“Prototipo de alimento funcional a base de musculo de
pescado fermentado con bacterias acido lacticas™

Tesis de grado

Alumno: Joel Eliseo Ibafiez Calderén
Asesora: Dra. Marisol Vallejo

Director: Lic. Franco M. Sosa



Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco - Facultad de Ciencias Naturales
J y Ciencias de la Salud - Sede Trelew

Tabla de contenidos

Introduccion 1
Produccion en Argentina 1
Consumo de pescado 2
Produccion de pescado y su conservacion 3
Alimentos funcionales 4
Diabetes 5
Microorganismos “starter”” o iniciadores 6

Las bacterias acido lacticas como probidticos 6
Estatus GRAS y QPS 7
Propiedades funcionales y tecnoldgicas de las BAL 8
Alimentos fermentados 10
Generalidades 10
Beneficios para la salud 11
Pescado fermentado 11

Objetivo General 13

Objetivos Especificos 13

Materiales y métodos 14
1- Material bioldgico. Seleccion de cepas 14
2- Medios de cultivo y condiciones 14
3- Preparacion del alimento funcional 14
4- Toma de muestra 14
5- Evaluacion del proceso de fermentacion del alimento funcional 15

5.1. Determinacion del pH y viabilidad de las BAL 15

5.2. Analisis microbiolégicos del alimento funcional 15

6- Actividad inhibitoria del alimento funcional 15

7- Determinacion de fracciones proteicas 16

8- Actividad antioxidante 16

8.1. DPPH 16

8.2. CUPRAC 16

9- Actividad inhibitoria sobre enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2 17

9.1. Determinacion de la capacidad inhibitoria de la a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) 17
9.2. Determinacion de la capacidad inhibitoria de a-amilasa pancreatica (EC 3.2.1.1)

17

10- Analisis estadistico 18

Resultados y discusiones 19
Reduccion de pH durante la fermentacion 19
Analisis microbiologico 20

Recuento de BAL y aerobios totales 20

Calidad microbiologica 21



Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco - Facultad de Ciencias Naturales
y Ciencias de la Salud - Sede Trelew

%,
%
%
z
H
3
g
&
¥

ED
s nap mao®

Actividad antilisteria del alimento funcional 22
Determinacion de fraccion proteica 22
Actividad antioxidante 24
Actividad inhibitoria sobre enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2 25

Conclusiones 28
Referencias 30

Lista de figuras y tablas

Figura 1: Mapa de distribucion del pez gallo (Callorhinchus callorynchus). 2
Figura 2: Evolucion del pH durante el periodo de fermentacion. 19
Figura 3: Fraccion proteica soluble en tricloroacético y agua del alimento. 23
Figura 4: Diagramas de Lineweaver-Burk de a-amilasa y a-glucosidasa en

diferentes etapas de la fermentacion 27
Tabla 1: Recuento de microorganismos en el alimento. 20

Tabla 2: Capacidad antioxidante durante el periodo de fermentacion. 25



i

Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco - Facultad de Ciencias Naturales
y Ciencias de la Salud - Sede Trelew

z
H
3
F
&
N3
&

L S
2 ol
s nap mao®

Agradecimientos

Primero quisiera agradecer a mi director Franco, a mi asesora Marisol y a Rogelio, no s6lo me
solucionaron el trabajo de tesis en tiempo récord, sino que también me tuvieron mucha
paciencia y comprension durante la realizacion y la escritura de esta Tesis. No sdlo aportaron
conocimiento, sino su tiempo. Por ello les estoy y estaré agradecido siempre.

Mis papas, Magalis y Eliseo (Cheo), me dieron absolutamente todo para que yo pueda estudiar

y formarme como persona. Mis hermanos, Jacque y Seba, que siempre que pudieron me dieron
una mano y me apoyaron.

Mis amigos de secundaria, que son muchos para ndmbralos, por ser la segunda familia que elegi
y estuvieron en todos los momentos.

Mis amigas y amigo de la universidad, Aylen, Azul, Evelyn, Lucia y Kevin, no sélo fueron
compafieros en muchas materias, sino que siempre estuvieron para ayudarme en lo que
necesitara y fueron clave en muchas cosas durante la universidad.

Un agradecimiento muy especial a Loreley, que no sélo fue una docente espectacular, sino que
una persona maravillosa.

A toda la comunidad educativa, docentes, alumnos, companeros, y demés. Todos aportaron su
grano de arena para que pueda formarme personal y profesionalmente.

Y sobre todo esto, quiero agradecer a Dios que SIEMPRE estuvo conmigo, momentos malos,
momentos buenos, momentos déonde no sabia donde ir o que hacer. Por mas que muchas veces
no estuve muy cerca de ¢l, su contencion y guia siempre estuvieron.

Lamento si me olvidé o no nombré a alguien, pero quiero que sepan que todas las personas que

alguna vez se relacionaron conmigo o me invitaron un mate, todos tuvieron su aporte en este
tramo de vida.

Por tltimo, quiero dejar un lindo texto biblico que me gusto:

jJamas podria escaparme de tu Espiritu! jJamas podria huir de tu presencia! Si subo al
cielo, alli estas tu; si desciendo a la tumba, alli estas tu. Si cabalgo sobre las alas de la
manana, si habito junto a los océanos mas lejanos, aun alli me guiara tu mano y me
sostendra tu fuerza. Salmos 139:7-10



i

Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco - Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud - Sede Trelew

%
E]
=
3
=
i
i~3
&
-

4
S
%’?ﬂmn [T

Introduccion

La pesca y acuicultura son actividades que tienen un fuerte impacto tanto por su valor
econdmico como por su valor en la sociedad, sin olvidar su impacto ecoldégico. En la edicion
del 2024 de “El Estado Mundial de la Pesca y la Acuicultura” (FAO, 2024) se sefiala que la
produccion pesquera y acuicola mundial en 2022 ascendi6 a 223,2 millones de toneladas, un
4,4% mas que en 2020. La produccion sin precedentes de alimentos de origen acudtico pone de
manifiesto el potencial del sector para hacer frente a la inseguridad alimentaria y la
malnutriciéon. Argentina no es la excepcion en estas actividades; la produccion total crecid un
1% en el mismo periodo (FAO, 2024). Segtin el mencionado informe, el 89% de la produccion
total de animales acudticos se destind a consumo humano, equivalente a unos 20,7 kg per capita
en 2022. El resto se destind a usos no alimentarios, principalmente a la produccion de harina y
aceite de pescado.

Segiin Noreen et al. (2025), el pescado es un alimento con alto valor nutricional,
caracterizdndose por una amplia variedad de macro y micronutrientes. La composicion quimica
especifica varia entre especies, aunque comparten un perfil similar entre ellos:

Carbohidratos: la presencia de carbohidratos es casi nula con valores de <0,5%.

Lipidos: el contenido lipidico permite clasificar a los peces en 3 grupos: magros
(<2,5%), semigrasos (2,5-6%) y grasos (6-25%). Ademads, poseen acidos grasos
poliinsaturados omega-3, como EPA (acido eicosapentaecnoico) y DHA (écido
docosahexanoico), y omega 6.

Proteinas: son el principal macronutriente, comprendiendo entre el 15-24% de su
composicion.

Vitaminas y minerales: dependiendo de la especie de pescado, se pueden encontrar una
variedad de vitaminas como A, D, E y K. Mientras que los minerales que puede poseer
son selenio, zinc, hierro, yodo y fosforo.

Agua: es el componente principal aportando casi la totalidad de su composicion,
encontrandose en un 66-81%.

Produccion en Argentina

En el afio 2024, el 84% de las exportaciones de la actividad pesquera nacional correspondieron
a tres especies: merluza (Merluccius hubbsi), calamar (Illex argentinus) y langostino (Pleoticus
muelleri), siendo esta ultima especie la responsable del 27% del valor total de la exportacion.
Particularmente en la provincia de Chubut, la pesca de langostino tiene una importancia
nacional destacada, con un 40% de los desembarques registrados en Puerto Madryn y un 41%
en Puerto Rawson (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Republica Argentina,
2025).

Las flotas de la provincia de Chubut presentan una pesca enfocada en merluza y langostino
utilizando técnicas de arrastre (Schulze & Gongora, 2022). Segiin Pettovello (2016) una
consecuencia negativa de estas técnicas es su baja selectividad, provocando que varias especies
capturadas de forma incidental (bycatch) no sean utilizadas, resultando descartadas o no
aprovechadas. Una de varias especies afectadas por el bycatch es el pez gallo (Callorhinchus
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callorynchus (Linnaeus, 1758)) (Bovcon et al., 2013). Es un pez holocéfalo perteneciente a los
condrictios, caracterizado por su hocico modificado en proboscis (trompa), las hembras
alcanzan tallas de hasta 70 cm con un peso maximo de 5,5 kg, mientras que los machos alcanzan
los 61 cm y 2,3 kg. Se distribuye desde el sur de Brasil hasta Pert, pasando por Uruguay,
Argentina y Chile, y desde la linea de costa hasta los 200 m (Bovcon et al., 2018) (Figura 1).

Figura 1: Mapa de distribucién del pez gallo
(Callorhinchus callorynchus).
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Mapa basado en datos de probabilidad de ocurrencia de Aquamaps.

Las capturas de pez gallo registradas en Chubut para el periodo 2022-2025 fueron: 167,82 t
(2022), 71,97 t (2023), 75,55 t (2024), y 93,2 t (hasta noviembre de 2025). Si bien estas
cantidades representan menos del 1% de la captura total anual, su relevancia radica en que
continta siendo un subproducto desaprovechado por la industria pesquera y alimenticia, cuyo
destino se limita al consumo local o es tratado como descarte (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Republica Argentina, 2025).

Consumo de pescado

El consumo aparente mundial de alimentos derivados de animales acuaticos alcanzo los 162,5
millones de toneladas en 2021. Esta cifra ha aumentado a un ritmo casi dos veces superior al de

la poblacién mundial desde 1961, con un consumo mundial anual per capita que ha pasado de
9,1 kg en 1961 a 20,7 kg en 2022. Segun los datos de la FAO, Argentina se encuentra dentro
de los primeros 30 paises mas productivos del mundo hasta el 2022, exportando casi el 90% de
su produccion en forma de productos congelados, con un bajo nivel de procesamiento y poco
valor agregado. El consumo de productos pesqueros en Argentina se limita principalmente a
filet de merluza, debido a la cultura y el poco conocimiento de comidas y preparaciones que
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existen (Hirt-Chabbert ef al., 2024). El consumo de pescado en 2022 (kg per cépita por afio) en
Argentina (7,14) es bajo comparandolo a paises sudamericanos como Uruguay (11,91), Chile
(14,44), Peru (26,69), y ain més a escala global con paises como Japon (44,98), Islandia (85,40)
y Maldivas (80,03) (FAO, s.f).

Produccion de pescado y su conservacion

Segtin el informe de la FAO del 2024 antes mencionado, la mayor parte de la produccion de
pescados durante el 2022 fue destinada al consumo humano. Las preferencias en el mercado
indicaron que 43% de la produccion se bas6 en pescados vivos, frescos o refrigerados; un 35%
de congelados; un 12% de preparados y conserva; un 10% de curados, que incluye practicas
como el secado, salazon, salmueras, fermentados o ahumados. Cabe resaltar que estos datos
corresponden a un andlisis global y que cada pais, e incluso regiones, pueden variar en los
habitos de consumo, influenciados principalmente por la cultura, regulaciones sanitarias,
ingresos del pais y la relacion PBI/capital.

Los peces son una fuente de diferentes macronutrientes y micronutrientes, junto con la
combinacion de la elevada cantidad de agua, el pH neutro y la presencia de multiples
microorganismos provocan que la duracion de la frescura, luego de ser capturado, sea
relativamente corta. Distintos procesos microbioldgicos y bioquimicos deterioran el pescado,
lo que perjudica la seguridad alimentaria y provoca la pérdida de nutrientes y propiedades
organolépticas. Por esto mismo, se han desarrollado diferentes técnicas de conservacion
tradicionales y no tradicionales. Entre las tradicionales se encuentran la salazon, ahumado,
secado y la utilizacion de salmueras, siendo el objetivo de estas técnicas la reduccion del agua
(actividad de agua) del pescado como factor mas importante, sin embargo, algunas de esas
técnicas mencionadas conducen a la pérdida de algunas propiedades organolépticas. Dentro de
las no tradicionales se encuentran el enfriamiento, la congelacion, hielo en suspension,
envasado al vacio, cuyo objetivo es mantener la frescura del pescado ralentizando la
descomposicion y la proliferacion de microorganismos patdogenos (Aljizani & Shafi, 2024;
FAO, 2024). Estas formas de conservacion de pescado pueden considerarse un valor agregado
ya que permiten prolongar su frescura o aumentar su vida util, satisfaciendo las demandas de
los mercados. Las formas de preservacion nombradas anteriormente no siempre son del todo
exitosas, ya sea por costos asociados al equipamiento o materiales, por alteraciones indeseadas
en las propiedades organolépticas o por imposibilidades debido a agentes externos (como el
ambiente o factores relacionados a las buenas practicas de manufactura) (Mohan et al., 2020).
Ante esto surge el método de la fermentacion, capaz de darle un valor agregado superior al
pescado, ya que no solo permite una mejoria en su conservacion, sino que también le provee
diferentes compuestos bioactivos y cambios en sus propiedades organolépticas, como sabor,
textura o aromas. Uno de sus grandes valores radica en la variedad de productos resultantes,
dependiendo de distintos factores: el tipo o clase de pescado y sus partes a utilizar; la variedad
de condimentos empleados (principalmente NaCl); los microorganismos utilizados (ya sea de
forma espontanea o agregado de cultivos especificos) y las condiciones de fermentacion (Li et
al., 2024).

La inocuidad es uno de los elementos fundamentales durante la produccién de alimentos,
garantizando la seguridad del consumidor. A través de la linea productiva, los alimentos pueden
ser contaminados por agentes bioldgicos, quimicos o fisicos. Los posibles contaminantes de los
peces son dependientes de factores enddgenos (propios del organismo) y exodgenos
(ambientales). Entre los principales contaminantes se encuentran una variedad de
microorganismos, los cuales se disponen en diferentes 6rganos y tejidos de los peces vivos y
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recién capturados, como son la piel, las branquias e intestinos, siendo responsables del deterioro
de los peces capturados. Los musculos de peces sanos o recién capturados son estériles, luego
de que ocurre la muerte los microorganismos que se encontraban en la superficie comienzan a
invadir los tejidos internos, estos son responsables de la descomposicion del pescado, y muchos
de ellos son de interés bromatologico por ser potenciales patdégenos de humanos, como
Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp., Vibrio spp.,
entre otros (Cortés-Sanchez et al., 2024).

Alimentos funcionales

En la década del 80, el gobierno de Japon a través del Ministerio de Educacion, Ciencia y
Cultura, desarrollo la idea de los alimentos funcionales como un medio para mejorar la salud
de dicha nacién y, por lo tanto, reducir los costos asociados a la salud. Ademas, recomendaron
que el desarrollo especifico de estos alimentos sea de bajo costo, optimizando sus tierras fértiles
con un valor agregado en sus productos basados en los compuestos bioactivos (Viell, 2001).

Enriquez-Estrella et al. (2022) definen el concepto de alimento funcional como: “Un alimento
que demuestra satisfactoriamente que puede afectar beneficiosamente a una o mas funciones
objetivas del cuerpo humano, mas alld de la nutricién adecuada. Los alimentos funcionales
deben seguir siendo alimentos y deben demostrar sus efectos en cantidades que normalmente
cabe esperar que se consuman en la dieta: no son pastillas ni capsulas, sino parte de un patrén
alimentario normal. Ademas de las caracteristicas nutricionales, tienen propiedades que afectan
positivamente en una o mas funciones fisioldgicas. Esta caracteristica esta relacionada con los
componentes bioactivos y también depende de los diversos tratamientos tecnologicos aplicados
a los alimentos”. Los compuestos bioactivos que se pueden encontrar en estos tipos de
alimentos son: probidticos, flavonoides y carotenoides, todos ellos aportan un beneficio
potencial al ser agregados o estar presentes en los alimentos.

Bajo este concepto se puede considerar al pescado como un alimento funcional per se, ya que
ademas de poseer nutrientes, posee compuestos bioactivos que tienen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, neuroprotectoras, cardioprotectoras y hepatoprotectoras, entre
otras. Aunque se han hecho diversos estudios en diferentes especies de peces, la informacion
que se tiene sobre estos bioactivos sigue siendo escasa (Chen et al., 2022; Noreen et al., 2025).

La legislacion sobre estos productos es compleja porque resulta dificil establecer categorias
bien definidas para el amplio espectro de alimentos que se comenzaron a ofrecer en el mercado.
Sin embargo, muchos paises han avanzado en la idea de alimentos saludables para aquellos que
relacionen sus propiedades con algin beneficio para la salud comprobado cientificamente
(Wang et al., 2021).

Diabetes

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica degenerativa, no transmisible que se caracteriza
por el aumento de la glucosa en sangre (hiperglucemia) persistente, debido a la poca o nula
produccion de insulina, o la resistencia a su efecto. Existen dos tipos de diabetes, la diabetes
tipo 1 es una enfermedad autoinmune caracterizada por la destruccion selectiva de las células
beta del pancreas productoras de insulina, y la diabetes tipo 2 caracterizada por una primera
resistencia a la insulina, y una posterior y progresiva disfuncion de las células beta (Jerez
Fernandez et al., 2022). Se estima que en el mundo hay aproximadamente 588,7 millones de
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personas (entre 20 y 79 afios) con diabetes en 2024 representando una prevalencia del 11,1, y
se espera que para 2050 haya un total de 852,5 millones, representando una prevalencia de 13%,
también se estima que el 90% de los casos corresponden a casos de diabetes mellitus tipo 2. En
el caso de Argentina se estima que 4,3 millones de personas entre 20y 79 afios padecen diabetes,
representando un 14% de prevalencia (IDF, 2025).

Ambos tipos de diabetes mellitus tienen origenes de aparicion diferentes y su progresion en el
tiempo difiere, pero las complicaciones a largo plazo son similares. Las principales
complicaciones que aparecen son microvasculares (retinopatias, nefropatias, neuropatias) y
macrovasculares (aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares, enfermedades arteriales
periféricas, derrames cerebrales), aunque también se ha comenzado a evidenciar asociacion
epidemologica con otras afecciones como diferentes tipos de cancer, infecciones, apneas de
suefo, demencia, Alzheimer, entre otras. La causa principal (aunque no uUnica) de las
complicaciones se relaciona con las hiperglucemias, las cuales conducen a rutas metabolicas
que culminan en la generacion de productos que dafian tejidos vasculares y tisulares, como la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS “reactive oxygen species”) (Fowler, 2008;
Jerez Fernandez et al., 2022; Tomic et al., 2022). Si bien actualmente no existe una cura
definitiva para la diabetes mellitus, existen tratamientos que pueden retrasar las complicaciones
mencionadas, haciendo posible que las personas lleven un estilo de vida normal. El tratamiento
integral de la diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 incluye una dieta con ingesta de nutrientes de
forma controlada, ejercicio fisico regular y un abordaje farmacolédgico. En la diabetes tipo 1, el
tratamiento principal consiste en la administracion de insulina exdgena de forma regular. En la
diabetes tipo 2 el tratamiento puede variar seguin el paciente, basado en la administracion de
insulina exogena o en la administracion de hipoglucemiantes no insulina, como son biguanidas,
inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4) y analogos del GLP-1, sulfonilureas e
inhibidores del cotransportador sodio-glucosa de tipo 2 (SGLT-2) (Jerez Fernandez et al.,
2022). Otro tipo de tratamiento es retrasar la absorcion de glucosa mediante inhibidores de
enzimas digestivas, como las a-amilasas o a-glucosidasas. Los farmacos mas utilizados son la
acarbosa, miglitol y volglibosa, aunque muchos presentan efectos secundarios en los pacientes.
Por esta razon, se investigan alternativas naturales de inhibidores de enzimas digestivas con
menor o sin efectos secundarios, ampliando la variedad de tratamientos (Li et al., 2022).

Microorganismos “starter” o iniciadores

La produccion de alimentos fermentados tradicionales involucra el uso de diferentes
microorganismos obtenidos de forma espontdnea, ya sea del ambiente o de productos
anteriormente fermentados. Ademas, las distintas condiciones en las que pueden llevarse a cabo
las fermentaciones permiten la generacion de diversos productos, incluso a partir de las mismas
materias primas. Por otro lado, la inoculacion de cepas especificas y el control de las
condiciones permiten regular la velocidad y el rendimiento de la fermentacion, dando lugar a
una fermentacion controlada. De esta forma se presentan beneficios como la estandarizacion
del proceso y del producto final, asi como la inhibiciéon o control de microorganismos
indeseables (Skowron et al., 2022).

Los alimentos fermentados tienen diversos beneficios para la salud, que dependen de la
microbiota, del proceso de produccion y de la propia materia prima. En cuanto al pescado
fermentado, sus beneficios para la salud giran en torno a sus propiedades antioxidantes y
anticancerigenas; asi como posibles efectos sobre la salud mental y actividad antihipertensiva,
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como consecuencia de los microorganismos implicados y sus metabolitos producidos durante
la fermentacion (Chan et al., 2023).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son los principales microorganismos de la fermentacion
lactica en alimentos. Las BAL son un grupo diverso de bacterias grampositivas, generalmente
no motiles, no formadoras de esporas, catalasa y oxidasa negativas, tolerantes al acido,
estrictamente fermentativas y con requerimientos nutricionales complejos (Ngasotter et al.,
2020). En la industria alimentaria son utilizadas debido a que algunos géneros son productores
de diferentes metabolitos primarios y/o secundarios o por poseer caracteristicas beneficiosas
para la salud humana (Castellone ef al., 2021).

Las bacterias acido lacticas como probiodticos

Tanto Castellone ef al. (2021) como Maftei et al. (2024) abordan los beneficios en la salud de
los alimentos fermentados utilizando BAL, principalmente en su rol como probioticos. Entre
los géneros de BAL que se utilizan como probiodticos se encuentran Bifidobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, entre otros. Los probiodticos son definidos por la
FAO y la OMS como “microorganismos vivos que, cuando son administrados en cantidades
adecuadas, confieren beneficios a la salud del hospedador”. Estos beneficios estan basados en
la produccion de compuestos bioactivos, funciones antagonistas contra patdgenos, estimulacion
y regulacion del sistema inmune, entre otros. En particular, el pasaje de cepas probidticas por
el tracto digestivo genera ciertos beneficios relacionados con la colonizacion de la mucosa
intestinal y la interaccidon que ocurre con la microbiota gastrointestinal. Para ello poseen
diferentes mecanismos de accion, como la mejora de la funcion de la barrera epitelial, adhesion
a la mucosa intestinal, produccion de sustancias antimicrobianas, exclusion competitiva de
patogenos y la modulacion del sistema inmune. Para que un probiodtico pueda tener efectos
benéficos en el tracto gastrointestinal debe presentar las siguientes caracteristicas:

1.  Resistencia a los 4cidos del sistema digestivo.
ii.  Resistencia a las sales biliares.
iii.  Capacidad de colonizar las paredes intestinales.
iv.  Competir por nutrientes.
v.  Permanecer vivos en el tracto gastrointestinal. (Castellone et al., 2021; Maftei et al.,
2024).

Estatus GRAS y QPS

Segtn la FDA (“Food and Drugs Administration”) de Estados Unidos, el estatus GRAS
(“Generally Recognized as Safe) es una designacion dada a sustancias que son agregadas
intencionalmente a alimentos en concentraciones especificas, las cuales son consideradas como
seguras para la salud humana. Las sustancias pueden ser enzimas, microorganismos o derivados
de microorganismos. La evaluacion para obtener el estatus se basa en la evidencia cientifica y
un consenso de expertos. Si el estatus es concedido, se emite notificacion publica y la lista de
sustancias es actualizada periddicamente (FAO, s.f.).

Por otro lado, la EFSA (“European Food Safety Authority’) posee un término similar
denominado QPS (“Qualified presumption of safety”). Es un estatus otorgado a
microorganismos agregados intencionalmente a los alimentos (destinados a dietas humanas,



i

Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco - Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud - Sede Trelew

%
E]
=
3
=
i
i~3
&

S
%’?ﬂmn [T

como a dietas de animales de consumo) o a la cadena alimentaria, considerados seguros para el
consumo humano. La evaluacion del estatus QPS se basa en 4 criterios:

1. Unidad taxonomica (UT): identificacion de la UT del microorganismo, en el caso de
bacterias, levaduras y protistas se especifica la especie; para virus, la familia. Solo se
aceptan UT biologicas inequivocamente definidas (sin ambigiiedad). En el caso de
bacterias la identidad taxonomica esta basada en la clasificacion taxondmica internacional,
supervisada por el ICPS (Comité Internacional de Sistematica Procariota, en espafiol). La
nomenclatura y sus cambios se citan en la lista aprobada de nombres o publicada por IJSB
(“International Journal of Systematic Bacteriology’), en la LPSN ( “List of Prokaryotic
Names with Standing in Nomenclature”). La taxonomia es una disciplina dindmica y en
constante cambio, por lo que las listas de organismos con estatus QPS deben ser
actualizadas constantemente.

2. Suficiente informacion relevante para la exposicion humana o animal a través del
alimento, se tiene en cuenta la cantidad de literatura cientifica acerca de la UT. Los
aspectos ecologicos del organismo son tenidos en cuenta, incluyendo su distribucion en
ambientes naturales. También se incluyen aspectos historicos y el uso de UT en la
produccion de alimentos.

3. Conocimiento de riesgos de seguridad asociados con la UT: Las UT incluidas en las listas
QPS no deben representar riesgos para la salud humana o animal. En casos donde se
reporten enfermedades o intoxicaciones relacionadas con una UT, se evalua si las personas
afectadas presentaron una predisposicion a infecciones oportunistas. Cuando se identifica
un riesgo que puede verificarse a nivel de cepa o producto, se puede afadir una
“calificacion” especifica para excluir dicho riesgo. Entre las clasificaciones posibles se
encuentran: para bacterias y levaduras, la ausencia de genes adquiridos que confieran
resistencia a antimicrobianos relevantes para humanos y animales; uso exclusivo para
produccion, lo que implica que la UT no debe estar presente como célula viable en el
producto final, aplicandose a productos como vitaminas o aminoacidos.

4. Uso final previsto: el contexto en que se utilizard el microorganismo (Allende et al., 2025;
Koutsoumanis et al., 2020).

En el caso de las BAL, muchas especies se encuentran con ambos estatus, es decir, que tanto la
FDA como la EFSA les provee un soporte para ser utilizados en alimentos.

Propiedades funcionales y tecnolodgicas de las BAL

Actividad proteolitica

Kieliszek et al. (2021) definen la actividad proteolitica como la capacidad que tienen las
bacterias para degradar proteinas, es decir, hidrolizar los enlaces quimicos de proteinas
formando cadenas de péptidos mas pequeios y/o aminoacidos. Para realizar esto las BAL llevan
a cabo los siguientes procesos:

1- Degradacion extracelular: utilizando exopeptidasas las proteinas son degradadas
formando di, tri y oligopéptidos.
2- Transporte: una vez obtenido los péptidos, son transportados al interior celular por
medio de tres sistemas con gasto de ATP:
a. Opp: transporta oligopéptidos
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b. DtpT: transporta di- y tripéptidos, posee una afinidad con los péptidos
hidrofilicos

c. Dpp: transporta di-, tri- y tetrapéptidos con cadenas laterales de aminoécidos
ramificados e hidrofobicos, mostrando una mayor afinidad por los tripéptidos,
aunque no se limita a ellos.

3- Degradacion intracelular: dentro de la célula los péptidos transportados son degradados
a aminodcidos por medio de endopeptidasas (rompen los enlaces de los péptidos) y
aminopeptidasas (remueve los aminoacidos de las terminales C y N). Los productos de
estas enzimas sirven de sustrato para las di y tripeptidasas, que finalizan la degradacion
de péptidos a aminoacidos.

La actividad proteolitica de las BAL es aprovechada en la industria alimentaria siendo utilizada
en distintos procesos. Entre sus aplicaciones se encuentran la modificacion de las propiedades
organolépticas de la matriz alimentaria, a través de la formacion de compuestos que cambian el
color, el sabor, la textura y el aroma; la eliminacién de alérgenos peptidicos presentes en
diversos productos; y la formacioén péptidos de pequenio tamano y aminodcidos libres mas
faciles de absorber, aumentando la digestibilidad de proteinas (Kieliszek et al., 2021; Wang et
al., 2021).

Actividad antimicrobiana

Una de las propiedades mas relevantes para el uso de las BAL en la industria alimentaria es su
capacidad antimicrobiana contra microorganismos potencialmente patogenos y/o deteriorantes
de los productos. Algunos mecanismos de accidon antimicrobiana son:

e Produccién de acido lactico: la fermentacion lactica es un proceso por el cual las BAL
utilizan los carbohidratos disponibles para la formacion de acido lactico como principal
producto, provocando que el pH del medio se vuelva acido (4-4,5), actuando como
inhibidor de muchas bacterias y patdégenos (Zapasnik et al., 2022).

e Produccidn de bacteriocinas: las bacteriocinas son péptidos o proteinas sintetizadas por
las BAL que poseen una actividad antimicrobiana contra una variedad de bacterias. Las
bacteriocinas poseen diferentes mecanismos de accion, entre ellos se destaca el aumento
de la permeabilidad de la membrana, la inhibicion de la sintesis de la pared celular,
inhibicion de la sintesis de proteinas, etc. (Wang et al., 2021).

e Produccion de peroxido de hidrogeno: en ambientes anaerdbicos y en ausencia de las
enzimas intracelulares catalasa, pseudocatalasa o peroxidasa, las BAL producen
peroxido de hidrogeno (H20»), el cual puede dafiar la membrana celular y otras
estructuras en otros microorganismos (Ibrahim et al., 2021).

Actividad antioxidante

Las BAL son bacterias anaerobias aerotolerantes, lo que significa que no utilizan O» en la
formacion de ATP, y poseen mecanismos que le permiten sobrevivir a este gas. El sistema mas
caracteristico es NADH oxidasa/NADH peroxidasa, en el que el O es empleado como aceptor
de electrones formando H>O; por la NADH oxidasa (EC 1.6.3.1); luego la enzima NADH
peroxidasa (EC 1.11.1.1) lo transforma en H>O. Cuando la concentracioén de O es elevada, la
produccion de H>O» supera la capacidad de la enzima NADH peroxidasa, lo que conduce a un
aumento en la concentracion de H>O> en la célula. Si bien la NADH peroxidasa es la principal
enzima, existen otras con la capacidad antioxidante como la superoxido dismutasa (EC
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1.15.1.1) y la catalasa (EC 1.11.1.6), entre otras. Si la concentraciéon de H>,O es muy elevada,
producen otras especies reactivas de oxigeno (ROS, en inglés) como el OH™ y O>". Ademas de
las enzimas, existen compuestos antioxidantes que son sintetizados y acumulados, como
glutation (GSH) o el manganeso (II) (Bryukhanov et al., 2022).

Actividad antidiabética

Los carbohidratos constituyen una de las principales fuentes de energia para el organismo. Para
su digestion, se requieren enzimas capaces de hidrolizar los enlaces glucosidicos, formando
monosacaridos que luego seran absorbidos en el intestino delgado. Estas enzimas pueden ser
clasificadas en dos categorias principales: amilasas, las cuales hidrolizan enlaces a-1-4 del
almidon formando maltosas o glucosas libres; y glucosidasas, que son un conjunto de enzimas
que hidrolizan enlaces glucosidicos de oligosacaridos como maltosa, lactosa o sacarosa
formando monosacaridos. En humanos la amilasa se puede encontrar en la saliva (amilasa
salival) y en el intestino secretada por el pancreas (amilasa pancreatica) (Elferink et al., 2020).

Por medio de la inhibicion de a-amilasas y a-glucosidasas se puede lograr el retraso en la
digestion de carbohidratos y la absorcion de glucosa, que son los tratamientos mas
prometedores para evitar las hiperglucemias. Los inhibidores se pueden clasificar segin su
método de accion:

e [nhibiciéon competitiva de carbohidratos: carbohidratos modificados resistentes a la
digestion (no pueden ser hidrolizados), funcionan como anédlogos en las enzimas
evitando la liberacion de glucosa. Diversos derivados se han propuesto, algunos inhiben
amilasas, otros glucosidasas o ambos. La acarbosa, a pesar de sus efectos negativos,
sigue siendo uno de los mejores inhibidores, por lo que se trata de imitar o modificar su
estructura.

e Inhibiciéon proteica: péptidos (2-20 residuos de aminoacidos) pueden actuar de
diferentes maneras, como inhibidores competitivos del sustrato, o uniéndose al
complejo enzima-sustrato interfiriendo con la reaccion, o una combinacion de ambos.
Sin embargo, la cantidad de péptidos con esta funcion sigue siendo reducida (Li et al.,
2022).

Huligere ef al. (2023) aislaron y caracterizaron BAL probidticas, provenientes de diferentes
masas acidas fermentadas semiliquidas (“fermented batters”). Posteriormente, evaluaron la
capacidad inhibitoria de estas cepas sobre las enzimas a-amilasas y o-glucosidasas. Los
resultados obtenidos fueron favorables, incluso superando en algunos casos a los obtenidos por
la acarbosa. Estos resultados son relevantes, abriendo la posibilidad de buscar nuevas cepas o
especies de BAL con efectos similares.

Alimentos fermentados

Generalidades

Se entiende la fermentacion como un proceso por el cual los microorganismos transforman los
carbohidratos en moléculas organicas para producir energia en rutas metabolicas alternativas a
las utilizadas en la respiraciéon aerobica (aunque menos eficientes energéticamente).
Dependiendo de las condiciones y de los microorganismos involucrados, los productos finales
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pueden ser 4cido lactico, etanol, dioxido de carbono, dcido acético o una combinacion de estos,
y una variedad de otros compuestos bioactivos y/o metabolitos. La industria alimentaria
(industrial y artesanal) utiliza estos procesos de fermentacion para la elaboracion de diversos
productos, modificando sus propiedades organolépticas, asi como incorporandoles un valor
agregado a los alimentos (Voidarou et al., 2020; Praveen & Brogi, 2025).

Desde la antigliedad hasta la época actual, los alimentos fermentados han ocupado un lugar
importante en la dieta de las personas, formando incluso parte de la identidad de culturas.
Muchos alimentos fermentados pueden ser clasificados como funcionales, ya que el proceso de
fermentacion por parte de los microorganismos produce diferentes metabolitos bioactivos,
ademas de ser una forma de conservacion. Una variedad de diferentes materias primas pueden
ser fermentadas, entre ellas: carnes, cereales, leche, frutas y verduras (Sanlier ef al., 2017).

Beneficios para la salud

El consumo frecuente de alimentos fermentados en la dieta de las personas ha demostrado tener
efectos positivos en la salud, principalmente contra enfermedades no transmisibles como
anorexia nerviosa, enfermedades cardiovasculares, obesidad, algunos tipos de cancer,
inflamacion intestinal, infecciones en el tracto digestivo o diabetes. El modo de accion de los
alimentos fermentados se basa en el efecto que tienen sobre la modulacion, modificacion y
proteccion de la microbiota del tracto digestivo y en la produccién de compuestos bioactivos
por parte de los microorganismos utilizados (Sanlier et al., 2017; Leeuwendaal et al., 2022;
Patel et al., 2023).

Pescado fermentado

Existen diferentes métodos de preservacion de pescado que buscan la forma de extender la
conservacion, reduciendo el crecimiento microbiano. Debido a las propiedades funcionales y
tecnoldgicas de las BAL, la fermentacion de pescado por parte de este grupo de bacterias
(biopreservacion) ofrece otra alternativa a las técnicas usadas comiunmente. La fermentacion
no solo inhibe el crecimiento de microorganismos patégenos y/o contaminantes, sino que
también aporta diferentes beneficios y caracteristicas organolépticas al producto final. Cabe
resaltar que de por si la biopreservacion no reemplaza las buenas practicas de manipulacion de
alimentos, sino que se deberia usar en combinacion (Cortés-Sanchez et al., 2024).

Si bien la fermentacion de pescado no es algo nuevo, el uso controlado de esta técnica se ha
extendido debido al aumento en la demanda de pescado. Los microorganismos utilizados
principalmente son las BAL, las cuales se pueden integrar a la produccion de diferentes
alimentos a partir de su presencia en el pescado (fermentacion espontdnea) o a partir de cultivos
iniciadores (fermentacion controlada), incluso en algunos casos se utilizan los productos
formados por las BAL como las bacteriocinas (Ngasotter ef al., 2020; Cortés-Sanchez et al.,
2024). Segun Chan et al. (2023), los pardmetros de la fermentacion incluyen:

e Proporcion de sal: ademés de agregar un sabor adicional al pescado, la sal produce una
reduccion de la actividad del agua, inhibiendo el crecimiento de muchos patdgenos. La
concentracion Optima de crecimiento para las BAL, se encuentra entre 6-7%, una
concentracion mayor podria favorecer a especies haldfitas como Staphylococcus spp.

10
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e C(Carbohidratos: debido al bajo porcentaje de carbohidratos que se encuentra en el
pescado, es necesario agregarlos desde una fuente externa como arroz, mijo, harina,
azucares o ajo. El agregado de carbohidratos proporciona sustratos para que la
fermentacion por parte de las BAL pueda llevarse a cabo. La formacidn de acido lactico
permite un descenso en el pH, induciendo una gelificacion. En este sentido, el agregado
de carbohidratos influye en la textura final del producto.

e C(Cultivos iniciadores: el uso de cultivos iniciadores permite una fermentacion mas
controlada y, por lo tanto, mejores resultados esperados en el producto final. El uso de
cultivos puros (una sola cepa) no tiene la misma efectividad que el agregado de
multiples cepas interactuando de forma sinérgica. Esto se debe a que mientras una cepa
se encarga del proceso de fermentacion, la otra cepa puede sintetizar metabolitos que
inhiben el crecimiento de patégenos.

Otros factores que influyen son el tiempo de fermentacion, la humedad del pescado y la
temperatura a la cual se lleva a cabo el proceso. También hay que tener en cuenta la materia
prima que se va a utilizar, es decir, la especie de pescado, que partes de este es la que se va a
fermentar y sus caracteristicas bioquimicas antes de aplicarle algin proceso que pueda
alterarlas.

La produccion de alimentos en base a fermentos de pescados puede presentarse en diferentes
formas, cada uno con sus propias propiedades organolépticas y alimenticias, variando en su
composiciéon como en su fermentacion. Se destacan tres variedades: los productos en los que se
utiliza todo el pescado o partes de ellos, las pastas y las salsas de pescado. Algunos de los
ejemplos incluyen: shidal (India); jeotgal (Korea); katsuobushi (Japon); feseekh (Egipto);
surstromming (Suecia); bagoong (Filipinas), entre otros (Mondal et al., 2022; Chan et al.,
2023).

Los pescados fermentados poseen una variedad de propiedades funcionales como cambios en
su digestibilidad, ademas de presentar actividad antioxidante, antimutagénica, actividad
antihipertensiva, anticancer, anticoagulante, ademés de ser una fuente de probidticos (Ngasotter
et al.,2020; Yasmin et al., 2022; Cortés-Sanchez ef al., 2024).

En los ultimos afios se ha generado la tendencia al consumo de alimentos naturales, libres de
quimicos y minimamente procesados. Para tal fin se ha demostrado la funcion de las BAL en
la generacion, conservacion e inocuidad de los alimentos a través de su crecimiento y
produccion de metabolitos bioactivos. Por otra parte, con el advenimiento de la medicina de
precision, existe un interés creciente en conocer los beneficios potenciales del consumo de
alimentos fermentados, como una estrategia para mejorar el valor nutricional y de recibir los
beneficios que poseen estos productos para la salud humana. Por lo expuesto, resulta de interés
y de relevancia evaluar el potencial funcional y/o tecnolégico de BAL autdctonas con el
proposito de seleccionarlas para su utilizacién como cultivos iniciadores para la fermentacion
de pescado, algo novedoso para el mercado de produccion de alimentos nacional.

11
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Objetivo General

El desarrollo de alimentos fermentados responde a un doble interés: dar mayor valor agregado
y favorecer el consumo de alimentos mas saludables que ayuden a prevenir enfermedades de
alto impacto en la salud publica. Debido a la relevancia de los probioticos para la salud humana,
es importante identificar candidatos bacterianos con potencial para su uso en productos
alimenticios alternativos. En este contexto, el objetivo del trabajo fue la utilizacion de BAL con
potencial capacidad tecnoldgica y funcional para producir un alimento a base de musculo de
pez gallo en procesos controlados, que den origen a productos de calidad estable, inocuos y con
propiedades beneficiosas para la salud.

Objetivos Especificos

e Seleccionar de la coleccion de BAL del Laboratorio Biotecnologia Bacteriana
(FCNyCS, sede Trelew, Universidad Nacional de la Patagonia SJB) cepas con
capacidad funcional y/o tecnoldgicas comprobadas en estudios anteriores.

e Establecer protocolos de fermentacion controlada, combinaciones de cepas y
condiciones fisicoquimicas que logren la generaciéon de un producto de alto valor
agregado, utilizando organismos de bajo interés comercial.

e Evaluar la calidad microbiologica del alimento obtenido mediante fermentacion y
durante su conservacion a bajas temperaturas.

e Evaluar factores nutricionales como la capacidad antiglucemiante, produccion de
metabolitos con actividad antimicrobiana y aumento de la disponibilidad de compuestos
bioactivos.

12
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Materiales y métodos

1- Material biologico. Seleccion de cepas

Para la realizacion del plan de tesis se seleccionaron dos cepas de BAL pertenecientes al
Cepario del Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana. La cepa Lactococcus lactis Tw34 (N° de
acceso al Genbank: GQ845022), aislada del intestino de pejerrey (Odonthesthes platensis) se
selecciono sobre la base de su capacidad inhibitoria (productora de nisina Z) (Sequeiros et al.,
2010). La cepa Lactiplantibacillus argentoratensis RBTw249 (N° de acceso al Genbank:
MT178441) proveniente de la fermentacion espontanea de repollo blanco (Brassica oleracea
L. ssp. capitata (L.) Metzg) se selecciond por su capacidad acidificante y su actividad
antilisteria (Parada, 2023).

2- Medios de cultivo y condiciones

Las cepas anteriormente mencionadas se repicaron a agar de Man, Rogosa y Sharp (MRS)
(Biokar, Francia), se incubaron durante 24 h a temperatura optima (30 °C para L. lactis y 35 °C
para L. argentoratensis) y se conservaron a 4 °C hasta su posterior uso. Se realizé un primer
repique a caldo MRS, se incubaron en las mismas condiciones y posteriormente se repicaron a
caldo MRS para incubarse nuevamente. Los cultivos luego se centrifugaron a 4000 rpm, se
descartd el sobrenadante, se realizaron dos lavados de los pellets con agua destilada estéril y
por ultimo se resuspendieron en el mismo volumen con agua destilada estéril. Las suspensiones
celulares se conservaron a 4 °C hasta su uso.

3- Preparacion del alimento funcional

Para el prototipo del alimento se utilizo pez gallo (Callorhinchus callorynchus), quitandole la
cabeza, cola, aletas y visceras, quedando solamente el tronco sin tegumento. Posteriormente, el
musculo se calent6 en agua a 100 °C durante 15 min, se dejo enfriar y se procesd con un mixer
de 400 W de potencia(Atma LM 852, China) hasta obtener una pasta homogénea. A la pasta se
le agregd NaCl de grado alimentario al 3%, 1% de glucosa, 1% de sacarosa, 0,1% de pimienta,
0,05% de cardamomo, 0,5% de alginato de sodio de grado alimentario, 0,5% de CaCl, 0,1%
de sorbato de potasio y 16,6% de agua, segun las recomendaciones de Xia ef al. (2011).
Posteriormente, se inocul6 con 1% de las suspensiones de cada una de las cepas seleccionadas
y se homogeneizo. Finalmente, se llevo a cabo la fermentacion a 22 °C durante 72 h.

4- Toma de muestra

Los ensayos posteriores se realizaron a partir del alimento funcional. Para tal fin, se tomaron
muestras el dia 0 (TO) de la fermentacion, al dia 1 (T1), al dia 2 (T2) y al dia 3 (T3).
Posteriormente se tomaron muestras del alimento conservado a -35 °C para evaluar la calidad
microbiologica, recuento de BAL y aerobios, luego de 30, 60 y 90 dias.

13
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5- Evaluacion del proceso de fermentacion del alimento funcional

5.1. Determinacion del pH y viabilidad de las BAL

El monitoreo de la evolucion de la fermentacion se llevd a cabo determinando la disminucion
del pH durante los 3 dias de la fermentacion, utilizando un pH-metro calibrado Orion 410A con
un electrodo de so6lidos Orion 8135BN. En paralelo, se evalu¢ la viabilidad de las BAL durante
el proceso de fermentacion. Se tomaron muestras en tubos falcon estériles y se homogeneizo
con agua peptonada (0,1% m/v) (Biokar, Francia). Posteriormente, los tubos se
homogeneizaron durante 1 min con vortex, y se realizaron diluciones seriadas con agua
peptonada estéril y se sembraron agar MRS suplementado con 4cido nalidixico (20 pg/mL) y
nistatina (10 pg/mL), como inhibidores de bacterias Gram negativas y hongos/levaduras,
respectivamente. La siembra se realizo en superficie y las placas se incubaron durante 48 h a
37 °C. Posteriormente se realiz6 un recuento de BAL, expresando los resultados como unidades
formadoras de colonias por gramo del producto fermentado (UFC/g).

5.2. Analisis microbiologicos del alimento funcional

Por otra parte, se llevo a cabo la determinacion de mesofilos, E. coli, Listeria spp., hongos y
levaduras mediante recuento en placa al inicio del ensayo, luego del periodo de fermentacion
(3 dias), luego de su conservacion a -35 °C a los 30, 60 y 90 dias.

El recuento de aerobios totales se realizé en medio PCA (por su sigla en inglés Plate Count
Agar) (Biokar, Francia) mediante siembra en superficie y las placas se incubaron durante 48 h
a 30 °C. Se utilizé agar Sabouraud suplementado con cloranfenicol (Biokar, Francia) para el
recuento de hongos y levaduras; la siembra se realizé en superficie y las placas se incubaron
durante 5 dias a 25 °C. Para el recuento de Listeria se utilizd6 agar PALCAM (Britania,
Argentina), la siembra se realiz6 en superficie y las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h.
Por 1ultimo, la determinacion de E. coli se realizé en agar violeta rojo bilis (VRBL) (Biokar,
Francia) mediante la siembra en superficie y las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C. Los
resultados se expresaron como log UFC/g.

6- Actividad inhibitoria del alimento funcional

Se tomaron 1 g de muestra al inicio y durante los siguientes 3 dias de la fermentacion para
determinar la actividad inhibitoria sobre Listeria monocytogenes Scott A. Se realizd una
dilucion 1:2 con agua destilada estéril, se mezcld mediante vortex y posteriormente se
efectuaron diluciones al medio. El ensayo de inhibicion se realizd mediante el método de
difusion en placa seglin las recomendaciones de Vallejo et al. (2013). Para tal fin, se colocaron
50 pL de las diluciones en pocillos practicados en placas de tripticasa soya (TS) suplementadas
con 1,2% de agar (Britania, Argentina) sembrados previamente con 50 pL de un cultivo
overnight (0.5 de la escala Mc Farland) de la cepa indicadora. Las placas se incubaron durante
24 h a 37 °C y la actividad inhibitoria se expresé como unidades arbitrarias/mL. Las unidades
arbitrarias (UA) equivalen a la inversa de la mayor dilucion con actividad antimicrobiana (halo
de inhibicién), dividida por los mililitros de sobrenadante sembrados (UA=1/dilucion/mL
sembrados).
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7- Determinacion de fracciones proteicas

La evaluacion de la actividad proteolitica en el alimento se llevd a cabo mediante la
determinacion de las fracciones proteicas solubles en agua y en acido tricloroacético utilizando
la técnica descrita por Marguet et al. (2017), al inicio y durante los 3 dias de fermentacion. Para
ambos tratamientos las muestras (1 g) se mezclaron con 10 mL de agua destilada estéril,
obteniendo una concentracion 0,1 g/mL. Las diluciones se conservaron a 4 °C durante 24 h,
posteriormente se centrifugaron a 3000 g durante 2 min. Se utiliz6 la técnica del o-ftalaldehido
(OPA) para evaluar la concentracion de péptidos solubles en el sobrenadante (Church et al.,
1983).

Fraccion proteica soluble en agua (FSA): para cada muestra se tomaron alicuotas de 50 pL del
sobrenadante, se agregaron 2 mL del reactivo OPA y se incubaron durante 5 min.

Fraccion proteica soluble en tricloroacético (FST): para cada muestra se tomaron 500 uL del
sobrenadante y se le agregd la misma cantidad de acido tricloroacético (24%), luego se
homogeneizaron utilizando vortex y se dejaron reposar durante 10 min. Finalmente se tomaron
alicuotas de 100 pL, se agregaron 2 mL del reactivo OPA y se incubaron durante 5 min.

Para ambas determinaciones (FSA y FST) la lectura se realiz6 a 340 nm en cubeta de vidrio en
un espectrofotdometro Jenway 6405 UV/vis, teniendo como referencia una curva patron de
leucina. Los resultados se expresaron en mg de leucina/100 g de alimento.

8- Actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante del alimento funcional se utilizaron 2 ensayos: DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity, en inglés).

8.1. DPPH

El ensayo se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Zhang et al. (2013). Para tal fin,
primero se tomaron 100 pL de las muestras (concentracion 0,1 g/mL), y se adicionaron a 1 mL
de reactivo de DPPH (0,05 mM) y se incubaron 30 min a 37 °C en oscuridad. Se realizaron las
lecturas a 517 nm, y se utiliz6 una curva patrén de acido ascorbico. Los resultados se expresaron
en mmol de acido ascorbico equivalente por mL de extracto.

8.2. CUPRAC

El ensayo se realizé siguiendo las recomendaciones de Apak et al. (2004). La solucién de
CUPRAC se prepar6 con 1 mL de neocuproina (1mg/mL de etanol), 0,5 mL de CuCl; (0,01M),
y 1,5 mL de buffer acetato de sodio (0,05M, pH 6,0). Las muestras se prepararon segun lo
detallado en la seccion “Determinacion de fracciones proteicas”.

Para el ensayo se adicionaron 100 uL de cada muestra a 900 pL de reactivo CUPRAC y se
incubaron durante 1 h a 37 °C. Luego se realizaron lecturas a 450 nm, utilizando una curva de
acido ascorbico como patrén. Los resultados se expresaron en mmoles de acido ascorbico
equivalente por mL de extracto.
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9- Actividad inhibitoria sobre enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2

Se evalud la inhibicion de enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2: a-glucosidasa y a-
amilasa pancredtica, utilizando las muestras del inicio y final de la fermentacion.

9.1. Determinacion de la capacidad inhibitoria de la a-glucosidasa (EC 3.2.1.20)

Se determind la capacidad inhibitoria de la a-glucosidasa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
siguiendo las recomendaciones de Konrad et al. (2014). Los tratamientos de inhibicion se
llevaron a cabo adicionando 100 pL de una dilucion 1/10 (0,1 g/mL) en agua destilada esteril
de las muestras inicial y final de la fermentacion a 1 mL de a-glucosidasa de Saccharomyces
cerevisiae incubada durante 1 h a 36 °C. En paralelo, se realizd un tratamiento control con 1
mL de a-glucosidasa incubada durante 1 ha 36 °C. Posteriormente, se incubaron a 36 °C durante
1 h 100 pL de los tratamientos anteriormente mencionados con 100 pL de cinco diluciones
seriadas de una solucion madre de maltosa (Mallinckrodt, Estados Unidos) en buffer Z!
(concentraciones finales 8, 4, 2, 1, 0,5 mM). Finalmente, la concentracién de glucosa resultante
de la actividad enzimaética se determiné por la técnica de la glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-
POD) (Wiener, Argentina). Se utilizé una curva de glucosa como patrén. La inhibicion de la a-
glucosidasa se evaludé mediante la comparacion de curvas de Lineweaver-Burk entre el control
y las muestras.

9.2. Determinacion de la capacidad inhibitoria de a-amilasa pancreatica (EC 3.2.1.1)

Se determiné la capacidad inhibitoria de la a-amilasa pancreatica (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) siguiendo las recomendaciones de Admassu et al. (2018). Los tratamientos de
inhibicién se llevaron a cabo adicionando 100 pL de una dilucion 1/10 (0,1 g/mL) en agua
destilada estéril de las muestras inicial y final de la fermentaciéon a 1 mL de a-amilasa
pancreatica de cerdo (6 mg/mL), incubada durante 1 h. Se realiz6 un tratamiento control con 1
mL de a-amilasa pancredtica (6 mg/mL) incubada durante 1 h a 36 °C. Posteriormente, se
incubaron a 40 °C durante 15 min 100 pL de los tratamientos anteriormente mencionados con
100 pL de cinco diluciones seriadas de una solucion madre de almidon soluble en buffer Z
(concentraciones finales 8, 4, 2, 1, 0,5 mM). Finalmente, la concentracion de maltosa resultante
de la actividad enzimatica se determiné por la técnica de la glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-
POD) a 505 nm (Visvanathan ef al., 2019). Se utiliz6é una curva de maltosa como patron. Los
parametros cinéticos de la inhibicion de la a-amilasa pancreatica se determinaron mediante las
curvas de Lineweaver-Burk para el control y las muestras de fermentacion.

10- Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron de forma independiente y por triplicado. Los calculos del
promedio, desvio estandar y el andlisis de la varianza (ANOVA) se realizaron con el lenguaje
de programacion R en Windows, al igual que el analisis estadistico ad hoc Tukey HSD con un
nivel de p <0,05.

1100 mM Na;HPOj4; 10 mM KCI; 1,6 mM MgSO,, pH=6,8
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Resultados y discusiones

Reduccion de pH durante la fermentacion

La cantidad de carbohidratos presentes en el musculo de pescado es muy baja (<0,5%),
comparado a matrices vegetales cuyos jugos fermentados, sin incluir el vegetal entero, pueden
contener ~0,5-0,7% de glucosa y otros azucares (Valence et al., 2025), o matrices frutales que
pueden contener ~30-80% de carbohidratos, dependiendo de la fruta y la parte utilizada ya se
la cascara o la pulpa (Ngouémnam et al., 2021; Costa et al., 2024). Segiin Zang et al. (2019) en
los alimentos fermentados a base de pescado se utilizan fuentes externas de carbohidratos, entre
las mas comunes se encuentran el arroz, el mijo, harinas, jarabe o azucar, esto no solo permite
una acidificacién mas rapida sino también un sabor caracteristico.

Al inicio de la experiencia, el alimento presentd un pH de 6,224+0,03, luego de un dia de
fermentacion se observo un descenso significativo del pH a 5,04+0,06. Al finalizar el proceso,
el alimento presentaba un pH de 4,36+0,05 (Figura 2). Este rapido descenso en el pH es
importante en este tipo de alimentos fermentados, ya que permite la inhibicion del crecimiento
de microorganismos no deseados o patdgenos (Chrun et al., 2020).

Figura 2: Evolucion del pH durante el periodo de fermentacion.

Dias

Cambio de pH durante la fermentacion del alimento. Los datos son presentados como el promedio de las
muestras tomadas (n=3), las barras indican la desviacion estandar.

Speranza et al. (2020) describen que agregando una concentracion de sacarosa al 4% y
utilizando una temperatura de fermentacion de 30 °C en una matriz de pescado, les permitio
alcanzar un pH de 4,4 luego de dos dias de fermentacion. En este estudio se utilizaron como
fuentes externas de hidratos de carbono glucosa (1%), sacarosa (1%), y la fermentacion se
realizé a 22 °C. Si bien la temperatura fue inferior al mencionado trabajo, la cantidad de
carbohidratos fue distinta y la cantidad de inoculo fue menor (7,2 log UFC/g). Sin embargo, se
alcanz6 un pH similar en el mismo periodo de fermentacion.
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La rapida acidificacion puede ser explicada por la cepa L. lactis Tw34 utilizada en la produccion
del alimento. En el trabajo previo de Marguet et al. (2017) utilizando una matriz compuesta
principalmente por residuos de merluza (Merluccius hubbsi) y suplementada con harina de
cebada en un 25% como fuente de carbono, se observo un descenso similar en el pH por parte
de la mencionada cepa. Ademas, segun Saithong ef al. (2010) la utilizacién de dos cepas, en
este caso L. lactis Tw34 y L. argentoratensis RBTw249, podria haber tenido un efecto sinérgico
en la acidificacion.

Analisis microbiologico
Recuento de BAL y aerobios totales

Tabla 1: Recuento de microorganismos en el alimento.

Dias
0 3 30 60 90
BAL 721007 1129+0.14 10.634£0.16 9.85+0.10 8.62+0.09

Aerobios Totales 7.35+0.15 1238+0.11 11.50+0.10 1096028 8.81+0.08

Recuento de microorganismos expresados en log UFC/g de alimento. BAL: acterias acido lacticas. Los dias
0 y 3 corresponden al inicio y fin de la fermentacion. Los dias 30, 60 y 90 corresponden a los dias que el
alimento estuvo conservado a -35°C.

La tabla 1 muestra los resultados del recuento de BAL y de aerobios totales en el alimento
durante su fermentacion y almacenamiento. Se observd un incremento significativo en los
recuentos luego de 3 dias de fermentacion, acompafiado de un descenso de pH como se
menciond anteriormente. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que no solo se
produjo un aumento de la poblacion de BAL durante el proceso de fermentacion, sino que
también se mantuvieron viables durante su conservacion bajo cero. Segun el articulo 1389 del
Codigo Alimentario Argentino, para que un alimento sea considerado como “Alimento con
probidticos” debe presentar una carga de células viables entre 6 y 9 log UFC/g, por lo que este
producto contiene una cantidad adecuada de microorganismos con potencial probidtico. Los
valores obtenidos de células viables son superiores, si los comparamos con el trabajo de
Speranza et al. (2020), quienes describen que utilizando tres cepas (por separado) de L.
plantarum sobre una matriz de pescado con una concentracion de sacarosa al 4% y utilizando
una temperatura de fermentacion de 30 °C, obtuvieron un recuento final de 7 log UFC/g.

Los recuentos de aerobios totales mostraron una tendencia similar a las BAL, lo cual se atribuyo
a que la poblacion de BAL conformd la mayor parte de la microbiota aerobia del alimento.

Calidad microbiologica

Se evalu¢ la calidad microbioldgica del alimento durante el periodo de fermentacion, asi como
en el periodo de conservacion a -35 °C a los 30, 60 y 90 dias, no determindndose la presencia
de E. coli, Listeria spp., levaduras y hongos.

Las levaduras son microorganismos utilizados en la fermentacion de una gran variedad de
alimentos, aunque muchas otras veces aparecen como contaminantes o posibles patdogenos.
Pueden afectar la calidad organoléptica del alimento, otorgdndole un sabor “a levaduras”
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(yeasty), alcoholico o generando sabores y olores no deseados. Ademas, la formacion de gas
(COz2) como producto de su metabolismo puede provocar la hinchazén, deformacién e incluso
ruptura de los envases por acumulacion de presion (Fleet, 2011). Por estas razones, resulta
fundamental inhibir el crecimiento de levaduras en alimentos donde su presencia no es deseada.

La ausencia de crecimiento de levaduras que se observo durante todo el proceso podria
explicarse por la accion en conjunto de las BAL junto con el sorbato de potasio (0,1%) agregado
a la pasta de pescado. Las BAL poseen actividad antifungica, atribuida a la produccion e
interaccion de compuestos como acido lactico, acido acético, acido ascorbico, peroxido de
hidrégeno, entre otras sustancias generadas durante la fermentacion (Riesute et al., 2021). Por
otro lado, el sorbato de potasio es un conservante conocido por su capacidad inhibitoria contra
levaduras. Emara et al. (2025) reportaron efectos inhibitorios, sinérgicos o aditivos contra
hongos a concentraciones entre 0,21% y 0,31% en combinacion con sustancias producidas por
bacterias del género Lactobacillus.

Las enterobacterias (Familia Enterobacteriaceae) son un gran y diverso grupo de bacilos gram
negativos que habitan normalmente el tracto intestinal de animales y son utilizados como
indicadores de higiene y contaminacion durante la produccion de alimentos. (Halkman &
Halkman, 2014). Su deteccion es de suma importancia ya que incluye géneros y especies
patogenas, entre los mas comunes podemos mencionar a Escherichia coli, dentro de esta
especie se encuentran cepas causantes de enfermedades intestinales con diferentes grados de
afeccion y mecanismos de accién, como diarreas aguda y cronicas, diarreas con sangre,
disenteria, entre otros, ademds de ser causante del sindrome urémico hemolitico (cepa E. coli
O157:H7). Otros representantes del grupo son: Salmonella spp., entre las que se encuentran S.
typhi/paratyphi, causantes de la fiebre tifoidea o entérica, y el resto de especies causantes de
salmonelosis; Shigella spp., causantes de la shigelosis, la cual provoca diarreas, fiebres altas,
tenesmo y diarreas (ILSI Europe, 2011). Se sabe que las enterobacterias presentan inhibicion
frente a pH 4cidos, en particular si son acidos organicos como el acido lactico (Porto-Figueira
etal., 2023).

Al inicio de la fermentacion, no se detectaron enterobacterias debido a la coccidon del musculo
de pescado a 100 °C y al cumplimiento de las buenas practicas de manufactura durante la
preparacion del alimento. Luego del periodo de fermentacién (3 dias) no se detecto la presencia
de este grupo microbiano, probablemente debido a la rapida acidificacion, evitando asi el
desarrollo de condiciones favorables para el crecimiento bacteriano a pesar de la disponibilidad
de carbohidratos y una temperatura adecuada. El efecto inhibitorio se extendi6 durante los 90
dias de conservacion, atribuido al efecto de la temperatura (-35 °C) y al efecto de las BAL.

Listeria monocytogenes es una bacteria gram positiva de transmision alimentaria, que causa la
listeriosis, una enfermedad grave y potencialmente mortal en: embarazadas, recién nacidos,
adultos mayores y personas inmunocomprometidas. Su infecciéon comienza con el ingreso al
cuerpo humano a través del epitelio intestinal debido a la ingesta de comida contaminada, para
luego infectar células y 6rganos (Radoshevich & Cossart, 2017). Su alta peligrosidad radica en
su resistencia a condiciones de estrés utilizadas normalmente en la industria alimentaria como
pH 4acidos, altas concentraciones de sal, temperaturas altas y bajas, radiacion UV, entre otras
(Bucur et al., 2018). A pesar de las resistencias que presenta la especie, no se determin6d su
presencia en ninguna de las etapas del proceso.
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Actividad antilisteria del alimento funcional

Previo a la elaboracion del prototipo de alimento funcional, se determind la actividad inhibitoria
de las cepas inoculadas, utilizando L. monocytogenes Scott A como microorganismo blanco.
Ademas, se evalu6 la actividad antilisteria del alimento durante los 3 dias de fermentacion,
utilizando la misma cepa. La cepa L. lactis Tw34 exhibi6 resultados positivos (40.960 UA/mL),
mientras que L. argentoratensis RBTw249 no presentd inhibicion contra la cepa objetivo. A
partir de extractos del alimento se observé inhibicion constante durante los 2 primeros dias de
fermentacion de 1.280 UA/mL, con la maxima capacidad de 5.120 UA/mL en el tercer dia.

Como se mencion6 anteriormente, L. monocytogenes puede adaptarse
y sobrevivir a pH acidos (< 4,5) y ante la presencia de acido lactico,
en este caso su inhibici6n se debe a la accién de la nisina Z producida
por la cepa L. lactis Tw34 (Sequeiros et al., 2014), una bacteriocina
capaz de formar poros en la membrana, la cual esta aprobada por la
FDA para ser usada en alimentos. Contrariamente, la cepa L.
argentoratensis RBTw249 no exhibi6 actividad antagénica frente a L.
monocytogenes Scott A. Sin embargo, segun lo observado por Sanchez
Cabrera (2023), la cepa mencionada posee actividad inhibitoria
frente a otras cepas de Listeria.

Determinacién de fraccion proteica

Uno de los cambios post mortem de los pescados es la degradacion del musculo por parte de
enzimas endogenas, como son las catepsinas y las calpainas. Ambas son liberadas en los
musculos y comienzan un proceso de degradacion, formando polipéptidos y oligopéptidos de
tamafio mediano a grande (Ahmed et al., 2015). En materiales crudos fermentados como los
ensilados, la presencia y actividad de estas enzimas son detectadas por el aumento constante en
la produccion de péptidos medianos a grandes solubles en agua (Marguet et al., 2017; Sosa et
al., 2025). Durante la preparacion del alimento, se le realizd un pretratamiento térmico
(cocinarlo a 100 °C por 15 minutos), esto produjo que las enzimas como las catepsinas y
calpainas perdieran su funcion. Esto se refleja en un aumento no significativo (p>0,05) de la
FSA durante la fermentacion por accion del sistema proteolitico de las BAL, las cuales
degradan las proteinas musculares del pescado. (Figura 3).
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Figura 3: Fraccién proteica soluble en tricloroacético y agua del alimento
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Fraccion proteica promedio (n=3), con sus desvios estandar, durante los dias de fermentacion. Los
resultados se expresan en mg eq. de leucina/100g de alimento. A: Fraccion soluble en agua (FSA) e:
Fraccion soluble en tricloroacético (FST).

Si bien el aumento en la FST es estadisticamente no significativo (p>0,05), graficamente se
puede observar un aumento durante el periodo de fermentacion (Figura 3). Esta discrepancia
puede ser atribuida al bajo tamafio de la muestra (n = 3) y a la dispersion de los datos. Sin
embargo, el aumento observado en el grafico sugiere que el sistema proteolitico de las BAL se
encontrd en funcionamiento durante la fermentacion, provocando una degradacion de las
proteinas a péptidos pequetios a medianos. En trabajos previos sobre ensilados biologicos, como
los de Marguet et al. (2017) y Sosa et al. (2025), se empled una matriz de fermentacion similar
al de este trabajo. Las diferencias observadas en los valores podrian atribuirse a la accion
conjunta de catepsinas y calpainas, que degradan proteinas en péptidos medianos a grandes, los
cuales son posteriormente hidrolizados a péptidos pequefios por el sistema proteolitico de las
BAL. Al inhibir las enzimas endogenas del musculo de pescado, las BAL no tuvieron disponible
un sustrato inicial como péptidos medianos a grandes para hidrolizar, limitando la cantidad y
velocidad de formacion de péptidos pequenios. En consecuencia, lo que se observa es producto
de esa actividad durante la fermentacion depende tinicamente del sistema proteolitico de las
BAL. A pesar de no haber tenido disponible un sustrato inicial adecuado, estas bacterias
lograron hidrolizar proteinas musculares obteniendo péptidos pequefios. Este proceso permitio
la obtencion de propiedades organolépticas caracteristicas (como cambios en la textura y sabor),
ademas de aportar una mayor digestibilidad y biodisponibilidad de péptidos pequefios,
mejorando el valor nutricional del alimento.

Actividad antioxidante

A partir de los extractos obtenidos durante la fermentacion, se evalu6 la capacidad antioxidante
in vitro del alimento mediante los ensayos de CUPRAC y DPPH.
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El ensayo CUPRAC es un método utilizado para el analisis de la actividad antioxidante de
matrices alimentarias y extractos biologicos. Estd basado en una transferencia simple de
electrones y mide el poder reductor de los compuestos antioxidantes para convertir los iones
Cu?* en Cu”. Este ensayo se considera una variacion del FRAP, el cual se basa en la reduccion
de Fe"™ a Fe™?, aunque sus resultados no son comparables debido a las condiciones en las que
se realizan las determinaciones, como por ejemplo el pH (3,6 en FRAP y 7 en CUPRAC) e
iones utilizados (Fe*" y Cu*") (Apak, 2017). El ensayo de CUPRAC podria simular de mejor
manera la accion fisiologica de la actividad antioxidante (Sosa et al., 2023).

La actividad antioxidante evaluada mediante el ensayo de CUPRAC exhibi6 un aumento
significativo (p<0,05) durante el proceso de fermentacion. Inicialmente, la capacidad fue de
1,47+£0,19 mM equivalentes de &cido ascorbico/g de alimento, finalizando con 3,29+0,65 mM
equivalentes de &cido ascorbico/g de alimento (Tabla 2). Los resultados obtenidos en este
estudio son comparables a los observados en el trabajo de Cakmakgi et al. (2019), en donde se
evaluo la capacidad reductora de iones cupricos en yogures fermentados con Lactobacillus
acidophilus, mostrando una tendencia similar.

La evidencia de actividad antioxidante por el método de DPPH se observa por medio de la
interaccion de radicales libres con compuestos de caracter antioxidante donantes de protones,
que ocasiona un descenso en la absorbancia con respecto al control (Bhagwat & Annapure,
2019). En contraste, el ensayo de DPPH mostrd resultados de actividad més estables durante la
fermentacion, registrandose valores de 0,98+0,19 y 0,73+0,04 mM equivalentes de acido
ascorbico/g de alimento al inicio y final del proceso, respectivamente, no existiendo una
diferencia significativa (p>0,05) (Tabla 2).

La capacidad antioxidante puede estar relacionada con la produccion de metabolitos y/o la
presencia de componentes en la superficie celular (ej. exopolisacaridos) de los microorganismos
que conforman el cultivo iniciador. Los exopolisacaridos (EPS) son un grupo de polimeros que
cumplen un rol importante en la formacion de biofilms y en la adherencia de las cepas
probiodticas, ademds de aportar beneficios en seres humanos como la regulacion de la barrera
intestinal y la regulacion del sistema inmune (Nguyen et al., 2020). Las BAL son capaces de
sintetizar EPS de forma intracelular y liberarlos al exterior, o bien secretar enzimas al medio
para utilizar los compuestos externos. Los EPS se forman durante la fase exponencial de
crecimiento y tienen un efecto en la proteccion de las bacterias ante condiciones de estrés como
la deshidratacion, temperaturas extremas, antibioticos, fagocitosis o acidificacion, para ello se
asocian a la membrana celular formando una barrera fisica (Nguyen et al., 2020). En el caso
particular de pH bajos, los EPS forman enlaces anidnicos con los grupos fosfato cargandose
negativamente; esto permite la restriccion del ingreso de los acidos. A su vez se ha descrito que
los EPS tienen la capacidad de neutralizar radicales libres oxidativos (Nguyen et al., 2020;
Juraskova et al., 2022). Ensayos in vivo ¢ in vitro, demuestran la capacidad antioxidante de los
EPS, mediante el secuestro de radicales libres y la quelacion de metales, siendo estos efectos
dependientes de la concentracion (Feng & Wang, 2020).

22



Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco - Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud - Sede Trelew

%
E]
=
3
=
5
=
i~3
&
-

Tabla 2: Capacidad antioxidante durante el periodo de fermentacion

Capacidad antioxidante (mM eq.
de acido ascorbico/g de alimento)

CUPRAC DPPH
Dia0 147+0.19 0.98+0.19
Dial 1.73x0.27 1.07+0.21
Dia2 190+044 0.8940.25
Dia3 3.29+0.65 0.73£0.04

Los valores promedio (n=3), junto con sus desvios estandar, de los ensayos de CUPRAC y DPPH, se
encuentran expresados en mM de eq. de acido ascérbico/g de alimento.

Las reacciones en cadena de radicales son un mecanismo comun de la autooxidacion y la
peroxidacion lipidica, tanto en alimentos como en los humanos. Estos procesos pueden ser
inhibidos por antioxidantes con capacidad secuestradora de ROS, neutralizando radicales
peroxidos (ROO-) e interrumpiendo la propagacion del dafio oxidativo. Con esto, no solo
mejoran la estabilidad y calidad de los alimentos, sino que también contribuyen a reducir el
riesgo de enfermedades asociadas al estrés oxidativo en las personas (Gulcin & Alwasel, 2023).

La diferencia observada entre los valores de los ensayos de DPPH y CUPRAC, podria
evidenciar el mecanismo de accion de los EPS, siendo capaces de transferir un solo electron
capaz de reducir los iones metalicos. Ademas, se puede deducir el cardcter hidrofilico de los
EPS, evidenciado en los valores del ensayo de DPPH. Por otra parte, los EPS poseen una
actividad quelante de iones metalicos (Talbi et al., 2023) agregando otro mecanismo de accion
a su actividad antioxidante, aunque en este estudio no fueron realizados ensayos de quelacion
de iones metalicos.

Actividad inhibitoria sobre enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2

La actividad antidiabética del alimento se evalué mediante la capacidad de inhibicién de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, al inicio y al final de la fermentacion frente a un control
(Figura 4). La actividad inhibitoria se evalu6 mediante el calculo de los pardmetros cinéticos
Km (constante de Michaelis-Menten) y Vmax (velocidad méxima), utilizando el diagrama de
Lineweaver-Burk.

Los resultados de Km para la inhibicion de la a-amilasa (Figura 4A) y a-glucosidasa (Figura
4B) al inicio y al final de la fermentacion no muestran diferencias significativas (p>0,05) con
respecto al control (sin inhibicidn), indicando que no se alter6 la afinidad de la enzima por la
maltosa y glucosa, respectivamente, descartando una inhibicion competitiva. De forma similar,
las Vmax calculadas no mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre ellas, indicando que
tampoco existe una inhibicion no competitiva.

El alginato es un polisacédrido extraido de algas pardas. Se utiliza en la industria alimentaria
como emulsionante, estabilizante, gelificante, espesante y crioprotector. Ademads, se emplea en
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la produccion de alimentos funcionales, ya que presenta actividad antioxidante,
antiinflamatoria, prebidtica y efectos sobre la absorcion de hidratos de carbono, entre otros
(Admassu et al., 2025). Daub et al. (2025) demostraron que diferentes extractos de algas pardas
(Ecklonia radiata y Sargassum elegans) tienen un mayor efecto inhibitorio contra a-amilasa y
a-glucosidasa en comparacion con el alginato comercial. Esta diferencia podria deberse a las
condiciones de extraccion desconocidas del alginato comercial, las cuales podrian haber
implicado procesos mas abrasivos que dafaron su estructura, limitando su bioactividad. Por su
parte, Zaharudin et al. (2018) demostraron que diferentes extractos de algas pardas poseian un
efecto inhibitorio frente a la enzima a-amilasa; el alga undaria (Undaria pinnatifida) presentd
un efecto inhibitorio cercano al 40% con el extracto acuoso. Ademads de los alginatos, Koh et
al. (2020) mencionan que los fucoidanos aislados del alga U. pinnatifida muestran un efecto
competitivo contra a-glucosidasa, y un efecto no competitivo contra a-amilasa y
amiloglucosidasa. En nuestra region, U. pinnatifida se encuentra ampliamente distribuida en la
costa del Golfo Nuevo (Chubut), donde forma densas praderas con un importante potencial de
aprovechamiento. De acuerdo a Solana (2022), esta especie presenta una elevada concentracion
de minerales y polisacaridos estructurales, destacandose los alginatos y fucoidanos, localizados
principalmente en la lamina y los esporofilos, respectivamente, con contenidos que varian
estacionalmente entre 14 y 20 % en base seca. En dicho trabajo también se desarrolld el
procesamiento local del alga para la obtencion de wakame, optimizando las condiciones de
blanqueo y salado, lo que evidencia la factibilidad de su aprovechamiento como alimento
funcional (Solana, 2022). Si bien estas consideraciones son prometedoras, se tendrian que
evaluar los métodos extractivos de estos compuestos y su suplementacion en el alimento, para
evaluar su capacidad antidiabética posterior a la fermentacion.

Otra opcion potencial para la inhibicion de enzimas relacionadas con la diabetes tipo 2 son los
péptidos bioactivos, compuestos de cadena corta resultantes del proceso de hidrdlisis de
proteinas de materias primas. Esta hidrdlisis de proteinas puede lograrse mediante procesos
quimicos/fisicos, enzimaticos o por medio de fermentaciones. Los procesos quimicos utilizan
bases y acidos a altas temperaturas, mientras que los métodos fisicos utilizan técnicas como el
ultrasonido o microondas, aunque la hidrélisis ocurre en zonas no especificas de las proteinas
y puede producir residuos potencialmente peligrosos. Los métodos enzimaticos por su parte son
mas especificos en los sitios de clivaje, aunque las reacciones deben someterse a condiciones
especificas para cada enzima y el volumen a utilizar dependera de la cantidad de alimento. La
fermentacion realizada por los microorganismos requiere condiciones especificas para
optimizar su desempefio. Aunque suele ser menos especifica que los métodos enzimaticos,
presenta la ventaja de que existe una gran diversidad de microorganismos capaces de fermentar
distintos tipos de materias primas, ademas de ser un proceso ambientalmente amigable (Nong
& Hsu, 2022). Estudios como los de Henriques et al. (2021) y Wan et al. (2023) demuestran
que los hidrolizados de pescado poseen propiedades antidiabéticas, como son la inhibicion de
a-amilasa y a-glucosidasa. Li ef al. (2024) describen como se pueden aplicar combinaciones de
diferentes metodologias en pescados enteros o pastas, variando los cultivos iniciadores, la
adicién de enzimas y condiciones de fermentacion. Chourasia et al. (2023) describen una
variedad de productos fermentados con BAL capaces de generar péptidos bioactivos; aunque
la mayoria se basan en matrices lacteas, estos resultados demuestran su capacidad de hidrolizar
proteinas y formar péptidos bioactivos. Cabe destacar que la literatura disponible sobre péptidos
bioactivos derivados de fermentaciones de pescado es aun limitada, lo que evidencia la
necesidad de profundizar en este campo de investigacion.
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Figura 4: Diagramas de Lineweaver-Burk de a-amilasa y a-glucosidasa en diferentes etapas

1/( mM eq. de maltosa/mg de

amilasa*min)

'
—

A

8 -

[ N e |

[SC R VS Y

de la fermentacion momentos de la fermentaciéon

05 1 15 2 25
1/[mM eq. de maltosa]

1/(mM eq. de glucosa/mg de

glucosidasa*min)

0,5 1 1.5 2 2,5

1/[mM eq. de glucosa]

Actividad de a-amilasa (A) y a-glucosidasa (B) frente al alimento al inicio de la fermentacion (A), al final
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Conclusiones

v Los microorganismos seleccionados para conformar el cultivo iniciador resultaron
adecuados para su aplicacion en una fermentacion controlada de musculo de pez gallo.
Esto qued6 demostrado mediante el aumento de la poblacion de BAL durante la
fermentacion y la consecuente acidificacion de la matriz (pH 4,36+0,05). Ademas, se
determind actividad inhibitoria en la pasta de pescado contra L. monocytogenes Scott A
durante la fermentacion.

v La accion en conjunto de la acidificacion, presencia de BAL y el uso de sorbato de
potasio permitid la inocuidad del alimento, evidencidndose en la ausencia de E. coli,
Listeria spp., hongos y levaduras durante la fermentacidon y su posterior conservacion
bajo cero durante 90 dias.

v Durante la fermentacion no se observo un aumento significativo en la FSA y FST de la
pasta de pescado, esto podria ser consecuencia del tratamiento térmico realizado antes
del proceso. A futuro deberia aumentarse el tiempo de fermentacion para obtener una
mayor degradacion de las proteinas presentes en el musculo por parte de las BAL.

v Mediante el método CUPRAC se obtuvieron valores mas elevados de la capacidad
antioxidante del prototipo de alimento funcional si lo comparamos con el ensayo DPPH,
ya que el primero mide simultaneamente los antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos,
mientras que el segundo solo detecta moléculas solubles en solventes organicos. Esta
diferencia observada podria deberse a la presencia de EPS, biopolimeros sintetizados
por las BAL con una elevada afinidad por el agua.

v En las condiciones que se llevaron a cabo los ensayos de laboratorio no se detecto
actividad inhibitoria contra a-amilasa y a-glucosidasa. Sin embargo, seria necesario
realizar nuevos ensayos incrementando la concentracion del extracto para evaluar con
mayor precision la inhibicion, o bien prolongar el tiempo de fermentacion con el
objetivo de favorecer la formacion de péptidos bioactivos.

v En un futuro se deberia evaluar el analisis sensorial del alimento, teniendo en cuenta la
aceptabilidad al producto por parte de un panel entrenado y un panel no entrenado. Se
destaca la importancia de que la aceptacion del producto no dependa inicamente de sus
propiedades funcionales, sino también de sus caracteristicas organolépticas.

v En nuestro conocimiento, en la Argentina no se habia investigado el uso de cultivos
iniciadores para la fermentacion de una matriz a base de musculo de pescado. En
consecuencia, este trabajo se convierte en el punto de partida para el desarrollo de un
producto innovador que utiliza como materia prima al pez gallo (Callorhinchus
callorynchus), un pescado que generalmente no es aprovechado en su totalidad,
consumido de forma local o descartado industrialmente.
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