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RESUMEN

La acuicultura juega un papel crucial en las perspectivas de seguridad alimentaria global al ser una alternativa a
la sobreexplotacion de los recursos marinos. Sin embargo, la industria enfrenta una serie de desafios en términos
de sostenibilidad. Uno de los problemas mas criticos es la incidencia de enfermedades bacterianas, agravadas
actualmente por el cambio climatico, ya que frecuentemente conllevan un uso excesivo de antibidticos con
graves impactos ambientales. Ademads, la gestion de los descartes, que no cumplen con los estandares
comerciales, representa otro problema critico que necesita ser abordado en esta industria. Por consiguiente,
este estudio pretende extraer compuestos bioactivos del mejillon Mediterraneo (Mytilus galloprovincialis), la
especie de moluscos mas cultivada en Espafia, con los objetivos de (i) seleccionar condiciones de extraccion
aleatorias en base a variables predefinidas aplicando el procedimiento Box-Behnken (ii) determinar la actividad
antimicrobiana y antioxidante, la cantidad de proteina y el rendimiento de estas extracciones vy (iii) determinar
las condiciones dptimas de extraccién mediante Box-Behnken priorizando la actividad antibacteriana. Para lograr
estos objetivos, primero se optimizaron pardmetros de extraccion como el ratio (g analito/ml disolvente), la
potencia de ultrasonidos (J/ml) y el tiempo de maceracion (h). Para ello, se utilizé un modelo estadistico de Box-
Behnken mediante una evaluacién exhaustiva de varios factores que influyen en el proceso de extraccion, como
el contenido proteico y su capacidad antibacteriana y antioxidante. Ademas, se llevaron a cabo trabajos
adicionales para la caracterizacion molecular de los extractos obtenidos como la cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo con ionizacién por electrospray (HPLC-
ESI-QgQ-MS) y la medicidn de espectros de absorbancia UV-Vis. Sin embargo, la identificacion precisa de los
péptidos antimicrobianos posiblemente responsables de la actividad antibacteriana se vio dificultada tanto por
las limitaciones técnicas asociadas a los métodos de extraccién como a la complejidad de la matriz bioldgica del
mejillon. Estos desafios subrayan la necesidad de desarrollar estrategias avanzadas de fraccionamiento y
purificacion para profundizar en la comprension de los mecanismos bioquimicos involucrados en la defensa
contra patégenos de M. galloprovincialis. Por lo tanto, los resultados de esta investigacion representan un
estudio preliminar para futuras investigaciones con el fin de encontrar alternativas innovadoras a los antibidticos

y mejorar la eficiencia y sostenibilidad de la industria acuicola.
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ABSTRACT

Aquaculture plays a crucial role in global food security by offering an alternative to the overfishing of marine
resources. However, the industry faces several sustainability challenges. One of the most critical issues is the
incidence of bacterial diseases, exacerbated by climate change, which often leads to excessive use of antibiotics
with serious environmental impacts. Additionally, managing non-commercial discards is another critical issue
that needs to be addressed in this industry. Therefore, this study aims to extract bioactive compounds from the
Mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis), the most cultivated mollusk species in Spain, with the
objectives of (i) selecting extraction conditions based on predefined variables using the Box-Behnken procedure,
(ii) determining the antimicrobial and antioxidant activity, protein content, and yield of these extractions, and
(iii) optimizing extraction conditions using Box-Behnken to prioritize antibacterial activity. To achieve these
objectives, extraction parameters such as ratio (g analyte/ml solvent), ultrasonic power (J/ml), and maceration
time (h) were first optimized. A Box-Behnken statistical model was used to comprehensively evaluate various
factors influencing the extraction process, including protein content and its antibacterial and antioxidant
capacity. Additional work was carried out for molecular characterization of the extracts using high-performance
liquid chromatography coupled to a triple quadrupole mass spectrometer with electrospray ionization (HPLC-
ESI-QgQ-MS) and UV-Vis absorbance spectroscopy. However, precise identification of antimicrobial peptides
possibly responsible for antibacterial activity was hindered by technical limitations associated with extraction
methods and the biological complexity of the mussel matrix. These challenges underscore the need to develop
advanced fractionation and purification strategies to deepen the understanding of biochemical mechanisms
involved in defense against pathogens in M. galloprovincialis. Therefore, the results of this research represent a
preliminary study for future investigations aimed at finding innovative alternatives to antibiotics and improving

the efficiency and sustainability of the aquaculture industry.

Key words: Organic extraction; Mytilus galloprovincialis; Box-Behnken; Antibacterial capacity; Antioxidant

activity; Aquaculture.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Acuiculturay su contribucién global

La acuicultura actual, avanzada y sofisticada, tiene sus raices en los primeros intentos realizados hace miles de
afios (Costa-Pierce, 2022), donde algunas poblaciones asiaticas cultivaban y criaban pescado para su consumo
(Liao y Chao, 2009). Actualmente, se define como una practica tradicional dedicada al cultivo controlado de
especies en diferentes sistemas acuicolas, ya sean de agua dulce, salobre o salada, con el objetivo de producir
alimentos de manera sostenible para el consumo humano (Lucas, J. 2015). Esta practica implica la cria y cultivo
de diversas especies incluyendo peces de agua dulce y salada, asi como moluscos, crustdceos, algas y otros
organismos acuaticos, sumando un total de 652 especies cultivadas a escala mundial (FAO, 2022). Las especies
dominantes son cruciales para el futuro de la acuicultura, aunque es igualmente esencial destacar la importancia
de las especies minoritarias, ya que desempefian un papel fundamental en la diversidad de esta practica (Sicuro,
2021).

A nivel global, la expansion de la acuicultura se ha logrado mediante la implementacion de instalaciones tanto
en areas terrestres (Lima Junior et al., 2018; Chance et al., 2018) como en entornos marinos (Gentry et al., 2017),
por lo que los productos de la acuicultura se han convertido en objetos de produccion y comercializacidn tanto
a pequefia como a gran escala (Subasinghe et al., 2009). El mayor crecimiento se observa en la produccidn
liderada por Asia, que aporta el 91,6 % del suministro total de productos acudticos, incluyendo tanto animales
como algas (FAO, 2022), y se destaca China como el principal pais en produccion y exportacion a nivel global
(Chen y Gao, 2023). Asimismo, en el transcurso de los afios, dicha actividad ha propiciado la generacién de
millones de empleos, en gran medida ubicados en zonas marginales, ademas de atraer inversiones de gran
relevancia tanto a nivel nacional como en el ambito internacional, contribuyendo asi al fortalecimiento
econdémico en ambas escalas (Liao y Chao, 2009).

De acuerdo con la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), desde 1990
hasta el afio 2020, la acuicultura mundial experimentd un crecimiento del 609 %. En 1990, la produccién anual
era de 17,3 millones de toneladas, mientras que en 2020 alcanzd la cifra de 122,6 millones de toneladas (FAO,
2022). Este crecimiento de produccidn se distribuye entre la produccién marina, que ascendié a 68,1 millones de
toneladas de peso vivo en 2020, superando a la produccién continental, que alcanzé los 54,4 millones de
toneladas de peso vivo en este mismo afo.

La acuicultura y la pesca son dos actividades con una labor de gran importancia en la economia global y la
seguridad alimentaria y nutricional (Norman et al., 2019), siendo la pesca de captura responsable del 51 % de la
produccion acuicola global, mientras que la acuicultura represento el 49 %, en el afio 2020 (FAO, 2022). A pesar
de la gran contribucidn que representa la pesca, la sobreexplotacién pesquera ha emergido como un problema
mundial, agravado por cubrir el abastecimiento alimentario de la sobrepoblaciény la gran demanda de consumo.
Esta practica pone a prueba la biodiversidad y los servicios ecosistémicos marinos (Srinivasan et al., 2010;
Ferguson-Cradler, 2021; Yan et al., 2021), dando lugar a una progresiva degradacidon de los ecosistemas y
provocando la pérdida parcial o total de los mismos (Pope et al., 2016). Como consecuencia, se enfrenta a la
insuficiencia de poblaciones de peces y a la competitividad de precios originados por la limitada biodisponibilidad

(Li et al., 2016). Por tanto, la acuicultura se considera una practica que contribuye significativamente a la



reduccion de la presion sobre los caladeros salvajes y a la estabilidad de los ecosistemas marinos, amenazados
hasta hace poco por la sobreexplotacidn de la pesca extractiva. Es esencial aprovechar esta abundante fuente de
alimentos provenientes de la acuicultura para satisfacer la demanda de pescado en la alimentacién humana
(Llorente Garcia, 2013).

Esta enorme evolucién de la acuicultura no solo implica una participacion mas amplia en el suministro y la
demanda de proteina animal a largo plazo (Naylor et al., 2021), sino que también ha despertado un gran interés
en la poblacién por un mayor consumo de estos productos de alto valor nutricional. Este interés se debe en parte
a los avances tecnoldgicos y mejoras en los sistemas de cultivo, los cuales han mejorado no solo la accesibilidad
a estos alimentos a la poblacidn, sino también su precio y, mas importante su calidad, al estar sometidos a los
controles sanitarios aplicados a los sistemas de produccién animal y de la industria alimentaria. Ademas, se
consideran productos sostenibles para el medio ambiente y contribuyen a mejorar la calidad nutricional de la
dieta al ser una rica fuente de proteinas y acidos grasos esenciales (Norman et al., 2019). Cabe destacar que no
todos los alimentos y productos provenientes de la acuicultura tienen como objetivo el consumo humano.
Muchos se emplean con diferentes propdsitos, tales como la produccién de harinas y aceites de pescado en
alimentos acuicolas industriales, la fabricacion de cebos, en industria farmacéutica o como alimento para otros

animales (FAO, 2022).

1.2. Impacto medioambiental

La acuicultura marina puede ser una alternativa favorable a |la pesca extractiva, siempre y cuando se realice una
gestion adecuada que permita alcanzar los objetivos socioecondmicos sin afectar el medio natural en la medida
de lo posible. (Norman et al., 2019). Sin embargo, a lo largo de un extenso periodo, ha surgido una serie de
problematicas que plantean cuestionarse la sostenibilidad de dicha practica. Estos desafios abarcan varios
aspectos que afectan a su viabilidad a largo plazo, generando incertidumbre sobre su impacto ambiental y su
capacidad para mantener un equilibrio sostenible en el tiempo (Martinez-Porchas and Martinez-Cordova, 2012).
Desde una perspectiva medioambiental, las interacciones que surgen entre la acuicultura marinay el océano son
muy complejas. Esta practica introduce una serie de modificaciones en el entorno (Clavelle et al., 2019), como la
transformacién y destruccién de paisajes (Walters et al., 2008) o la acumulacién de los desechos organicos que
eutrofizan el entorno (Chislock et al., 2013), los cuales modifican las comunidades de organismos de la columna
de agua y del sedimento bentdnico (Holmer et al., 2003; Alonso-Rodriguez and Paez-Osuna 2003; Hargrave,
2010), influyendo directamente en la biodiversidad de las especies salvajes (Wang et al., 2010).

Sin embargo, el mayor desafio global de esta industria es el impacto medioambiental provocado por el abuso de
antibidticos para tratar enfermedades infecciosas en los cultivos (Lafferty et al., 2015). La constante interaccién
entre los organismos cultivados y los silvestres da lugar a un aumento y propagacion de brotes infecciosos en
ambas poblaciones, resultando en una gran mortalidad de individuos y en grandes pérdidas econémicas para las
industrias acuicolas (Krkosek, 2017). Por esta razdn, este uso excesivo esta dirigido para prevenir y tratar
enfermedades con el fin de salvaguardar la produccién (Van Boeckel et al., 2015), dado que la industria necesita
producir grandes cantidades de alimentos acuicolas para satisfacer las necesidades de la poblacion y lograr los

objetivos econdmicos (Vignesh et al., 2011; Schar et al., 2020).



Ademas, el cultivo intensivo, altamente extendido en la acuicultura, se caracteriza por mantener organismos en
altas densidades en espacios limitados, favoreciendo las condiciones éptimas para una mayor incidencia de
enfermedades (Santos y Ramos, 2018). Este método induce estrés en los organismos cultivados, afectando su
bienestar y aumentando su vulnerabilidad a las enfermedades debido a las condiciones desfavorables en las que
se enfrentan (Oliva-Teles, 2012).

Estas circunstancias de cultivo hacen que la administracion adecuada de antibidticos se convierta en una tarea
complicada que requiere una minuciosa y determinada gestién. La metafilaxis, un método muy empleado,
implica la dispensacion de farmacos en cultivos con individuos tanto sanos como enfermos, aumentando la
dosificacion de los farmacos para alcanzar a los individuos enfermos dentro de la poblacién (Cabello et al., 2013).
La principal via de administracidn suele ser a través de la incorporacion en las dietas, aunque también se utiliza
la disolucién en el agua o la administracién por inyecciones (Cabello, 2006). Sin embargo, los resultados
farmacocinéticos suelen ser insatisfactorios (Leal et al., 2019), ya que la biodisponibilidad del farmaco varia seguin
la especie, tamafio, edad, sexo, parametros del agua y via de administracion (Sidhu et al., 2018). La
biodisponibilidad del antibiético en el organismo, transcurridas algunas horas, tiende a ser significativamente
reducida lo que conlleva a su diseminacion en el entorno ambiental mediante las deposiciones fecales o por la
presencia en el alimento no ingerido (Elema et al., 1996; Rigos et al., 2004; Gonzalez-Gaya et al., 2022; Corum et
al., 2023). Como resultado, los impactos ambientales son significativos, pues el ecosistema marino caracterizado
por su hidrodinamismo constituye un medio favorable para la dispersidn, transmision y acumulacién de estos
farmacos (Fortt Z et al., 2007; Quimpo et al., 2020).

Para asegurar practicas seguras y sostenibles, hay que abordar de manera preventiva los desafios asociados con
los antibidticos, los cuales tienen un impacto considerable en la salud publica debido a la resistencia que generan.
(Helsens et al., 2020). En la actualidad, la resistencia a los antibioticos constituye una grave problematica para
esta industria (Seyfried et al., 2010; Miranda et al., 2018; Suyamud et al., 2021; Zhou et al., 2021; Lassen et al.,
2022), ya que las dosis tan altas y abusivas de antibidticos utilizadas propician una mayor proliferacién de
bacterias resistentes y genes de resistencia (Salgueiro et al., 2024). Ademds, el entorno natural se presenta como
un extenso almacén genético y numerosas investigaciones documentan la aparicidon y aumento de estos genes
resistentes a antibidticos en el medio marino (Tamminen et al., 2011; Tomova et al., 2015; Liu et al., 2020; Shen
et al., 2020; C. Li et al., 2023). Este tema requiere una atencién detallada debido también a las posibles
implicaciones en la salud publica asociadas (Reverter et al., 2020). La produccién acuicola destaca la necesidad
de investigaciones adicionales y medidas regulatorias adecuadas con el objetivo de controlar el aumento de la

resistencia a antibioticos (Salas et al., 2021).

1.3. Desafios para su viabilidad

En el contexto de una creciente demanda global de productos marinos, es crucial identificar y resaltar las
amenazas que comprometen la viabilidad de la acuicultura como una industria alimentaria sostenible y constante
en el tiempo. Es de vital importancia la conservacion de los ecosistemas marinos para provisionar a la sociedad
humana los bienes y servicios necesarios (Sumaila, 2022). No obstante, la creciente presién antropogénica ha

generado importantes repercusiones en el medio marino, resultando en graves efectos a largo plazo (Halpern et



al., 2008; Halpern et al., 2015). Estos efectos incluyen el fendmeno del cambio global, que conlleva una serie de
modificaciones biofisicoquimicas y socioecondmicas, con consecuencias que perturban la funcionalidad natural
del medio (Alvarez-Lires et al., 2017).

El funcionamiento de estos ecosistemas se ve significativamente afectado por las consecuencias del cambio
climatico, una parte integral del cambio global, que altera la dindmica de las masas de agua, eleva el nivel del
mar, provoca cambios en el pH debido al aumento en la concentracion de diéxido de carbono disuelto, induce la
eutrofizacion de las aguas y modifica la temperatura, entre otros aspectos (He y Silliman, 2019). En concreto, la
variacién de la temperatura conlleva un calentamiento de los océanos y conduce a la aparicién mas frecuente de
olas de calor marinas, caracterizadas por aumentos de temperatura en las capas superficiales del agua. Este
fendmeno ha aumentado significativamente en intensidad y frecuencia, provocando eventos asociados a
mortalidad masiva en diversas especies marinas (Hobday et al.,, 2018; Smith et al., 2021), y cambios en la
diversidad microbiana (Lara Flores, 2010).

La acuicultura marina depende de la temperatura medioambiental y por tanto se ve afectada por el cambio
climatico debido a las perturbaciones que experimentan los propios entornos acudticos, lo que a su vez tiene un
impacto en las poblaciones cultivadas (Klinger et al., 2017). En los sistemas de produccién acuicola, la calidad del
agua desempefia un papel fundamental en la prevencién de enfermedades y la reduccién de la mortalidad (Yang
etal., 2021), pero se ve afectada por diversas alteraciones en los parametros fisicoquimicos como la temperatura,
la salinidad, el oxigeno disuelto y la turbidez. Por lo tanto, es fundamental tener en cuenta estos cambios para
asegurar un éptimo desarrollo de los organismos cultivados (S.N. Chen, 1991).

Los cambios de temperatura, tales como las olas de calor o periodos de frio extremo se han identificado como
uno de los principales desafios en la acuicultura, ya que afecta significativamente la vulnerabilidad de los
organismos y generan alteraciones en su metabolismo, fisiologia, comportamiento alimenticio, sistema inmune
o nivel de estrés, entre otros (Zhang et al., 2020; Alfonso et al., 2021; Mugwanya et al., 2022a).

Dado que los peces son ectotermos, su temperatura corporal se ajusta segin las condiciones térmicas del
ambiente circundante (Haesemeyer, 2020). Las variaciones abruptas en la temperatura del agua que exceden los
limites fisiolégicos desencadenan un estado de estrés en los peces, lo que provoca una disminucidn en la
eficiencia de su sistema inmunoldgico (Scharsack and Franke, 2022). A pesar de que cada especie esta adaptada
a diferentes rangos fisioldgicos de temperatura, los cambios en esta variable, particularmente los aumentos,
modifican su sistema inmunoldgico, resultando en una disminucién o supresién de sus mecanismos de defensa
(Abram et al., 2017) y en una mayor susceptibilidad a diversas enfermedades (Scharsack and Franke, 2022).

Las altas temperaturas del agua constituyen una preocupacién importante y actual, ya que influyen directamente
en la expresidon de la virulencia de los patdgenos, favoreciendo su persistencia y proliferacién en el medio
(Barbosa Solomieu et al., 2015). El desarrollo de enfermedades esta condicionado por multiples variables, entre
ellas el estado de salud del huésped, la naturaleza del agente infeccioso y las condiciones ambientales. En
situaciones donde la temperatura experimenta un cambio y el huésped presenta una vulnerabilidad
incrementada, los agentes patdgenos, especialmente las bacterias, tienen la capacidad de modificar su material
genético y adaptarse a las nuevas condiciones ambientales para llevar a cabo la infeccidn (Guijarro et al., 2015).

Ademas, el aumento de las temperaturas en el medio marino estd propiciando la colonizacion y establecimiento
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de patdgenos aldctonos hacia nuevos entornos, lo que conlleva un aumento del desequilibrio ecoldgico y una
mayor incidencia de enfermedades, en areas donde anteriormente no existian estos problemas (Casu et al.,
2024). Por lo tanto, los cambios provocados por el efecto del cambio climatico dan lugar a significativas pérdidas
econdmicas para la industria y una gran amenaza en la seguridad alimentaria (Reverter et al., 2020).

El cambio global antropogénico presenta otras implicaciones adicionales como la acumulacion significativa de
microplasticos en todos los ecosistemas oceanicos del mundo (van Sebille et al., 2015). Los microplasticos (<5
mm) generan consecuencias ecoldgicas significativas en los sistemas de acuicultura, dando lugar a riesgos
toxicoldgicos tanto para las especies cultivadas como para la salud humana. Su transporte a través de las
corrientes oceanicas provoca una progresiva fragmentacion de su tamafio, al mismo tiempo que adsorben otros
contaminantes como metales pesados o son colonizados por bacterias patégenas, intensificando alin mas su
impacto (Dong et al., 2021). Estas microparticulas proporcionan un sustrato ideal, debido a su prolongada
duracion y movilidad, para la propagacion de microorganismos en el entorno, albergando numerosos taxones
patoégenos de animales marinos y humanos (Kirstein et al., 2016; Silva et al., 2019), y ademas promoviendo el
aumento en el intercambio de genes de resistencia entre bacterias, contribuyendo asi a una mayor resistencia a
los antibidticos (Frere et al., 2018; Stenger et al., 2021).

Por ultimo, la globalizacién es un factor afiadido que amenaza la gestion sanitaria, ya que aumenta y facilita la
difusion de organismos resistentes a los antimicrobianos y enfermedades infecciosas inmunes a los antibioticos.
La movilidad de la poblacién hacia zonas con diferentes servicios sanitarios y patégenos contribuye al aumento

de nuevas resistencias y enfermedades (MacPherson, 2009).

1.4. Patdgenos bacterianos

La comprension de los patdgenos que afectan a los cultivos, asi como la evaluacion de las consecuencias y los
factores que los favorecen, es esencial para gestionar y controlar eficazmente su prevencion, lo cual se convierte
en una herramienta valiosa para promover una practica sostenible, saludable y econdmicamente viable a largo
plazo (Ma et al., 2023). En este sector alimentario, se encuentran diversos agentes patdgenos responsables de
enfermedades, entre los cuales se destacan hongos, bacterias, virus y ectoparasitos (de Bruijn et al., 2018).
Muchos de estos patdgenos, tienen la capacidad de operar como agentes zoonéticos, demostrando su habilidad
para afectar a los peces y, consecuentemente, transmitirse a los seres humanos (Ziarati et al., 2022). Es crucial
enfatizar que la virulencia de cada microorganismo en relacion con los peces esta intrinsecamente vinculada a
una interaccidn compleja de factores tanto biéticos como abidticos. Dichos factores, a su vez, actian de manera
sinérgica para favorecer la instauracién y propagacién de las infecciones en los hospedadores (Ben Hamed et al.,
2018).

Las bacterias emergen como microorganismos de alta relevancia en el contexto de la acuicultura,
particularmente en lo que concierne a la salud de los peces. Se destaca la presencia significativa de infecciones
por diversas especies bacterianas, las cuales son muy frecuentes y estan estrechamente asociadas a costos
considerables (Ben Hamed et al., 2018). Entre los agentes bacterianos de mayor relevancia, se encuentran Vibrio,
Aeromonas, Streptococcus, Pseudomonas, Mycobacterium o Flavobacterium, entre otras (Miller and Harbottle,

2018). Ademas, Escherichia coli es una bacteria que reside de forma habitual en el tracto intestinal de los peces
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y posee la capacidad de inducir deterioro en el tejido del pez en caso de migracién hacia otros 6rganos, dando
lugar a un futuro producto en estado desfavorable para el consumo, comprometiendo los beneficios econdmicos
y la salud humana (Adanech and Temesgen, 2018).

Dentro de este contexto, merece especial atencidon la destacada presencia de microorganismos marinos
pertenecientes al género Vibrio (Regev et al., 2020). Es necesario destacar la relevancia de estas infecciones
bacterianas, enfocandonos en la familia Vibrionaceae que emerge como protagonista en el panorama
epidemioldgico de la acuicultura (Garcia-Rosado et al., 2007; Abdel-Aziz et al., 2013; Kashulin et al., 2017; Deng
et al., 2020). La vibriosis emerge como una de las principales enfermedades que afectan a los peces marinos en
todo el mundo, ejerciendo su influencia en diversas especies piscicolas, ya sean silvestres o en ambientes de
cultivo (Mohamad et al., 2019). Cabe destacar que esta patologia guarda una estrecha relacién con la
temperatura, dado que las elevadas temperaturas exhiben una correlacién directa con una mayor prevalencia
de microorganismos pertenecientes a dichas bacterias, lo que, a su vez, se traduce en una mayor tasa de
mortalidad en poblaciones de peces (Albert and Ransangan, 2013). Ademas, la especie Vibrio cholerae es la
causante de la enfermedad del célera debido a que es un patégeno humano transmitido a través de la ingesta
de alimentos de origen marino (Arévalo et al., 2003).

Los patdgenos del género Aeromonas representan una seria amenaza, siendo Aeromonas salmonicida, la especie
mas comun de este género. A pesar de que la nomenclatura de Aeromonas salmonicida insinta preferencia por
los salmdnidos, es relevante sefialar que esta bacteria ejerce su impacto tanto en salmdénidos como en no
salmodnidos, afectando a diversas especies, incluyendo la carpa y la platija europea. En salmdnidos, afecta en
diferentes etapas de desarrollo, desde juveniles hasta adultos, causando infecciones graves y extendidas en la
sangre, lo que puede llevar a consecuencias mortales para los organismos afectados (Cipriano and Bullock, 2001).
En los no salmdnidos, se producen lesiones externas en la dermis que incluyen la induccidon de hemorragias,
Ulceras y necrosis en los individuos hospedadores, lo que se traduce en posibles cambios en el comportamiento
de natacidn y la pérdida de apetito en los peces afectados (Wiklund and Dalsgaard,1998).

El género Streptococcus engloba diversas especies bacterianas responsables de la enfermedad conocida como
estreptococosis. El primer registro de Streptococcus iniae fue documentado en cultivos de peces en Japdn, y
desde entonces, esta bacteria ha propagado brotes de mortalidad en diversas especies cultivadas de aguas
calidas a nivel global, incluyendo la tilapia o la trucha arco iris (Agnew y Barnes, 2007). Ademas de su impacto en
la salud acuatica, Streptococcus iniae presenta la capacidad de transmitirse a los humanos, ocasionando
infecciones cutaneas asociadas a la manipulacion de pescado fresco destinado al consumo (Facklam et al., 2005).
Pseudomonas constituye un conjunto de bacterias oportunistas que exhibe una notable falta de preferencia por
un huésped especifico. Su impacto se extiende a individuos tanto silvestres como cultivados, principalmente en
entornos acuaticos marinos y salobres. En este contexto, la especie Pseudomonas plecoglossicida ha emergido
como una seria preocupacion en el ambito de las enfermedades en la acuicultura, manifestando la capacidad de
infectar generando lesiones caracterizadas por manchas blancas en érganos vitales como el bazo, rifién e higado,
y ocasionando una elevada tasa de letalidad en teledsteos (Zeng et al., 2022). La aptitud para la infeccién se
manifiesta en aguas con temperaturas mas elevadas, mientras que esta especie se presenta como inocua en

rangos de temperatura inferiores (Chengwei Li et al., 2020)
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El género Mycobacterium spp. afecta a los peces generando consecuencias adversas en diversos aspectos, como
la movilidad, el peso y el funcionamiento de sus dérganos, llegando incluso a provocar la mortalidad. En el caso
de las infecciones en seres humanos, este patégeno actia como patdgeno oportunista, dando lugar a dafios en
la integridad cutanea (Hashish et al., 2018).

Las bacterias pertenecientes al género Flavobacterium se encuentra estrechamente vinculado a enfermedades
gue afectan a los salmdnidos, con una especial predileccidn por la trucha arco iris y el salmdn del Pacifico, pero
también a otras especies que no son salménidos (Donati et al., 2021). La especie Flavobacterium psychrophilum
se identifica como el agente bacteriano de mayor relevancia. Entre las enfermedades mas prevalentes que esta
especie origina, se incluyen la enfermedad de agua fria, destacandose las temperaturas inferiores a 10 °C como
un factor critico para la susceptibilidad a la infeccidn por estas bacterias, y el sindrome de alevines de la trucha
arcoiris, caracterizado por la induccién de anemia y la afectacion multisistémica, se presenta como otra
manifestacion patoldgica relevante con un elevado porcentaje de mortalidad en la poblacidon afectada
(Nematollahi et al., 2003).

Edwardsiella abarca multiples especies distribuidas en ambientes de agua dulce y salada a nivel global. Entre
ellas, tres especies, E. piscicida, E. ictaluriy E. anguillarum, se destacan como patdgenos de peces. Estas especies
exhiben una notable capacidad patdgena y presentan una notable plasticidad genética, permitiéndoles
adaptarse a diversos entornos y modular sus genes para potenciar su virulencia (Leung et al., 2022). Cabe
destacar que estas bacterias también manifiestan patogenicidad en humanos, principalmente causando casos
de gastroenteritis. En consecuencia, este género bacteriano demuestra una resistencia significativa a los cambios
ambientales, conformando un grupo patégeno de relevancia tanto para la salud de los peces como para la salud
humana, lo cual puede tener implicaciones perjudiciales para las empresas dedicadas a la acuicultura (Leung et

al., 2019).

1.5. Soluciones actuales

Es necesario la implementacion de diversos métodos para mitigar los efectos de los patégenos, dado que las
pérdidas econdémicas derivadas de las enfermedades son considerablemente significativas (Defoirdt et al., 2011).
La medida mas comun en la acuicultura para abordar enfermedades bacterianas es el uso de antibidticos, pero
hay que tener en cuenta la considerable y principal problematica que representan las infecciones bacterianas en
los cultivos y en la salud humana (Schar et al., 2020). También se utilizan otras estrategias de prevencidn, entre
las cuales se incluyen determinados tratamientos quimicos (como pesticidas, anestésicos, antiincrustantes y
desinfectantes) (Burridge et al., 2010), vacunas (Adams, 2019), controles bioldgicos, mecanicos o genéticos
(Buchmann, 2022) y uso de prebidticos o probidticos (Akhter et al., 2015).

En el tratamiento con vacunas antibacterianas, se destacan dos tipos principales: las biovacunas vivas atenuadas,
que activan el sistema inmune de los peces con una dosis baja para protegerlos contra enfermedades, y las
vacunas orales bioencapsuladas, disefiadas para resistir el ambiente acido del estémago y proporcionar una
liberacién controlada de antigenos en el tracto digestivo, reduciendo asi el estrés y la manipulacion de los peces.
Sin embargo, este tipo de tratamientos se encuentra en fase inicial y requiere una serie de avances adicionales

para su implementacion en la industria acuicola comercial (Soliman et al., 2019).
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El uso de la genética se utiliza con el objetivo de mejorar la resistencia a patégenos y promover una tasa de
crecimiento mas rapida. Esta técnica utiliza la modificacién genética para potenciar la salud de los peces y crear
generaciones sucesivas en condiciones genéticamente adaptadas, con miras a obtener beneficios econdmicos
sostenidos a lo largo de ellas (Gjedrem, 2012). No obstante, la implementacion de esta estrategia demanda una
rigurosa investigacion y el seguimiento de aspectos éticos para asegurar una introduccidn responsable de estos
alimentos transgénicos en el mercado (Mugwanya et al., 2022a).

Por ultimo, los probidticos y prebidticos emergen como agentes esenciales, desempefiando un papel crucial
como suplementos alimenticios destinados a potenciar la salud general de los peces de cultivo. Su impacto se
manifiesta de manera significativa, mejorando no solo el crecimiento, digestion, tamafio y peso de los
organismos acuaticos, sino también como componentes alimenticios adicionales que inciden positivamente en
el fortalecimiento del sistema inmunoldgico. Esta estrategia nutricional persigue la optimizacién de las
condiciones de cultivo, y aspira a fomentar un uso de productos naturales alternativos que sean
inmunoestimulantes para conseguir una mejora en la gestién de las enfermedades (Akhter et al., 2015). Aunque
estos suplementos muestran potenciales beneficios en la dieta, es necesario realizar investigaciones adicionales
para profundizar su mecanismo de accién en el organismo, asi como comprender la interaccién entre las cepas
utilizadas y los componentes digestivos y alimentarios (Mugwanya et al., 2022b).

Por lo tanto, el control de enfermedades en la industria acuicola demanda una continua investigacién de
métodos para enfrentar este desafio. En este contexto, es esencial adoptar nuevas estrategias ecoldgicas y
favorables tanto para la produccion como para el medio ambiente y el consumidor, las cuales aborden
eficazmente las enfermedades en la industria acuicola y al mismo tiempo promuevan la sostenibilidad del sector

a largo plazo.

1.6. Alternativas innovadoras

La busqueda de nuevos compuestos antimicrobianos, especificamente antibacterianos, en invertebrados
marinos, emerge como una alternativa innovadora frente a las soluciones vigentes para abordar diversas
enfermedades infecciosas en la acuicultura (Oh et al., 2018).

Los invertebrados marinos cuentan con una amplia gama de biomoléculas en su sistema inmunoldgico innato,
dedicadas a la defensa contra microorganismos patégenos (Tincu and Taylor, 2004). Dado la falta de un sistema
inmunoldégico adquirido bien desarrollado, su sistema inmunitario innato constituido por componentes
humorales y celulares incluye proteinas con capacidad antimicrobiana (Sanmartin, 2015), moléculas esenciales
para la salud y supervivencia de los organismos que les permite hacer frente a una variedad de desafios
ambientales (Allam y Raftos, 2015). Esta enorme fuente natural plantea la posibilidad de buscar proteinas con
propiedades antibidticas como alternativa a los farmacos convencionales, representando una potencial
alternativa para el tratamiento de enfermedades en la acuicultura (Oh et al., 2018).

Los moluscos bivalvos son organismos filtradores y se sustentan de las comunidades de organismos presentes
en el medio, lo que los hace albergar una mayor presencia de patdgenos, incluidos virus, bacterias y
endoparasitos (Venier et al., 2011). Ademas, se ven expuestos a notables cambios en las condiciones ambientales

debido a las zonas intermareales en las que habitan, donde los pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos fluctian
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de manera significativa y frecuente. El conjunto de estas caracteristicas ha provocado adaptaciones evolutivas
en moluscos bivalvos, especialmente en su sistema inmune innato, permitiéndoles mejorar su supervivencia en
el medio (Tincu and Taylor, 2004; Rosani et al., 2011).

En particular, los mejillones presentan un mecanismo de filtracion muy eficiente para la ingesta de alimentos, el
cual les ha provocado una notoria resistencia a las enfermedades. Esta forma de alimentacidon acumula agentes
patogenos en sus tejidos, reduciendo la carga microbiana del agua. Por lo tanto, los mejillones actian como un
sistema de filtracion bioldgico natural, disminuyendo la probabilidad de transmision de enfermedades a otros
organismos (Klohmann y Padilla-Gamifio, 2022).

El mejillén Mediterrdneo Mytilus galloprovincialis aparece como un prometedor organismo modelo para estudiar
las moléculas bioactivas antimicrobianas (Sanmartin, 2015), ya que se trata de una especie que se distingue por
su marcada capacidad de adaptacion a variaciones ambientales, lo que se traduce en una notable resistencia
frente a dichos cambios y una baja incidencia de episodios de mortalidad (Calvar, 2013). Se han llevado a cabo
numerosos estudios que evidencian la presencia de diversas clases de péptidos antimicrobianos (AMP) en esta
especie de mejilléon (Mitta, 2000; Pallavicini et al., 2008; Costa et al., 2009; Balseiro et al., 2011; Pacor et al.,
2021). Estos AMP constituyen una variada gama de proteinas, como defensinas, mitilinas, miticinas y mitimicinas,
cuya funcidn primordial es mitigar la accidon de agentes causantes de enfermedades infecciosas, tales como
bacterias y virus (Venier et al., 2011).

Una investigacion mas profunda sobre los componentes bioactivos antimicrobianos que se encuentran en la
especie M. galloprovincialis, surge como una valiosa oportunidad para desarrollar una alternativa innovadora a
los antibidticos ya establecidos. Gracias a la naturaleza de su habitat y el proceso de cultivo asociado, esta especie
ofrece un estudio altamente accesible, que facilita la obtencidn sistematica de ejemplares y garantiza un
suministro constante de material bioldgico para la extraccidn y exploracidn de potenciales compuestos bioactivos
antimicrobianos.

El mejillédn cultivado en Galicia, la especie M. galloprovincialis, emerge como un molusco de gran relevancia en
términos de cultivo, destacandose por su significativa contribucion a la produccién econémica anual (Buceta,
2016). A pesar de que el marisqueo en la region de Galicia ha experimentado un notable desarrollo,
consoliddndose como uno de los principales sectores alimentarios que brindan empleo a miles de personas, es
crucial considerar los impactos asociados.

Uno de los desafios mds preocupantes para las industrias acuicolas es la gestidon de los desechos generados, un
aspecto critico en el contexto de la creciente demanda mundial de estos productos. En la actualidad, las
productoras acuicolas se encuentran confrontadas con la tarea de administrar volumenes considerables de
desechos generados en sus sistemas de cultivo (Coppola et al., 2021). Es importante considerar los descartes
generados por la acuicultura de moluscos, que abarcan ejemplares que no cumplen con los estandares para la
venta debido a su estado poco dptimo o tamafio insuficiente (Nag et al., 2022). Por tanto, surge la necesidad de
proponer alternativas para la gestién de estos desechos acuicolas, explorando la viabilidad de reutilizar dichos
organismos en diferentes contextos, fomentando una mayor eficiencia y sostenibilidad de la industria acuicola.

Por esta razén, para contrarrestar el impacto de los descartes, resulta esencial la implementacién de medidas

relacionadas con los principios de la bioeconomia circular. En el contexto estratégico establecido por la FAO
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2002, surge la Agenda 2030, la cual propone la transformacion azul con el objetivo de alcanzar el desarrollo
sostenible en las practicas acuicolas, abordando de manera integral la gestion de estos sectores tanto a nivel
nacional como internacional. Este enfoque engloba la reutilizacién y el reciclaje de los desechos acuicolas,
buscando reducir de manera significativa la cantidad de residuos generados, promoviendo practicas mas
sostenibles y obteniendo mayores beneficios econdmicos (Coppola et al., 2021).

Por lo tanto, se plantea una alternativa valiosa a estos desechos al considerar la posibilidad de reutilizar el tejido
de mejillon como potencial suplemento en las dietas empleadas en la acuicultura. La utilizacion de tejido de
mejillén podria mitigar la pérdida de recursos y ofrecer beneficios alternativos nutricionalmente significativos y
proteccién inmunoldgica. La composicion rica en proteinas, aminoacidos esenciales y otros nutrientes presentes
en el tejido de mejillén podria contribuir de manera positiva al desarrollo saludable de otras especies acuaticas
cultivadas, como los peces, debido a la mejora en la calidad de las dietas empleadas en la acuicultura.

Una de las perspectivas futuras consiste en desarrollar dietas saludables para peces que mejoren la calidad
nutricional de las ya existentes y sean sostenibles para el medio ambiente, teniendo en cuenta los tratamientos
de regulacién para utilizar los desechos como alimento para otros animales (Mo et al., 2018; Ahmad et al., 2022).
La ejecucion de ensayos experimentales destinados a la formulacién de nuevas composiciones alimenticias
representa una estrategia esencial para potenciar diversos aspectos en la acuicultura. Estos ensayos tienen el
potencial de mejorar la calidad intrinseca de las dietas empleadas y permiten optimizar la digestibilidad de los
alimentos proporcionados a los peces. Ademas, la introduccion de nuevas formulaciones alimenticias puede
influir positivamente en el crecimiento de los peces, promoviendo un desarrollo mas robusto y saludable. Un
aspecto destacado de estas técnicas es su capacidad para conferir a las dietas un efecto protector frente a
agentes patdgenos, mejorando la resistencia y respuesta inmune de los peces alimentados (Oliva-Teles, 2012;
Roques et al., 2020).

Esta técnica propicia un desarrollo sostenible y desencadena un impulso innovador en la creacidon de nuevos
productos, estableciendo asi un ciclo que optimiza los recursos (J. Zhang et al., 2023). La comprensién mas
profunda de la diversidad y funcion de los compuestos antimicrobianos en esta especie de mejillén no solo
contribuye al conocimiento basico de la inmunologia de estos moluscos, sino que también ofrece perspectivas
valiosas para el desarrollo de practicas relacionadas con la economia circular, fortaleciendo asi la sostenibilidad

y la salud general de las poblaciones de mejillones en la regién de Galicia.

1.7. Antecedentes

Debido al considerable interés que la comunidad cientifica ha mostrado en los compuestos bioactivos de origen
marino, en el Instituto de Investigaciéon, Desarrollo e Innovacién en Biotecnologia Sanitaria de Elche (IDiBE), en
la Universidad Miguel Hernandez (UMH), se ha llevado a cabo diversas investigaciones sobre este tema,
destacando el estudio de Ruiz-Torres et al. (2019) relacionado con compuestos bioactivos provenientes de
extractos de invertebrados marinos. En ese estudio se produjeron y examinaron extractos de invertebrados
marinos como nudibranquios, holoturias y corales, empleando la combinacion de diclorometano y metanol (1:1,
v/v) para la obtencién de compuestos bioactivos. Se caracterizaron mas de 98 compuestos de origen marinos,

como péptidos, terpenos y alcaloides, entre otros. Estos compuestos exhibieron notable capacidad para inducir
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efectos citotodxicos, muerte celular y apoptosis temprana en lineas celulares de carcinoma colorrectal humano.
Ademas, se observd que todos estos extractos generaron acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
despolarizacion mitocondrial, activacion de caspasas y dafo al ADN. Estos hallazgos subrayan la importancia de
explorar y optimizar métodos de extraccién de compuestos bioactivos a partir de organismos marinos. La
eleccidon de la mezcla de disolventes en este estudio permitio la obtencion de una cantidad significativa de
compuestos bioactivos, lo que resalta la relevancia de elegir los disolventes y técnicas adecuadas para maximizar
la extraccion de estos compuestos.

En este contexto, este estudio propone optimizar el proceso de extraccion de componentes organicos del
mejillén M. galloprovincialis con capacidad antibacteriana. Entre los posibles componentes, estos péptidos no
solo han demostrado potentes propiedades bioactivas en estudios preliminares, sino que también son de interés
creciente debido a su potencial aplicacidn en la acuicultura. La optimizacidon de este proceso de extraccidn
permitird no solo maximizar el rendimiento de estos péptidos, sino también caracterizar sus perfiles bioquimicos
y evaluar su efectividad contra patdgenos relevantes para la salud y el manejo sostenible de poblaciones
acuicolas. Este enfoque no solo contribuird al avance del conocimiento sobre los compuestos bioactivos marinos,
sino que también abrird nuevas oportunidades para el desarrollo de estrategias innovadoras en la salud animal

y humana y la biotecnologia aplicada a la acuicultura.

2. OBIETIVO

El objetivo principal de este trabajo es optimizar las condiciones del proceso de extracciéon organica de
individuos completos de mejillon Mediterraneo Mytilus galloprovincialis priorizando su actividad
antibacteriana mediante el procedimiento estadistico Box-Behnken. Para ello se ha planteado los siguientes

objetivos especificos:

1. Seleccionar condiciones de extraccion aleatorias en base a variables predefinidas aplicando el procedimiento
Box-Behnken.
2. Determinar la actividad antimicrobiana y antioxidante, la cantidad de proteina y el rendimiento de estas
extracciones.
3. Determinar las condiciones Odptimas de extraccion mediante Box-Behnken priorizando la actividad

antibacteriana.

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1.  Coleccion de muestras

Los mejillones vivos de la especie M. galloprovincialis fueron obtenidos en un supermercado local. Tras la llegada
al laboratorio, los mejillones fueron abiertos y se desecharon la concha y el pie de todos para extraer
exclusivamente el tejido blando del mejilldn con el que se trabajaria. Posteriormente, fueron clasificados en base
a su tamafio y sexo. Se comenzd realizando mediciones de todos los individuos para dividirlos en tres tamafios

(pequerios, medianos o grandes), tomando medidas del tejido blando desde la regidn anterior hasta la posterior
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del individuo. Para determinar su sexo, se llevé a cabo una evaluacion visual del color del manto con el objetivo
de clasificarlos en tres grupos (machos, hembras o indefinidos). Se identificaron como machos aquellos
individuos cuyo manto mostraba un color blanco, las hembras aquellas que presentaban un color anaranjado y
como indefinidos aquellos ejemplares cuyo sexo no pudo determinarse con certeza. Finalmente, se colocaron

los 9 grupos resultantes en bolsas separadas y fueron almacenados en el congelador a -80 °C.

3.2. Optimizacidon del proceso de extraccion (Box-Behnken)

El modelo estadistico Box-Behnken se utilizd para optimizar las condiciones de extraccidén en el experimento
(Ferreira et al., 2007), con la finalidad de determinar la combinacidn éptima de condiciones para la extraccion de
péptidos antimicrobianos. Para ello, se evaluaron distintos los valores de ratio (g analito/ml disolvente), de
tiempo de maceracién (h) y potencia de ultrasonidos (J/ml), cada uno de ellos asociado a un cddigo de tres
valores (-1, 0y 1) que corresponden a los tres niveles (bajo, medio y alto) de cada condicidn. La bdsqueda de una
condicion de extraccidn éptima se basa en los resultados obtenidos de tres variables respuesta de interés en
cada uno de los extractos. Las tres variables respuesta que se seleccionan en este estudio son: la capacidad
antibacteriana, ya que el objetivo principal es la obtencidn de extractos con esa actividad bioldgica; el contenido
de proteina, debido a que la hipdtesis de la que se parte es que dicha actividad sea debida a la presencia de
péptidos antimicrobianos en el tejido de mejillén y finalmente la capacidad antioxidante, que se espera que esté
disminuida en los extractos con mayor capacidad antibacteriana. Por ultimo, se lleva a cabo la obtencién de un
extracto con las condiciones éptimas predichas por el modelo y se comprueban los resultados de manera
experimental. En la tabla 1 aparecen las condiciones de extraccion utilizadas junto con el cédigo de valores y

niveles asociados a cada uno de los extractos.
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Tabla 1. Niveles de variables y condiciones utilizados en el disefio experimental del método estadistico de Box-

Behnken para la optimizacion de extractos de mejillon.

EXTRACTO (g analito/:\?—:golvente) TIE('::I)PO ULTRG;rOnlI\;IDOS
1 -1(1/10) -1(2) 0 (100)
2 1 (1/40) -1(2) 0 (100)
3 -1(1/10) 1(24) 0 (100)
4 1(1/40) 1(24) 0 (100)
5 -1(1/10) 0(8) -1(50)
6 1(1/40) 0(8) -1 (50)
7 -1(1/10) 0(8) 1(150)
8 1(1/40) 0(8) 1(150)
9 0(1/25) -1(2) -1 (50)
10 0(1/25) 1(24) -1 (50)
11 0(1/25) -1(2) 1 (150)
12 0(1/25) 1(24) 1 (150)
13 0(1/25) 0(8) 0 (100)
14 0(1/25) 0(8) 0 (100)
15 0(1/25) 0(8) 0 (100)

3.3.  Extractos de mejillon

El estudio se realizd sobre el grupo de individuos de hembras medianas, dado que fue el mas abundante. Este
grupo fue seccionado en pequefios fragmentos uniformes de 4 x 4 mm aproximadamente y mezclado en un
mismo recipiente con el fin de homogenizar las muestras y minimizar la variabilidad. Debido a las pequefias
cantidades disponibles y la textura de los cuerpos otros métodos disponibles de homogeneizacién disponibles
mostraron ser ineficientes.

Desde el inicio hasta la finalizacién del experimento se utiliz6 exclusivamente material de vidrio para evitar la
posible contaminacidn por residuos de materiales plasticos, asi como evitar la degradacidn de estos materiales
provocada por la interaccién con los disolventes organicos empleados. También se destaca que todo el
procedimiento se llevd a cabo en condiciones de baja temperatura, utilizando hielo de manera constante. Este
enfoque se adoptd para minimizar la evaporacién de los disolventes involucrados, asi como la degradacion de
los componentes a extraer.

El disefio del experimento consistid en la obtencién de 15 extractos de mejilldn con diferentes condiciones de
extraccion mediante la modificacién de las siguientes variables continuas: ratio analito/disolvente (g analito/ml
disolvente), tiempo de maceracién (h) y potencia de ultrasonidos (J/ml). Para cada una de las variables se
utilizaban tres niveles distintos: ratios de analito/disolvente de 1/10, 1/25 y 1/40; tiempos de maceracion de 2,

8 vy 24 h; y potencias de ultrasonidos de 50, 100 y 150 J/ml. Las condiciones de cada extracto estaban
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determinadas por el disefio estadistico Box-Behnken, el cual asigna los valores anteriores a las variables de
manera aleatoria para la obtencion de 15 condiciones de extraccidon que permitan predecir las condiciones
Optimas para llevar a cabo el proceso de extraccion en base a los pardmetros que seran determinados a posteriori
para cada uno de ellos.

La preparacién de los extractos se inicid mediante la determinacion precisa de la masa de tejido de mejillon
requerida para cada muestra, empleando una balanza de alta precisién. Se selecciond una mezcla de
diclorometano y metanol (1:1, v/v) como solvente orgénico, con un volumen de 25 ml para cada extraccion,
previamente enfriado a una temperatura de -20 °C antes de su uso. La eleccidn de esta combinacion de solventes
se baso en su capacidad comprobada para extraer compuestos bioactivos de invertebrados marinos (Ruiz-Torres
et al., 2019). El tejido fue mezclado con el disolvente en un vaso de precipitados para homogeneizar. Se utilizé el
dispersor T25 digital Ultra-turrax para triturar y homogeneizar la combinacion de disolvente y tejido. Después, a
la muestra homogeneizada se le aplico la potencia de ultrasonidos correspondiente, mediante el sonicador de
Hielscher UP400St equipado con un sonotrodo S24d7 de titanio (7 mm de diametro), utilizando en todo
momento un bafio de hielo. Por Ultimo, se incubé el extracto en la nevera en agitacién a una temperatura de 4
°C para permitir que macerara el tiempo establecido.

Una vez transcurridas las horas de maceracidn, los extractos (n = 15), los cuales estaban formados por tejido y
disolvente, se sometieron a filtracion mediante una bomba a vacio para eliminar la parte sélida. Este paso
permitié guardar el extracto en un matraz redondo de 100 ml apto para utilizarlo durante el proceso de
evaporacion. A continuacion, para eliminar el disolvente (diclorometano y metanol), se utilizé evaporacién con
rotavapor (Buchi, R-100), a una temperatura de bafio de 37 °C. Aunque el rotavapor evapord todo el disolvente
organico, algunas gotas de agua presentes en el tejido del mejilldn persistieron en el extracto, requiriendo un
proceso adicional de desecacidn en estufa a 40 °C durante 24 h. Los extractos desecados y adheridos al matraz
se disolvieron hasta alcanzar una concentracidn de 20 mg/ml con dimetilsulfoxido (DMSO), disolvente organico
polar empleado en preparaciones bioldgicas. Todos los extractos fueron almacenados en viales de vidrio a una

temperatura de -20 °CYy, por ultimo, se filtraron con un filtro de 0,22 um.

3.4. Determinacion del rendimiento de la extraccion

La proporcion de agua en el tejido de mejillén es un factor clave que afecta el rendimiento para optimizar la
extraccion. En primer lugar, se llevo a cabo la determinacidn de la proporcion de agua y de tejido de individuos
de mejillon mediante un procedimiento estandar que implicé el secado por triplicado de muestras de mejilldn,
cada réplica con una masa de 2,5 g, extendida en un portaobjetos. Las réplicas fueron desecadas en una estufa
a 40 °C durante un periodo de 24 h, lo que permitid calcular la diferencia de peso entre el tejido himedo y seco
del mejillén, asi como la proporcion (%) de agua y de tejido.

Contenido de agua (%) se calculd segun la siguiente formula:

P
CONTENIDO DE AGUA (%) = P—{x 100
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donde Pf corresponde al peso final tras del proceso de secado, y Pi a la cantidad de tejido humedo utilizado en
cada réplica (2,5 g).

Para calcular el rendimiento de los extractos (n = 15), se empled el peso inicial estimado (Pe), el cual representa
el peso seco estimado utilizado en cada extracto. Esta estimacion se calculd utilizando la media de peso seco
obtenida a partir de las tres réplicas mencionadas anteriormente. Por tanto, se estimé el peso seco de cada
extracto teniendo en cuenta los pesos hiumedos correspondientes. El peso final (Pf) se define como la cantidad
de extracto seco obtenido después de someterlo a los procesos de evaporacidn en rotavapor y desecacién en
estufa (24 h, 40 °C).

El rendimiento de extraccidn (%) se calculd segun la siguiente formula:

< P
RENDIMIENTO DE EXTRACCION (%) = P—];xlOO

3.5. Caracterizacion de los extractos

3.5.1. Espectros de absorciéon UV-Vis

Los espectros de absorcidn de los extractos se monitorearon utilizando un espectrofotometro (Shimadzu, UV-
2700) de absorcion molecular UV-visible con un detector de doble haz. Se realizaron medidas de absorcion UV-
Vis en el rango de longitud de onda desde 200 a 600 nm con intervalos de resolucion de 1.0 nm y velocidad scan
speed medium, empleando celdas de cuarzo para la adquisicion de datos de la espectrometria UV-Vis de los
extractos. La preparacion de las muestras para medir la absorbancia comenzé suspendiendo una alicuota de 50
pl de cada uno de los extractos iniciales (20 mg/ml) en un volumen de 3 ml de DMSO obteniendo una
concentracién de 6,66 mg/ml. Ademas, se realizd una calibracién utilizando DMSO como blanco y se registré su
espectro UV-Vis con el fin de evaluar si la absorbancia del disolvente interferia a la de los extractos. Se observd
que la absorcion del DMSO se detecta hasta una longitud de onda de 260 nm, en consecuencia, los espectros de

los extractos se obtuvieron a partir de este valor.

3.5.2. Espectrometria de masas (HPLC-MS)

El estudio de cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de masas (HPLC-MS) se realizé para los
15 extractos de mejillén a partir de una concentracion de 5 mg/ml y diluciones de 1:100 y 1:1000. El analisis se
llevd a cabo utilizando un equipo Shimadzu LCMS-8050 (Shimadzu, Kioto, Japdn) compuesto por un cromatografo
HPLC que incluye dos bombas unitarias, una unidad desgasificadora, un inyector automatico, un horno
termostatizado y un detector diodo array, acoplado a un espectrémetro de masas triple cuadrupolo (QqQ)
equipado con una interfase de ionizacidn por electrospray (ESI), utilizando el software LabSolutions de Shimadzu
para el procesamiento de los datos. La separacion cromatografica se realizé en una columna Poroshell con
cadenas hidrocarbonadas de 18 carbonos unidas a la resina de silica, con un tamano de particula de 2,7 um
(Poroshell 120 RP-C18 2,7 um, 4,6 x 150 mm) de Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos),

ademads de una precolumna SD-C18 4,6 x 5 mm de 2,7 um de tamafio de particula de Agilent. Esta columna
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contaba con un sistema de fase mévil binaria que consiste en el solvente A (0,1 % acido férmico/H,0) y el solvente
B (acetonitrilo/0,1 % acido formico). Se empled un gradiente lineal que incrementé de 0 a 100 % de B en un
periodo de 0 a 65 min, seguido de una fase de mantenimiento al 100 % de B durante los Ultimos 5 min para la
recalibracidn antes de la siguiente inyeccidn. La velocidad de flujo se establecié en 0,5 ml/min, la temperatura

de la columna fue de 40 °Cy el volumen de inyeccion fue de 1 pl.

3.6. Determinacion del contenido proteico

El andlisis de la concentracion proteica en los extractos de mejillon se llevd a cabo utilizando el método del acido
bicinconinico (BCA). Este ensayo colorimétrico se basa en la formacién de un cromdforo de Cu*! (BCA), que
desarrolla un color purpura en proporcién a la cantidad de proteina (mg/ml) presente en la muestra. La
concentracion de proteina se determina midiendo la absorbancia del complejo formado a una longitud de onda
de 570 nm, estableciendo asi una correlacién directa entre la absorbancia medida y la concentracién de proteina
en la muestra (Bainor et al., 2011).

Previo al ensayo, se prepard la curva patron (A-P), formada por BSA (6 mg/ml) junto con agua destilada en
diferentes proporciones. Los extractos de mejillon se diluyeron a una concentracién de 5 mg/ml y todas las
muestras se realizaron en triplicado.

Para estimar la concentracién de proteina, se utilizaron placas de 96 pocillos a las cuales se le afadieron 250 pl
de soluciones de dos reactivos de BCA de color azulado (Reactivo A (Thermofisher, ref. 23228) con el reactivo B
(Termofisher, ref. 22324)) en una proporciéon 50:1. En los pocillos correspondientes a la curva estandar se
pipetearon 2,5 ul de cada punto de la curva junto con 2,5 ul de DMSO. Para los pocillos que presentaban el
extracto, se afiadieron 2,5 ul de H,0 destilada junto con 2,5 ul de extracto. Ademas, se incluyeron tres pocillos
adicionales con 2,5 ul de DMSO y 2,5 pul de agua destilada para comprobar la influencia del disolvente DMSO en
las mediciones. Seguidamente, la placa se incubé a 37 °C durante 30 min en un agitador térmico v,
posteriormente, se midid la absorbancia de las soluciones a 570 nm, utilizando un lector de placas (Cytation 3
Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Alemania). Por Ultimo, el analisis de los datos resultante de este ensayo
se proceso en Excel.

Adicionalmente, también se evalud cudnto influye el color anaranjado de los extractos de mejillon en la
absorbancia total a esta longitud de onda. En este ensayo se sustituyo el reactivo B por agua destilada, inhibiendo
la reaccion y permitiendo determinar cuanta absorcidn era atribuible al color del extracto. De esta forma, se
garantizé que la absorbancia medida reflejaba Unicamente la cantidad de proteina presente, sin interferencias
del propio color del extracto. En el procesamiento de los datos se resté la influencia del color de los extractos

para obtener una cuantificacion de proteina mas precisa.

3.7. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos de mejilldn fue evaluada mediante la técnica de decoloracion de
cationes radicales ABTS denominada TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) (Arts et al., 2004). Este
método se basa en la reduccion de los radicales ABTS+ por los compuestos presentes en los extractos de mejilldn,

en comparacién con el estdndar antioxidante hidrofilico Trolox. Inicialmente, se prepard una soluciéon que
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consistia en 2 ml de agua destilada, 605 pl de persulfato de potdsico y ABTS en pastilla. Esta solucién se incubé
durante 24 h en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia de la soluciéon se midid
diluyéndola en agua destilada hasta alcanzar una absorbancia de aproximadamente 714 + 0,02 u.a.

Ademas, se construyd una recta de calibracion con 11 puntos utilizando una mezcla de Trolox 1 mM y agua
destilada, variando la concentracién de Trolox de menor a mayor en cada punto.

Para la medicién de la absorbancia de los extractos, se utilizé una placa de 96 pocillos (Costar), donde cada uno
contenia un volumen de 200 pl de la solucién de ABTS, ademas de 20 ul de extracto de mejillon (5 mg/ml) o de
la solucion de la recta de calibracion.

Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo utilizando un lector de placas (Cytation 3 Cell Imaging Multi-
Mode Reader (Biotek, Alemania)), realizando una medida inicial de la placa con la solucién de ABTS y una
medicidn final correspondiente a la absorbancia de los extractos. El porcentaje de inhibicién de la absorbancia
se calcula y representa en funcién de la concentracién de Trolox para los datos de la recta patrén, preparados
anteriormente. En este ensayo se midid como blanco el disolvente DMSO. Ademas, todas las lecturas se
realizaron por triplicado y en ausencia de luz, con el objetivo de determinar la capacidad antioxidante en mmoles
de Trolox /100 g extracto seco.

Ademas, se realizd un ensayo colorimétrico para evaluar el impacto del color anaranjado de los extractos de
mejilldn en la absorbancia. En este ensayo, no se utilizé el reactivo de color (ABTS), permitiendo determinar
cuanta absorcion era atribuible al color del extracto en si. De esta forma, se garantizé que la absorbancia medida

reflejaba Unicamente la capacidad oxidante de la muestra, sin interferencias del propio color del extracto.

3.8. Ensayo de la actividad antibacteriana

Se estudid la actividad antibacteriana de los extractos de mejillon contra la bacteriana Gram-negativa Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida utilizando el método de difusién en placas de 96 pocillos con fondo redondo. La
bacteria utilizada se cultivé en medio de agar Mueller Hinton (MH) a una temperatura de 28°C durante la noche.
La concentracidn bacteriana empleada en el ensayo fue una dilucién 1:100 de una suspensién 0,5 McFarland,
equivalente a 5x10° unidades formadoras de colonia (UFC) por ml.

Para la preparacion de los extractos de mejilldn, se utilizé una concentracion inicial de 20 mg/ml. Se realizaron
diluciones seriadas a la mitad en medio MH por columnas, distribuyendo 50 pl de cada dilucién en los pocillos
correspondientes. Posteriormente, se afiadieron 50 pl de la suspension bacteriana a cada pocillo, resultando en
un volumen final de 100 pl por pocillo y concentraciones finales del extracto reducidas a la mitad. Las placas se
incubaron a 28°C durante la noche. La determinacion del crecimiento bacteriano y la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) se realiz6 visualmente. Ademas, el ensayo se realizdé por triplicado para garantizar la
reproducibilidad y confiabilidad de los resultados.

Se utilizaron varios controles en el ensayo para asegurar la validez de los resultados obtenidos. En primer lugar,
se empled una suspension diluida de bacterias solamente para verificar el crecimiento bacteriano sin la presencia
de extractos ni antibidticos. Ademas, se utilizd medio MH solamente para asegurar que el medio de cultivo no
presentara contaminacion ni interferencia en el ensayo. También se incluydé una dilucidn del extracto a 0,625

mg/ml solamente para evaluar cualquier efecto intrinseco del extracto a esta concentracién especifica en
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ausencia de bacterias. Para comparar la efectividad antibacteriana del extracto con un antibidtico conocido, se
realizaron diluciones seriadas de gentamicina, partiendo de una concentracion inicial de 8 pg/ml, que se
probaron con la suspension bacteriana testada. Asimismo, se hicieron diluciones seriadas de DMSO, partiendo
de DMSO puro, y se probaron con la suspensidn bacteriana para evaluar cualquier efecto del solvente en el

crecimiento bacteriano.

4. RESULTADOS

4.1. Ajuste de las condiciones experimentales de extraccidon

Los 15 extractos de mejillén se procesaron bajo tres condiciones de extraccion predefinidas. Sin embargo, debido
a la dificultad de obtener la cantidad exacta de tejido en una balanza de precisidn, las condiciones de extraccién
variaron. En consecuencia, el volumen y la potencia de ultrasonidos se ajustaron en funcion de la cantidad exacta
de tejido pesado en cada extracto (Tabla 2).

Posteriormente, se calcularon los valores medios del extracto seco obtenido en funcion de la cantidad de tejido
utilizado en cada extracto. Los valores medios del extracto seco fueron 0,05+0,02 g, 0,08+0,02 g y 0,14+0,04 g

para 0,625 g, 1 gy 2,5 g de tejido utilizado, respectivamente.
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Tabla 2. Valores reales de las condiciones de extraccidn utilizados en los 15 extractos de mejillon.

CONDICIONES DE EXTRACCION REALES

EXTRACTO
TEJIDO VOLUMEN TIEMPO ULTRASONIDOS
(8) (ml) (h) v
1 2,49 24,9 2 2492
2 0,69 27,4 2 2740
3 2,69 26,9 24 2694
4 0,66 26,3 24 2630
5 2,54 25,4 8 1267
6 0,63 25,2 8 1260
7 2,59 25,9 8 3884
8 0,66 26,5 8 3976
9 1,07 26,7 2 1333
10 1,26 31,4 24 1568
11 1,01 25,1 2 3770
12 1,04 26,0 24 3900
13 1,13 28,3 8 2827
14 1,12 28,1 8 2810
15 1,12 28,0 8 2795

4.2. Determinacion del rendimiento de la extraccion

Mediante la realizacién del triplicado para determinar la proporcién de tejido y agua en la especie de mejillén M.
galloprovincialis, los resultados indican un promedio de 23,4+0,6 % de tejido y 76,6+0,6 % de agua, presentados

en la Tabla 3.

Tabla 3. Proporcion de tejido y agua presentes en la especie de mejillon Mytilus galloprovincialis.

i PESO INICIAL PESO CANTIDAD TEJIDO  CANTIDAD AGUA
REPLICA FINAL . .
(g) (%) (%)
(g)
1 2,5 0,59 23,7 76,3
2 2,6 0,61 23,8 76,2
3 2,7 0,61 22,8 77,2
MEDIA+DES.EST. 2,6+0,1 0,60 + 0,01 23,4+0,6 76,6 + 0,6
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Los datos empleados para calcular el rendimiento de extraccidn se encuentran detallados en la Tabla 4. Entre los
extractos evaluados, el extracto 6 exhibid el rendimiento mas alto, alcanzando un 46,7 %, mientras que el
extracto 3 registrd el rendimiento mas bajo, con un 16,8 %. Los valores promedio de rendimiento para las
diferentes cantidades de tejido utilizadas fueron los siguientes: 33,3+12,1 % para 0,625 g, 32,1+6,0 % paralg,y
23,1+6,5 % para 2,5 g de tejido.

Tabla 4. Valores de peso inicial seco estimado, peso final y rendimiento de los 15 extractos de mejillon.

PESO INICIAL SECO

EXTRACTO ESTIMADO PESO FINAL RENDIMIENTO

(g) (g) (%)
1 0,58 0,11 18,3
2 0,16 0,03 17,4
3 0,63 0,11 16,8
4 0,15 0,05 33,1
5 0,59 0,17 28,8
6 0,15 0,07 46,7
7 0,61 0,17 28,7
8 0,16 0,06 36,1
9 0,25 0,08 31,2
10 0,29 0,10 35,6
1 0,24 0,08 34,0
12 0,24 0,07 27,5
13 0,26 0,06 23,8
14 0,26 0,08 30,4
15 0,26 0,11 42,4

4.3. Caracterizacion de los extractos

En la Figura 1 se muestra los espectros de absorcién UV-Vis de los 15 extractos medidos con el objetivo de analizar
las diferencias y similitudes en la presencia de diversos compuestos, segun las condiciones de extraccion
aplicadas. Los espectros obtenidos presentan gran variabilidad a pesar de tener varios maximos de absorbancia
comunes. En particular, se identifican maximos de absorcidn recurrentes en los rangos de longitud de onda de
271-278 nm, 327-329 nm, 418-419 nm y 460-467 nm. El resultado m4s alto de maximo de absorbancia se registré
en 565 nm para el extracto 4. Sin embargo, los resultados sugieren que las condiciones de extraccidon no estan
directamente relacionadas con la aparicion de los maximos de absorbancia observados y, por consiguiente, con

la presencia de los posibles compuestos identificados.
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Figura 1: Espectros de absorcion UV-Vis de los 15 extractos de mejillén (6,66 mg/ml) en DMSO.

El analisis mediante HPLC-MS de los 15 extractos de mejillén reveld los cromatogramas que, a pesar de la

variabilidad de los extractos, estos presentan cromatogramas similares. Se presenta el cromatograma del

extracto 5, diluido a una concentracion de 1:1000 (Figura 2), como representativo de los demas.

Respecto al analisis de los picos mas prominentes, aparecen varios picos significativos que sugieren diferentes

compuestos presentes en la muestra. Se destaca, en particular, un pico de alta intensidad aproximadamente en

el minuto 6, y otro pico de menor intensidad alrededor del minuto 10, ambos consistentes en todos los

cromatogramas analizados. La intensidad de los picos, representada en el eje Y, proporciona una medida

cuantitativa relativa de estos compuestos. Es notable que los picos menores también pueden indicar la presencia

de compuestos en menor concentracidn o aquellos con menor respuesta del detector. Sin embargo, a partir del

minuto 21, se observa un aumento considerable en el ruido, seguido de una saturacion del cromatograma debido

a la abundancia de compuestos de elevado peso molecular presentes en los extractos.
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Figura 2: Cromatograma de HPLC-MS del extracto 5 (TIC +).
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4.4. Determinacion del contenido proteico
Se utilizéd un ensayo BCA para determinar el contenido de proteina (mg/ml) presente en los extractos de mejillon.
La Figura 3 muestra los resultados obtenidos. La concentracion media de proteina obtenida para los extractos es

de 1,68 mg/ml. Los extractos 11, 12, 13, 14 y 15 se destacan por haber obtenido la mayor concentracién de

proteina.
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oo ||
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Concentracion de proteina (mg/ml)
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Extracto

Figura 3: Concentracién media de proteina (mg/ml) de los 15 extractos de mejillén (5 mg/ml).

4.5. Determinacion de la capacidad antioxidante

Se determinaron los niveles de actividad antioxidante en los 15 extractos, expresados en mmoles de Trolox/100
g extracto seco. Los resultados obtenidos se han representado en la Figura 4. La mayoria de los extractos
presentaron niveles de actividad antioxidante en el rango de 2,00 a 3,50 mmoles de Trolox/100 g extracto seco.
Sin embargo, los extractos con mayor nivel de actividad antioxidante fueron, el extracto 2 con un valor de 6,34 +
0,31, seguido por el extracto 5 con 4,67 + 0,38 y, por ultimo, el extracto 1 con 4,17 + 0,38. Por otro lado, los
extractos 11 y 15 mostraron los niveles mas bajos de actividad antioxidante, con un valor de 1,95+ 0,05y 1,94 +

0,11 respectivamente.
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Figura 4: Capacidad antioxidante (mmoles de Trolox/100 g extracto seco) de los 15 extractos de mejillon (5

mg/ml).

4.6. Determinacion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los extractos de mejillén fue evaluada frente a la bacteria Aeromonas salmonicida,
demostrando una inhibicién del crecimiento bacteriano en todos los casos. Los resultados obtenidos para cada
extracto se presentan en la Figura 5. La comparacién de los 15 extractos permitié observar que aquellos que
demostraron una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 2,5 mg/ml fueron los mas efectivos en inhibir el
crecimiento bacteriano, ya que requerian la menor concentracidn de extracto. En contraste, los extractos con
valores de CMI superiores a 5 mg/ml resultaron menos efectivos, necesitando una mayor concentracién para

inhibir el crecimiento de la cepa bacteriana examinada.

[ E1,E2, E3, E4, E5, E8, EY, E11, E12
M E6, E7, E10, E13, E14, E15

Figura 5: Actividad antibacteriana (Valor CMI (mg/ml)) de los 15 extractos de mejillén frente a Aeromonas

salmonicida.
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4.7. Optimizacion del proceso de extraccion

Enfocando el modelo estadistico Box-Behnken en las respuestas de capacidad antibacteriana, la Figura 6 muestra
graficas 2D y 3D que representan la relacion entre dos condiciones de extraccidn y su efecto en la capacidad
antibacteriana de los extractos de mejilldn. En las gréaficas 2D las zonas de color rojo-naranja representan las
condiciones de extraccidn para las que la capacidad antibacteriana es mayor. En las graficas 3D, la pendiente de
la superficie espacial de cada figura indica el grado de influencia de las condiciones de extraccion en la capacidad
antibacteriana donde sus valores maximos estan representadas por los vértices de la superficie.

En la grafica A y B se observa la influencia del ratio y el tiempo sobre la capacidad antibacteriana. El modelo
estadistico predice que la mayor capacidad antibacteriana se produce en tiempos de maceracion cortos (2-3 h)
independientemente del ratio utilizado. Ademas, también se observan maximos de capacidad antibacteriana
para tiempos de maceracion prolongados (22-24 h) con valores de ratio tanto bajos como altos.

En la grifica C y D se muestra la influencia del ratio y la potencia de ultrasonidos sobre la capacidad
antibacteriana. Para estas graficas, el modelo predice que la mayor capacidad antibacteriana se alcanza
Unicamente para potencias de ultrasonidos bajas (50 J/ml) cuando se lleva a cabo la utilizacién de valores medios-
altos de ratio (0,05-0,08).

En la grafica E y F se muestra la influencia de la potencia de ultrasonidos y el tiempo de maceracidn sobre la
capacidad antibacteriana. El modelo predice que la maxima capacidad antibacteriana se produce en tiempos
cortos (2-8 h) con potencia de ultrasonidos bajas (50 J/ml) y, por otro lado, a tiempos largos (22-24 h) con

potencia de ultrasonidos alta (120 J/ml)
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Figura 6: Graficas 2D de contorno y 3D de superficie de respuesta para la capacidad antibacteriana. (A, B) Efecto
del ratio y del tiempo sobre la capacidad antibacteriana de los extractos de mejillon. (C, D) Efecto del ratio y del

ultrasonidos sobre la capacidad antibacteriana de los extractos de mejillon. (E, F) Efecto del ultrasonidos y del
tiempo sobre la capacidad antibacteriana de los extractos de mejillon
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La Figura 7 muestra una grafica de dispersion 3D en la que cada uno de los puntos representados se corresponde
con una condicion de extraccion generada por el modelo Box-Behnken.

En la grafica se observa la relacién que predice el modelo entre las tres variables respuestas utilizadas para la
optimizacion del proceso de extraccion. Al igual que en la seccidn anterior nos vamos a centrar en maximizar la
capacidad antibacteriana de los extractos. En este caso, los resultados observados muestran que la capacidad
antibacteriana aumenta conforme la cantidad de proteina disminuye y la capacidad antioxidante aumenta en los

extractos. Esta representacion, también nos permite determinar el punto éptimo donde se alcanza la mayor
capacidad antibacteriana. En este punto, las condiciones de extraccidon que permiten alcanzar la mayor capacidad
antibacteriana seguin el modelo estadistico Box-Behnken son las siguientes: potencia ultrasénica, 50 J/ml; ratio,
1/10; tiempo de extraccion, 2 h. Asimismo, también se predicen los valores de respuesta de contenido de
proteina (0,45 mg/ml), capacidad antibacteriana (0,56) y capacidad antioxidante (5,21 mmoles de Trolox/100 g

extracto seco). El valor de capacidad antibacteriana de la figura corresponderia a un valor CMI de 1,78 mg/ml.

Grupo

® Promedio

® Limite inferior

® Limite superior

Ratio=0,1 Tiempo=2,0 Ultrasonido=50,0
Proteina= 0,4584987

Capacidad_antibacteriana=0,568267
0.

Capacidad_antioxidante =5,210302

Figura 7: Gréfica de dispersion 3D sobre la relacién entre el contenido de proteina, la capacidad antibacteriana
y la capacidad antioxidante en el proceso de extraccién del mejillén.

Por ultimo, se obtuvo el extracto (n = 3) empleando las condiciones determinadas por el modelo para la
validacion de los resultados obtenidos. La tabla 5 muestra los resultados de prediccion del modelo estadistico y

los resultados experimentales de la capacidad antioxidante, contenido de proteina y capacidad antibacteriana
del extracto optimizado.
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Tabla 5. Resultados predichos y experimentales de la capacidad antioxidante, contenido de proteina y capacidad

antibacteriana del extracto optimizado obtenido por el modelo estadistico Box-Behnken,

AS%I:)AXCI:?:I\?TE CONTENIDO DE CAPACIDAD
PROTEINA ANTIBACTERIANA (CMI)
(mmoles de Trolox/ 100 (mg/mi) (mg/mi)
g extracto seco) & &
RESULTADOS
521 0,45 0,56
PREDICTIVOS
RESULTADOS
4,77 £0,23 0,56 £ 0,05 1,25

EXPERIMENTALES

Por ultimo, se incluye la tabla 6 a modo resumen con las condiciones de los extractos y los resultados de los
diferentes analisis y técnicas que se ha obtenido en este estudio, con el fin de poder obtener una visidn global y

completa de todos los resultados.
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Tabla 6. Resumen de las condiciones de los 15 extractos junto a los resultados de las técnicas utilizadas?.

34

CONDICIONES CONCENTRACION CAPACIDAD VALOR
EXTRACTO RENDIMIENTO PROTEINA *DES.EST. ANTIOXIDANTE+DES.EST. cmI

RATIO TIEMPO  ULTRASONIDOS (%) (mg/ml) (mmoles de Trolox/100 g (mg/ml)

(mg/ml) (h) (3/mi) extracto seco)

1 1/10 2 100 18,3 1,25£0,28 4,17+0,38 2,5
2 1/40 2 100 17,4 1,7740,33 6,3440,31 2,5
3 1/10 24 100 16,8 0,70+0,14 2,21+0,18 2,5
4 1/40 24 100 33,1 0,84+0,17 2,39+0,09 2,5
5 1/10 8 50 28,8 0,81+0,09 4,67+0,38 2,5
6 1/40 8 50 46,7 0,78+0,13 2,75+0,09 >5
7 1/10 8 150 36,1 0,90+0,08 2,76+0,13 >5
8 1/40 8 150 31,2 0,78+0,05 2,66+0,13 2,5
9 1/25 2 50 35,6 0,94+0,05 2,07+0,20 2,5
10 1/25 24 50 35,6 0,71%0,16 3,44+0,14 >5
11 1/25 2 150 34,0 3,00%0,11 1,95+0,05 2,5
12 1/25 24 150 27,5 3,06+0,13 3,06+0,09 2,5
13 1/25 8 100 23,8 3,20+0,09 2,54+0,08 >5
14 1/25 8 100 30,4 3,17+0,30 2,5740,23 >5
15 1/25 8 100 42,4 3,2240,05 1,94+0,11 >5

1 Los resultados presentados en esta tabla, aunque previamente expuestos en formato numeérico o en grafica, se incluyen de nuevo para proporcionar una vision
global y consolidada de los datos.



5. DISCUSION
Dada la creciente problemdtica de la resistencia a los antibidticos, es vital investigar nuevas alternativas
antibacterianas que reduzcan la dependencia y permitan superar las limitaciones de los antibidticos
tradicionales. Un enfoque prometedor es estudiar el sistema inmunitario innato de invertebrados marinos
debido a su elevada resistencia a enfermedades provocadas por patégenos. Entre los mecanismos de defensa de
este tipo de organismos se encuentra la produccion de compuestos antimicrobianos que resultan de gran interés
en la busqueda de nuevas moléculas para el desarrollo de antibidticos de origen natural. EI mejillon
Mediterraneo, Mytilus galloprovincialis, es una especie altamente distribuida que alberga una gran variedad de
compuestos antimicrobianos en su sistema inmunitario, especialmente péptidos antimicrobianos (AMP), los
cuales han sido objeto de numerosos estudios (Guillaume Mitta et al., 2000; Y.-S. Yang et al., 2020; Costa et al.,
2009; Gerdol et al., 2012; Lv et al., 2019). Por esta razdn, un analisis mas extenso de sus péptidos proporcionaria
las herramientas fundamentales para identificar nuevos compuestos capaces combatir comunidades bacterianas
de manera efectiva.
En el modelo estadistico Box-Behnken utilizado para optimizar las condiciones de obtencién de un extracto con
actividad antibacteriana a partir de tejido de mejillén, se han priorizado los resultados obtenidos de capacidad
antibacteriana sobre la capacidad antioxidante y el contenido de proteinas. No obstante, los resultados
obtenidos para estas dos variables nos permiten discutir si la capacidad antibacteriana observada es debida a los
factores hipotetizados al inicio del estudio
Segun el modelo, se observa que la capacidad antibacteriana mdaxima se logra cuando el contenido de proteinas
es minimo. Esta relacién inversa sugiere que la capacidad antibacteriana de los extractos obtenidos podria no
estar determinada por proteinas o péptidos, si no por la presencia de otros compuestos bioactivos con
propiedades antibacterianas, los cuales son liberados durante en el proceso de extraccion. Un alto contenido
proteico en los extractos podria deberse a la presencia de proteinas de diversa naturaleza, que desempefian
distintos roles en lugar de estar involucradas en la supervivencia del organismo.
Ademas, se observa que a medida que aumenta la capacidad antibacteriana, también se incrementa la capacidad
antioxidante. Esta respuesta podria estar relacionada con la presencia de carotenoides. Los invertebrados
marinos, en particular los mejillones, son conocidos por acumular altas cantidades de estos compuestos en sus
tejidos, principalmente a través del fitoplancton que constituye la base de su dieta (Maoka et al., 2011). Estos
carotenoides, que son responsables de la pigmentacion tisular, desempefian roles cruciales en los invertebrados
marinos. Un estudio reciente de Sinha et al. (2023) ha demostrado que el B-caroteno actia como un potente
agente antioxidante al neutralizar los radicales libres de oxigeno. Ademas, este compuesto también ha mostrado
propiedades antibacterianas significativas. En el género Mytilus, se ha identificado la presencia de 25 tipos
diferentes de carotenoides, incluyendo el B-caroteno (Shuang Li et al., 2021), lo que resalta la diversidad y
relevancia de estos compuestos en la biologia de los mejillones. Estos hallazgos resaltan la importancia de los
carotenoides no solo en la defensa antioxidante, sino también en la proteccién contra infecciones bacterianas.
Esto subraya la necesidad de seleccionar y optimizar unas buenas condiciones en el proceso de extraccion con el
objetivo de extraer compuestos bioactivos, con el fin de aprovechar todas sus propiedades beneficiosas

deseadas. En el estudio de Nyaa et al. (2009) se optimiza el método de extraccién de compuestos bioactivos de
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extractos vegetales con capacidad antibacteriana y antioxidante. Por lo tanto, las condiciones de extraccion
utilizadas en nuestro trabajo son cruciales. Es posible que el uso de los disolventes seleccionados pueda haber
favorecido la liberacién de compuestos bioactivos con propiedades antibacterianas y antioxidantes, mientras
qgue simultaneamente puede haber reducido o degradado la presencia de péptidos antimicrobianos, que
tradicionalmente se consideran responsables de la actividad antibacteriana en los organismos marinos.

El rendimiento de los extractos obtenidos revela que la utilizacion de mayor ratio de masa de mejillén por mililitro
de disolvente conlleva a un rendimiento de extraccion menor y viceversa. Esto sugiere que la cantidad de tejido
utilizado influye de manera significativa en la eficiencia del proceso de extraccién de extracto seco. Varias razones
podrian explicar esta relacion, como las técnicas especificas de extraccion empleadas, los tipos de disolventes
utilizados y las caracteristicas estructurales del tejido del mejillén. Ademas, es importante considerar que el
rendimiento es un parametro experimental que puede estar sujeto a variaciones debido a posibles errores
durante el proceso, los cuales podrian afectar los resultados observados. A pesar de que los extractos 13, 14 y
15 fueron preparados de manera similar y presentan caracteristicas similares, los rendimientos obtenidos
muestran diferencias notables, resaltando la sensibilidad del proceso de extraccion a las condiciones variables
de experimentacion. Ademas, este estudio reveld que la proporcion del tejido y agua del mejillon fue de 23,4 %
y 76,6 %, respectivamente. Estos datos concuerdan con las observaciones realizadas por Celik et al. (2012),
quienes examinaron estas proporciones en diferentes estaciones del afo, sugiriendo que las fluctuaciones
estacionales desempefian un papel determinante en la proporcién de tejido y agua de esta especie. Por
consiguiente, el rendimiento no es un parametro que se pueda establecer de forma precisa, ya que es susceptible
al error experimental y, ademas, los valores de rendimiento obtenidos en diferentes épocas variarian.

La caracterizacion de los extractos fue realizada utilizando un espectrofotometro de absorcién en UV-Vis, con el
cual se observaron espectros diferentes, pero con algunos valores maximos similares. Los maximos obtenidos en
el rango de 271-278 nm podrian estar asociados a la presencia de ciertos cromdéforos como la vitamina E (a-
tocoferol quinona) (van Haaften et al., 2001), los maximos entre 327-329 nm podrian ser acidos insaturados
(Badiu et al., 2008) y los observados entre 460-470 nm pueden ser indicativos de una alta concentracion de
carotenoides, compuestos que han sido detalladamente estudiados por Vershinin (1996).

La observacién de picos de absorcidon relacionados con proteinas no fue posible debido tanto al disolvente
utilizado, el cual absorbe en la misma longitud de onda que las proteinas y, por tanto, las enmascara, como por
la falta de una técnica especifica de extraccidn de proteinas. El enmascaramiento debido al disolvente utilizado
se evidencia en algunos estudios como el de Guillaume Mitta et al. (1999), donde se caracterizo la defensina 1,
un péptido antimicrobiano observado a una longitud de onda de 225 nm, o en el estudio de Pacor et al. (2021)
donde se estudiaron las miticalinas, unos péptidos ricos en prolina, los cuales se observaban en el rango de
longitud de onda de 200-250 nm. Adicionalmente, se realizé una medicidn de proteinas utilizando el nanodrop
midiendo a 240-260 nm, longitud de onda a la cual absorben estos compuestos. Sin embargo, los resultados no
fueron los esperados, ya que el disolvente organico utilizado (DMSO) presenta una absorcion en este rango, el
cual no permitié cuantificar las proteinas presentes, al igual que en los espectros UV-Vis. Estos resultados
respaldaron la realizacién de una técnica alternativa para medir la proteina, que en este caso se llevé a cabo el

analisis de BCA.
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Continuando con la caracterizacion de los extractos, se llevd a cabo el procesamiento de las muestras con el
objetivo de determinar algunos de los compuestos proteicos concretos responsables de la actividad
antibacteriana. Sin embargo, la gran complejidad que supone realizar un analisis de una matriz organica de origen
bioldgico impidié obtener resultados concluyentes. Este desafio se debid principalmente a la saturacion de los
extractos en el equipo de cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS), incluso diluyendo la muestra. En los cromatogramas analizados se observa una gran saturacion de los
extractos en la fase apolar, concluyendo que los posibles componentes responsables podrian ser acidos grasos
con altas masas moleculares presentes en el tejido del mejillon. Esto se respalda en el estudio realizado por
Donato et al. (2018), donde se extrajeron los lipidos de un extracto de M. galloprovincialis utilizando extracciones
de lipidos y se determiné que la técnica combinada de HILIC x RP-LC-MS/MS en linea fue un buen método para
analizar y separar lipidos polares y neutros. Ademas, revelaron que este organismo contiene mas de 200 tipos
de lipidos, destacando la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, como las mas abundantes.

Por lo tanto, en nuestro trabajo no fue posible identificar ningiin compuesto proteico especifico que contribuya
a la actividad antibacteriana de los extractos debido a la gran cantidad de lipidos presentes que saturaban el
equipo. Los intentos de caracterizacion proporcionaron valiosa informacién preliminar sobre la composicion
compleja de los extractos, subrayando la necesidad de emplear técnicas adicionales como el fraccionamiento de

los extractos o su preprocesamiento y purificacién para superar las limitaciones actuales.

6. CONCLUSIONES

En conclusidn, este estudio destaca la importancia del mejillon Mediterraneo, M. galloprovincialis, como una
fuente prometedora de compuestos bioactivos con potencial antibacteriano y antioxidante. La aplicacién del
modelo estadistico Box-Behnken permitié optimizar las condiciones de extraccidn subrayando la importancia de
la proporcién de ratio, tiempo de maceracion y ultrasonidos. Ademas, la caracterizacién de los extractos sugiere
la presencia de posibles compuestos bioactivos en el tejido de esta especie de mejillén, conocidos por sus
propiedades antioxidantes y antibacterianas.

No obstante, la dificultad para identificar especificamente los péptidos antimicrobianos responsables de la
actividad antibacteriana, debido tanto a las técnicas de extraccién como a la dificultad de los equipos utilizados,
destaca la complejidad de la matriz bioldgica del mejillon y la necesidad de estrategias avanzadas de
fraccionamiento y purificacion. Estos métodos podrian ayudar a entender los mecanismos moleculares
subyacentes y descubrir nuevos compuestos bioactivos que podrian ser utilizados para combatir patégenos
bacterianos que han desarrollado resistencia a los antibidticos convencionales.

En consecuencia, este trabajo proporciona una base inicial para futuras investigaciones dirigidas a explorar y
aprovechar la potente fuente bioquimica del mejillon Mediterrdneo como una fuente alternativa de agentes

antibacterianos naturales.
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Ademas, cabe destacar que el mejilldn Mediterraneo presenta un potencial reutilizable significativo, ya que los
residuos y descartes de su procesamiento pueden ser aprovechados en futuras aplicaciones dentro de la
acuicultura y otras industrias relacionadas, promoviendo asi una economia circular y sostenible.

La integracidn de técnicas analiticas avanzadas y metodologias de extraccion mejoradas sera crucial para avanzar

hacia el desarrollo de terapias antibacterianas efectivas y sostenibles, mitigando asi los desafios globales

asociados con la resistencia antimicrobiana.
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	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. Acuicultura y su contribución global

	La acuicultura actual, avanzada y sofisticada, tiene sus raíces en los primeros intentos realizados hace miles de años (Costa-Pierce, 2022), donde algunas poblaciones asiáticas cultivaban y criaban pescado para su consumo (Liao y Chao, 2009). Actualme...
	A nivel global, la expansión de la acuicultura se ha logrado mediante la implementación de instalaciones tanto en áreas terrestres (Lima Junior et al., 2018; Chance et al., 2018) como en entornos marinos (Gentry et al., 2017), por lo que los productos...
	De acuerdo con la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), desde 1990 hasta el año 2020, la acuicultura mundial experimentó un crecimiento del 609 %. En 1990, la producción anual era de 17,3 millones de tonelada...
	La acuicultura y la pesca son dos actividades con una labor de gran importancia en la economía global y la seguridad alimentaria y nutricional (Norman et al., 2019), siendo la pesca de captura responsable del 51 % de la producción acuícola global, mie...
	Esta enorme evolución de la acuicultura no solo implica una participación más amplia en el suministro y la demanda de proteína animal a largo plazo (Naylor et al., 2021), sino que también ha despertado un gran interés en la población por un mayor cons...
	1.2. Impacto medioambiental

	La acuicultura marina puede ser una alternativa favorable a la pesca extractiva, siempre y cuando se realice una gestión adecuada que permita alcanzar los objetivos socioeconómicos sin afectar el medio natural en la medida de lo posible. (Norman et al...
	Desde una perspectiva medioambiental, las interacciones que surgen entre la acuicultura marina y el océano son muy complejas. Esta práctica introduce una serie de modificaciones en el entorno (Clavelle et al., 2019), como la transformación y destrucci...
	Sin embargo, el mayor desafío global de esta industria es el impacto medioambiental provocado por el abuso de antibióticos para tratar enfermedades infecciosas en los cultivos (Lafferty et al., 2015). La constante interacción entre los organismos cult...
	Además, el cultivo intensivo, altamente extendido en la acuicultura, se caracteriza por mantener organismos en altas densidades en espacios limitados, favoreciendo las condiciones óptimas para una mayor incidencia de enfermedades (Santos y Ramos, 2018...
	Estas circunstancias de cultivo hacen que la administración adecuada de antibióticos se convierta en una tarea complicada que requiere una minuciosa y determinada gestión. La metafilaxis, un método muy empleado, implica la dispensación de fármacos en ...
	Para asegurar prácticas seguras y sostenibles, hay que abordar de manera preventiva los desafíos asociados con los antibióticos, los cuales tienen un impacto considerable en la salud pública debido a la resistencia que generan. (Helsens et al., 2020)....
	1.3. Desafíos para su viabilidad

	En el contexto de una creciente demanda global de productos marinos, es crucial identificar y resaltar las amenazas que comprometen la viabilidad de la acuicultura como una industria alimentaria sostenible y constante en el tiempo. Es de vital importa...
	El funcionamiento de estos ecosistemas se ve significativamente afectado por las consecuencias del cambio climático, una parte integral del cambio global, que altera la dinámica de las masas de agua, eleva el nivel del mar, provoca cambios en el pH de...
	La acuicultura marina depende de la temperatura medioambiental y por tanto se ve afectada por el cambio climático debido a las perturbaciones que experimentan los propios entornos acuáticos, lo que a su vez tiene un impacto en las poblaciones cultivad...
	Los cambios de temperatura, tales como las olas de calor o periodos de frío extremo se han identificado como uno de los principales desafíos en la acuicultura, ya que afecta significativamente la vulnerabilidad de los organismos y generan alteraciones...
	Dado que los peces son ectotermos, su temperatura corporal se ajusta según las condiciones térmicas del ambiente circundante (Haesemeyer, 2020). Las variaciones abruptas en la temperatura del agua que exceden los límites fisiológicos desencadenan un e...
	Las altas temperaturas del agua constituyen una preocupación importante y actual, ya que influyen directamente en la expresión de la virulencia de los patógenos, favoreciendo su persistencia y proliferación en el medio (Barbosa Solomieu et al., 2015)....
	El cambio global antropogénico presenta otras implicaciones adicionales como la acumulación significativa de microplásticos en todos los ecosistemas oceánicos del mundo (van Sebille et al., 2015). Los microplásticos (<5 mm) generan consecuencias ecoló...
	Por último, la globalización es un factor añadido que amenaza la gestión sanitaria, ya que aumenta y facilita la difusión de organismos resistentes a los antimicrobianos y enfermedades infecciosas inmunes a los antibióticos. La movilidad de la poblaci...
	1.4. Patógenos bacterianos

	La comprensión de los patógenos que afectan a los cultivos, así como la evaluación de las consecuencias y los factores que los favorecen, es esencial para gestionar y controlar eficazmente su prevención, lo cual se convierte en una herramienta valiosa...
	Las bacterias emergen como microorganismos de alta relevancia en el contexto de la acuicultura, particularmente en lo que concierne a la salud de los peces. Se destaca la presencia significativa de infecciones por diversas especies bacterianas, las cu...
	Dentro de este contexto, merece especial atención la destacada presencia de microorganismos marinos pertenecientes al género Vibrio (Regev et al., 2020). Es necesario destacar la relevancia de estas infecciones bacterianas, enfocándonos en la familia ...
	Los patógenos del género Aeromonas representan una seria amenaza, siendo Aeromonas salmonicida, la especie más común de este género. A pesar de que la nomenclatura de Aeromonas salmonicida insinúa preferencia por los salmónidos, es relevante señalar q...
	El género Streptococcus engloba diversas especies bacterianas responsables de la enfermedad conocida como estreptococosis. El primer registro de Streptococcus iniae fue documentado en cultivos de peces en Japón, y desde entonces, esta bacteria ha prop...
	Pseudomonas constituye un conjunto de bacterias oportunistas que exhibe una notable falta de preferencia por un huésped específico. Su impacto se extiende a individuos tanto silvestres como cultivados, principalmente en entornos acuáticos marinos y sa...
	El género Mycobacterium spp. afecta a los peces generando consecuencias adversas en diversos aspectos, como la movilidad, el peso y el funcionamiento de sus órganos, llegando incluso a provocar la mortalidad. En el caso de las infecciones en seres hum...
	Las bacterias pertenecientes al género Flavobacterium se encuentra estrechamente vinculado a enfermedades que afectan a los salmónidos, con una especial predilección por la trucha arco iris y el salmón del Pacífico, pero también a otras especies que n...
	Edwardsiella abarca múltiples especies distribuidas en ambientes de agua dulce y salada a nivel global. Entre ellas, tres especies, E. piscicida, E. ictaluri y E. anguillarum, se destacan como patógenos de peces. Estas especies exhiben una notable cap...
	1.5. Soluciones actuales

	Es necesario la implementación de diversos métodos para mitigar los efectos de los patógenos, dado que las pérdidas económicas derivadas de las enfermedades son considerablemente significativas (Defoirdt et al., 2011). La medida más común en la acuicu...
	En el tratamiento con vacunas antibacterianas, se destacan dos tipos principales: las biovacunas vivas atenuadas, que activan el sistema inmune de los peces con una dosis baja para protegerlos contra enfermedades, y las vacunas orales bioencapsuladas,...
	El uso de la genética se utiliza con el objetivo de mejorar la resistencia a patógenos y promover una tasa de crecimiento más rápida. Esta técnica utiliza la modificación genética para potenciar la salud de los peces y crear generaciones sucesivas en ...
	Por último, los probióticos y prebióticos emergen como agentes esenciales, desempeñando un papel crucial como suplementos alimenticios destinados a potenciar la salud general de los peces de cultivo. Su impacto se manifiesta de manera significativa, m...
	Por lo tanto, el control de enfermedades en la industria acuícola demanda una continua investigación de métodos para enfrentar este desafío. En este contexto, es esencial adoptar nuevas estrategias ecológicas y favorables tanto para la producción como...
	1.6. Alternativas innovadoras

	La búsqueda de nuevos compuestos antimicrobianos, específicamente antibacterianos, en invertebrados marinos, emerge como una alternativa innovadora frente a las soluciones vigentes para abordar diversas enfermedades infecciosas en la acuicultura (Oh e...
	Los invertebrados marinos cuentan con una amplia gama de biomoléculas en su sistema inmunológico innato, dedicadas a la defensa contra microorganismos patógenos (Tincu and Taylor, 2004). Dado la falta de un sistema inmunológico adquirido bien desarrol...
	Los moluscos bivalvos son organismos filtradores y se sustentan de las comunidades de organismos presentes en el medio, lo que los hace albergar una mayor presencia de patógenos, incluidos virus, bacterias y endoparásitos (Venier et al., 2011). Además...
	En particular, los mejillones presentan un mecanismo de filtración muy eficiente para la ingesta de alimentos, el cual les ha provocado una notoria resistencia a las enfermedades. Esta forma de alimentación acumula agentes patógenos en sus tejidos, re...
	El mejillón Mediterráneo Mytilus galloprovincialis aparece como un prometedor organismo modelo para estudiar las moléculas bioactivas antimicrobianas (Sanmartín, 2015), ya que se trata de una especie que se distingue por su marcada capacidad de adapta...
	Una investigación más profunda sobre los componentes bioactivos antimicrobianos que se encuentran en la especie M. galloprovincialis, surge como una valiosa oportunidad para desarrollar una alternativa innovadora a los antibióticos ya establecidos. Gr...
	El mejillón cultivado en Galicia, la especie M. galloprovincialis, emerge como un molusco de gran relevancia en términos de cultivo, destacándose por su significativa contribución a la producción económica anual (Buceta, 2016). A pesar de que el maris...
	Uno de los desafíos más preocupantes para las industrias acuícolas es la gestión de los desechos generados, un aspecto crítico en el contexto de la creciente demanda mundial de estos productos. En la actualidad, las productoras acuícolas se encuentran...
	Por esta razón, para contrarrestar el impacto de los descartes, resulta esencial la implementación de medidas relacionadas con los principios de la bioeconomía circular. En el contexto estratégico establecido por la FAO 2002, surge la Agenda 2030, la ...
	Por lo tanto, se plantea una alternativa valiosa a estos desechos al considerar la posibilidad de reutilizar el tejido de mejillón como potencial suplemento en las dietas empleadas en la acuicultura. La utilización de tejido de mejillón podría mitigar...
	Una de las perspectivas futuras consiste en desarrollar dietas saludables para peces que mejoren la calidad nutricional de las ya existentes y sean sostenibles para el medio ambiente, teniendo en cuenta los tratamientos de regulación para utilizar los...
	La ejecución de ensayos experimentales destinados a la formulación de nuevas composiciones alimenticias representa una estrategia esencial para potenciar diversos aspectos en la acuicultura. Estos ensayos tienen el potencial de mejorar la calidad intr...
	Esta técnica propicia un desarrollo sostenible y desencadena un impulso innovador en la creación de nuevos productos, estableciendo así un ciclo que optimiza los recursos (J. Zhang et al., 2023). La comprensión más profunda de la diversidad y función ...
	1.7. Antecedentes

	Debido al considerable interés que la comunidad científica ha mostrado en los compuestos bioactivos de origen marino, en el Instituto de Investigación, Desarrollo e Innovación en Biotecnología Sanitaria de Elche (IDiBE), en la Universidad Miguel Herná...
	En este contexto, este estudio propone optimizar el proceso de extracción de componentes orgánicos del mejillón M. galloprovincialis con capacidad antibacteriana. Entre los posibles componentes, estos péptidos no solo han demostrado potentes propiedad...
	2. OBJETIVO
	El objetivo principal de este trabajo es optimizar las condiciones del proceso de extracción orgánica de individuos completos de mejillón Mediterráneo Mytilus galloprovincialis priorizando su actividad antibacteriana mediante el procedimiento estadíst...
	1. Seleccionar condiciones de extracción aleatorias en base a variables predefinidas aplicando el procedimiento Box-Behnken.
	2. Determinar la actividad antimicrobiana y antioxidante, la cantidad de proteína y el rendimiento de estas extracciones.
	3. Determinar las condiciones óptimas de extracción mediante Box-Behnken priorizando la actividad antibacteriana.
	3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
	3.1. Colección de muestras

	Los mejillones vivos de la especie M. galloprovincialis fueron obtenidos en un supermercado local. Tras la llegada al laboratorio, los mejillones fueron abiertos y se desecharon la concha y el pie de todos para extraer exclusivamente el tejido blando ...
	3.2. Optimización del proceso de extracción (Box-Behnken)

	El modelo estadístico Box-Behnken se utilizó para optimizar las condiciones de extracción en el experimento (Ferreira et al., 2007), con la finalidad de determinar la combinación óptima de condiciones para la extracción de péptidos antimicrobianos. Pa...
	Tabla 1. Niveles de variables y condiciones utilizados en el diseño experimental del método estadístico de Box-Behnken para la optimización de extractos de mejillón.
	3.3. Extractos de mejillón

	El estudio se realizó sobre el grupo de individuos de hembras medianas, dado que fue el más abundante. Este grupo fue seccionado en pequeños fragmentos uniformes de 4 x 4 mm aproximadamente y mezclado en un mismo recipiente con el fin de homogenizar l...
	Desde el inicio hasta la finalización del experimento se utilizó exclusivamente material de vidrio para evitar la posible contaminación por residuos de materiales plásticos, así como evitar la degradación de estos materiales provocada por la interacci...
	El diseño del experimento consistió en la obtención de 15 extractos de mejillón con diferentes condiciones de extracción mediante la modificación de las siguientes variables continuas: ratio analito/disolvente (g analito/ml disolvente), tiempo de mace...
	La preparación de los extractos se inició mediante la determinación precisa de la masa de tejido de mejillón requerida para cada muestra, empleando una balanza de alta precisión. Se seleccionó una mezcla de diclorometano y metanol (1:1, v/v) como solv...
	Una vez transcurridas las horas de maceración, los extractos (n = 15), los cuales estaban formados por tejido y disolvente, se sometieron a filtración mediante una bomba a vacío para eliminar la parte sólida. Este paso permitió guardar el extracto en ...
	3.4. Determinación del rendimiento de la extracción

	La proporción de agua en el tejido de mejillón es un factor clave que afecta el rendimiento para optimizar la extracción. En primer lugar, se llevó a cabo la determinación de la proporción de agua y de tejido de individuos de mejillón mediante un proc...
	Contenido de agua (%) se calculó según la siguiente fórmula:
	𝐶𝑂𝑁𝑇𝐸𝑁𝐼𝐷𝑂 𝐷𝐸 𝐴𝐺𝑈𝐴 ,%.=,𝑃𝑓-𝑃𝑖.𝑥 100
	donde Pf corresponde al peso final tras del proceso de secado, y Pi a la cantidad de tejido húmedo utilizado en cada réplica (2,5 g).
	Para calcular el rendimiento de los extractos (n = 15), se empleó el peso inicial estimado (Pe), el cual representa el peso seco estimado utilizado en cada extracto. Esta estimación se calculó utilizando la media de peso seco obtenida a partir de las ...
	El rendimiento de extracción (%) se calculó según la siguiente fórmula:
	𝑅𝐸𝑁𝐷𝐼𝑀𝐼𝐸𝑁𝑇𝑂 𝐷𝐸 𝐸𝑋𝑇𝑅𝐴𝐶𝐶𝐼Ó𝑁 ,%.=,𝑃𝑓-𝑃𝑒.𝑥100
	3.5. Caracterización de los extractos
	3.5.1. Espectros de absorción UV-Vis


	Los espectros de absorción de los extractos se monitorearon utilizando un espectrofotómetro (Shimadzu, UV-2700) de absorción molecular UV-visible con un detector de doble haz. Se realizaron medidas de absorción UV-Vis en el rango de longitud de onda d...
	3.5.2. Espectrometría de masas (HPLC-MS)

	El estudio de cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas (HPLC-MS) se realizó para los 15 extractos de mejillón a partir de una concentración de 5 mg/ml y diluciones de 1:100 y 1:1000. El análisis se llevó a cabo utilizando un ...
	3.6. Determinación del contenido proteico

	El análisis de la concentración proteica en los extractos de mejillón se llevó a cabo utilizando el método del ácido bicinconínico (BCA). Este ensayo colorimétrico se basa en la formación de un cromóforo de Cu+1 (BCA)2 que desarrolla un color púrpura ...
	Previo al ensayo, se preparó la curva patrón (A-P), formada por BSA (6 mg/ml) junto con agua destilada en diferentes proporciones. Los extractos de mejillón se diluyeron a una concentración de 5 mg/ml y todas las muestras se realizaron en triplicado.
	Para estimar la concentración de proteína, se utilizaron placas de 96 pocillos a las cuales se le añadieron 250 µl de soluciones de dos reactivos de BCA de color azulado (Reactivo A (Thermofisher, ref. 23228) con el reactivo B (Termofisher, ref. 22324...
	Adicionalmente, también se evaluó cuánto influye el color anaranjado de los extractos de mejillón en la absorbancia total a esta longitud de onda. En este ensayo se sustituyó el reactivo B por agua destilada, inhibiendo la reacción y permitiendo deter...
	3.7. Capacidad antioxidante

	La capacidad antioxidante de los extractos de mejillón fue evaluada mediante la técnica de decoloración de cationes radicales ABTS denominada TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) (Arts et al., 2004). Este método se basa en la reducción de los...
	Además, se construyó una recta de calibración con 11 puntos utilizando una mezcla de Trolox 1 mM y agua destilada, variando la concentración de Trolox de menor a mayor en cada punto.
	Para la medición de la absorbancia de los extractos, se utilizó una placa de 96 pocillos (Costar), donde cada uno contenía un volumen de 200 μl de la solución de ABTS, además de 20 μl de extracto de mejillón (5 mg/ml) o de la solución de la recta de c...
	Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo utilizando un lector de placas (Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Alemania)), realizando una medida inicial de la placa con la solución de ABTS y una medición final correspondiente a la...
	Además, se realizó un ensayo colorimétrico para evaluar el impacto del color anaranjado de los extractos de mejillón en la absorbancia. En este ensayo, no se utilizó el reactivo de color (ABTS), permitiendo determinar cuánta absorción era atribuible a...
	3.8. Ensayo de la actividad antibacteriana

	Se estudió la actividad antibacteriana de los extractos de mejillón contra la bacteriana Gram-negativa Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida utilizando el método de difusión en placas de 96 pocillos con fondo redondo. La bacteria utilizada se culti...
	Para la preparación de los extractos de mejillón, se utilizó una concentración inicial de 20 mg/ml. Se realizaron diluciones seriadas a la mitad en medio MH por columnas, distribuyendo 50 μl de cada dilución en los pocillos correspondientes. Posterior...
	Se utilizaron varios controles en el ensayo para asegurar la validez de los resultados obtenidos. En primer lugar, se empleó una suspensión diluida de bacterias solamente para verificar el crecimiento bacteriano sin la presencia de extractos ni antibi...
	4. RESULTADOS
	4.1. Ajuste de las condiciones experimentales de extracción

	Los 15 extractos de mejillón se procesaron bajo tres condiciones de extracción predefinidas. Sin embargo, debido a la dificultad de obtener la cantidad exacta de tejido en una balanza de precisión, las condiciones de extracción variaron. En consecuenc...
	Posteriormente, se calcularon los valores medios del extracto seco obtenido en función de la cantidad de tejido utilizado en cada extracto. Los valores medios del extracto seco fueron 0,05±0,02 g, 0,08±0,02 g y 0,14±0,04 g para 0,625 g, 1 g y 2,5 g de...
	Tabla 2. Valores reales de las condiciones de extracción utilizados en los 15 extractos de mejillón.
	4.2. Determinación del rendimiento de la extracción

	Mediante la realización del triplicado para determinar la proporción de tejido y agua en la especie de mejillón M. galloprovincialis, los resultados indican un promedio de 23,4±0,6 % de tejido y 76,6±0,6 % de agua, presentados en la Tabla 3.
	Tabla 3. Proporción de tejido y agua presentes en la especie de mejillón Mytilus galloprovincialis.
	Los datos empleados para calcular el rendimiento de extracción se encuentran detallados en la Tabla 4. Entre los extractos evaluados, el extracto 6 exhibió el rendimiento más alto, alcanzando un 46,7 %, mientras que el extracto 3 registró el rendimien...
	Tabla 4. Valores de peso inicial seco estimado, peso final y rendimiento de los 15 extractos de mejillón.
	4.3. Caracterización de los extractos

	En la Figura 1 se muestra los espectros de absorción UV-Vis de los 15 extractos medidos con el objetivo de analizar las diferencias y similitudes en la presencia de diversos compuestos, según las condiciones de extracción aplicadas. Los espectros obte...
	Figura 1: Espectros de absorción UV-Vis de los 15 extractos de mejillón (6,66 mg/ml) en DMSO.
	El análisis mediante HPLC-MS de los 15 extractos de mejillón reveló los cromatogramas que, a pesar de la variabilidad de los extractos, estos presentan cromatogramas similares. Se presenta el cromatograma del extracto 5, diluido a una concentración de...
	Respecto al análisis de los picos más prominentes, aparecen varios picos significativos que sugieren diferentes compuestos presentes en la muestra. Se destaca, en particular, un pico de alta intensidad aproximadamente en el minuto 6, y otro pico de me...
	Figura 2: Cromatograma de HPLC-MS del extracto 5 (TIC +).
	4.4. Determinación del contenido proteico

	Se utilizó un ensayo BCA para determinar el contenido de proteína (mg/ml) presente en los extractos de mejillón. La Figura 3 muestra los resultados obtenidos. La concentración media de proteína obtenida para los extractos es de 1,68 mg/ml. Los extract...
	Figura 3: Concentración media de proteína (mg/ml) de los 15 extractos de mejillón (5 mg/ml).
	4.5. Determinación de la capacidad antioxidante

	Se determinaron los niveles de actividad antioxidante en los 15 extractos, expresados en mmoles de Trolox/100 g extracto seco. Los resultados obtenidos se han representado en la Figura 4. La mayoría de los extractos presentaron niveles de actividad an...
	Figura 4: Capacidad antioxidante (mmoles de Trolox/100 g extracto seco) de los 15 extractos de mejillón (5 mg/ml).
	4.6. Determinación de la actividad antibacteriana

	La actividad antibacteriana de los extractos de mejillón fue evaluada frente a la bacteria Aeromonas salmonicida, demostrando una inhibición del crecimiento bacteriano en todos los casos. Los resultados obtenidos para cada extracto se presentan en la ...
	Figura 5: Actividad antibacteriana (Valor CMI (mg/ml)) de los 15 extractos de mejillón frente a Aeromonas salmonicida.
	4.7. Optimización del proceso de extracción

	Enfocando el modelo estadístico Box-Behnken en las respuestas de capacidad antibacteriana, la Figura 6 muestra gráficas 2D y 3D que representan la relación entre dos condiciones de extracción y su efecto en la capacidad antibacteriana de los extractos...
	En la gráfica A y B se observa la influencia del ratio y el tiempo sobre la capacidad antibacteriana. El modelo estadístico predice que la mayor capacidad antibacteriana se produce en tiempos de maceración cortos (2-3 h) independientemente del ratio u...
	En la gráfica C y D se muestra la influencia del ratio y la potencia de ultrasonidos sobre la capacidad antibacteriana. Para estas gráficas, el modelo predice que la mayor capacidad antibacteriana se alcanza únicamente para potencias de ultrasonidos b...
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