de reaccion largos, lo cual puede ser atribuido a hidrolisis mediante otras proteasas como son las
digestivas de pescado, papaina y microbianas. De esta manera, las pepsinas digestivas encontradas

en las visceras de attn aleta amarilla pueden presentar actividad en las condiciones dela FAL. Se ha
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reportado que las pepsinas provenientes de animales marinos tienen un intervalo de pH amplio (pH
2.0-4.0) asi como un intervalo amplio de estabilidad de temperatura (37-55°C) comparado con las
pepsinas de mamiferos (Simpson y col. 2010). Ademas, la fuente de papaya utilizada en este

experimento present6 valores de actividad proteasa neutra de 0.767 £0.08 U/mg fruta.

De acuerdo con Skelton (1968), la papaina de Carica papaya tiene un intervalo de
temperatura desde los 25 °C (cerca del 65% de la actividad méaxima) hasta los 70 °C (cerca de 60%
de la actividad maxima) con un 6ptimo de 40 °C. El pH va de 5 (70% de méxima actividad) a 8
(85% de actividad maxima) y el 6ptimo varia de 6 minimo a 6.5 maximo. La actividad proteolitica
de proteasas exdgenas con L. plantarum se reportan a pH mayor a 4.0, similar a los de la FAL, con
poblaciones de células viables de 1.2 x 10® a 2.0 x 108 UFC/mL (Khalid y Marth, 1990). Esto es
maés bajo que las 108 UFC/mL en esta FAL, aunque las proteasas de los materiales muestran una

actividad relativamente alta.
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Figura 6. FAL con papaya al 30% (p/p) y melaza como fuente de carbono, determinaciones
de a) azlcares y acidos organicos determinados por HPLC: (4) pH, (@) sacarosa, (O)
glucosa, (V) fructosa, () AL y (OJ) &cido acético y b) (®) proteasas &cidas, (O) proteasas

neutras, (ll) GH y (X) Cuenta de BAL.
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7.5 Digestibilidad in vitro

Se considera importante la digestibilidad en la FAL cuando se pretende utilizarla para la
dieta animal y para la formulacion de medios de cultivo microbiol6gicos, en el que el porcentaje de
digestibilidad sea tan cercano al 100% como sea posible, ya que esto implica que existen fracciones
proteicas, péptidos y aminodcidos disponibles para su asimilacién inmediata, independientemente
de las necesidades de aminoacidos esenciales que se requieran para cada tipo de aplicacion
potencial en formulaciones. Respecto a los datos de digestibilidad in vitro, en la figura 7 se

observan valores altos a lo largo de la FAL, siendo de 89.32% al final de todo el proceso.
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Figura 7. Digestibilidad in Vitro de hidrolizados proteicos a lo largo de la FAL

Para determinar si las enzimas proteoliticas contenidas en la papaya son esenciales en la
actividad hidrolitica de proteinas de la FAL, se determing la actividad de proteasas neutras en FAL
con papaya-glucosa y glucosa como fuente de carbono. Contrario a lo esperado, la actividad
proteolitica es mayor en la FAL de glucosa que en el de papaya-glucosa, como se observa en la

figura 8. Este hecho se puede atribuir a que la papaina, la enzima proteolitica neutra contenida en la
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papaya, tiene una temperatura 6ptima de 65°C para la reaccion que cataliza (Kilara y col. 1977). La
temperatura de la FAL es de 30°C, por lo que la actividad se le puede atribuir a otro tipo de

proteasas contenidas en el ensilado.
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Figura 8. Actividad proteasa neutra de FAL de papaya-glucosa y de glucosa como fuente de

carbono.

La concentracion de proteina soluble al paso del tiempo evidencia la actividad hidrolitica no
s6lo de la actividad microbiana, sino la posible actividad de las enzimas end6genas de las visceras
de atun y de la papaya afiadida. Como se muestra en la Figura 9. Proteina soluble presente en la
FAL con papaya y melaza como fuente de carbono., existen dos curvas. Una representa la
concentracion total de proteina soluble a lo largo de la fermentacion y la otra representa la
concentracién ajustada con base en la proteina inicial determinada. La intencion de dicho ajuste es
descartar las proteinas solubles presentes en el ensilado perteneciente a fracciones sarcoplasmicas y

otro tipo de proteinas o péptidos derivados de la actividad proteolitica endégena. De esta manera se

54

——
| —



Resultados y Discusion

puede determinar que una disponibilidad real de hidrolizados proteicos comienza a partir de las 48

horas durante la fermentacion.
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Figura 9. Proteina soluble presente en la FAL con papaya y melaza como fuente de carbono.

En esta seccion se puede concluir que se caracterizd el producto de la fermentacion lactica de
residuos pesqueros y agricolas, el cual resultd estable y con un alto grado de hidrolisis y
digestibilidad. El grado mas alto de hidrdlisis proteica fue de 87.71% y fue alcanzado a las 120 h de
fermentacion. También se determind el consumo de azUcares, los cuales se relacionan directamente
con la produccion de &cido lactico (AL) y finalmente la concentracion maxima de AL generado, la
constante de la tasa de acidificacion y la tasa de maxima produccién de acido lactico se estimaron
con el modelo de Gompertz con datos de 5 dias (120h) de fermentacién y éstos fueron de 1.27

mmol AL/g, 0.142 h'* y 0.067 mmol AL/gh, respectivamente.
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7.6 Actividad antirradicalaria (AAR)

Para realizar el anlisis de la AAR en la FAL vy las fracciones proteicas obtenidas de esta se
evalué primero con el método espectrofotométrico, el cual tiene la ventaja de ser usado
ampliamente y a la baja complejidad para llevarlo a cabo basandose en preparaciones previas al
ensayo Yy equipo. Se realiz6 un ajuste de los datos con la funcién Probit, dicha funcién determina un
valor conocido como ICs, que es la cantidad de proteina necesaria para la inhibicion de la actividad
del radical DPPH en un 50%. La primera determinacion de la FAL fue al inicio (t=0h) y al final del
proceso (t=120h) para fracciones sarcoplasmicas y miofibrilares. En el caso de la primera se trata
de proteinas de diversos origenes completamente solubles en agua a las condiciones dadas y en la
segunda a proteinas provenientes de fibras musculares cuya solubilidad se ve favorecida en
soluciones salinas. De acuerdo con los datos obtenidos, que se enlistan en la tabla 2jError! No se
encuentra el origen de la referencia. y las curvas que describen el comportamiento de la AAR
que se pueden observar en la figura 10, la respuesta antirradicalaria no aumenta durante el
transcurso de la fermentacion, sino que requiere aumentar la concentracion de proteina para lograr
inhibir al radical en un 50%, esto se puede observar en la fraccion sarcopldsmica y en el extracto
crudo con t=120 horas. En el caso de las proteinas miofibrilares, la respuesta permanece sin
variacion y con valores bajos de ICs. Sin embargo, las proteinas de la fraccién miofibrilar no se
encuentran en la misma abundancia que las sarcoplasmicas ya que la mezcla de desperdicios de
atin no consiste completamente de musculo esquelético, ademas de que se necesita que sea
musculo fresco que no haya sido sometido a coccién para poder obtener proteinas de alta calidad
que no muestren indicios de degradacion. Dicha degradacion se puede observar en los valores altos
de grado de hidrolisis incluso al inicio de la FAL. Por esa razdn se decidié hacer el analisis durante
todo el transcurso del tiempo de la fermentaciéon sin fraccionar tomando en cuenta la abundancia de

proteinas sarcoplasmicas solubles en agua.
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Figura 10. Analisis de actividad antirradicalaria de las fracciones proteicas extraidas de la
FAL con papaya y melaza como fuente de carbono. Los datos en dispersion muestran el
ajuste Probit correspondiente. Se representan los datos en dispersion como: #Fraccion
sarcoplasmica t=0h, #} Fraccion sarcoplasmica t=120h, VWFraccion miofibrilar t=0h,
AFraccion miofibrilar t=120h, l Extracto crudo t=0h, [0 Extracto crudo t=120h. EIl ajuste

Probit correspondiente se representa como:  ------ Fraccion sarcoplasmica t=0h, =+ -
Fraccion sarcoplasmica t=120h, - - - - - Fraccion miofibrilar t=0h, = ===+ ==+ +-==Fraccién
miofibrilar t=120h, === === === Extracto crudo t=0h, *------=—Extracto crudo t=120h.
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Tabla 2. Valores de 1Cs, obtenidos a partir del ajuste Probit del andlisis de las fracciones

proteicas extraidas de la FAL con papaya y melaza como fuentes de carbono.

Fraccion ICso (g prot /mg Error
fraccion soluble) estandar (x)

Sarcoplasmicas Oh 11.59 0.43
Sarcoplasmicas 120h 22.59 0.79
Miofibrilares Oh 7.99 0.35
Miofibrilares 120h 7.50 0.22
Extracto Crudo Oh 3.35 0.14
Extracto Crudo 120h 12.78 0.44

Para poder explicar con mas detalle la actividad antirradicalaria en la FAL sin fraccionar, se
hizo un analisis durante el transcurso del tiempo de la fermentacidn, el cual se muestra en la Figura
11. Analisis de actividad antirradicalaria de la FAL con papaya y melaza como fuente de

carbono, representando los datos en dispersion como: #0h, {:24h, ¥48h, A72h, H96h,

[1120h. El ajuste Probit correspondiente se representa como: — ------ Oh, ==+-- 24h, - - ---

48h, - -—-------— 72h, - - —- 96h, ---------120h.. De acuerdo con los datos obtenidos, la

actividad resulta casi sostenida durante el tiempo de la fermentacion, con valores que oscilan entre
21.24 y 27.19 ug proteina/mg ensilado. De acuerdo con reportes como el de Biao-Shi y col. (2008),
existe actividad antirradicalaria en los pigmentos contenidos en la melaza, por lo que se decidi6
hacer un andlisis de la actividad antirradicalaria de las fermentaciones de desperdicios de atin con

papaya-glucosa y glucosa como fuente de carbono.
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Figura 11. Analisis de actividad antirradicalaria de la FAL con papaya y melaza como fuente

de carbono, representando los datos en dispersion como: #0h, {:24h, ¥48h, A72h, l96h,

[1120h. El ajuste Probit correspondiente se representa como: = ------ Oh, ===+ 24h, - ----

ABh, « +omr +mmr = 72h, <mm =m — 96h, »-==--+--120h.
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Tabla 3. Valores de 1Cso obtenidos a partir del ajuste Probit del andlisis la FAL de papayay
melaza como fuente de carbono por el método espectrofotométrico.

horas ICso (ug prot /mg Error estandar (+)
ensilado)

0 24.35 0.85

24 26.76 0.90

48 22.30 0.73

72 23.70 0.80

96 27.20 0.92
120 21.24 0.69

Para poder determinar la influencia de la melaza en la actividad antirradicalaria en la FAL,
se caracterizaron tratamientos en los que se sustituyen las fuentes de carbono con glucosa, en este
caso dos: papaya-glucosa y glucosa. El parametro de actividad antirradicalaria se determiné a las
mismas concentraciones de proteina que las muestras de FAL con papaya y melaza. Los datos
experimentales no alcanzaron el 50% de la actividad antirradicalaria, como se muestra en la figura
12 y no fueron ajustados al modelo Probit, debido a que no presentan una tendencia que pueda
ajustarse a una funcién sigmoidal. Sin embargo, se observo que la actividad en estas FAL con
glucosa también resulta sostenida, por lo que se pueden observar dos hechos importantes: uno de
ellos es la contribucién de la papaya en la AAR de la FAL, en la cual dicha actividad resulta
sostenida a pesar de su presencia 0 no, lo que sugiere el hecho de que su participacion en la
actividad antirradicalaria de la FAL no es relevante. El otro aspecto destacado en este analisis es la
actividad de las proteinas a lo largo de la fermentacion, la cual se mantiene sostenida durante el
tiempo a pesar de la ausencia o presencia de diferentes fuentes de carbono, por lo que existe

evidencia de la actividad antirradicalaria de las proteinas de la FAL por si solas.
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Figura 12. Valores de actividad antirradicalaria en la FAL con diferentes fuentes de carbono
representadas como a) papaya-glucosa y b) glucosa, representando #0h, {:24h, ¥48h,

A72h, B96h, [1120h en ambas figuras.

Debido a que no resulta evidente algun efecto de la fermentacion en las curvas de actividad
antirradicalaria determinadas por el método espectrofotométrico y al hecho de que una
determinacion espectrofotométrica en un sistema heterogéneo como la FAL no tiene especificidad
hacia radicales libres cuya actividad se determina mediante cambios de color, se realizaron

determinaciones de la AAR mediante resonancia paramagnética electronica. Esta técnica de
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espectroscopia se caracteriza por detectar, con alta sensibilidad, distintos tipos de moléculas con
electrones no apareados, como son los radicales libres estables, metales de transicion,
metaloproteinas, entre otros. Los radicales libres se reconocen por un espectro caracteristico que
varia en la intensidad de la sefial detectada de acuerdo a la concentracion del radical, por lo que no
existe riesgo de interferencia por otro compuesto que carezca de propiedades paramagnéticas. Los
valores de 1Cs ajustados al modelo Probit a partir de los anélisis de EPR en las muestras de la FAL
se muestran en la Figura 13. Actividad antirradicalaria de hidrolizados proteicos determinados por
EPR: a) espectros de EPR en el intervalo de concentraciones para la determinacion del I1C50 al
ajustar datos a un modelo Probit durante la duracién de la fermentacién. b) EPR de los ingredientes
de la fermentacion al tiempo inicial al 1C50 de 23.24 pg/g, las concentraciones utilizadas en la
mezcla de papaya, melaza y desperdicios de atin son 6.8, 2.3 and 13.7 pg/g, respectivamente., en el
que el grupo con la AAR maés alta fue de 72 a 96 horas con valores de ICs de 5.75+1.04 ug/g FAL
y 7.6x1.7 pg/g FAL respectivamente. Sin embargo, las muestras de 24 y 48 horas muestran valores
de 1Cso de 10.82 £ 1.9 y 9.06 + 1.06 ug/g FAL respectivamente. En este sentido, las proteinas,
melanoidinas y polifenoles de la fruta pueden explicar de manera precisa que la AAR observada
(ICso de 23.24+1.04 pg/g FAL) al principio de la FAL (Figura 13. Actividad antirradicalaria de
hidrolizados proteicos determinados por EPR: a) espectros de EPR en el intervalo de
concentraciones para la determinacion del IC50 al ajustar datos a un modelo Probit durante la
duracion de la fermentacion. b) EPR de los ingredientes de la fermentacién al tiempo inicial al IC50
de 23.24 ug/g, las concentraciones utilizadas en la mezcla de papaya, melaza y desperdicios de atin
son 6.8, 2.3 and 13.7 ug/g, respectivamente.3). Sin embargo, la AAR fue recuperada al liberar
hidrolizados proteicos (Figura 13. Actividad antirradicalaria de hidrolizados proteicos determinados
por EPR: a) espectros de EPR en el intervalo de concentraciones para la determinacion del IC50 al
ajustar datos a un modelo Probit durante la duracion de la fermentacién. b) EPR de los ingredientes
de la fermentacién al tiempo inicial al IC50 de 23.24 ug/g, las concentraciones utilizadas en la

mezcla de papaya, melaza y desperdicios de atin son 6.8, 2.3 and 13.7 ug/g, respectivamente.). De
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igual manera, ha reportado que las melanoidinas provenientes de las melazas de cafia pueden ser
degradadas por la formacion de H.O. proveniente de microorganismos (Chandra y col. 2008).
Lactobacillus plantarum se caracteriza por producir peréxdo de hidrégeno en su metabolismo bajo
condiciones aerobias (Quatravaux y col. 2006). Je y col. (2007) y Bougatef y col. (2010) han
reportado también actividades relativamente altas en péptidos con pesos moleculares bajos que
suelen estar incluidos de manera criptica en la secuencia de alguna proteina precursora y liberada
mediante hidrdlisis, por lo tanto la contribucién a la AAR a partir de otros componentes en la
mezcla de la FAL debe tomarse en consideracion, como la papaya que también presenta AAR
atribuida a los polifenoles, los cuales son componentes funcionales contenidos comunmente en
frutas frescas y secas, asi como polisacaridos solubles en agua unidos a acidos urénicos (Wang y
col. 2008, Kumar y col. 2010, Zhang y col. 2012). Generalmente, la AAR en desperdicios de
pescado se ha atribuido a proteinas y péptidos con alta hidrofobicidad como un factor importante
para incrementar la interaccion con radicales libres (Chen y col. 1998, Elias y col. 2006,
Chalamaiah y col. 2012), por lo tanto, los aminoacidos con grupos hidrofébicos como Val, lle, Leu,
Phe, Met y Pro estan relacionados con la AAR, asi como Tyr o His que tienen grupos fenilo e

imidazol respectivamente (Pihlanto y Korhonen, 2003).
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Figura 13. Actividad antirradicalaria de hidrolizados proteicos determinados por EPR:

espectros de EPR en el intervalo de concentraciones para la determinacion del I1Cs

a)

al

ajustar datos a un modelo Probit durante la duracion de la fermentacion. b) EPR de los

ingredientes de la fermentacion al tiempo inicial al 1Cso de 23.24 pg/g, las concentraciones

utilizadas en la mezcla de papaya, melaza y desperdicios de atun son 6.8, 2.3 and 13.7 ug/g,

respectivamente.
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7.7 Analisis de peso molecular de proteinas y péptidos obtenidos en la FAL

Se realizé un anélisis de peso molecular de proteinas de fracciones sarcoplasmicas y
miofibrilares al inicio y al final de la FAL (0 y 120h). Para poder mostrar las proteinas de la
fraccion miofibrilar fue necesario concentrarlas mediante ultrafiltracion con membrana de corte de
3 kDa debido a la baja concentracion de esas proteinas (Figura 14. Electroferograma SDS-PAGE de
las fracciones proteicas del FAL donde se representan el control a las Oh, las fracciones
sarcoplasmicas, miofibrilares y miofibrilares concentradas con una membrana con corte de 3kDa
del tiempo 0 y 120h.). Un aspecto importante en este analisis es la prevalencia de bandas de peso
molecular alto (250 kDa) en las fracciones miofibrilares, lo que coincide con el peso molecular de
proteinas de mdsculo, aunque al hallarse también en las fracciones sarcoplasmicas se pueden
atribuir a otro tipo de proteinas presentes en la FAL que no necesariamente sean de origen
muscular, lo que justifica que no se consideren las proteinas miofibrilares para su extraccion y
caracterizacién. Otro aspecto que destaca es una banda de peso molecular que prevalece en un

intervalo de 20-22 kDa, la cual puede estar relacionada con la AAR presente en la FAL.
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Figura 14. Electroferograma SDS-PAGE de las fracciones proteicas del FAL donde se
representan el control a las Oh, las fracciones sarcoplasmicas, miofibrilares y miofibrilares

concentradas con una membrana con corte de 3kDa del tiempo 0 y 120h.
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Para poder visualizar con claridad las proteinas presentes en la FAL en diferentes intervalos
de peso molecular se realizé un fraccionamiento mediante membrana de ultrafiltracién con un corte
de 5 kDa. La fraccién de retenidos de la membrana se analizé con un gel Laemmli para intervalos
de peso molecular amplios y el permeado tuvo que concentrarse mediante cartuchos de C-18 para
poder visualizar las bandas de proteina en un gel de tricina para pesos moleculares bajos, debido a
que se diluyen en el proceso de ultrafiltracion. Se puede observar en la figura 15 que existen
bandas que prevalecen a lo largo de toda la determinacién en los distintos pesos moleculares en los
electroferogramas “a” y “b”, asi como también bandas que dejan de aparecer a partir de los 15y 10
kDa en el gel “a”. Los geles de acrilamida no ofrecen resolucion para determinar la presencia de
péptidos de muy bajo peso molecular. De acuerdo con Schagger (2006), en la técnica mas sensible
s6lo se pueden observar péptidos de hasta 1 kDa. Si se buscan péptidos con actividad inhibidora de
la ECA, esta actividad se puede encontrar desde péptidos de dos residuos en adelante (Kim vy col.
2012). Los dipéptidos pueden tener un peso molecular de 200 Da, que aumenta hasta 2000 Da en
los péptidos reportados (Harnedy y col, 2012; Marques y col, 2012). En el caso de la actividad
antirradicalaria, depende de los aminoacidos capaces de estabilizar radicales libres y del mecanismo

para estabilizarlos.
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Figura 15. Electroferogramas para: a) SDS-PAGE Laemmli para las proteinas concentradas
en la membrana de ultrafiltracién con peso molecular mayor a 5 kDa y b) SDS-PAGE Tricina
para proteinas y péptidos del permeado con peso molecular menor a 5 kDa para todos los

tiempos de la fermentacion.

La ultima caracterizacion realizada a las proteinas y péptidos de la FAL sin algun tipo de
fraccionamiento se muestra en la Figura 16. Electroferogramas de hidrolizados proteicos
obtenidos por FAL usando papaya y melaza como fuente de carbono. Standard: marcador de
masa molecular, 0, 24, 48, 72, 96 y 120. a) Laemmli SDS- PAGE b) SDS-PAGE tricina., la
cual muestra los electroferogramas de las muestras de la FAL en dos geles, uno para resolucion en
un intervalo amplio de pesos moleculares y otro para proteinas de pesos moleculares bajos. Se
puede observar que después de las 24h las proteinas de masa molecular alta (> 260 kDa) no se
detectaron pero un incremento en las proteinas de baja masa molecular evidencia la hidrdlisis. El
gel de SDS-Tricina muestra bandas de masas moleculares menores a 8.7 kDa para las 96y 120 h de

la FAL.
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Standard Oh 24 h 48 h 72 h 96 h

™ 250,000 257,359
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Figura 16. Electroferogramas de hidrolizados proteicos obtenidos por FAL usando papaya y

melaza como fuente de carbono. Standard: marcador de masa molecular, 0, 24, 48, 72, 96 y

120. a) Laemmli SDS- PAGE b) SDS-PAGE tricina.
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7.8 Pasteurizacion de muestras

Se realiz6 una pasteurizacion de las muestras de la FAL con el objetivo de determinar si
existe una variacion en la AAR al ser sometidas a un tratamiento térmico que inactiva
microorganismos, sin considerar las variaciones de la hidrélisis. No se observan diferencias
significativas (p<0.05) respecto a la variacion de porcentaje de AAR en ambos resultados a lo largo
de la fermentacion. Esto es favorable debido a que la actividad no va a ser comprometida por la
exposicion al cambio de temperatura, en vista de que haya necesidad de someter la FAL a este
tratamiento para la inactivacion de enzimas o microorganismos. En el caso de la fermentacion, no
se encontraron coliformes en las cuentas en placa y las proteasas siguen teniendo actividad a esa
temperatura. En la Figura 17. Pasteurizacion de muestras, en la que ® son las muestras control y O
son las muestras que fueron sometidas a tratamiento térmico a 60°C por 30 min.nutos se observa el

cambio de AAR en las muestras que fueron sometidas a pasteurizacion comparadas con el control.
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Figura 17. Pasteurizacion de muestras, en la que ® son las muestras control y O son las

muestras que fueron sometidas a tratamiento térmico a 60°C por 30 min.

7.9 Relacion de la AAR con la hidrdlisis proteica

El aumento en la concentracion de amino&cidos se relaciona con la hidrolisis proteica de
acuerdo con la AAR observada. La concentracion muestra un valor maximo al inicio de la
fermentacion seguido por un descenso hasta las 48 horas para remontar de nuevo, lo que se
relaciona con el incremento significativo en GH. El descenso de GH después de las 96 horas se
puede atribuir a la escasa actividad proteolitica. En este sentido, se ha reportado la efectividad de
las proteasas acidas en la hidrélisis enzimatica de la proteina del esqueleto de atun, en el que la
pepsina alcanzé un GH alto (74.5%) relacionandose con la sintesis de péptidos antioxidantes (Je y
col. 2007). Sin embargo, a pesar de la pérdida de actividad proteolitica &cida, la AAR observada en
esta FAL se puede atribuir a la actividad proteolitica neutral, como la de las enzimas tipo tripsina,
de acuerdo con Klomklao y col. (2007). Estos autores reportaron que tres enzimas tipo tripsina
purificadas del bazo de barrilete fueron estables en el intervalo de pH que va de 6 a 11. En este
trabajo, hubo cambios menores en la concentracion de la mayoria de los aminoacidos, excepto con
Glu, Alay Thr (Figura 18. Concentracion de aminoacidos en la fermentacion lactica de desperdicios
de atin con papaya y melaza como fuente de carbono. La concentracion de aminoacidos
relacionados con la AAR de las muestras de la FAL se muestran en a), los demas aminoéacidos se
muestran en b). (p<0.05).). Este Gltimo fue el Gnico aminoacido cuya concentracion disminuy6
drasticamente de 4.45 a 1.44 g/16gN. Las variaciones detectadas en la concentracion se pueden
explicar mediante la actividad microbiana y su funcién como fuente de nutrientes para los
microorganismos en la FAL, sin embargo la matriz es especialmente compleja como para asegurar
esta afirmacion. Adicionalmente, las condiciones acidas pueden degradar aminoacidos labiles

como Trpy Thr. En lo que se refiere a Tyr e His, los cuales ya han sido sefialados con actividad
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contra radicales libres, el primero varié su concentracion de acuerdo con la AAR detectada en la
fermentacidn, contrario a la His, la cual permaneci6é constante. Otro aminoacido referenciado en
este trabajo es Ala, cuya concentracidn se increment6 al final de la fermentacion y se puede explicar
considerando la actividad bacteriana presente en la FAL, de acuerdo con algunos reportes en los que
Lactobacillus curvatus y Lactobacillus sake promueven la produccién de Glu y Ala mediante
actividad proteolitica (Palumbo y col., 2004). Es importante notar que D-Ala juega un papel crucial
en el ensamblaje de la pared celular de procariotas y L. plantarum requiere este aminoécido asi
como Glu para crecer y debido a esto se observan los incrementos. Por Ultimo, se ha reportado que
la glucosa promueve significativamente la produccion de Glu (Zareian y col. 2012). Sin embargo,
después de 24 horas de FAL, la concentracion de Glu disminuye significativamente y este efecto se
puede explicar tomando en cuenta el sistema glutamato descarboxilasa, el cual esta involucrado en
la tolerancia al &cido de distintos géneros de bacterias, incluyendo a L. plantarum (Feehily y col.

2013)

La AAR en desperdicios de atin se le atribuye a proteinas y péptidos con alta hidrofobicidad que
muestran propiedades antioxidantes como un factor importante para aumentar la interacciéon con
radicales libres (Chen y col. 1998; Elias y col. 2006). Por lo tanto, aminoécidos con cadenas
hidrofébicas como Val, lle, Leu, Phe, Met y Pro y otros aminodacidos relacionados con la AAR son
la Tyr y His debiendo su actividad a los sustituyentes imidazol y fenilo (Pihlanto y col. 2003). La
concentracion de aminoacidos implicados en la AAR de las muestras de FAL se encuentra en la
Figura 18. Concentracion de aminoacidos en la fermentacion lactica de desperdicios de atin con
papaya y melaza como fuente de carbono. La concentracion de amino&cidos relacionados con la
AAR de las muestras de la FAL se muestran en a), los demas aminoacidos se muestran en b).
(p<0.05). El incremento en la concentracién de aminoécidos se relaciona con la liberacién mediante

hidrolisis proteica, que coincide con la AAR observada.
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La concentracion mostré un méaximo a las 0 h seguido por una disminucion hasta las 48 h para
aumentar de nuevo, lo cual coincide con el incremento significativo en el GH. Se ha reportado la
efectividad de las proteasas acidas en la hidrolisis enzimética de la proteina del lomo del atun, en el
que la pepsina alcanzé un GH alto (74.5 %) dando como resultado la produccion de péptidos
antioxidantes (Je y col. 2007). Sin embargo, a pesar de la pérdida de actividad proteolitica acida, la
AAR observada a este tiempo de la FAL pudo deberse también a la actividad proteolitica neutral,
como la de las enzimas tipo tripsina, de acuerdo con Klomklao y col. (2007). En su trabajo se
purificaron tres proteasas tipo tripsina del bazo de barrilete las cuales fueron estables en un

intervalo de pH de 6 a 11.

En el presente trabajo hubo cambios minimos durante la fermentacién para los aminoacidos
excepto por Glu, Ala y Thr (figura 18b). Este Gltimo fue el Gnico aminoacido cuya concentracion
disminuy6 drésticamente de 4.45 a 1.44 g/16g N. Las variaciones detectadas en la concentracion
pueden explicarse por la actividad y su funcion como fuente de nutrientes para microorganismos en
la FAL, asi como las condiciones &cidas pueden degradar aminoécidos labiles como Trp y Thr.
Respecto a la Tyr y a la His, que son inhibidores de radicales activos, el primero varié su
concentracion de acuerdo con la AAR detectada durante la fermentacion contrario a la His, que

permaneci¢ estable.

La concentracion de Ala se incrementd hacia el final de la FAL y eso puede explicarse por la
actividad bacteriana, esta aseveracion es se fundamenta en reportes en los que se descubrié que
Lactobacillus curvatus y Lactobacillus sake promueven la produccién de aminoéacidos mediante
actividad proteolitica, especialmente Glu y Ala (Palumbo y col. 2004). Cabe resaltar que la D-Ala
tiene una funcién crucial en el ensamblaje de paredes celulares de procariotas y L. plantarum
requiere este aminoacido para crecer, el cual es sintetizado como mezcla racémica y de este modo el
incremento en la concentracion de Ala. Adicionalmente, un incremento significativo de Glu se

determind a las 24 h, la produccién de este aminoacido esta relacionada con el crecimiento de L.
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plantarum y también la glucosa increment6 significativamente la produccion de Glu (Zareian y col.
2012). Después de 24 h de FAL, la concentracion de Glu disminuy6 significativamente, una
explicacion probable puede ser el sistema glutamato decarboxilasa, el cual estd involucrado en la
tolerancia al acido de diversos géneros de bacterias, incluyendo al de L. plantarum (Feehily y col.

2013).

En esta seccidon se puede concluir que se ha determinado electroforéticamente el peso
molecular de las proteinas presentes la FAL y que la concentracion de aminoacidos relacionados
con la actividad antirradicalaria (Val, lle, Leu, Phe, Met, Pro, Tyr and His) presenté un maximo a
partir de las 72 h debido al incremento de la hidrolisis proteica. En este tiempo de fermentacion se
obtuvo la concentracién mas baja de hidrolizados proteicos capaces de inhibir al radical en un 50%

de su actividad, a cual fue de 5.75 pg proteina/mg.
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Figura 18. Concentracion de aminoacidos en la fermentacion lactica de desperdicios de atiin con papaya y melaza como fuente de carbono.
La concentraciéon de aminoéacidos relacionados con la AAR de las muestras de la FAL se muestran en a), los demas aminoacidos se
muestran en b). (p<0.05).
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7.10 Purificacion de péptidos con AAR

Se realiz6 una purificacion de las proteinas y péptidos solubles en agua de la muestra de la FAL a
las 72h. A cada fraccion obtenida se le determiné la AAR, realizando una prueba de Tukey con el
95% de confianza. Se determind que la fraccion con la mayor actividad es la 3, siendo
significativamente diferente a las demas fracciones. Tomando en cuenta este dato y observando que
existen otros dos péptidos en la fraccion 3 con peso molecular de 17.8. 15.7 y 10.54 kDa (Fig. 19).
Para obtener una separacidén mas eficiente de los péptidos encontrados en esta fraccion se sometié a
otra separacion con una columna de intercambio anionico debil, la cual se muestra en la Figura 20.
Separacion de la fraccion 3 mostrada en la Figura 19. Separacion de fracciones proteicas mediante
cromatografia de exclusién molecular con Biogel P4 de t=72h de la FAL con el electroferograma de
los péptidos encontrados en las fracciones.19 mediante cromatografia de filtracion en gel Sepharose
DEAE FF con interaccion aniénica débil, determinacion de la AAR En este proceso se obtuvieron
dos fracciones que no muestran diferencias significativas en la AAR. Se tomd la fraccién 2, la cual
presenta un pico con una mejor resolucién y con una AAR superior a la fraccién 4. Se someti6 a
una electroforesis en la que se encuentra una banda con un peso molecular cercano a los 15 kDa, la

cual fue cortada para la secuenciacion de los aminoécidos presentes en ese péptido.
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Fraccion 1 2 3 4 5 6 7
%AAR 4.16 5.64 7.64 6.69 3.32 4.58 4.53
D.E. 0.18 0.32 1.43 0.64 0.09 1.12 1.11
p=0.00028 a b C a d d
Standard 1 2 3 4 5 6 7
- s
26,600  s— 20660 24,888
21,983
18,908 ., .
17,000 17,535 ! 17,692 B 17,849 17,849 17,849 l/,8"v§ l/,GZ@
14,200 15,224 15,582 &= 15764 & 15,764 15,856 15,856 15,764
_' o0 9,430 10,349 & . 10,543 10,543 10,742
6,5
3,496

Figura 19. Separacion de fracciones proteicas mediante cromatografia de exclusion molecular
con Biogel P4 de t=72h de la FAL con el electroferograma de los péptidos encontrados en las

fracciones.
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Figura 20. Separacion de la fraccién 3 mostrada en la Figura 19. Separacion de fracciones
proteicas mediante cromatografia de exclusion molecular con Biogel P4 de t=72h de la FAL
con el electroferograma de los péptidos encontrados en las fracciones.19 mediante
cromatografia de filtracion en gel Sepharose DEAE FF con interaccion aniénica débil,

determinacion de la AAR y electroferograma de las fracciones.
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Para realizar la secuenciacion del péptido con mayor AAR se cortd la banda del gel con las
muestras obtenidas en la separacion de la columna de intercambio anidnico débil. En la tabla 4 se
muestran los fragmentos del péptido obtenido a partir de la hidrolisis con tripsina de la proteina
contenida en la banda del gel. Se considera por igual a los amino&cidos isobaricos leucina (L) e
isoleucina (1) al tener una masa idéntica, sin embargo no se puede confiar en los fragmentos con
menos de 9 aminodcidos y con mas de 2 L/l para una busqueda de identidad de secuencia, como es
el caso de los fragmentos 2 y 5. En otros fragmentos hay al menos un residuo de L/I. Estos
aminoacidos son hidrofébicos. Otro aminoacido hidrofébico que se encuentra de manera frecuente
en las fracciones es la valina (V), y la fenilalanina (F), un aminoéacido aromatico. Debido a que los
aminoacidos mencionados anteriormente son abundantes en todos los residuos, se puede observar el
caracter hidrofobico de estos. El acido glutdmico (E) se encuentra al menos una vez en todos los
residuos y en el caso del 2 contiene acido aspartico (D), este hecho explica que estas fracciones
puedan disolverse en solucién amortiguadora de acetatos o en la FAL, ya que el pKa de estos
aminoacidos es cercano a 4. La tripsina es una proteasa que realiza la hidrdlisis donde se encuentre
una lisina (R) o una arginina (K), en los Gnicos fragmentos en los que se encuentran estos
aminodcidos en el sitio terminal esen el 4y el 6.  No se encuentra histidina (H) en ninguno de los
fragmentos, por lo que se puede descartar la AAR debida a este aminoacido en los péptidos. A pesar
de que esos fragmentos no presentan homologia con alguna proteina al ser comparados con la base
de datos de BLAST o Uniprot en una busqueda generalizada o en busquedas acotadas a las especies
de la materia prima de la fermentacidon, presentan caracteristicas para poder tener AAR, respecto a

su hidrofobicidad.
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Tabla 4. Secuenciacion del péptido obtenido del fraccionamiento de proteinas de la FAL en el
t=72h.

m/z lon Masa Secuencia

1 1106.57 2 2211.14 NLDVLEGNEVLV

2 958.48 3 2872.44 NNLLQTLD

3 786.73 3 2357.19 YEFSQDLE

4 75190 2 1501.80 SSTPLNSFLFK

5 74240 3 222420 LLEMELESLT

6 69291 2 1383.82 EQNFASFLDK

7 63281 2 1263.62 LEGEGSSGM
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En el caso del radical DPPH, se puede observar su estructura tridimensional en la Figura 21.
Estructura tridimensional del radical DPPH (Xie y Schaich, 2015).Los atomos que lo constituyen
son el oxigeno (rojo), nitrégeno (azul), carbono (gris) e hidrégeno (blanco). La vista es
aproximadamente perpendicular al plano definido por los 4&tomos de nitrégeno del grupo hidracil y
el carbono 1 del grupo picril (p). El sitio del radical (N-) es protegido por los grupos nitro
orientados por encima y por debajo de él, asi como por un &omo de hidrégeno en la posicion orto
en cada uno de los anillos de fenilo (Ay B), con una posicion rotada de los anillos para crear una

jaula alrededor del N-.

Figura 21. Estructura tridimensional del radical DPPH (Xie y Schaich, 2015).

De esta manera, existe un impedimento estérico considerable para que alguna molécula grande
pueda reaccionar de manera rapida con el radical, es por esa razon que las reacciones de moléculas

pequefias como los polifenoles ocurren de una manera rapida.

En el caso de los péptidos, pueden existir grupos funcionales en los aminoacidos capaces de donar
un protén, como la tirosina y la histidina, de los cuales no existe mas que un residuo del primero en

el fragmento 3 de la secuencia.

81

——
| —



Resultados y discusion

Dicho esto, el mecanismo que se propone para que pueda llevarse a cabo la neutralizacion del
radical DPPH es mediante la interaccion de los grupos hidrofébicos de los aminoacidos de los
péptidos rodeando al radical, existen reportes de que la actividad de los péptidos contra los radicales
libres reside en la presencia de aminoacidos hidrofdbicos en la secuencia, no sélo en los que son de
origen animal, como los de pescado (Senevirathne y Kim, 2012) o del huevo (Nimalarante y col.
2015), sino también en péptidos de origen vegetal (Chen y col. 1998, Chen y col. 2012). La manera
en la que sucede es la capacidad de impedir que el N- quede expuesto, susceptible de reaccionar,
por lo que los grupos capaces de transferir un hidrégeno o un electrén ya sean de origen proteico o
no compiten por el sitio con una serie de péptidos con presencia de aminoacidos mayormente
hidrofébicos. Esto causa que la reaccion no sea inmediata sino sostenida por un lapso de tiempo
mayor al de la reaccidn, en el caso de radicales libres con un impedimento estérico, como el caso
del DPPH y el ABTS, que con otro tipo de radicales puede llegar a ser menor esa limitante.
Ademas, el hecho de que existan distintos mecanismos de reaccién para neutralizar al radical DPPH
no relaciona directamente a la actividad de un péptido con la de una curva patron de un compuesto
fendlico como es el caso del Trolox, del acido galico o de compuestos como el acido ascérbico, sélo

por citar algunos ejemplos.

7.11 Determinacion de peso molecular por cromatografia de exclusion y purificacion de
péptidos

Se elabord una curva con estdndares de peso molecular de la separacion de proteinas por
exclusion molecular. Debido a que la columna con Sephacryl S-100 tiene una resolucion 6ptima
para proteinas de peso molecular menor a 100 kDa y el estdndar comercial utilizado no incluia

suficientes proteinas de bajo peso molecular para el ajuste, se afiadié insulina comercial de accion
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rdpida como estdndar para poder determinar el peso molecular de las fracciones obtenidas. Dicha
curva de estandares se muestra en la Figura 1. Separacion de estandar de proteinas mediante
cromatografia de exclusion molecular con una columna Sephacryl S-100. No se recomienda utilizar
como estandar otros tipos de insulinas de accion intermedia o lenta debido a que esta insulina se
comercializa interactuando con proteinas como la protamina para lograr el efecto retardante y esto

interfiere de manera desfavorable en la elaboracion de la curva.

Se realiz6 una separacién cromatografica del inicio de la fermentacion (t=0h) que se
muestra en la figura 22 y el tiempo con maxima AAR (t=72h) en la Figura 23. Separacién de
fracciones proteicas mediante cromatografia de exclusion molecular con Sephacryl S-100 de t=72h
de la FAL, con el tiempo de retencion, el porcentaaje de AAR y el peso molecular de acuerdo con el
estandar. con el objetivo de constatar los cambios en la distribucion de proteinas. Se puede observar
que no existe un cambio mas que en la aparicién del pico de la fraccion 5y el aumento de area del
pico de la fraccion 9 de la Figura 23. Separacién de fracciones proteicas mediante cromatografia de
exclusion molecular con Sephacryl S-100 de t=72h de la FAL, con el tiempo de retencion, el
porcentaaje de AAR y el peso molecular de acuerdo con el estandar. Los pesos moleculares
corresponden a 13 y 3.48 kDa respectivamente y en el caso de la fraccion 9 se separaron los
compuestos sin ser pasados por una columna de intercambio idnico y fueron inyectados
directamente a una columna C18 de HPLC, este cromatograma se observa en la Figura 24.
Separacion de fracciones proteicas mediante HPLC de fase reversa de la fraccion 10 de t=72h de la
FAL. La fraccion 5 es susceptible de ser identificada mediante espectroscopia de masas y la

fraccion 9 es susceptible de evaluar su actividad antihipertensiva e identificar su secuencia.
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Por lo tanto, se puede concluir que la purificacion de péptidos muestra fragmentos con una
alta concentracion de aminoacidos hidrofébicos, que estan relacionados con la actividad contra

radicales libres.

120
100 /‘

80 A

% 60 A
S
40 - ﬂ /\
’ h/__/ LL\
O T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tiempo (min)
Oh 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tr (min) 160 170.24 180.91 194.56 204.37 214.61 221.44 244.05 311.04
% RS 13.06 35.69 30.55 52.38 63.07 36.46 16.47 8.11 2.53
+ 3.26 3.08 1.64 1.73 3.09 117 1.49 2.78 3.39

PM (KDa) 72.48 61.74 52.24 42.19 36.18 30.82 27.70 19.44 6.81

Figura 22. Separacion de fracciones proteicas mediante cromatografia de exclusién molecular
con Sephacryl S-100 de t=0h de la FAL, con el tiempo de retencion, el porcentaaje de AAR 'y

el peso molecular de acuerdo con el estandar.
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Tiempo (min)

72h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tr (min) 175.2 191.6 205.6 220.8 270 300 307.6 319.6 354 360
%AAR 22.24 36.83 30.21 34.01 13.93 7.96 12.26 8.30 10.21 10.45
= 4.73 1.16 1.37 11.20 2.68 1.97 3.63 3.56 1.78 3.55

PM (Kda) 57.13 44.19 35.49 27.97 12.95 8.09 7.19 5.96 3.48 3.16

Figura 23. Separacion de fracciones proteicas mediante cromatografia de exclusién molecular
con Sephacryl S-100 de t=72h de la FAL, con el tiempo de retencién, el porcentaaje de AAR y

el peso molecular de acuerdo con el estdndar.
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Conclusiones

8. Conclusiones.

e Se caracterizo el producto de la fermentacion lactica de residuos pesqueros y agricolas, el
cual ha resultado estable y con un alto grado de hidrolisis y digestibilidad.

e Se ha determinado electroforéticamente el peso molecular de las proteinas presentes en la
FAL a lo largo de todo el tiempo de la fermentacion.

e Se determind el consumo de azlcares, los cuales se relacionan directamente con la
produccion de &cido lactico (AL). La concentracion maxima de AL generado, la constante
de la tasa de acidificacion y la tasa de maxima produccion de acido lactico se estimaron con
el modelo de Gompertz con datos de 5 dias (120h) de fermentacion y éstos fueron de 1.27
mmol AL/g, 0.142 h' y 0.067 mmol AL/gh, respectivamente.

e EIl grado més alto de hidrolisis proteica fue de 87.71% y fue alcanzado a las 120 h de
fermentacion.

e La concentracion de aminoécidos relacionados con la actividad antirradicalaria (Val, lle,
Leu, Phe, Met, Pro, Tyr and His) presentdé un maximo a partir de las 72 h debido al
incremento de la hidrélisis proteica. En este tiempo de fermentacion se obtuvo la
concentracién mas baja de hidrolizados proteicos capaces de inhibir al radical en un 50% de
su actividad, a cual fue de 5.75 pg proteina/mg.

e La purificacion de péptidos muestra fragmentos con una alta concentracion de aminoacidos
hidrofdbicos, que estan relacionados con la actividad contra radicales libres

e El procesamiento de subproductos de atin mediante la metodologia propuesta resulta ser
una fuente de hidrolizados proteicos de alto valor agregado debido a su actividad contra
radicales libres, la estabilidad del proceso, el alto grado de hidrélisis y digestibilidad, asi

como la inocuidad al no encontrarse la presencia de coliformes.
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9. Perspectivas

e Secuenciacion de otras proteinas y péptidos purificados

e Determinacion de otras actividades bioldgicas

e Determinacion de actividad antimicrobiana

e Evaluacion como aditivo para evitar la rancidez

e Evaluacion como ingrediente en dietas de animales o en la formulacion de medios de

cultivo microbianos.
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FERMENTACION DE PAPAYA Carica papaya) Y SUBPRODUCTOS DE ATUN (Thunnus
albacares) PARA LA BIOFABRICACION DE HIDROLIZADOS DE PROTEINAS CON

Abstract

The efficient production of lactic acid, standardization of ingredients, protein hydrolysis, and the presence of an active
starter were key factors for development of a controlled lactic acid fermentation of fish wastes and papaya. The maxima
buffering capacities, proteases activities, protein and ash contents were considered for the selection of the suitable mixture
of bones, fins, viscera, heads and dark meat. In addition, the overproduction of papaya is commonly presented in
tropical countries, and herein, papaya surpluses were successfully employed as carbon source for Lactobacillus plantarum
fermentation of tuna toward the production of added value protein hydrolysates. The maximum lactic acid produced,
acidification rate constant and maximum acid production rate were estimated by Gompertz model with experimental data
of 5 d of 1.27 mmol of lactic acid/g, 0.142 1/h and 0.067 mmol LA/gh, respectively. The highest degree of hydrolysis of
87.71% was achieved at 120 h. The radical-scavenging activity of the protein hydrolysates was determined by electron
paramagnetic resonance spectroscopy analyses based on the conversion of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free-radical. In
addition, the lowest concentration of tuna protein hydrolysates (5.75 ug protein/mg) that gave the half-maximal inhibitory
concentration was determined at 72 h of fermentation.

Keywords: Thunnus albacares, radical scavenging, biorefinery, protein hydrolysate, Carica papaya.

Resumen

La produccién eficiente de 4cido lactico, estandarizacién de los ingredientes, hidrélisis de proteinas, asi como la presencia
de un cultivo iniciador activo fueron factores claves para el desarrollo de una fermentacién acido lactica controlada. El
contenido de proteinas, cenizas, enzimas proteoliticas y la capacidad amortiguadora del sustrato fueron empleados como
criterios para la seleccién de la mezcla de cabezas, huesos, visceras y carne negra de atin (Thunnus albacares). Otro
subproducto empleado en este trabajo fue papaya (Carica papaya), 1a cual cominmente presenta excedentes de produccion.
La concentracién maxima de dcido ldctico producido, la tasa de acidificacién y la velocidad maxima de produccién fueron
estimadas mediante modelo de Gompertz en 1.27 mmol de 4cido lictico/g, 0.142 1/h y 0.067 mmol de dcido lactico /gh,
respectivamente. El grado de hidrélisis mds alto determinado a las 120 h fue de 87.71%. La actividad antiradicalaria en los
hidrolizados de protefnas fue determinada mediante estudios de espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica,
basado en la inhibicién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. La concentracién mds baja de hidrolizado proteico que
produjo el 50% de actividad antiradicalaria, ICsq, fue de 5.75 ?g de proteina/g determinada a las 72 h de fermentaci6n.
Palabras clave: Thunnus albacares, antioxidante, capacidad antiradicalaria, hidrolizados proteicos, Carica papaya.
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1 Introduction

Tuna species (Thunnus albacares) are extensively
processed worldwide giving rise to a large amount of
unused by-products. These by-products are composed
of viscera, skin, gills, head, bones and dark meat.
Despite good nutritional characteristics, dark or red
meat have no commercial value due to their unpleasant
taste (Graham and Dickson 2004). Several methods
have been reported to draw on these by-products; some
are based on chemical hydrolysis, regardless of poor
final product quality, and others by biclogical means
including hydrolysis by exogenous or endogenous
enzymes in mild process conditions (Pihlanto and
Korhonen 2003; Chi et al.,2015; Reyes-Méndez et
al.,2015). These bio-based methodologies offer ease
of control of the reaction and optimal recovery of
added-value products without side products (Shirai
and Ramirez-Ramirez 2011). Among them, lactic
acid fermentation (LAF) proved successful owing to
process stability, inhibition of undesirable bacterial
growth and the production of biopolymers, valued
organic acids and hydrolysates in a GRAS and
chemical-free process with low energy requirement
(Ramirez-Ramirez er al., 2008; Flores-Albino ef
al., 2012). These fermentations are widely used
to process small pelagic fish or fish by-products,
e.g. sauce production in heavily salted conditions.
In this regard, some mechanisms have been put
forth to describe antioxidant activities of peptides,
including ion-chelating capacity, radical scavenging
and aldehyde adduction (Mishra et al., 2011). The
feed for the lactic acid bacteria (LAB) covers a
wide range of substrates; nonetheless the papaya
(Carica papaya) is pointed out due to its high protease
content and additionally, it is intensively cultivated
throughout the year in tropical countries owing to
its high demand as fresh fruit and ingredient in
food processing (Fabi et al., 2007). On the other
hand, the lactic acid (LA) produced in situ has a
significant role in fish conservation and antimicrobial
effect against undesirable microflora. Generally, the
efficacy of LAF is based on the rate of pH drop and its
final value, which rely on water activity, temperature
and process time, activity of starter and buffer
capacity. Practical utilization of fish by-products by
biotechnological means requires information on the
buffer capacity, endogenous protease activities, and
ash and protein contents, In this regard, the bioactive
peptide production from tuna wastes by LAF with
papaya and molasses as carbon sources has not been
reported to the best of our knowledge and the present
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work establishes the conditions for efficient bioprocess
production of antioxidant protein hydrolysates.

2 Materials and methods

2.1 Materials

Lactobacillus  plantarum  (APG-Eurozym) was
cultivated in Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar
at 30 °C and kept at 8 °C prior to use. Inoculum
was prepared in MRS broth by inoculation from
the bacterial slants and incubated at 30 °C for 24
h to reach a cell count of 108 colony-forming units
per millilitre (CFU/mL). Yellowfin tuna (Thunnus
albacares) wastes were obtained from a canned tuna
processing plant in Mazatlan (Sinaloa State, Mexico).
The wastes consisted of three factions: i) fresh viscera
(V), ii) heads, bones and fins (HBF) and iii) dark meat
(DM). The fish were manually gutted and abdominal
cavity was washed with water. Eviscerated fish was
steam cooked at 100 °C for 3 h. HBF and DM
were separated from fish. Each fraction was minced
separately through a 5 mm sieve using a meat mincer
(Torrey 32-3, Mexico) and stored at -20 °C. Sugar
cane molasses were supplied by sugar mill “El Molino
S.A. de C.V” in Nayarit state (Mexico). Papaya
fruit (Carica papaya L. var Maradol) at commercial
maturity (skin yellowed and orange soft pulp) was
harvested in the state of Veracruz (Mexico) and
milled in a blender prior to use. Soluble sugars in
molasses and papaya were determined by the method
of phenol sulphuric acid (Dubois et al 1956). Reagents
2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), acrylamide,
bisacrylamide, sodium dodecyl sulphate, Tris base,
Tricine, glycerol and ultra-low molecular weight
marker (1060-26600 Da) were supplied by Sigma-
Aldrich (USA). Electrophoresis grade Coomasie Blue
G-250, 2-mercaptoethanol and TEMED were supplied
by Bio-Rad (USA).

2.2 Determination  of tuna  wastes
proportions in the mixture, starter level
and papaya concentration for LAF

Tuna wastes in LAF varied upon the ratio of V
and HBF (wt/wt%): 64.9:7.2; 43.8:28.3; 33.3:39.3;
14.4:42.3; 7.2: 64.9. DM was kept at 27.9 wt/wt%
considering that this fraction presented the highest
protein content. Mixtures were analyzed on their
proteases activities (Bougatef er al., 2009) and ash
content (AOAC 1997). Five grams of tuna waste
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mixtures were homogenized in 50 ml of deionized
water.  Homogenates were equilibrated at 25°C
and stirred continuously during titrations with LA
(0.054N) employing pH meter equipped with a glass
electrode (pH 210 HANNA, Italy). Maximum buffer
capacity (?max) was estimated as the slope of pH-
neutralization curves in the immediate vicinity of pKa
value (pKa of LA=3.86) according to equation 1
(Baicu and Taylor, 2002).

dv
dpH ~

O2-y1)

(o2 = x1)

al-
max 4b -

(¢}

dV is expressed in mmol/l, Bmax in slykes (mmol of
LA required to titrate the pH of 1 g (wet wt) of tuna
mixture by one pH unit). The first derivative f(Xp) =
la/4b| is the slope of the tangent to the titration curve
at pKa location. Limits of linearity are (y2 — y;) and
(x2 — x1) of the pH-LA volume curve. Tangent and
linear portion of the curve were overlapped and their
slopes coincided.

The starter level was determined using 10
(wt/wt%) sugar cane molasses to the selected tuna
wastes mixture and inoculated with 5, 10 or 20 (v/wt%
wet basis) of L. plantarum at 30 °C. The integrated
Gompertz model was applied to analyze the kinetic
data of LA production as function of time t according
to the equation 2:

P = Ppaxexp(—bexp(—k1)) 2)
where Ppax is the maximum LA produced (r —
), b is a constant related to the initial conditions
(when + = 0, then P = Ppaxexp(—b)) and k is
the acidification rate constant. Kinetic constants
Prax, b and k were estimated by the non-linear
estimation programme STATISTICA (StatSoft, Inc.).
Maximum acid production rate (Vipax) was calculated
from parameters of the Gompertz model as Vipay =
0.368%k Pnax.-

After the establishment of selected ratio of
tuna wastes and inoculation level, several papaya
concentrations (10, 20, 30 and 50 wt/wt%) were
evaluated with 5 (wt/wt%) starter at 30 °C. Samples
were withdrawn for analyses every 24 h and up to 120
h.

2.3 LAF in packed bed column reactor

LAF was conducted in a stainless steel column reactor
placed in controlled temperature chamber (30 °C) and
filled with 4 kg of the tuna wastes, 5 (v/wt%) of
inoculum, 10 (wt/wt%) of molasses and 30 (wt/wt%)
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of papaya. After mixing, samples (200 g) were taken
from the reactor every 24 h and up to 120 h for
analyses. LAF samples were mixed in a 1:10 dilution
with deionized water, homogenized at 3200 rpm for
2 min in an Ultraturrax ® T 25 homogenizer (IKA,
Germany) and then centrifuged for 10 min at 15,000 g
(4 °C). The pellet was discarded and the supernatant
was filtered throughout 22 um pore cellulose filter
(Columbia Filter, Mexico).

2.4 Determination of pH, total titratable
acidity, sugars and organic acids

The pH of samples was measured in a pH meter
equipped with a glass electrode (pH 210 HANNA,
Ttaly). Samples were diluted in distilled water (1:10)
and total titratable acidity (TTA) was determined by
titration with sodium hydroxide (0.1N) until a final
pH of 7.5 and expressed as mmol of LA/g (Fabi er
al., 2007). Sugars and organic acid were determined
by HPLC according to the following methodology:
samples were diluted with distilled water (1:10) and
then homogenized by centrifugation for 20 min at
15,000 g (4 °C). Supernatants were analyzed in an
Agilent 1260 chromatographer (USA) equipped with
a refractive index detector and an Aminex® column
(BioRad) using H2804 solution (5 mM) as mobile
phase at 40 °C. Sucrose, glucose, fructose, LA and
acetic acid concentrations were determined according
to standard concentration curves.

2.5 Determination of degree of hydrolysis
(DH) in protein hydrolysates

a-Amino acid contents were determined by the
modified method of 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid
(TNBS) (Ramirez-Ramirez et al., 2008) using known
concentrations of L-leucine and expressed as mM of
a-amino acids. Percentage DH was calculated using
the equation 3.

_ [(NHl)rx - (NHZ)I'D]

DH=
[(NH2)#r — (NH2)0]

x 100 3)

where: (NH3),, is the amount of terminal ?-amino
groups released at the time of fermentation #,; (NHz),0
is the amount of terminal @-amino groups released at
the time of fermentation fo; (NH2)g7 is the amount of
terminal e-amino groups without fermenting obtained
after acid hydrolysis.
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2.6 Microbiological analysis

Decimal dilutions in 0.9 (wt/v%) of sterile NaCl
solution were prepared from samples in order to
determine viable cell count in MRS and brilliant green
bile (BD Bioxon, Mexico) agar plates for LAB and
enterobacteria, respectively.

2.7 Determination of proteolytic activities

Activities of acidic and neutral proteases were
determined employing hemoglobin and casein as
substrates, respectively. Hemoglobin was dissolved
in universal buffer (0.05 M) at pH 5 (Anson, 1938)
and casein solution was prepared in phosphate buffer
at pH 7 (Kunitz, 1947). A supernatant volume of 150
pL of was added to 1 mL of substrate (1 wt/v%) in
its respective buffer and incubated for 1 h at 35 °C.
The reaction was quenched by the addition of 1 mL
of trichloroacetic acid (5 wt/v%), centrifuged and the
supernatant absorbance measured at 280 nm. One unit
of enzymatic activity (U) was defined as the amount
of enzyme that produces an increment of 0.001 of
absorbance units per min under the assay conditions.

2.8 Determination of radical scavenging
activity (RSA)

Protein hydrolysate sample solutions were prepared
and RSA were determined for electron scavenging
activity using an Elexys Super X ® EPR spectrometer
(Bruker, Germany) under the following procedure:
different protein concentrations (20-1000 ug soluble
protein/mg) were prepared in test tubes to which 2 mL
of freshly prepared 0.1mM DPPH in methanol were
added. Tubes were stirred in a vortex and incubated
at 30 °C for 30 min in darkness. Then, sample
was placed in a quartz flat cell to measure under 4
averaged scans, 100 kHz field modulation frequency,
9.78 GHz microwave frequency and 5 mW microwave
power. Scavenging activity was calculated according
to equation 4.

1-H,
RSA =
( Ho

)x 100 “)
where H, and Hp were the height on the spectra
of the third resonance peak for samples with and
without protein, respectively. RSA determinations
were carried out by triplicate. Experimental data
were fitted to Probit statistical analysis in NCSS ®
programme (NCSS LLC. USA). ICso value was the
concentration of protein hydrolysates that inhibit 50%
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of DPPH radical scavenging activity (Bougatef et al.,
2010).

2.9 Determination of molecular weight of
protein hydrolysates by SDS-PAGE

LAF sample was suspended in 5 mL of acetic acid
solution (0.087M) prior to injection in a Sep-Pak C-
18 ® cartridge (Waters, USA) eluted with 5 mL
acetonitrile solution (50%). Eluted samples were
freeze dried and dissolved in buffer (12% SDS, 6%
mercaptoethanol, 30% glycerol, 0.05% Coomassie
blue G and 150mM TRIS HCI pH 7.0) and analyzed
by denaturing electrophoresis SDS-PAGE. Gels were
stained with coomassie blue (Bio-Rad, USA) and
analyzed with the image processing software (ImageJ
1.410 National Institutes of Health, USA).

3 Results and discussion

3.1 Selection of dark meat:viscera:heads,
bones and fins (DM:V:HBF) ratios in
mixture of Tuna wastes for lactic acid
fermentation

The proportion of fish waste fractions was determined
upon protein, ash contents, buffer capacity and
protease activity in the mixtures. The ash content
increased consistently with the HFB (Figure 1), which
might lead to raising the buffer capacity in fish
fractions. Nevertheless, the highest buffer capacity
was estimated in the mixture of 27.9:33.3:39.3
of DM:V:HBF, which also contained high protein
content, 84.24 + 2.96 % slykes. In this regard,
DM presented the highest protein content (50.06 +
1.12%) followed by V (46.22 + 0.55%) and HBF
(27.82+0.52%) (See supporting information 1 for
maxima buffer capacities (?max) for mixture of Tuna
wastes). The DM is a characteristic fish tissue that
contains high myoglobin content, which has buffering
capacity and, it enhances the diving capacity in marine
animals against the accumulation of LA produced by
muscle buffering under hypoxic conditions. Adequate
buffering capacity is required since fast acidification
during LAF can inhibit starter growth and negatively
affect protease activity; however, highly-buffered
substrate might slow down the pH decrease thereby
favoring the development of spoilage microorganisms
(Figure 1). Géngora and co-workers (2012) reported
that Lactobacillus plantarum was able to reduce the
pH to 4 in fish silage, however it presented inhibition
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Table 1. Kinetic constants of lactic acid in Tuna by-products with added 10(wt/wt%) of molasses fermentation for
production of protein hydrolysates with Lactobacillus plantarum as inoculum.

Papaya (wt/wt%) Inoculum level (v/wt%) Pmax (mmol/g) K (™) Viax (mmol/gh) R? pH
0 5 0.344 0.115 0.015 098  4.88+0.03¢
0 10 0.429 0.163 0.026 097  4.72+0.05¢
0 20 0.526 0.220 0.043 095 4.49+0.03¢
30 5 1.263 0.142 0.066 0.99  4.62+0.03”

Values with different superscript letters in the same column showed significant differences (p < 0.05) according to Tukey-Kramer

multiple comparison test.
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Fig. 1. Criteria employed for the selection of dark
meat:visceraheads, bones and fins (DM:V:HBF)
ratios in mixture of tuna wastes for lactic acid
fermentation expressed as maxima buffer capacities
(Bmax), proteases activities, protein and ash contents.

after 383 min at pH 3 and inability to grow at pH
2. It is noteworthy that DM and HBF samples were
previously cooked in the fishery and only V was
raw, neutral protease activity was directly related to
the amount of this ingredient in the mixture. The
level of endogenous enzymes in the mixture with
V of 33.3 wt/wt% was statistically grouped after
those with V ratios of 43.8 and 64.9 wt/wt%, but
higher than mixtures with V ratios of 7.21 and 14.42
wt/wt% (Figure 1). Therefore, based on the high
buffering capacity and protein content, as well as
active neutral digestive proteases the mixture of tuna
wastes with 27.9 wt/wt% of DM, 33.3 wt/wt% of V
and 39.3 wt/wt% of HBF was selected for further
experimentation.

3.2 Effect of inoculum level and papaya
concentration on acidification in LAF

LA production (TTA) in tuna by-products
fermentations with 10% of molasses and starter levels
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Fig. 2. Profile of acid production for fermentations
and their adjustment to the Gompertz model with 10
(wt/wt%) molasses varying starter level (e) 5, (o) 10,
(v) 20 (v/wt%) and with 5 (wt/wt%) of inoculum and
(A) with added 30 (wt/wt%) of papaya.

are shown in Figure 2. LA production presented
significant differences (@ < 0.95) at all tested levels
of inoculum. The Pnax and Vipax increased with
inoculation level, especially at 20%, whereas at 5%
and 10% the acidification rate (k) increment was not
significant, as well as pH after 120 h of fermentation.
Therefore, 5 v/wt% of starter was chosen for further
experimentation considering its cost in a scaled up
process.

Noteworthy, the ripeness of papaya would not
be a constraint when scaling up because the average
sugar contents in ripe papaya (43.5+0.39 mg sugars/g)
determined in eight samples taken on March and
December of 2007, 2012 and 2014 displayed no
significant differences among batches, which is
in agreement to similar studies by Goémez and
co-workers (2002) that determined no significant
differences between total soluble sugar of green (38.6
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Fig. 3. Graphical 3D representation of time course
of LA production of fermentations inoculated with 5
(wt/wt%) of L. plantarum and variations on papaya
levels.

mg sugars/g), intermediate (43.8 mg sugars/g) and
ripe (48.6 mg sugars/g) papaya. Therefore, the
commercially disregarded fruits owing to sensory
perceptions or low quality standards would be still of
use in our LAF system. The papaya concentration
and fermentation time had a significant effect on LA
as shown in Figure 3. The combination of papaya
level and time yielded the largest acid production.
According to the results, papaya level increased LA
production when time increased. The LAF carried
out with 30 or 50 (wt/wt%) of fruit contained enough
soluble sugars, however, at low papaya concentrations
(10 and 20 wt/wt%), the TTA decreased with time,
thus reaching a peak at 24 h that gradually fell
toward the end of the fermentation. By contrast,
high TTA (>0.6 mmol of LA/g LAF) values were
attained in LAF at increased fruit content (Figure
3). The treatment with 50 wt/wt% of papaya
displayed a steep decrease in pH and high TTA,
although the latter decreased significantly after 96
h, therefore, according to the experimental data, 30
wt/wt% of papaya supplemented with 10 wt/wt% of
molasses as carbon source (519.3 + 64.61mg sugars/g
molasses) ensured a stable acid production throughout
fermentation. As shown in Figure 4, treatments with
these favoring levels kept the pH near 4.6 with increase
in the LA as a consequence of the lactobacilli growth
which in turn, might inhibit spoilage microbiota
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as well as inhibitors such as hydrogen peroxide
and bacteriocins as reported by Todorov et al.
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Fig. 4. LAF with papaya (30 wt/wt%) and molasses
as carbon sources, Time course determinations of: a)
sugars and organic acids determined by HPLC (¢) pH,
(®) sucrose, (0) glucose, (v) fructose, (blacksquare)
LA and (O) acetic acid and b) (e) acidic, (o)
neutral proteases, (W) DH and (X) lactic acid bacteria
enumeration.

(2011). In the present work relatively high sucrose,
fructose and glucose consumptions were observed in
the first 24 h until reaching a stationary phase (Figure
4). In spite of using a homofermentative starter,
acetic acid was also found to a small extent, which
might be ascribed to heterofermentative endogenous
microflora. Both organic acids displayed inhibitory
effect on enterobacteria as it was determined by
microbiological analyses, as expected, owing to
the thermal pretreatment and the acidic conditions
afterwards. The viable cell count of lactobacilli
increases throughout the time course of the LAF
(Figure 4b) concomitantly with the sugar consumption
and LA production (Figure 4a), and additionally,
glucose and fructose decreased to low concentrations
toward the stationary phase.
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3.3 Determination
fermentation

of DH  during

The DH determined during time course of LAF
(Figure 4b) reached 89% at 120 h whereas reports
of enzymatic protein hydrolysis in fish show lower
values (4.7 to 30%), which might be explained by
proteolytic activities observed during our LAF (Figure
4b). Acidic protease activity was high when the
fermentation started but it decreased to null activity
at 96 h. However, neutral protease activity remained
throughout the fermentation, which resulted in an
increase of DH (Figure 4b). Keeping in mind that
protease activities in fish are mostly active from
neutral to mild acidic conditions, this observed activity
might be ascribed to trypsin-like and chymotrypsin-
like digestive enzymes (Sriket, 2014). In spite of
the acidic conditions during LAF, the activity of
acidic proteases decreased at long reaction times
that might be attributed to the cleavage by other
proteases such as fish digestion enzymes, papain
or microbial proteases. In this regard, pepsins
found in tuna viscera might present activities under
our LAF conditions in agreement to other studies
(Simpson, 2010). The pepsins from marine animals
were reported to have relatively higher optimum pH
and stability range (pH 2.0-4.0) for hydrolysis than
mammalian pepsins with a wide optimal temperature
range (37-55 °C) and additionally, the papaya source
presented neutral protease activity values of 0.767
+0.08 U/mg. According to Skelton (1968), papain
from Carica papaya displays a temperature range
from 25 °C (about 65% of maximal activity) to 70 °C
(about 60% of maximal activity) with and optimum
at 40 °C. In the present study, the pH ranges from 5
(70% maximal activity) to 8 (85% maximal activity)
and the optimum varied from 6 to 6.5. The proteolytic
activity from exogenous proteases with L. plantarum
is reported at pH above 4.0, similar to that in LAF, with
viable cell populations from 1.2 x 106 to 2.0 x 106
CFU/mL (Khalid and Marth, 1990), which is lower
than the 108 CFU/mL determined in our LAF. This
data provides further evidence of the relatively high
activity of proteases from papaya and fish by-products.
Finally, figure 5 shows the electrophoretic profiles of
initial time and LAF samples after 72 h, where high
molecular weight proteins (> ca 260 kDa) were not
detected but an increase of those with low molecular
weights. The SDS-Tricine gels display protein bands
below 8.7 kDa for the 96 and 120 h of LAF.
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Fig. 5. SDS-PAGE of proteins obtained by LAF

using papaya and molasses as carbon sources. Lane
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Fig. 6. EPR spectra in the range of concentrations
tested for determination of ICsy by fitting RSA data
to Probit model at 72h, where H, and Hy were the
heights on the spectra of the third resonance peak for
samples with and without protein, respectively.

3.4 RSA of protein hydrolysates

The group with the highest RSA was that from 72
and 96 h with ICsy of 5.75 + 1.04 ug/g and 7.6
+ 1.7 pg/g, respectively, however, samples from 24
and 48 h displayed ICsg of 10.82 + 1.9 and 9.06 +
1.06 pg/g, respectively (See Supporting information
2 for EPR spectra in the range of concentrations
tested for determination of ICsq by fitting RSA data
to Probit model). In this regard, inherent proteins,
melanoidins and polyphenols in fruit well might
explain the observed RSA (ICsg of 23.24 + 1.04 ug/g)
at the beginning of LAF (Fig. 6b). However, RSA
was retrieved by the release of hydrolysates from
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protein (Fig. 3c). Je et al. (2007) and Bougatef er
al. (2010) also reported relatively high activities with
low molecular weight peptides from fish, included
in a cryptic form in the sequence of the precursor
protein molecules and released after the hydrolysis
therefore the contribution to RSA of other components
in the LAF mixture in addition to the formed protein
hydrolysates cannot be ruled out (Wang et al., 2008;
Kumar et al., 2010; Zhang et al., 2012). Generally
though, RSA in fish wastes has been attributed to
proteins and peptides with increased hydrophobicity
that displayed antioxidant properties as an important
factor for increasing interaction with free radicals
(Chalamaiah et al., 2012; Chi et al., 2015).

Conclusions

This work describes a detailed study on the important
variables involved in the biotechnological process
for exploitation of tuna wastes which can be used
profitably toward production of added value protein
hydrolysates, which besides nutritional value, could
also present potential human and animal health
promotion. The highest buffer capacity was estimated
in the mixture of 27.9:33.3:39.3 of DM:V:HBF, which
also contained high protein content, 84.24 + 2.96
% slykes. In addition papaya represents a useful
carbon source in tropical countries and therefore,
the Lactobacillus plantarum fermentation of tuna
using papaya fruit and molasses proved successful
for this purpose. The potential scaling up of this
biotechnological process is envisaged.
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Nomenclature

b a constant related to the initial conditions

(when t=0, then P = Pyax exp(—b))

Pmax maximum buffer capacity
CFU/mL  colony-forming units per milliliter
DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
GHz gigahertz
GRAS generally recognized as safe
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ICsg half of inhibitory concentration
k acidification rate constant

LA lactic acid

LAB lactic acid bacteria

LAF lactic acid fermentation

MRS  Man, Rogosa and Sharpe medium
Prax maximum LA produced (1 — o)
TNBS  2.4,6-trinitrobenzenesulfonic acid

8] unit of enzymatic activity

Vinax maximum acid production rate
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Anexo

13. Anexo
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Tiempo (min)
Pico pm (kDa) TR (min) mg
1 Tiroglobulina 670 81.31 5
2 y-globulina 158 103.52 5
3 Ovalbumina 44 133.39 5
4 Mioglobina 17 232.83 2.5
5 Insulina 5.8 346.88 6.94

Figura 1. Separacion de estandar de proteinas mediante cromatografia de exclusion

molecular con una columna Sephacryl S-100.
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