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RESUMEN EJECUTIVO

La industria avicola es un sector clave en la produccion alimentaria global, destacando por el
consumo masivo de carne de pollo, fuente accesible y de calidad proteica. En Chile, la
produccion alcanzo 344.000 toneladas en 2024, con un 29% de aumento en exportaciones. Sin
embargo, este crecimiento genera gran cantidad de subproductos como la piel de pollo, que
suelen desecharse pese a su riqueza en colageno. En paralelo, la industria alimentaria enfrenta
el desafio de controlar la oxidacidon lipidica, principal causa de deterioro en alimentos,
actualmente controlada con antioxidantes sintéticos que generan preocupacion por sus efectos
toxicos. En este contexto, los péptidos antioxidantes derivados de subproductos proteicos surgen
como una alternativa natural con potencial para extender la vida util y calidad de productos
carnicos.

El presente trabajo tiene por objetivo establecer, probar y ajustar procedimientos experimentales
para evaluar como el grado de hidrolisis y la temperatura en el proceso de liofilizacion afectan
la actividad antioxidante de péptidos obtenidos desde piel de pollo, con el fin de maximizar su
funcionalidad y aplicabilidad en pechugas de pollo como ingrediente funcional. Para ello, se
extrajo colageno con 1,40% de contenido proteico mediante coccion controlada, seguido de
hidrolisis enzimatica a 55°C, pH 6,5 nativo sin control, con Alcalase a tres grados de hidroélisis:
sin hidrélisis (GH1), intermedio (GH2: ~5%) y alto (GH3: ~10%). Posteriormente, los
hidrolizados fueron sometidos a liofilizacion con diferentes temperaturas de bandeja (30, 40 y
50°C). Se evaluaron parametros clave como tiempos de secado primario, humedad, capacidad
antioxidante mediante los métodos DPPH y ABTS* y tiempo total del proceso.

De los resultados se destaca que el grado de hidrolisis incrementa la actividad antioxidante de
los péptidos, observandose en GH2 valores entre 38,84% y 44,65% en DPPH y entre 44,79% y
47,78% en ABTS+. El aumento de la temperatura de liofilizacion redujo el tiempo de secado,
especialmente en GH1 y GH2 (42 y 31%, respectivamente). La humedad fue menor y mas
estable en GH2 (4,30% a 40 °C) y GHI (5,93% a 50°C), en comparacion con GH3 (7,86% a
50°C). La liofilizacién provoco una leve disminucion de la capacidad antioxidante, atribuible a
desnaturalizacion y oxidacion, pero los efectos no resultaron estadisticamente significativos.

Se concluye que es viable obtener péptidos antioxidantes funcionales a partir de piel de pollo,
siendo la condicion GH2-50 la mas favorable, al combinar una alta actividad con menores
tiempos de proceso, especialmente en la liofilizacion. Dado que este es un procedimiento de alto
costo, debe considerarse como criterio el menor tiempo de uso del equipo. Se recomienda
optimizar la hidrolisis y liofilizacién para maximizar las propiedades funcionales y evaluar la
aplicacion en matrices carnicas como pechugas de pollo, donde podrian obtenerse resultados
distintos.



INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN EJECUTIVO ...ttt ettt e tee e et e e e saaa e e sneaaaesennsnaeessnnneeeean 3
1. INTRODUGCCION ...t eee e eee e eeenasene 9
L R 12 (T L1 7o 10 s OSSPSR SRSRRPRRRSRPR 9
1.2, ODJELIVOS ..vveivieeiieeiieitesteestesteeeteeseesseesseesteessseasseasseesseesseesssessseasseesseesseessesssesssesssenssenssesssensssenns 12
1.2.1. OBJetivo GEREIFAL ........cccueiviiiiiiiiiiiieeeee ettt ettt ettt et ettt 12
1.2.2. OBjetivos ESPECIIICOS .....covuuiruieiiiiieiieeee ettt sttt et ettt et nae e 12

3. ANTECEDENTES GENERALES.......coi ittt e e e e eaeee s 13
T O 0 L6 L T3 0 E N T 170 - SRR SPR 13
3.1.1. Produccion de Carne de Pollo ........cc.oeieiiiuieiiiieeee e 13
3.1.2. Mercado de Carne de POILO ........c.cooiiiiiiiiiiiei ettt 13
3.1.3. Generacion de Subproductos AVICOIAS. ........uieuirriieriiiieeie ettt 14

3.2. Extraccion de Colageno cOmO GElatiNa .........c.cccveevveeriieriesieeiieriereesieeseeeseeeseneesseessaesseessnessnenns 15
3.2.1. Colageno como Aditivo ATIMENTATIO ....ccueirueiriieiieriieeiesie ettt ettt et esaee e ens 16

3.3. Hidrolisis de PIOtEINGS ......cecueiiuiiiiieieetieiie ettt ettt ettt ettt et ettt e et e et eaeebeenneens 16
3.3.1. HidrolisisS QUIMICA .....ccoviieieieeiie et et ettt ettt e e etae e et eeeareeeateeeenaeeereeeennas 17
3.3.2. HidrolisisS ENZIMALICA ....ocueeuieiiitieieee ettt sttt sttt 18

3.4. Grado de Hidrolisis (GH) ..coouuiiiiiiiiiieeeteeee ettt ettt sttt e 18
3.4.1. Método basado en la valoracion del proton: pH-stat............ccoecverierieniinieeeeeereeeee e 19
3.4.2. Método basado en la cuantificacion por espectrofotometria: OPA ..........cccocevveviievieniiennnns 20

3.5. Propiedades Funcionales de Hidrolizados de Proteina............cccceveueeviienienienienieeieeeeieeenee 21
3.5.1. PEptidos ANTIOXIAANTES ... ..cuuieiieiieiieriientie et eie et et et e ste et e e e ebee st e sbeesaeesnteenteeseessaesnnenns 21
3.5.2. Antioxidantes Sintéticos (BHA, BHT)......ccccieviiiiiiiieciecie ettt 22

R I TR 5 107152 o2 ) SRS 23
3.6.1. DescripCion del PrOCES0 .......ccuiiiieiieitieeiie ettt ettt ettt st esateeteesbeesaeesneeens 24
3.6.2. ELapas A€l PrOCES0....ccuiiiiieiiiiietiettesitesteeteetteeve e vt e et eseaessseesbeesbaesseesssesssessseesseessaesssensneans 24
3.6.3. Métodos de Determinacion del Fin del Secado Primario..........ccoceeeeeveeienenienenceieeeee 27

4. MATERIALES Y METODOS......oeeeeeeeeeete oot eeeeeeeeeeeeee e eeeeeeesee e eeseessseseeeseeeenesenees 28
4.1. Metodologia GENETAL.........ccuecvvieiieirieiieeiie ettt ettt e s eesabeebeebeesteestsesebessbeesseesseesssesssessseenses 28
4.2, MALETIALES ...ttt ettt ettt h et bttt b et b et e e bt et b e ebt et eheenee 29
A2, 1. EQUIPOS.c.utiitrietietieiteeiteesteeetteeteesteesteestsessseasseesseassessseasseessessseesssasssassseasseesseesseessesssesssessses 29
4.2.2. MAter1a PIIMa...cc.uiiitiiiiiiii ittt ettt ettt e b e sb e st e ettt e bt e b e saeeeaeeeneean 30

4.3 IMELOAO 1.ttt ettt h et bt a bbbt et bt e at et s bt et e b bt et eaeenee 30
4.3.1. Diseflo EXPErimMENntal ...........ccoevuieiierierieeieeit ettt ettt et e e sebeeseeseenseesenesnseenseas 30



4.3.2. EXtraccion de COLAZENO ....couiiiiiiieitieiie ettt ettt ettt sae e et as 31

4.3.3. Determinacion del contenido de Proteina..........ccecveveereieerieeneenieeniesieereereeseeeseesneeseeennens 31
4.3.4. Hidrolisis ENZIMATICA .....ccueiuieiiiiieieiieiee ettt sttt et 33
4.3.5. Cuantificacion grupos a-amino lberados ..........coccevieriiiiiiiiiinieneeee e 34
4.3.6. Grado de HIAIOLISIS ..eeueeruiiiiieiieitieitiese ettt ettt ettt ettt be e st eeaeeeneeas 35
A.3.7. LIOTIHZACION ...ttt ettt st b e et e bt et e e s bt e e steeaeans 35
4.3.8. Determinacion Actividad AntioXidante (YoAA) .....cooiiiiiiiiirieeneee et 38
4.3.9. Analisis estadistico: ANOVA LSD FiSher.......cccoociiiiiiiiiiiiienieeeeee et 40

5. RESULTADOS Y DISCUSION ... e 40
5.1, EXtracCion de COLAZENO ......ccuueiviiiiieieeiieiiesitesteeteereereesteesteestaeesbeasseesseessaesseessnessseasseessessseenens 40
5.2. Hidrolisis ENZIMALICA ......eeueeiiieieieie ettt ettt sttt et sae s 42
5.2.1. Curva de Concentracion de Grupos a-amino libres en el tiempo y Grado de Hidrolisis ..... 42

R TR 1) 1 T/ o2 e o OO UOUU PR 44
5.3.1. Determinacion Tiempo de Secado Primario...........cccveeveevieciiecienienieniesee e ereesreeseesne e 44
5.3.2. Medicion de la Humedad ...........cocoiiiiiiiiieeeee e 48

5.4. Analisis Capacidad ANtIOXIAANTE ........ccueeruieriiiiieieeieeeete ettt ettt 49
5.5. Relacion entre el Tiempo total del proceso y Actividad antioxidante obtenida.......................... 52
CONCLUSION .....oooitiiiiiiseiseisees i es sttt 55
REFERENCIAS ...ttt ettt e st e st e e st e e s abeeesabeeeeaes 56
ANEXOS .ttt ettt ettt e et e et e e ettt e et e e bt e e bt e eabeeea 61
Anexo A: Calculo Dosis de Proteasa Adicionada............cceceererriiiiiieniienienieeie et 61
Anexo B: Método Kjeldahl ...........cooiiiiiiiiiiiiecie ettt ettt be et tvesaneenra s 61
Anexo C: Método Reactivo OPA ........oouiiiieieee ettt sttt ettt st sane e es 63
Anexo D: Datos de concentracion de grupos a-amino libres obtenidos con OPA. ............ccccoeneee. 65

Anexo E: Graficos determinacion de fin del secado primario por Prueba de incremento de presion 67

Anexo F: Determinacion Humedad en muestras liofilizadas...........ccoccerveieiininieninieeeeee 78
Anexo G: Medicion de la Capacidad Antioxidante en muestras..........ccoeeeeveerereenieneeneneneeneneenns 81
INDICE DE TABLAS
Tabla 1. Listado de equip0s UtIZAdOS ......cc.eeeiieiiiiiiieiieeiieee et 29

Tabla 2. Valor del factor de conversién de nitrégeno total a proteina para distintas muestras
(VELP, 2023) ..ottt ettt sttt et eh e b e ettt esb et eatesb e et sbeenaeenbeeanes 32



Tabla 3. Composicion y rendimiento de la extraccion de COlAgeno.........cevueveevvenieriencennenee. 40

Tabla 4. Célculo del nimero de enlaces peptidicos hidrolizados (h) y grado de hidrolisis (GH)
a partir de la concentracion tedrica ajustada mediante regresion logaritmica no lineal. ........... 43

Tabla 5. Datos experimentales en triplicado con la concentracidén de grupos a-amino libres en
el tiempo [mM] y grado de hidrodlisis [%] para corroborar tiempo escogido para las hidrolisis
CNZIMALICA ...ttt ettt ettt ettt et e s et e et e e e et e et eesate e bt e eab e e bt e eabe e bt e eabe e beesabeebeeenbeeaneeeateenaeeans 44

Tabla 6. Asignacion de codigo para cada combinacion de tratamientos...........ccceeeeveeereveennee. 44

Tabla 7. Tiempos de secado primario y su reduccion porcentual de tiempo respecto a la

coNdiCiON DASE d@ 30°C ....ouiiiiiiiiiiieee e ettt 47
Tabla 8. Resumen del tiempo total del proceso y la actividad antioxidante asociada a cada grado
de hidrolisis y temperatura de HOfIliZACION. .......cc.eeviieiiiieiieiieciiee e 52
Tabla 9. Equipos utilizados en cada etapa del método Kjeldahl .............ccoooiiriiniiiiniinninnnn. 62
Tabla 10. Datos de Absorbancia y Concentracion real de grupos a-amino libres en el tiempo
(DUPHCAAO 1) ittt ettt et st e et eesbe e taeenbeeseeesbeensaesnseensneesseennes 65
Tabla 11. Datos de Absorbancia y Concentracion real de grupos a-amino libres en el tiempo
(€D 1170) H o7 16 Lo T TSRS 66
Tabla 12. %Humedad en muestras GH1-30 ..........coooiiiiiiiiiiie e 79
Tabla 13. %Humedad en muestras GH1-40 ..........ccccooiiiiiiiiiiiieee e 79
Tabla 14. %Humedad en muestras GH1-50 ..........ccooiiiiiiiiiiiiieee et 79
Tabla 15. %Humedad en muestras GH2-30 ..........coooiiiiiiiiiiiiieee e 79
Tabla 16. %Humedad en muestras GH3-40 ..........ccocoiiiiiiiiiiiiie e 80
Tabla 17. %Humedad en muestras GH2-50 ..........ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 80
Tabla 18. %Humedad en muestras GH3-30 ..........coooiiiiiiiiiiiee e 80
Tabla 19. %Humedad en muestras GH3-40 ..........coceiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 80
Tabla 20. %Humedad en muestras GH3-50 ..........coooiiiiiiiiiiiiiee e 81
Tabla 21. Analisis ANOVA y LSD Fisher para %Humedad en muestras liofilizadas mediante
SOTEWAre INFOSTAL ..ottt 81
Tabla 22. Actividad antioxidante de las muestras segin método DPPH...............cccccceeienenn. 81
Tabla 23. Muestra control promedio en Método DPPH............ccccveiiiiiiiiieieeee e 82
Tabla 24. Analisis ANOVA y LSD Fisher para %AA en método DPPH mediante software
INFOSTAL ...ttt ettt et s bt e be e e bt esbeesbeenaneeas 82
Tabla 25. Actividad antioxidante de las muestras segiin método ABTS ........c.ccooovvveverenennne. 83



Tabla 26. Muestra control promedio en Método ABTS ™ .........ccooveivveeieieeeeceeeeeeeeeeene, 83
Tabla 27. Anélisis ANOVA y LSD Fisher para %AA en método ABTS+ mediante software

INTOSTAL ..ottt sttt 84
INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Evolucion Produccion de carnes en Chile (Chile Carne, S.f.)....oooeevvieeiiieeiieenieeenee, 14
Figura 2. Reaccion entre grupos a-amino libres y OPA (Nielsen et al., 2001)............cc.e....... 21
Figura 3. Diagrama de las Etapas del proceso de Liofilizacion (Kawasaki et al., 2019). ......... 25
Figura 4. Diagrama de fases del agua (Ratti, 2013) ......cooeiiiniiiiniiieieeeeeceeee e 26
Figura 5. Metodologia general de trabajo...........cccueeeiieriieiiiiiiieiieeie et 28
Figura 6. Reaccion del ensayo de DPPH (Vazquez Matias, 2024) ......cccoooveveeienieneenieeienene 38
Figura 7. Reaccion del ensayo de ABTS+ (Vazquez Matias, 2024) ......ccccoeveevieiiiienieeiieeneene 39
Figura 8. Perfil de temperatura primera eXtraCCiON. ........cccueerueeriieniieriierieeieesiee e e seee e e 41
Figura 9. Perfil de temperatura segunda eXtraCCion ..........c.ceeeeruienieriiienieiieenie et 41
Figura 10. Concentracion grupos a-amino libres ajustado al modelo logaritmico.................... 43
Figura 11. Liofilizacion de la muestra GH1-30 (Triplicado 1) ....ccoceeriiieiiiiiiiiiiiieeeee 45
Figura 12. Liofilizacién de la muestra GH1-30 (Triplicado 2) ...cccvvveeeveeeiiieeieeeieeeiieeeieene 46
Figura 13. Liofilizacién de la muestra GH1-30 (Triplicado 3) ...cccvvveiieenciiieeieeeieeeeeeieee 46
Figura 14. Humedad promedio de cada condicion en las muestras liofilizadas...........c............ 48
Figura 15. Actividad antioxidante de las muestras segun el método DPPH ................c...c...c.. 50
Figura 16. Actividad antioxidante de las muestras segin el método ABTS ..........ccccovvvririnnnns 51

Figura 17. Resultados que relacionan GH, Temperatura de liofilizacion, tiempo del proceso y

%AA por MmEtodo DPPH ....o.oiiii e 54
Figura 18. Resultados que relacionan GH, Temperatura de liofilizacion, tiempo del proceso y
% AA POr MELOAO ABTSH ..ot e e e s tae e esbee e s naeeennseeeennes 54
Figura 19. Identificacion de equipos a utilizar y su diSpOSICION .......ceeeevveeeceieeniieeriieeeieeeene 62

Figura 20. Curva de calibracion experimental obtenida con Serina para la medicion con método

OP A ettt ettt te e ae et e e ae e te et e ettebe et e eteebeenteeaeeaeennas 65
Figura 21. Liofilizacion de la muestra GH1-40 (Triplicado 1) .....cocvveiieiiiiiiiiiiiiieeieeeeee 67
Figura 22. Liofilizacion de la muestra GH1-40 (Triplicado 2) .....ccceeevvieriieniieniieiieeieeeeee 67



Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.

Liofilizacion de la muestra GH1-40 (Triplicado 3) ....cceevvieiiieniieiieiieieeieeene 68
Liofilizacion de la muestra GH1-50 (Triplicado 1) ....cceeviveiiieniiiiiiiieieeieeee 68
Liofilizacion de la muestra GH1-50 (Triplicado 2) ....ccoevvveviieniieiieiieieeieeieene 69
Liofilizacion de la muestra GH1-50 (Triplicado 3) ..ceeeeevveeeiieeciieecieecee e 69
Liofilizacion de la muestra GH2-30 (Triplicado 1) ..cceeeeevveeeiieieiieecieeceeeeeee 70
Liofilizacion de la muestra GH2-30 (Triplicado 2) .....oevvvveeeiieeeiieieiieeeee e 70
Liofilizacion de la muestra GH2-30 (Triplicado 3) ..ccoeeeevieeeiiiiciieeeieecee e 71
Liofilizacion de la muestra GH2-40 (Triplicado 1) ....cceeviivviieniieiieiieieeieee, 71
Liofilizacion de la muestra GH2-40 (Triplicado 2) ....cceevvivcivenieeiieniieieeeieeeene 72
Liofilizacion de la muestra GH2-40 (Triplicado 3) ....cceevvieviieniieiierieeeeeieeeene 72
Liofilizacion de la muestra GH2-50 (Triplicado 1) ....ccvevvieviieniieiiiiieeeeieeee, 73
Liofilizacion de la muestra GH2-50 (Triplicado 2) ....cceevvveciienieeiieiieieeeieeene 73
Liofilizacion de la muestra GH2-50 (Triplicado 3) ...cccueeviieiiieniiiiieiceieieeee 74
Liofilizacion de la muestra GH3-30 (Triplicado 1) ...cocueeviiiiiieiiiiiiiiieiee 74
Liofilizacion de la muestra GH3-30 (Triplicado 2) ....ccoeveieeiiieiiieiiiiiieieeieeeee, 75
Liofilizacion de la muestra GH3-30 (Triplicado 3) ...ccceeviiiiiiieniiiieiieieieeee 75
Liofilizacion de la muestra GH3-40 (Triplicado 1) ..ccoeeevveeeiiiiiiiiiieecieeeeeee 76
Liofilizacion de la muestra GH3-40 (Triplicado 2) ....oeevvveeviieeniieieiieeeiieeeiee e, 76
Liofilizacion de la muestra GH3-40 (Triplicado 3) ..ceeevevveeviiieeiieeeieeeeeeeee e, 77
Liofilizacion de la muestra GH3-50 (Triplicado 1) ..cceeevevveeeiiieniiiiieecieeeeee 77
Liofilizacion de la muestra GH3-50 (Triplicado 2) ....cc.eeveieeiiieniiiiiiiiiieeieeee 78
Liofilizacion de la muestra GH3-50 (Triplicado 3) ....cceeviieiiieniieiieieeieeeee, 78



1. INTRODUCCION
1.1. Introduccion

La industria avicola es uno de los sectores alimentarios mas dinamicos a nivel global, siendo la
carne de pollo un producto que se destaca por ser de las fuentes de proteina animal mas
consumidas, experimentando una creciente demanda mundial debido mayormente a su
asequibilidad en medio de los altos costos de alimentos y una disminucién del poder adquisitivo
de los consumidores, ademas ser una fuente clave de proteinas, de calidad y por su gran
versatilidad en la cocina. A pesar de que en el afio 2023 se reportaron varios brotes de influencia
aviar altamente patogénicas, se logrd producir 146 millones de toneladas de carne de ave a nivel
mundial, logrando el incremento del 1,9% respecto del afio anterior, siendo un aumento que se
ha generado en todas las principales regiones, exceptuando a Africa (FAO, 2024). En el contexto
nacional, Chile logr6 una notable recuperacion tras el brote, segun datos del Instituto Nacional
de Estadisticas de Chile y la Aduana, la produccion de pollo crecidé un 4% el afio 2024,
alcanzando las 344.000 toneladas, cifra cercana a los niveles previos al brote. En cuanto a las
exportaciones, estos aumentaron un 29% en volumen y un 33% en valor, siendo exportados
85.000 toneladas de carne de pollo a Estados Unidos, México y Puerto Rico principalmente,
pudiendo posicionarse como un proveedor clave en este mercado. La recuperacion del sector
avicola tras la crisis avicola fue gracias a las medidas adoptadas por el Servicio Agricola y
Ganadero (SAG) en conjunto con la Asociacion de Exportadores de Carnes de
Chile (ChileCarne, 2024).

Sin embargo, este crecimiento en la industria de produccion de carne de pollo de engorde
conlleva, a su vez, la generacion de grandes volimenes de subproductos en sus mataderos, tales
como sangre, huesos, patas, plumas, picos, crestas, piel y visceras. A pesar de que estos residuos
tienen un menor impacto medioambiental que otras especies ganaderas, generan de igual forma
gases de efecto invernadero como CO»> respiratorio, CH4 en el estiércol y emisiones de N>O,
produciéndose anualmente 61, 0,97 y 0,57 millones de toneladas métricas, respectivamente. En
el contexto de impulsar la economia circular, es necesario desarrollar estrategias para disminuir
la acumulacion de estos subproductos y la contaminacion, a partir de la transformacion de estos
residuos en bienes de alto valor, que puedan ser utilizados como nuevos recursos
posteriormente. Entre las alternativas impulsadas hoy en dia se encuentra el aprovechamiento
de estos desechos ricos en carbono y aminoacidos, como fertilizantes o compost, a pesar de
contener alta concentracion de nitrogeno. Mediante otro tratamiento, se pueden convertir en
bioestimulantes que benefician el crecimiento de las plantas. Por otra parte, en el marco de
transicion a energias renovables, estos subproductos son sometidos a hidrdlisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis para producir biogés y, posteriormente, electricidad. Ademas, la
industria textil ha comenzado a reciclar desechos avicolas para transformar las plumas en
filamentos de queratina con mejores propiedades mecéanicas. Convencionalmente, se han
destinado mayormente sangre y huesos como alimentacion del ganado, pero investigaciones
recientes han sugerido que, por su alta concentracion proteica, siendo el colageno una de las



principales proteinas en estos subproductos, este colageno podria extraerse de los pies, huesos,
piel y cartilago esternal de pollo para valorizarlos en
componentes de mayor valor agregado. En particular, la piel de pollo es uno de los subproductos
de matadero con mayor impacto para valorizar por su alto contenido proteico, siendo una
potencial materia prima para obtener nuevos compuestos funcionales como los péptidos
bioactivos.

Los péptidos bioactivos son cadenas cortas de 2 a 30 aminoacidos y poseen de 400 a 2.000 Da
de peso molecular. Su actividad biologica y biodisponibilidad vienen determinadas por la
composicién y orden de sus aminoacidos. Se destacan por poseer propiedades bioactivas:
antihipertensivas, antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas y antiinflamatorias, siendo
beneficiosas para la salud humana (Romero-Garay et al., 2022). Ademas, se han estudiado como
posibles ingredientes alimentarios debido a su capacidad antioxidante y antimicrobiana, para
prolongar la vida 1til de los alimentos, evitando la oxidacion o crecimiento de microorganismo
no deseados, al anadir directamente estos péptidos en los productos alimentarios (Tkaczewska,
2020). Dado los efectos positivos que tienen los péptidos, diversas industrias los utilizan en
distintas aplicaciones, como las empresas farmacéuticas, que los usan para la promocion de la
salud, la industria cosmética los usa en sus productos de belleza y en la industria de alimentos
se muestra gran potencial para su uso como nutracéuticos y agentes terapéuticos.

En la industria alimentaria, la oxidacion de los lipidos es uno de los principales indicadores del
deterioro de los alimentos, afectando no solo a los propios lipidos, sino también a las proteinas
y carbohidratos. Este proceso es la principal causa de la disminucién de la calidad, rancidez y
reduccion de la vida util del producto, y el método méas comlin para combatir estos efectos es el
uso de antioxidantes, que pueden actuar bloqueando los radicales libres, inhibiendo la actividad
de enzimas oxidativas o formando complejos con metales que catalizan la oxidacion
(Tkaczewska, 2020). Hoy en dia, en la industria se emplea ampliamente el uso de antioxidantes
sintéticos, como el BHA (butilhidroxianisol) y BHT (butilhidroxitolueno), que son rentables y
eficientes, pero existe la preocupacion en el impacto en la salud, ya que presentan algunos
efectos toxicos y peligrosos (Sarmadi & Ismail, 2010), lo que ha impulsado la busqueda de
alternativas naturales. De esta forma, los péptidos antioxidantes, a partir de subproductos
proteicos, han demostrado ser una opcion natural para extender la vida util de productos carnicos
segun algunas investigaciones, logrando reducir la oxidacion lipidica y mejorando
caracteristicas sensoriales como el color, sabor, jugosidad, textura y aceptabilidad general del
producto (Tkaczewska, 2020).

Los hidrolizados son una mezcla compuesta por péptidos y aminoacidos que pueden ser
obtenidos a partir de diferentes proteinas, como los subproductos del pollo, mediante diversos
métodos, como la fermentacion microbiana, cuyo proceso ha sido utilizado histéricamente por
el efecto de prolongar la vida util de los alimentos y mejorar su valor nutracéutico. Otro método
empleado ampliamente es la hidrolisis de proteinas mediante tratamiento acido, alcalino o
enzimatico. Muchos estudios han investigado la hidrolisis enzimatica por su efectividad, siendo

10



un proceso que logra la produccién de péptidos a partir del rompimiento de los enlaces
peptidicos de la proteina con enzimas digestivas o enzimas derivadas de microorganismos y
plantas. Este método logra mejorar las propiedades funcionales y nutricionales de las proteinas,
como la actividad antioxidante, ya que, durante la hidrolisis, se genera una mayor exposicion de
grupos R de los aminoacidos activos, favoreciendo una mayor actividad antioxidante. Es
importante considerar el tipo de proteasa a escoger, ya que esta eleccion influird en el tamaiio,
cantidad y composicion de los aminoacidos y péptidos libres, afectando finalmente las
propiedades funcionales. La Alcalase se ha investigado en varios estudios, siendo la enzima que
mayor actividad antioxidante obtiene de los hidrolizados producidos, en comparacién con otras
proteasas, ademas de producir péptidos de menor tamafio (Sarmadi & Ismail, 2010). Otros
factores de la hidrélisis que impactan en la eficiencia de los hidrolizados obtenidos son el tiempo
de reaccion, temperatura, la relacion enzima/sustrato (E/S) y el pH del medio. Estos parametros,
a su vez, determinan el grado de hidrdlisis (% GH) alcanzado en el proceso, siendo un indicador
clave para saber el grado de degradacion de la proteina. Ademas, estudios han demostrado
teodrica y empiricamente que, si el grado de hidrdlisis se controla adecuadamente, las demés
variables del proceso pueden mantenerse sin control estricto, ya que esta variable reflejara
directamente el avance de la hidrolisis y el efecto que tiene en las propiedades funcionales de
los hidrolizados formados (Kristinsson & Rasco, 2000).

Una vez obtenidos los péptidos por hidrdlisis enzimatica, en este trabajo se procede a su
liofilizacidn para conservar sus propiedades funcionales y organolépticas Este proceso consta
de tres etapas principales: congelacion, secado primario y secado secundario. Durante el secado
primario, ocurre la sublimacion del hielo, etapa en la que se elimina entre un 70-90% del agua
presente en el alimento. Posteriormente, el secado secundario permite retirar el agua ligada
mediante un aumento controlado de temperatura (Hua et al, 2010). La liofilizacion es una
técnica ampliamente utilizada para la estabilizacion de compuestos bioactivos, ya que permite
obtener productos en polvo con mayor vida util y facilidad de manejo, sin comprometer
significativamente su funcionalidad. En la literatura, los hidrolizados proteicos suelen ser
liofilizados como estrategia de estabilizacion; sin embargo, en la mayoria de los estudios no se
reportan parametros criticos del proceso, como la temperatura de bandeja durante el secado
primario, ni se discute su posible efecto sobre las propiedades funcionales de los productos
obtenidos. En este contexto, el presente estudio evalua el impacto de dicha variable sobre la
actividad antioxidante de los hidrolizados, con el fin de aportar evidencia acerca de como la
temperatura de liofilizacién puede incidir en la funcionalidad del producto estabilizado.
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

Generar un hidrolizado enzimatico a partir de piel de pollo, estabilizado por liofilizacion, con
alta capacidad antioxidante, mediante la evaluacion del efecto del grado de hidrélisis y la
temperatura del proceso de secado.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Determinar el proceso de extraccion térmica de coldgeno a partir de piel de pollo como
etapa previa al proceso de hidrolisis enzimatica, cuantificando su rendimiento.

e Generar la curva de hidrolisis enzimatica mediante la cuantificacion de grupos alfa-
amino libres, y seleccionar tres grados de hidrodlisis representativos a partir de dicha
curva.

e Aplicar el proceso de liofilizacion a los hidrolizados, evaluando el efecto de diferentes
temperaturas de plato sobre la estabilidad del producto.

e Determinar la actividad antioxidante de los hidrolizados antes y después del proceso de
liofilizacion, en funcion del grado de hidrdlisis y la temperatura de secado.

e Realizar un disefio experimental definiendo como variables de entrada el grado de
hidroélisis y la temperatura de liofilizacion, evaluando el efecto de estas variables en la
actividad antioxidante, con el objetivo de determinar la mejor combinacién de los
hidrolizados obtenidos.
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3. ANTECEDENTES GENERALES

3.1 Industria Avicola

En los ultimos afios, en la industria avicola se ha observado un gran crecimiento a nivel mundial,
logrando, entre los afos 1961 y 2016, un aumento en la produccion anual de carne de pollo de
9 millones a 120 millones de toneladas, siendo una cifra significativa en este sector. En 2016,
la carne de pollo representd el 36% de la produccion mundial de carne, y para el afio 2020 esta
cifra crecio al 40% segun la FAO, alcanzando 136 millones de toneladas aproximadamente
(Ungureanu et al., 2023).

3.1.1. Produccion de Carne de Pollo

La produccion de carne de pollo se caracteriza por poseer un sistema de engorde intensivo para
maximizar la conversion alimenticia y el uso del espacio. La alta capacidad reproductiva de las
aves es clave en este proceso, ademds de un manejo cuidadoso en etapas previas al sacrificio,
ya que son factores significativos en la calidad de la carne. La alimentacion de las aves incluye
ingredientes como las microalgas y aceites de origen vegetal y marino, disefiado para fortalecer
el perfil nutritivo del producto final. Sin embargo, estos componentes, usados en su
enriquecimiento, son susceptibles a la oxidacion, pudiendo afectar negativamente la calidad si
no se utilizan antioxidantes adecuados, como el selenio o la vitamina E, durante su produccion
(Kralik et al., 2018).

3.1.2. Mercado de Carne de Pollo

Actualmente, la carne de pollo ha sido uno de los tipos de carne con mayor consumo, del cual
ha ido incrementando gradualmente respetando el crecimiento de la poblacion mundial, siendo
una de las principales opciones alimentarias en diversos mercados. Esta tendencia se debe a la
ausencia de restricciones religiosas o culturales asociadas a su consumo, como también a su
perfil nutricional y calidad, el cual se destaca por poseer bajo contenido en grasa y alto
porcentaje de acidos grasos insaturados. Agregado a lo anterior, la carne de pollo es un alimento
percibido accesible para los consumidores, tanto en términos de precio como su disponibilidad,
reforzando su competitividad y aceptacion en el mercado global (Kralik et al., 2018).

En Chile, la produccién de carne de pollo alcanz6 685.270 toneladas vara en el afio 2023, lo que
corresponde a un crecimiento significativo por parte de la avicultura en el sector
agroalimentario. Durante ese mismo afio, la exportacion de esta carne de pollo fue de 110.860
toneladas netas, representando un 20% de la produccion total. Por otro lado, el consumo interno
de carne de pollo es de 33,5 kg/PP, representando un 41,6% del consumo total de carnes (Chile
Carne, s.f.). A continuacion, se puede visualizar la evolucion de la produccion de los distintos
tipos de carne a nivel nacional:

13



EVOLUCION PRODUCCION - TON VARA

CERDO  POLLO BOVINO  PAVO OVINO

700.000 L6%
600.000 38%
500,000

400,000

300.000

200,000 M 12%

100.000 £%
1%
0.000
b o 2 0 9 O R D 90 A 9O D)
SEFFESEFTELPEPF L P, 0SS

(*) Ovino, considera Otras aves y Otras carnes.
Figura 1. Evolucion Produccion de carnes en Chile (Chile Carne, s.f.)

A través de la Figura 1, se destaca el incremento sostenido del sector de carne de pollo,
alcanzando aproximadamente 700.000 toneladas vara, que corresponde a un 44%, consolidando
su importancia econdémica y su relevancia como una de las principales fuentes de proteina
animal en el pais (Chile Carne, s.f.).

3.1.3. Generacion de Subproductos Avicolas

Con la demanda actual de carne de ave que crece constantemente, la produccion extensiva de
esta carne, principalmente de pollo, genera cantidades significativas de subproductos avicolas,
obtenidas en todas las fases de la cadena alimentaria, desde la obtencion de materias primas
hasta la etapa posterior al consumo. En el marco de la economia circular, los subproductos
avicolas, como los de otras industrias alimentarias, son considerados recursos valiosos debido a
las moléculas funcionales que poseen, otorgandoles un potencial como bio-recursos para
generar productos alimentarios, cosméticos, farmacéuticos, quimicos y energéticos y otros de
alto valor agregado (Ungureanu ef al., 2023).

Estos subproductos representan hasta el 30% de la produccion total, pudiendo ser comestibles o
no comestibles, y presentarse en forma liquida como la sangre o sélida, donde se incluyen la
piel, corazones, higados, estdmagos, intestinos y otros drganos (Gal ef al., 2020). Sin embargo,
si no se gestionan eficazmente, estos subproductos pueden convertirse en fuentes de
contaminacion y ser vectores de enfermedades, pudiendo afectar la calidad del aire, suelo y del
agua. Estos problemas radican desde la degradacion de aguas superficiales y subterraneas
debido a los nutrientes y microorganismos patogenos presentes en los desechos avicolas, asi
como las emisiones de gases como el amoniaco y sulfuro de hidrogeno. Por ello, se han
desarrollado estrategias de mitigacion, como el compostaje, su uso como fertilizantes o para la
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produccion de piensos para el ganado, con el fin de minimizar el impacto ambiental de la
produccion avicola (FAO, s.f.).

No obstante, el realizar estas practicas tradicionales, mencionadas anteriormente, presentan
algunas limitaciones. Por ejemplo, el compostaje aerdbico genera productos de bajo valor
anadido, el uso de subproductos en alimentos para animales puede incrementar el riesgo de
propagacion de enfermedades y la digestion anaerdbica logra generar metano y otros
compuestos utiles, pero su alta humedad y bajo poder calorifico dificultan la conversion en
energia de manera eficiente, siendo todavia un desafio (Ungureanu et al., 2023). Ademas, con
estas practicas no se logra aprovechar su rica composicidon en proteinas, enzimas y lipidos, el
cual les confiere un potencial nutricional y econdmico alto para poder valorizarlos (Mrazek et
al., 2019).

3.1.3.1. Aprovechamiento de Subproductos Avicolas

Al igual que las gelatinas e hidrolizados de coldgeno a partir de sustratos proteicos como el
bovino y el porcino como fuentes tradiciones, también se puede aprovechar el potencial de los
subproductos avicolas. Los desechos avicolas son generados desde la etapa de incubacion hasta
el empaque y consumo de la carne, por lo que existe la posibilidad de extraer compuestos de
alto valor desde diferentes etapas del proceso. Ademds, se ha demostrado mediante
investigaciones que estos subproductos poseen funcionalidades tecnoldgicas comparables a las
fuentes convencionales, como la capacidad de dar estabilidad, cohesion y elasticidad a los
alimentos, ademas de mejorar las propiedades como la capacidad de retencion de agua y grasa,
emulsificacion y formacion de espuma. Las caracteristicas mencionadas son valiosas en el
proceso de alimentos procesados carnicos, donde el coldgeno obtenido a partir de sustratos
proteicos lograria contribuir con la mejora de la textura, palatabilidad y lograr extender la vida
util del producto (Mrazek et al., 2019).

3.1.3.2. Piel de Pollo

La piel de pollo es un subproducto que representa entre el 8 y 20% (p/p) del canal del pollo. Su
composicidon proteica resulta atractiva ya que posee entre un 8-12% de proteina, siendo la
proteina principal el coldgeno, ademas contiene altas concentraciones de acidos grasos n-3 y n-
6 y entre un 30-40% de grasa. Al eliminar la grasa, su contenido proteico aumenta a mas del
60%, siendo una potencial materia prima para obtener nuevos compuestos funcionales como
hidrolizados y péptidos bioactivos (Ibarz-Blanch et al., 2023).

3.2. Extraccion de Colageno como Gelatina

El colageno es la proteina mas abundante en el cuerpo humano, representando el 25% del total
de proteina en el cuerpo, presentes principalmente en los huesos, tendones, pieles, cartilagos,
entre otros tejidos (ELSEVIER CONNECT, 2019). Esta proteina de triple hélice, soluble en
agua y facilmente digerible, contiene moléculas principalmente estabilizadas por enlaces de
hidrégeno intra e intermoleculares, producto de la repeticion casi continua de la secuencia de
aminodcidos glicina-prolina-hidroxiprolina (Rawdkuen et al, 2013). Esta secuencia es
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fundamental para la estabilidad de la estructura helicoidal del colageno, representando el 50%
del contenido proteico total (Hashim et al., 2015).

El proceso de extraccion de coldgeno es comtiinmente aplicado en diferentes industrias, incluida
la industria alimentaria, para obtener gelatina, materia prima conocida como la forma cocida del
colageno, la cual cuenta con muchas caracteristicas beneficiosas que le proveen de alto grado
alimenticio, como la formacion de gel, propiedades clarificantes, espesantes y estabilizadoras
en los alimentos carnicos. Para extraer la gelatina, el colageno nativo insoluble se debe pretratar
mediante calentamiento a altas temperaturas superiores a 60°C (G4l et al., 2020) o mediante el
uso de reactivos quimicos. Durante este tratamiento térmico, el coldgeno se hincha y logra
romper los enlaces de hidrégeno y no covalentes, que logran desestabilizar la triple hélice y la
transicion de hélice a espiral, que permiten obtener la gelatina soluble (Rawdkuen ef al., 2013).
La desnaturalizacion de la proteina mediante esta hidrélisis parcial conlleva a posteriores
cambios fisicoquimicos en la gelatina, sin embargo, el grado de la conversion del colageno en
gelatina esta directamente relacionado con las condiciones del pretratamiento, tratando al tejido
animal con 4cido (gelatina tipo A) o alcali (gelatina tipo B), y del proceso de extraccion. Los
tres factores claves que influyen en las propiedades de la gelatina son el tiempo, la temperatura
y el pH (Mrazek ef al., 2018). La obtencion del coldgeno se realiza a partir de pieles de bovino
y cerdo tradicionalmente, al estar disponibles de manera universal. Sin embargo, investigaciones
orientadas a ampliar las posibilidades de produccion, han demostrado que la gelatina también
se puede obtener a partir de otras fuentes animales, como las aves de corral, pescado, carne de
cabra, insectos, entre otros (Gal et al., 2020).

3.2.1. Colageno como Aditivo Alimentario

El colageno o sus fracciones se han utilizado en la industria alimentaria como aditivos, que
consisten en sustancias que se afladen a los alimentos durante su procesamiento para lograr
mejorar cualidades organolépticas como el color, sabor, textura, entre otras cualidades del
producto. Esto se debe a que poseen propiedades funcionales que mejoran significativamente
las caracteristicas tecnologicas y reoldgicas de los diversos productos, mayoritariamente
carnicos. Algunos ejemplos de estos aditivos alimentarios se encuentran los antioxidantes,
emulsionantes, espesantes, conservantes, colorantes, entre otros. Esta gran versatilidad les
proporciona potencial de mejorar la calidad general de los alimentos procesados (Hashim ef al.,
2015).

3.3. Hidrdlisis de Proteinas

La hidroélisis de proteinas es un proceso que consiste en la ruptura de enlaces peptidicos a partir
de métodos quimicos o enzimaticos, logrando obtener péptidos de diferentes tamafios y
aminoacidos libres. Estos hidrolizados son ampliamente utilizados en la industria alimentaria
en alimentos carnicos, suplementos proteicos, sustitutos de la leche, estabilizantes en bebidas y
potenciadores de sabor en productos de confiteria, entre otras aplicaciones (Kristinsson &
Rasco, 2000). Los hidrolizados de proteina formados son una mezcla de péptidos y aminoécidos
preparadas mediante hidrdlisis quimica con acido o alcali o hidrdlisis enzimadtica. Estos
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contienen diversas propiedades funcionales y nutricionales en los alimentos, como la absorcion
de aguay solubilidad, ademas de proporcionar nitrégeno de facil absorcion y ser bioldgicamente
activos (Fallah-Delavar & Farmani, 2018).

A pesar de la produccion masiva de hidrolizados para diferentes campos, se requiere de amplio
conocimiento en el control y la comprension de los mecanismos que se involucran del proceso,
los cuales atin no se dominan completamente. Segun las investigaciones recientes de hidrolisis
mediante enzimas, se han mejorado la seleccion de estos catalizadores enzimaticos y las
condiciones del proceso, lo que permite un mayor control sobre la reaccion y las caracteristicas
del producto final (Kristinsson & Rasco, 2000).

3.3.1. Hidrdlisis Quimica

El método de hidrolisis quimica es uno de los méas cominmente utilizados en la transformacion
de proteinas en hidrolizados. Este proceso consiste en la ruptura de proteinas a través de la
accion de productos quimicos. Si bien este método es efectivo, puede llevar a la formacion
hidrolizados con propiedades funcionales menos deseables en comparacion con la hidrélisis
enzimatica, esto debido a que su mecanismos y la comprension de los factores involucrados aun
son desafios significativos para controlar el proceso. No obstante, a gran escala se sigue
realizando esta técnica para diversas aplicaciones por su capacidad de descomponer proteina de
manera segura (Kristinsson & Rasco, 2000).

3.3.1.1. Hidrélisis Acida

Este proceso consiste en una reaccion de proteinas con acidos fuertes, como el acido clorhidrico,
a altas temperaturas y presiones, lo que resulta en una descomposicion completa de las proteinas.
La hidrdlisis de proteinas 4cida es mas comunmente utilizada que la hidrolisis enzimatica,
especialmente para producir hidrolizados de proteinas vegetales que posteriormente son usados
como agentes saborizantes en carnes procesadas, galletas y mezclas para sopas.

A pesar de que esta técnica es efectiva, presenta limitaciones en su proceso, tales como la
destruccion del triptofano, un aminoacido esencial, ademas de la generacion de altas cantidades
de sal (NaCl) en los hidrolizados, afectando su funcionalidad en sistemas alimentarios
(Kristinsson & Rasco, 2000).

3.3.1.2. Hidrolisis Alcalina

La hidrolisis alcalina, a diferencia de la acida, utiliza productos alcalinos, principalmente
hidréxido de sodio. Este método también se emplea para recuperar proteinas de diferentes
sustratos, para luego ser empleados en la industria alimentaria. Sin embargo, este método puede
reducir de manera significativa el valor nutricional de los hidrolizados generados, debido a la
apariciéon de reacciones indeseables en el proceso, como ocurrir una racemizacion de
aminoacidos, la pérdida de aminoécidos sensibles al calentamiento o cambios en el pH como la
cisteina, serina y treonina, y la formacion de sustancias toxicas como la lisinoalanina. A pesar
de lo anterior, la hidrolisis alcalina en cierta condiciones, como utilizar concentrados de proteina
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de pescado insolubles, han logrado mejorar algunas propiedades funcionales de estas proteinas,
como su solubilidad (Kristinsson & Rasco, 2000).

3.3.2. Hidrdlisis Enzimatica

Este proceso realiza la reaccion mediante el uso de enzimas proteoliticas, cominmente llamadas
proteasas, las cuales pueden ser endogenas o afiadidas desde fuentes externas. La ventaja de
elegir este método radica en la especificidad de la enzimas para catalizar la ruptura de los enlaces
peptidicos para ciertos sustratos, permitiendo obtener productos con amplia funcionalidad y
valor nutritivo. Las enzimas proteoliticas, utilizadas en la industria alimentaria, actian como
catalizadores bioquimicas y son clasificadas segtn el grupo funcional principal del sitio activo,
donde se pueden encontrar las serinas, tioles, carboxilas y metaloproteasas. Ademas, segiin su
mecanismo para catalizar se encuentran las endoproteinasas, que son aquellas enzimas que
rompen los enlaces peptidicos dentro de las moléculas, produciendo péptidos de distintos
tamafios en vez de liberar aminoacidos individuales, y las exopeptidasas, las cuales eliminan
aminoacidos de los extremos de las cadenas peptidicas. Las proteasas son altamente especificas,
logrando mejorar la textura y sabor de los alimentos. La hidrdlisis enzimdtica es un técnica
comprometedora para el futuro ya que este proceso logra un mayor control sobre las propiedades
funcionales, sensoriales y fisicoquimicas finales en comparacién con los métodos quimicos
mencionados anteriormente (Kristinsson & Rasco, 2000).

3.4. Grado de Hidrdlisis (GH)

Para obtener la proporcion de enlaces peptidicos que han sido rotos durante la hidrélisis, en
relacion con el numero total de enlaces peptidicos presentes en la proteina original, se utiliza el
grado de hidrdlisis (GH). Este término se define como la razén, expresado en porcentaje, entre
el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados (h) y el nimero total de enlaces peptidicos
presentes (hiot). El valor que corresponde a hiot depende de la composicion de aminoéacidos que
tenga la materia prima. A continuacidn, se muestra su ecuacion:

GH [%] = h - 100 (D
tot

Para su determinacion, se pueden utilizar diversos métodos. El método pH-stat es uno de los
mas simples y cominmente utilizados, el cual estima el GH midiendo la cantidad de base, como
NaOH, que se requiere para neutralizar los acidos liberados durante la hidrélisis. Su precision
puede ser afectada por factores como el tipo de enzima a utilizar, el tamafio de los péptidos
producidos y la temperatura de la reaccion. Por otro lado, los métodos TNBS (Acido
trinitrobencenosulfonico) y OPA (O-ftaldialdehido) cuantifican los grupos amino mediante
absorbancia, generados de manera directa en la hidrélisis, proporcionando una medida precisa
del GH. Sin embargo, el método TNBS requiere largos periodos de tiempo de incubacién y
enfriamiento, impidiendo su monitoreo en tiempo real y es sensible a interferencias de la lisina
y prolina. Por otro lado, el método OPA si permite el monitoreo en tiempo real, pero es menos
efectivo para sustratos ricos en cisteina y requiere derivatizacion. Otros métodos como el SN-
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TCA (Nitrogeno soluble en acido tricloroacético) y Titulacion con formol, son rapidos y logran
monitorear en tiempo real, pero el SN-TCA cuantifica nitrdgeno soluble en lugar del GH y la
titulacion con formol puede conseguir resultados variables y no siempre refleja con precision el
GH. La eleccion final del método para obtener el GH dependera de las condiciones de la
reaccion y el sustrato proteico (Rutherfurd, 2010).

3.4.1. Método basado en la valoracion del proton: pH-stat

El método pH-stat es una técnica utilizada para determinar el grado de hidrolisis (GH) de
proteinas, el cual se basa en la medicioén de los protones liberados durante la reaccion. En la
hidrolisis se liberan grupos carboxilo y amino, donde a un pH neutro o alcalino, los grupos
carboxilo se desionizan completamente, liberando protones que disminuyen el pH de la mezcla
de la reaccion. Para contrarrestar este efecto, este método ajusta continuamente el pH de la
solucion agregando una base, y la cantidad de esta base requerida para lograr mantener el pH
constante se utiliza como un indicador de la extension de la hidrélisis, permitiendo calcular su
GH. Es importante sefalar que este método no mide directamente los enlaces peptidicos rotos,
sino que estima el grado de hidrodlisis a partir de la cantidad de base necesaria para neutralizar
los acidos producidos durante el proceso (Rutherfurd, 2010).

El mecanismo de hidrélisis enzimatica, tras romper un enlace peptidico, genera la liberacion de
un grupo o-amino y un a-carboxilico, lo cual se describe mediante las siguientes etapas (Qi &
He, 2006):

Ruptura del enlace peptidico:
R,COOH + H,0 Enzima R,COOH + R,NH, (2)
Intercambio de protones:
R,COOH + R,NH, - RCOO~ + R,NH3 3)
Valoracion del grupo amino:
R,NHf + OH™ - R,NH, + H,0 (4)

Para estimar el GH en el método pH-stat, se utiliza la ecuacion de Adler-Nissen (1986), el cual
se observa a continuacion:

B*Nb

o] = — P
GH [%] 0(=|<h,fot>l<MP>k

100 (5)

Donde:

B: es el consumo de base en mL (o 4cido en el caso de proteasas acidas),
Nb: es la normalidad de la base (o acido),

a: es el grado promedio de disociacion de los grupos -NH (o COOH),

MP: es la masa de la proteina que se esta hidrolizando en gramos (%N x 6,25),
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hiot: es el namero total de enlaces por unidad de peso (meq/kg de proteina, calculado mediante
la composicion de aminoécidos del sustrato).

El grado de disociacion se logra calcular a partir de la siguiente ecuacion:
10PH-PK

* =1+ 100HK ©)

La férmula para obtener el porcentaje de hidrolisis (%GH) es aplicable cuando la reaccion se
realiza a un pH superior al pK del grupo a-NH. En esta condicion, la ruptura de enlaces
peptidicos provoca la liberacion neta de protones (H+), ademés de que el consumo de la base es
directamente proporcional al nimero de enlaces quebrados. Cuando el pH es mayor a 6,5, la
disociacion del grupo a-NH protonado es significativa, por lo que se requiere conocer el valor
de pK para ajustar de manera adecuada el pH y calcular la disociacion. Los valores de pK, que
estan en funcidn de la temperatura, pueden calcularse con la formula de Steinhardt y Beychok,
que se muestra a continuacion:

298 — T
PK = 7,8 + Sg—m * 2400 (7)

Donde T es la temperatura en Kelvin (Kristinsson & Rasco, 2000).
3.4.2. Método basado en la cuantificacion por espectrofotometria: OPA

El método de acido ortoftalaldehido (OPA) es una técnica sencilla utilizada para la
cuantificacion del grado de hidrolisis (GH) en proteinas. Como se puede observar en la Figura
2, este método se basa en la reaccion de los grupos a-aminos libres (de péptidos o aminoacidos)
con el reactivo OPA en presencia de ditiotreitol (DTT), reaccionando con su grupo tiol (terminal
SH). Esta reaccion forma un compuesto detectable a 340 nm en un espectrofotometro.

Originalmente esta técnica es descrita por Church er. al (1983) en estudios sobre la protedlisis
de proteinas lacteas. Nielsen (2001) hizo modificaciones en el método, al utilizar DTT en vez
de B-mercaptoetanol, debido al impacto ambiental que genera este Ultimo. Otra modificacion
del método es el uso de serina como estandar para realizar la curva de calibracion, ya que su
respuesta en la reaccion es similar al promedio de los aminoacidos (Nielsen ef al., 2001). La
serina, un aminoacido con un grupo amino y un grupo carboxilo, permite establecer una relacion
cuantitativa entre su concentracion y la absorbancia medida por el espectrofotdémetro. Su
concentracion es equivalente a la de los grupos a-amino, lo que facilita la correlacion de la
absorbancia de las muestras de hidrolizado con la concentracion de los grupos a-amino
presentes.
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Figura 2. Reaccion entre grupos a-amino libres y OPA (Nielsen et al., 2001)

3.5. Propiedades Funcionales de Hidrolizados de Proteina

Las propiedades funcionales provenientes de las proteinas han sido definidas como “aquellas
caracteristicas fisicoquimicas que influyen en el procesamiento y comportamiento en los
sistemas alimentarios, en funcioén de la calidad del producto final” (Kinsella & Melachouris,
1976). Algunos ejemplos de estas propiedades incluyen la gelificacion, espumado, cohesion,
retencion de agua, emulsificacion, entre otras, las cuales son esenciales para la produccion de
productos como carnes procesadas, productos lacteos y panificacion.

Existen muchos factores que afectan a las propiedades funcionales como, por ejemplo, la fuente
de la proteina, el método de aislamiento, la modificacion de la proteina en el caso de realizar
hidrélisis enzimatica, y también afectan condiciones ambientales, como la temperatura, pH,
fuerza i6nica. A pesar de que existan métodos empiricos para evaluar estas propiedades, en la
actualidad me requieren de métodos estandarizados que podrian permitir predecir mejor el
comportamiento de las proteinas en matrices alimentarias complejas a través de la optimizacion
de las propiedades funcionales en funcion de diferentes condiciones, logrando facilitar el
desarrollo de nuevos productos (Kinsella & Melachouris, 1976).

3.5.1. Péptidos Antioxidantes

La capacidad antioxidante indica el potencial que tiene un compuesto para inhibir la oxidacion
de un sustrato, incluso en concentraciones muy bajas (<1%, generalmente entre 1 y 1.000 mg/L).
La evaluacion de este pardmetro es primordial para la evaluacion de la calidad de los alimentos,
la concentracion de antioxidantes en un sistema, y la biodisponibilidad de estos antioxidantes
en el organismo (Benitez-Estrada et al., 2020).

Los antioxidantes sustancias primordiales en los organismos vivos para mantener el equilibrio
oxidativo ya que, si bien el cuerpo gestiona la generacion de especies reactivas, la acumulacion
de estas podria danar los tejidos, metabolismo e incrementar riesgos de padecer enfermedades
graves. Algunos estudios en animales han logrado demostrar que los péptidos antioxidantes que
provienen de proteinas, tales como pechuga de pollo o higado, previenen la oxidacion de lipidos
y elevan niveles de antioxidantes en 6rganos importantes. Ademads, los péptidos antioxidantes
han demostrado ser prometedores en productos alimenticios, especialmente en productos
carnicos para lograr mantener la calidad de estos durante su almacenamiento. Estudios de
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péptidos derivados de hemoglobina bovina, higado y pechuga de pollo, fueron aplicados en
carne picada y salchichas curadas, mostrando un rendimiento antioxidante similar al
antioxidante sintético BHT, en la inhibiciéon de la oxidacion de lipidos (Lorenzo et al., 2018).
No obstante, se requiere mayor investigacion sobre la forma en la que los péptidos pueden
afectar las propiedades tecnoldgicas y caracteristicas sensoriales de los productos, como el sabor
textura y la aceptacion del consumidor.

El contenido de antioxidantes en alimentos puede ser evaluado mediante dos diferentes
métodos: midiendo su capacidad de donar electrones o atomos de hidrogeno como mecanismos.
El método de transferencia de electrones evalua la capacidad del compuesto para actuar como
agente reductor, lo que provoca un cambio de color cuando se dona un electron en la sustancia
reducida. Por otra parte, el método de transferencia de atomos de hidrégeno determina el
potencial antioxidante del compuesto mediante la capacidad que tiene para neutralizar un radical
libre cuando se dona un atomo de hidrégeno (Lafarga et al., 2017).

A pesar de que existe controversia acerca de la capacidad de extrapolar los resultados de estos
métodos obtenidos en ensayos in vitro a efectos in vivo, estos siguen siendo esenciales para
poder identificar y distinguir compuestos antioxidantes en soluciones complejas, como los
hidrolizados y péptidos de proteinas. Dado que la interaccion de los antioxidantes con radicales
libres es compleja, se considera necesario aplicar méas de un método para su evaluacion.

Los métodos mas utilizados son el ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). El método ABTS® permite evaluar
antioxidantes hidrofilicos e hidrofobicos y es independiente del pH, sin embargo, el tiempo de
reaccion es dependiente del compuesto analizado, y el radical ABTS no se encuentra de forma
natural en sistemas biologicos. Por otra parte, el método DPPH mide la capacidad de transferir
electrones o atomos de hidrogeno a un radical libre estable, provocando un cambio en la
absorbancia medida en el espectrofotometro. La ventaja de esta técnica es la simpleza y rapidez,
pero requiere de un medio organico y puede presentar interferencias si los antioxidantes que son
probados tienen absorbancias similares a la del radical DPPH.

Existen otros métodos, como el FRAP (Poder Antioxidante Reductor Férrico), el cual analiza la
capacidad de los antioxidantes de reducir iones férricos (Fe3") a ferrosos (Fe2"), siendo un
método sencillo tiene limitaciones, como su sensibilidad a compuestos donadores de electrones
o la falta de reactividad cuando actua con antioxidantes que usan el mecanismo de transferencia
de hidrogeno. Por su parte, el ORAC Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno) logra
detener reacciones en cadena y mide la capacidad que tienen los antioxidantes, tanto hidrofilicos
como lipofilicos, de neutralizar radicales libres. Sin embargo, requiere de evaluacion separada
para ambos tipos de antioxidantes, pudiendo reducir su sensibilidad (Lorenzo et al., 2018).

3.5.2. Antioxidantes Sintéticos (BHA, BHT)

Los antioxidantes pueden ser definidos como aquellas sustancias que, incluso en presencia de
concentraciones muy bajas en comparacion con las del sustrato oxidable, estos compuestos son
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capaces de ralentizar o inhibir notablemente el proceso de oxidacion de dicho sustrato
(Antolovich et al., 2002). Se han desarrollado antioxidantes sintéticos como el BHA
(butilhidroxianisol) y el BHT (butilhidroxitolueno) con la finalidad de evitar la oxidacion de
lipidos de productos de la industria alimentaria, como las carnes, aceites y sus derivados, siendo
utilizados ampliamente por ser efectivos para ralentizar el deterioro oxidativo.

No obstante, el uso de estos antioxidantes ha generado preocupacion y criticas por los posibles
riesgos para salud de las personas. Existen diversas investigaciones donde se ha vinculado al
BHT con efectos negativos, como toxicidad hepatica y renal en animales, ademds de
alteraciones en el sistema inmunoldgico y reacciones alérgicas en algunos individuos. No es
considerado un carcinogénico, sin embargo, puede promover el crecimiento de tumores en
ciertos organos, dependiendo de sus condiciones de exposicion. A pesar de los riesgos
mencionados, este antioxidante es de los mas utilizados en alimentos que contienen grasas,
donde la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) permite concentraciones de
hasta el 0,02% basandose en el contenido de grasa de los productos alimenticios terminados.
Ademas, la ingesta diaria aceptable (ADI) es de 0 a 0,125 mg/kg seglin la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion/Organizacion Mundial de la Salud
(FAO/OMS), con limites mas exigentes en la Comunidad Econémica Europea (0 a 0,05 mg/kg)
(Lanigan & Yamarik, 2002).

Por otra parte, con el BHA se han realizado estudios en animales que han sugerido que, en dosis
cronicas elevadas, puede tener efectos cancerigenos, lo que genera preocupacion de la seguridad
de este antioxidante en el organismo humano a largo plazo (Conning & Phillips, 1986). Esta
clasificacion como posible carcindgeno proviene de estudios en roedores, que fueron expuestos
a dosis altas de BHA, lo que les provoco6 hiperplasia y tumores en el estbmago. A pesar de ello,
los niveles presentes de BHA en la dieta alimentaria humana no se consideran peligrosos, pero
persiste la preocupacion sobre el riesgo a la salud con relacion a su uso prolongado. Es por lo
anterior, que la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Comité Mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) han establecido limites para el uso
en alimentos, donde la EFSA determin6é una ADI de 1,0 mg/kg/dia, basados en estudios de
toxicidad en ratas. Por otra parte, la FDA permite el uso en alimentos donde el contenido total
de antioxidantes no exceda el 0,02% de la grasa del producto (Felter et al., 2021).

3.6. Liofilizacion

En 1993, Jennings definio la liofilizacién como el proceso de estabilizacion en el que el material
se congela y se concentra el solvente (comunmente agua), para luego reducirlo mediante
sublimacion y desorcion. Por otra parte, Orrego (2003) defini6 a la liofilizacién como un proceso
de secado mediante sublimacion, el cual fue desarrollado con el propdsito de disminuir pérdidas
de los compuestos responsables del sabor y aroma de los alimentos, ya que estos suelen ser
afectados durante procesos tradicionales de secado (Ramirez-Navas, 2007).
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3.6.1. Descripcion del Proceso

El objetivo de este método es eliminar el agua de productos sensibles sin dafiarlos, como lo son
los productos bioldgicos de la industria alimentaria, logrando conservar los compuestos
relevantes que suelen perderse con los métodos convencionales de secado, por lo que da a lugar
a productos de mas alta calidad. Este proceso permite que los productos puedan ser facilmente
almacenados permanentemente y reconstituirse aplicandoles agua de forma sencilla.

La liofilizacién ha sido utilizada en la industria alimentaria, farmacéutica y quimica, gracias a
su capacidad para minimizar reacciones de degradacion al usar bajas temperaturas, permitiendo
ofrecer ventajas en la preservacion de los alimentos y materiales bioldgicos, como mantener sus
propiedades y estructura originales tras la rehidratacion. Aunque este método es costoso debido
a su velocidad lenta de secado y la necesidad de vacio, produce alimentos de alta calidad por su
sabor intenso y consistencia crocante (Ramirez-Navas, 2007).

3.6.2. Etapas del Proceso

La liofilizacion es un proceso de secado en el cual el producto a deshidratar es congelado a
presion atmosférica en su primera etapa, reduciendo la temperatura del producto hasta que el
agua en su interior se convierta en hielo en forma de cristales. Luego, se realiza la etapa de
secado primario, en el cual el agua congelada (o solvente congelado) se elimina mediante
sublimacion a condiciones de vacio en la camara. En la Figura 3, se puede visualizar las curvas
durante el proceso de liofilizacion, la linea verde representa la temperatura de las bandejas o
platos donde se dispondra el producto, la cual se mantiene relativamente constante ya que
suministra calor al producto. La linea roja corresponde a la temperatura del producto, la cual va
variando en cada etapa debido a la transferencia de calor y materia de este proceso.

Posteriormente, en la etapa de secado secundario, el agua restante ligada al producto se elimina
mediante desorcion, incrementando la temperatura del producto para facilitar el proceso.
Finalmente, se restablece la presion atmosférica y el producto final queda en forma de polvo o
solido poroso, dependiendo del material tratado.
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Figura 3. Diagrama de las Etapas del proceso de Liofilizacion (Kawasaki et al., 2019).
3.6.2.1. Congelacion

En esta etapa inicial de la liofilizacion, el agua contenida en los alimentos se cristaliza al
disminuir la temperatura por debajo del punto de congelacion, siendo un paso clave para las
propiedades finales del producto, tales como la velocidad de sublimacion, color y densidad
(Orrego A., 2008). En la congelacion del material se logra observar con frecuencia un cambio
discontinuo de temperatura, como se puede ver en la Figura 3, esto se denomina “sobrefusion”
(Kawasaki et al., 2019).

La velocidad de la congelacion del producto afecta la formacioén de los cristales de hielo y
también de su tamafio, en el caso de congelarse lentamente se generaran cristales mas grandes,
mientras que, a una rapida congelacion, se produciran cristales méas pequefios. El tamafio de
estos cristales es relevante en la eficiencia del posterior secado, ya que los cristales mas grandes
se subliman con mayor facilidad que los pequefios, lo que acelera el secado primario (Joel et al.,
2023).

3.6.2.2. Secado Primario (Sublimacion)

En esta etapa se elimina el agua libre del alimento, a través de la sublimacion, siendo un proceso
donde existe un cambio de fase de s6lido a vapor de manera directa, sin pasar por el estado
liquido. Este método se efectua bajo vacio, lo que permite que el agua sea eliminada (entre un
75-90%) de manera eficiente debido al gradiente de presion entre la muestra y el entorno
(Orrego A., 2008). Para facilitar la sublimacion, la temperatura de las bandejas o platos aumenta
controladamente, asegurando la transferencia de calor desde la superficie de los platos hacia el
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producto lo que, a su vez, induce la sublimacion del hielo del material dentro de los viales o, en
el caso de este trabajo, en las placas de Petri. En este proceso se genera vapor el cual se dirige
al condensador, donde se enfria y se convierte nuevamente en hielo.

La sublimacion se puede explicar a través del diagrama de fases del agua, el cual se muestra en
la Figura 4. En este diagrama, la linea de sublimacion se encuentra a temperaturas inferiores al
punto triple del agua (0,01°C o 273,16 K) y a presiones de vapor menores a 612 Pa (o 4.580
mTorr). Para que pueda ocurrir el procedimiento de sublimacion, el producto debe pasar por
varios puntos, segun la Figura 4: en primer lugar, el producto en condiciones normales (punto
A) debe ser congelado, disminuyendo su temperatura hasta el punto B, luego se reduce la presion
de vapor de agua por debajo de la presion correspondiente al punto triple del agua (punto C).
Finalmente, para concretar el procedimiento y convertir el hielo en vapor, se le aplica calor al
producto hasta alcanzar el punto D (Ratti, 2013).

n (mTorr)

4580

:Jd'n Temperatura{"C

Figura 4. Diagrama de fases del agua (Ratti, 2013)

En las condiciones de vacio a la que opera el liofilizador, el gradiente de presion entre la muestra
y el entorno facilita la sublimacion. Ademas, a modo de compensar la pérdida de calor que sufra
el producto durante este proceso, se transfiere energia desde los platos del liofilizador sin
provocar colapsos en la estructura del material. Dependiendo de las caracteristicas del material
y condiciones establecidas en el liofilizador, esta etapa puede prolongarse por varias horas como
se visualiza en la Figura 4, representando el mayor consumo energético del proceso (Kawasaki
etal., 2019).

Como en todo proceso de secado, la transferencia de calor y materia dependen de las condiciones
de temperatura, presion y propiedades fisicas de la muestra. A mayor espesor de la muestra,
aumenta la resistencia al flujo de calor y vapor, prolongando el tiempo de secado (Ramirez-
Navas, 2007). Respecto a la temperatura del producto, este debe ser controlado para evitar
alteraciones en su estructura. En el caso de soluciones amorfas, como las formulaciones
proteicas, la temperatura debe mantenerse entre 2 y 3°C por debajo de la temperatura de
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transicion vitrea (Tg) y temperatura de colapso (Tc), que son limites criticos para evitar el
colapso del material. La Tg representa el punto donde la muestra congelada se mantiene rigido
y estable, mientras que la Tc marca la temperatura a partir de la cual la muestra puede perder su
estructura debido al reblandecimiento de la matriz (Depaz et al., 2016).

3.6.2.3. Secado Secundario (Desorcion)

La segunda etapa del secado inicia cuando ya no queda hielo en el producto para sublimar y la
humedad proviene del agua parcialmente ligada al material en proceso de secado. La
temperatura del material se incrementa ain mas que en el secado primario, para lograr la
desorcion del agua adsorbida, logrando reducir el contenido de humedad hasta llegar a un nivel
optimo donde el producto final liofilizado se encuentre estable, evitando posibles problemas de
degradacion o pérdida de propiedades en el material tratado.

3.6.3. Métodos de Determinacion del Fin del Secado Primario

La determinacion del secado primario contempla el final cuando el ultimo cristal de hielo sea
sublimado, quedando solo agua ligada en el producto. Existen diversos métodos para identificar
este momento, en los cuales se detectan variables claves del proceso como la temperatura del
material, humedad o presion de vapor de agua en la cdmara del liofilizador (Nowak &
Jakubczyk, 2020). Entre los principales métodos utilizados se encuentran:

e Medicion comparativa de presion de Pirani: este método se basa en medir la diferencia
entre la presion medida por el sensor Pirani y el medidor capacitivo. El sensor Pirani
mide la presion en funcidén de la conductividad térmica del gas que esta presente en la
camara del equipo, mientras que el medidor capacitivo mide la presion absoluta en la
camara, la cual no se ve afectada por la composicion del gas. Cuando la sublimacion se
completa y el vapor de agua desaparezca, la presion medida por el sensor Pirani cae
bruscamente, lo que indica que el fin del secado primario.

e Prueba de aumento de presion o PIT (“Pressure Increase Test”): este método consiste
en el cierre temporal de la valvula que conecta la camara de secado con la camara de
condensacion. Cuando existe sublimacion de hielo del material, el vapor de agua
acumulado en la cdmara provocara un aumento de presion. Por otra parte, cuando la
sublimacion ha finalizado, la presion se mantendra estable, indicando el fin de esta etapa.
Existen factores que afectan este método, que incluyen el tamaio de la cdmara, el tamafio
del lote de producto y la temperatura del producto. Una cdmara de menor volumen
genera un aumento en la presion mas rapida. Un mayor tamafio de lote libera mayor
vapor liberado, por lo que acelera el aumento de la presion. Ademas, a mayor
temperatura del producto, se intensifica la sublimacion, lo que también resulta en un
incremento de la presion (Ghorpade ef al., 2022).

e Respuesta de la temperatura del producto o de la superficie de la bandeja: la temperatura
del material permanece relativamente constante en el secado primario, debido a la
absorcion del calor latente necesario para el proceso de sublimacion del hielo. Cuando
finaliza la sublimacion, se puede detectar al observar que la temperatura del producto
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comienza a aumentar. Sin embargo, esta respuesta también podria indicar un
sobrecalentamiento del producto y fusion del hielo, lo que debe ser interpretado con
precaucion y complementando con otros métodos para mayor seguridad.

e C(Cinética de los cambios de masa: este método evalua el peso del producto, el cual ird
disminuyendo progresivamente. Si el peso deja de cambiar en un periodo de 30 minutos,
se puede asumir que alcanz6 el contenido de agua en equilibrio bajo las condiciones del
proceso, finalizando la etapa de secado primario (Nowak & Jakubczyk, 2020).

4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Metodologia General

Se realiza la produccion de péptidos antioxidantes a diferentes grados de hidrdlisis, algunos de
los cuales seran liofilizados a distintas temperaturas de bandeja, mientras que otros se
conservaran en su forma de hidrolizado. Finalmente, se comparara la capacidad antioxidante
entre los péptidos liofilizados y aquellos que no fueron sometidos a liofilizacion. A
continuacion, se puede visualizar en la Figura 5 la metodologia a grandes rasgos del presente

trabajo.
Materia Prima
(Piel de pollo)
Extraccion de
Colageno
Hidrolisis Determinacién
Enzimatica contenido de Nitrégeno
Cuantn‘lca‘cmr? grupos Seleccion de 3 GH(%)
o- amino libres
Pruebas preliminares r’/\‘
para la determinacion del Hidrolizados licfilizados ‘ Hidrolizados sin liofilizar ]
fin del Secado primario + +
Liofilizacién a 3 T(°C) ] Evaluacidon de Capacidad
+ Antioxidante (%AA)

Rehidratacion y Evaluacion de
Capacidad Antioxidante (%AA)

Figura 5. Metodologia general de trabajo
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4.2. Materiales
4.2.1. Equipos

En la realizacion del trabajo y los distintos experimentos llevados a cabo, se utilizaron una serie
de equipos, los cuales se detallan a continuacion en la Tabla 1:

Tabla 1. Listado de equipos utilizados

Actividad Experimental Equipo Marca
Extraccion de colageno Olla presion eléctrica Nex
multiproposito
Balanza 5,2 g BEL

Centrifugacion de Extracto

Hidrdlisis enzimatica

Medicion método OPA

Liofilizacion

Medicion Actividad
Antioxidante

Centrifugadora
Bafio termorregulador
Bafio termorregulador

Rotor de agitacion
Agitador
Termocupla
Electrodo de pH

Espectrofotometro Orion
AquaMate 8000

Liofilizador modelo Alpha
2-4 LSCplus

Estufa modelo UM200
Balanza analitica

Congelador de temperatura
ultra baja

Agitador rotatorio 3D

Prism Microcentrifuge
Thermo Fisher Scientific
Memmert
IKA Eurostar
Fabricado en UTFSM
Mettler Toledo
Mettler Toledo

Thermo Scientific

Christ

Memmert

Haier Biomedical
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Agitador vortex -

Espectrofotometro Biobase

4.2.2. Materia Prima
e Piel de pollo (Sustrato):

Se utilizd como materia prima piel de pechuga de pollo, obtenido de la empresa Agrosuper (Vina
del Mar, Valparaiso, Chile). La piel de pollo es el subproducto escogido para el desarrollo de
este trabajo, al ser alta en proteinas, zinc, grasas y colageno. Para facilitar la posterior extraccion
de colageno, fueron cortadas en pequefios trozos de aproximadamente 1,5 kg y congeladas para
su posterior uso.

e FEnzima;:

La enzima utilizada es una proteasa tipo subtilisina (endoproteinasa de Bacillus licheniformis)
proveniente de la preparacion comercial Alcalase 2,4 L FG de Novozymes (Bagsvaerd,
Dinamarca). Esta preparacion presenta una actividad enzimatica especifica de 2,5 U/g y una
densidad de 1,08 g/mL, lo que corresponde a una actividad total de 2,7 U/mL de preparacion
enzimatica. Para las reacciones de hidrélisis, la enzima se utilizé a una concentracion final de
27 U/L de solucion.

Ademas, en relacion con su temperatura y pH 6ptimo de operacion, esta enzima tiene un rango
de operacion recomendado de 50-60°C y 6 a 10, respectivamente. El volumen de enzima
necesario (Ve [mL]) para las hidrolisis es obtenido mediante la Ecuacion 8.

eO ' S

v, = (8)

Qe

Donde ¢, es la concentracion de la enzima [mUA/g.] y la S es la masa del subproducto o
sustrato utilizado [g.]. Finalmente, el volumen obtenido corresponde exclusivamente al
volumen de enzima requerida, el cual se anadi6 directamente a la mezcla sin necesidad de
dilucion, el calculo de este se puede ver en el “Anexo A”.

4.3. Método

4.3.1. Disefio Experimental

El trabajo consiste en la realizacion de 9 experimentos, resultado de la combinacion de 3 grados
de hidrolisis y 3 temperaturas de bandeja en el proceso de liofilizacion. Los grados de hidrdlisis
a estudiar son: sin hidrolizar (GH1), grado de hidr6lisis medio (GH2: ~5%) y grado de hidrolisis

alto (GH3: ~10%). Las temperaturas de bandeja estudiadas son 30°C (T1), 40°C (T2) y 50°C
(T3). Para facilitar la identificacion de cada experimento, se utiliza un cddigo que combina el
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grado de hidrdlisis (GH) y la temperatura de bandeja (T), asignando valores especificos a cada
variable.

4.3.2. Extraccion de colageno

La extraccion de colageno desde piel de pollo se realizé en una olla a presion “Instant Pot”,
donde se introdujo 1,5 kg de agua destilada y 1,5 kg de piel de pollo por 1 hora a presion media.
Al término de este proceso, se procedio a colar la piel de pollo (sélido residual), el extracto y el
aceite obtenido. Se debe realizar cuando aun este caliente el procedimiento, para que las fases
de extracto y aceite (grasa) se puedan separar de manera eficiente, debido a que si se enfria la
fase acuosa gelatiniza y, de ser asi, se debe volver a calentar o bien separar por centrifugacion.
Este extracto acuoso, obtenido de la coccion de piel de pollo, contiene el colageno de interés
para realizar la hidrdlisis y preparacion de los péptidos antioxidantes. Finalmente, se pesa el
extracto total obtenido, se dispuso en botellas y se mantienen en el congelador.

Dado que la olla a presion no proporciona un registro de la temperatura alcanzada en funcion
del tiempo y la presion establecida, se utilizd un registrador de datos de alta precision
“HiTemp140-TD-2” (MadgeTech) para monitorear la temperatura durante el proceso. Este
dispositivo permite medir temperaturas en un rango de -40°C a +140°C, y los datos obtenidos
fueron posteriormente analizados mediante el software MadgeTech Data Logger, disefiado para
facilitar la descarga y revision de la informacion registrada.

Luego de la extraccién de colageno, el extracto obtenido se sometid a un proceso de
centrifugacion para eliminar los s6lidos en suspension y mejorar la pureza del colageno soluble.
Para ello, las muestras previamente congeladas fueron sometidas a un termorregulador a 50°C
durante 30 minutos para su descongelacion. Posteriormente, se realizd la centrifugacion a 4.200
RPM durante 13 minutos. Una vez completada esta etapa, el sobrenadante fue filtrado con gasa
para eliminar posibles residuos sélidos remanentes. Finalmente, el extracto purificado se
almacend en congelacion hasta su uso en las etapas posteriores del estudio.

Se realiz6 un andlisis de humedad al extracto extraido, arrojando un contenido promedio de
humedad del 83,55%, lo que corresponde a un 16,45% de sélidos totales. Este resultado indica
que la mayor parte del extracto corresponde a agua, lo cual es esperable considerando que el
proceso de extraccion se llevd a cabo en un medio acuoso y que el colageno extraido se
encuentra mayormente disuelto o suspendido en dicha fase.

4.3.3. Determinacion del contenido de proteina

La cuantificacion del porcentaje de proteina presente en el extracto de coldgeno es necesario
para, posteriormente, calcular el grado de hidrélisis (GH). Este contenido se obtiene a partir de
la cuantificacion de nitrégeno soluble organico por el Método Kjeldahl (ver procedimiento en
“Anexo B”). Este método estandar consiste en tres etapas consecutivas, siendo la primera
Digestion, seguida de la Destilacion y, por ultimo, la Valoracion. La digestion se realiza con
acido sulftrico y un catalizador para descomponer la muestra, destilacion con hidréxido de
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sodio para liberar el ion amonio retenido en acido borico y, finalmente, valoracion con un acido
fuerte estandarizado para poder cuantificar el nitrogeno total presente en la muestra.

El método Kjeldahl permite determinar el nitrégeno total (TKN), que incluye tanto el nitrogeno
organico, presente en proteinas, aminodcidos, entre otros compuestos, como el nitrégeno
inorganico en forma de amoniaco (NH3) o ion amonio (NH4") (VELP, 2023).

A partir de este procedimiento, la cantidad de nitrégeno en la muestra se calcula con la siguiente
ecuacion:

l
TKN (mg) = V,q(mL) - PMy (%) - Normalidad (?) 9

Donde Vg4 es el volumen equivalente del acido consumido en la titulacion, PMy es el peso

molecular del nitrogeno (14,007 g/mol) y la normalidad corresponde a la concentracion
equivalente del acido valorante.

El porcentaje de nitrégeno se determina mediante la ecuacion:

TKN(9) ) 100

muestra (g) (10)

%TKN = <
Para determinar la masa de muestra utilizada en el procedimiento se requiere de la densidad del
hidrolizado, por lo que se tomaron cinco alicuotas utilizando una micropipeta de volumen fijo.
Cada muestra fue pesada en una balanza analitica y, a partir de los valores obtenidos, se calculd
el promedio de la masa. Como resultado, se obtuvo una densidad de 0,996 g/mL.

Luego, para estimar el contenido de proteinas a partir del TKN, se utiliza un factor de conversion
especifico (fy [gp/gn]), segin se muestra en la Ecuacion 11. Este factor varia en funcion del
tipo de muestra analizada; algunos de los valores mas comunes se presentan en la Tabla 2.

Contenido de proteina = TKN * fy (11)
Tabla 2. Valor del factor de conversion de nitrégeno total a proteina para distintas muestras (VELP, 2023)
Muestra Valor Factor de conversion fy
Lacteos 6,38
Carnes, huevos, maiz 6,25
Harina de trigo 5,70

Se analizaron cinco muestras, obteniéndose un contenido de nitrogeno promedio de 0,22% y
contenido de proteina de 1,40% £ 0,111.
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4.3.4. Hidrolisis Enzimatica

Las hidrolisis enzimaticas se llevaron a cabo en un reactor batch agitado mecanicamente,
equipado con un bafio termorregulado a 55°C. El pH de reaccidon se mantuvo en 6,5, sin control
externo, dado que este valor es el nativo del sistema. La hidrolisis se realizo durante 4 horas,
con el objetivo de determinar la concentracion de grupos a-aminos en el extracto de colageno
mediante el método OPA.

El equipo titulador utilizado cuenta con un rotor, vastago agitador y una termocupla, lo que
permite realizar un seguimiento preciso de la agitacion y la temperatura dentro del recipiente de
reaccion. Mientras el sistema alcanzaba la temperatura deseada, se prepararon y etiquetaron 11
tubos Eppendorf de 1,5 mL, cada uno conteniendo 500 puL (0,5 mL) de acido tricloroacético
(TCA) al 10% (v/v), afiadidos mediante micropipeta. EI TCA tiene el objetivo de inactivar la
enzima de manera inmediata en las muestras extraidas.

Al alcanzar el recipiente la temperatura de 55°C, se retir6 una primera muestra de 500 pL en el
"tiempo 0" (tiempo previo a la adicioén de la enzima) y se depositd en un tubo preparado con
TCA. A continuacion, se anadio el volumen correspondiente de enzima Alcalase, asegurando
previamente que su pH fuera de 6,5 para evitar alteraciones en el pH del sistema, y se comienza
a cronometrar la reaccion. Posteriormente, se tomaron muestras en los siguientes tiempos: 0, 4,
7, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180 y 240 minutos, depositandolas en los tubos correspondientes. En
caso de ser necesario, las muestras fueron centrifugadas para obtener el sobrenadante
hidrolizado en estado soluble y depositarlos en tubos Eppendorf vacios y nuevamente
etiquetados. Finalmente, los tubos con sobrenadante fueron congelados para su posterior analisis
y cuantificacion de grupos o-aminos.

Inicialmente, se realiz6 una hidrdlisis exploratoria bajo las condiciones establecidas (55°C, pH
6,5, 50 mL de extracto y 1 mL de Alcalase) para evaluar la evolucion del grado de hidrolisis.
La cantidad de enzima utilizada se determiné a partir de la relacion entre la concentracion de
Alcalase, el volumen de extracto y la actividad enzimatica de la enzima. Sin embargo, con base
en estudios previos, se decidi6 emplear el doble del volumen calculado, es decir, 1 mL de
Alcalase, para garantizar una hidrolisis eficiente. Esto se fundamenta en la diferencia de
composicion del extracto utilizado en este estudio respecto al trabajo previo, en el cual la
hidrolisis se realizd con un extracto diluido al 50% con agua desionizada. En este caso, al
emplear extracto puro, el cual tiene un 83,55% de humedad, fue necesario ajustar la dosificacion
de la enzima para mantener una actividad comparable.

A partir de la curva de hidrdlisis obtenida, se seleccionaran dos grados de hidrdlisis
representativos: uno medio y otro maximo, ademas del stock de extracto sin hidrolizar. Estos
valores serviran como referencia para la produccion del stock de hidrolizados, los cuales seran
utilizados en las siguientes etapas del estudio, incluyendo liofilizacion y determinacion de
actividad antioxidante (%0AA).
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Es importante destacar que, para inactivar la enzima en las hidrolisis realizadas con los grados
de hidrolisis determinados, se aplica un tratamiento térmico a alta temperatura. Este proceso se
lleva a cabo en un bafio a 90°C durante 15 minutos. Ademas, se retira el recipiente de la solucion
de hidrélisis 2 minutos antes de finalizar el tiempo estipulado, con el objetivo de asegurar la
detencion adecuada de la reaccion.

4.3.5. Cuantificacion grupos a-amino liberados

La formacion de péptidos durante la hidrolisis se evalua mediante la cuantificacion de grupos
a-amino libres, ya que su cantidad es directamente proporcional al nimero de enlaces peptidicos
que se han roto en el proceso. Para este procedimiento se utilizd el reactivo OPA y un
espectrofotometro ajustado a una longitud de onda de 340 nm. Considerando que es la primera
vez realizando este método con estas muestras, se realizd una dilucion previa 1:10 y luego 1:20
para medirlas.

La medicion se realizdé anadiendo 0,200 mL de muestra diluida a la celda de vidrio de
espectrofotometria, afiadiendo después 1,5 mL de reactivo OPA (ver procedimiento en “Anexo
C”), dejando transcurrir dos minutos antes de la lectura. Todas las mediciones se realizaron por
duplicado o triplicado con el fin de asegurar la precision de los resultados.

La cuantificacion se llevo a cabo mediante una curva de calibracion construida a partir de
soluciones de serina en concentraciones conocidas. Para la preparacion de la curva de
calibracion, se disolvieron 1 mL de serina en 9 mL de agua desionizada, obteniendo una solucion
madre con una diluciéon 1:10. A partir de esta solucidn, se prepararon diferentes concentraciones
de serina, tomando 200, 400, 600, 800 y 1000 puL de la soluciéon madre y afiadiendo agua
desionizada para completar el volumen correspondiente. Estas concentraciones fueron luego
utilizadas en el mismo procedimiento de medicion que las muestras del proceso, mezclandolas
con 1,5 mL de reactivo OPA y esperando 2 minutos antes de medir la absorbancia. Los
resultados de absorbancia de las muestras se compararon con los obtenidos en la curva de serina.
En caso de que la absorbancia de alguna dilucidon se mantuviera dentro del rango de la curva de
serina, se utilizd esa dilucion como referencia para las muestras de la misma hidro6lisis. Por otro
lado, si con el paso del tiempo las muestras presentaban absorbancias fuera del rango de la curva
de serina, se opt6 por aumentar la dilucion de la muestra en relacion con la original (en el tiempo
0) para asegurar que los resultados se mantuvieran dentro del rango adecuado.

El blanco se determiné utilizando agua en lugar de muestra o estandar, con la misma adicion de
reactivo OPA. La curva de calibracion, construida a partir de estos estandares, permitio obtener
una ecuacion lineal que relaciona la absorbancia con la concentracion de grupos a-amino libres.
A partir de esta ecuacion y de las absorbancias obtenidas en las muestras de hidrolisis, se
determinaron las concentraciones de los grupos a-amino liberados durante el proceso.

La concentracion de grupos o-amino libres en determinado tiempo de la reaccion (Cip)) se

calculé como la diferencia entre la concentracion de grupos alfa amino libres presentes en ese
tiempo t y la concentracion presente en el t=0, como se muestra en la Ecuacion 12:
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C(t) [mM] = Ca amino libres,t [mM] - Ca amino libres,t=0 [mM] (12)

La concentracion de grupos alfa amino libres en cada tiempo (C 4 gmino 1ipres,t) considera tanto
la dilucion realizada al preparar la muestra como la dilucion adicional provocada por la adicion
de TCA al 10% (v/v) durante la fase de hidrdlisis enzimadtica, utilizada para inactivar las
enzimas, como se indica en la Ecuacion 13:

Ca amino libres,t [mM] = Ca amino libres,medicion OPA [mM] ’ DiluCionmuestra ' DiluCionTCA(13)

4.3.6. Grado de Hidrolisis
Como anteriormente se menciona en la seccion de “Antecedentes Generales”, el grado de
hidrolisis se define por la Ecuacion 1. Para determinar el h;,;, este se estima en funcion del

porcentaje de proteina presente en la piel de pollo en su estado original (donde P: proteina, E:
extracto de piel de pollo y N: nitrégeno):

moles N por gg [%Ol]
E

mmol] (14)
tot = 0
gr Proteina %
In
N Q_E] mmol
moles N por eyt = g 1000 ] (15)
M(N) [ N ] gk
mol
La cantidad de nitrégeno se calcula a partir del 1,40% de proteina obtenido previamente:
0,
protemal®l 0,014 |2 on
= = 0,00224 [g—] (16)
E

Factor de conversion 6,25 [:Z_P]
N

Finalmente, el valor de los enlaces peptidicos totales por gramo de proteina (hy) es de 11,42
[mmol/gp].
Para evaluar la hidrdlisis mediante el método OPA, se realiz6é un seguimiento de la reaccion
hasta las 4 horas (240 minutos) para obtener la curva de hidro6lisis, realizando esta metodologia
en duplicado con los mismos tiempos en la toma de muestras. A partir de estos datos, el valor
de “h” puede calcularse en cualquier tiempo de reaccion utilizando la siguiente Ecuacion 17:
L Cit[mM]/1000
(Proteina [%]/100) * pgxtracto[9/mL]

(17)

Donde pg es la densidad del hidrolizado de piel de pollo.
4.3.7. Liofilizacion

El liofilizador utilizado en este estudio es el modelo Alpha 2-4 LSCplus. Durante el proceso, las
muestras se colocaran en una de las bandejas dentro de la cdmara de liofilizacion, la cual operara
bajo las condiciones especificas establecidas para el procedimiento. En la fase de liofilizacion,
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el condensador se encargard de condensar los vapores generados por la sublimaciéon del agua
contenida en el producto (etapa de secado primario), antes de que estos sean conducidos al
sistema de bomba de vacio. Por ultimo, la bomba de vacio generaré la presion necesaria para
garantizar el correcto desarrollo del proceso de liofilizacion.

Para la liofilizacion, se distribuyeron 138 g de hidrolizado en tres placas de Petri de 90 mm de
diametro, ubicadas dentro de una bandeja del liofilizador de 200 mm de didmetro. La disposicion
de las placas se realizd de manera que se cubriera la mayor superficie posible de la bandeja,
favoreciendo la transferencia de calor y materia durante el proceso de secado. Esta configuracion
permitid una distribucion homogénea del hidrolizado, mejorando la eficiencia de la liofilizacion.

Previo a la liofilizacion, las muestras fueron inicialmente congeladas en un congelador
convencional a —18°C. Posteriormente, una hora antes del inicio del proceso de liofilizacion, se
trasladaron a un congelador de ultra baja temperatura (—85°C) marca Haier Biomedical, con el
objetivo de asegurar una congelacion mas completa y homogénea del material, condicion
fundamental para favorecer la sublimacion durante la etapa de secado primario.

Una vez finalizado el proceso de liofilizacion, las muestras secas fueron inmediatamente
envasadas en bolsas tipo Mylar de aluminio, selladas al vacio de forma manual, con el fin de
protegerlas de la humedad, la luz y el oxigeno. Posteriormente, se almacenaron en un lugar seco
y a temperatura ambiente hasta su uso.

El control del liofilizador se realiza mediante el software SCADA LPCplus, el cual permite
programar y monitorear de manera automatica los parametros operativos, tales como la
temperatura de las bandejas, la presion en la cdmara y el tiempo del proceso. Para llevar a cabo
las pruebas de liofilizacion, se estudiaron tres temperaturas de bandeja: 30, 40 y 50°C, bajo una
presion de 0,3 mbar.

4.3.7.1. Determinacion fin del secado primario

El fin del secado primario serd determinado mediante la aplicacion del método Prueba de
aumento de presion o PIT (“Pressure Increase Test”), el cual consiste en cerrar temporalmente
la valvula que conecta la camara de secado con el condensador durante 30 segundos y en
intervalos de 10 minutos, con el objetivo de observar el comportamiento de la presion dentro de
la cadmara.

Se considerara que el secado primario ha finalizado cuando, tras la aplicacion del PIT, la presion
no aumente de manera continua ni significativa, observandose una disminucion gradual y luego
manteniéndose estable, lo que indica que ya no se estad generando vapor de agua a partir de la
sublimacion del hielo.

Este criterio sera complementado con el Analisis del perfil de temperatura del producto,
considerando que durante la sublimacion el material mantiene una temperatura constante debido
al consumo de calor latente. Asi, una vez que la sublimacion finaliza, se espera observar un leve
aumento en la temperatura del producto, lo cual serd interpretado como un criterio adicional

36



para verificar el término del secado primario. La combinacion de ambos criterios tiene el
propdsito de una verificacion mas precisa y segura de esta etapa del proceso.

4.3.7.2. Medicion de humedad

La medicion de la humedad tiene como objetivo la obtencion de la humedad al finalizar la etapa
de secado primario en la liofilizacién. Para la determinacion del porcentaje de humedad, se
rotularon placas de Petri y se realiz6 el andlisis por duplicado. Primero, se peso la base seca de
cada placa de Petri sin tapa y se registré su masa (mi). Luego, se pesaron 0,100 g de muestra
liofilizada (m2) sobre la placa utilizando una espatula. Las placas, semi destapadas, se colocaron
en una estufa de vacio a 105°C por 2 horas. Finalizado el tiempo, se apagd la estufa, se retir6 el
vacio, y las placas se taparon y trasladaron a un desecador hasta enfriar a temperatura ambiente
(30-45 minutos). Posteriormente, se pesdé nuevamente cada placa con la muestra seca y se
registré el valor (m3) (Flores et al., 2021). El porcentaje de humedad se calcul6 por diferencia
de peso, seglin la siguiente ecuacion:

m, —(mg—m
% Humedad = < 2 (m3 1)> 100 (18)
2
Donde:

m;: masa de la placa de Petri vacia (g)

my: masa de la muestra liofilizada (g)

m3: masa de la placa con la muestra seca (g)
4.3.7.3. Rehidratacion

Con el objetivo de comparar de forma equitativa los hidrolizados liquidos originales y las
muestras posteriormente liofilizadas, estas tltimas fueron rehidratas ajustando la concentracion
de solidos al mismo nivel que presentaban antes de la liofilizacion (16,45% m/v).

Este procedimiento se sustenta en metodologias previas aplicadas a matrices biologicas
liofilizadas. Por ejemplo, en el estudio de Castro-Albarran ef al. (2017) reconstituyeron leche
humana materna liofilizada mediante la adicion de agua en proporcion al contenido original de
humedad, lo que restablece el estado previo de la leche al proceso de secado. Este procedimiento
permitié asegurar la comparabilidad entre la muestra liquida original y la muestra rehidratada
para posteriores analisis de propiedades bioactivas.

Procedimiento:

1. Se peso la cantidad de liofilizado correspondiente al contenido de sélidos presente en
I mL del hidrolizado liquido original (164,5 mg).

2. Se disolvio esta masa en agua destilada hasta completar un volumen final de 1 mL.

3. La mezcla se agitd suavemente (vortex, 30 segundos) y se dejo reposar 10 min a
temperatura ambiente, asegurando la completa reconstitucion sin desnaturalizar los
péptidos.
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4.3.8. Determinacion Actividad Antioxidante (%AA)
4.3.8.1. Método DPPH

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se emplea un método basado en la captura
de radicales libres. La actividad antioxidante se evalia mediante una reaccion de captura de
radicales libres utilizando 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), un reactivo que presenta un
color violeta que se vuelve incoloro cuando es reducido por el efecto de un compuesto
antioxidante. El DPPH en su forma oxidada presenta un color morado intenso, que se va
desvaneciendo hacia un color amarillo conforme se reduce en presencia de antioxidantes (ver
Figura 6).

El efecto de captura del radical DPPH se cuantifica mediante la relacion entre las absorbancias,

utilizando la siguiente ecuacion (Nufiez ef al., 2023):

Abs control — (Abs muestra — Abs blanco)
Efecto de captura (%) = hs cortrol -100 (19)
s contro

Donde:

e Abs muestra: es la absorbancia de los hidrolizados de piel de pollo con DPPH
e Abs control: es la absorbancia del DPPH sin los hidrolizados,
e Abs blanco: es la absorbancia de los hidrolizados de piel de pollo sin DPPH.

Para la preparacion de la solucion de DPPH, se disolvio en etanol de grado analitico (99%) a
una concentracion de 30 mg/L. Para cada muestra, se cargaron 140 pL de muestra y 1,4 mL de
la solucion de DPPH en tubos Eppendorf, los cuales se cubrieron con papel de aluminio para
evitar la exposicion a la luz, y se agitaron en un agitador orbital durante 1 hora a temperatura
ambiente (25°C).

El control se prepard una sola vez por tanda de analisis durante el dia, mezclando 140 pL de
agua destilada con 1,4 mL de la solucion de DPPH, y se someti6 a las mismas condiciones de
agitacion. Por su parte, los blancos se elaboraron mezclando 140 pL de muestra con 1,4 mL de
agua destilada. Finalmente, la absorbancia de todas las muestras fue medida a 520 nm en un
espectrofotometro.

Cabe destacar que las absorbancias medidas deben dar mayores a 0,1 y la absorbancia del control
debe dar entre 0,7-0,9.

No} Q NO“ Q

. H
Antioxidante —

NO, NO,
\ 7

B ]

Figura 6. Reaccion del ensayo de DPPH (Vazquez Matias, 2024)
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4.3.8.2. Método ABTS*

El método ABTS" es ampliamente utilizado por su sensibilidad y reproducibilidad para evaluar
la capacidad antioxidante de las diferentes muestras mediante la medicion de la reduccion del
ion ABTS" en presencia de un antioxidante. Este ion se genera a partir de la oxidacion del ABTS
con persulfato de potasio, adquiriendo un color azul verdoso caracteristico. En esta reaccion, el
ABTS y el persulfato de potasio reaccionan estequiométricamente en una proporcion 1:0,5, lo
que resulta en una oxidacidn parcial y controlada del ABTS, generando ABTS" en equilibrio.
A medida que el ABTS" es reducido por compuestos antioxidantes, su color se desvanece
progresivamente hasta volverse casi incoloro (ver Figura 6). Esta variacion de color permite
calcular el efecto de captura del radical ABTS* por parte de los antioxidantes presentes en la
muestra, utilizando la Ecuacion 20 (Nuiez et al., 2023):

0 , , _ (Ao B Am)

% Captura del radical libre = — 100 (20)

(o]

Donde

e Ay eslaabsorbancia de la muestra evaluada
e A, es la absorbancia del blanco.

Para preparar la solucion de ABTS" (Lopez do Campo, 2017), se disuelven 7 mM de ABTS
(acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) y 2,45 mM de persulfato de potasio en
agua destilada. Ambas soluciones se mezclan en una proporcion 1:1 (v/v) y se dejan reposar a
temperatura ambiente, protegidas de la luz, durante 12 a 16 horas. La solucion obtenida es
estable durante un méaximo de 2 dias a temperatura ambiente.

Posteriormente, se diluye la solucion resultante (ABTS + Persulfato de potasio) con etanol
99,99% hasta alcanzar una absorbancia de aproximadamente 0,7 a 734 nm, utilizando un factor
de dilucion de 50.

Para la medicion de la actividad antioxidante, se afiaden 15 pL de la muestra a evaluar a 1,5 mL
de la solucion de ABTS' diluida. La mezcla se agita durante 6 minutos a temperatura ambiente.
La absorbancia se mide a 734 nm utilizando un espectrofotometro.

El control (blanco A,) se prepara sustituyendo la muestra por 15 pL de etanol 99,99% y
manteniendo los 1,5 mL de ABTS" diluido previamente.

S S0,-
- -0 = 3
OS A s N= SWS(” + Antioxidante ’s\!/\,/S_ N= U
\/Q\ )N ,N'J\/ K505 \/‘LN}"CH," N
N CaHg 5 2Hs
C2Hs 2Hs

i

Figura 7. Reaccion del ensayo de ABTS+ (Vazquez Matias, 2024)
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4.3.9. Analisis estadistico: ANOVA LSD Fisher

Los resultados se presentan como el valor medio + desviacion estdndar de tres réplicas, cuyo
analisis estadistico se realizé mediante el software InfoStat. Para evaluar si existian diferencias
significativas entre los tratamientos, se aplico un Analisis de Varianza (ANOVA). Este analisis
permite establecer si, en general, las medias de los grupos comparados presentan variaciones
que se atribuyen al tratamiento y no al azar, a través del calculo de un valor estadistico 'y su
respectivo valor de significancia (p-valor). Se consideré un nivel de significancia del 95%,
correspondiente a o = 0,05.

Una vez comprobada la significancia del modelo (p <0,05), se procedi6 a realizar una prueba
de comparaciones multiples de Fisher (LSD; Least Significant Difference), el cual permite
comparar pares de medias con el objetivo de identificar especificamente cuéles tratamientos
presentan diferencias estadisticamente significativas entre si. Este método calcula una
Diferencia Minima Significativa (DMS) que funciona como umbral para establecer la
significancia entre pares de tratamientos. Si la diferencia entre dos medias es mayor a la DMS
calculada, se considera que estas difieren significativamente.

En los resultados generados por /nfoStat, las medias de los tratamientos se presentan con letras
asignadas automaticamente por el programa. Tratamientos que comparten una misma letra no
presentan diferencias significativas, mientras que aquellos con letras distintas son considerados
significativamente diferentes (p < 0,05). Ademas, el programa reporta el valor del error estandar
(E.E.), el error cuadratico medio (CM error) del ANOVA, el valor de la DMS vy el coeficiente
de variacion (CV), lo que permite interpretar con mayor detalle los resultados obtenidos (Di
Rienzo et al., 2008).

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Extraccion de colageno

Para la extraccion de colageno, se realizaron tres extracciones térmicas utilizando piel de pollo
y agua destilada en proporciones 1:1. Al término de cada extraccion, se separaron las fracciones
principales: el extracto acuoso, grasa (aceite), residuo solido (cuero) y la pérdida de agua. En la
Tabla 3 se presentan las masas correspondientes a cada fraccion, respecto a la masa inicial
utilizada, y el rendimiento del extracto calculado en funciéon de la masa inicial de piel de pollo
(1.500 g).

Tabla 3. Composicion y rendimiento de la extraccion de colageno

Extracto Grasa (g) Sélido Pérdida de | Rendimiento
acuoso (g) 8| residual (g) | agua(g) | extracto (%)

1.617+89 | 581+79 617 +25 184 +73 108+ 6

El rendimiento del extracto acuoso tuvo un valor promedio de 108%, este comportamiento se
explica por la liberacion de agua contenida naturalmente en los tejidos de la piel de pollo durante
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su coccion, ademas de la disolucion de compuestos solubles de la piel de pollo en el medio
acuoso. Estos resultados sugieren que este método resultd ser efectivo para la extraccion de
colageno, bajo condiciones controladas de tiempo y presion, y monitoreo de la temperatura. Se
obtiene una gran fraccion de grasa, la cual se separ6 mediante decantacion. Por otra parte, la
pérdida de agua calculada en cada extraccion es atribuible principalmente a las pérdidas por
evaporacion inherentes a la coccion.

Durante el proceso de extraccion, se realizé el monitoreo de la temperatura interna de la olla a
presion en dos de las tres extracciones realizadas. A continuacion, se presentan los perfiles de
temperatura en funcion del tiempo en la Figura 6 y 7:

Temperatura de extraccion en el tiempo 1

Temperatura [°C]
e e
A OO 0 O N D
o O O O o o

N
o

0
16:04:48 16:19:12 16:33:36 16:48:00 17:02:24 17:16:48 17:31:12 17:45:36 18:00:00

Tiempo [hh:mm:ss]
Figura 8. Perfil de temperatura primera extraccion.

Temperatura de extraccion en el tiempo 2

140
120
100
80
60
40
20

0
11:45:36 12:00:00 12:14:24 12:28:48 12:43:12 12:57:36 13:12:00 13:26:24 13:40:48

Tiempo [hh:mm:ss]

Temperatura [°C]

Figura 9. Perfil de temperatura segunda extraccion

En ambas extracciones, la temperatura maxima registrada fue de 114,63°C y 114,46°C,
respectivamente, con un promedio de 114,29°C. Esta temperatura maxima se mantuvo estable
bajo las mismas condiciones de presion y tiempo de coccion. No se registrd el perfil de
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temperatura para la tercera extraccidn, sin embargo, se asumid un comportamiento térmico
similar considerando la consistencia observada bajo las mismas condiciones.

5.2. Hidrolisis Enzimatica

5.2.1. Curva de Concentracion de Grupos a-amino libres en el tiempo y Grado de
Hidrdlisis

Se realizd la curva de concentracion de grupos a-amino libres en el tiempo (4 horas) en
duplicado, determinada mediante el método OPA a lo largo del tiempo. Con el objetivo de
seleccionar dos grados de hidrélisis cercanos al 5% y 10%, se identificaron, en ambos
duplicados (ver Tablas 8 y 9 del “Anexo D”), los tiempos correspondientes mas cercanos a
dichos valores, los cuales fueron 7 y 120 minutos, respectivamente.

Para estimar la concentracion tedrica promedio de grupos a-amino libres durante la hidrolisis,
se aplico un modelo cinético no lineal del tipo logaritmico, descrito por la siguiente ecuacion
(Valencia et al., 2019):

1
P = Eln(abt +1) (21)

La Ec. 21 representa la concentracion de producto (P) como funcion del tiempo (7) durante la
hidrolisis enzimatica. Este modelo describe adecuadamente la cinética de la hidrolisis proteica,
mostrando un rdpido incremento inicial en la concentracién de producto seguido de una
estabilizacion conforme avanza el proceso. No obstante, los pardmetros cinéticos “a”y “b”
consisten en un grupo de constantes cinéticas que dependen de los mecanismos cinéticos
postulados para la reaccion. Estas constantes fueron ajustadas mediante la herramienta Solver
de Excel, minimizando la suma de errores cuadraticos entre los valores experimentales y
tedricos. A continuacion, en la Figura 10 se muestra el ajuste en la curva de concentracion de

grupos a-amino libres en el tiempo:
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Concentracion de grupos a-amino libres en el tiempo
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Figura 10. Concentracion grupos a-amino libres ajustado al modelo logaritmico

Esta modelacion permitio suavizar la variabilidad entre duplicados y obtener una concentracion
promedio mds precisa, utilizada posteriormente para el célculo de los valores de “h” y, en
consecuencia, del Grado de Hidrolisis. De este modo, a los 7 minutos de hidrélisis se alcanzd
un GH de 4,97%, mientras que a los 120 minutos se obtuvo un GH de 9,87%, como se puede
observar en la siguiente Tabla 4:

Tabla 4. Cdlculo del numero de enlaces peptidicos hidrolizados (h) y grado de hidrolisis (GH) a partir de la concentracion

teorica ajustada mediante regresion logaritmica no lineal.

Tiempo Conc.. Prom. anc. Prom.
[min] Experimental | Ajustadoal |h[mmol/g]| GH [%]
[mM] modelo [mM]
0 0 0 0 0
4 6,894 + 0,72 6,462 0,46 4,06
7 7,368 £ 1,04 7,909 0,57 4,97
10 10,123 £ 0,36 8,859 0,64 5,56
20 10,333 £ 0,39 10,744 0,77 6,75
30 11,375+ 0,72 11,861 0,85 7,45
60 12,534 + 0,43 13,786 0,99 8,66
90 14,854 + 0,75 14,917 1,07 9,37
120 16,040 * 0,82 15,721 1,13 9,87
180 17,015+ 0,75 16,855 1,21 10,58
240 18,281 + 0,80 17,660 1,27 11,09
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Se realiz6 el proceso de hidrolisis en esos dos tiempos, calculando el Grado de Hidrolisis en
triplicado, cuyos resultados confirman la consistencia del procedimiento, respaldando su
replicabilidad:

Tabla 5. Datos experimentales en triplicado con la concentracion de grupos a-amino libres en el tiempo [mM] y grado de
hidrdlisis [%] para corroborar tiempo escogido para las hidrolisis enzimdtica

T[‘;'Elp]" h [mmol/g] | GH [%]
0 0 0
7 0,45+ 0,08 | 4,68 + 0,66
120 | 1,14+0,06 | 9,97 £ 0,54

5.3. Liofilizacion
5.3.1. Determinacion Tiempo de Secado Primario
Para cada combinacion de grado de hidrolisis y temperatura de bandeja, se obtuvieron los

respectivos graficos generados por el liofilizador, los cuales se presentan a continuacion. Para
facilitar la identificacion de cada experimento, se les asign6 de a siguiente manera:

Tabla 6. Asignacion de codigo para cada combinacion de tratamientos

Grado de hidrolisis [%] | Temperatura de bandeja [°C] | Coddigo Experimento

0 30 GH1-30

0 40 GH1-40

0 50 GH1-50

~5 30 GH2-30

~5 40 GH2-40

~5 50 GH2-50

~10 30 GH3-30

~10 40 GH3-40

~10 50 GH3-50

Cada condicion experimental fue realizada en triplicado, registrandose pardmetros como la
temperatura de la bandeja, la temperatura del producto y la medicion comparativa de la presion
con medidores sensibles al vapor (Pirani y Capacitivo). Ademas, se aplico al menos una vez por
combinacion la prueba de incremento de presion, el cual permite estimar el término del secado
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primario. Esta prueba fue clave para evaluar el momento en que la muestra dejaba de contener
agua libre, lo que se interpreta al observar la estabilizacion en el comportamiento de la prueba.

A continuacidn, se presentan los graficos en triplicado con los registros de temperatura y presion
en el tiempo, para la combinaciéon de GH1-30. Los resultados obtenidos para las demas
combinaciones pueden revisarse en el “Anexo E”.
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Figura 11. Liofilizacion de la muestra GHI-30 (Triplicado 1)
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Figura 12. Liofilizacion de la muestra GHI-30 (Triplicado 2)
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Figura 13. Liofilizacion de la muestra GHI1-30 (Triplicado 3)

En esta condicion, el secado primario se consider6 finalizado tras aproximadamente 9:00 horas
del proceso, momento en el cual la curva de presion se mantuvo constante, sin variaciones
significativas.
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Analisis general del tiempo de secado primario

Los resultados obtenidos muestran que, en todas las condiciones evaluadas, el aumento de la
temperatura de bandeja del liofilizador se relaciond con una disminucion en el tiempo de
finalizacion del secado primario. Esta tendencia se presenté de forma consistente en las tres
condiciones evaluadas de grado de hidrélisis (GH1, GH2 y GH3), lo que confirma la influencia
directa de la temperatura sobre la velocidad del proceso de sublimacion.

Ademas, se evidencié que el grado de hidrolisis también tuvo un efecto sobre la duracion del
secado primario. Para una misma temperatura de bandeja, las muestras sin hidrolizar (GH1)
requirieron tiempos ligeramente mayores de secado primario en comparacion con GH2 y GH3,
lo cual puede estar asociado a diferencias en la estructura del material, que afectan su capacidad
de retencion de agua y su comportamiento durante el secado. A continuacion, se presentan en
la Tabla 7 los tiempos estimados anteriormente para cada condicion, junto con el porcentaje de
reduccion del tiempo de secado primario, utilizando como referencia base la condicion de
temperatura de bandeja de 30°C para cada grado de hidrolisis. Para las combinaciones en las
que el fin del secado primario se registrd en tiempos distintos entre réplicas, se calculé un
promedio de los tiempos obtenidos. Esto permitio representar de manera consistente la duracion
del secado primario para cada combinacidon experimental.

Tabla 7. Tiempos de secado primario y su reduccion porcentual de tiempo respecto a la condicion base de 30°C

Condicion Tiempo [h] Reduccion de
tiempo [%)]

GH1-30 9 -

GH1-40 6,5 27,8%
GH1-50 6,13 31,9%
GH2-30 8,25 -

GH2-40 7,13 13,6%
GH2-50 5,88 28,7%
GH3-30 8 -

GH3-40 6,67 16,6%
GH3-50 5,92 26%

A partir de estos resultados, GH1 presentd la mayor reduccion de tiempo de secado primario
(hasta 39,9 %), lo que indica una mayor respuesta al aumento de temperatura de bandeja. Se
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observa que los tiempos de secado para 40 y 50°C, en los tres grados de hidrolisis, se
mantuvieron en un rango estrecho; no obstante, se aprecia una tendencia a menores tiempos de
secado a 50°C.

En algunos duplicados no fue posible aplicar la prueba de incremento de presion debido a una
falla técnica en la valvula del equipo. No obstante, se observéd que la temperatura del producto
tendia a estabilizarse en los mismos rangos de tiempo determinados previamente mediante dicha
prueba, lo que permitid respaldar las estimaciones de finalizacion del secado primario en esas
muestras.

Cabe mencionar que, en algunas oportunidades, se detectaron comportamientos irregulares
atribuibles a fallas puntuales del condensador del liofilizador. Aunque no fue posible identificar
la causa exacta de estas irregularidades, esto podria haber dificultado parcialmente el avance del
secado primario en ciertos duplicados. Sin embargo, su impacto fue limitado y no alterd
significativamente las tendencias generales observadas en el comportamiento de cada condicion.

5.3.2. Medicion de la Humedad

Se determino el contenido de humedad de las muestras liofilizadas realizando cuatro mediciones
por condicion experimental. Los resultados fueron promediados y se expresaron junto a su
desviacion estandar, los cuales se presentan en la Figura 14. Ademas, se aplicd un andlisis
estadistico de comparacion de medias, cuyos resultados detallados, junto con las tablas
individuales de mediciones de humedad, se incluyen en el “Anexo F”.

% Humedad de Liofilizaciones

10,00

de e de
9,00
cd
8,00
bc
7,00 ab
b ab
6,00 :[
5,00 a
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
GH1-30 GH1-40 GH1-50 GH2-30 GH2-40 GH2-50 GH3-30 GH3-40 GH3-50

Promedio Humedad %

Muestras

Figura 14. Humedad promedio de cada condicion en las muestras liofilizadas

El andlisis de varianza (ANOVA) evidencié diferencias significativas entre las condiciones
evaluadas (p < 0,0001). Posteriormente, la prueba LSD Fisher (a = 0,05) permiti6 agrupar las
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medias segun similitudes estadisticas: aquellas que comparten al menos una letra no presentan
diferencias significativas entre si (p > 0,05).

Las muestras con menor contenido de humedad correspondieron principalmente a GH2-40
(4,30%) y GH2-30 (5,18%), ambas estadisticamente distintas de los valores mas altos. Por otro
lado, los valores mas altos de humedad se observaron en las muestras GH3-40 (8,92%), GH3-
30 (8,57%) y GH3-50 (7,86%), que se agruparon en los niveles superiores (“d” y “e”),
mostrando una diferencia significativa respecto a la mayoria de las otras condiciones.

En términos generales, las muestras con mayor grado de hidrolisis (GH3) tendieron a presentar
un mayor contenido de humedad, especialmente a temperaturas mas bajas. Por el contrario, GH2
mostrd los menores valores, sugiriendo que esta condicion podria favorecer una mayor
eficiencia en la remocion de agua durante la liofilizacion. Las muestras GH1 presentaron valores
intermedios, con una tendencia a disminuir la humedad a medida que aumentaba la temperatura
de bandeja.

5.4. Analisis Capacidad Antioxidante

Los péptidos obtenidos mediante hidrélisis enzimatica (GH2 y GH3) con Alcalase presentaron
una mayor actividad antioxidante, evaluada mediante los métodos DPPH y ABTS*, en
comparacion con la muestra sin hidrolizar (GH1). La actividad antioxidante aumentd
progresivamente con el incremento del grado de hidroélisis, siendo mayor en GH3 que en GH2.
En el caso de los hidrolizados sin liofilizar, evaluados mediante el método DPPH, el mayor
porcentaje de actividad antioxidante (%AA) fue de 48,25 % para GH3, seguido de 44,54 % para
GH2 y 27,33 % para GH1. Por otro lado, con el método ABTS*, la mayor actividad se observo
en GH3 (61,13 %), seguida de GH2 (47,78 %) y GH1 (32,63 %). Estos resultados se pueden
observar en las Figura 37 y 38, mientras que el detalle de los resultados y el analisis estadistico
se encuentra en el “Anexo G”.

Este comportamiento ha sido ampliamente reportado en la literatura, donde se ha demostrado
que el aumento del grado de hidrélisis promueve la formacion de péptidos de menor peso
molecular, favoreciendo su capacidad de neutralizar radicales libres (Onuh ef al., 2014).

Asimismo, se observd que los valores de %AA obtenidos mediante el método ABTS* fueron
mayores a los obtenidos por el método DPPH. Esta diferencia puede atribuirse a la mayor
sensibilidad del radical ABTS" para detectar péptidos hidrofilicos y de bajo peso molecular, ya
que este radical puede disolverse tanto en medios acuosos como organicos. En cambio, el radical
DPPH, de naturaleza mas lipofilica y soluble solo en medios orgénicos, presenta menor afinidad
por compuestos hidrosolubles como los péptidos generados por hidrolisis enziméatica. Ademas,
se ha reportado que DPPH puede presentar interferencias espectrales cuando se utiliza en
soluciones con péptidos disueltos, lo que afecta la precision de los resultados. Por esta razon,
diversos estudios han concluido que ABTS" es un método mas confiable y sensible para evaluar
la capacidad antioxidante de proteinas y péptidos hidrosolubles en solucion acuosa (Aloglu &
Oner, 2011).
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En el método DPPH se realiz6 la comparacion de las muestras liofilizados y no liofilizadas con
el antioxidante 4cido ascorbico (Vitamina C), todos evaluadas a la misma concentracion fija de
16,45% (m/v). En este ensayo, los hidrolizados mostraron una actividad antioxidante elevada,
aunque inferior a la del control positivo (vitamina C, 97,87%). Este resultado concuerda con lo
reportado en la literatura, donde los péptidos bioactivos exhiben una capacidad antioxidante
significativa, pero no alcanzan los valores de compuestos puros como el acido ascérbico. No
obstante, su nivel de actividad resulta relevante, considerando que pueden actuar de forma
complementaria en matrices alimentarias.
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Muestras (H: Hidrolizados sin liofilizar; L: Liofilizados) evaluadas a una concentracién fija de sélidos: 16,45% (m/v).

Figura 15. Actividad antioxidante de las muestras segun el método DPPH

Segun el andlisis estadistico para los resultados del método DPPH, los hidrolizados con bajo
grado de hidrélisis (GH1) no mostraron diferencias significativas, tanto en su forma liquida
como liofilizada, ya que todas las muestras se agruparon en la letra “a”, lo que sugiere que la
liofilizacion no afectd su actividad antioxidante. En el caso del grupo con grado de hidrdlisis
intermedio (GH2), todas las muestras, independientemente del tratamiento, compartieron la letra
“b”, sin presencia de diferencias significativas. Esta consistencia estadistica sugiere que en el
grupo GH2 la actividad antioxidante de los péptidos se mantuvieron estables frente al proceso
de liofilizacion.

Por otro lado, en el grupo de mayor grado de hidrdlisis (GH3) no mostraron diferencias
significativas respecto a GH2, ya que compartieron la misma letra “b” en la mayoria de los
tratamientos. Ademas, los hidrolizados sin liofilizar (H-2 y H-3) de ambos grupos, no mostraron

€\

diferencias significativas, compartiendo letra “c” entre ambos. Esto implica que,
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estadisticamente, GH3 no difiere de GH2 tras la liofilizacion. La vitamina C presenta diferencias
significativas respectos a todas las combinaciones. Estos resultados en conjunto pueden indicar
que el grupo GH2 podria considerarse, en todas sus combinaciones, la mejor eleccion en este
ensayo, ya que mantiene su actividad antioxidante de forma estable, con o sin liofilizar, y sin
presentar variaciones significativas frente al grupo con mayor hidrolisis.
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Muestras (H: Hidrolizados sin liofilizar; L: Liofilizados) evaluadas a una concentracion fija de sélidos:
16,45% (m/v).

Figura 16. Actividad antioxidante de las muestras segun el método ABTS*

Segun el analisis estadistico para los resultados del método ABTS", las muestras del grupo GH1
mostraron diferencias significativas entre si, ya que algunas liofilizadas (40y 50°C) se
agruparon con letras distintas (“b”) al hidrolizado liquido (“a”). En GH2, no se detectaron
diferencias significativas entre muestras liquidas y liofilizadas, ya que todas se agruparon
consistentemente entre las letras “c” y “d”. Por otra parte, GH3 presentd una separacion clara
entre el hidrolizado liquido (letra “f” ) y los tratamientos liofilizados, distribuidos entre “d” y
“f”, evidenciando una mayor variabilidad dentro de este grupo. Este comportamiento indica que,
en el método ABTS, el grupo GH2 mostrd una mayor estabilidad en su actividad antioxidante
frente al proceso de liofilizacion, en comparacion con las muestras de GH1 y GH3.

A nivel general, tanto en el método DPPH como en ABTS", se observo una disminucion de la
actividad antioxidante (%AA) en los hidrolizados liofilizados, en comparacion con las muestras
sin liofilizar. Este resultado es consistente con lo reportado por Lee et al. (2024), quienes indican
que, durante el proceso de liofilizacion, los productos proteicos pueden verse enfrentados a
tensiones como la desnaturalizacion por frio y la oxidacion debido a la concentracion de solutos
en el agua no congelada. Ademas, la pérdida de agua durante el secado puede desestabilizar las
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proteinas, ya que el agua desempefia un papel clave en el mantenimiento de su estructura nativa,
lo cual puede comprometer su estabilidad y funcionalidad. Aunque dicho estudio se enfoca en
productos carnicos enteros, los mecanismos descritos son extrapolables a sistemas como los
hidrolizados proteicos, particularmente aquellos con péptidos de bajo peso molecular, como los
generados en GH3, que son potencialmente mas sensibles a condiciones de secado.

Paralelamente, durante la evaluacion visual de las muestras liofilizadas, se observo un cambio
de color en funcién del grado de hidrolisis, siendo mas notorio en las muestras GH2 y
especialmente GH3, mostraron tonalidades mas oscuras en comparacion con GH1, que mantuvo
una tonalidad clara. Este oscurecimiento podria atribuirse a un pardeamiento no enzimatico,
posiblemente derivado de la reaccion de Maillard, ya que los productos de hidrolisis enziméatica
contienen una mayor cantidad de grupos amino libres que pueden reaccionar con azicares
reductores durante el procesamiento. De hecho, Xiong et al. (2020) reportaron que, en
hidrolizados de proteinas de higado de pollo, el incremento del pardeamiento se correlaciond
positivamente con la actividad antioxidante medida por DPPH, debido a la formacion de
compuestos con capacidad reductora. Sin embargo, en este estudio no se observd dicha
correlacion: las muestras mas oscuras (GH3) no presentaron un mayor %AA, lo que sugiere que
los compuestos responsables del color podrian no haber sido funcionales desde el punto de vista
antioxidante. Esto refuerza la hipotesis de que, bajo ciertas condiciones, la liofilizacion puede
afectar negativamente la bioactividad de los péptidos, incluso cuando se desarrollan reacciones
visualmente asociadas a beneficios funcionales.

5.5. Relacion entre el Tiempo total del proceso y Actividad antioxidante
obtenida

En la Tabla 8 se presenta el tiempo requerido para cada etapa del proceso (extraccion acuosa de
coldgeno, hidrolisis enzimadtica y liofilizacién) segun el grado de hidrdlisis (GH) y la
temperatura de liofilizacion empleada. Asimismo, se muestra el porcentaje promedio de
actividad antioxidante obtenida mediante los métodos DPPH y ABTS+. Esta informacion
permite observar la relacion entre el tiempo total requerido por cada combinacion experimental
y la actividad antioxidante obtenida, lo que facilita identificar condiciones que ofrecen una
mayor capacidad antioxidante con un menor tiempo de procesamiento.

Tabla 8. Resumen del tiempo total del proceso y la actividad antioxidante asociada a cada grado de hidrdlisis y temperatura
de liofilizacion.

Tiempo
Tiempo |Temperatura| _. (Extraccion Actividad Actividad
Tiempo de T - _—
Grado de de de o + Hidrolisis | Antioxidante | Antioxidante
P e | e .., | Liofilizacion . )
Hidrolisis | Hidrolisis | Liofilizacion [h] + Promedio Promedio
[min] [°C] Liofilizacion) | DPPH [%] ABTS+ [%]
[h]
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1[h] de

Extraccion
acuosa de
colageno

0 0 1 27,33+1,20 | 32,63+ 3,69
30 9 10 25,8+0,24 | 30,15+3,46
GH1 0
40 6,5 7,5 25,63+0,32 | 29,02+ 3,86
50 6,13 7,13 23,54+£1,06 | 26,7241
0 0 1,12 44,65+0,81 | 47,78+6,48
30 8,25 9,37 39,35+£2,17 | 50,72+ 2,38
GH2 7
40 7,13 8,25 39,33+0,78 | 49,28 £ 3,02
50 5,88 7 38,84+2,41 | 44,79+ 1,08
0 0 3 48,25+0,97 | 61,13+2,38
30 8 11 45,22 +0,32 | 59,9+2,51
GH3 120
40 6,67 9,67 44,23 +0,85 | 57,22+2,01
50 5,92 8,92 42,29+0,56 | 53,66+ 3,41

El tiempo total de proceso aumenta considerablemente con la liofilizacion, pasando de 1-3 h en

muestras sin secado a més de 9 h cuando se emplean temperaturas de 30°C, sin que ello implique
incrementos en la actividad antioxidante de los hidrolizados. Esto evidencia que, si bien la
liofilizacion es necesaria para la obtencion de un producto estable, temperaturas mas bajas y
grados de hidrdlisis mayores ofrecen un mejor equilibrio entre la actividad antioxidante y el
tiempo requerido para el procesamiento. A continuacion, se presentan dos graficos combinados
de barras y lineas que representan los resultados de la Tabla 8 para los métodos DPPH y ABTS*,
mostrando la relacion entre la actividad antioxidante (%) y el tiempo total del proceso para cada
grado de hidrolisis y temperatura de liofilizacion:
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Resultados Generales (Método DPPH)
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Figura 17. Resultados que relacionan GH, Temperatura de liofilizacion, tiempo del proceso y %AA por método DPPH

Resultados Generales (Método ABTS+)
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Figura 18. Resultados que relacionan GH, Temperatura de liofilizacion, tiempo del proceso y %AA por método ABTS+
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Al analizar los hidrolizados liofilizados mediante los ensayos DPPH y ABTS+, se observa en
las Figuras 17 y 18 que, en general, la temperatura de liofilizacion de 30°C genera los mayores
porcentajes de actividad antioxidante para todas las combinaciones de GH. Sin embargo, esta
condicion también corresponde a los tiempos de proceso mas largos, lo que limita su
aplicabilidad practica. Por ello, la comparacion se centra en las condiciones de 40 y 50°C, donde
los tiempos de secado son mas manejables y no poseen diferencias significativas en los
porcentajes de actividad antioxidante para las distintas combinaciones de GH. Por ello, el
criterio de seleccion puede basarse en el tiempo total del proceso. Considerando este factor,
GH2-50 se presenta como la combinaciéon mas favorable, ya que mantiene una actividad
antioxidante elevada mientras minimiza la duracion del secado.

CONCLUSION

El presente estudio demostr6 la viabilidad de valorizar la piel de pollo, un subproducto avicola
con alto contenido de coldgeno, para la obtencién de péptidos con capacidad antioxidante, a
través de un proceso integral que incluy6 extraccion térmica, hidrolisis enzimatica con Alcalase
y liofilizaciéon bajo diferentes temperaturas de bandeja. Desde el inicio, la extraccion de
colageno mediante coccion controlada (~114°C) mostr6 un rendimiento destacado del extracto
acuoso (108%), con un contenido proteico del 1,40%, validando su potencial como materia
prima para la generacion de péptidos funcionales. La hidrolisis enzimdtica permitid generar tres
niveles de ruptura peptidica: sin hidrolisis (GH1), intermedia (GH2: ~5%) y alta (GH3: ~10%),
lo que facilito el andlisis del impacto del grado de hidrolisis sobre la capacidad antioxidante de
los péptidos. Posteriormente, se aplico liofilizacion a tres temperaturas de bandeja (30, 40 y
50°C), para estudiar como estos dos parametros (GH y T) influian sobre la actividad
antioxidante y la estabilidad del producto final.

Los resultados demostraron que el aumento del grado de hidrélisis se asocidé con un incremento
en la actividad antioxidante (%AA), medido mediante los métodos DPPH y ABTS*. Sin
embargo, GH2 se destac6 como la condiciéon méas robusta: mantuvo su capacidad antioxidante
de forma mas estable frente al proceso de liofilizacion y mostr6 menores diferencias
significativas entre ambos tratamientos (con o sin liofilizar) especialmente en el método DPPH.
A pesar de que GH3 presentd valores mas altos de %AA respecto a GH2, estas muestras
mostraron mayor variabilidad estadistica y sensibilidad al secado primario, lo que sugiere una
pérdida de estabilidad en los péptidos de bajo peso molecular generados a mayor GH.

En cuanto al proceso de liofilizacion, se observo una disminucion progresiva del tiempo de
secado al aumentar la temperatura de bandeja, siendo mas marcada en GH1. En GH2, se
registraron reducciones moderadas y estables (hasta 30,9 % a 50°C). Sin embargo, considerando
la estabilidad y calidad del producto, una temperatura intermedia de 40°C representa un balance
entre eficiencia en el secado y preservacion de las propiedades funcionales. Respecto a la
humedad final, todas las muestras lograron valores inferiores al 10 %, como se espera tras el
secado primario; sin embargo, GH2 presentd los valores mas bajos y homogéneos, siendo
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estadisticamente distintos de los mas altos observados en GH3, lo que refuerza su
comportamiento estable durante el secado.

Adicionalmente, se observd un oscurecimiento mayor en muestras GH2 y, especialmente en
GH3, probablemente por reacciones de pardeamiento no enzimatico. Sin embargo, este cambio
visual no se asocid directamente con un aumento en la actividad antioxidante. Por el contrario,
hubo reduccion de %AA tras la liofilizacion, lo que puede indicar que el secado comprometio
la bioactividad de los péptidos, especialmente en los de mayor hidrolisis. Estos resultados
confirman que la liofilizacion es una etapa clave para obtener hidrolizados estabilizados y aptos
para su almacenamiento y transporte, ya que permite conservarlos en estado seco con baja
humedad, aunque la temperatura de bandeja utilizada puede influir de manera directa tanto en
la retencion de la bioactividad como en el tiempo total del proceso. En particular, temperaturas
mas bajas preservan mejor la actividad antioxidante, pero prolongan significativamente la
duracion del secado, mientras que temperaturas mas altas aceleran el proceso a costa de una
mayor pérdida de funcionalidad.

En conjunto, los resultados demuestran que es posible obtener péptidos antioxidantes
funcionales y estables a partir de la piel de pollo. Entre las combinaciones evaluadas, GH2-50
se destaco por ofrecer un balance favorable entre actividad antioxidante elevada y menor tiempo
de secado, lo que la convierte en la alternativa mas conveniente considerando el efecto sobre el
producto final. La consideracion simultanea de la actividad antioxidante y del tiempo total de
procesamiento resulta clave para asegurar la calidad del producto. Estos hidrolizados presentan
un gran potencial como ingredientes funcionales en alimentos, especialmente productos
carnicos enriquecidos, contribuyendo al manejo del estrés oxidativo y pudiendo reemplazar
antioxidantes artificiales. Asimismo, se recomienda estudiar y ajustar las variables criticas de
cada etapa del proceso, como el tiempo y la relacion enzima/sustrato en la hidrolisis enzimatica,
asi como presion, temperatura y duracion en la liofilizacién, con el fin de maximizar el
rendimiento de péptidos con propiedades antioxidantes, profundizar en su caracterizacion
funcional y evaluar su aplicacion en matrices carnicas, como pechugas de pollo, fortaleciendo
asi su potencial industrial.
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ANEXOS

Anexo A: Calculo Dosis de Proteasa Adicionada

La cantidad de proteasa comercial requerida para la obtencion de 1.000 mL de hidrolizado se
calculd utilizando la ecuacion presentada previamente en el item 4.2.2. Materia prima. Bajo
estas condiciones, se determind que era necesario adicionar 20 mL de Alcalase. Este célculo fue
aplicado a ambos grados de hidrolisis seleccionados para este estudio y a continuacién se
presenta el calculo realizado:

0,027 [%] -1000 [mL]

U
27 [
Anexo B: Método Kjeldahl

El método Kjeldahl es un método para la determinacion del nitrégeno total contenido en una
muestra organica, el cual se utiliza principalmente para determinar el contenido de proteina en
alimentos, analizar muestras ambientales, quimicas y farmacéuticas.

+2 = 20 [mL] de Alcalase (22)

e

A continuacion, se detallan las tres etapas de este método:

1. Digestion: Descomposicion del nitrégeno contenido en la muestra. Esto se logra
hirviendo una muestra homogénea en acido sulfirico concentrado. El resultado final es
una sal de sulfato de amonio.

2. Destilacion: Adicion de una base a la mezcla de digestion acida para convertir NHyg +
en NH3, seguido de ebullicion y condensacion de amoniaco NH3 gaseoso en una solucion
receptora. La solucion receptora recomendada es acido borico (H3BO3), con la cual se
tienen las siguientes reacciones:

Adicion base:
(NH,),S0, + 2NaOH — 2NH; + Na,S0, + 2H,0 (23)

Recepcion en acido borico:
NH3(g) + H3B03(ac) i NH4HzBO3(aC) + H3B03(ac)
3. Titulacion: Cuantificacion de la cantidad de amoniaco en la solucidon receptora. La

cantidad de nitrogeno en una muestra se puede calcular a partir de la cantidad
cuantificada de iones amoniaco en la solucion receptora.

Equipos utilizados en cada etapa:
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Tabla 9. Equipos utilizados en cada etapa del método Kjeldahl

Etapa Equipo N° Identificacion
Digestor automatico 1
Depurador de gases 2

1. Digestion
Bomba de vacio 3

Balanza analitica -

2. Destilacion Destilador con vapor 4

3. Titulacién Titulador automatico -

Figura 19. Identificacion de equipos a utilizar y su disposicion

Soluciones y reactivos:

- Solucion NaOH 17% (m/v) con indicador de azul de bromotimol.

- Acido sulfarico al 98% o mas.

- Pastillas catalizadoras de cobre Kjeldahl.

- Agua desionizada.

- Solucion NaOH 35% (m/v).

- Solucion de acido bérico al 4% (m/v).

- Solucion tituladora; acido sulfarico o acido clorhidrico de concentracidon normalizada.

Preparacion equipos:

- Se recomienda disponer el depurador de gases (2) y la bomba de vacio (3) bajo campana
0 en un sector ventilado.
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(3) Llenar con agua el recipiente azul de la bomba de agua, verificar conexiones de agua.
(2) Agregar a la botella grande del depurador, entre 0,8 y 1 L de solucién de hidréxido
de sodio al 17% con indicador Azul de bromotimol. El indicador azul cambiard a
amarillo cuando la solucidn ya se encuentre saturada y se deberd cambiar por una nueva
solucion de NAOH cuando esto ocurra.

Verificar conexion de todas las mangueras, de agua y gases.

(4) verificar alimentacion de solucion de hidroxido de sodio al 35% (grado P.A.) para el
equipo destilador.

(4) ambientar conexiones del destilador y verificar funcionamiento haciendo funcionar
el programa en un tubo vacio o con agua.

Procedimiento Etapa de Digestion:

Agregar 0,5 mL de muestra a cada tubo.

Agregar 1 pastilla Kjeldahl a cada tubo.

Agregar entre 10 a 20 mL de acido sulfurico al 98% a cada tubo.

Colocar tubos en el equipo digestor (1).

Encender bomba de vacio (3), dar agua al condensador del depurador de gases (2), quitar
bandeja anti-goteo en la parte superior del digestor (1) y comenzar programa.

Una vez terminada la digestion enfriar tubos a temperatura ambiente.

Procedimiento Etapa de Destilacion:

Tomar uno de los tubos a temperatura ambiente, agregar agua desionizada (50 mL
aproximadamente). Esto facilita la deteccion de todo el amoniaco.

Colocar el tubo en el equipo destilador y cerrar ventana azul traslucida.

Seleccionar la cantidad de solucion de NaOH al 35% que agregara el equipo (65 mL
aproximadamente)

Colocar en la salida del equipo un recipiente (o vaso titulador) con solucion receptora
de 4cido borico al 4%, cuidando que la manguera quede al fondo del recipiente.
Comenzar programa. Una vez finalizado desechar el contenido del tubo y guardar
solucion receptora para realizar la cuantificacion de nitrégeno por titulacion volumétrica.

Anexo C: Método Reactivo OPA
a) Preparacion Reactivo OPA:

Pesar 7,62 g de Borax (borato de sodio decahidratado) en vaso de 500 mL y agregar 150 mL de
agua, diluir con agitacion y con temperatura de 60°C (tapar con vidrio reloj). Una vez disuelto
afiadir 0,200 g de SDS (dodecilsulfato de sodio). Diluir 0,160 g de OPA (ortoftadialdehido) en
4 mL de Etanol Absoluto (utilizar micropipeta) y afiadir a mezcla Borax/SDS enjuagando con
agua destilada. Agregar a la misma mezcla, 0,176 g de DTT (ditrotreitol). Disuelta la mezcla,
aforar a 200 mL con agua destilada. Almacenar en botella color &mbar con tapa.

Consideraciones:
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- Se pueden preparar distintas cantidades, pero se debe mantener la proporcion entre los
reactivos.

- Trabajar atentamente dado que el SDS es toxico y DTT cancerigeno.

- Recordar quitar el agitador antes de aforar.

- Al aforar se debe evitar formar espuma, por lo que se debe hacer lentamente.

- El preparado vence 5 dias después de preparado.

b) Procedimiento Método OPA:

- Seleccionar Absorbancia de 340 nm en espectrofotémetro.

- Con micropipeta afiadir 0,200 mL de muestra diluida a la celda de
espectrofotometria. Agregar 1,5 mL de reactivo OPA.

- Medir absorbancia a los 2 minutos de haber agregado el reactivo.

- Realizar en duplicado o triplicado.

¢) Curva de calibracion:

Pesar 0,1 g de Serina, diluir y aforar con 100 mL de agua. Etiquetar con fecha y mg/L. Es
importante pesar la serina en balanza analitica y registrar todas las unidades. Del preparado,
extraer 1 mL de serina y anadirle 9 mL de agua (dilucién 10 veces). Luego, de esta dilucion
preparar, en duplicado:

- 200 puL de serina + 800 uL de agua
- 400 puL de serina + 600 uL de agua
- 600 pL de serina + 400 uL de agua
- 800 uL de serina + 200 uL de agua
- 1000 uL de serina.

Medir las preparaciones, tal cual fuera una muestra de proceso, es decir, 0,200 mL de cada
preparacion con 1,5 mL de OPA (esperar 2 minutos para medir).

El blanco se mide con agua en lugar de muestra o preparacion, mas 1,5 mL de OPA (esperar 2
minutos).

La curva de calibracion quedard formada con estos estdndares de serina conocidos, los cuales
tendran una concentracion entre 20 y 100 mg/L (graficar absorbancia vs concentracion).

Se obtiene una curva como la de la Figura 40, en donde el ajuste entregara una ecuacion lineal
de absorbancia (y) en funcion de la concentracion (x). A partir de esta ecuacién y de la
absorbancia obtenida al medir cada muestra (de las hidrolisis) es que se determina la
concentracion de grupos a-aminos correspondiente.
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Figura 20. Curva de calibracion experimental obtenida con Serina para la medicion con método OPA
Cada dia que se mida con el reactivo OPA, se debe generar una nueva curva.

Anexo D: Datos de concentracion de grupos a-amino libres obtenidos con
OPA.

A continuacidn, se presentan los datos de concentracion real de grupos amino libres obtenidos
con el método OPA en duplicado, con sus respectivas lecturas de las 11 muestras y la dilucion
ocupada.

Tabla 10. Datos de Absorbancia y Concentracion real de grupos a-amino libres en el tiempo (Duplicado 1)

T1er¥1po Muestra Lectura Abs. Promedio Desviacién % Error Conc. [mM] Dilucién an c. Total en el
[min] Abs. tiempo [mM]

0 1 0,511

1 0,477 0,494 0,017 3,44% 0,6501 10 13,002
4 2 0,354

2 0,375 0,365 0,0105 2,88% 0,4794 20 19,178
7 3 0,370

3 0,365 0,368 0,0025 0,68% 0,4834 20 19,336
10 4 0,428

4 0,437 0,433 0,0045 1,04% 0,5691 20 22,762
20 5 0,430

5 0,442 0,436 0,006 1,38% 0,5737 20 22,947

6 0,445
30 6 0,454 0,450 0,0045 1,00% 0,5915 20 23,659
60 7 0,480

7 0,474 0,477 0,003 0,63% 0,6277 20 25,108
90 8 0,522
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8 0,508 0,515 0,007 1,36% 0,6778 20 27,112
120 9 0,532
9 0,540 0,536 0,004 0,75% 0,7055 20 28,219
180 10 0,554
10 0,558 0,556 0,002 0,36% 0,7318 20 29,273
11 0,582
240
11 0,576 0,579 0,003 0,52% 0,7621 20 30,486
Tabla 11. Datos de Absorbancia y Concentracion real de grupos a-amino libres en el tiempo (Duplicado 2)
Tlerppo Muestra Lectura Abs. Promedio Desviacién % Error Conc. [mM] Dilucién Co_nc. Total en el
[min] tiempo [mM]
0 1 0,518
1 0,489 0,504 0,0145 2,88% 0,6626 10 13,253
4 2 0,398
2 0,395 0,397 0,0015 0,38% 0,5216 20 20,865
- 3 0,425
3 0,398 0,412 0,0135 3,28% 0,5414 20 21,655
10 4 0,449
4 0,453 0,451 0,002 0,44% 0,5934 20 23,738
20 5 0,459
5 0,452 0,456 0,0035 0,77% 0,5994 20 23,975
30 6 0,489
6 0,474 0,482 0,0075 1,56% 0,6336 20 25,346
60 7 0,493
7 0,503 0,498 0,005 1,00% 0,6554 20 26,215
90 8 0,553
8 0,543 0,548 0,005 0,91% 0,7213 20 28,851
120 9 0,568
9 0,576 0,572 0,004 0,70% 0,7529 20 30,116
180 10 0,585
10 0,593 0,589 0,004 0,68% 0,7753 20 31,013
24 11 0,630
0 11 0,598 0,614 0,016 2,61% 0,8083 20 32,331
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Anexo E: Graficos determinacion de fin del secado primario por Prueba de
incremento de presion

Experimento GH1-40:
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Figura 21. Liofilizacion de la muestra GHI-40 (Triplicado 1)
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Figura 22. Liofilizacion de la muestra GHI1-40 (Triplicado 2)
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Figura 23. Liofilizacion de la muestra GHI-40 (Triplicado 3)

En esta condicion, el secado primario finaliz6 entre las 6:00 y 6:30 horas de proceso,
determinado por la estabilizacion de la curva de presion y la ausencia de respuesta a la prueba
de incremento de presion.

Experimento GH1-50:
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Figura 24. Liofilizacion de la muestra GHI1-50 (Triplicado 1)
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Figura 25. Liofilizacion de la muestra GHI-50 (Triplicado 2)
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Figura 26. Liofilizacion de la muestra GHI-50 (Triplicado 3)

Para esta condicion, el secado primario finaliz6 aproximadamente entre las 5:15 y 7:00 horas de
proceso, con variaciones entre réplicas, pero todas muestran estabilizacion de la presion dentro
de ese intervalo.
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Experimento GH2-30:

Martin Christ GmbH f\
USB flash drive ©® cHRIST
Process graphics 25031901.00

0485 mBar  0,312mBar  -88,9 °C 54,3 % 30,0°C 6.2% 280°C 300°C 0,300 mBar
(%) (°C) (mBar)
80 S50 4 p32
20
40 -
70 39 hencrmrnd e e huarmienmdnres b ressmrdnresnesaloosneenoboonsmeet e E PO
20 +
60 i0 .4 b
o
50
10 4
U
500
40 o
-30 - 2 2 Al A A ddlh
<46
30
56 4
po
20
e
10 ~80 4
90 1
0 -100
o 0:30 1 1:30 2 2:30 3 3:30 4 4:30
16:55 17:55 18:55 19:55 20:53
Figura 27. Liofilizacion de la muestra GH2-30 (Triplicado 1)
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Figura 28. Liofilizacion de la muestra GH2-30 (Triplicado 2)
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Figura 29. Liofilizacion de la muestra GH2-30 (Triplicado 3)

En esta condicion, el secado primario se estim6 finalizado entre las 8:10 y 8:20 horas, y en los
duplicados se observa que la temperatura del producto también alcanza una estabilizacion en
ese tiempo, lo que reafirma su término.
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Figura 30. Liofilizacion de la muestra GH2-40 (Triplicado 1)
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Figura 31. Liofilizacion de la muestra GH2-40 (Triplicado 2)
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Figura 32. Liofilizacion de la muestra GH2-40 (Triplicado 3)

En esta condicion, el secado primario se estimo finalizado entre las 7:00 y 7:17 horas de proceso,
determinado por la estabilizacion de la curva de presion.
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Figura 33. Liofilizacion de la muestra GH2-50 (Triplicado 1)
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Figura 34. Liofilizacion de la muestra GH2-50 (Triplicado 2)
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Figura 35. Liofilizacion de la muestra GH2-50 (Triplicado 3)
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En esta condicidn, el secado primario finaliz6 aproximadamente entre las 5:45 y 6:00 horas.

Experimento GH3-30:
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Figura 36. Liofilizacion de la muestra GH3-30 (Triplicado 1)
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Figura 37. Liofilizacion de la muestra GH3-30 (Triplicado 2)
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Figura 38. Liofilizacion de la muestra GH3-30 (Triplicado 3)

En esta condicion, el secado primario finalizdé aproximadamente entre las 7:50 y 8:00 horas,
segun lo determinado por la prueba de incremento de presion.
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Experimento GH3-40:
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Figura 39. Liofilizacion de la muestra GH3-40 (Triplicado 1)
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Figura 41. Liofilizacion de la muestra GH3-40 (Triplicado 3)

En esta condicion, el proceso se estabilizo entre las 6:15 y 7:05 horas, segtn lo determinado por
la prueba de incremento de presion.
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Figura 42. Liofilizacion de la muestra GH3-50 (Triplicado 1)
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Figura 44. Liofilizacion de la muestra GH3-50 (Triplicado 3)
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En esta condicion, el secado primario finalizdé aproximadamente entre las 5:50 y 6:00 horas,

seguin lo determinado por la prueba de incremento de presion.
Anexo F: Determinacion Humedad en muestras liofilizadas

a) Determinacion de la humedad para cada condicion:
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Tabla 12. %Humedad en muestras GHI-30

Muestras GH1-30 GH1-30 GH1-30 GH1-30
m1[g] 44,766 45,618 44,786 49,41
m2 [g] 0,102 0,101 0,101 0,100
m3[g] 44,861 45,711 44,880 49,502
Humedad % 6,86 7,92 6,93 8,00
Promedio Humedad % 7,43
Desviacion estandar 0,62
Tabla 13. %Humedad en muestras GHI1-40
Muestras GH1-40 GH1-40 GH1-40 GH1-40
m1[g] 45,757 45,613 44,765 49,391
m2 [g] 0,103 0,107 0,100 0,104
m3[g] 45,855 45,712 44,859 49,489
Humedad % 4,85 7,48 6,00 5,77
Promedio Humedad % 6,03
Desviacion estandar 1,09
Tabla 14. %Humedad en muestras GHI-50
Muestras GH1-50 GH1-50 GH1-50 GH1-50
m1[g] 45,625 47,471 49,396 46,931
m2 [g] 0,101 0,103 0,100 0,101
m3[g] 45,72 47,568 49,49 47,026
Humedad % 5,94 5,83 6,00 5,94
Promedio Humedad % 5,93
Desviacion estandar 0,07
Tabla 15. “%Humedad en muestras GH2-30
Muestras GH2-30 GH2-30 GH2-30 GH2-30
m1[g] 45,613 45,612 49,392 49,292
m2 [g] 0,106 0,107 0,107 0,105
m3[g] 45,714 45,715 49,491 49,392
Humedad % 4,72 3,74 7,48 4,76
Promedio Humedad % 5,17
Desviacion estandar 1,61
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Tabla 16. %Humedad en muestras GH3-40

Muestras GH2-40 GH2-40 GH2-40 GH2-40
m1[g] 45,609 47,472 49,39 46,934
m2 [g] 0,105 0,107 0,100 0,106
m3[g] 45,71 47,574 49,486 47,035
Humedad % 3,81 4,67 4,00 4,72
Promedio Humedad % 4,30
Desviacion estandar 0,46
Tabla 17. %Humedad en muestras GH2-50
Muestras GH2-50 GH2-50 GH2-50 GH2-50
m1[g] 45,616 45,613 49,392 49,392
m2 [g] 0,13 0,1 0,101 0,102
m3[g] 45,738 45,708 49,487 49,489
Humedad % 6,15 5,00 5,94 4,90
Promedio Humedad % 5,50
Desviacion estandar 0,64
Tabla 18. %Humedad en muestras GH3-30
Muestras GH3-30 GH3-30 GH3-30 GH3-30
m1[g] 45,616 45,613 49,398 49,392
m2 [g] 0,101 0,102 0,101 0,105
m3[g] 45,707 45,707 49,49 49,489
Humedad % 9,90 7,84 8,91 7,62
Promedio Humedad % 8,57
Desviacion estandar 1,05
Tabla 19. %Humedad en muestras GH3-40
Muestras GH3-40 GH3-40 GH3-40 GH3-40
m1[g] 45,618 45,614 49,391 49,391
m2 [g] 0,103 0,105 0,103 0,104
m3 [g] 45,712 45,71 49,484 49,486
Humedad % 8,74 8,57 9,71 8,65
Promedio Humedad % 8,92
Desviacion estandar 0,53
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Tabla 20. %Humedad en muestras GH3-50

b) Andlisis estadistico de % Humedad en muestras liofilizadas:

Muestras GH3-50 GH3-50 GH3-50 GH3-50
m1[g] 45,619 47,469 49,389 46,934
m2 [g] 0,1 0,103 0,1 0,103
m3[g] 45,712 47,563 49,483 47,027
Humedad % 7,00 8,74 6,00 9,71
Promedio Humedad % 7,87
Desviacion estandar 1,67

Tabla 21. Analisis ANOVA y LSD Fisher para Y%eHumedad en muestras liofilizadas mediante software InfoStat

Analisis de la varianza

Variable N R*=

E= &3

v

% Humedad 36 0,76

0,88 15,05

Cnadro de Analisis

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 83,32 8§ 10,41 10,45 <0,0001
Muestras 83,32 8 10,41 10,45 <0,0001
Error 26,591 27 1,00
Total 110,23 35

Test:LSD Fisher

Alfa=0,05 DMS=1,44836

de la Varianza (5C tipo ITIT)

Error: 0,9966 gl: 27

Muestras Medias n E.E.

GH2-40 4,30 4 0,50 A

GH2-30 5,18 4 0,50 A B

GH2-50 5,50 4 0,50 A B

GH1-50 5,93 4 0,50 B

GH1-40 6,03 4 0,50 B C
GH1-30 7,43 4 0,50 cC D
GH3-50 7,86 4 0,50 b E
GH3-30 g,57T 4 0,50 D E
GH3-40 8,92 4 0,50 E
Medias con una letra comin ne son significativamente difsrentes (p > 0,05)

Anexo G: Medicion de la Capacidad Antioxidante en muestras
a) Medicion de la captura de radical libre en muestras estudiadas por método DPPH:

Tabla 22. Actividad antioxidante de las muestras segun método DPPH

Muestras Blanco %CLR
1 2 3 1 2 3
Muestra | ABS | ABS | ABS | ABS | ABS | ABS 1 2 3 | Promedio | Desviacion | Error
H-1 0,765|0,746|0,732]0,116 | 0,109 | 0,104 | 26,08 | 27,45|28,47| 27,33 1,20 3,06%
L-GH1-30 |0,775|0,741|0,785]0,122 | 0,125| 0,135 | 25,63 | 29,84 | 25,97 | 25,80 0,24 0,66%
L-GH1-40 |0,778|0,789| 0,71 |0,123|0,138| 0,139 | 25,40 | 25,85 |34,97| 25,63 0,32 0,89%
L-GH1-50 | 0,79 |0,784|0,792]0,125|0,117| 0,11 |24,26|24,03|22,32( 23,54 1,06 3,44%
H-2 0,599|0,584|0,643]0,108 | 0,103 | 0,112 | 44,08 | 45,22 |39,52| 44,65 0,81 1,28%
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L-GH2-30 |0,685|0,645|0,618|0,139|0,126 | 0,149 | 37,81 40,89 |46,58| 39,35 2,17 3,91%
L-GH2-40 |0,628|0,653| 0,62 | 0,09 | 0,118 | 0,095 | 38,72 39,07 |40,21| 39,33 0,78 1,48%
L-GH2-50 |0,642|0,6590,625|0,089|0,114| 0,112 |37,02|37,93 |41,57( 38,84 2,41 4,69%

H-3 0,568|0,587|0,521]0,098 | 0,105| 0,11 |46,47|45,10|53,19| 48,25 0,97 1,42%
L-GH3-30 | 0,596 0,601 (0,704]0,113|0,122 | 0,128 | 44,99 | 45,44 | 34,40 | 45,22 0,32 0,50%
L-GH3-40 |0,599|0,587(0,621]0,109 | 0,105 | 0,124 | 44,19 45,10 43,39 | 44,23 0,85 1,32%
L-GH3-50 |0,605|0,614|0,611| 0,1 |0,102| 0,108 |42,48 | 41,69 |42,71| 42,29 0,56 0,96%

Tabla 23. Muestra control promedio en Método DPPH

Control
1 0,859
2 0,878
3 0,863
4 0,912
Promedio 0,878

b) Analisis estadistico método DPPH:

Tabla 24. Analisis ANOVA y LSD Fisher para %AA en método DPPH mediante software InfoStat

Analisis de la varianza

oV
7,75

o] [(urh

Variable N E= R*® A
RCLER DFPH 3% 0,%8 0,8

Coadreo de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. =1 gl ZH F p=valor

Hodelo 12405%,968 12 1034,16 98,28 <0,0001

Muestras 12409,96 12 1034,16¢ 98,28 <0,0001

Error 273,59 26 10,52

Total 12683,54 38

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=5,44425
Error: 10,5225 gl: 2&

Muestras Medias n
L-GH1-50 23,54
L-GH1-30 27,15
H=1 27,33
L-GH1-40 28,74

™
=

I

o

=]
oo

3

3

3

3 3
L-GH2-50 38,84 3 1,87 B
L-GH2-40 38,33 3 1,87 B
L-GH3-30 41,61 2 1,87 B
L-GH2-30 41,76 3 1,87 B
L-GH3-50 42,29 3 1,87 B
H-2 42,94 3 1,87 B C
L-GH3-40 44,23 3 1,87 B C
H-3 48,25 3 1,87 C
Vitam C 97,88 3 1,87 D

Msdias con una lstra comin ne son significativaments diferentss (p > 0,05)
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c) Medicion de la captura de radical libre en muestras estudiadas por método ABTS*:

Tabla 25. Actividad antioxidante de las muestras segiin método ABTS*

Muestras %CLR
ABS
Muestra 1 |ABS2 | ABS3 1 2 3 |Promedio | Desviacion | Error
H-1 0,419 0,463 | 0,425 | 35,21 | 28,40 | 34,28 | 32,63 3,69 0,09
L-GH1-30 | 0,426 | 0,467 | 0,462 | 34,12 | 27,78 | 28,56 | 30,15 3,46 0,09
L-GH1-40 |0,487| 0,439 | 0,451 | 24,69 | 32,11 | 30,26 | 29,02 3,86 0,10
L-GH1-50 |0,485| 0,463 | 0,548 | 25,00 | 28,40 | 15,26 | 26,70 2,41 0,06
H-2 0,386 0,312 | 0,315 | 40,31 |51,75|51,29| 47,78 6,48 0,10
L-GH2-30 |0,329| 0,326 | 0,301 | 49,12 | 49,59 | 563,45| 50,72 2,38 0,04
L-GH2-40 |0,347| 0,329 | 0,308 | 46,34 | 49,12 | 52,37 | 49,28 3,02 0,04
L-GH2-50 |0,357| 0,364 | 0,35 |44,79|43,71|45,88| 44,79 1,08 0,02
H-3 0,241 0,269 | 0,244 | 62,73 | 58,40 | 62,27 | 61,13 2,38 0,03
L-GH3-30 | 0,256 | 0,245 | 0,277 | 60,41 | 62,11 | 57,16 | 59,90 2,51 0,03
L-GH3-40 |0,264| 0,276 | 0,29 |59,18 |57,32|55,15| 57,22 2,01 0,02
L-GH3-50 |0,301| 0,321 | 0,277 | 53,45 | 50,36 | 57,16 | 53,66 3,41 0,04

Tabla 26. Muestra control promedio en Método ABTS*

Control
Cc1 0,685
C2 0,598
C3 0,657
Promedio 0,647
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d) Analisis estadistico método ABTS":

Tabla 27. Analisis ANOVA y LSD Fisher para %AA en método ABTS+ mediante software InfoStat

Analisis de la varianza

Variable N E® ER= &j CW
(CLR BBTS 36 0,94 0,92 §,44

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 5648,46 11 513,50 35,71 <0,0001

Muestras 5648,46 11 513,50 35,71 <0,0001

Error 345,07 24 14,38

Total 58583,53 35

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=6,38984
Error: 14,3779 gl: 24
Muestras Medias n E.E.

L-GH1-50 22,8% 3 2,19 A

L-GH1-40 29,02 3 2,1% & B

L-GH1-30 30,15 3 2,19 B

H-1 32,63 3 2,19 B

L-GH2Z-50 44,79 3 2,19 C

H-2 47,78 3 2,19 C D
L-GH2-40 49,28 3 2,19 C D
L-GH2Z-30 50,72 3 2,1% C D
L-GH3-50 53,66 3 2,19 D E
L-GH3-40 57,22 3 2,19 E F
L-GH3-30 59,83 3 2,19 E F
H-3 61,13 3 2,19 F

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,058)
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