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RESUMEN:

Se realizaron hidrolizados con restos del fileteado de tilapia utilizando extractos de pifia y papaya
como fuente de enzimas proteoliticas (bromelina y papaina). Se obtuvieron muestras de los
hidrolizados a diferentes tiempos (30 minutos, 1, 24, 48 y 72 horas) eliminando los sdlidos por
centrifugacion. Los péptidos solubles fueron separados mediante precipitacién de proteinas con
TCA, y la absorbancia a 280 nm del sobrenadante fue utilizada como medida de su concentracion.
La capacidad antioxidante de los péptidos obtenidos con bromelina y papaina a diferentes tiempos
de hidrdlisis fue determinada mediante la prueba de ORAC. Los péptidos obtenidos del hidrolizado
elaborado a base de cascara de pifia mostraron la mayor actividad antioxidante.

ABSTRACT:

Hydrolysates from byproducts of fish filleting were obtained using pineapple and papaya as a source
of proteolytic enzymes (bromelain and papain). Samples from the hydrolysates were obtained at
different times (30 minutes, 1, 24, 48 y 72 hours), and all the solids were eliminated through
centrifugation. The soluble peptides were separated by precipitating the protein fraction with TCA.
Absorbance at 280 nm of the soluble fraction was used as a measure of the peptide concentration.
The peptides antioxidant capacity was determined through the ORAC test. Peptides obtained from
the pineapple peel showed the highest antioxidant activity.
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INTRODUCCION

Actualmente en México se cultiva tilapia en 31 estados de la Republica, cuya
produccion se destina principalmente al consumo humano. Tan sélo durante el 2013
la produccion de tilapia en México mediante acuicultura fue de 96,827 toneladas y
tan solo 5,212 toneladas a través de captura (Sagarpa, 2013). Del procesamiento
de tilapia se generar subproductos equivalentes al 35% del peso, los cuales
generalmente al no ser aprovechados se convierten en un serio problema
econdémico y ambiental. Derivado de lo anterior, en los ultimos afos se ha buscado
en las industrias acuicola y pesquera una forma de optimizar los subproductos
(Beaulieu et al., 2009). Se han utilizado residuos de diferentes especies de pescado
para generar hidrolizados de proteinas con propiedades funcionales, entre los
cuales se encuentran los arenques (Clupea sp) (Hoyle y Merritt,1994; Sathivel et al.,
2003), el capelin (Mallotus sp) (Shahidi et al., 1995), la merluza (Merluccius sp)
(Benjakul y Morrissey, 1997) asi como el bacalao (Gadus morhua)y el salmon
(Salmo salar) que son las especies mas usadas para este fin (Liaset et al., 2003;
Aspmo et al., 2005; Slizyte et al., 2005). El uso de hidrolizados es muy diverso y se
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han venido empleando como fuente de nitrégeno en dietas entéricas para nifios y
adultos enfermos (Lebenthal et al., 1983), como ingrediente en cultivos microbianos
(Gildberg et al.,, 1989), como suplemento para aumentar el valor nutritivo de
alimentos con bajo contenido proteico y de manera muy extensa en alimentacion
animal (Shahibi y Venugopal, 1994; Strom y Raa, 1991). La hidrdlisis conlleva a la
disociacion de la estructura primaria de la proteina, y a su fragmentacion en péptidos
y aminodcidos libres (Rustad, 2013). Estos hidrolizados pueden ser obtenidos
mediantes métodos quimicos o enzimaticos (Li et al., 2010). Dentro de este
contexto, la hidrélisis enzimética presentan numerosas ventajas como la
selectividad de la enzima utilizada, condiciones moderadas de temperatura y pH,
asi como la no adicién de sustancias extrafias (Bucciy Unlu, 2000). En particular se
han usado diversas enzimas con el fin de mejorar las propiedades de hidrolizados
de pescado (Sugiyama et al., 1991; Briones-Martinez et al., 1994; Shahidi et al.,
1995; Benjakul y Morrissey, 1997). Entre las enzimas vegetales destacan la papaina
de la papaya y la bromelaina de la pifia (endoproteasas cisteinicas), las cuales han
sido utilizadas como ablandadores de carne, para mejorar algunas funcionalidades
de proteinas, o para resaltar el sabor de alimentos (Briones-Martinez y Cortés
Vazquez, 2008).

Los péptidos provenientes de la hidrdlisis de proteinas generan cambios en la
molécula tales como: incremento en la carga, exposicion de grupos hidrofébicos y
desenmascaramiento de cadenas laterales reactivas de algunos aminoacidos
(Caessens et al., 1999). Estas caracteristicas les confieren propiedades funcionales
a algunos péptidos tales como una mayor digestibilidad, hipoalergenicidad y
actividad antimicrobiana y/o antioxidante (Van der Ven 2002). Estos péptidos son
principalmente secuencias de 3 a 20 aminoacidos inactivos en el interior de la
proteina precursora. Tras la administracion oral, pueden atravesar el epitelio
intestinal y llegar a tejidos periféricos y pueden ejercer su efecto sobre los sistemas
cardiovascular, digestivo, inmunolégico y nervioso, entre otros. El estudio de
péptidos antioxidantes ha sido un reto en los ultimos afios, habiéndose identificado
numerosos péptidos que presentan actividad antioxidante en diferentes alimentos.
Estos actdan impidiendo que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-
interactuar mas rapido con los radicales libres que con el resto de las moléculas
presentes en un determinado microambiente. Sin embargo, la funcionalidad de los
péptidos obtenidos esta influenciada por el grado de hidrdlisis, la especificidad de la
enzima y las condiciones de hidrolisis. Considerando lo anterior, el proposito del
presente trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante de péptidos obtenidos de la
hidrolisis de subproductos de tilapia producidos con pifia y papaya como fuentes de
enzimas.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracién de los extractos enzimaticos: Se elaboraron extractos de pulpa de
pifia (PP), de cascara de pifia (CP) y extracto de papaya (P). La razén por la que no
se incluyé cascara de papaya fue la poca cantidad de material obtenido. Las
muestras de frutas se cortaron cubos de aproximadamente 1 cm y se colocaron en
un matrdz con buffer citratos - fosfatos, pH 5 para pifia y cascara de pifia y pH 6
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para papaya. Posteriormente, se mantuvieron a 4°C durante 24 h y se recupero la
solucion de buffer-extracto para ser centrifugadada a 14,000 rpm durate 15 min. La
concentracion de proteina soluble en el extracto enzimatico fue determinada
mediante el método de Bradford (1976). La actividad proteolitica de los extractos
fue evaluada mediante la hidrolisis de caseina 1%, mezclando 0.1ml de extracto
enzimatico, 0.5ml de buffer correspondiente y 0.5ml de sustrato. La mezcla se
incub6 durante 30 min a 37°C. Posteriormente se agregd 0.5 ml de TCA al 12% frio
y por ultimo se centrifug6 a 10,000 rpm durante 5 minutos y se midi6 la absorbancia
del sobrenadante a 280nm.

Elaboracion de hidrolizados: Se colocaron 40 gramos de filete de tilapia en
frascos a los cuales se les agregé 20 ml de extracto enzimatico y 20 ml de buffer
correspondiente para pifia 0 papaya. Los frascos se colocaron en una incubadora a
37°Cy se tomd una muestra de 1.5 ml de cada uno de los frascos a los 30 minutos,
1, 24, 48 y 72 horas. Una vez que fue tomada la muestra, se ajust6 el pH al valor
inicial con acido Citrico (0.1 M) o fosfato disddico anhidro (0.2 M). Las muestras se
llevaron a congelacion para su posterior andlisis. Este procedimiento fue replicado
utilizando 20 gramos de fruta (PP, CP y P) en lugar del extracto enzimatico y 40 ml
de buffer. La concentracion de proteina soluble en las muestras de hidrolizados fue
determinada mediante el método de Bradford (1976).

Separacién y cuantificacion de péptidos: Para la separaciéon de los péptidos las
muestras de hidrolizados fueron mezclados con un voliumen igual de acido
tricloroacético al 12% y se mantuvieron a 4°C durante media hora. Posteriormente
se centrifugaron a 14,000 rpm y 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante fue
recuperado y se registro la absorbancia a 280 nm para ser utilizada como medida
de la cocentracién de péptidos. En este caso también se determind la proteina
soluble por el método de Bradford (1976).

Determinacion de la capacidad antioxidante: Las muestras de péptidos solubles
obtenidos fueron evaluadas mediante la técnica de ORAC (Huang et al. 2002). El
ensayo se realizé en un lector de microplacas Synergy 2 (Biotek) utilizando el radical
AAPH y una curva estandar Trolox de 0 a 100 uM. La pérdida de fluoresencia de la
fluoroseina (485 nm de exitacion y 528 nm de emision) fue registrada cada minuto
y los célculos del &rea bajo la curva fueron realizados con el sofware Gen5 (Biotek).
La capacidad antioxidante de las muestras fue expresada como equivalentes de
Trolox (uM).

Todos los analisis se realizaron por triplicado y en las figuras solo se presentan las
medias de cada determinacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos enziméticos

La mayor extraccion de proteina se obtuvo con la pulpa de pifia, seguida de la
papaya y la cascara de pifia. Sin embargo, la mayor actividad enziméatica proteolitica
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se obtuvo con el extracto de cascara de pifia, seguido por la pulpa de pifia y la
papaya.
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Péptidos solubles
Los péptidos solubles obtenidos con extractos enzimaticos de pulpa y cascara de
pifia se incrementaron principalmente entre las 24 y 48 h de hidrdlisis, mientras que
los obtenidos con extracto de papaya se incrementd gradualmente con un maximo
a las 72 h. Cuando se utilizé fruta completa el resultado fue similar con los tres
hidrolizados, con valores maximos entre 24 y 48 h de hidrolisis.
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Hidrolizados de proteinas de tilapia con
extractos de pifia y papaya
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partir de extractos enzimaticos de frutas fue mayor con la papaya (P) a las 72 h.
Mientras que con pulpa de pifia (PP) y cascara de pifia (CP) se increment6 hasta
las 48 horas y disminuyo a las 72 h. Cuando se utilizé fruta completa, la mayor
concentracion de proteina se obtuvo a las 48 h con pulpa de pifia, seguido por los
hidrolizados con papaya, mientras que con la cascara de pifia el mayor pico se
presenté a las 24 h. En todos los casos las variaciones en la concentracion de
proteina podria estar mas relacionada con la afinidad entre el reactivo de Bradford
y la estructura de los péptidos en cada muestra.
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Capacidad Antioxidante de los péptidos solubles

En todas las muestras de péptidos solubles se obtuvo un incremento de la
capacidad antioxidante a las 24 horas de hidrdlisis. Los péptidos obtenidos con
extracto de cascara de pifia a las 72 y 48 h presentaron la mayor capacidad
antioxidante. Cuando se utilizé fruta completa, igualmente, los péptidos obtenidos
de cascara de pifia presentaron mayor actividad antioxidante, pero en este caso fue
alas 48y 24 h.
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Las figuras de concentracion de péptidos solubles y de actividad antioxidante
presentan patrones generales muy similares, indicando una relacién entre la
cantidad de péptidos y la actividad antioxidante.

CONCLUSIONES

Es factible la elaboracion de hidrolizados a partir de de subproductos de tilapia
utilizando papaya o pifia como fuentes de papaina o bromelaina. Se comprob6 que
los hidrolizados contienen péptidos bioactivos con capacidad antioxidante. El tiempo
de hidrdlisis para la mayor generacion de péptidos se observo entre las 24y 48 h a
37°C. Los péptidos con mayor actividad antioxidante fueron los producidos con
cascara de pifia. La siguiente etapa de este trabajo sera evaluar la funcionalidad de
los péptidos en bioensayos con animales.
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