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RESUMEN

En el municipio de Silvia, Departamento del Cauca, se generaron 125,40
Toneladas de subproductos de trucha arcoiris, en el afio 2014. Estos desechos
han generado contaminacion ambiental, riesgo sanitario, pérdida de importantes
biomoléculas y disminucion de las utilidades (APROPESCA 2014). Una de las
alternativas para su aprovechamiento es la obtencion de ensilaje quimico de
visceras, mediante la adicibn de un &cido que activa las pepsinas, las cuales
generan un hidrolizado proteico estable a temperatura ambiente, con un alto valor
nutritivo y ausencia de microorganismos patdgenos (Santos, Silva et al. 2015). La
hidrélisis enzimatica, genera moléculas mas pequefas, que pueden tener un
amplio espectro de actividades bioldgicas, como actividad antioxidante vy
antimicrobiana (Gehring, Gigliotti et al. 2011). En ésta investigacion se realizé un
seguimiento de la actividad antioxidante y antimicrobiana por métodos in vitro de
extractos proteicos de ensilaje a pH 7,00 y se compard con el grado de hidrolisis
(GH), el cual influye en las propiedades fisicas y quimicas del producto. El GH
aumentd durante las primeras 24 h y luego se empez6 a estabilizar a las 96,00 hy
se mantuvo constante a tiempos de ensilaje superiores, alcanzando un GH entre
38 y 39%; similar al comportamiento obtenido por Wald, Schwarz et al. (2016), en
hidrolizados de trucha arcoiris con pepsina del mismo pez. La inhibicion de
radicales ABTS y DPPH se estabiliz6 en 11 y 46 % para DPPH y ABTS
respectivamente a 10 mg/mL, a GH entre 12,88 y 20,85%; a GH superiores no
hay un aumento de actividad. La inhibicion de radicales DPPH fue inferior a lo
informado por Slizyte, Rommi et al. (2016) en hidrolizados de proteinas de peces
de espinas dorsales de salmén desengrasado y por Bougatef, Nedjar-Arroume et
al. (2010) en hidrolizados de visceras de Sardinela con extracto crudo de enzimas
enddégenas del mismo pez; posiblemente por limitacion de transferencia de
protones debido al uso de metanol y por la diferencia entre las muestras. Por el
contrario, la captacion de radicales ABTS fue similar a lo encontrado por Gaviria
(2017) en hidrolizados de visceras de trucha con la enzima Protamex®. Por otro
lado, se encontré actividad antimicrobiana contra Aeromona hydrophila en el
extracto proteico de GH 38,39%, con inhibicion de 25,40% de crecimiento
bacteriano, a una concentracion de 41 mg/mL. Los resultados son inferiores a lo
informado por Wald, Schwarz et al. (2016) quien hallé actividad antimicrobiana
frente a varias bacterias Gram positivas y Gram negativas, con porcentajes de
inhibicion mayores al 50% a una concentracion de 20 mg/mL. La actividad
bioldgica encontrada en extractos proteicos de ensilaje quimico, es inferior a lo
que reportan algunos investigadores, sin embargo, es necesario evaluar la
bioactividad por métodos in vivo, para determinar la actividad real.

Palabras clave: Ensilaje, grado de hidrolisis, actividad antioxidante, actividad
antimicrobiana.



INTRODUCCION

El constante crecimiento del sector acuicola y el aumento record del consumo per
capita de pescado (20 kilogramos anuales), ha generado mayores cantidades de
subproductos (FAO 2016), los cuales incluyen recortes de musculo, piel, aletas,
espinas, cabezas, visceras y escamas, que equivalen aproximadamente al 50-
70% del peso del animal (Martinez 2011). La gran mayoria de los subproductos
son descartados, y solo el 30% se han utilizado para dar un valor afiadido bajo,
como en alimentacién animal; obtencion de fertilizantes y ensilaje. La inadecuada
manipulacion genera contaminacion ambiental y una pérdida de importantes
biomoléculas como lo son los lipidos, las proteinas, vitaminas y los compuestos
bioactivos, los cuales pueden usarse para diversas aplicaciones biotecnoldgicas,
que permitan desarrollar productos con un alto valor agregado (Villamil, Vaquiro et
al. 2017)

En los ultimos afios, los hidrolizados proteicos obtenidos a partir de subproductos
pesqueros, ha ganado interés en la industria alimentaria, cosmética y
farmacéutica, debido a que la hidrdlisis proteica mejora propiedades tecno-
funcionales y nutricionales (Atef and Mahdi Ojagh 2017). Los métodos de
obtencién de los hidrolizados pueden ser quimicos, mediante hidrélisis acida o
basica; o enzimaticos, obtenidos por hidrdlisis acelerada o por autolisis, como por
ejemplo el ensilaje, el cual se obtiene mediante la disminucién del pH del pescado
o partes de este, a través de la adicion de acidos organicos o minerales, enzimas
o bacterias productoras de &cido lactico, con la finalidad de activar las proteasas
acidas de los peces, las cuales son responsables de licuar los subproductos (FAO
1997; Santos, Silva et al. 2015). En la hidrdlisis de proteinas de peces mediante
adicién de enzima externa, se han encontrado péptidos con un gran espectro de
actividades  biologicas, como actividad antimicrobiana, antioxidante,
antihipertensiva, anticancerigena, etc. (Villamil, Vaquiro et al. 2017). Sin embargo,
el ensilaje quimico producto de autolisis, ha sido considerado de poco valor,
ignorando la posible bioactividad que puede tener gracias a la hidrolisis
enzimatica.

En el departamento del Cauca la acuicultura es un sector importante en la
economia, siendo la tilapia roja (Oreochromis spp) y la trucha arcoiris
(Oncorynchus mykiss) las especies mas cultivadas en los municipios de Suarez y
Silvia respectivamente. EI aumento en la oferta y la demanda, generan un
problema de postproduccion debido a la generacion de subproductos en el
procesamiento, por lo que es importante encontrar alternativas tecnoldgicas para
su aprovechamiento, incluyendo desarrollos innovadores que permitan dar un alto
valor agregado (Crepic 2015), por ejemplo al ensilaje quimico. Por tal motivo, en
esta investigacion se evalud la actividad antioxidante por los métodos DPPH y
ABTS y antimicrobiana frente Aeromona hydrophila por el método turbidimétrico,
de extractos proteicos de ensilaje quimico de visceras de Trucha Arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).



1. ANTECEDENTES Y MARCO CONCEPTUAL
1.1. Acuicultura

La FAO (2017) define la acuicultura como: el cultivo de organismos acuaticos tanto
en zonas costeras como del interior que implica intervenciones en el proceso de
cria para aumentar la produccion. En la actualidad hay aproximadamente 567
especies acuaticas, que se cultivan en todo el mundo por lo que la acuicultura es
considerada como uno de los sectores de crecimiento mas acelerados. En el 2014
la produccion mundial total ascendi6 a 73,8 millones de toneladas, las cuales son
destinadas en su mayoria al consumo humano, aportando 6,7% de la proteina
total consumida por éste, ademas algunos subproductos han sido utilizados para
alimentacion animal (FAO 2016). Colombia cuenta con todos los pisos térmicos y
se destaca en el mundo por su riqueza fluvial, que incluye aguas dulces, salobres
y marinas, lo que le permite tener una de las mayores biodiversidades de peces en
el planeta, ademas cuenta con terrenos aptos, que le otorgan un gran potencial
para el desarrollo de la acuicultura (FAO 2017). En el 2014, la produccién nacional
ascendio ligeramente a 92.002 toneladas y en el 2015 a 95.857, siendo la tilapia y
la trucha los peces mas cultivados (FAOSTAT 2017).

1.2. Trucha arcoiris
1.2.1. Identidad

La FAO (2017) define la trucha arcoiris como un pez perteneciente a los
teledsteos fusiformes de la familia de los salmoénidos con un cuerpo alargado con
60-66 vértebras, 3-4 espinas dorsales, 10-12 ratos dorsales blandos, 3-4 espinas
anales, 8-12 rayos anales blandos, 19 rayos caudales. La aleta adiposa,
usualmente presenta borde negro, sin tubérculos nupciales, con cambios menores
en la cabeza, boca y color de los machos desovantes. Presentan una coloracion
azul a verde oliva sobre una banda rosada a lo largo de la linea lateral y plateada
por debajo de ella. El lomo, costados, cabeza y aletas estan cubiertas con
pequefios puntos negros. La coloracion varia con el habitat, tamafio, y condicion
sexual. Los residentes en corrientes y los desovantes tienen tendencia a ser mas
oscuros, con color mas intenso; mientras que los residentes de lagos son mas
brillantes y mas plateados.



1.2.2. Taxonomia
Tabla 1 Taxonomia de trucha arcoiris

Reino Animalia

Subreino Bilateria

Infrarreino Deuterostomados

Filo Cordados

Subfilo Vertebrata. Vertebrado
Infrafilo Gnatostomados
Superclase Actinopterigios. Peces con aletas radiadas
Clase Teleodteos

Superorden Protacantopterigios
Orden Salmoniformes. Salmones
Familia Salmonidos

Subfamilia Salmoninae

Género Oncorhynchus

Especies Oncorhynchus mykiss

Fuente: ITIS-Report (2017)
1.2.3. Produccion de trucha arcoiris

La trucha arcoiris es originaria de la regiéon Pacifico de Norte América (Desde
Alaska hasta México). Fue introducida en aguas de otros continentes desde 1874,
excepto en la Antartica, para la acuicultura y pesca deportiva, expandiéndose
rapidamente durante los afios 50’s, gracias al desarrollo de los alimentos
peletizados (FAO 2005). En Figura 1, se muestra que en las ultimas décadas la
produccién mundial total de trucha arcoiris, ha ascendido hasta mantenerse con
poca variacion en los dltimos afios. Asi, en el afio 2014 la produccion fue de
812,94 kilotoneladas, ligeramente inferior a la produccion de 2013, de 818,29
kilotoneladas (FAOSTAT 2017). A nivel nacional la trucha arcoiris aporta el
11,36% de la produccion total acuicola y representa junto con el cultivo de tilapia y
camaron, las especies mas importantes en la acuicultura del pais (Ruales, Torres
et al. 2014).

La distribucidon y caracteristicas de los sistemas de cultivo dependen de las
condiciones climaticas, la trucha Arcoiris por ejemplo, se cultiva en los
departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca, Cauca, Huila, Narifio,
Santander, entre otros (FAO 2017). Es asi como entre los afios 2014 y 2015 los
departamentos con mayor produccién acuicola de trucha arcoiris fueron Boyaca,
Cundinamarca, Antioquia y Cauca (Pulido 2015); siendo el municipio de Silvia es
en el Departamento del Cauca uno de los principales productores con 737,4
toneladas en el 2014 (APROPESCA 2014).
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Figura 1 Produccion mundial de trucha arcoiris

1.2.4. Subproductos de la industria piscicola

Durante el procesamiento del pescado, se generan subproductos que oscilan
aproximadamente entre el 50% y el 70% del peso del pescado, e incluyen los
recortes de musculo (15-20%), piel y aletas (1-3%), espinas (9-15%), cabezas (9-
12%), visceras (12-18%) y escamas (5%) (Martinez 2011). Las visceras incluyen
branquias, es6fago, corazon, higado, pancreas, estbmago, bazo, ciegos piloricos e
intestino.

La inadecuada manipulacién de los subproductos, genera un grave problema de
contaminacion ambiental y pérdida de importantes biomoléculas (Gehring, Gigliotti
et al. 2011); Por ejemplo, en el 2014, la produccion en Silvia-Cauca, fue de 737,4
toneladas, con un porcentaje de rendimiento de 83%, quedando 125,4 Toneladas
de subproductos (visceras y sangre), los cuales tienen un alto valor nutritivo
gracias a su contenido de proteinas de buena calidad que incluyen las enzimas
digestivas, lipidos, vitaminas y oligoelementos (Shahidi and Janak Kamil 2001;
Wu, Chen et al. 2003). Como se observa en la Tabla 2, las visceras de trucha
arcoiris presentan alto contenido de amino&cidos hidrofébicos e hidrofilicos
potencializando las aplicaciones biotecnolégicas (Restrepo 2016).



Tabla 2 Aminoacidos en visceras de Trucha Arcoiris

Aminoé&cidos apolares Porcentaje (%)
Alanina 5,4
Fenilalanina 45
Isoleucina 4.9
Leucina 7,8
Metionina 3,0
Prolina 45
Triptéfano 0,6
Valina 5,9

Aminoacidos polares
No ionizables

Glicina 7.8
Serina 11,3
Tirosina 3,5
Treonina 3,3
lonizables acidos

Acido aspartico 3,8
Acido glutamico 12,9
lonizables basicos

Arginina 10,2
Histidina 2,3
Lisina 8,4
Total

Fuente: Gaviria (2017)
1.2.5. Aprovechamiento de subproductos

En los ultimos afios, se han realizado estudios para darle un valor agregado a los
subproductos de la industria piscicola, como la obtencién de alimentos para
especies menores (industria piscicola y avicola), mediante la inclusién en piensos,
ensilajes, harina y/o aceite de pescado, mejorando factores de produccion como la
disminucién de mortalidad y mejoramiento de otros parametros productivos
(Goosen, de Wet et al. 2014). También, se han utilizado como fertilizantes
(Gehring, Gigliotti et al. 2011) (lllera-Vives, Seoane Labandeira et al. 2015); al
igual que, para la extraccion de colageno y gelatina; y para la obtencion de
hidrolizados proteicos(CECOPESCA 2012).



1.3. Hidrolizados proteicos
1.3.1. Métodos de obtencion hidrolizados proteicos

Los hidrolizados proteicos son el producto de la hidrolisis quimica o enzimatica de
las proteinas, en él se pueden obtener polipéptidos, péptidos, oligopéptidos e
incluso aminoacidos libres.

En la hidrdlisis quimica, no se controla el tipo de productos que se generan, por lo
que es posible que el hidrolizado pierda la calidad nutricional, limitando sus
aplicaciones (Clemente, Milldn et al. 2001). Por el contrario, en la hidrdlisis
enzimatica, los procesos son controlados y se obtienen productos con menos
efectos secundarios, debido a la disminucién de subproductos indeseados, que
son la principal limitante de los hidrolizados proteicos a partir de hidrélisis quimica.

El producto final depende del tipo y concentracion de enzimas cuya actividad esta
influenciada por el pH, la temperatura y el tiempo; asi como también de la fuente y
tipo de proteina nativa, que en caso de los peces depende de la especie, factores
ambientales y alimentacion (Harnedy and FitzGerald 2012).

1.3.2. Métodos enzimaticos

Los métodos para obtener hidrolizados proteicos enzimaticos de peces, incluyen la
hidrélisis autolitica y la acelerada (adicibn de enzima externa). En el proceso
autolitico, el producto se obtiene por accion de las enzimas digestivas del pez, y
dependiendo las condiciones, la hidrélisis puede durar dias o incluso meses.
Dentro de éstos hidrolizados, se encuentra el ensilaje, que se define como un
producto semi-liquido obtenido del pescado o partes de este, mediante la adicién
de acidos organicos o minerales, enzimas o bacterias productoras de acido lactico,
que generan una disminucién de pH y una activacion de las proteasas acidas de
los peces, las cuales son responsables de licuar el sustrato. El producto que se
obtiene es estable a temperatura ambiente, con un valor nutritivo alto y ausencia
de microorganismos patégenos (FAO 1997) (Santos, Silva et al. 2015).

Por otro lado, la hidrolisis acelerada consiste en la adicion de una o varias
enzimas, que pueden ser de origen animal, vegetal, bacteriano o fungico. El
producto obtenido depende del tipo de enzima y las condiciones del proceso
(Shahidi and Janak Kamil 2001; Benitez, Ibarz et al. 2008). Enzimas como
alcalasa®, neutrasa®, protamex®, papaina®, bromelaina®, actinidina®, mezclas
de proteasas y enzimas extraidas del mismo pez, se han usado para hidrolizar
partes de pescado (Chalamaiah, Dinesh kumar et al. 2012). Estos procesos
alternativos permiten un mejor aprovechamiento de subproductos piscicolas, sin
embargo, un inconveniente de la hidrdlisis acelerada son los mayores costos de



produccion, en comparacion con la autolitica y la quimica, por lo que se requieren
estudios de viabilidad econdmica a escala industrial (Shahidi and Janak Kamil
2001).

1.3.3 Sustrato

Las proteinas son macromoléculas bioldgicas importantes, compuestas de
a-aminoacidos unidos mediante enlaces amida sustituido, denominados enlaces
peptidicos, de naturaleza covalente (Wade 2004). En la hidrdlisis de proteinas, el
agua realiza un ataque nucleofilico, que genera la ruptura del enlace peptidico.
Esta reaccion no es viable cinéticamente, por lo que se requiere un catalizador
como los enzimas, que disminuyen la energia de activacion y aumentan la
velocidad de reaccion (Lehninger 2006).

Enlace peptidico

o R2 O R2

H2N OH HoN OH
N +H,0 =—== OH + H,N

1 R1
o—aminoacidos
Figura 2 Hidrdlisis de enlace peptidico

Para obtener los hidrolizados proteicos, se parte de un sustrato que puede ser de
origen animal, vegetal o bacteriano. De los sustratos de origen animal, se
encuentra el pescado y sus subproductos, la carne y residuos como tendones o
huesos y los microorganismos como las algas. De origen vegetal se han usado
principalmente proteinas de soja, trigo y arroz. La eleccién de la fuente proteica
depende del uso del producto final y de los costos, por ejemplo, cuando se desea
obtener un hidrolizado como fuente de nitrégeno para alimentacién animal, se
usan proteinas provenientes del pescado y microbianas (Benitez, lbarz et al.
2008).

En los muasculos de los peces, existen tres tipos de proteinas: Las proteinas
estructurales como la actina, miosina, tropomiosina y actomiosina que constituyen
del 70-80 % del total de proteinas; las proteinas sarcoplasmaticas como la
mioalbumina, globulina y enzimas, que corresponden al 25-30 % de proteina total
y proteinas del tejido conectivo (colageno) que constituye un 3 % (FAO 2017). Por
otro lado, las visceras contienen proteinas de buena calidad, que incluyen
proteinas estructurales correspondientes al musculo liso que forma las paredes
musculares de los oOrganos huecos (visceras), ademas de proteinas
sarcoplasmaticas, de las cuales se destacan las enzimas digestivas (Shahidi and
Janak Kamil 2001; Avendafo 2008); otros componentes de las visceras son los
acidos grasos insaturados, fosfolipidos, vitaminas solubles y compuestos



bioactivos (Shirahigue, Silva et al. 2016), lo que las hace prometedores para
aplicaciones biotecnolégicas, como la obtencién de hidrolizados proteicos.

1.3.4. Enzimas

Los enzimas son macromoléculas biologicas que catalizan la conversion de
sustratos en productos como se presenta a continuacion de forma general:

E+S=—= ES=—=FEP=—=F +P

E, Sy P corresponden a enzima, sustrato y producto respectivamente, ES y EP
son complejos transitorios de enzima con sustrato y de enzima con producto
(Lehninger 2006). Los factores que afectan los enzimas son el pH, la temperatura
y la relacion de enzima/sustrato.

1.3.4.1. Uso de los enzimas en la industria piscicola

Dentro del aprovechamiento de subproductos de la industria piscicola, se han
obtenido hidrolizados proteicos con actividad bioldgica, mediante el uso de
enzimas comerciales y propias del pez. Las enzimas mas utilizadas son: la
alcalasa®, papaina®, pepsina®, tripsina®, quimotripsina®, pancreatina®,
flavourzyme®, pronasa®, neutrasa®, protamex®, bromelaina®, criotina F®,
proteasa N®, proteasa A®, orientasa®, termolisina® y validasa® (Halim, Yusof et
al. 2016). Sin embargo, son pocos los estudios que se han hecho para escalar
industrialmente éstos procesos, debido a que la hidrélisis quimica y la hidrolisis
autolitica, son méas econémicos (He, Franco et al. 2015).

1.3.4.2. Enzimas en las visceras

Las visceras de pescado son ricas en enzimas digestivas por lo que su
recuperacion a gran escala a partir de ensilaje de pescado es de interés en varias
investigaciones. Entre los enzimas mas disponibles de forma natural de los peces,
se encuentran las proteasas, las cuales pueden ser endopeptidasas, si catalizan la
hidrélisis de enlaces peptidicos, entre aminoacidos especificos en la molécula,
como por ejemplo la pepsina, tripsina, quimotripsina y elastasa; o pueden ser
exopeptidasas si o hacen en enlaces peptidicos desde los extremos de péptidos,
como las carboxipeptidasas y aminopeptidasas (Shahidi and Janak Kamil 2001;
Murray 2013)

La licuefaccion de las visceras en el ensilaje quimico, se produce gracias a la
actividad enziméatica de las proteasas acidas (pepsinas), las cuales se encuentran
como zimégenos que se activan a pH acido mediante una reaccién de
autocatalisis (Goddard and Perret 2005; Murray 2013). Las pepsinas son enzimas
enddgenas que se encuentra en el estbmago de los peces; pertenecen a la familia
aspartato proteasas y se encargan de hidrolizar enlaces peptidicos que estan en el



lado amino-terminal de los residuos de aminoacidos aromaticos de fenilalanina
(Phe), Triptofano (Trp) y Tirosina (Tyr) (Lehninger 2006; Murray 2013), generando
moléculas formadas por determinado numero de aminoacidos denominados
péptidos (Shahidi and Janak Kamil 2001). Especificamente, en la trucha arcoiris,
se han aislado tres pepsindgenos del estbmago que contienen siete isoformas con
la misma actividad (Wald, Rehbein et al. 2016)

1.4. Aplicaciones de los hidrolizados

Las aplicaciones que pueden tener los hidrolizados dependen del contenido de
aminoacidos libres (grado de hidrdlisis), el tamafio molecular, la cantidad y el tipo
de péptidos generados. Dependiendo del grado de hidrdlisis, se pueden mejorar
las propiedades tecno-funcionales, como capacidad espumante y emulsificante,
asi como también, bajar la viscosidad, aumentar la capacidad de agitacion, la
dispersion y la solubilidad, ademas de mejorar las propiedades nutricionales e
inmunoldgicas, como el aumento de la digestibilidad y disminucién de la
alergenicidad (Benitez, Ibarz et al. 2008). Algunos péptidos generados en la
hidrélisis enzimética de proteinas de peces, han presentado bioactividad, como
propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antihipertensivas y antibacterianas,
siendo prometedores para la industria alimentaria, farmacéutica y nutracéutica
(Harnedy and FitzGerald 2012; Opheim, Slizyté et al. 2015), para la obtencién de
productos con valor agregado.

1.5. Caracterizacién del hidrolizado

Para caracterizar el hidrolizado proteico, en primer lugar se determina el grado de
hidrolisis, que influye significativamente en las propiedades tecno-funcionales y
biolégicas, debido a que afecta la cantidad y el tamafio de péptidos o moléculas
obtenidas, lo que es determinante para las aplicaciones. Las propiedades
tecnofuncionales incluyen la solubilidad, viscosidad, propiedades sensoriales,
emulsificantes y espumantes. Los péptidos que se generan en la hidrélisis de
proteinas pueden presentar un gran abanico de actividades bioldgicas, las cuales
pueden ser determinadas por métodos in vivo e in vitro.

Para la caracterizacion de los péptidos, se determina la distribucion aparente de
peso molecular del hidrolizado; y se realiza la separacion e identificacion por
meétodos electroforéticos y/o cromatograficos (Benitez, lbarz et al. 2008). Asi
también, en el ensilaje quimico de visceras, es necesario determinar la actividad
enzimatica de las proteasas acidas presentes en las visceras, las cuales son
responsables de la licuefaccion de las mismas.

1.5.1. Actividad enzimatica

El estudio de las reacciones enzimaticas, consiste en determinar la velocidad de la
reaccion la cual se afecta por factores como el pH, la temperatura, la
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concentracion de sustrato, los inhibidores, es decir, lo que corresponde a la
cinética enzimética (Lehninger 2006). Experimentalmente existen dos métodos
generales para determinar la actividad enzimatica: Métodos continuos y métodos
discontinuos. Los métodos continuos se basan en el monitoreo continuo de la
desaparicion o aparicion del sustrato o el producto, mediante técnicas
espectroscopicas, como la espectrofotometria de adsorcion UV, la fluorescencia y
fosforescencia. Por otro lado, en los métodos discontinuos la reaccion enzimatica
debe detenerse en diferentes momentos, y se determina la cantidad de sustrato o
de producto, usando métodos cromatogréaficos, que incluyen diferentes sistemas
HPLC y métodos radiométricos (Harris and Keshwani 2009).

1.5.2. Determinacién del grado de hidrolisis (GH)

El grado de hidrélisis (GH) es el porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados
obtenidos por la hidrdlisis de proteinas. Se calcula mediante la Ecuacion 1, donde
h es la hidrdlisis parcial de los enlaces hidrolizados y hia €S la hidrdlisis total de
enlaces peptidicos de la proteina nativa.

h

Ecuacion 1: GH = * 100

total

El grado de hidrdlisis influye significativamente en las propiedades quimicas,
fisicas y biolégicas, debido a que afecta la cantidad y el tamafio de péptidos o
moléculas obtenidas, por lo que es determinante para las aplicaciones (Benitez,
Ibarz et al. 2008).

Los métodos para calcular el GH se basan en la determinacion de a-aminoacidos
libres, nitrégeno soluble y la valoracion potenciométrica de la concentracion de
hidrogeniones (Benitez, Ibarz et al. 2008).

1.5.2.1. Determinacién de los grupos a-amino libres

La determinacion de los grupos a-amino libres, se basa en la reaccién del grupo
amino libre producto de la hidrélisis del enlace peptidico, con compuestos que
reaccionan con ellos generando derivados cromoforos, que permiten su
cuantificacion espectrofotométricamente. Los métodos para determinar el GH
incluyen la reaccion con ninhidrina, ortoftaldehido (OPA) y 2,4,6 &cido
trinitrobenceno sulfénico (TNBS), siendo éstos dos ultimos los mas utilizados para
determinarlo en hidrolizados proteicos (Benitez, Ibarz et al. 2008), por lo que en
éste proyecto se realiz6 el seguimiento de GH usando el método TNBS, el cual se
describe a continuacion:

Método basado en reaccidén de aminoacidos con TNBS

El método TNBS se basa en la reaccion de grupo amino primario de los
aminoacidos con el &cido trinitrobencenosulfénico, en medio basico en tiempos
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entre 15-60 minutos a temperaturas entre 30-50°C, dando lugar a cromoforos con
un maximo de absorbancia de 410 nm (Benitez, Ibarz et al. 2008).

O,N __NO, O,N N.= O,N N,
NH,-péptido ~ 7+ 0 +0
9
cl)- O0=S=0 (IDI NO, NO, NO,
N2 N*\ Fase lenta
o/ o ——————>
i i i
SO3H H SOgH
Nt oHN_] ° HN._ 7O HN_] °
o” o N NO, O,N NO, O2N NO2
TNBS O
NO 4|
L 2 N02 O:N.O_

O,N NO,
+ 80572

R

oNo_
Esquema 1 Mecanismo de reaccion entre TNBS y aminoécidos

El mecanismo de reaccidn se representa en el Esquema 1. Consiste en una
sustitucion nucleofilica aromatica (SNAr), gracias a la presencia de grupos nitro,
los cuales son electroatrayentes fuertes, que activan el anillo, favoreciendo la
reaccion de (SNAr). Inicialmente ocurre el ataque nucleofilico del nitrégeno del
aminoacido al carbono unido al grupo sulfénico, generando un carbanién que es
estabilizado por resonancia, luego sobreviene la eliminacién del ion sulfito
generando el compuesto cromoéforo mencionado (Wade 2004). La reacciéon
termina mediante la adicion de un exceso de sulfito de sodio. Este método
correlaciona bien con el método OPA y se obtienen datos reproducibles, sin
embargo tiene la desventaja de que el reactivo es inestable, hay riesgo de
explosion, los valores de los blancos son altos, hay riesgo de contaminacién con
acido picrico; ademas, los azucares reductores y el amonio generan interferencia.
El método no es efectivo con prolina e hidroxiprolina y la reaccion con lisina altera
los resultados (Benitez, Ibarz et al. 2008)

1.5.2.2. Determinacién de Nitrégeno soluble

Otra forma de determinar el grado de hidrdlisis, es mediante la determinacion de
nitrdgeno soluble en acido tricloroacético (TCA) y su proporcidn con respecto a la
cantidad de nitrogeno total como se muestra en la Ecuacion 2 (Ortiz 2017).
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Nitrégeno soluble en TC al 10%

Ecuacion 2 GH = * 100

Nitrégeno total

Las técnicas mas usuales para determinar la proteina soluble son: el método
Kjeldhal, la reaccion de Biuret o la determinacion espectrofotométrica en la region
UV de péptidos con grupos aromaticos. También se ha empleado el método de
Dumas, que consiste en la oxidacion del compuesto con CuO, con lo que el
nitrégeno de la muestra pasa a nitrogeno gas (N.), midiéndose el volumen
desprendido, con buena correlacion contra otros métodos espectrofotométricos
(Guadix 2000; Benitez, Ibarz et al. 2008).

1.5.2.3. Determinacién potenciométrica de protones liberados (pH estatico)

En el método pH estético, la acidez de la reaccion de hidrélisis se mantiene
constante mediante la adicion de base o de acido, dependiendo de las condiciones
iniciales de hidrdlisis, es proporcional al GH. Este método sélo se aplica para
hidrolisis enzimatica de proteinas a pH fuertemente acido, neutro o alcalino
(Benitez, Ibarz et al. 2008).

1.5.3. Determinacién de actividad bioldgica

En los hidrolizados proteicos de peces o partes de éste, la proteina es fraccionada
por las enzimas generando moléculas mas pequefias como polipéptidos (<50
aminoacidos) y péptidos (2-20 aminoéacidos), de los cuales algunos tienen
actividad biologica, que incluyen propiedades anticancerigenas, antihipertensivas,
antiinflamatorias, antidiabéticas, antioxidantes y antimicrobianas (Halim, Yusof et
al. 2016).

1.5.3.1. Actividad antioxidante

En los dltimos afios han aumentado las investigaciones con el fin de encontrar
antioxidantes de origen natural, debido a que muchos antioxidantes sintéticos
como el hidroxitolueno butilado, el hidroxianisol butilado, terc-butilhidroquinona y
galato de propilo son toxicos y pueden dafiar el ADN. La importancia de encontrar
nuevos antioxidantes se debe a la necesidad de prevenir enfermedades
producidas por los radicales libres y evitar el deterioro de los alimentos.

Muchos investigadores han aislado péptidos antioxidantes de hidrolizados
proteicos, de una gran variedad de peces, los cuales se han caracterizado por
tener secuencias cortas de aminoacidos (5-16 aminoacidos), con aminoacidos
hidrofobos como fenilalanina, alanina, valina, leucina, prolina, histidina y Tirosina,
y los aminoacidos cisteina y metionina que contienen azufre (Halim, Yusof et al.
2016).
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Métodos para determinar actividad antioxidante

Los métodos para determinar la actividad antioxidante son in vivo e in vitro. Los
altimos son utilizados con mayor frecuencia en hidrolizados proteicos de peces,
destacandose la inhibicion de radicales libres 2,2-difenil-2-picril hidrazil (DPPH) y
Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS); la inhibicion de
radicales hidroxilo; determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS); barrido de especies reactivas de oxigeno (ROS);poder antioxidante
reductor del hierro (FRAP); barrido de radicales superédxido; barrido del radical
peroxilo (ORAC); actividad de inhibicion de la peroxidacion de lipidos; actividad
quelante de metales; reduccion de la actividad energética; inhibicion de la
autooxidacion del acido linoleico y la inhibicion de la peroxidacion del acido
linoleico (Halim, Yusof et al. 2016).

Métodos DPPHy ABTS

Los métodos DPPH y ABTS han sido ampliamente utilizados, para evaluar la
actividad de eliminacion de radicales de péptidos e hidrolizados proteicos, debido
a la estabilidad, simplicidad y rapidez (Li, Jiang et al. 2008). Experimentalmente,
se determina la inhibicion de los radicales, mediante la disminucion de
absorbancia a 515,00 y 729,70 nm para DPPH® y ABTS*" respectivamente. Los
resultados se reportan como porcentaje de inhibicion reemplazando en la
Ecuacion 3, o como equivalentes de un antioxidante de referencia como el
TROLOX.

. e s A A
Ecuacion 3: %Inhibicion = ~cenirel_“muestra , 9 ()

Acontrol

Los mecanismos generales para eliminacion de radicales, pueden ser de
transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT) o un electrén (SET). Ambos
conllevan a la estabilizacion del radical como se muestra el Esquema 2 (Schaich,
Tian et al. 2015). Los radicales DPPH® y ABTS®" reaccionan por ambos
mecanismos.

HAT-transferencia de atomos de hidrégeno SET-transferencia de un solo electrén

_ +H,0
ROO® + AH—= ROOH + A°® ROO® + AH—=ROO ™+ AH* —"» A%+ H,0*
ROO® + A* — ROOA ROO™ + H3;0*—= ROOH + H,0

AH= Cualquier antioxidante con H donable. Fuente Schaich, Tian et al. (2015)

Esquema 2 Mecanismos de eliminacion de radicales.
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El mecanismo HAT se retarda por difusion, es independiente del pH y fuertemente
inhibido por solventes de unién de hidrégeno, como el metanol. Por otro lado, el
mecanismo SET se da en femtosegundos, aumenta con el pH, por la mayor
disponibilidad de electrones y no se afecta por difusion (Schaich, Tian et al. 2015).
El mecanismo predominante de reaccién de proteinas con radicales es el de
transferencia de 4tomos de hidrogeno (HAT), por lo que los métodos expuestos,
pueden afectar la medida real debido al uso de solventes como el metanol en
DPPH* y el impedimento estérico de los radicales ABTS*" y DPPH?®, los cuales no
son un buen modelo para los pequefios radicales altamente reactivos en los
sistemas bioldgicos y alimentos (Ejemplos: OH®, NO®, O,*).(Schaich, Tian et al.
2015). Por las razones expuestas anteriormente, ademas de que muchos
antioxidantes pueden perderse durante la digestion alcanzando concentraciones
criticas que afectan su bioactividad y a que algunos metabolitos producidos por la
degradacion de antioxidantes, pueden presentar mayor bioactividad; la actividad
antioxidante se debe evaluar in vivo. (Schaich, Tian et al. 2015).

La reaccion de los radicales DPPH® con TROLOX por el método HAT se muestra
en el Esquema 3. AUn no esta claro el mecanismo predominante para la
eliminaciéon de radicales DPPH®, sin embargo, en las reacciones donde se usan
solventes sustractores de protones, predomina el mecanismo SET (Jiménez
2007).

N HO N S
Ne + > NH + _
O,N NO, HyC o O O,N NO, HyC o 0o
0 0

NO, TROLOX NO,
SUOI
|
Ne
+

2,
O \
J—— NH . Producto de oxidacion
O,N NO2  pc o o O,N NO, de Trolox
o]
NO,

NO,

[ ) CH2
0 HO
2 Lo |—> Dimerizacioén
O o)
H3C O HsC 0
0 o)

Fuente: Friaa and Brault (2006)
Esquema 3 Mecanismo HAT del TROLOX con radical DPPH*®
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Por otro lado, el radical ABTS*" se obtiene directamente mediante la reaccion con
un agente oxidante fuerte, como el persulfato de potasio. El radical reacciona con
el antioxidante TROLOX, mediante el mecanismo SET (Jiménez 2007), generando
la disminucion de la absorbancia a 729,7 nm (Ver Esquema 4).

— \ _OH
S \
(=TT
ABTS Q NN
/\s S i K*
HO™ % Q. o . .
O \ Q o s Obtencion de radical
LSO
o™ o
+ 0 (o)
K \,-OH
tof S \
N N= o
+o —N N
ABTS N S
HO™ Y\
Reduccion por antioxidante
LjROLOX TROLOX (Mecanismo SET)
A _oH
B %
{
=
ABTS /\\s\\ s _
0

Esquema 4 Reacciones mediadas con ABTS

1.5.3.2. Actividad antimicrobiana

En los dltimos afios, se han obtenido péptidos antimicrobianos (AMPs) mediante
hidrélisis enzimatica de proteinas de peces, cuya calidad y clase de producto lo
determina el GH, tipo y concentracion de enzima; al igual que la fuente y clase de
proteina (Cheng, Tang et al. 2013; Wald, Schwarz et al. 2016).

Wald, Schwarz et al. (2016) determinaron actividad antibacteriana de hidrolizados
de subproductos de trucha arcoiris con pepsina aislada del mismo pez,
encontrando inhibicién tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas.
La actividad antibacteriana mas alta reportada la reportan en cultivos de bacterias
Flavobacterium psychrophilum (Gram negativa) y Salmoninarum renibacterium
(Gram-Positiva), las cuales afectan algunos cultivos de peces de la familia de los
Salmonidos.

Muchos investigadores asocian la actividad antimicrobiana, con residuos
hidrof6ébicos y basicos, los cuales facilitan la interaccion de los péptidos con los

16



fosfolipidos anidnicos de la membrana bacteriana o de otros patégenos. Por otro
lado, el tamafio y secuencia de aminoacidos, determinan la estructura del péptido
y su mecanismo de accion (Castafieda, Ortega et al. 2009; Cheng, Tang et al.
2013; Wald, Schwarz et al. 2016) .

Estructuras de los AMPs

Las estructuras que se han encontrados en AMPs son: anfipaticas con a-hélices,
caracterizadas por tener de 12-37 residuos de aminoacidos; anfipaticas con hoja 3
formados a partir de enlaces disulfuro; y estructuras aleatorias, con cantidades
altas de triptofano; o de prolina y arginina; o de histidina (Teixeira, Feio et al.
2012).

Mecanismos de accién

Los tres mecanismos de accion de los péptidos propuestos por los investigadores
son: a) Mecanismo de tapon de barril, b) Mecanismo de poro toroidal o agujero de
gusano y ¢) Mecanismo de alfombra. El mecanismo de barril-barrera consiste en la
unién de los péptidos a través de la membrana mediante la formacion de un tapén
compuesto por péptidos helicoidales, la parte hidrofébica de los péptidos se
alinean en la capa lipidica central de la membrana y la hidrofilica forma el interior
del poro (Castafieda, Ortega et al. 2009; Trabulo, Cardoso et al. 2010).

El mecanismo de poro toroidal o agujero de gusano, consiste en la formacion de
un poro mediante la asociacién de los segmentos polares de los péptidos con la
las cabezas polares de los fosfolipidos de membrana (Trabulo, Cardoso et al.
2010).

El mecanismo de alfombra se basa en la acumulacién de péptidos sobre la
superficie de la bicapa lipidica principalmente mediante atracciones electrostaticas
generando desestabilizacion y destruccion de la membrana (Neville, Cahuzac et
al. 2006).

Métodos para determinar actividad antimicrobiana

Los métodos generales para medir la actividad antimicrobiana son: la valoracion
cilindro-placa o método de difusién por pozo y la valoracion turbidimétrica. En el
método de difusién por pozo, el microorganismo se inocula en cajas de Petri que
contiene el agar adecuado para su crecimiento y se realizan pozuelos donde se
adiciona la muestra, blancos y antibidticos de referencia. Los halos de inhibiciéon
ubicados alrededor del cilindro, se miden y comparan con los antibiéticos de
referencia y se calcula la potencia relativa de la muestra. Por el contrario, en el
meétodo tubidimétrico el microorganismo se inocula en caldo de cultivo adecuado y
se mide la turbidez por métodos espectrofotométricos con y sin muestras. El
aumento de absorbancia a 600 nm se relaciona con el crecimiento bacteriano
(Pedraza and Castellanos 2009).
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Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano tiene cuatro fases principales: a) Fase de latencia en
donde los microorganismos se adaptan al ambiente y no hay un aumento
significativo en el crecimiento, b) Fase exponencial caracterizada por un aumento
rapido del microorganismo hasta agotar nutrientes o acumular sustancias toxicas,
c) Fase estacionaria en donde no hay crecimiento poblacional y d) Fase de muerte
(Rodriguez, Frometa et al. 2011).

1.6. Antecedentes de aprovechamiento de subproductos
1.6.1. Alimentacion de especies menores

La inclusién baja o moderada de ensilaje de pescado en piensos para especies
menores y crustaceos, ha mejorado parametros de productividad. Toro and
Concha (2016), quienes evaluaron las propiedades fisicoquimicas de los residuos
piscicolas de tilapia roja a ensilaje biol6gico, concluyen, que los inéculos L.
plantarum B2 y BAL de yogur, permite la obtencion de ensilado biolégico estable y
apto para la elaboracion de concentrados para especies piscicolas y animales de
granja; por ejemplo, Perea, Garcés et al. (2011), evaluaron la inclusién de ensilaje
biolégico de visceras de pescado en alimento para tilapia roja, reportando
ganancia de peso, incremento en talla y mayor conversion alimenticia de los peces
alimentados, con inclusion de ensilaje de 30%. Por otro lado, el ensilaje quimico
también ha sido incluido en piensos para especies menores; por ejemplo, Gomez,
Ortiz et al. (2014), quienes realizaron una inclusion de 30% de ensilaje quimico de
visceras de tilapia roja, en alimentacion de pollos de engorde, reportan una
disminucién de los costos de produccién hasta un 22,2%. En otra investigacion
similar, Garcés (2015) encontrd que la inclusion de 10 y 20% de ensilaje quimico
de visceras de trucha arcoiris en dietas para pollos de engorde, disminuy6 los
costos de alimentacion y mejoré la rentabilidad econdémica del alimento.
Analogamente, (Perea 2016), quien realiz6 una evaluacion nutricional de ensilajes
de residuos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en la alimentacion de tilapia
roja (Oreochromis spp), informé que la inclusion de 20% de ensilaje quimico,
obtenido mediante adicion de acido férmico, presentd los mejores resultados para
el pH, consistencia, perfil microbiolégico, composicion quimica y digestibilidad in
vitro de la materia seca, concluyendo que el ensilaje quimico de visceras de trucha
arcoiris, puede ser considerado como una alternativa de alta calidad nutricional
para la alimentacion de tilapia roja, debido al buen contenido de nutrientes
(principalmente grasa y proteina) y a la alta digestibilidad de los nutrientes y la
energia.

1.6.2. Extraccién de aceite

Las visceras de trucha arcoiris tienen un alto contenido de lipidos de buena
calidad, por lo que varios investigadores han extraido y refinado el aceite para
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darle valor agregado a éstos subproductos. Por ejemplo, Diaz, Bonilla et al. (2016)
quienes establecieron condiciones de refinacion aceite crudo, obtenido a partir de
ensilaje de visceras de trucha arcoiris, obtuvieron un aceite con caracteristicas
apropiadas. Por otro lado Ruales, Torres et al. (2014) extrajeron y caracterizaron
el aceite de pescado derivado de subproductos de trucha arcoiris, y reportan una
composicién adecuada de acidos grasos omega 3 mediante recuperacion por
fluidos supercriticos.

1.6.3. Actividad antioxidante

Muchos investigadores han encontrado actividad antioxidante en hidrolizados
proteicos de subproductos de una gran variedad de peces por los métodos ABTS
y DPPH, en la Tabla 3, se presentan algunas de las investigaciones que se
reportan para éste tipo de sustrato.

Tabla 3 Actividad antioxidante en hidrolizados de subproductos de peces

Fuente Enzimas GH DPPH ABTS Concentracién Referencia
(mg/mL)
Piel Aluterus  Proteasa de B. 25422 12,7 TE®  102,0 NR Sai-Ut,
monoceros amyloliquefaciens TE Benjakul et
H11 al. (2014)
Piel de Hoki Tripsina® NR 30,2° ND 0,2 Mendis,
(Johnius a-quimotripsina® NR 10,0-20,0° ND 0,2 Rajapakse
belengerii ) Pepsina® NR 20,0-30,0° ND 0,2 et al.
(2005)
Espinadorsal Alcalasa® <60,0 4,8° ND NR Je, Qian et
de atln a-quimotripsina® 74,3 17,4° ND NR al. (2007)
Papaina® <60,0 36,7° ND NR
Pepsina® 745  358° ND NR
Neutrasa® 748 51° ND NR
Tripsina® <60,0 6,9° ND NR
Visceras de Protamex® 56,0 40,0° 43,0° 10,0 Gaviria
trucha (2017)
arcoiris
Espinas Colorasa® 22,1 32,0° ND 2,5 Slizyte,
dorsales de Protamex® 22,6 38,0° ND Rommi et
salmén al. (2016)
desengrasado
Visceras de Extracto de 6,0 53,8 ND 2,0 Bougatef,
sardinella enzimas Nedjar-
enddgenas Arroume et
al. (2010)

ND: No Determinado; NR: No reportado; mmol Leu/mg; "TE: umol TROLOX/g; °Porcentaje de inhibicién; “Porcentaje de
incremento. Modificado de Villamil, Vaquiro et al. (2017)

Las investigaciones que se encuentran en la literatura sobre actividad antioxidante
en ensilaje de subproductos marinos, se enfocan en los desechos de crustaceos,
como el camaron; por ejemplo, Sachindra and Bhaskar (2008) informa actividad
antioxidante de licor de biorresiduos de camarén fermentado (ensilado bioldgico),
con porcentaje eliminacion del radical DPPH de 40% a una concentracion de 1,0
mg/ml, e inhibicion del radical ABTS de 95% a 0,5 mg/ml. La actividad antioxidante
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se atribuye a la formacion de péptidos y aminoacidos durante la hidrolisis de
proteina residual del camaron y al contenido de carotenoides. Cabe destacar que
los salmoénidos como la trucha arcoiris, y otros animales, no pueden sintetizar
carotenoides, por lo que su carne es blanca y por tanto es necesario
suplementarlos en su dieta (Mora 1996).

1.6.4. Actividad antimicrobiana

Muchos estudios han demostrado que la hidrélisis enzimatica de proteinas de
huevo o leche, genera péptidos antimicrobianos, sin embargo, son pocas las
investigaciones en hidrolizados de carne y subproductos (Wald, Schwarz et al.
2016). En la Tabla 4 se muestran algunos resultados de actividad antimicrobiana
de hidrolizados proteicos de diferentes fuentes.

Tabla 4 Actividad antimicrobiana de hidrolizados de diferentes fuentes

Fuente Enzima GH Inhibicibn  Concentracion Referencia

(%) (%) (mg/mL)

Visceras de trucha Protamex® 17 66,9 10 Gaviria (2017)

arcoiris

Visceras de trucha Pepsina 21- >50 20 Wald, Schwarz et

arcoiris aislada 30 al. (2016)

Leche de Yak Tripsina® 11- >40 0,5 Cheng, Tang et al.
25 (2013)

Musculo de Barbus Alcalasa® 6,6 1 Sila, Nedjar-

callensis Arroume et al.

(2014)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion mundial del sector acuicola ha aumentado durante las ultimas cinco
décadas, por lo que es probablemente el sector de produccion de alimentos de
mas rapido crecimiento. En el afio 2014, la produccién mundial total ascendié a
73,8 millones de toneladas (FAO 2016); Analogamente, en Colombia, aumentd
ligeramente a 92.002 toneladas, siendo la tilapia, trucha y camaron, las especies
mas cultivadas (AUNAP 2013). En el municipio de Silvia, departamento del Cauca
la acuicultura se basa en el cultivo de Trucha Arcoiris, con una produccion en el
2014 de 737,4, toneladas siendo uno de los subsectores econOmicos mas
importantes del municipio y del Departamento del Cauca. El rendimiento de
produccion en Silvia fue de 83% quedando un porcentaje significativo de
subproductos como escamas, baba, sangre y visceras (tripas, estomagos,
higados), considerados de desecho, ignorando el contenido de proteinas, lipidos,
vitaminas y oligoelementos. Estos generan contaminacion ambiental, riesgo
sanitario y pérdida por reduccion de las utilidades (APROPESCA 2014). Ademas,
el mal manejo de residuos genera la proliferacion de bacterias, hongos e insectos,
los cuales promueven enfermedades en humanos, animales y plantas, y
contaminan las fuentes hidricas que abastecen la region. El fortalecimiento
progresivo de la acuicultura en el Cauca, requiere medidas para mitigar la
contaminacion ambiental y disminuir el riesgo sanitario en la region, ademas de
fortalecer la produccion, gracias a un mejor manejo de los subproductos a partir de
procesos, que promuevan la generacion de valor agregado. Este trabajo se
desarroll6 en el marco de proyecto “Alternativas para el aprovechamiento de
subproductos de la agroindustria piscicola-ALTPEZ-ID3883”, en el cual se han
obteniendo productos a partir de los subproductos generados de la industria
piscicola, generando un gran impacto a nivel departamental y nacional. Una de las
lineas importantes dentro del proyecto es la evaluacién de actividades fisiol6gicas
gue pueden tener los hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (incluyendo el
ensilaje) cultivada en Silvia-Cauca, debido a que los péptidos generados en la
hidrolisis, ademas de ser una fuente de energia y nitrégeno, pueden tener
propiedades fisiol6gicas importantes, como antioxidante y antimicrobiana (Harnedy
and FitzGerald 2012). El ensilaje ha sido utilizado principalmente para
alimentacion animal, sin embargo, las propiedades fisiolégicas puede darle un
valor agregado, y abrir una brecha para nuevas investigaciones que permitan
obtener alimentos funcionales para peces. Por éstas razones, en el presente
estudio se evalud la actividad antioxidante de ensilaje quimico de visceras de
trucha arcoiris, por los métodos DPPH y ABTS; y la actividad antimicrobiana frente
a las bacterias Aeromona hydrophila y Streptococcus agalactie, las cuales afectan
los cultivos de tilapia roja. Se realizaron dos pruebas de antagonismo frente a
A.hidrophila por los métodos de difusion en pozos y turbidimétrico; mientras que la
actividad frente a S. Agalactiae, se evalu6 sélo por el método difusion en pozos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Estudiar la actividad antioxidante y antimicrobiana del hidrolizado de visceras de
Trucha arcoiris, obtenido mediante ensilaje quimico.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Determinar la actividad proteolitica de enzimas acidas presentes en
subproductos de Trucha Arcoiris.

3.2.3. Estudiar en el ensilaje quimico la actividad antioxidante mediante los
métodos DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidracilo) y ABTS (&cido 2,2"-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico) y la actividad antimicrobiana mediante el método de
difusién por pozos

3.2.4. Encontrar la relacion entre del grado de hidrdlisis (GH) del ensilaje quimico y
la actividad antioxidante y antimicrobiana.

22



4. METODOLOGIA

4.1. Recoleccion y transporte de visceras

Los subproductos de trucha arcoiris se obtuvieron en el municipio de Silvia-Cauca,
de piscifactorias de la Asociacion Productora y Comercializadora de Productos
Acuicolas y Agricolas (APROPESCA). El municipio se encuentra ubicado entre los
2°47°37” y 2°31°24” de latitud norte y entre los 76°10°40” y 76°31°05” de longitud al
occidente del meridiano de Greenwich, sobre el flanco occidental de la cordillera
central, a 2.600 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura media de 15°C
(Silvia-Cauca 2014). Se realiz6 el muestreo al azar en estanques que contenian
en promedio 1500 peces; los animales se encontraban en etapa de engorde con
un peso promedio de 400 g y en el momento del sacrificio tenian condiciones de
ayuno por dos dias.

Figura 3 Trucha arcoiris de Silvia-Cauca

Después del proceso de eviscerado, los subproductos se empacaron en bolsas
plasticas inertes. Para evitar reacciones post-morten se colocaron en neveras de
icopor con hielo e inmediatamente se transportaron al laboratorio de biotecnologia
ubicado en la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca.

Para determinar la cantidad de muestra representativa n muestral, se aplico la
Ecuacion 4.

Ecuacion 4. n = __ N2
T (N—1)xe2+22

Donde:

n: tamafio de la muestra

N: tamafio del universo

Z: desviacion del valor medio, Z=1,96 para un nivel de confianza 95%
e: margen de error maximo (p.e. 5%)

23



4.2. Analisis proximal

Una muestra compuesta y representativa de visceras se homogeneizé para luego
realizar el analisis proximal, de acuerdo a los protocolos expresados en la Tabla 5.

Tabla 5. Métodos analisis proximal

Determinacion Descripcion Método
AOAC
Humedad Deshidratacion a 105 °C en estufa hasta peso 950.01
constante
Extracto etéreo  Extraccion Soxhlet por 4 horas 991.36
Proteina bruta Método Kjeldahl: Digestion acida, recolecciéon y 968.06
destilacion de amoniaco en &cido bérico y titulacion
Ceniza Calcinacion a 550 °C por 4 h 942.05
Fibra bruta Weende: Digestion 4cido-base y calcinacion 962.09

4.3. Obtencion de ensilaje quimico

El ensilaje quimico se realiz6 de acuerdo a la metodologia reportada por Goosen,
de Wet et al. (2014) con ligeras modificaciones. Se pesaron 200,00+0,01 g de
visceras en un tarro plastico con tapa previamente desinfectada con hipoclorito de
sodio (5%) y etanol (98%), posteriormente se adicion6 &cido férmico en relacion
2,5% (peso/volumen) y con una varilla de vidrio se agitd durante 15 s para lograr
una homogeneizacién. Las mezclas se colocaron en un cuarto que mantiene la
temperatura a 15°C. El ensilaje quimico se estudi6 a diferentes tiempos de
hidrdlisis de la siguiente manera: Las primeras 44h, se tomaron muestras cada 6h,
posteriormente, se tomaron muestras cada 12h hasta un tiempo de 144h, luego,
se tomo6 una muestra a 162 h (18 h después), y por ultimo, se tomaron muestras
cada 24h, hasta 234h de ensilaje.

4.3.1. Inactivacion de enzimas enddgenas

Una vez se terminaron los tiempos de ensilaje, las muestras destructivas, se
sometieron a calentamiento a 80°C durante 15 min, con la finalidad de inactivar las
enzimas enddgenas de las visceras y asi detener la reaccion de hidrdlisis. Un
proceso similar us6 Wald, Schwarz et al. (2016) para inactivar enzimas enddégenas
de visceras de trucha arcoiris (80°C durante 10 min). Por otro lado, Restrepo
(2016) inactivé enzimas de visceras de trucha a 65°C durante 15 min. Al finalizar
la inactivacion, se recupero la cantidad de agua perdida durante el proceso, luego
se homogeniz6 durante 20 s y se almacend en tarro plastico a -4°C.
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4.3.2. Andlisis proximal de ensilaje quimico

El analisis proximal de ensilaje quimico se realizé de acuerdo a los métodos de la
descritos en el numeral 4.2, Tabla 5.

4.4. Caracterizacion del hidrolizado
4.4.1. Determinacion de solubilidad

Se realiz6 de acuerdo al método propuesto por Bradford (1976) y editado por
Walker (2002).

Preparacion del reactivo: Se disolvié 0,0250 £+ 0,0001 g de azul de Comassie en
12,5 mL de etanol al 95%, luego se adicion6 25 mL de acido fosforico al 85% y se
aforé la solucion a 250 mL con agua destilada. Posteriormente se filtr6 la mezcla al
vacio.

Curva de calibracion: Se utilizé la albumina sérica bovina como referencia, debido
a que es usada comunmente permitiendo comparar resultados con otros autores,
ademas es de bajo costo y esta disponible en forma pura. Para realizar la curva de
calibracion, se prepard una solucion stock de 1 mg/mL de albamina sérica bovina.
A partir de ésta se prepararon soluciones estandares de 0,20, 0,40, 0,60 y 1,00
mg/mL. Posteriormente, se adicion6 5 mL de reactivo Azul de Comassie a 100 pL
de cada solucién. Después de 15 min se midid la absorbancia a una longitud de
onda de 595 nm. Finalmente, se obtuvo la regresion lineal por el método de
minimos cuadrados.

Preparacién de muestra: Para la obtencion de los extractos proteicos, se siguio la
metodologia propuesta por Ozgen, Reese et al. (2006) con ligeras modificaciones:
Se pesé 4,0000 + 0,0001 g de ensilaje quimico, con tiempos de hidrélisis de 24,07
h; 48,00 hy 144,00 h y se ajusto el pH a 3,00; 4,00; 5,00; 6,00 y 7,00 con NaOH
0,50 M, utilizando un pH-metro de sélidos. Cada mezcla se homogeniz6 con vortex
por 15 s y se centrifugé a 12.000 rpm a 4°C por 15 min. Luego se filtré al vacio y
se volvié a centrifugar el sobrenadante a 12.000 rpm a 4°C por 10 min. Por dltimo
el sobrenadante se decantd y se almacend a -4°C hasta el uso respectivo.

Determinacion proteina soluble de la muestra: Se realizdé por el método descrito
anteriormente. La proteina soluble, se cuantificéd interpolando en la curva de
calibracion, teniendo en cuenta las diluciones de las muestras.

4.4.2. Seguimiento de grado de hidralisis

El seguimiento del GH de ensilaje quimico se realizé por el método TNBS descrito
por Sai-Ut, Benjakul et al. (2014). A continuacién se detalla la metodologia:
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4.4.2.1. Implementacion del método TNBS

Preparacion del reactivo TNBS: Se preparo una solucién de TNBS a 0,01% (v/v) a
partir de una solucion Stock de 5%, bajo condiciones de oscuridad.

Preparacion de solucion Stock y estandares: El aminoacido de referencia utilizado
fue Leucina, debido a que se encuentra en gran proporcion en las visceras (7,8%),
ademas de que no tiene impedimento estérico para reaccionar con TNBS. Para
preparar la solucion stock del aminoacido en mencion, se seco 2,0000+0,0001 g
de Leucina a 100°C durante dos horas para eliminar la humedad. Posteriormente
se prepardo 50 mL de solucién Stock de Leucina de concentracion 10 mmol/L y
mediante diluciones, se obtuvo estandares de 0,60; 1,20; 1,80; 3,00; 4,20 y 6,00
mmol/L.

Curva de calibracion: Se mezclé 128 pL de solucion estandar de Leucina y 2 mL
de buffer fosfato (pH 8,2), luego se adiciond 1 mL de TNBS 0,01% y se coloco en
un bafio termostatado a 50°C durante 30 min. Se adicion6 solucion de sulfito de
sodio 0,1 M y se dej6 reposar por 15 min para medir la absorcién a 410 nm. La
regresion lineal se determiné por el método de minimos cuadrados. Se evaluaron
paradmetros de reproducibilidad y repetibilidad durante 5 dias.

4.4.2.2. Determinacién de hidroélisis total

Se pes6 0,5000 + 0,0001 g de ensilaje humedo de tiempo cero, posteriormente se
adicion6 4,5 mL de HCI 6 N. Los triplicados se colocaron en horno a 110 °C
durante 24 h en un bafio de arena, luego se dejaron enfriar y se neutralizaron con
4,5 mL de NaOH 6 N adicionado lentamente. Por ultimo se filtré al vacio y se
hicieron las diluciones respectivas para determinar aminoacidos libres totales por
el método TNBS.

4.4.2.3. Determinacion de aminoacidos libres
La determinacion de aminoacidos libres de los extractos proteicos a pH 7,00
(Extractos con mayor solubilidad), se realizd por el método TNBS descrito

anteriormente. El GH se expres6 como porcentaje y se calculdé usando Ecuacién 1
de la pagina 18.

4.5. Determinacion de actividad antioxidante
45.1. Método ABTS

La actividad de captacion de radicales ABTS se realizo por la metodologia descrita
por Borawska, Darewicz et al. (2016) con algunas modificaciones, que incluyen el
pH de reaccion adecuado, propuesto por Ozgen, Reese et al. (2006), como se
describe a continuacion:
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4.5.1.1. Preparacion del reactivo ABTS

Se prepar6é 1 mL de ABTS 7,00 mM y 1 mL de solucion de K,S,0g 2,45 mM en
buffer acetato 20 mM (pH 4,50), previamente centrifugado a 10.000 rpm durante
10 min. Posteriormente, la mezcla de ambos en proporcion 1:1 se dejé en reposo
por 16 horas, sin incidencia directa de la luz y se ajusto la absorbancia a 0,700, a
una longitud de onda de 729,70 nm, con buffer acetato pH 4,50.

45.1.2. Curva de calibracion

Se preparé una solucién stock de TROLOX 2000 pM y a partir de ésta, se
generaron soluciones estandares de 0, 50, 100, 200, 300 y 600 uM. Para iniciar la
reaccion se mezcld 135 pL de estandar con 4 mL de reactivo ABTS, con agitacion
durante 2 s en vortex. Las absorbancias se midieron después de 30 min de
reaccion, a una longitud de onda de 729,70 nm. La linealidad de la curva de
calibracion se determind usando el método de minimos cuadrados. Se realizaron
parametros de reproducibilidad y repetibilidad durante 5 dias.

4.5.2. Método DPPH

El método DPPH se realiz6 de acuerdo a la metodologia seguida por Zhang, Duan
et al. (2012) con modificaciones que incluyen lo propuesto por Jiménez, Sanchez
et al. (2012); como se describe a continuacion:

4.5.2.1. Preparacion del reactivo DPPH

Se prepard una solucion de DPPH 30 mg/L en metanol sin incidencia de la luz
directa. La absorbancia se ajust6 a 0,700 a una longitud de onda de 515 nm.

45.2.2. Curva de calibracién

Se preparé una solucién stock de TROLOX 2000 uM y a partir de ésta, se
prepararon soluciones estandares de 0, 50, 100, 150, 200 y 300 uM. Para iniciar la
reaccion se mezclé 200 pL de estandar con 4 mL de reactivo DPPH y se agit6
durante 2 segundos en vortex. Después de 30 min la mezcla de reaccion se
centrifugd a 12.000 rpm por 5 min, a temperatura ambiente y enseguida se midi6
la absorbancia a 515 nm. La linealidad de la curva de calibracién se determiné
usando el método de minimos cuadrados. Se realizaron parametros de
reproducibilidad y repetibilidad durante 5 dias.

4.5.3. Preparacion de la muestra

Los extractos proteicos de diferentes grados de hidrdlisis obtenidos a pH 7,00, se
diluyeron en metanol y se centrifugaron a 12.000 rpm, a 4 °C, durante 10 min, para
eliminar las proteinas precipitadas. Para ver la influencia del acido férmico en la
actividad antioxidante, se prepararon soluciones de acido formico 0,24 M a pH
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3,00; 4,00; 5,00; 6,00 y 7,00 y se realizdé el mismo procedimiento usado con las
muestras.

45.4. Medida de actividad antioxidante

La actividad antioxidante se midié6 por los métodos ABTS y DPPH descritos
anteriormente. Los resultados se expresaron como TEAC (umol TROLOX/g
proteina), y porcentaje de inhibicién a una concentracion de 10 mg/mL.

4.6. Determinacion de actividad antimicrobiana

La determinacion de actividad antimicrobiana se realiz6 mediante el método de
difusion en pozo mediante la metodologia descrita por Beaulieu, Thibodeau et al.
(2013) con ligeras modificaciones. La prueba de antagonismo se realizo entre los
extractos proteicos de GH: 0; 4,84; 15,26; 23,41; 26,33 y 30,32%, y dos bacterias
patdgenas: Streptococcus agalactiae (ATCC 51487) y Aeromona hydrophila
(ATCC 700183), las cuales afectan los cultivos de tilapia roja. Las bacterias fueron
adquiridas en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad del Cauca. El
efecto antimicrobiano de las muestras frente a la bacteria Aeromona hydrophila se
evalu6é por el método turbidimétrico de acuerdo con la metodologia usada por
Wald, Schwarz et al. (2016), con modificaciones.

4.6.1. Preparacion de agares y caldos de cultivo

Las bacterias objeto de estudio se cultivaron en caldo y en agar de acuerdo a las
condiciones descritas en la Tabla 6.

Tabla 6 Condiciones de cultivo para las bacterias

Bacteria Caldo de cultivo  Medio de cultivo en agar
Streptococcus agalactiae BHI* BHI
Aeromona hydrophila TSB** TSA***

* BHI: infusién cerebro-corazén *TSB: Caldo triptona de soja, **TSA: Tripticasa
de soja

4.6.1.1. Preparaciéon de agares

Se deposité 20,8000 + 0,0001 g de BHI y 40,0000 + 0,0001 g de TSA en dos
erlenmeyers diferentes de 600 mL y se adicion6 400 mL de agua destilada a cada
uno. Las soluciones se mantuvieron bajo agitacién y calentamiento suave hasta
completa homogenizacion, posteriormente se esteriliz6 en autoclave. Los agares
tratados se sirvieron en cajas de Petri dentro de una cabina de flujo laminar.
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4.6.1.2. Preparacion de caldos

Se mezclé 3,5150 + 0,0001 g de caldo BHI y 24,0000 + 0,0001 g de TSB con 95
mL y 800 mL de agua destilada respectivamente. Las soluciones se mantuvieron
en agitacion hasta su homogenizacion. Los caldos se sirvieron en tubos y se
esterilizaron en autoclave.

4.6.2. Activacion de las bacterias

Las bacterias criocongeladas se pasaron a un tubo con caldo de cultivo éptimo.
Posteriormente se colocaron en incubadora a 35 °C por 12 h. Luego se realizo la
siembra por agotamiento en caja de Petri con cultivo agar. La caja inoculada se
incubd a 35°C durante 24 h. Por ultimo, se realizaron pases de la bacteria al 10%
cada 12 h por 24 h.

4.6.3. Prueba de antagonismo por difusion en pozo

Dentro de una cabina de flujo laminar, se realizé una siembra masiva de las
bacterias en agar Optimo, utilizando un hisopo estéril. Posteriormente, con una
punta se realizaron cuatro pozos por caja y el agar sobrante se retir6 con una aza
estéril. Luego se tomd 50 pL de los extractos proteicos y se adicion6 en los pozos
de los agares de ambas bacterias. Se llevé un blanco con acido férmico 0,24 M
(pH 7,00). Los antibioticos de referencia para Aeromona hydrophila, fueron
oxitetraciclina (OT) y cloranfenicol (C); y para la bacteria Streptococcus agalactiae,
los antibioticos ampicilina (A) y cloranfenicol (C). Todas las cajas se incubaron
durante 24 horas a 35°C y luego se midieron los halos de inhibicién de las
muestras, del blanco y de los controles positivos usando un pie de rey.

4.6.4. Prueba de antagonismo turbidimétrica

Se determind el efecto antimicrobiano de los extractos frente a la Aeromona
hydrophila por el método turbidimétrico.

4.6.4.1. Muestras

Las muestras corresponden a los extractos obtenidos con GH de 0,0; 4,84; 12,88;
15,26; 20,85; 23,41; 30,32 y 38,39%. Se utilizé un blanco de acido férmico pH 7,00
y un control de bacteria en condiciones Optimas.

4.6.4.2. Porcentaje de inhibicién de muestras

Se adicion6 0,5% de cada extracto proteico al caldo con bacteria al 10%, e
inmediatamente se midi6 la absorbancia a 600 nm. Los tratamientos se incubaron
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a 35°C, manteniendo la agitaciéon a 100 rpm. La absorbancia se midié cada 3 h,
durante 12 h. Se us6 un blanco con &cido férmico 0,24 M (pH 7,00) y control de
bacteria sin muestra. El porcentaje de inhibicibn se determind con las
absorbancias medidas a 12 h y concentracion de 41 mg/mL.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1. Recoleccion de visceras de pescado

S— -

Figura 4 Recoleccion, trasporte y cuarteo de visceras. a) Captura, b) Eviscerado,
c) Recepciéon y d) Cuarteo

Para muestrear primero se recolectaron las visceras de 759 peces los cuales se
encontraban en condiciones de dos dias de ayuno. El rendimiento del proceso de
fileteado es del 83% por lo tanto se obtuvo aproximadamente 51,61 Kg de
visceras. En el laboratorio se realiz6 un cuarteo para obtener una muestra
homogénea y los subproductos sobrantes se utilizaron en otras investigaciones del
proyecto ALTPEZ.

Tabla 7 Animales muestreados por estanque

Factor Valor Parametro
Z 1,96 95% de confianza
N 1.500 animales estanque
e 0,05 %
n 759 numero de animales muestreados
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5.2. Obtencidn de ensilaje quimico

a b
Figura 5 Obtencion de ensilaje quimico. a) Pesaje y b) Adicion de &cido formico

El ensilaje quimico de visceras de trucha arcoiris se obtuvo mediante la adicion de
acido férmico, el cual es un acido organico que permite un pH bajo facilitando la
accion de las pepsinas y la eliminacién de carga bacteriana gracias al pH y al
efecto bactericida en su forma no disociada. La inclusion baja o moderada de
ensilaje quimico de pescado, en piensos para animales de granja y peces, ha
mejorado pardmetros de productividad (Pardo and Parra 2000). Agregado a esto,
el uso de acidos organicos de cadena corta como el acido férmico, puede mejorar
el rendimiento y crecimiento de los animales de granja, peces y crustadceos cémo
lo han reportado algunos autores (Olsen and Toppe 2017), por lo que el producto
obtenido en ésta investigacion, puede usarse para éste fin.

5.3. Andlisis proximal

El andlisis proximal de las visceras de trucha arcoiris muestra una composicion de
macromoléculas importante, representada en lipidos con el 69,20% y proteinas el
27,30%. El ensilaje quimico presentd un porcentaje de proteinas y lipidos de 22,6
y 65,9% respectivamente.

La composicién de proteinas y lipidos varia entre especies diferentes e incluso en
las misma especies, por ejemplo, el contenido de proteina de las visceras de
trucha arcoiris de Silvia-Cauca de 27,3% en base seca, es superior al encontrado
en visceras del mismo pez reportado por Dumas, de Lange et al. (2007), quienes
reportan un contenido de 22,2% y por Bermudez, Rodriguez et al. (1999) en
visceras de cachama blanca quienes informan un 20,2%. El porcentaje de
proteina es inferior al reportado por Taheri, Anvar et al. (2013) en trucha arcoiris,
quienes encontraron un 52,9% de proteina. Por otro lado el porcentaje de lipidos
(69,2) fue similar a reportado por Dumas, de Lange et al. (2007) (69.3%) y superior
al hallado por Bermudez, Rodriguez et al. (1999) y Taheri, Anvar et al. (2013), en
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visceras de cachama blanca y de trucha arcoiris, con porcentajes de 49,2 y 45,8%
respectivamente. Las diferencias en la composicion se debe a factores como la
edad, sexo, tamafio y rasgos genéticos del pez, asi como también del medio
ambiente y alimentacién (FAO).

El contenido de proteina en visceras de 27,3% encontrado en ésta investigacion,
es inferior a lo encontrado por Dumas, de Lange et al. (2007) y Gokoglu, Yerlikaya
et al. (2004) en filete de trucha con porcentajes de 68,9 y 74,4%, respectivamente.
Sin embargo, la fraccion lipidica de visceras es superior con un 69,2% en
comparacion al 27,1% y 12,9% informado por los autores mencionados
anteriormente. Evidenciando que se pierden importantes nutrientes cuando no hay
un aprovechamiento adecuado de las visceras.

El andlisis proximal del ensilaje quimico muestra que los porcentajes de proteina 'y
lipidos son de 22,6 y 65,9%, respectivamente, los cuales son inferiores a lo
encontrado en la materia prima. Los porcentajes de pérdida son;4,7% de proteina
y 3,3% de lipidos, que pueden deberse posiblemente a la formaciéon de
compuestos lipoproteicos, los cuales no son digeribles, aumentando el contenido
de fibra de 0,01 a 5,3% (Ver Tabla 8).

Tabla 8 Comparacion de la composicién proximal de subproductos de trucha
arcoiris

%Cenizas  %Proteina  %Lipidos %Fibra Referencia

Visceras de trucha 3,210,1 27,3+0,0 69,2+0,3 0,01+0,00 Presente
investigacién
Ensilaje de visceras 5,5+0,1 22,6+0,2 65,9+0,1 5,3t0,2  Presente

de trucha investigacién

Visceras de trucha 2,2 22,2 69,3 N/D Dumas, de Lange
et al. (2007)

Visceras de trucha 9,6 52,9 45,8 N/D Taheri, Anvar et al.
(2013)

Filete de trucha 4,6 68,9 27,1 N/D Dumas, de Lange
et al. (2007)

Filete de trucha 51 74,4 12,9 N/D Gokoglu, Yerlikaya
et al. (2004)

Visceras de 2,73 20,2 49,2 0,23 Bermudez,

cachama blanca Rodriguez et al.
(1999)

Ensilaje de visceras N/D 25,7 32,5 N/D Pardo and Parra

de cachama blanca (2000)
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5.4. Tratamientos y caracterizacion del hidrolizado
5.4.1. Determinacion de solubilidad
5.4.1.1. Método Bradford

Usando el método de minimos cuadrados se determind la linealidad de la curva de
calibracion. La ecuacion lineal fue y = 0,6141x - 0,0393 con el coeficiente de
determinacién r* de 0,9946, lo que indica que el 99,46% de la incertidumbre
original se explica mediante el modelo lineal (Ver Anexo 2).

5.4.1.2. Determinacion proteina soluble

En estudios preliminares, el GH maximo alcanzado en el ensilaje quimico es
estable a 144 h, por lo tanto, la bioactividad debe encontrarse a tiempos de
hidrolisis menores. Por ésta razon, se determind la solubilidad a diferentes pHs de
ensilajes con tiempos de 24, 48 y 144 h. Los porcentajes de proteina soluble se
resumen en la Tabla 9.

Tabla 9 Proteina soluble a diferente pH de extraccién y tiempo de ensilaje
Ensilaje de 24 h Ensilaje de 48 h Ensilaje de 144 h
pH %Proteina soluble C, %Proteinasoluble C, %Proteinasoluble C,

18,06+0,59 3,27 24,22+0,92 3,79 15,28+0,07 0,43
26,12+1,03 3,94 32,31+0,72 2,23 21,96+0,93 4,22
37,70+0,34 0,91 45,83+0,86 1,87 31,75+1,54 4,87
57,76+2,22 3,84 49,76+2,44 4,90 42,82+1,73 4,03
87,56+2,14 2,44 83,63+1,28 1,13 67,00+2,99 4,47

~N o 0o~ W

La solubilidad de las proteinas de ensilaje de 48 h presentd porcentajes de
24,22% a pH 3,00 y de 45,83% a pH 5,00, mayor en comparacion con ensilaje de
24 h, en el cual, la solubilidad fue de 16,06% a pH 3,00 y de 37,70% a pH 5,00
(Ver Tabla 9). Sin embargo, la solubilidad de ensilaje de 48 h, a pH 6,00 y pH 7,00
(49,76 y 83,63% respectivamente) y de ensilaje de 144 h (42,82 y 67,00%
respectivamente) fue inferior a lo encontrado en ensilaje de 24 h (Ver Tabla 9Tabla
9). Esto se debe en primer lugar, a la mayor interaccion lipo-proteina con el
aumento del GH asociado al tiempo de ensilaje (estudios preliminares), y al pH de
extraccion el cual afecta la solubilidad, de las proteinas y de los acidos grasos
presentes en los hidrolizados.

34



100

80 A

[<5]

S

>

2

g /.7/// ——24h
[<5]

S 40 —m—48h
% _/./‘://r/ —a—144 h

20 —
0
2 3 4 5 6 7 8

Figura 6 Solubilidad de extractos proteicos

A un mismo tiempo de ensilaje, el pH afecta la solubilidad de las proteinas y de los
acidos grasos. En la Figura 6, se observa que a medida que aumenta el pH entre
3,00 y 7,00, las proteinas se hacen mas solubles debido probablemente a que se
alejan de su punto isoeléctrico (Pl). Andlogamente, los &cidos grasos son mas
solubles a pHs superiores a su pKa, que oscila generalmente entre 4,5 y 5,5;
condiciones que favorecen la formacion de emulsiones (Ferreyra, Kuskoski et al.
2007), y por tanto una posible disminucion de la solubilidad de proteinas (Ver
Figura 7).

a b
Figura 7 Extractos proteicos de ensilaje. a) pH 3,00, con ensilaje de 144 h y b)
pH 7,00, con ensilaje de 144 h
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Como se observa en la Figura 6, a medida que aumentd el tiempo de ensilaje
asociado al aumento del grado de hidrodlisis (estudios preliminares), la solubilidad
disminuyé mas a pH 6,00 y 7,00. Este comportamiento puede deberse a que un
aumento del GH facilita la interaccion de los lipidos con las proteinas, debido a
que con el aumento de GH, hay una mayor liberacion de los acidos grasos de los
tejidos adiposos de las visceras, ademas de aumentar la solubilidad de las
proteinas, por una mayor exposicion de aminoacidos hidrofilicos durante la
hidrdlisis, condiciones que permiten la formacion de emulsiones. Después de una
semana de almacenamiento, el ensilaje de pescado con acido férmico, se separa
en cuatro fases: Una fase lipidica, seguido de una emulsion lipo-proteina, una fase
acuosa soluble y un pequeiio sedimento de fragmentos de tejido insoluble que
precipita en el fondo (Kristinsson and Rasco 2000; Shahidi and Janak Kamil 2001).

En general, la solubilidad de los extractos proteicos de ensilaje a los tiempos
estudiados, aument6é en el rango de pH de 3,00 a 7,00 (Ver Figura 6), debido
probablemente a que éstas son mas solubles cuando el pH se aleja de su punto
isoeléctrico. Este comportamiento es similar a lo encontrado por varios
investigadores en hidrolizados de peces y subproductos; como por ejemplo, por
Foh, Kamara et al. (2011) en hidrolizados de tilapia (Oreochromis niloticus); por
Nalinanon, Benjakul et al. (2011) en hidrolizados de muasculo de Nemipterus
hexodon con pepsina aislada de atlin (Katsuwonus pelamis); y por Wald, Schwarz
et al. (2016) en hidrolizados de visceras de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
con pepsina aislada del mismo pez.

5.4.2. Seguimiento de grado de hidrélisis
5.4.2.1. Método TNBS

Se realizaron curvas de calibracién por triplicado durante cinco dias para evaluar
pardmetros de reproducibilidad y repetitividad. Usando el método de minimos
cuadrados se determind la linealidad de la curva de calibracion y se obtuvo que la
ecuacion lineal es y = 0,0505x+0,0246 con el coeficiente de determinacion r? es de
0,9931, lo que indica que el 99,31% de la incertidumbre original se explica
mediante el modelo lineal (Ver Anexo 3). A partir de la ecuaciéon lineal se
calcularon las concentraciones en milimol de Leucina/g muestra encontrados en
las hidrélisis parciales de los ensilajes a diferentes tiempos, y la hidrdlisis total,
para luego calcular el porcentaje de hidrdlisis, los resultados se presentan en la
siguiente seccion.

5.4.2.2. Determinacion de a-aminoéacidos libres en extractos proteicos

La hidrolisis total (hit) de ensilaje quimico fue de 1109,84+6,98 mg Leucinal/g
muestra. Con respecto a la hya Se calcularon los porcentajes de hidrdlisis de los
distintos hidrolizados y los resultados se resumen en la Tabla 10
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Tabla 10 Seguimiento de Grado de hidrdlisis de ensilaje

Tiempo de ensilaje Grado de hidrélisisreal Cy Grado de hidrélisis  Cy
(h) (%) (%) (%)* (%)
0,00 26,24+0,20 0,76 0,00

5,50 31,08+0,06 0,20 4,84+0,06 1,30
12,50 39,12+0,16 0,42 12,88+0,16 1,27
19,12 41,50+0,40 0,96 15,26+0,40 2,61
24,07 47,09+0,73 1,55 20,85+0,73 3,49
30,03 49,65+0,62 1,24 23,41+0,62 2,63
37,52 51,89+0,27 0,53 25,65+0,27 1,07
42,12 52,57+0,74 1,42 26,33+0,74 2,83
48,00 54,29+0,18 0,33 28,05+0,18 0,63
61,32 56,56+0,13 0,23 30,32+0,13 0,42
72,00 59,42+0,01 0,02 33,18+0,01 0,04
84,63 61,63+0,24 0,40 35,39+0,24 0,69
96,00 62,93+0,43 0,68 36,69+0,43 1,17
108,53 64,13+0,82 1,27 37,89+0,82 2,15
120,00 63,78+1,81 2,84 37,54+1,81 4,82
132,73 64,92+1,58 2,43 38,67+1,58 4,08
144,00 64,63+0,21 0,33 38,39+0,21 0,55
162,43 64,48+0,26 0,41 38,24+0,26 0,69
186,50 65,21+1,13 1,73 38,97+1,13 2,90
210,67 65,18+0,01 0,02 38,94+0,01 0,04
234,08 65,18+0,29 0,44 38,94+0,29 0,74

¥Se calculan restando el GH inicial (26,24%)

El Grado de hidrdlisis del ensilaje de tiempo cero, fue 26,24% (Ver Tabla 10), que
puede deberse a residuos de alimentos en los estdbmagos e intestinos, los cuales
no fueron removidos con el fin de evitar la pérdida de enzimas. Para comparar los
resultados con otros autores, se restd el GH inicial a los deméas ensilajes. El
seguimiento de GH real y el GH por accién de las proteasas acidas, se muestran

en las Figura 8.
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Figura 8 Seguimiento de GH en ensilaje quimico. a) GH real y b) GH producto de
accion de enzimas

Se determiné el efecto del tiempo respecto al GH mediante un disefio de medidas
repetidas en donde el factor intrasujeto es el tiempo. Usando el modelo de
Greenhouse-Geisser, se obtuvo que el efecto del tiempo en el GH es
estadisticamente significativo (Ver Anexo 6). También se realiz6 una comparacion
por pares mediante el modelo de Bonferroni, donde se concluye que después de
96,00 h de ensilaje no hay diferencias significativas en los grados de hidrdlisis,
debido a que la significancia fue >0,05 en todas las comparaciones entre
muestras. De acuerdo con los resultados estadisticos, se tiene que el GH maximo
alcanzado se encuentra entre 37-39% (Ver Tabla 10).
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Como se muestra en la Figura 8b, el grado de hidrélisis aumenta linealmente con
el tiempo durante las primeras 24 horas de ensilaje desde 0,00% a 47,09%,
debido a la facilidad de rompimiento de enlaces peptidicos por una mayor
disponibilidad de sustrato; luego hay una etapa donde no hay una disminucion de
la hidrdlisis hasta estabilizarse a un valor entre 37-39%, a tiempos superiores de
96,00 horas (Ver Tabla 10). La reduccion de velocidad puede deberse a la
disminuciéon del numero de enlaces peptidicos disponibles, mermando la
probabilidad de choque molecular en los lugares requeridos. También pudo ocurrir
la inhibicion de la enzima por exceso de productos de hidrdlisis, desnaturalizacion
de la enzima o autohidrolisis (Tonon, dos Santos et al. 2016). Este
comportamiento concuerda con lo reportado por varios investigadores para
hidrolizados proteicos de peces (Kristinsson and Rasco 2000; Klompong, Benjakul
et al. 2007; Restrepo 2016).

El rango de GH maximo del ensilaje obtenido, es superior 1,2 a 1,3 veces a lo
reportado por Wald, Schwarz et al. (2016), quienes alcanzaron fase estacionaria a
GH 30% a tan solo 3,5 h, en hidrolizados de visceras de trucha arcoiris mediante
adicion de pepsina extraida del mismo pez. Por otro lado, el GH es inferior 1,2 a
1,1 veces, al maximo encontrado por Gaviria (2017) en hidrolizados de visceras de
trucha arcoiris mediante adicion de la enzima Protamex®, quien reporté un GH
méaximo de 43% a 3,8 h. Estos resultados evidencian que la hidrdlisis de proteinas
es mas rapida cuando se adiciona una enzima, en comparacion de la autolisis,
debido, a que las condiciones de reaccion como el pH, temperatura y relacion
enzima/sustrato, se controlan mas facilmente en la hidrolisis mediante adicion de
enzima, como consecuencia, es mas rapida (Klompong, Benjakul et al. 2007). Sin
embargo, en la mayoria de investigaciones, los procesos para la produccion de
hidrolizados mediante la adicion de enzima, no han sido escalados
industrialmente, debido a que los costos de produccion son mayores en
comparacion a la hidrdlisis quimica y autolitica (He, Franco et al. 2015).

5.4.2.3. Actividad de enzimética

En las primeras 24 h (1,44 millares de minuto) de ensilaje, hay un aumento lineal
en la cantidad de producto formado en la hidrdlisis, con una liberacién de
aminoécido (representado como Leucina) entre 0 mgLeu/gmuestra a tiempo cero,
hasta 238,55 mgLeu/gmuestra a las 24 h. Posteriormente la liberacion de
aminoacidos disminuye hasta estabilizarse a tiempos superiores de 96,00 h (5,76
millares de minuto). Usando el método diferencial se calculd la pendiente de la
recta tangente a la curva en la fase lineal, la cual corresponde a la velocidad inicial
de reaccion, que en éste caso es de 0,1607 mg/min, indicando que se liberan 0,16
mg de Leucina cada minuto. La Figura 9 representa el seguimiento de hidrdlisis
enzimatica de proteinas en el ensilaje quimico en funcion del tiempo.
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Figura 9 Actividad enzimatica a condiciones de ensilaje

La velocidad de reaccion de las enzimas que generan autolisis es inferior a la
reportada por Restrepo (2016), quien evalué la actividad enzimética de Protamex®
para hidrolizar aislado proteico de visceras de Trucha Arcoiris, encontrando una
velocidad de 0,95 mg Leucina/min, aproximadamente seis veces mayor. Estos
resultados son similares a los reportados por Wu, Chen et al. (2003), quienes
encontraron un mayor cantidad de aminoacidos libres y péptidos, en hidrolizados
de Caballa (Scomber austriasicus) obtenidos mediante adicion de Proteasa N, en
comparacién con el hidrolizado producto de autolisis. De acuerdo con lo anterior,
la hidrélisis por adicion de enzima disminuye el tiempo de reaccion debido a una
mayor actividad enzimatica, sin embargo, se debe evaluar la factibilidad de los
procesos para determinar la viabilidad econdmica, ya que los enzimas generan un
costo adicional en comparacion con la autolisis.

5.5. Determinacién de actividad antioxidante
5.5.1. Método ABTS
5.5.1.1. Curva de calibracion

Se realizaron curvas de calibracién por triplicado durante cinco dias para evaluar
pardmetros de reproducibilidad y repetibilidad. Por método de minimos cuadrados
se determing la linealidad de la curva de calibracion (Ver Anexo 4). La ecuacion
lineal fue de y = -0,0008x+0,6631 con el coeficiente de determinacion r* es de
0,9955, lo que indica que el 99,55% de la incertidumbre original se explico
mediante el modelo lineal. A partir de la ecuacién lineal se calcularon las
concentraciones en pmol TROLOX/g proteina, los resultados se muestran en la
seccion 5.5.3.
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5.5.2. Método DPPH
5.5.2.1. Curva de calibracion

Se realizaron curvas de calibraciéon por triplicado durante cinco dias para evaluar
parametros de reproducibilidad y repetibilidad. Por método de minimos cuadrados
se determind la linealidad de la curva de calibracion (Ver Anexo 5). La ecuacion
lineal es y = -0,0012x+0,664 con el coeficiente de determinacion r? es de 0,9986,
lo que indica que el 99,86% de la incertidumbre original se explica mediante el
modelo lineal. A partir de la ecuacion lineal se calcularon las concentraciones en
pmol TROLOX/g proteina, los resultados se muestran en la seccién 5.5.3.

5.5.3. Actividad antioxidante de los extractos proteicos de ensilaje quimico

De acuerdo Halim, Yusof et al. (2016), los péptidos antioxidantes en su gran
mayoria son de cadena corta y su capacidad biolégica esta relacionada con
secuencias que contienen aminoacidos con residuos aromaticos e hidrofobos
como la fenilalanina, alanina, valina, leucina, prolina, histidina y tirosina, asi como
también aminoacidos que contienen azufre, es decir, cisteina y metionina. La
trucha arcoiris presenta una buena distribucion de aminoacidos hidrofébicos e
hidrofilicos (Tabla 2) lo que le permite ser un buen sustrato para la obtencion de
péptidos antioxidantes (Restrepo 2016). En el ensilaje quimico de visceras de
trucha, la proteina se fracciona generando péptidos, que dependiendo su tamario,
secuencia y tipo de aminoacidos, pueden presentar actividad antioxidante; por
ésta razén se evalud actividad antioxidante de extractos proteicos de ensilaje
quimico a pH 7,00 (mayor solubilidad de proteinas), por los métodos ABTS y
DPPH. Los resultados se reportaron tanto en umol TROLOX/g proteina, como en
porcentaje de Inhibicion a una concentracion de 10 mg proteina/mL (Ver Tabla
11).
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Tabla 11 Seguimiento de actividad antioxidante

GH (%) %Inhibicion pmol TROLOX/g proteina
ABTS DPPH ABTS DPPH

0,00 33,54+0,20 7,62+0,20  28,48+0,07  6,21+0,12
4,84+0,06 38,92+0,28 8,22+0,25  33,64+0,26  6,57+0,15
12,88+0,16 43,61+0,92 9,28+0,41  38,13+0,80  7,21+0,25
15,26+0,40 45,07+0,13 9,91+0,01  39,37+0,12  7,59+0,01
20,85+0,73 45,58+0,84 10,59+0,17 39,85+0,78  8,00+0,11
23,41+0,62 45,65+0,66 11,14+0,30 39,91+0,62  8,32+0,18
25,65+0,27 45,86+2,16 11,42+0,14 40,13+1,98  8,49+0,08
26,33+0,74 45,92+1,57 11,32+0,16 40,16+1,47  8,44+0,10
28,05+0,18 45,88+0,64 11,35+0,17 40,12+0,60  8,45+0,10
30,32+0,13 45,98+0,94 11,23+0,34 40,22+0,87  8,38%0,20
33,18+0,01 45,78+0,44 11,08+0,19 40,03+0,41  8,29+0,11
35,39+0,24 45,90+1,21 10,93+0,37 40,04+0,97  8,20+0,22
36,69+0,43 46,06+1,76 11,08+0,20 40,29+1,64  8,29+0,12
37,89+0,82 46,04+1,70 11,17+0,04 40,22+1,48  8,36+0,00
37,54+1,81 45,72+1,79 11,04+0,25 39,94+1,61  8,20+0,24
38,67+1,58 45,94+0,77 11,14+0,16 40,18+0,72  8,33+0,09
38,39+0,21 46,28+2,09 11,04+0,30 40,50+1,95  8,27+0,18
38,24+0,26 46,32+0,13 10,96+0,37 40,53+0,13  8,22+0,23
38,97+1,13 46,12+1,17 10,86+0,26 40,34+1,09  8,17+0,16
38,94+0,01 46,16+1,35 10,82+0,18 40,38+1,26  8,14+0,11
38,94+0,29 46,02+0,97 10,77+0,26 40,284+0,86  8,14+0,11

La actividad antioxidante se midi6 en todos los tiempos de ensilaje quimico. El
porcentaje de inhibicién del radical ABTS varié en un rango de 34-46% (28-40
pmol TROLOX/g proteina) y del radical DPPH entre 8-11% (6-8 umol TROLOX/g
proteina) a grados de hidrodlisis desde 0 a 39% (Ver Tabla 11).
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Figura 10 Influencia del GH en la actividad antioxidante
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Se realizé la prueba Tukey para determinar las diferencias entre las medias de las
muestras a distintos grados de hidrélisis (Ver Anexo 7). Por el método DPPH, las
muestras de GH de 0,00, 4,84, 12,88, 15,26 y 20,85% se agruparon en
subconjuntos diferentes, el resto de muestras de GH entre 23,41 y 38,97% se
agruparon en otro subconjunto con significancia de 0,071, indicando que los
resultados no tienen diferencias significativas. Cabe resaltar, que la muestra con
GH de 20,85% no presenta diferencias significativas con la mayoria de muestras
del dltimo subconjunto (Ver Anexo 7). Por otro lado, por el método ABTS, se
encontré que los hidrolizados con GH de 0,00 y 4,84% son diferentes debido a que
se agruparon en subconjuntos separados, por el contrario, los hidrolizados con GH
entre 12,88 y 38,97% se agruparon en un subconjunto y la significancia fue de
0,303, evidenciando que no hay diferencias significativas entre este grupo de
muestras. Estos resultados muestran, que en las primeras horas de ensilaje, hay
un aumento de actividad antioxidante, relacionado con el incremento del GH,
posteriormente, la actividad alcanza un maximo entre GH de 12,88 y 20,85% y se
estabiliza, por lo que a GH superiores, no se observé un incremento.

La mayor actividad obtenida por el método DPPH, fue cuatro veces inferior a la
actividad por ABTS, para comprobar las diferencias estadisticamente, se realizé
una comparacion entre los métodos DPPH y ABTS. Para ello, se hizo un disefio
de medidas repetidas con factor tiempo intrasujeto y el método de determinacién
de actividad antioxidante, como factor intersujeto. De acuerdo con las pruebas de
los efectos intersujetos y la comparacién por pares, se concluye que los métodos
de determinacion de actividad antioxidante, en las condiciones ensayadas, tienen
diferencias significativas (Ver Anexo 8), debido probablemente a las diferencias
de cinética de las reacciones mediadas por cada radical, ademas de la solubilidad
y la naturaleza de la muestra.

En la Figura 10 se observan dos etapas, en la primera hay un aumento de
actividad antioxidante hasta que se comienza a estabilizar a GH entre 12,88 y
20,85%, y se mantiene constante a GH superiores. EI maximo porcentaje de
inhibicién encontrado, fue de 46 y 11% de radical ABTS y DPPH respectivamente.
El aumento inicial de la actividad antioxidante con el GH, estd asociado a la
generacion de péptidos con cadenas mas pequefias, los cuales se asocian con
una mayor actividad. Por otro lado, a GH mayores no se logré un incremento en la
inhibicion de radicales, debido probablemente, a la interaccién de los péptidos
generados, con los lipidos que se liberan de los tejidos adiposos de las visceras, a
medida que aumenta el GH. La actividad antioxidante del blanco de muestra por el
método DPPH no presentd inhibicion, sin embargo por el método ABTS la
inhibicion fue de 1,62 + 0,00% debido a que el acido formico puede influir en la
estabilidad del radical, el cual se afecta por el pH.

La actividad antioxidante obtenida por el método DPPH presentdé un maximo de
incremento de 4% (Ver Figura 11), siendo inferior de 8 a 9,5 veces a la actividad
obtenida por Slizyte, Rommi et al. (2016) en hidrolizados de proteinas de peces de
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espinas dorsales de salmoén desgrasado con los enzimas Colorasa® y Protamex®,
reportando porcentajes de incremento de 32% y 38% de eliminacion del radical
DPPH respectivamente, a una concentracion de 2,5 mg/mL a grados de hidrolisis
entre 22,1y 22,6%.

14

12

10

EABTS = DPPH

La figura representa el incremento en los 21 tratamientos con distintos tiempos de ensilaje
Figura 11 Incremento de eliminacion de radicales ABTS y DPPH

El porcentaje de inhibicibn maximo de radical DPPH fue de 2,2% a 2 mg/mL (11%
a 10 mg/mL), ésta actividad es 24 veces inferior a lo encontrado por Bougatef,
Nedjar-Arroume et al. (2010) en hidrolizados de visceras de Sardinela con extracto
crudo de enzimas enddgenas del mismo pez, quien logré obtener un porcentaje de
inhibicién de 53,76% a una concentracion de 2 mg/mL a GH de 6%; y 3,6 veces
menor a la inhibicién encontrada por Gaviria (2017) en hidrolizados de visceras de
trucha arcoiris con la enzima Protamex® a la misma concentracion, a GH 56%.

Por otro lado, la inhibicibn maxima de radicales ABTS encontrada en ensilaje
quimico fue de 46%, ligeramente superior a lo encontrado por Gaviria (2017) quien
informa un 43% de inhibiciébn, de hidrolizados proteicos de trucha arcoiris
obtenidos por hidrélisis enzimética con Protamex®, a la misma concentracion.
Este resultado es importante, debido a que se obtuvo a menores costos de
produccion, un producto que tiene buena capacidad de estabilizar radicales ABTS,
sin embargo, se debe determinar por métodos in vitro, los cuales tengan mayor
relevancia a nivel biolégica como el ORAC, y también por métodos in vivo, para
evitar la subestimacion o sobreestimacion de los resultados.

Las diferencias significativas entre los métodos usados puede deberse a tanto a la
naturaleza de la muestra, como a las condiciones del método. Se sabe que la
transferencia de un solo electrén (SET) y la transferencia de atomos de hidrégeno
(HAT), son los dos mecanismos de reaccion entre los antioxidantes y los radicales
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DPPH y ABTS, la SET se da a mayor velocidad y aumenta con pH, por el contrario
la HAT es independiente del pH y se afecta por los solventes de unién de
hidrogeno como el metanol. En la reaccion con DPPH a las condiciones
ensayadas, es probable que el método HAT importante en la reaccion con
proteinas, se haya visto afectado, predominado asi, la transferencia de electrones
(Schaich, Tian et al. 2015). El radical DPPH es de caracter hidrofébico, por lo que
sus reacciones se deben realizar en solventes organicos como el metanol, sin
embargo, en éste tipo de muestras el metanol desnaturaliza las proteinas y las
precipita, generando turbidez en la mezcla de reaccidén, lo que conlleva a
subestimar los resultados. Por ésta razén, fue necesario centrifugar antes de
realizar la medida espectrofotométrica, logrando una disminucion de la desviacion
estandar de las medidas, andlogo a lo reportado por Jiménez, Sanchez et al.
(2012), que optimizé el método DPPH para una bebida de café. Por el contrario, el
radical ABTS es hidrosoluble y reacciona con una amplia gama de antioxidantes,
debido a que es mas inestable que el DPPH, ademas, las reacciones mediadas
por ABTS se dan en soluciones acuosas que permiten la transferencia de atomos
de hidrogeno, no obstante, el impedimento estérico del radical afecta el método
HAT (Schaich, Tian et al. 2015).

La evaluacion por métodos in vivo es la mejor forma de determinar la capacidad
antioxidante sin subestimar o sobreestimar los resultados (Lafarga and Hayes
2014.

5.6. Determinacién de actividad antimicrobiana

Convencionalmente se asocia la actividad antimicrobiana con residuos
hidrofébicos y bésicos, por lo que las visceras de trucha arcoiris producida en
Silvia-Cauca al presentar una buena distribucion de aminodacidos hidrofébicos e
hidrofilicos (Ver Tabla 2), se convierten en un sustrato prometedor para la
obtencién de hidrolizados proteicos con actividad antimicrobiana.

Varios investigadores han encontrado actividad antimicrobiana en hidrolizados
proteicos de peces a bajos grados de hidrdlisis, por lo que se evalu6 la actividad
antimicrobiana de ensilajes con GH <30,32 frente a bacterias Gram negativas
Aeromonas hydrophila y Gram positivas Streptococcus agalactiae las cuales
afectan cultivos de tilapia. Se usé el método de difusibn en agar, ensayo
ampliamente utilizado para determinar actividad antimicrobiana en hidrolizados
proteicos. Los resultados se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12 Halos de inhibicién

Didmetro de inhibicion (mm)
Muestra GH  Streptococcus agalactiae | Aeromonas hydrophila

X (] C, X o C,
M1 0,00 0,00 0,00 1,99 0,09 4,33
M2 4,84 0,00 0,00 1,83 0,10 571
M3 15,26 0,00 0,00 2,12 0,17 7,89
M4 23,41 0,00 0,00 1,29 0,05 4,04
M5 26,33 0,00 0,00 1,16 0,04 3,11
M6 30,32 0,00 0,00 1,17 0,05 4,27
Blanco 0,00 0,00 0,00 0,00
oT 27,95 0,97 3,45
C 20,90 0,89 4,26 22,56 2,07 9,19
A 0,00 0,00

Como se muestra en la Tabla 12, los extractos de ensilaje a los diferentes GH
estudiados, no presentaron inhibicion frente a Streptococcus agalactiae, soélo se
observo un halo de 20,90 mm, con el antibidtico cloranfenicol. Por otro lado, los
halos de inhibicion frente a la bacteria Aeromona hydrophila, generados por los
extractos de ensilaje a diferentes GH, variaron entre 1,16 y 2,12 mm. En
comparacién con el antibiético oxitetraciclina, los resultados fueron inferiores de 24
a 13 veces, y en comparacion con cloranfenicol menores de 19 a 11 veces.
Sumado a esto, se obtuvieron coeficientes de variacion altos tanto en las muestras
como en los antibidticos, a pesar de que las muestras se realizaron por
sextuplicado, razén por la cual, no se pudo concluir sobre su actividad por lo que
se evaluo la actividad frente a Aeromona hydrophila por el método turbidimétrico.
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Figura 12 Halos de inhibicion. a) y b), controles positivos y blancos para
Streptococcus agalactiae y Aeromona hydrophila, respectivamente; c) Ausencia de
halos de inhibiciébn para muestras frente a Streptococcus agalactiae y d) Halos de
inhibicién para muestras con GH 0 (5 y 6) y 4,84 %(7 y 8) frente a Aeromona

hydrophila

Los resultados del seguimiento del crecimiento bacteriano por el método
turbidimétrico se resume en la Tabla 13.

Tabla 13 Seguimiento de crecimiento bacteriano

GH (%) Tiempo de tratamiento (h)
0 3 6 9 12

0,00 0,002+0,000 0,015%+0,001 0,145+0,004 0,567+0,010 0,744+0,031
4,84 0,002+0,000 0,016+0,001 0,139+0,002 0,573+0,014 0,796+0,036
12,88  0,002+0,000 0,016+0,001 0,137+0,001 0,580+0,019 0,788+0,060
15,26  0,002+0,000 0,020+0,000 0,138+0,004 0,610+0,020 0,761+0,005
20,85  0,002+0,000 0,019+0,001 0,130+0,006 0,399+0,040 0,704+0,057
23,41  0,002+0,000 0,020+0,000 0,129+0,004 0,612+0,015 0,838+0,019
30,32  0,002+0,000 0,018+0,000 0,132+0,004 0,542+0,025 0,658+0,023
38,39  0,002+0,000 0,015+0,000 0,123+0,001 0,510+0,024 0,490+0,019

Bacteria 0,002+0,000 0,014+0,001 0,118+0,003 0,353+0,016 0,657+0,032

Blanco 0,003+0,000 0,014+0,000 0,099+0,001 0,364+0,011 0,633+0,000
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Los resultados de actividad antimicrobiana, se reportan a un tiempo de tratamiento
de 12 horas una vez inoculada la bacteria, debido a que, se observé que los
tratamientos con hidrolizado comenzaron en su mayoria la fase final en donde las
bacterias no crecen mas y empiezan a morir. En la Tabla 13, se muestran las
absorbancias obtenidas a diferentes tiempos de tratamiento, de los distintos
hidrolizados, de la bacteria y del blanco, que corresponde al acido férmico 0,24 M
pH 7,00. La absorbancia inicial de todos los tratamientos fue de 0,002; luego,
aumento con el tiempo, debido al crecimiento bacteriano. Después de 12 horas, la
bacteria sin muestra, presenté una absorbancia de 0,657 y el blanco de 0,633, es
decir, que el blanco inhibi6 el crecimiento un 3,65%. Por otro lado, el crecimiento
de la bacteria, se favorecié con la adicién de extractos proteicos entre GH de 0,00
y 23,41%. EIl hidrolizado de GH 30,32%, present6 una absorbancia de 0,658,
similar a la bacteria sola (0,657), y el extracto de ensilaje a GH 38,39%, presento
una inhibicién del crecimiento 25,40%.

En la Figura 13 se representan las curvas de crecimiento bacteriano con
hidrolizados proteicos de grados de hidrolisis < 38,39%, con el blanco de &cido
férmico y el control de bacteria, por un periodo de 12 horas. No se evalud la
actividad a tiempos de ensilaje mayores de 144 horas debido a que el GH se
estabiliza. En los tratamientos con hidrolizados se observan tres regiones tipicas:
la fase de latencia en la cual se adaptan al nuevo medio, la fase de crecimiento
exponencial donde la bacteria crece hasta agotar nutrientes y la fase donde
disminuyen su crecimiento y empiezan a morir (Rodriguez, Frometa et al. 2011).
Las curvas de crecimiento del acido formico, el control de bacteria, fueron
similares.
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Figura 13 Curvas de crecimiento de Aeromona hydrophila



La curva de crecimiento de la bacteria en presencia de acido formico fue similar en
comparaciéon con la bacteria sola, sin embargo, el porcentaje de inhibicion de
crecimiento, se debe a que el acido férmico, presenta actividad antimicrobiana en
su forma no disociada, mediante difusion a través de las membranas celulares y la
consecuente afectacion de las reacciones enzimaticas y los sistemas de
transporte (Olsen and Toppe 2017).

El ensilaje de tiempo cero, presentd un grado de hidrdlisis inicial de 26,24% (GH
0,00% para comparar) y no inhibié el crecimiento bacteriano, por el contrario, lo
favorecié. Por otro lado, el ensilaje con GH de 38,39% inhibio el crecimiento de la
bacteria en un 25,40% a las 12 horas de iniciado el tratamiento, que puede
deberse a la liberacién de péptidos antimicrobianos. Es probable que hidrolizados
entre GH 0,00 y 23,41% hayan sido fuente de proteina para las bacterias
favoreciendo su crecimiento, resultados que concuerdan con lo reportado por
Véazquez, Gonzélez et al. (2004), quienes extrajeron peptonas de visceras de atin
aleta amarilla, calamar, pez espada y trucha arcoiris, y las utilizaron como fuente
de nutrientes para el crecimiento de microorganismos de interés para la
acuicultura, encontrando crecimientos superiores en comparacion con un medio
comercial comun. Cabe resaltar, que el hidrolizado con GH de 30,32%, present6
una absorbancia inferior a los extractos de GH inferiores, y similar/igual al control
de la bacteria, evidenciando, que el GH afecta la actividad antimicrobiana.

Los resultados anteriores indican que la actividad antimicrobiana se afecta por el
grado de hidrdlisis; asi, a GH entre 0,00 y 20,41%, a las condiciones estudiadas,
los hidrolizados no presentan actividad y por el contrario, es probable que hayan
sido fuente de nutrientes, sin embargo, cuando el GH es 30,32%, la cantidad de
bacterias disminuyen en comparacion con las muestras de GH menores, y si bien
no hay inhibicién positiva, tampoco hay un incremento del crecimiento.

El efecto antimicrobiano obtenido es inferior a lo hallado por Wald, Schwarz et al.
(2016), quienes obtuvieron porcentajes de inhibicidbn superiores al 50% en
hidrolizados de subproductos de trucha arcoiris, frente a 14 bacterias diferentes,
siendo los hidrolizados con GH menores al 30% los que presentaron mayor
actividad a una concentracion de 20 mg/mL. Por otro lado el resultado es inferior a
lo reportado por Cheng, Tang et al. (2013) quienes obtuvieron hidrolizados
proteicos de caseina de leche de Yak con tripsina encontrando actividad
antimicrobiana a GH menores de 25% con porcentajes de inhibicion mayores al
40% a una concentracion de 0,5 mg/mL. Los resultados difieren de lo encontrado
por Sila, Nedjar-Arroume et al. (2014) quienes reportan actividad antimicrobiana
contra un amplio espectro de bacterias en hidrolizados de musculo de Barbus
callensis obtenido por tratamiento con Alcalasa a grados de hidrolisis bajos a
concentracion de 1 mg/mL. La mejor actividad informada fue a grado de hidrolisis
de 6,6%, debido a que a GH mas bajos (2,8%) o mas altos (15,54 y 16,20%) no
encontraron inhibicion del crecimiento bacteriano. Estas diferencias se deben no
sé6lo al tipo de enzima y sustrato con que se generan los péptidos, sino también al
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gran abanico de posibilidades de mecanismos de accion de los AMPs, ademas de
la composicion de la muestra, ya que en muchos casos, las pruebas se realizan
con hidrolizados con una cantidad baja de lipidos, lo cual permite, una menor
interaccion entre los péptidos anfipaticos y algunos hidrofobicos, con los lipidos.
Generalmente la actividad antimicrobiana de los péptidos se asocia a la carga neta
positiva, asi como también al caracter anfipatico que les permite interactuar con
los fosfolipidos anidnicos de la membrana, siendo los mecanismos de tapén barril,
de poro toroidal y de alfombra los convencionales, sin embargo, se han
encontrado AMPs que no tienen caracteristicas similares a los clasicos,
caracterizandose por ser pequefios, con o sin una pequefia porcion de residuos
hidrofobos (Bougherra, Dilmi-Bouras et al. 2017).

Por ultimo, el ensilaje quimico de visceras de trucha arcoiris con acido férmico ha
sido utilizado para la elaboracion de alimento concentrado para tilapia roja en
etapa de engorde presentando alta digestibilidad de los nutrientes y energia,
ademas de mejorar indices de crecimiento y aprovechamiento nutritivo con
inclusion de 20% de ensilaje; sin embargo, no se habia evaluado la actividad
bioldgica del ensilaje quimico que puede estar relacionada con la mejora de los
parametros productivos. En ésta investigacion se encontré que la mejor actividad
biolégica asociada a péptidos bioactivos por métodos in vitro se obtiene con
ensilajes de GH 38,4% a un tiempo de 144 horas, no obstante se recomienda
evaluar por métodos in vivo para comprobar la bioactividad real, ademas de la
seguridad y biodisponibilidad de los péptidos. Por otro lado se debe tener en
cuenta que el &cido formico del ensilaje también puede aumentar el crecimiento de
los peces asi como disminuir la mortalidad y actuar como bactericida contra
bacterias como Aeromona hydrophila (Abu Elala and Ragaa 2015), factor que
puede favorecer la actividad biolégica del ensilado.
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6. CONCLUSIONES

Los subproductos obtenidos mediante ensilaje de las visceras de la trucha
arcoiris, tienen una composicion elevada de lipidos y proteinas, que potencializa el
uso de estos componentes tratados cominmente como desechos, elevandolos a
la categoria de materias primas en procesos biotecnolégicos que podrian generar
valor agregado a la industria de la trucha en el Departamento del Cauca, ademas
de disminuir el impacto ambiental del sector piscicola.

Si bien los hidrolizados proteicos de ensilaje quimico presentaron un amplio rango
de solubilidad a diferentes pHs, el mayor porcentaje de proteina soluble se obtuvo
a pH 7,00, resultado favorable para el desarrollo de alimentos, en donde se
requiere solubilidad a pH cercano al fisioloégico para evitar dafios en el sistema
digestivo de los peces.

El aumento de GH favorece la liberacion de lipidos de los tejidos adiposos de las
visceras, ademas del aumento de aminoacidos expuestos, lo que generd
probablemente un incremento de interacciones lipo-proteina y como
consecuencia, una disminucién de la solubilidad.

Bajo las condiciones dadas en el ensilaje quimico, las proteasas acidas presentes
en las visceras de trucha arcoiris, presentaron una actividad proteolitica
aproximadamente seis veces menor en comparaciéon de la enzima Protamex®
utilizada para hidrolizar visceras del mismo pez.

El GH influy6 en la actividad antioxidante de ensilaje quimico. La actividad
antioxidante se comenz6 a estabilizar entre GH 12,88 y 20,85%; y se mantuvo
constante a GH mayores, alcanzando porcentajes de inhibicion de 11 y 46% para
DPPH y ABTS, respectivamente, a una concentracién de 10 mg proteina/ mL.

La actividad antioxidante encontrada en ensilaje quimico para estabilizar radicales
DPPH, es inferior a muchos reportes de investigadores, posiblemente por
inhibicién de los mecanismos HAT importantes en la actividad antioxidante de los
péptidos y por el contenido de lipidos de la muestra que pudo encapsular péptidos
de caracter hidrofébicos solubles en metanol, evitando su reaccién. Por el
contrario, la capacidad de eliminacion de radicales ABTS, fue similar a lo
encontrado en hidrolizados de visceras de trucha arcoiris usando la enzima
Protamex®. En consecuencia, se obtiene un producto econémico con capacidad
de estabilizacion de radicales ABTS sin adicion de enzima externa. Estos
resultados son prometedores para nuevas investigaciones, las cuales permitan
encontrar un valor agregado al ensilaje quimico, como por ejemplo, en el
desarrollo de alimentos funcionales para peces, ademas de disminuir el impacto
ambiental del sector piscicola del departamento del Cauca.

Se encontro actividad antimicrobiana frente a Aeromona hydrophila, en el extracto
proteico de ensilaje con GH de 38,39%, el cual inhibio el crecimiento de la bacteria
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en un 25,40% a las 12 horas de iniciado el tratamiento. Se concluye que el GH
afecta la obtencion de AMPs, puesto que los otros ensilajes evaluados con
menores GH no presentaron inhibicion y posiblemente fueron fuente de proteina
para la bacteria.

La actividad antimicrobiana se obtuvo a GH alto, diferente a lo que reportan varios
investigadores, sin embargo, los AMPs actuan por diferentes mecanismos, por lo
gue se explicarian las diferencias encontradas.

Los resultados obtenidos son prometedores para la produccion de alimentos
funcionales para peces. Sin embargo, no se puede concluir sobre su bioactividad,
debido a que los sistemas biol6gicos son muy complejos y se requieren ensayos in
vivo para confirmar la actividad biologica.
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7. RECOMENDACIONES

Evaluar la capacidad antioxidante del ensilaje quimico de visceras de trucha por
otros métodos in vitro que se asemejen mas a las condiciones bioldgicas, como
por ejemplo el ensayo ORAC. Ademés, se recomienda evaluar la actividad
antioxidante por métodos in vivo, que permitan comprobar las propiedades
biolégicas del ensilaje.

Estudiar la actividad antimicrobiana de ensilaje quimico por el método
turbidimétrico, frente a otras bacterias que afecten a especies menores,
incluyendo la Streptococcus agalactiae.

Realizar una inclusion de ensilaje quimico con GH entre 12 y 40 %, en piensos de
especies menores y determinar los parametros de produccién, ademas de evaluar
la capacidad antioxidante y antimicrobiana por métodos in vitro e in vivo antes y
después de la inclusion de ensilaje quimico.

Determinar otras actividades biolégicas de los péptidos obtenidos mediante
ensilaje quimico, como actividad antihipertensiva, anticancerigena, antidiabética,
entre otras., con la finalidad de obtener alimentos funcionales para peces.

Identificar y cuantificar los péptidos bioactivos, usando métodos electroforéticos y
cromatograficos.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Reactivos, solventes, equipos y materiales

Tabla 14 Reactivos y solventes

Nombre reactivo o solvente Pureza Marca

Acetato de sodio 99,7% Sigma Aldrich
Acido acético glacial 99,7% Fischer Scientific
ABTS 98% Sigma Aldrich
Acido bérico 98% Merck Millipore
Acido clorhidrico 37% Fischer Scientific
Alcohol etilico 99,8% Fischer Scientific
Acido formico 85% Industrial

Acido formico 98% Merck

Acido fosforico 85% Sigma Aldrich
Acido sulfarico 95-97% Merck Millipore
Acido trinitrobenceno sulfénico (TNBS) 5% Sigma Aldrich
AlbUimina bovina 97% Panreac

Azul de Comassie 99% Panreac

DPPH 98% Sigma Aldrich
Etanol 95% Sigma Aldrich
Eter de petréleo Scharlau
Fosfato dibasico de potasio hidratado 99% Merck

Fosfato monobésico de potasio monohidratado 98,25% Merck

TROLOX 97% Sigma Aldrich
Hidroxido de sodio 99% Millipore
Isooctano 99,9% Honeywell
Leucina 98% Sigma Aldrich
Metanol grado HPLC 99% Fischer Scientific
Pastillas catalizador Kjeldahl Merck
Persulfato de potasio 99% Sigma Aldrich
Sulfito de sodio 98,75% Merck
Antibiéticos: penicilina, oxXitetraciclina y

ampicilina

Aeromona hydrophilay Streptococcus agalactiae  ---

Caldo TSB Sharlau

Caldo BHI Merck

Agar TSA Sharlau

Agar BHI Sharlau

Tabla 15 Equipos

Equipo Cantidad Marca/modelo Laboratorio
Autoclave 2 Tuttnaver Laboratorio de biotecnologia,
Allamerican Universidad del Cauca
Balanza analitica 1 Kern/AES 220-4 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Balanza de humedad 1 Kern/DBS 60-3 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Bafio termostatado 1 Polystat/2W7 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Bomba de vacio 1 Vacuubrand Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Camara de flujo laminar 1 Miniflow/120 Laboratorio de Biotecnologia,

Universidad del Cauca
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Centrifuga Refrigerada 1 Hermle Laboratorio de biotecnologia,
Labortechnick/Zz 326K Universidad del Cauca
Equipo Kjeldahl 1 Raypa Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Equipo Soxthet 1 Raypa Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Horno 1 Binder 115 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Espectrofotometro UV-Vis 1 SHIMADZU/UV-1800 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Plancha de calentamiento 1 CORNING Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Mufla 1 Thermolyne/1400 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Olla del rotaevaporador 1 Heidolph/Laborota Laboratorio de biotecnologia,
4000 Universidad del Cauca
pH metro 1 Metrooh/827 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
pHmetro de sélidos 1 HORIBA/D51 Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
FIBERTEST 1 Raypa Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Licuadora 1 Oster Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Vértex 1 Thermolyne Laboratorio de biotecnologia,
Universidad del Cauca
Shaker 1 Thermo scientific/
MAXQ4450

Anexo 2 Método Bradford

Tabla 16 Curva de calibracion del método Bradford

mg Albumina/mL Absorbancia 595 nm X o C,
1 2 3
0,10 0,038 0,037 0,037 0,037 0,001 1,546
0,20 0,092 0,091 0,084 0,089 0,004 4,898
0,40 0,192 0,186 0,180 0,186 0,006 3,226
0,60 0,319 0,310 0,300 0,310 0,010 3,069
0,80 0,457 0,461 0,465 0,461 0,004 0,868
1,00 0,569 0,585 0,600 0,585 0,016 2,652
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Figura 14 Curva de calibracién de Albumina

Anexo 3 Pardmetros de reproducibilidad y repetibilidad del método TNBS

Tabla 17 Resumen de resultados para curva de calibracion de Leucina

Concentracion Leu Absorbancia x C,
(mM) 1 2 3 4 5
0,6 0,041+ 0,038+ 0,038+ 0,038+ 0,038+ 0,039+ 3,218
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001
1,8 0,124+ 0,123+ 0,122+ 0,122+ 0,123+ 0,123+ 0,650
0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,001
3,0 0,178+ 0,177+ 0,178+ 0,179+ 0,179+ 0,178+ 0,379
0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001
4,2 0,242+ 0,244+ 0,248+ 0,249+ 0,248+ 0,246+ 1,129
0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 0,003
6,0 0,337+ 0,339+ 0,341+ 0,341+ 0,340+ 0,340+ 0,429
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
8,5 0,439+ 0,439+ 0,441+ 0,442+ 0,440+ 0,440+ 0,296
0,001 0,001 0001 0,001 0,000 0,001

Los limites de deteccién y cuantificacion se determinaron experimentalmente
disminuyendo el valor de concentracion en los patrones de Leucina. En la Tabla
18 se evidencia que a una concentracién de 0,014 mM de Leucina se obtiene la
minima absorbancia (0,001) que se puede detectar por el método. La precision del
método corresponde al coeficiente de variacion en cada patron.

Tabla 18 Limite de deteccion y cuantificacion del método TNBS

Concentracion Leucina (mM) Absorbancia x o c,
0,066 0,004 0,004 0,004 0,004 0,000 0,000
0,033 0,004 0,003 0,003 0,003 0,001 17,321
0,014 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000
0,010 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000
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La sensibilidad del método se midi6 como el promedio de las pendientes de las
curvas de calibracion obtenidas. Los parametros sensibilidad, R* y ecuacion de la
recta se resumen en la Tabla 19.

Tabla 19. Parametros determinados

Parametro Valor
Sensibilidad 0,0505+0,0003
R® 0,9931
Ecuacion de larecta y=0,0505x + 0,0246
0,5
0,4
- y = 0,0505x + 0,0246
So03 R? = 0,9931
©
=
0,2
Q0
<
0,1
0,0 T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Concentracion leucina (mM)

Figura 15 Curva de calibracion de Leucina
Anexo 4 Pardmetros de reproducibilidad y repetibilidad del método ABTS

Tabla 20 Resultados curva de calibraciéon de TROLOX por el método ABTS

TROLOX Absorbancia x Cy
(M) 1 2 3 4 5

0 0,676+t 0,672+ 0,672+ 0,675t 0,679+ 0,675t 0,762
0,010 0,002 0,003 0,004 0,004 0,005

50 0,620+ 0,621+ 0,621+ 0,618+ 0,615+ 0,619+ 0,541
0,003 0,002 0,002 0,002 0,004 0,003

100 0,583+ 0,579+ 0,591+ 0,586+ 0,588+ 0,586+ 0,808
0,003 0,002 0,002 0,002 0,004 0,005

200 0,495+ 0,486+ 0,503+ 0,501+ 0,498+ 0,497+ 1,785
0,003 0,002 0,002 0,002 0,004 0,009

300 0,398+ 0,393+ 0,401+ 0,398+ 0,396+ 0,397+ 1,078
0,010 0,003 0,004 0,012 0,006 0,004

600 0,185+ 0,178+ 0,191+ 0,182+ 0,183x 0,184+ 2,545

0,004 0,004 0,004 0,005 0,003 0,005

Los limites de deteccion y cuantificacion se determinaron experimentalmente
disminuyendo el valor de concentracién en los patrones de TROLOX, en la Tabla
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21 se muestra que a una concentracion de 1300 pmol TROLOX/L se obtiene la

minima absorbancia (0,001) que se puede detectar por el método.

Tabla 21 Limite de deteccion y cuantificacion del método ABTS

TROLOX (uM) A, A, As x o Cy
1100 0,002 0,002 0,002 00020 0,000 0,000
1300 0,001 0,001 0,001 00010 0,000 0,000
1600 0,001 0,001 0,001 00010 0,000 0,000
2000 0,001 0,001 0,001 00010 0,000 0,000

La sensibilidad del método se midi6 como el promedio de las pendientes de las
curvas de calibracién obtenidas. Los parametros sensibilidad, R* y ecuacién de la

recta se resumen en la Tabla 22.

Tabla 22 Parametros determinados

Ecuaciéon de larecta

Parametro Valor
Sensibilidad -0,0008+0,0000
R? 0,9955

y=-0,0008x + 0,6631

0,8 |

0,6
© y =-0,0008x + 0,6631
8 0,5 R2 = 0,9955
]
2
? 0,3
QO
<

0,2

0,0 ‘ ‘
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Concentraciéon TROLOX (umol/L)

800

Figura 16 Curva de calibracién de TROLOX por ABTS
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Anexo 5 Pardmetros de reproducibilidad y repetibilidad del método DPPH

Tabla 23 Resultados curva de calibracion de TROLOX por el método DPPH

TROLOX Absorbancia x Cy
(uM) 1 2 3 4 5
0,0 0,656+ 0,656+ 0,657+ 0,666+ 0,654+ 0,658+ 0,697
0,002 0,002 0,004 0,002 0,001 0,005
50,0 0,599+ 0,602+ 0,606+ 0,630+ 0,602+ 0,608+ 1,924

0,002 0,001 0,004 0,002 0,001 0,012

100,0 0,533+ 0,529+ 0,548+ 0,544+ 0,536+ 0,538+ 1,467
0,001 0,00v 0,002 0,004 0,001 0,008

150,0 0,474+ 0,491+ 0,503+ 0,494+ 0,466+ 0,484+ 3,735
0,001 0,00v 0,002 0,004 0,001 0,018

200,0 0,419+ 0,417+ 0,417+ 0,424+ 0,418+ 0,419+ 0,755
0,001 0,019 0,005 0,004 0,003 0,003

300,0 0,294+ 0,293+ 0,341+ 0,289+ 0,298+ 0,289+ 3,191
0,004 0,001 0,001 0,003 0,001 0,009

Los limites de deteccidn y cuantificacion se determinaron experimentalmente
disminuyendo el valor de concentracion en los patrones de TROLOX. En la Tabla
24 se evidencia que a una concentracion de 700 umolTROLOX/L se obtiene la
minima absorbancia (0,031) que se puede detectar por el método. La precisiéon del
meétodo corresponde al coeficiente de variacion en cada patron.

Tabla 24 Limite de deteccion y cuantificacion del método DPPH

TROLOX (uM) A, A, As x o Cy
700 0,031 0,031 0032 0031 0001 1,843
900 0,031 0031 0031 0031 0,000 0,000
1300 0,031 0031 0032 0031 0001 1,843
1800 0,031 0031 0031 0031 0,000 0,000
2000 0,031 0032 0031 0031 0001 1,843

La sensibilidad del método se midi6 como el promedio de las pendientes de las
curvas de calibracién obtenidas. Los parametros sensibilidad, R* y ecuacién de la
recta se resumen en la Tabla 25.

Tabla 25 Parametros determinados

Parametro Valor
Sensibilidad 0,0012+0,0001
R* 0,9986
Ecuacion de larecta y=-0,0012x + 0,6640
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Figura 17 Curva de calibracién de TROLOX por DPPH

Anexo 6 Influencia del tiempo (factor intrasujeto) con respecto al GH

Tabla 26 Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida: GH
Origen Significancia Potencia observada®
Tiempo Greenhouse-Geisser 0,000 1,000

Calculado con alfa = 0,05

Anexo 7 Prueba Tukey realizada a los métodos ABTS y DPPH, teniendo como
factor fijo el GH

Tabla 27 Subconjuntos homogéneos de actividad antioxidante por el método
DPPH

GH N Subconjunto

1 2 3 4 5 6
0,00 3 7,62
4,84 3 8,29
12,88 3 9,28
15,26 3 9,91
20,85 3 10,59
38,94 6 10,80 10,80
38,97 3 10,86 10,86
35,39 3 10,93 10,93
38,24 3 10,96 10,96
37,54 3 11,04 11,04
38,39 3 11,04 11,04
33,18 3 11,08 11,08
36,69 3 11,08 11,08
23,41 3 11,14 11,14
38,67 3 11,14 11,14
37,89 3 11,17 11,17
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30,32 3 11,23
26,33 3 11,32
28,05 3 11,35
25,65 3 11,40
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 0,101 0,071

Tabla 28 Subconjuntos homogéneos de actividad antioxidante por el método
ABTS

GH N Subconjunto

1 2 3
0,00 3 3354
4,84 3 38,92
12,88 3 43,61
15,26 3 45,07
26,33 3 45,28
20,85 3 45,58
23,41 3 45,64
37,54 3 45,72
33,18 3 45,78
25,65 3 45,86
28,05 3 45,88
35,39 3 45,90
38,67 3 45,94
38,97 3 45,95
30,32 3 45,98
37,89 3 46,04
38,94 6 46,04
38,39 3 46,28
38,24 3 46,32
36,69 3 46,38
Sig. 1,000 1,000 ,303

Anexo 8 Diferencia estadistica entre los métodos ABTS y DPPH

Tabla 29 Pruebas de los efectos inter-sujetos

Origen Factor F Sig. Potencia observada®
Método 131102,063 0,000 1,000
Error

@Calculado con alfa = 0,05
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