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RESUMEN

El comunmente llamado pepino de mar es mundialmente conocido como un valioso
recurso comercial debido a su alto valor alimenticio, especialmente en paises orientales
como Japon y China donde es considerado una delicatesen. Perteneciente a la clase
Holoturoidea, el pepino de mar consta de aproximadamente 1100 especies esparcidas por
el mundo, con distintos grados de explotacion comercial. En Chile han sido descritas 74
especies de holoturias, de las cuales 2 son comercialmente explotadas, Pattalus mollis y
Athyonidium chilensis. En este estudio se trabajé con la especie Athyonidium chilensis,
recolectada en el sector de “El Tabo”, que fue diseccionada para separar manto y
musculo, siendo luego sometida a liofilizacion, trituraciéon y tamizaje por 20 mesh.

Con las muestras de manto y musculo procesadas, se procedidé a determinar la
composicion quimica proximal, contenido proteico por dos tipos de metodologias (Kjeldahl
y Lowry), composicién de minerales mediante espectroscopia de emision atémica con
plasma inducido (ICP-OES), composicién aminoacidica mediante cromatografia liquida de
alta resolucion, y ademas se evaluaron las propiedades funcionales del liofilizado de
manto y musculo como solubilidad, capacidad emulsionante, de retencién de agua vy
aceite, y de formacion de espuma. Los resultados obtenidos arrojaron diferencias
estadisticamente significativas con un p < 0,05 entre manto y musculo para los diferentes
ensayos realizados, siento un total de 50 a 70% de proteinas, baja concentracién de
metales pesados desde 0 a 7,3 ug/g, ademas en la identificacion y cuantificacion de
aminoacidos obteniéndose diferentes concentraciones (2,3 a 125 ug/g), como también
demostrando tener diferentes propiedades funcionales, como absorber 3 a 5 veces sus
peso en agua como en aceite, la capacidad de formar emulsién y espuma. Ademas, este
estudio demostré que la especie chilena posee valores de proteinas, minerales vy
contenido de aminoacidos comparables con otras especies provenientes de China, Japon,
Centroamérica, y Pakistan. Tomando en consideracion todos los resultados obtenidos el
pepino de mar se podria considerar como un alimento con posibilidades innovadoras mas

alla de la mera recoleccion y exportacién con bajo valor agregado.
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ABSTRACT

The commonly called sea cucumber is worldwide known as a valuable commercial
resourse due to its high nutritional value, especially in eastern countries such as Japan
and China where it is considered a delicacy. Sea cucumber belongs to Holothuroidea class
and have around 1100 described extant species all over the world, which have varying
degrees of commercial exploitation. In Chile, 74 Holothuroidea species have been
described, which two of them are commercially exploited, Pattalus mollis and Athyonidium
chilensis. In this study we worked with the species Athyonidium chilensis, collected in the
sector of “El Tabo”, which was dissected to separate mantle and muscle, being then
subjected to lyophilization, crushing and screening by 20 mesh.

With mantle and muscle samples, we proceeded to determinate the proximal chemical
composition, protein content using two types of methodologies (Kjeldahl y Lowry), mineral
content through Inductively Coupled Plasma-Atomic emission spectroscopy (ICP-AES),
amino acid composition through high performance liquid chromatography (HPLC),
additionally we evaluated the functional properties of lyophilized mantle and muscle, such
as solubility, emulsifying capacity, water and oil retention, and foam formation. The results
obtained yielded a statistically significant differences between mantle and muscle (p <0.05)
in various tests conducted. Besides, this study showed that the Chilean species has amino
acid content, protein and mineral value comparable with species from China, Japan,
Central America and Pakistan. Considering all the results obtained, the see cucumber
could be a food with innovative possibilities beyond the mere collection and exports with

low added value.
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ABREVIATURAS

A. chilensis : Athyonidium chilensis.

DS : Desviacion estandar.

HPLC » Cromatografia liquida de alta resolucion.

ICP- OES » Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry.
X : Promedio.

USP : United States Pharmacopeia.

RSA : : Resolucion Sanitaria de Alimentos.

RT : Tiempo de Retencion.

uv : : Radiacion Ultravioleta.
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INTRODUCCION

En los océanos existe una abundante biodiversidad de organismos que han evolucionado
hasta nuestros dias, en su mayoria organismos invertebrados como los organismos
sésiles, que al no poseer defensas fisicas y con el objetivo de defenderse ante
depredadores o de atacar a sus presas producen sustancias con actividad biolégica
(metabolitos secundarios). Debido a lo anterior, la exploracién del mar ofrece grandes
oportunidades para el descubrimiento y sintesis de nuevos farmacos (Datta, 2015). Hasta
ahora, un gran porcentaje de productos naturales han sido aislados a partir de organismos
marinos y reportados en una gran cantidad de publicaciones, los cuales han sido

relacionados con actividad biolégica.

Los organismos acuaticos ocupan a menudo ambientes extremos para su supervivencia,
tales como la profundidad del océano, donde la presion es alta y la luz esta practicamente
ausente, temperaturas muy altas o bajas, rangos de salinidad desde muy bajo a saturado
y fluctuaciones en la disponibilidad de oxigeno, entre otros (Haard et al, 2000).

En este sentido, ha surgido gran interés por una de las cinco clases del Phylum
Equinodermata o equinodermos, diferenciandose morfolégicamente de estas por la
presencia de un el eje polar largo, un cuerpo cilindricamente alargado con la boca y el ano
en el extremo anterior y posterior respectivamente (Lawrence J, 1987; Barnes et al. 1996;
Sun et al, 2004). Dentro de los equinodermos se encuentra la Familia Holothuriidae, del
género Holothuria, conocida vulgarmente como pepino de mar, de la cual se han
reportado mas de 1.500 variedades diferentes a lo largo de los océanos (Schillaci, 2014;
Bahrami, 2016).

Estas especies son de gran importancia econdmica, debido al gran consumo de este
producto, considerado de elite en los paises asiaticos. En China existen registros de
consumo de este recurso incluso anteriores a la dinastia Ming (1368 — 1644), por lo que
en diversos escritos ancestrales se cita este producto como “esencia vital”, siendo
utilizado hasta hoy en dia en el tratamiento de la artritis, como purificador de la sangre y
rinones, por poseer efectos afrodisiacos y por prevenir la debilidad y el envejecimiento y
ademas es usado como “suplemento alimenticio”. Actualmente, existen mas de
doscientas especies explotadas de pepino de mar, sin embargo, alrededor de veinte
poseen una real importancia comercial (Skewes et al., 2004). En China existen alrededor
de cien especies de pepino de mar de las cuales sbélo 5 son las mas importante

comercialmente y destacando entre estas Apostichopus japonicus (Yellow Sea Fisheries
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Research Institute, 1991). China y Japdn son los principales productores y consumidores
a nivel mundial de pepino de mar ya que es parte de su dieta y es considerado como
medicina tradicional. Su cultivo en China se estima en mas de un millon de acres, y su
produccion excedio los 150 millones de dolares en el 2009 (Li et al, 2012; Rogers et al,
2018). En los anos 2009 a 2016, la cosecha de esta especie fue en gran proporcion entre
los paises China, Japon y Corea. (Yu et al, 2015; Rogers et al 2018).

Un ejemplo del incipiente interés en este producto marino es México, donde la pesqueria
de pepino de mar se inici6 en Baja California con el Isostichopus fuscus en la costa
oriental y Parastichopus parvimensis en la costa occidental como una actividad de
pequefia escala que respondié a la demanda de los paises orientales (Castro, 1997;
Aguilar et al., 2002). Actualmente, se explotan estas especies de forma legal para

exportacion, pero en régimen de concesion para su proteccion.

La razén principal de su gran demanda comercial es el uso alimenticio, pudiendo comerse
crudo, hervido o en conserva, aunque la mayor parte del comercio internacional se enfoca
a la pared del cuerpo seco, hay cierto comercio vinculado a partes congeladas de las
visceras y los musculos internos, ya sean crudos o en conserva. El pepino de mar es una
comida importante en los pueblos asiaticos, por lo que consumen este producto por su
gran contenido proteico, casi tres veces mayor que el de los pescados y mariscos mas
comunes en oriente. Ademas, las holoturias se utilizan en investigaciones médicas en
Australia, donde Ocean Quenst Pty. Ltda. y el Reef Organic Ltda. desarrollaron
constrictores y relajantes musculares, como también un suplemento alimenticio con
propiedades antiinflamatorias (Kale et al, 2013).

Entre sus componentes funcionales, destaca un fucoidano, polisacarido bioactivo que se
ha encontrado en la pared o manto del Apostichopus japonicus, con actividad
anticoagulante, antiosteoclastogénica, hipoglicémica y protectora contra los efectos
ulcerativos de la mucosa gastrica inducida por el alcohol (Wang et al, 2012; Yu et al,
2015).

En Chile estan descritas 74 especies nominales de holoturias de las cuales dos son
explotadas comercialmente en nuestro pais, Pattalus mollis y Athyonidium chilensis,
siendo esta ultima una de las especies de Holothuridos mas comunes en nuestro pais
(Guisado, 2005). Las incursiones comerciales en Chile comienzan en 1992, enfocandose
principalmente en el Athyonidium chilensis.

Al igual que las especies orientales, Athyonidium chilensis ha mostrado poseer en el

Pag. | 14



manto polisacaridos bioactivos con propiedades anticoagulantes, siendo aislados por
Matsuhiro et al. (2012) un condroitin-sulfato fucosilado y algunos fucanos en menor
cantidad (Matsuhiro et al, 2012).

Diferentes estudios reportan que en general estas especies poseen proteinas como su
principal componente, siendo los porcentajes de lipidos y carbohidratos algo menores. En
el caso de individuos de Athyonidium chilensis cultivados con dietas artificiales, se
determinaron en la pared del cuerpo valores de proteinas superiores al 60%, incluyendo
los musculos longitudinales y retractores del introverso. Es por esto, que la
caracterizacién nutricional del manto y los musculos a través de la evaluacion quimica
proximal, la determinaciéon de minerales y aminoacidos permitira valorizar este recurso
marino para el consumo humano. Ademas, la evaluacion de las propiedades funcionales
del manto y musculo determinara la factibilidad de incorporarlos en la formulacién de

alimentos como ingredientes alimentarios, con fines tecnoldgicos y nutricionales.

El término propiedad funcional que se aplica a los ingredientes alimenticios, es definido
como toda propiedad no nutricional que influencia la utilidad de un ingrediente en un
alimento. La mayor parte de las propiedades funcionales afectan las caracteristicas
sensoriales del producto, pero también pueden tener un papel decisivo en el
comportamiento fisico de los alimentos durante su preparacion, transformacion o
almacenamiento. Las propiedades funcionales pueden clasificarse en tres grupos
principales: 1) propiedades de hidratacion, 2) propiedades dependientes de las
interacciones proteina- proteina y 3) propiedades superficiales. La determinacion de estas
propiedades requiere de la evaluacién experimental, mediante ensayos que incluyen
desde la medida de propiedades fisicoquimicas (viscosidad, tensién superficial,
solubilidad) a simples ensayos sobre coccion o pérdida de agua durante la coccion o
retencién de aceite, entre otros. Entre estos ensayos, se tiene una serie de pruebas que
se aplican frecuentemente para la evaluacion de la funcionalidad como son las medidas
de la capacidad emulsificante y estabilidad de la emulsion, de la formacion de espumas y
estabilidad de estas, la de absorcion y retencion de agua y la de gelificacion. (Cheftell,
1989; Sikorski, 2001).
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OBJETIVOS

General:

- Comparar nutricionalmente el manto y musculo del Athyonidium chilensis

(Pepino de mar) y la funcionalidad de estos.

Especificos:

- Determinar la composicién quimica proximal y minerales del manto y musculo de

pepino de mar.
- Definir las condiciones adecuadas para la caracterizacion aminoacidica de las proteinas
presentes en manto y musculo mediante metodologia de HPLC-FL.

- Determinar propiedades funcionales del manto y musculo, tales como capacidad de
absorcién de agua, capacidad de retencion de aceite, capacidad emulsificante,

capacidad formacion de espumas y solubilidad.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

3.10 1-octanol para sintesis, Merck.

3.11 2-propanol p.a., Merck.

3.12 Agua destilada.

3.13 Acido bérico p.a., Loba.

3.14 Acido clorhidrico 37% p.a., Merck.

3.15 Acido 3 — mercaptopropiénico (MPA) p.a., Merck.

3.16 Acido nitrico 65% p.a., Merck.

3.17 Acido sulfurico 95% - 97% p.a., Merck.

3.18 Acetato de cobre monohidratado, Merck.

3.19 Acetato de sodio trihidratado, Merck.

3.20 Agua ultra pura.

3.21 Carbonato de sodio p.a., Sigma-Aldrich.

3.22 Mentol p.a., Loba.

3.23 Estandar de Albumina fraccion V (de suero bovino), Sigma-Aldrich.

3.24 Estandar de L — aminoacidos (21G; L-Acido Aspartico; Glutamato; L-Asparagina;
L-Serina; L-Glutamina; L-Histidina; L-glicina; L-treonina: L-Tirosina; L-Lisina; L-
Valina; L-Metionina; L-Cisteina; L-Fenilalanina; L-Isoleucina; L-Leucina; L-
Triptéfano), Sigma-Aldrich.

3.25 Estandar multielemental - ICP multi-element standard solution IV, Certipur, Merck.

3.26 O-Ftalaldialdehido para fluorometria (OPA), Merck.

3.27 Hexano HPLC, > 99,9% de pureza, Merck

3.28 Hidroxido de sodio p.a., Merck.

3.29 Hidroxido de potasio p.a., Merck.

3.30 Indicador de Tashiro

3.31 Metanol grado HPLC, > 99,9%, Merck.

3.32 Nitrégeno gaseoso.

3.33 Peroxido de hidrégeno 30 % p.a., Merck.

3.34 Reactivo Fenol de Folin Ciocalteau p.a. Merck.

3.35 Sulfato de aluminio y potasio dihidratado p.a., Merck.

3.36 Sulfato de cobre pentahidratado p.a., Merck.

3.37 Sulfato de potasio anhidro p.a., Loba.

3.38 Tetrahidrofurano (THF) p.a., Merck.
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3.39
3.40

Trietanolamina (TEA) p.a., Merck.
Tartrato de sodio y potasio p.a., Sigma-Aldrich.

Materiales y equipos

3.41
3.42
3.43
3.44
3.45
3.46

Balanza semi — analitica PS360/C/2, Radwag.

Balanza analitica AS 220/C/2, Radwag.

Bafio de ultrasonido WVC-D10H, Wiseclaen.

Bano termorregulado Memmert.

Centrifuga digital refrigerada 5072-R, Eppendorf.

Columna Inertsil ODS -3 C18, 15 cm x 4,6 mm x 150 mm, 5 ym.

3.47 Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC), con autosampler modelo SIL-
20AC, horno de columna modelo CTO-20AC y detector de fluorescencia RF- 10AXL,

Shimadzu.

3.48
3.49
3.50
3.51

Camara desecadora.
Destilador Kjeldahl, Velp.
Digestor DK-6, Velp.

Espectroscopio de emision atomica en plasma inducido (ICP-OES), Optima DV

2000, Perkin Elmer.

3.52
3.53
3.54
3.55
3.56
3.57
3.58
3.59
3.60
3.61

Espectrofotémetro UV — Vis UV 1800, Shimadzu.
Estufa de secado modelo ED-8, Binder.
Liofilizador Virtis Benchtop K.

Material fungible de laboratorio

Molinillo eléctrico A11 Basic, IKA.

Refrigerador, LG.

Bano sornicador WVC-D10H, Wiseclaen.

Tamiz #20.

Shaker ASTM.

Vortex MAXI MIX II, Thermo.
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METODOLOGIA

3.1 Obtencion y acondicionamiento de muestras:

Se recolectaron manualmente individuos adultos de A. chilensis en el sector de “El Tabo”
y fueron transportados al lugar de eutanasia en cajas de aislapol acondicionadas con gel
packs y algas tipo huiro, con objeto de evitar el desove y desecacién. Los individuos
fueron narcotizados por inmersion en agua de mar saturada con cristales de mentol
(anexo N°2), durante un periodo aproximado de 12 horas, evaluando cada 2 horas su
movilidad a través de la respuesta al tacto de los tentaculos. Los pepinos narcotizados
fueron diseccionados separando sus érganos y seleccionando manto y musculo (anexo
N°3), que fueron liofilizados durante 72 horas, triturados y tamizados, que posteriormente

fueron tratados por separado para los ensayos descritos a continuacion.

3.2 Composicion proximal

Se determind la composicion quimica proximal, en base seca, de un homogenizado de
pool de muestra (n = 10) representativa de manto y musculo de individuos adultos de A.

chilensis, previamente liofilizados, triturados y tamizados, que comprendio:

3.3 Cuantificacion de nitrégeno total, proteina cruda y nitrégeno proteico y
no proteico.

3.3.1 Cuantificaciéon de nitrégeno total y proteina cruda.

Para la cuantificacién de nitrégeno total, se tomaron 100 miligramos de muestra, por

triplicado (manto y musculo), que fueron tratadas directamente por método Kjeldahl.

En primer lugar 100 miligramos de muestra se trasfirieron a tubos de digestién de
Kjeldahl, afhadiendo 0,5 gramos de sulfato de cobre anhidro, 4,5 gramos de sulfato de
potasio y 7 mL de acido sulfurico concentrado. Posteriormente se llevaron al digestor para
su digestion a 200°C por 60 min, a 300°C por 60 min y a 400°C por 180 min.

Una vez ya enfriado los tubos con las muestras digeridas, se afadié 50 mL de agua
destilada y 90 mL de NaOH 32% p/v que fueron transferidos al destilador de nitrégeno con
el programa de destilacion ya activado. El destilado se recibi6 en un matraz de
Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de acido bdrico 4% p/v y unas gotas de indicador de

Tashiro (anexo N°4). El destilado de color verde esmeralda contenido en el matraz de
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Erlenmeyer fue titulado con una solucién de acido clorhidrico estandarizado 0,1 N hasta

que la solucion viré a color lila (AOAC, 2016).

El porcentaje de nitrégeno total fue calculado segun la siguiente férmula:

V x NxHEN
% Nitrogeno Total = ( T) x 100

En donde:

V: Volumen de acido clorhidrico 0,1 N gastado en la titulacion.
N: Normalidad de acido clorhidrico.
PEN: Peso equivalente de nitrégeno.

M: masa de muestra en miligramos.
El porcentaje de proteina cruda fue calculado segun la siguiente formula:

Proteina cruda (%) = Nrx 6,25
Donde:

Nt: Porcentaje de nitrégeno total

3.3.2 Cuantificacion de nitrégeno proteico y no proteico.

Por triplicado, 100 miligramos de manto y musculo liofilizados de la especie A. chilensis se

transfirieron a un matraz Kjeldahl con 50 mL de agua destilada y seis a ocho gotas de

antiespumante 1-octanol. Luego se calenté a ebullicion durante 30 minutos teniendo la

precaucion de no llegar a sequedad. Después, sin dejar enfriar, se afiadieron 2,5 mL de la

solucion de sulfato de aluminio y potasio 10 % p/v, mezclando y calentando nuevamente a

ebulliciéon por 5 minutos. Posterior a esto, se adicionaron 50 mL de la solucion de acetato

de cobre 3 % p/v mezclando y dejando enfriar, el precipitado formado es recuperado por

filtracion a vacio, lavandolo con 60 mL de agua destilada. Tanto la solucién como el

precipitado fue llevado a los tubos Kjeldahl para el analisis de nitrégeno proteico y no

proteico por la metodologia descrita en el punto 3.1.1.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de nitrégeno proteico y no proteico,

siendo calculados utilizando la formula presentada en el punto 3.1.1.

Pag. | 20



El porcentaje de proteina aislada por precipitacién fue calculado segun la siguiente

formula:

Proteina (%) = N, x 6,25
Donde:

Np: Porcentaje de nitrdgeno proteico

3.4 Cuantificacion de grasa total por método colorimétrico.

Se pesaron por triplicado 500 miligramos de manto y musculo liofilizados, sometiéndose a
una hidrélisis acida con 20 mL de HCI 3,0 N, a reflujo durante 1 hora, y posteriormente se
realizo la extraccion de la materia grasa con 10 mL de cloroformo por tres veces. Una vez
ya extraida la materia grasa se llevo a evaporacion total del cloroformo a 65 + 3 °C bajo
campana y sobre bafo maria. Luego de remover el solvente se agregaron 3 mL de una
solucién de dicromato de potasio (2%) en acido sulfurico, prosiguiendo con calentamiento
en un bafo de agua a 100°C por 15 minutos y posteriormente la soluciéon se enfrié con
agua corriente y se anadieron 4,5 mL de agua destilada. La muestra fria se midié a 590

nm en espectrofotometro (Pande et al., 1963).

Curva de calibrado: Se prepard una solucién madre de acido palmitico de concentracion
10 mg/L, de la cual se tomd 0, 107, 214, 321, 428, 535, 642 UL respectivamente y se
llevaron a un volumen final de 5 mL con cloroformo. Cada punto de la curva se tratd
utilizando el mismo protocolo de la muestra. Para el blanco se utilizé dicromato de potasio

en agua destilada (Pande et al., 1963).
El calculo del porcentaje de grasa total se realizé segun la siguiente férmula:

[C] = Fd = 100
M

% Grasa Total =

Donde:

[C]: Concentracién obtenida a partir de la absorbancia que se interpolé en la curva de
calibrado en mg/L.
Fd: Factor dilucion

M: masa de muestra en miligramos.
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3.5 Cenizas.

3.5.1 Cenizas totales.

Se calento un crisol de porcelana a 650°C por 30 minutos, se dejo enfriar en un desecador
y se pesO para obtener su masa inicial. Posteriormente, se pes6 aproximadamente 1
gramo de muestra liofilizada, molida y tamizada (manto y mdusculo) por triplicado,
llevandose a un horno de mufla con temperatura regulable y evacuacién segura de gases
de combustiéon. Las muestras se calcinaron a 650°C por 5 horas, hasta peso constante.
Luego se enfrié en desecador y se pesé para obtener la masa final (Farmacopea Chilena,
2015).

Los calculos para el porcentaje de cenizas corresponden a la siguiente formula:

(m2 —mo0)

—F = x 100
(m1 —mo0) x

% Cenizas Totales =

Donde:

m2: Masa en gramos de la capsula con las cenizas
m1: Masa en gramos de la capsula con la muestra

mO0: Masa en gramos de capsula vacia.

3.5.2 Cenizas insolubles.

A los crisoles con las cenizas totales obtenidas en método descrito anteriormente, se
agrego 25 mL de acido clorhidrico 7% p/v, se cubrié con un vidrio reloj y se hirvid
suavemente por 5 minutos. Posteriormente, se enjuago el vidrio reloj con 5 mL de agua
caliente y se adicioné al crisol. La solucién resultante en el crisol se filtré por papel filtro
libre de cenizas y se lavd el residuo con agua caliente hasta la neutralizacién del filtrado.
Se transfirié el papel filtro con el residuo insoluble al crisol original y fueron calcinados
nuevamente en un horno de mufla 650°C por 2 horas, posteriormente se enfrid en un
desecador por 30 min y se peso el residuo (Farmacopea Chilena, 2015).

Los calculos de porcentaje de cenizas insolubles corresponden a la siguiente férmula:

(m2 —m0)

—F  x 100
(m3 —m0) x

% Cenizas insolubles =

Donde:

m2: Masa en gramos de la capsula con las cenizas
m3: Masa en gramos de la capsula con cenizas totales

mO0: Masa en gramos de capsula vacia.
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3.6 Calculo de carbohidratos.

Los carbohidratos fueron calculados matematicamente realizando la diferencia entre 100 y
el contenido de proteina cruda por Kjeldahl, cenizas totales y grasa total. El aporte
caldrico de la muestra se determind aplicando factores de Atwater de 4 kcal/g para las

proteinas y carbohidratos y 9 kcal/g para grasa (USP, 2010).

3.7 Cuantificacion de proteinas por método de Lowry.

Se pesaron por triplicado 300 miligramos acondicionados de manto y musculo de la
especie A. chilensis, y se le anadid 1 mL de NaOH 2N, posteriormente se llevdé a 100°C
durante 10 minutos a bafno maria. Se dejoé enfriar a temperatura ambiente, se tomaron
300 pL del hidrolizado y se les agregd 300 pyL de agua destilada y 3 mL del reactivo de
formacién de complejo, dejando reposar por 10 minutos. El reactivo de formacion de
complejo consta de una mezcla de Na-COs 2% p/v (solucidon A), CuSO4 x 5 H20 1% plv
(solucion B) y Tartrato de sodio y potasio (KNaCsH4Os X4H20) 2% p/v (solucion C) en una
relacion 100:1:1 (A, B, C), el reactivo de formacién de complejo se prepard
inmediatamente antes de usarse. Una vez transcurrido el tiempo de reposo, se le anadio
300 pL de reactivo de Folin Ciocalteau 21N, se homogenizdé en un vortex y se dejo
reposando por 45 a 60 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. Transcurrido
el tiempo de reposo, se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm en un
espectrofotémetro UV-VIS 1800 Shimadzu (Pomory, 2008).

Curva de calibrado: Se prepard una solucion madre de proteina estandar (fraccion V de
albumina de suero bovino) de 4 mg/mL de proteina en agua destilada, de la cual se tomé
0, 0,25, 0,5, 0,75, 1 y 1,25 mL respectivamente y se llevaron a un volumen final de 5 mL
con agua destilada, obteniéndose concentraciones entre 0 y 1,0 mg/mL de albumina de
suero bovino, Cada punto de la curva se realizd utilizando el mismo protocolo de la

muestra. Para el blanco se utiliz6 agua destilada (Pomory, 2008).
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El resultado fue expresado por el porcentaje de proteina de albumina bovina, y calculado

segun la siguiente formula:

] _ Mpc
Proteina (%) = ( ) x100
M

Donde:

Mpc: Masa en miligramos de proteina cuantificada

M: Masa en miligramos de muestra pesada de manto y musculo.

3.8 Composicion de minerales.

La determinacion de minerales de manto y musculo de la especie A. chilensis se efectud
por espectroscopia de emision atomica en plasma inducido (ICP-OES), determinandose
los metales: Aluminio (Al), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Hierro (Fe), Manganeso
(Mn), Niquel (Ni), Plomo (Pb), Zinc (Zn), Molibdeno (Mo), Potasio (K) y Sodio (Na).

En primer lugar, se pesaron por triplicado en viales de teflon, alrededor de 0,2500 gramos
de manto y musculo acondicionados de la especie A. chilensis, se les agregd una mezcla
de 9 mL de HNOsal 65% y 2 mL H>O al 30%, pre-digiriéndose toda una noche.

Después, se realizo la digestion acida con acido sulfurico en un microondas Ethos Easy, a
un tiempo de 15 minutos, potencia de 1800 MW (W) y a una temperatura de 180 °C por
dos veces. Las muestras se enfriaron durante 25 min y después se aforaron a 25 mL con

agua desionizada.

Una vez ya digeridas las muestras, se determinaron metales por ICP-OES. El equipo
utilizado fue PERKIN ELMER OPTIMA 2000 DV y las condiciones de analisis se detalla en
la tabla N°2.

Se determinaron simultdneamente los metales ya mencionados a las longitudes de onda
detalladas en la tabla N°3. A partir del estandar multielemental (ICP multi-element
standard solution IV, Certipur. Merck) de 1000 mg/L se prepard una soluciéon de 10 mg/L,
tomando de esta 250 uL del estandar y 50 uL de HNO3 suprapur, aforando a 25 mL. Con

esta ultima solucion se construyo la curva de calibrado, como muestra la siguiente tabla:
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Tabla N°1: Curva de calibrado de estandar multielemental para la determinacién de
metales por ICP-OES.

Concentracion Volumen patron Volumen HNO; Aforo

(ng/L) 10 (mg/L) (uL) (WL) (mL)
0 0 100 100
10 50 50 50
20 100 50 50
50 250 50 50
100 500 50 50
200 1000 50 50
400 2000 50 50
800 4000 50 50

Tabla N°2: Condiciones instrumentales ICP-OES.

Flujo de Argén L/min
Plasma Gas auxiliar Nebulizador
15 0,2 0,8
Flujo de la muestra 1,5 mL/min

Poder de radio frecuencia 1300 watts

Tabla N°3: Longitudes de onda de emisiéon atémica utilizadas en la determinacién de

metales.
Elemento Longitud de
onda A (nm)
Aluminio 396,153
Cadmio 228,802
Cobre 327,393
Cromo 267,716
Hierro 238,304
Manganeso 257,610
Molibdeno 202,301
Niquel 231,604
Potasio 766,490
Sodio 589,592
Zinc 206,200
Plomo 324,800
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3.9 Identificacion cualitativa y cuantitativa de aminoacidos.

Para la identificaciéon cualitativa y cuantitativa de los aminoacidos de manto y musculo se
realizé6 mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) acoplado a un detector
de fluorescencia, segun la metodologia descrita y modificada por Wu et al. (2016) y Song
et al. (2018).

Como material de referencia, se usé un stock de 21 estandares de aminoacidos (LAA-21,
Sigma — Aldrich, USA), pesando de cada uno de ellos una cantidad minima, entre 10 a 20
miligramos, para obtener la identificacion de cada uno de ellos y determinar su tiempo de
retencién como se observa en los cromatogramas descritos en el anexo N°5. Para cada
estandar de aminoacido se realizd una solucién madre en buffer borato de concentracién

200 mM pH 9,9 en 50% de metanol y se almacend a -20°C hasta su inyeccion.

Previo a la inyeccion los estandares de aminoacidos se derivatizaron, adicionando una
mezcla de O-Ftalaldialdehido (OPA) y acido 3 — mercaptopropiénico (MPA), para lo que
se pesd 16,9 miligramos de OPA disueltos en 2,4 mL de metanol, se afadié
posteriormente 7,6 mL de buffer borato 200 mM pH 9,9 y 24 uL de acido mercapto
propidnico (MPA), teniendo la precaucion de ser resguardado por la luz y mantenerlo a
temperatura ambiente. Previo al analisis en HPLC, se derivatizd en una relacion de
estandar y derivatizante de 1:5, 1 uL de estandar o muestra, mezclado con 5 uL de OPA-
MPA.

Por triplicado se tomaron 50 miligramos de manto y musculo y fueron hidrolizados con 15
mL HCI 6N por 24 horas a 110 £ 2°C, para la identificacion cuantitativa se utilizé Norvalina
como estandar interno, del cual se anadié 50 miligramos de este a las muestras de manto
y musculo antes de su hidrdlisis. Las muestras ya hidrolizadas, se llevaron a sequedad a
bafio maria, y finalmente fueron reconstituidas con 10 mL de buffer borato, pH 9,9;
posteriormente se derivatizaron en forma similar a lo realizado con los estandares de
aminoacidos y después de 3 minutos se procedid a su inyeccion y analisis cromatografico.
La fase mévil utilizada en el analisis cromatografico estaba constituida por fase movil A,
una mezcla de 500 mL buffer acetato (20 mM y pH 7,0), 50 mL de metanol, 1,5 mL de
tetrahidrofurano (THF) y 90 uL de trietanolamina (TEA) y fase maévil B, una mezcla de 100
mL de buffer acetato (20 mM y pH 7,0) y 400 mL de metanol (Wu et al., 2016; Song et al.,
2018).
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La separacion cromatografica se realizé en una columna Inertsil ODS-3 C18, 15 cm x 4,6
mm x 150 mm, 5 um de tamano de particula, a una temperatura de 30°C, con un flujo de 1
mL/min y una presion de 80 bar. Utilizando un sistema de eluciéon por gradiente binario
compuesto por fase mévil A y fase mévil B, de forma que: 0-3,5 minutos, isocratico 100%
A; 3,5-20 minutos, rampa linear a 0% A; 22-24 minutos, rampa lineal a 100% B; 25-40
minutos, isocratico 100% A, a un flujo de 0,75 mL/min (Jin et al., 2005). Para la deteccién
se utilizé un detector de fluorescencia RF-10AXL que se ajusté a una longitud de onda de

excitacion 340 nm y de emisién 450 nm.

Curva de calibrado: Se preparé una curva de calibrado para cada aminoacido cuantificado
por estandar externo y estandar interno, en los rangos de concentracion que se detalla en
el anexo N°6 (L-Acido Aspartico, Glutamato, L-Serina, L-Histidina, Glicina, L-Arginina, L-
Alanina, L-Lisina, L-Valina, L-Fenilalanina, Isoleucina, L-Leucina y Prolina). Para esto se
tomé un volumen de 10 a 50 uL de la soluciéon madre de cada aminoacido identificado en
manto y musculo, y se llevd a un aforo de 1 mL, realizandose diluciones seriadas 3 veces.
Para el caso de estandar interno, se anadié un volumen de 30 uL de una concentracion
de 234 ppb de Norvalina, que fue equivalente a la utilizada en manto y musculo. Para el

blanco se utilizd agua ultra pura mas derivatizante

Todas las soluciones utilizadas en este ensayo fueron filtradas por membrana de 0,22 ym

previo a su analisis cromatografico.

3.10 Propiedades funcionales del liofilizado de manto y musculo.

Para la capacidad de absorcion de agua, se tom6é 1 gramo de manto y musculo
acondicionado, se mezclé con 10 mL de agua destilada en un tubo de centrifuga,

agitandose en un vortex por 10 min, siguiendo con su centrifugacion a 1431g por 20 min a

temperatura ambiente (Huda et al., 2001).
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La cantidad de agua absorbida por 100 gramos de la muestra de manto y musculo fue

determinada mediante la siguiente férmula:

Agua Absorbida = [Mpost — (Pf + Mpre)]x 100
Donde:
Mpost: Peso de muestra en gramos, después de 10 minutos de tratamiento.
Pf: Peso de contenedor en gramos.

Mpre: Peso en gramos de muestra previo al tratamiento.

Para la capacidad de absorcion de grasas, se tomé 1 gramo de manto y musculo
acondicionado se mezclé con 10 mL de aceite de maravilla de uso comun en un tubo de
centrifuga, agitandose en un vértex por 10 min, siguiendo con su centrifugacion a 1431g
por 20 min a temperatura ambiente (Huda et al., 2001). La cantidad de aceite absorbido se
determind realizando la diferencia de pesos en gramos, del aceite absorbido por 100

gramos de manto y musculo mediante la siguiente férmula:

Aceite Absorbido = [Mpost — (Pf + Mpre)]x 100

Donde:
Mpost: Peso de muestra en gramos, después de 10 minutos de tratamiento.
Pf: Peso de tubo contenedor en gramos.

Mpre: Peso de muestra en gramos previo al tratamiento.

Para la capacidad emulsificante, se dispersé 1 gramo de manto y musculo acondicionado

en 25 mL de agua destilada, agitando y adicionando gradualmente aceite de maravilla de

uso comun hasta observar la separacion de fases. Los resultados se expresaron como los
mL de aceite emulsionados por gramo de manto y musculo acondicionado (Huda et al.,
2001).

La capacidad de formacion de espumas se valué tomando 1 gramo de manto y musculo
acondicionado que se dispers6 en 100 mL de agua destilada, se agitdé vigorosamente y el
volumen de espuma generado se midié después de 1, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 min (Huda
et al., 2001).
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El resultado se expres6é como porcentaje de espuma con respecto al volumen medido a

los diferentes tiempos, calculado mediante la siguiente formula:

_ heg
Espuma (%) = — x 100
hES
Donde:
hee: Altura de la espuma formada

hes: Altura total de la solucion

Para estimar la solubilidad de las proteinas contenidas en manto y musculo de la especie

A. chilensis, se tomé 1 gramo de muestra, se mezclé con 40 mL de agua destilada y se
ajusté el pHa 2, 4, 6, 8, 10 y 12 con HCIl o NaOH 0,5 N. Para cada pH se agité por 30 min
y luego se centrifugé a 1431g por 20 min. Se determiné el contenido de proteina en el
sobrenadante por el método de Biuret detallado en el anexo N°7. El porcentaje de
proteina soluble se calculd sobre la base del porcentaje de proteina de manto y musculo

de la especie A. chilensis.
3.11 Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron conX DS. Para la organizacion de datos y calculo de los
resultados se empleo el software Microsoft Excel 2016, posteriormente para el tratamiento
estadistico de los datos, se utilizd el software Statgraphics Centurion version XVII,
mediante el cual se aplicé analisis t-student de una via para varianzas desiguales para la
comparacion de los resultados de una misma condiciéon de tratamiento. Se consideraron

resultados estadisticamente significativos a aquellos con p < 0,05.
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RESULTADOS

En la tabla N°4, se exhiben los resultados correspondientes a composicion quimica
proximal y aporte calérico de manto y musculo liofilizado correspondiente a la especie A.
chilensis en base seca. Cabe destacar, que la muestra de manto y musculo posee
alrededor de un 12% de nitrégeno total, donde el 60 al 76% corresponde a nitrogeno
proteico, siendo este ultimo valor diferente estadisticamente significativo a un p < 0,05,

comparando manto y musculo.

Tabla N°4: Composicién quimica y aporte calérico de manto y musculo de la
especie A. chilensis. En las cuadriculas con asterisco (*) corresponden a valores con
diferencias estadisticamente significativas a un p<0,05. (¢) corresponde al porcentaje de
proteina calculado a partir del nitrégeno proteico. n =3

Parametros Manto Musculo
Nitrégeno total (%) 11,9 £ 0,05 121+0,4
: 0
(Factor: 6.25) 74203 75+2
Nitrégeno proteico (%) 9,1+0,03* 7,3+0,01*
: 0
:’;:z‘t"‘gr‘a‘;(z/‘g) 57 +0,3* 46 +0,1*
Nitrégeno no proteico (%) 2,8 £0,03* 4,6 +£0,01*
Grasa total (%) 0,09 +0,01* 0,29 + 0,0003*
Cenizas totales (%) 9,02 +0,1* 10,2 £ 0,2*
Cenizas insolubles (%) 0,09 £ 0,05 0,15+ 0,07
Carbohidratos (%) 16,49 14,51
Calorias (Kcal/100g) 364,4 360,7
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Para la cuantificacion de proteinas de manto y musculo de la especie A. chilensis también
se realizé por método de Lowry. En la figura N°1 se muestra el grafico de regresion lineal
obtenida para la curva de calibrado de albumina bovina entre los rangos de concentracion
0,2 a 1,0 [mg/mL] para la cuantificacion de proteina contenida en manto y musculo en

base seca de la especie A. chilensis, segun el método de Lowry.

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

y =0,658x + 0,0852
R=0,9919

Absorbancia

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracion [mg/mL]

Figura N°1: Gréfico de regresion lineal en unidades de absorbancia versus concentraciéon de
albumina bovina en mg/mL para la cuantificacion de proteinas en manto y musculo de la
especie A. chilensis por método de Lowry.

En la tabla N°5 se exhibe los resultados para cuantificacion proteica de manto y
musculo en base seca, mediante deteccién UV-vis segun el método de Lowry. Ademas,
cabe destacar que los resultados obtenidos no se aprecia diferencias estadisticamente

significativas a un p < 0,05.

Tabla N°5: Porcentaje de proteina en manto y musculo de la especie A. chilensis por
el método de Lowry. Cada resultado corresponde a n = 3.

Muestras % Proteina (b.s.)
Manto 505
Musculo 44 £ 5

Por otra parte, para la determinaciéon de composicién de minerales de manto y musculo de
la especie A. chilensis en base seca mediante espectroscopia de plasma inducido, tal
como se muestra en la tabla N°6, se aprecia los diferentes valores de minerales de manto
y musculo. Cabe destacar que el contenido de hierro en manto es seis veces mas de lo
que esta contenido en musculo, de la misma forma como ocurre en potasio, pero en este
caso el contenido de musculo es alrededor del doble de lo que contiene el manto. En el

caso de niquel, plomo y molibdeno, el contenido se encuentra bajo el limite de deteccion
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del método (LD), por lo que su valor es despreciable en la especie. Para todos los
resultados obtenidos se aprecia valores con diferencias estadisticamente significativos
entre manto y musculo, con un p < 0,05.

Tabla N°6: Contenido de minerales totales en manto y musculo en base seca de la
especie A. chilensis Todos los resultados corresponde a n = 3. Las cuadriculas con
asterisco (*) corresponden a valores con diferencias estadisticamente significativas p
<0,05. LD: Limite de deteccion.

Metal Manto Mdusculo
Aluminio (pg/g) 7,3+0,2* 10,7 £ 0,3*
Cadmio (pg/g) 0,19 £ 0,02* 0,26 £+ 0,02*
Cromo (pg/g) 0,38 + 0,07* 0,38 £ 0,01*
Cobre (pg/g) 1,9+0,2* 1,2+0,2*
Hierro (pg/g) 88 + 8* 14 + 3*
Manganeso (ug/g) 1,2+0,1* 1,55 + 0,05*
Niquel (ug/9) <LD <LD
Plomo (pg/g) <LD <LD
Zinc (pg/g) 184+ 16* 109 + 4*
Molibdeno (pg/g) <LD <LD
Potasio (mg/g) 11,9 £ 1,74* 20.651 £ 91~
Sodio (mg/g) 28,1 £ 1,46 18.297 £ 159*

Para la identificacion cualitativa y cuantitativa de aminoacidos en manto y musculo de la
especie A. chilensis por cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a un detector de
fluorescencia (HPLC-RF), en la figura N°2, se muestra el cromatograma correspondiente a
la mezcla de estandares de aminoacidos utilizados para la identificacion cualitativa en
manto y musculo. De los 20 estandares de aminoacidos disponibles sélo se identificaron

18 en el cromatograma, los aminoacidos no identificados fueron tirosina y cisteina.
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Figura N°2: Cromatograma HPLC con mezcla estandares para la identificacién cualitativa. 1=
Acido Aspartico; 2= Glutamato; 3= Asparragina; 4= Serina; 5=Glutamina; 6= Prolina;7= Arginina
8= Alanina; 9=Treonina; 10= Glicina;11= No Identificado; 12= Metionina; 13= Valina; 14=
Fenilalanina; 15= Isoleucina; 16= Triptéfano; 17= Leucina; 18= Lisina. Para la deteccion de los
aminoacidos se ajustd una longitud de onda de excitacién de 340 nm y de emision de 450 nm.

A continuacion, en la figura N°3 y N°4 se exhiben los cromatogramas correspondientes a
la identificacion cualitativa de aminoacidos en manto y musculo de la especie A. chilensis.
Cabe destacar, de los 17 aminoacidos identificados en la figura N°2 (estandar externo),
sélo se identificaron 13 aminoacidos tanto en manto y musculo (Acido Aspartico;
Glutamato; Serina; Histidina; Prolina; Arginina; Alanina; Glicina; Valina; Fenilalanina;

Isoleucina; Leucina; Lisina).
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Figura N°3: Cromatograma HPLC de manto de la especie A. chilensis (n=3). 1 = Acido
Aspartico; 2 = Glutamato; 3 = Serina; 4 = Histidina; 5 = Prolina; 6 = Arginina; 7 = Alanina; 8 =
Glicina; 9 = Valina; 10 = Fenilalanina; 11 = Isoleucina; 12 = Leucina; 13 = Lisina. Para la deteccion
de los aminoacidos se ajustd una longitud de onda de excitacion de 340 nm y de emision de 450
nm.
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Figura N°4: Cromatograma HPLC de musculo de la especie A. chilensis (n=3). 1 = Acido
Aspartico; 2 = Acido Glutamico; 3 = Serina; 4 = Histidina; 5 = Prolina; 6 = Arginina; 7 = Alanina; 8 =
Glicina; 9 = Valina; 10 = Fenilalanina; 11 = Isoleucina; 12 = Leucina; 13 = Lisina. Para la deteccién
de los aminoacidos se ajustd una longitud de onda de excitacion de 340 nm y de emision de 450
nm.

Por otro lado, los siguientes resultados corresponden a la identificacion cuantitativa de
aminoacidos contenidos en manto y musculo de la especie de A. chilensis. Los resultados
corresponden a dos diferentes formas de cuantificacion, una de ellas es utilizacién de

estandar externo (figura N°5) y otra con estandar interno (Norvalina) (Figura N°6). Las
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figuras N°7 y 8 corresponden a los cromatogramas de manto y musculo con estandar

interno, respectivamente.
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Figura N°5: Cromatograma HPLC correspondiente a curva de calibrado con estandar
externo. 1 = Acido Aspartico; 2 = Glutamato; 3 = Serina; 4 = Histidina; 5 = Prolina; 6 = Arginina; 7 =
Alanina; 8 = Glicina; 9 = Valina; 10 = Fenilalanina; 11 = Isoleucina; 12 = Leucina; 13 = Lisina. Para
la deteccidén de los aminoacidos se ajustd una longitud de onda de excitacion de 340 nm y de
emision de 450 nm
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Figura N°6: Cromatograma HPLC correspondiente a curva de calibrado con estandar interno
(Norvalina). 1 = Acido Aspartico; 2 = Glutamato; 3 = Serina; 4 = Histidina; 5 = Prolina; 6 = Arginina;
7 = Alanina; 8 = Glicina; 9 = Valina; 10 = Norvalina (estandar interno); 11 = Fenilalanina; 12 =
Isoleucina; 13 = Leucina; 14 = Lisina. Para la deteccion de los aminoacidos se ajusté una longitud
de onda de excitacion de 340 nm y de emision de 450 nm.
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Figura N°7: Cromatograma HPLC correspondiente a manto de la especie A. chilensis con
estandar interno. 1 = Acido Aspartico; 2 = Glutamato; 3 = Serina; 4 = Histidina; 5 = Prolina; 6 =
Arginina; 7 = Alanina; 8 = Glicina; 9 = Valina; 10 = Norvalina (estandar interno); 11 = Fenilalanina;
12 = Isoleucina; 13 = Leucina; 14 = Lisina. Para la deteccion de los aminoacidos se ajustd una
longitud de onda de excitacion de 340 nm y de emisién de 450 nm.
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Figura N°8: Cromatograma HPLC correspondiente a musculo de la especie A. chilensis con
estandar interno. 1 = Acido Aspartico; 2 = Glutamato; 3 = Serina; 4 = Histidina; 5 = Prolina; 6 =
Arginina; 7 = Alanina; 8 = Glicina; 9 = Valina; 10 = Norvalina (estandar interno); 11 = Fenilalanina;
12 = Isoleucina; 13 = Leucina; 14 = Lisina. Para la deteccion de los aminoacidos se ajustd una
longitud de onda de excitacion de 340 nm y de emisién de 450 nm.

Los resultados que se muestran a la tabla N°7 corresponden a la cuantificacion de

aminoacidos identificados en manto y musculo de la especie A. chilensis correspondientes
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a las figuras N°3 y 4 y, N°5 y 6 de estandar externo e interno, respectivamente. Los
resultados se encuentran expresados en X * DS, en unidades de mg/g de muestra en
base seca y para cada uno de los ensayos se consideré un n=3. Se realizé6 analisis
estadistico entre los grupos de los mismos métodos de cuantificacion, manto — musculo
(estandar externo), manto - musculo (estandar interno), representado en la tabla N°6 con
el simbolo “a” si presenta valores con diferencias estadisticamente significativas (figuras
N°9 y N°10), como también entre los mismos tipos de muestra, pero de diferente método
de cuantificacion, manto (estandar externo) — manto (estandar interno), representado en
la tabla N°6 con el simbolo “B” si presenta valores con diferencias estadisticamente
significativas (figura N°11) y musculo (estandar interno) - musculo (estandar interno),

representado en la tabla N°6 con el simbolo “y”, si presenta diferencias estadisticamente

significativas (figura N°12).

Tabla N°7: Cuantificacion de aminoacidos de manto y musculo de la especie A.
chilensis por estandar externo y estandar interno. Los resultados corresponde a n=3
&n unidades de mg/g de muestra. Las cuadriculas con asterisco (*) corresponde a
aminoacidos esenciales. Las cuadriculas con la simbologia “a”, “B” y “y”, corresponde a
valores con diferencias estadisticamente significativas entre las muestras con un p < 0,05.
NC, corresponde a analito no cuantificado.

Aminoacido Estandar externo Estandar interno

(mglg) (mg/g)

Manto Musculo Manto Musculo

L-Acido aspartico 130 £ 19 147 £6Y 99+ 8 106 £ 8Y
Glutamato 54 + 6B 69 + 29V 48+0,3%68 7,3+£01%V
L-Serina 25+58 23+4Y 8,2+0,4 P 5,3+0,3%Y
L-Histidina 239 + 21 185+26 Y 230+ 8¢ 125+ 7 ¢V
Glicina 22+58 23+4Y 3,3+0,8° 2,3+0,3Y
L-Arginina 58 +4 59+4Y 51+2¢ 39+4 %Y

L-Alanina 63+5F 64 +4Y 52 +3°# 50+1Y

L-Lisina* 110+ 8#8 129 + 23V 58+2°# 83+9Y

L-Valina* 92+2%B 35+6 %Y 26+1°8 22+ 2V

L-Fenilalanina* 47 £ 3 @ 55+2¢ NC NC
Isoleucina* 29+1 %8B 33,1+0,2%Y 19+18 21 1Y
L-Leucina* 42 + 1 517 40+ 6 46 + 6

Prolina 166 + 19 @B 94 +8 %Y 104 + 11 B 116 £ +9 YV
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del método de cuantificacion con estandar externo de la especie A. chilensis. (**)
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Figura N°10: Comparacion del contenido de aminoacidos entre manto y musculo a través del
método de cuantificacién con estandar interno de la especie A. chilensis. (**) corresponde a
aminoacidos esenciales; (a) corresponde a valores con diferencias estadisticamente significativas
con un p <0,05.
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Figura N°12: Comparacion del contenido de aminoacidos entre musculo a través del método
de cuantificaciéon con estandar externo y estandar interno, de la especie A. chilensis. (**)
corresponde a aminoacidos esenciales; (a) corresponde a valores con diferencias estadisticamente
significativas a un p < 0,05.
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En relacion a las propiedades funcionales de manto y musculo, los resultados
expresados en la tabla N°8 corresponden a la absorcion de agua y aceite en manto y
musculo de la especie A. chilensis. Cabe destacar que 1 gramo de manto absorbié
alrededor de 4 veces su peso inicial de agua (3,9 gramos por cada gramo de manto), de
igual forma ocurrié para el musculo, pero para este ultimo caso fue casi 5 veces mas su
peso inicial (5,5 gramos por cada gramo de musculo). Para el caso de absorcién de
aceite, el manto absorbié mas de tres veces de su peso inicial (3,2 gramos de aceite por
gramo de manto), y el musculo alrededor de 5 veces su peso inicial (4,9 gramos de

aceite por gramo de musculo).

Tabla N°8: Capacidad de absorcion de agua y aceite de manto y musculo de la
especie A. chilensis. los resultados corresponde a n=3 en unidades gramos de
agua/aceite absorbido en 1 gramo de muestra. Las cuadriculas con asterisco (*), ay
corresponde a valores con diferencias estadisticamente significativas a un p < 0,05.

Muestras Agua absorbida/gramo (mL/g) Aceite absorbido/gramo
(mL/g)
Manto 3,9 £ 0,02* 3,2+ 0,07*
Musculo 55+0,1* 4,9+0,1*F

Para el caso de capacidad emulsificante se observé que 1 gramo de manto emulsifico
alrededor de 75% del volumen total de aceite afadido (45 mL de aceite de maravilla,
siendo volumen total 60 mL de ambas fases acuosa/oleosa) y en caso de musculo, 1
gramo emulsifico alrededor de 80% del volumen total de aceite anadido (40 mL de aceite
de maravilla, siendo volumen total 50 mL de ambas fases acuosa/oleosa). Ademas, cabe
destacar que la emulsion final de manto y musculo desarrollaron una textura de gel y se

mantuvieron estables por una semana, tiempo de duracién del ensayo.

La capacidad de formacion de espumas de manto y musculo se exhibe en la figura N°13,
destacando que manto posee una mayor capacidad de formacion de espuma en
comparacion con el musculo pero que no es significativa a un p < 0,05. La estabilidad de
la espuma formada por el manto es mas estable en el tiempo en comparacién a la del
musculo, siendo estadisticamente significativa esta diferente estabilidad diferencia (p <

0,05) a los 90 minutos.
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Figura N°13: Porcentaje de espuma de manto y musculo de la especie A. chilensis
en el tiempo (minutos). Los resultados estan expresados en X + DS con un n=3 en

unidades de porcentaje. (*) corresponde a valores con diferencias estadisticamente
significativas a un p < 0,05.

La solubilidad de proteinas de manto y musculo en funcién del pH, se muestra en las
figuras N°14 y15. Estas figuras muestran los porcentajes de proteina soluble de la
proteina presente en manto y musculo de la especie de A. chilensis, a diferentes pH (pH
2 a pH 12), con n=2. Cabe destacar que, tanto en manto como en musculo, las proteinas
provenientes del liofilizado se hacen insoluble a pH 4 alcanzando sélo un 2% de
solubilidad aproximadamente, y en el rango de pH 6 a 12, se observa un incremento en
la solubilidad de la proteina proveniente del liofilizado, alcanzando la solubilidad maxima

de la proteina a pH 12, con un 80% de solubilidad para manto y musculo.
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Figura N°14: Porcentaje de proteina soluble en manto y musculo de la especie A. chilensis,
versus pH por método de Biuret (n=2).
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DISCUSION

El analisis proximal de alimentos es un conjunto de ensayos que juega un papel muy
importante para evaluar la composicion quimica y caracteristicas nutricionales de los

alimentos y de sus componentes.

Los alimentos de origen marino son una buena alternativa para disponer de una dieta
saludable, por su riqueza en proteinas, lipidos, vitaminas y minerales. Especies como el
Athyonidium chilensis de la clase Holothuroidea o pepino de mar, son de gran importancia
econdmica, debido al gran consumo de este producto, considerado de elite en paises
asiaticos, cuya composicion proximal puede verse afectada por la alimentacion, los ciclos
de vida de la especie, el habitat y las caracteristicas ambientales en las que se encuentra

la especie.

Para la cuantificacion de proteinas, existen diversas metodologias analiticas
diferenciandose entre si en la exactitud, precisién y sensibilidad del método con que se
obtiene el resultado. Uno de los mas clasicos corresponde al método de Kjeldahl, que se
caracteriza por la destruccion oxidativa de la materia organica y la reduccion del nitrégeno
organico a amoniaco, donde el amonio es retenido como bisulfato de amonio y puede ser
determinado in situ o por destilacion alcalina y titulaciéon (Wang et al., 2016; Dupont et al.,
2018).

Un estudio realizado por Breese (1941) recalca que, para el método de Kjeldahl, el
multiplicar el valor por el factor proteico de conversion (6,25), el que se basa el valor
porcentual de nitrdgeno en una proteina es de 16%, puede tomar en cuenta componentes
no proteicos, tales como algun polisacarido nitrogenado, u otro componente que contenga
nitrogeno, siendo mucho mas util otros métodos con mayor sensibilidad como son los

espectrofotométricos.

En las metodologias basadas en la cuantificacién de las proteinas por espectrofotometria,
donde una de ellas es el método de Biuret, caracterizado por la aparicion de una
coloracion purpura cuando los iones cupricos son acomplejados por los enlaces
peptidicos a pH alcalino, se ha determinado que el matiz e intensidad de la coloracion se
ve afectada por el tipo y contenido de proteinas presente en la muestra analizada, (Zheng
et al., 2017). Por otro lado, en el método de Lowry, que utiliza el reactivo de Folin-

Ciocalteau, reactivo que se une a la proteina y se reduce a un complejo azul de molibdeno
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por la oxidacién de los aminoacidos tirosina, triptéfano, cisteina, e histidina, el color

generado varia de acuerdo al tipo de proteina presente (Pomory, 2008).

El nitrégeno total determinado por método de Kjeldahl para manto y musculo de la especie
chilena mostré valores cercanos al 12%, que equivale a un 70% de proteina cruda
utilizando el factor de conversiéon de 6,25, y a un 50% de proteinas cuando estas fueron
aisladas por precipitacién con sulfato de aluminio y potasio, y separadas de moléculas

nitrogenadas de caracter no proteico.

En relacion a los valores de proteinas obtenidos por el método de agente precipitante, se
correlaciona con los resultados obtenidos aplicando el método de Lowry. Para este ultimo
método, se debe tener en consideracion ciertas ventajas, como su alta sensibilidad y la
simplicidad del método, sin embargo, el color de la reaccidén generado varia de acuerdo al
tipo de proteina y la intensidad de este no es estrictamente proporcional a la
concentracion de la proteina. Para este método las principales interferencias se deben a
la presencia de los iones de potasio, magnesio y calcio, EDTA y polisacaridos (Xie et al.,
1994; Ras et al., 2008; Redmile-Gordon, et al., 2013; Liu et al., 2017).

Para este estudio, tal como lo muestran los resultados de nitrogeno proteico en manto y
musculo, obtenidos por el método de Kjeldahl por precipitacion, se observan diferencias
estadisticamente significativas con un p < a 0,05, comportamiento que se repite en los

valores resultantes por el método de Lowry.

El contenido de proteina cruda en manto y musculo de los individuos de la especie A.
chilensis, se encuentra dentro de los rangos reportados para otras especies, tal como se
muestra en el anexo N°8. Cabe destacar que al comparar la especie chilena con las
especies Stichopus japonicas (Takinawa, 1955), Actinopyga mauritiana (Haider et al.,
2015), Paracaudina australis (Widianingsih et al., 2016), Holothuria arenicola (Barzkar et
al., 2016), Holothuria tubulosa (Oztirk et al., 2018), Actinopyga mauritiana, Bohadschia
argus (Wen et al., 2010), Parastichopus californicus (Bechtel et al., 2012), el contenido de
proteinas se encuentra en valores inferiores o relativamente mas bajos; sin embargo al
comparar con las especies Parastichopus parvimensis (Chang-Lee et al., 1989),
Parastichopus californicus (Chang-Lee et al., 1989), Holothuria arenicola (Haider et al.,
2015), Stichopus horrens (Barzkar et al., 2016), Stichopus herrmanni, Thelenota ananas,
Thelenota anax, Holothuria fuscogilva, Holothuria fuscopunctata, Actinopyga caerulea,

Holuthuria polii, (Wen et al., 2010), Holuthuria tubulosa, Holuthuria Mammata (Aydin et al.,
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2011) presenta valores similares. Por el contrario, las especies Isostichopus sp. (Vergara
et al., 2016), Holothuria scabra (Sroyraya et al., 2017) se encuentra valores inferiores de

proteinas en comparacion con la especie chilena.

La importancia de la ingesta de proteinas no solo radica en la cantidad que se consume,
sino también en la calidad de ella, la cual esta relacionada con la composicion
aminoacidica, especificamente con el contenido de aminoacidos esenciales y que este

sea comparable con los estandares utilizados por la FAO/OMS/UNU (Fennema, 1996).

Considerando lo anterior, en esta investigacion, se realizd un estudio exploratorio de la
composicion de aminoacidos de manto y musculo de la especie A. chilensis. Tomando
estos resultados y realizando una comparacién con otras proteinas de consumo humano,
tal como se muestra en el anexo N°9, se puede visualizar en musculo y manto un
contenido de 6 y 7 veces mas de histidina y 1,3 y 1,6 veces mas de lisina,

respectivamente; valina se presenta con 1,5 veces mas contenido para el caso del manto.

Tanto manto como musculo cubre las recomendaciones de FAO/OMS/ONU para los
aminoacidos esenciales identificados y cuantificados en este estudio. En el caso de los
aminoacidos esenciales faltantes, como metionina, treonina y triptéfano, estos no se

detectaron debido a la metodologia utilizada, la cual se discutira mas adelante.

En el aspecto técnico, Song et al. (2018) resume las diferentes metodologias sobre
deteccidén y cuantificacion de aminoacidos provenientes de muestras bioldgicas de
acuerdo al sistema de deteccion empleado. Para este estudio se utilizo la deteccion por
fluorescencia (FL), que como ventaja posee alta sensibilidad, del orden de 20 a 30 veces
mas frente al detector por ultravioleta (UV); desde el punto de vista de equipamiento, no
requiere lineas de gas portador a altas presiones y su mantenimiento es sencillo en
comparacion a otros sistemas como es el GC/MS y HPLC/MS; como desventaja, para
muchos compuestos no fluorescentes se hace necesario una etapa de derivatizacion que
permita la conversion a un producto fluorescente, siendo un obstaculo en la claridad de la
lectura en el cromatograma, ya que el agente derivatizante podria sobreponerse frente al

compuesto de estudio (Garcia et al., 2012).

Para la cuantificacion existen diferentes metodologias, como es la de estandar externo,

estandar interno y adicion estandar, siendo de eleccion en nuestro caso los dos primeros,

Pag. | 45



utilizando como sustancia de referencia los estandares de aminoacidos y Norvalina como
estandar interno. La seleccion de la metodologia de cuantificacion mas adecuada
depende principalmente de la muestra, del nivel de precision, exactitud requerido y de la
existencia o no de sustancia de referencia (Quattrocchi, 1992). En relacién a los
parametros cromatograficos e instrumentales se siguié lo descrito por Wu et al. (2016),
como también para la cuantificacién por estandar externo y estandar interno descrita por
Nielsen (2003), Skoog et al., (1994) y Valcarcel et al., (1994).

En el Anexo N°5 se muestra los diferentes tiempos de retencién para cada uno
aminoacidos identificados en manto y musculo. En los cromatogramas se puede observar
que el tiempo de retencion de los aminoacidos es similar en manto y musculo, difiriendo
solo en el area bajo la curva de cada pico cromatografico debido a las diferentes
concentraciones que posee cada una de las muestras referente a los aminoacidos, tal

como se muestra en las figuras N° 3 y N°4.

Para la cuantificacion total de aminoacidos por ambas metodologias, se muestra que
existen diferencias estadisticamente significativas con un p < 0,05 en la cantidad de
aminoacidos presente tanto para manto y musculo de la especie chilena (anexo N°8 y
N°9), observandose que para manto existe un 13% y 44% mas cantidad de histidina y
valina, respectivamente en comparacion con el musculo; sin embargo para los
aminoacidos serina (25 mg/g — 23 mg/qg), arginina (58 mg/g — 59 mg/g), alanina (63 mg/g —
64 mg/g),leucina (42 mg/g — 51 mg/g), isoleucina (29 mg/g — 31 mg/g), glicina (22 mg/g —
23 mg/g) y fenilalanina (47 mg/g — 55 mg/g) se encuentra en valores similares entre manto
y musculo respectivamente. El musculo posee un 15% mas de acido aspartico y lisina y

20% mas de acido glutamico en comparacion al manto de la especie chilena.

En las figuras N°11 y N°12, se comparan las metodologias de cuantificacion (estandar
externo vs estandar interno) y se observa que existen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre los valores obtenidos a través de ellas, obteniéndose valores
inferiores entre el 70% a 140% de diferencias en relacién para la cuantificacion de
estandar externo y estandar interno. Esto se debe principalmente a que el método de
estandar interno no es sensible a los errores de inyeccion, derivatizacion, dilucion,
extraccion y manipulacion de la muestra en general, ya que se compensan al utilizar

relaciones de areas. Ademas, el uso del estandar interno beneficia a la precision del
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resultado, debido que la manipulacion de la muestra consiste en muchos pasos,
especialmente cuando la toma de volumen posee una variacion constante; sin embargo
Norvalina cumple con los requisitos, como por ejemplo, no estar presente en la muestra,
posee un area similar al del analito, es estable y quimicamente inerte, y responde en
forma semejante al analito con el detector seleccionado, pero para esta investigacion
Norvalina no cumple con la dptima resolucion (R>1,5; identificandose totalmente en el

cromatograma) (Quattrocchi, 1992).

Por otro lado, las curvas de calibrado de estandares de aminoacidos sin estandar interno
disueltos en buffer, resulté ser lineal en el intervalo de concentraciones correspondiente a
cuatro puntos de cada aminoacido, exhibido en el anexo N°6. La linealidad se ve
comprobada puesto que los valores de coeficientes de correlacion obtenidos (r) en la tabla
N°12 correspondiente a estandares de aminoacidos sin patrén interno, es superior al
criterio de aceptacion, donde este debe ser mayor a 0,995 (ICH, 2005), cabe destacar que
un r cercano a 1 significa que existe una correlacion con la probabilidad elevada entre la
variable X (concentracién) y la variable Y (sefal cromatografica), indicando asi una recta
lineal (Herrera, 2019). Para el caso de la curva de calibrado de los estandares de
aminoacidos con estandar interno (Norvalina), se obtuvo valores de coeficiente de
correlacion (r) exhibidos en anexo N°11, cabe destacar que en este caso no presenta
linealidad a las concentraciones mostradas en el anexo N°6, debido que para algunos
casos como, acido glutamico, serina, isoleucina, leucina y prolina el coeficiente de
relacion (r) que se presenta no es mayor a 0,995 (ICH 2005; Herrera 2019) y el coeficiente
de determinacion (r?) corresponde a valores inferiores a 0,99, siendo que ambos valores
se encuentran fuera del criterio de aceptacion (Herrera, 2019). Asimismo, segun los
requisitos nombrados anteriormente, el estandar interno (Norvalina) debe identificarse y
tener una Optima resolucién en el cromatograma, en este estudio se solapd con
fenilalanina como se muestra en la figura N°6, por lo que la metodologia de cuantificacion

pierde utilidad en este caso.
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Por ultimo, en este estudio solo se identificaron y cuantificaron trece aminoacidos de los
17 identificados mostrados en la figura N°2, sin embargo, segun el anexo N°10 y N°12, se
han reportado los aminoacidos treonina, tirosina, metionina, cisteina y triptéfano que no
fueron detectados en la especie chilena no se detectaron (Xu Duan et al., 2010; Haider et
al., 2015; Gao et al., 2015; Sroyraya et al., 2017; Ozturk et al., 2018).

Lo anterior, puede deberse que existe una destruccion parcial o completa de los
aminoacidos al ser sometida la muestra a hidrdlisis con acido clorhidrico, como por
ejemplo triptéfano, es el aminoacido esencial mas inestable durante la hidrdlisis acida,
donde el anillo pirrélico es protonado facilmente por el acido clorhidrico, o también la
unidad del anillo pirrélico puede ser atacado por los radicales libres que estén formados
por residuos de oxigeno debido a las altas temperaturas de hidrélisis. Ademas, los
radicales de hidroxilo formados en la hidrdlisis, atacan el anillo fenilo del triptéfano con la
formacion de hidroxi-triptéfano y los radicales de oxigeno atacan el anillo pirrol, que
conduce a su apertura y la formacion de N-formilquinurenina y otros productos resultantes
de la degradacion del aminoacido, requiriendo para futuros estudios otras condiciones de
hidrdlisis (USP, 2010; Lamp et al., 2017).

Para el caso de los, aminoacidos azufrados, metionina y cisteina, estos también son
degradados durante la hidrdlisis acida debido a la reaccion del azufre con el oxigeno
residual, por la formacion de metionina sulféxido y metionina sulfona, y en el caso de
cisteina por la formacion de acido sulfinico, acido sulfénico y acido sulfénico. Ademas,
ambos aminoacidos azufrados y sus productos de oxidacién pueden reaccionar con los
residuos de tirosina y triptéfano; cisteina y triptéfano, formando productos de degradacién
(Lamp., et al., 2017).

Para el caso de tirosina, al contener un anillo fenilo, este puede halogenarse facilmente
durante la hidrdlisis con algun ién cloruro libre o bromuro para formar, cloruro o bromuro
de tirosina. Ademas, al someter a tirosina a altas temperaturas en presencia de acido
clorhidrico e hierro, estos pueden reaccionar con metionina y formar bis-metileno de
tirosina. Asimismo, altas concentraciones de sulfato inorganico en la muestras o liberadas
por la hidrolisis acida pueden formar con tirosina ésteres de sulfato, siendo no identificable

en los analisis cromatograficos (Lamp et al., 2017).

En relacidn a treonina y serina, estos en presencia de hidrdlisis acida, se convierten a a-
ceto acidos, por la eliminacion B de agua y su posible reaccién con otros aminoacidos
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(Lamp et al., 2017). Por ultimo, se debe considerar que los puntos de union de las
proteinas a las cadenas de oligosacaridos son a través de los aminoacidos serina,

treonina y asparagina, que son destruidos por la hidrdlisis acida.

Este estudio reflejo que existe entre un 9 al 10% de cenizas totales, siendo el 0,09 al 0,1%
de cenizas insolubles entre manto y musculo en base seca de la especie chilena, siendo
esta inferior en comparacion con la especie A. arenicola que presenta 45% de cenizas en
base seca y 30% para la especie A. mauritana (Haider et al., 2015); sin embargo, se debe

tener presente que los valores de cenizas es un reflejo los contenidos de minerales.

El estudio realizado por Kang et al. (2018) resumida en el anexo N°13, el cual comparoé
cinco tipos de la especie japonesa, Apostuchipus japonicus (Wehai, Dalian, Yinhkou,
Huludao y Jinzhou) y su contenido de minerales, muestra diferencias en los valores con la
especie chilena recolectada en la costa de El Tabo, esta ultima contiene menor cantidad
de aluminio, hierro, niquel, plomo y manganeso, mientras que los elementos que se

encuentran en mayor cantidad fueron cadmio, cromo, cobre, zinc, potasio y sodio.

Del mismo modo, una revision realizada por Pangestuti et al. (2018), compara el
contenido de metales pesados (manganeso, cobre, zinc, cromo, plomo y cadmio) de 5
especies de pepinos de mar, correspondientes a diferentes estudios, mostrados en el
anexo N°13 (Wen et al., 2010; Hashmi et al., 2014; Haider et al., 2015). La comparacion
de estos datos con la especie sujeto de este estudio muestra que las especies descritas
por Pangestuti et al. contiene mayor cantidad de manganeso y cobre para las especies S.
hermannni, H. fuscogilva y A. mauritana, y una mayor cantidad de cromo, plomo y cadmio
para las especies S. hermannni, H. fuscogilva y H. leucospilota, T. ananas, T. anax en

comparacion con la especie chilena.

Hasta el momento, no existen acuerdos internacionales ni normas locales que
establezcan limites de metales pesados especificamente para Echinodermata. Sin
embargo, considerando que el limite maximo de plomo (Pb) en otros productos marinos
(pescados, moluscos, mariscos y crustaceos) corresponde a 0,3 mg/kg segun el
Reglamento del Parlamento Europeo (Diario Oficial, 2006) y para Chile corresponde a 2,0
mg/kg segun el Reglamento Sanitario de Alimentos (RSA, 1997). La especie A. chilensis
evaluada en este estudio presenta valores no detectables para Plomo. (RSA, 1997; Diario
Oficial, 2006; Pangestulti et al., 2018).
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Las propiedades funcionales de las proteinas y sus hidrolizados, juegan un papel
importante como agentes aglutinantes, emulsionantes o suplementos nutricionales.
Actualmente, la industria alimentaria exige un amplio rango de pH para la solubilidad de
los hidrolizados proteicos como una propiedad fisicoquimica funcional para procesos de

emulsificacion y espumacion.

En relacién a pepino de mar de la especie A. chilensis, el polvo liofilizado de manto y
musculo de este, presentan una solubilidad que aumenta considerablemente desde pH 6
a pH 12, siendo similar al pescado como la tilapia reportado por Foh et al. (2011),
atribuyéndose esta variacion a las cargas netas de los péptidos que aumenta a medida
que el pH se aleja de los puntos isoeléctricos y de la hidrofobicidad de la superficie, que
promueve la agregacién mediante interacciones hidréfobas Ademas, al poseer una mayor
solubilidad a pH alcalino es posible la extraccién de las proteinas desde la matriz y
recuperarlas por precipitacion isoeléctrica al pH de minima solubilidad (pH 4,0) (Fennema,
1996).

En relacion con las propiedades emulsionantes, estas se encuentran directamente
relacionadas con las propiedades de superficie, vale decir, en la medida que el compuesto
reduce efectivamente la tensidn superficial entre los componentes hidréfobos e hidrofilicos
en los productos. La estabilidad de en el tiempo de la emulsion en A. chilensis fue
alrededor de una semana, explicandose los factores que contribuyen a estas propiedades

como la solubilidad, el tamafio molecular y el tipo de proteina que corresponde.

En relacion a la capacidad de retencion de agua del polvo liofilizado de la especie A.
chilensis demostré tener una retencién de 3,9 g/g y 5,5 g/g para manto y musculo,
respectivamente. De acuerdo a Halim et al., (2016) y Taheri et al. (2013), esto se debe
principalmente a la presencia de acidos glutamico y aspartico con cadenas laterales
polares, permitiendo una gran capacidad de retencion de agua. Esto ademas se corrobora
con la gran cantidad de acido aspartico y glutamico que posee A. chilensis que se muestra
en la identificacion aminoacidica, sin embargo, se debe tener en cuenta los polisacaridos
presentes en pepino de mar, donde estos podrian favorecer esta propiedad funcional
(Song et al., 2018).

Por otro lado, en relacién a la capacidad de absorcion de aceite o grasas, A. chilensis
demostré tener una retencion de 3 a 4,4 gramos de aceite para el polvo liofilizado de
manto y musculo, respectivamente. Esto se debe principalmente a que existe una mayor
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densidad aparente en las proteinas equivalente a una mayor absorcion de grasa, ademas
la combinaciéon adecuada de sustancias lipidicas y fragmentos lipofilicos de las proteinas
puede crear interfaces entre estos logrando obtener funciones tecnoldgicas deseadas,
siendo ademas que la capacidad de los péptidos para unirse a la grasa influye en las

propiedades organolépticas del alimento, especificamente en el sabor (Lamp et al., 2017).

Por ultimo, el manto y musculo liofilizados y en polvo de A. chilensis mostraron capacidad
de formacion de espuma, estable en el tiempo. Esto puede deberse la presencia de
moléculas en dispersién que disminuyen la tensién en la interfaz del aire, creando
espuma. Esta propiedad funcional puede verse influenciada por el pH, por el de tamafno
molecular de los péptidos, siendo que los péptidos de bajo peso molecular son incapaces
de mantener una orientacion de la molécula con una interfaz ordenada, siendo que las
propiedades espumantes disminuyen con la disminucion del tamafio del péptido (Betty et
al., 2014; Chi et al., 2014; Halim et al., 2016).

En los futuros trabajos de investigacion, se recomienda realizar una caracterizacion de los
polisacaridos presentes en manto de A. chilensis, conocimiento que podria contribuir a su
caracterizacion como alimento funcional, su uso como ingrediente alimentario vy

aplicaciones farmacéuticas.
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CONCLUSIONES

= Se concluye que manto y musculo de A. chilensis liofilizado, poseen un alto
contenido de sus macroelementos como son las proteinas, siendo comparable con
alimentos reconocidos por su calidad proteica, otorgando un gran valor nutricional
como alimento, y un bajo contenido de metales pesados como, niquel, plomo,

cadmio y cromo, esto ultimo en relacion a la legislacion local e internacional.

= La metodologia analitica HPLC implementada en este estudio permitidé una
aproximacion en la identificacion y cuantificacion de los aminoacidos presentes en
la especie chilena. Sin embargo, se hace necesario determinar los aminoacidos
esenciales faltantes (metionina, treonina y triptéfano), para definir que A. chilensis
posee una proteina de alta calidad para el consumo humano, y validar el método

cromatografico implementado y corroborar los datos obtenidos en este estudio.

= En manto y musculo liofilizados de A. chilensis poseen propiedades funcionales
propias de las proteinas alimentarias como son la capacidad de absorber agua y
grasas, asi como la capacidad emulsificante y de formacion de espumas, ademas
siendo soluble en un rango de pH 6 a 12, comportamiento caracteristico de las
proteinas alimentarias y que permite su aislacion del resto de los componentes de

la matriz.
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ANEXOS

Anexo N°1: Certificado de Bioética para uso de animales de experimentacion.

g Universidad

: CIBICA
I’Bvﬁng'ﬂlfu! Comiig Institucional de Bioética pam
In Investigacion conm Animales
Divisién Acodémico

Direccién de Invesigacion

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEADB8-2014

. B Comité Institucional de Bioélica para la investigocidn con Animales de o
Universidod de Valporaiso, en su sesion del | de sepliembre de 2014, declara haber
evaluado &l protocolo expedmental del proyecto  BEADBS-2014 filulade " Volorzacion
del Athyonidium chilensis [Pepino de Mar | a fravés de su caracterzacion nuticional y
capacidaod funcional proteica” de la invesfinodor responsable prof. Morcela Escobar
P. . lufora del alumno 51 Comilo Fueenfes P. de lo  Focultad de Farmacia de la
Universidad de Valparaiso v que se presentd a concurso Los Estudiantes Primero de o
Universidad de Valparalso,

Il. Para su evaluocion el Comité de Bioética revisd los antecedentes presentados en &l
formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACIOM DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
AMIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION",

lll. En la valoracion bioéfica del proyecto, el Comité considerd adecuado los aspectos
bicéticos indicados en el segundo punto Valoracion de Aspectos Eticos del formulario
"SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A AMIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION" y que se sefialan en las pdginas anexas a esta
acta.

V. Por lo anfteror, el Comité Inslitucionol de Biodlica apruebo el profocolo
experimeanial,

E, ||NIVERSIDAD DE VALPARAISO)

COWTE BETICINAL (6 BI0ETICA
= PARALABVESTICACIN CIW ANIMALES

Comité Institucional de Bioética para la Investigacién con Animales
i

#,.
Yalparako 01 de sepliembre de 2014

Blanes 551, Valparalso Fano=Fax: =58 (3

e, U,
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Anexo N°2: Fotografia (elaboracion propia) de A. chilensis sumergidos en cristales de
mentol.

Anexo N°3: Fotografia (elaboracion propia) de diseccion de manto (rojo) y musculo (azul)
de la especie A. chilensis.
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Anexo N°4: Composicion de indicador de Tashiro

- 100 mg de rojo de metilo
- 50 mg de azul de metileno
- 10,4 mL de agua destilada

- c¢.s.p. 100 mL alcohol absoluto

Anexo N°5: Concentracion y tiempo de retencion de cada aminoacido.

Aminoacido

L-Acido aspartico

Glutamato
L-Asparragina
Prolina
L-Serina
Glutamina
L-Histidina
L-Arginina
L-Alanina
Glicina
L-Valina
L-Metionina
L-Triptéfano
L-Norvalina
L-Treonina
L-Fenilalanina
Isoleucina
L-Leucina

L-Lisina

Concentracién (mg/mL)

13,9
15,6
15,5
14,9
10,8
14,9
15,4
17,8
9,1
7,6
12,0
15,0
20,6
3,44
11,7
16,8
12,8
13,2
14,8

1,792
2,022
4,952
5,919
6,889
9,876
11,081
13,709
13,658
15,829
16,667
16,587
16,763
16,749
17,016
17,181
18,130
18,547
19,000

Tiempo de retenciéon (min)
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Anexo N°6: Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar

interno

a) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno
para L-Acido Aspartico.

Acido Glutamico

Concentracion Glutamato / Concentracidn Patrén interno

Estandar Externo Estandar Interno
Concentracién Area Concentlrajluon A’r1aIFto/ Area analito /Area Patrén intero
Concentracién Patrén interno
198 1.944.587 0,130434783 1,014273949
396 3.796.865 0,260869565 2,215711963
792 6.115.779 0,52173913 3,179283608
1584 12.433.962 1,043478261 6,913464115
Estandar Externo y = 7445 1x + 544821 Area vs. Concentracion Y= 62694x+0,2641
R2=0,9966 R%=0,9875
14.000.000 o 8
12.000.000 g 7
10.000.000 =N
c
o 8.000.000 S >
o © 4
& 6.000.000 a
4.000.000 g3
.000. Z,
2.000.000 2,
0 ?:6 0
0 500 1000 1500 2000 g 0 0.2 04 06 08 1 12
Concentracién Glutamato (ppb) < Concentracién Glutamato / Concentracion Patroninterno
b) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno
para Acido Glutamico.
Acido Glutamico
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracién Area Concent?mon A[]al.lto / Area analito /Area Patrén intemo
Concentracion Patrén interno
198 1.944.587 0,130434783 1,014273949
396 3.796.865 0,260869565 2,215711963
792 6.115.779 0,52173913 3,179283608
1584 12.433.962 1,043478261 6,913464115
Estandar Externo ¥=7445,1x + 544821 Area vs. Concentracién V= 62694+ 02641
R2=0,9966 R2=0,9875
14.000.000 o 8
12.000.000 s 7
10.000.000 6
c
@ 8.000.000 © 5
o © 4
& 6.000.000 a
4.000.000 g3
. <2
2.000.000 g,
0 s
co
0 500 1000 1500 2000 5 o 02 04 06 03 L 1
Concentracion Glutamato (ppb) &
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c) Curvas de calibrados de cuantificacién por estandar externo y estandar interno
para Serina.
Serina
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracién Area Concentra'CIon At1al.|t0 / Area analito /Area Patrén interno
Concentracion Patrén interno
103 1.741.779 0,067687747 0,481596505
206 2.161.418 0,135375494 1,052062432
412 3.311.257 0,2707509881 1,5095844162
824 5.903.882 0,5415019763 3,2826444498
Estandar Externo y = 5858x + 1E+06 Estandar Interno v =5,7364x +0,1254
R?=0,9965 R?=0,9875
7.000.000 o 35
6.000.000 g 3
5.000.000 z25
g 4000.000 g 2
< 3.000.000 * 15
2.000.000 £ 1
1.000.000 =05
=
0 g O
0 200 400 600 800 1000 g 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentracién Serina (ppb) < Concentracion Serina / Concentracidn Patrén interno

d) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno

para Histidina.

Histidina
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracién (ppb) Area Concentl.'a'cmn Af‘a'."‘) / Area analito /Area Patron interno
Concentracién Patrén interno
108 233.319 0,42687747 0,152260026
216 466.637 0,853754941 0,332615788
432 1.126.464 1,7075098814 0,5760591082
864 2.253.927 3,4150197628 1,2532162663
Estandar Externo y - 2706,1x - 75900 Estandar Interno y =0,3642x - 0,0044
R?= 0,0987 R?=0,9963
2.500.000 —— o L4
12
2.000.000 I
£ 1
c
,  1.500.000 Cos
g £
< 1.000.000 g 06
& 04
500.000 =
£ 02
0 % 0
0 200 400 600 800 1000 T 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
.z . T ©
Concentracién Histidina (ppb) E Concentracion Histidina/ Concentracion Patroninterno
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para Prolina.

Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno

Prolina
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracion (ppb) Area COHCentI?CIOn A[1al.|to / Area analito /Area Patrén interno
Concentracion Patron interno
153 100.420 0,604743083 0,06553239
306 374.257 1,209486166 0,266767931
612 764.273 2,4189723320 0,3908393191
1.224 1.575.822 4,8379446640 0,8761800019
Estandar Externq, . 13543, 73334 Estandar Interno y=0,1826x - 0,0142
2 2_
2.000.000 R?=0,9981 1 RE=0,9833
2
1.500.000 £08
. 5
@ 1,000.000 2 06
& 5
© 0,4
500.000 <
R
=02
0 <
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 EB 0
Concentracién prolina 5 0 1 2 3 4 5
(ppb) < y ) iy .
Concentracion Prolina / Concentracién Patrén interno

f) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno

para Glicina.

Glicina
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracion (ppb) Area Cor?:;r:;tf:éEZEIlc;’r;t/;‘\g:lil:\?e/rno Area analito /Area Patrén interno
53 249.977 0,209486166 0,163130754
106 401.842 0,418972332 0,286430338
212 697.211 0,8379446640 0,3565446804
424 1.111.008 1,6758893281 0,6177366426

1.200.000
1.000.000
800.000
©
2 600.000
<C
400.000

200.000

y = 2300,5x + 157780
R?=0,9906

Estandar Externo

100 150 200 250 300 350 400 450

Concentraciénglicina (ppb)

Estandar Interno

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 0,2

0,4 0,6

Area Glicina /Area Patréninterno

0,8

1

Concentracién Glicina/ Concentracién Patréninterno

y =0,293x + 0,1258
R?=0,9798

1,2 1,4 1,6 1,8
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g) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno
para Arginina.

Arginina

Estandar Externo

Estandar Interno

para Alanina.

Concentracién (ppb) Area c Concentr?mon A?aI.ItO/ Area analito /Area Patrén interno
oncentracion Patron interno
58 847.649 0,229249012 0,553161373
116 1.000.384 0,458498024 0,713067143
232 1.750.383 0,9169960474 0,8951232085
464 3.166.078 1,8339920949 1,7603855183
. . = 0,749 + 0,3366
Estandar Externo = 58841 + 411334 Estandar Interno y 78 ;;745
3.500.000 R2=0,9943 L 2 '
3.000.000 <
2.500.000 £15
S
« 2.000.000 s
o o 1
< 1.500.000 <
[
1.000.000 < 05
500.000 £
0 Eo 0
0 100 200 300 400 500 < 0 05 1 15 2
Concentracién de Arginina (ppb) E Concentracién Arginina / Concentracién Patréninterno
h) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno

Alanina
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracién (ppb) Area CO:::&?:;?';Zﬁg:l;:s;mo Area analito /Area Patron intero
49 204.703 0,193675889 0,133585709
98 408.405 0,387351779 0,291108401
196 928.860 0,7747035573 0,4750069804
392 1.698.966 1,5494071146 0,9446498609

2.000.000
1.500.000
©
& 1.000.000
<

500.000

Estandar Externo

y =4383,4x + 4775,4
R%=0,9957

200

300 400

Concentracién Alanina (ppb)

500

0,8

0,6

0,4

0,2

0 0,2 0,4 0,6

Area Alanina /Area Patréninterno

Estandar Interno

y =0,5849x + 0,0363
R%=0,9966

0,8 1 1,2 1,4 1,6

Concentracién Alanina / Concentracion Patroninterno
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i) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno

para Valina.
Valina
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracién (ppb) Area Concentr?cmn Af16|.lt0 / Area analito /Area Patrén interno
Concentracion Patrén interno
53 429.558 0,209486166 0,280322272
106 714.486 0,418972332 0,509280927
212 1.495.942 0,8379446640 0,7650053747
424 2.976.957 1,6758893281 1,6552314855
Estandar Externo  v=16952,9x + 22355 Estandar Interno y = 0,9238x + 0,0767
R?=0,9991 R?=0,9904
3.500.000 o 18
3.000.000 5 L6
2 14
2.500.000 T 12
 2.000.000 21
E ©
‘< 1.500.000 e 08
20,6
1.000.000 =< 04
500.000 202
0 T o0
0 100 200 300 400 500 b 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
Concentracién Valina (ppb) < Concentracion Valina / Concentracién Patréninterno

i) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno

para Fenilalanina.

Fenilalanina

Estandar Externo Estandar Interno
Concentracion Area Cor?:::t?:gzzI(I?-‘r;ﬁg:lil:t)e/mo Area analito /Area Patron intero
72,75 452.480 ND ND
145,5 755.205 ND ND
291 1.663.016 ND ND
582 3.326.032 ND ND
Estandar Externo - s30.4x- 14138
3.500.000 R?=0,9987
3.000.000
2.500.000
3 2.000.000
< 1.500.000
1.000.000
500.000
0
0 100 200 300 400 500 600 700
Concentracion Fenilalanina (ppb)

ND: No detectado
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k) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno

para Isoleucina.

Isoleucina

Concentracion Leucina (ppb)

Estandar Externo Estandar Interno
Concentracion (ppb) Area Concentref\cmn Ar1al_|to/ Area analito /Area Patrén interno
Concentracion Patrén interno
80,625 552.420 0,318675889 0,360499931
161,25 914.924 0,637351779 0,652151816
323 1.880.629 1,2747035573 0,9617293269
645 3.767.959 2,5494071146 2,0950401276
Estandar Externo - s7e5,3x+ 35890 Estandar Interno Y
2 )
4.000.000 R*=0,9991 55
3.500.000 s 7
3.000.000 © 2
&
. 2.500.000 8 1s
\g 2.000.000 ‘% g
1.500.000 gz 1
S
1.000.000 3 os
500.000 E
0 3 0
0 100 200 300 400 500 600 700 < 0 05 1 15 2 25
Concentracion Isoleucina (ppb) Concentracidn Isoleucina/Concentracién Patrén interno
l) Curvas de calibrados de cuantificacion por estandar externo y estandar interno
para Leucina.
Leucina
Estandar Externo Estandar Interno
Concentracion (ppb) Area Concentrej\cmn Af‘a'fw / Area analito /Area Patron interno
Concentracion Patrén interno
78 742.989 0,308300395 0,484862031
156 934.461 0,616600791 0,666077662
312 1.850.962 1,2332015810 0,9465580071
624 3.603.952 2,4664031621 2,0038498449
, , y = 0,7056x + 0,2096
Estandar Externo  y=5396,2x + 204698 Estandar Interno R2=0,9824
R2=0,9944
4.000.000 .25
3.500.000 e
3.000.000 & 2
©
2.500.000 £ .15
3 = 2
2 2.000.000 @ £
< £L 1
1.500.000 S =
1.000.000 % 05
500.000 2
©
0 \g 0
0 100 200 300 400 500 600 700 0 0,5 1 15 2 2,5

Concentracidn Isoleucina/Concentracién Patrén Interno
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m) Curvas de calibrados de cuantificacién por estandar externo y estandar
interno para Lisina.

Lisina

Concentracion Lisina (ppb)

Estandar Externo Estandar Interno
Concentracion (ppb) Area Concentrej\cmn Af‘a'fm / Area analito /Area Patrén interno
Concentracion Patrén interno
85,5 127.444 0,337944664 0,083167795
171 235.943 0,675889328 0,16817862
342 463.270 1,3517786561 0,2369102812
684 1.019.554 2,7035573123 0,5668868855
. y = 1499,3x - 19171 }
Estandar Externo R?= 0,997 EstandarInterno v=02002+001
1.200.000 R"=09798
06
1.000.000 05
800.000 o 04
g 600.000 E o3
400.000 202
200.000 01
0 0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 0 05 1 15 2 25 3

Concentracion Lisina / Concentracién Estandar Interno
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Anexo N°7: Método de Biuret

Para llevar a cabo el método de Biuret, fue necesario preparar el reactivo de Biuret que
consta de:

- Solucién A: 1,5 gramos de CuSO.4 x 5H,0 y 6 gramos de tartrato soédico-potasico
en 500 mL de agua destilada.
Solucion B: 300 mL de NaOH al 10% p/v.

Una vez ya preparadas las soluciones, estas se mezclaron y se llevaron a 1 litro con agua

destilada.

Posteriormente se tomo por duplicado a pH 2, pH 4, pH 6, pH 8, pH10 y pH 12, 1 mL del
sobrenadante y se transfirieron a tubos de ensayo, que se le adicionaron 4 mL del
reactivo de Biuret. Posteriormente se mezcléo y se dejo en reposo 30 minutos a
temperatura ambiente y protegido de la luz.

Después, se determind la absorbancia del color violeta producido a 540 nm contra un
blanco preparado de la misma manera, pero con 1 mL de agua destilada y 4 mL del
reactivo de Biuret.

Para la cuantificacién de proteina disuelta en manto y musculo de la especie A. chilensis,
se preparé una curva de calibrado de albumina bovina entre los rangos de concentracion
0,042 a 1,667 [mg/mL] (Gornall et al., 1949).
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Anexo N°8: Comparacion de porcentajes de proteinas (b.s.) de diferentes estudios y especies de pepinos de
mar.

Especie Método % Proteina Referencia
Stichopus japonicas (cuerpo) Kjeldahl (5653) Takinawa, 1955
Stichopus japonicas (cuerpo) Kjeldahl 45,9 Barzkar et al., 2016
Parastichopus parvimensis (cuerpo) Kjeldahl 51,1 Chang-Lee et al., 1989
Parastichopus californicus (cuerpo) Kjeldahl 52,6 Chang-Lee et al., 1989
Stichopus herrmanni (cuerpo) Kjeldahl 47,0 Wen et al., 2010
Thelenota ananas (cuerpo) Kjeldahl 55,2 Wen et al., 2010
Thelenota anax (cuerpo) Kjeldahl 40,7 Wen et al., 2010
Holothuria fuscogilva (cuerpo) Kjeldahl 57,8 Wen et al., 2010
Holothuria fuscopunctata (cuerpo) Kjeldahl 50,1 Wen et al., 2010
Actinopyga mauritiana (cuerpo) Kjeldahl 63,3 Wen et al., 2010
Actinopyga caerulea (cuerpo) Kjeldahl 56,9 Wen et al., 2010
Bohadschia argus (cuerpo) Kjeldahl 62,1 Wen et al., 2010
Holuthuria polii (cuerpo) Kjeldahl 46,2 Aydin et al., 2011
Holuthuria tubulosa (cuerpo) Kjeldahl 56,2 Aydin et al., 2011
Holuthuria Mammata (cuerpo) Kjeldahl 53,4 Aydin et al., 2011
Parastichopus californicus (manto) Kjeldahl 47,03 Bechtel et al., 2012
Parastichopus californicus (musculo) Kjeldahl 68,40 Bechtel et al., 2012
Holothuria arenicola (cuerpo) Kjeldahl 44,5 Haider et al., 2015
Actinopyga mauritiana (cuerpo) Kjeldahl 66,8 Haider et al., 2015
Stichopus horrens (cuerpo) Kjeldahl 48,2 Barzkar et al., 2016
Holothuria arenicola (cuerpo) Kjeldahl 62,9 Barzkar et al., 2016
Isostichopus sp. (Musculo) Kjeldahl 20,1 Vergara et al., 2016
Paracaudina australis (cuerpo) Kjeldahl 80,5 Widianingsih et al., 2016
Holothuria scabra Kjeldahl 22,5 Sroyraya et al., 2017
Holothuria tubulosa (cuerpo) Kjeldahl 62,7 Oztiirk et al., 2018
Athyonidium chilensis (manto) Kjeldahl 57 Este estudio (2019)
Athyonidium chilensis (manto) Lowry 50 Este estudio (2019)
Athyonidium chilensis (musculo) Kjeldahl 46 Este estudio (2019)
Athyonidium chilensis (manto) Lowry 44 Este estudio (2019)
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Anexo n°9: Contenido de aminoacidos esenciales de diversos origenes (mg/g de
proteina). >AAE: Sumatoria de aminoacidos esenciales contenido en los productos
descritos.

Aminoacidos FAO/OMS/ONU Fuente de Proteina A. chilensis
esenciales Adultos
Huevo Leche Carne Pescado Manto Mdusculo

Histidina 16 22 27 34 35 239 185
Isoleucina 13 54 47 48 34 29 33
Leucina 19 86 95 81 77 42 51
Lisina 16 70 78 89 91 110 129
Metionina + 17 57 33 40 40 - -
Cisteina
Fenilalanina + 19 93 102 80 76 47 (Phe) 55 (Phe)
Tirosina
Treonina 9 47 44 56 46 - -
Valina 5 66 64 50 61 92 35
Triptéfano 13 17 14 12 11 - -
ZAAE mg/g 111 512 504 480 485 559 488

Anexo n°10: Perfil de aminoacidos esenciales en diferentes especies de sea cucumber.
(His= histidina; lle= isoleucina; Lys= lisina; Met= metionina; Phe= fenilalanina; Thr= treonina;
Trp= triptéfano; Val= valina). ND: No detectado.

Perfil de Aminoacidos Esenciales % (AAE)

Especie Estudio His lle Leu Lys Met Phe Thr Trp Val

A. chilensis
Este estudio 14,1 39 6,01 36 ND 6,0 ND ND 14,5

(Manto)

A. chilensis
Este estudio 1141 46 | 75 44 | ND 7,3 | ND | ND 5,6

(Musculo)
S. hermannni Wen et al., 2010 0,29 1,08 157 0,79 044 092 1,87 0,13 1,34
H. fuscogilva Wen et al., 2010 0,27 0,94 1,88 0,62 0,57 0,89 2,58 0,10 1,81
H. fuscopunctata Wen et al., 2010 0,31 0.88 1,84 0,68 0,44 1,07 2,37 0,11 1,72
A. mauritana Wen et al., 2010 0,40 1,47 227 114 062 1,18 252 0,13 2,18
A. caerulea Wen et al., 2010 0,32/ 1,31 2,01 0,90  0,65| 1,06 2,36 0,20 1,80

P. californicus
Bechtel etal., 2012 | 2,1 36 53 41 22 38 57 ND 4.8
(musculo)

P. californicus
Bechtel et al., 2012 1,7 42 76 76 23 4.1 46 | ND 53

(manto)
H. arenicola Haider et al., 2015 | 1,41 3,37 5,19 2,06 0,43 280 4,59 | ND 2,94
A. mauritana Haider et al., 2015 | 1,30 2,52 6,40 | 2,23 0,07 | 3,83 4,80 ND 2,86
H. scabra Sroyraya et al., 2017 1 1,31/0,75 29 0,99 1,15 202 3,01| 0,7 1,88
H. Tubulosa Oztirk et al., 2018 | 1,22 1,71 6,06 2,33 6,28 1,76 | 3,84 | 5,95 1,14
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Anexo N°11: Coeficientes de correlacion (r) y coeficientes de determinacion (r?),
correspondiente a estandares de aminoacidos con y sin estandar externo.
ND: No detectado. (**) Corresponde a aminoacidos esenciales.

Aminoacido Estandar Externo Estandar interno
T ?"2 r r2

L-Acido aspartico 0,9962 0,9924 0,9993 0,9986
Glutamato 0,9983 0,9966 0,9937 0,9875
L-Serina 0,9982 0,9965 0,9937 0,9785
L-Histidina** 0,9993 0,9987 0,9981 0,9963
Glicina 0,9953 0,9906 0,999 0,998
I-Arginina 0,9971 0,9943 0,9971 0,9943
L-Alanina 0,9978 0,9957 0,9983 0,9966
L-Lisina** 0,9985 0,9970 0,9898 0,9798
L-Valina** 0,9995 0,9991 0,9952 0,9904
L-Fenilalanina** 0,9993 0,9987 ND ND
Isoleucina** 0,9995 0,9991 0,9944 0,9889
L-Leucina** 0,9972 0,9944 0,9912 0,9824
Prolina 0,9990 0,9980 0,9916 0,9833

Anexo N°12: Aminoacidos reportados en diferentes especies correspondiente a sea cucumber
(Asp= Aspartato; Glu= Glutamato; Asn= Asparagina; Ser= Serina; GIn= Glutamina; His= Histidina;
Gly= Glicina; Thr= Treonina; Arg= Arginina; Ala= Alanina; Tyr= Tirosina; Lys= Lisina; Val= Valina;
Met= Metionina; Cys= Cisteina; Phe= Fenilalanina; lle= Isoleucina; Leu= Leucina; Pro= Prolina;

Trp= Triptéfano). X: Presencia; - : Ausencia

Aminoacidos Identificados

Especie Referencia ~ Asp Glu Asn Ser GIn His Gly Thr Arg Ala Tyr Lys Val Met Cys Phe lle Leu Pro Trp
A. Chilensis (Manto) | Este Estudio XX |-/ X - X[ X - | X| X |- X[X]|-]-]X X XX
A. Chilensis (Musculo)|  Este Estudio X | X X XI X[ - X X |-/ X X|-]-] X X XX
S. japonicus XuDuanetal, 2010 X @ X X XXX X X | X[ X X[ X X]| X | X]|X|X
H. arenicola Haider et al., 2015 | X | X X XXX X | X [ X X X[ X X X | X X|X]|X
S. japonicus Gaoetal, 2015 | X | X X XIX[ X[ X X X X[ X X[ X| X |X|X|X]|X
A. Mauritana Haider etal., 2015 X | X X XIX[ X[ X X X X[ X X[ X| X |X|X|X|X
H. scabra Sroyraya et al., 2017 X | X X - XX X[ X | X[ X[ X]| XXX X |X|X]|X|X
P. australis Widianingsih, 2016 | X SIXIX XX XX | X (XX | X X X X | X |-
H. tubulosa Oztiirk etal, 2018 X | X | X X X X[ X X | X X X/ X | X X X | X X X X X
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Anexo N°13: Contenidos de minerales de A. chilensis y de otras especies de sea cucumber.
<LD: Bajo limite de deteccion.

Contenido de metales (ug/g)
Especie Referenci
a Al Fe Mn Cu Zn Cr Ni Pb Mb @ Cd Na K
A. chilensis Este
(Manto) Estudio | 7,3 | 88,0 1,2 1,9 184 04 <LD | <LD | <LD | 0,2 | 29.123 | 11.769
A. chilensis Este
(Musculo) Estudio | 10,7 | 14,0 1,6 1,2 109 0,4 <LD | <LD | <LD | 0,3 | 18.297 | 20.651
A. japonicus | Kang et
(Weihai) al., 2018 | 36,3 | 50,9 | 4,6 0,2 2,6 |0,0001|0,072| 0,03 - 0,02| 10.181 | 934
A. japonicus| Kang et
(Dalian) al., 2018 | 17,8 | 19,5 3,6 0,3 3,5 | 0,0001| 0,100 - - - 6.261 996
A. japonicus| Kang et
(Yingkou) al., 2018 | 15,7 | 20,5| 1,9 0,2 3,0 | 0,0009|0,100| 0,03 - 0,08 | 7.824 687
A. japonicus | Kang et
(Huluodao) | al., 2018 | 62,0 | 70,0 | 4,5 0,4 3,7 |0,0001|0,101| 0,05 - 0,06 | 8.651 810
A. japonicus| Kang et
(Jinzhou) al., 2018 | 85,4 |110,1| 9,7 0,4 3,4 |0,0002|0,200| 0,1 - 0,1 | 11.591| 995
Wen et al.,
S. hermanni| 2010 - - 9.1 3,0 33,0 1,6 - 0,5 - 0,03 - -
Hashmi et
T. ananas al., 2014 - - 57 1,3 15,2 3,3 - 0,2 - 2,4 - -
Hashmi et
T. anax al., 2014 - - 4,0 1,0 9,9 1,5 - 0,2 - 0,04 - -
fuscogilva 2010 - - 94 | 57,0 11,0 1,3 - 0,7 - 1,2 - -
H. Hashmi et
leucospilota | al., 2014 - - 2,2 0,9 16,3 1,6 - 0,3 - 0,05 - -
Haider et
A. mauritana| al., 2015 - - 58,5 | 51,1 | 52,3 <LD - <LD - <LD - -
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