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RESUMEN 

Se desarrolló un proceso de hidrOlisls enzim8tica para la elaboraciOn 

de un concentrado de protefna de pescado soluble en agua. Se midió la 

actividad de diversas proteasas comerciales sobre un substrato de 

casefna. Se selecciono la enzima que tuvo menor costo por unidad de 

actividad y cuyo pH de mAxima actividad fuera neutro. 

Se le determinaron a esta enzima curvas de actividad sobre un 

substrato de pescado f'resco eviscerado. Una concentración de proteasa 

de 0.5:1. (P/P) y un tiempo de 3 horas resultaron en una solubilidad de 

661. de la protefna inicial. 

Las curvas de recuperaciOn de protefna soluble para los niveles de 

concentraciOn ensayados fue/"'on ajustadas por regresión. Los modelos 

obtenidos mostraron que la hidrólisis se realiza siguiendo un 

comportamiento de segundo orden con respecto al tiempo de reacciOn y 

la concentración de enzima. 

El escalamiento a planta piloto mostro que las condic:icnes de 

reacclOn encontradas en el laboratorio son aplicables en niveles de 

producc!On de mayor escala. 

La evaluación nutricional de la protefna de pescado hidrolizada 

indico que su valor nutritivo es comparable al de la caserna lt.ctea. 

El uso de calor en tas distintas etapas del proceso, no afectan la 

biodisponibilidad de la lisina de la pro telna de pescado. 
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CAPITULO 

N T R o D u e e O N 

Industria pesquera. 

1.1 Captura. 

La industria pesquera mexicana se encuentra entre las 12 primeras 

del mundo por el volumen de su capt.ura. E 1 potencial de est.a 

industria es grande debido principalmente a la e><tensiOn de sus 

litorale!5 Km) y a la existencia de una infraestructura 

adecuada para la captura transf'ormaciOn de la pesca. se han 

reportado capturas de 1,357 mil ton. y t,465 mil ton. de pescado vivc1 

y pesos desembarcados de t,177 mil ton. y t,281 mil ton. para 1986 y 

1987 respectivamente. De la captura total. en t987, el 61.5% {788 mil 

ton.) se dirigió al consumo humano directo (pescado 1'resco, enlatado 

y congelado) y el 36.5:1. (493 mil ton.) al consumo humano indirecto, 

en forma de harinas de pescado usadas como suplemento proteico en 

forrajes par-a la alimentaclOn de ganado (Cuadro 1) (3t). 
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Cuadro 1. Oist1·ibuci6n de 1a captura destinadn a proceso6 
industriales (miles de toneladas de materia prima ) . 

1986 19A7 Variación 
67/BG on 

Consumo humano directo 722 788 + B.4 

Fresco 460 526 +'\Z.,5 

Congelado 142 146 + 4. 1 

Enlata lado 120 114 - 5.3 

Consumo humano incfw-ecto 455 493 + 7. 7 

Reducción (harinas) 450 487 + 7.G 

Otros procesos 5. 1 6,6 +24 .z. 

Captura total desembarcada 1177 1ae1 • 8.1 

Fuente: Secretarla de pesca e 35 l • Dirección General de lni'ormb'ticá, 
Estad1stica y Docuinen1.aci6n Ct986). 

La materia prima dirigida a ta producción de ttarinas de pescado se 

compone principalmente de sardina y 

La indust1·ializ.Jci6n de In pesca, tanto para consumo humano directo, 

-fre&co, enlatado, congelado, como para el consumo indirecto mediante 

lol etabori:scióll de harinas de pescado. r·eprescnta un vo,umen de 755 

mil toneladas métricas anua,cs <Figura n. Considet"'ando que durante 

el p1~oceso de enlatado, solo se utiliza el i"llete.. que representa 

aproximadamente 50'l. del peso total, que los ('"ecursos destinados Ja 

elaboración de harinaE> de pescado pueden ser utilizados en productos 

de mayor calidad y Vollor agregado. y que exfs'te un por·centaJe 

considerable del pesca<:to que se congela o se consume i"resco que se 

despcrd1c.1a. Podemos afirmar que existe un volumen de aproximadamente 

Lh .. • '40,000 i!j0,000 toneladus métricas de protelna de elevada 
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calidad nutr·iciona1 que pueden ser transformadas en nuevos productos 

de un alto valor comercial y nutrlcional (fiqura 2). 

La demanda de protelnas con un valor nutriclonal elevado Y cuyas 

propiedades -funcionales permitan su uso en una amplia variedad de 

procesos en la industria alimenticia ha aumentado aceleradamente en 

los ultimos anos.· Algunas de las protetnas mAe utilizadas tales como 

caselna, aislados de soya 1 albórninas de huevo, etc., han aumentado 

sus precios en -forma considerable (Cuadro 2), 

Cuadro 2. Evolución de loa precios 1 de diversas prot.etnaa en la 
Industria ($000/Kg de prot.elna). 

,ngrediente Protefna 03/87 09/67 OB/88 VariaciOn en 
(%) el perfodo (X l 

Caseinato de sodio es.o 5.90 9.83 15.00 tl7'3 

Leche descremnda 34.0 4.86 6.09 14.34 +195 

cpp2 Ta.o t. 38 2. 19 3.52 +f55 

CPPS3 64.0 t. TG 2.76 4.44 +152 

Harin¡) de soya 
desgrasada 46.0 2.58 3.20 6.25 + t "12 

------1Precios consultados • diversas industrias en el periodo estudiado. 
é?concentrado de protetna de pescado. 
3concentrado de protefna de pescado soluble. 

En nue!;tro pafs eKfste tradicionalmente un dé'ficlt de este tipo de 

prot1?lnas. Este es mas dramatico en el caso de las protefnas de la 

IPche, principalmente las casetnas. 

La bósqueda de 'fuentes altcrnils de protetnas que permitan reemplazar 

la casetna de Id leche en procesos industriales Y en la elaboración 
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úe productos como los substitutos de leche para animales lactantes es 

justifi•:ada. 

Una de las fuentes de protelnas més prometedoras es la protelna del 

pescado. Diversos procesos (6, 15, 16,~8. 32,37), entre ellos el 

tratamiento con enzimüs han sido propuestos para la obtenciOn de 

1:woductos con propiedades deseablf"~ 1a industria de alimen1.os, 

·~omo solubilidad en agua, capacidad de emulsii"icaciOn y retención de 

agua. Los procesos enzimtsticos, se llevan a cabo bajo condiciones de 

reacción (temperatura, pH, et.e.), compatibles con la vida de los 

ser·~s vivos. Por to tanto, tienen la ventaja de ser reacciones 

altamente especificas, que se llevan a cabo con rapidez y que, ademAs 

conservan las caracterlsticae. nutricionales de la protefna de 

pescado. 

t.2 Et pescado como -f"uente de protefna. 

Diversos estudios han mostrado que el pescado es apto para las 

necesidades humanas. su contenido en aminoácidos esenciales es.ti\ en 

proporción adecuada a los requerimientos del organismo humano 

(4.7,tt,19,20). 
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~ l. Conlt'fJIO) li• ~d:,., rstntil~ ~, it;,tms P'ttll11T.. tcttiarJdils coo rl ¡i.trM ~ rrq.n~tos SU'Jl"ri;i> lClf '- ft.0 
¡m¡ .l! ,.llllC..kúx. 1«. ~-ii!OO &: fC'OlrluJ. 

-·- ------(>,Í~-.ttíiñlt9l3i" -· -------------- - - -----------------
'""' MllÑCllils 11,f.ite.111 ""'51?1 J..:M\O!.IJI :T~ ... ""'' drset.t:n - u.r.10 

(O·&~s\ lt0-126Y..I --------·-----------------

Hol .... " 1l " 11 ll 11 11 

....,,.,,, JI JI 11 l• 3' 11 I• St '5 

LDICM 'º 16 11 " , .. 'º lOl " 11 

llN 11 11 11 16 11 JI " 10 'º 
~i>INI 

C&till '' ll '' 3' 11 31 l2 11 11 

r.....-. 
1 ...... n ll 11 11 !l IOl 109 •l " 
¡,..... " .. 11 lO .. ll 11 " ll 

Tr{ilofa 5.1 u u 11 11 11 11 

v ... 11 11 18 ., 10 1• " 6L ll 

----------
( I~ m llll Jiftl de 5t9Sd.ro ~ fl!JeSh:in de l g de rntl'itia/Ig de~ wt0f'1J. 
1z1~ en t1111Jtt dt uw;r-611! et ~100 dt o.a 11: cr 1nteu1r11 de peso wro1c1ai. 
1 ll&.J5,IOO tn lll in~ de ~111·'1ld de PgtestiCCI tr 0.5S 9 dt p-olma/lg ir peso .WU/lla, 
(4Jlld·oLrac» dr: ¡nltkla dt ptsudo comttnll, Sc(toptt~. CM\ad.I. 

U11u aplu.:..:io.:.ión interesilnte para las protelnas de pescado es 5U 

'JU1iZ.J(;;tÓ11 p.:wa 1·e1.-~mplaznr l~s protetn~s de la leche en substitutos 

pM·a ammales lü.ctante5. Actualmente estos productos son 

de ler:-he de ser emad~'l qrasils 

.:JIHIU.:lles y /0 ... ene tales El elevado costo de las 

p1-ult>!ll1dS dt? la lechl'" hai:.en n~·~e5ar 1c- desde el punto de vista 

t!ConOm1~0 ~u reemplazo por fuentes alternas de protefnils, como las 

1jE!I pescado, Ch i..1 formul.Jc1ón de substitutos de leche para becerros 
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en crl!c1miento. 

Sin embargo las caracterfsticas necPsarias í'ar .. 1 qut• Ul"ILl fllPl1te 

.:ilt..:r·na de protelna pueda ser utilizada para reemrilazar las protefnas 

tactcas son las 5¡guientes: 

1. El producto debe ser soluble debP. formar 1..11sPt"r~10n 

'37~C. 

2. El produ•; to debe ser aceptable paru el ter~nero recién nacido. 

¡¡, La digestibilidad aparento del produr.to debe s1m1lar ta de 

l•s protefnils de la leche, que es elevada (90-95:.'.J. 

4. El aporte de aminoacidos esenciales debe ser .-Jdecuado .d las 

necesidades del becerro en crecimiento. 

5, La proteína de reemplazo no debe tener efectos adversos sobre el 

crecuniento, ta conversión alimenticia y ta cahdad de la carne. 

G. La proteina propuesta debe encontrarse en forma concentrada. 

Los mCtú..JúS més generillíZados de procesamiento de pescado 

industrial conducen a la obtención de produc1 os <."Om<...,: 

Las los concentrados los aisludos lprep,;u·dc1ones 

pilrc1almente purif'icadasl de protefml de pescado 

los h1drolizudos enzimatico9 oJ~ esta!:i protcfnas. 

mrls r·ecientemente, 

L.:is hartnLJS de pescado son productos obtenidos 

pescado fresco entero que se cuece, se prensa pólra e,.;traer parte del 

aceite, se seca generalmente e•i tambores rotatorios con calor directo 

y se muele. El proceso es sencillo pero el i.:nstv e::> elevado •.::.C•ll 

resp~cto ul precio del pr odu.: t•:i fin.:. l. El valor del 
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p1 .. oducto es bajo debido al método de secado empleado, adicionalmente 

presenta desventajas como un alto contenido de m.:iterial no deseable. 

escamas, huesos y vlsceras, olor y sabor f'uertes, ocasionados por toa 

residuos de lfpidos en el producto. Otras desventajas de IOB 

productos obtenidos por este m~todo son los problemas de rancidez 

debida a la oxidación acelerada de las grasas del pescado si no se 

uaan antioxidantes adecuados, y la "falta de solubilidad y BU 

capacidad de emulsi-f'lcación. Finalmente, pesar de contener entre !50 

y 60% de protetna cruda, el proceso de secado directo a que se somete 

el pescado, reduce marcadamente la digestibilidad de Ja protefna y su 

valor nutricional. Por estas razones las harinas del pescado son 

utilizadas casi Onicamente como complemento proteico en alimentos 

para ganado 

1~4 Concentrados de prot.efna de pescado. 

Una mejor f'orma de canalizar los recursos pe5queros nacionales 

serla la f'abricaciOn de concentrados de protelna de pescado (CPP}. 

El Grupo de consejeros en Protefnas de las Naciones Unidas de-fine un 

concentrado de protelna de pescado como sigue: 

Un concentrado de protetna de pescado es un producto ee.Lablt:: para 

consumo humano, preparado a partir de pescado entero, de otros 

animales acuaticos o partes de ellos. La concentraciOn de proterna es 

incrementada al remover el agua y el aceite. El producto se 

deshidrata y su apariencia es Ja de un polvo, con un olor y sabor que 

depend~n del proceso utilizado, 
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Los productos asf obtenidos tienen un e1e\/'ado contenido proteico, 

generalmente entre 75 y 85'l., un bajo cuntenu.1o de 

usualmente menor del tY., tienen poco olor y sabor, pe1·0 car-ecen de 

propiedades -funcionales como solubilidad 

emulsi-ficación. El cor; to del proceso 

en o qua 

para la 

y capacidad 

ob tenc16n de 

de 

los 

concentrados de protetna de pescado elevado la intraestructu1-Ll 

necesaria requiere de inversiones elevadas. Una de la5 etapas del 

proceso que explican su elevado costo es la recuperac1on de los 

empleados en la e1i1ninacion de ta fracc1on lipidica del aolvf:Hltes 

pescado. Por estas razones los concentrados de pro telna de pesci.ldo 

solo se emplean como enriquecedor ea proteicos para alimentos en los 

que la solubilidad en agua y otras propiedades 1'uncionales no son 

necesarias (l¡!,26\. 

'·5 Aislados de proteina de pescado. 

Productos similares en composición qulmica a 105 concentrados de 

protelna de pescado son los aislados de proteina de pescado (A,P.P.l. 

En estos productos. la protelna se separa por precipitación en su 

punto 1soeléctrico, y el aceite es eliminado pc•r extracción empleando 

solve11tes orgénicoa como e1 hexano o el isopropanol. La protelna asi 

obtenida es priécticamente incolora y con un olor muy suave. Al igual 

que lo!:i C.P.P. los A.P.P. son poco solubles en aqua (40.41). Los 

procesos requeridos para la e labor ación tanto de concentrados como de 

aislados requieren Inversiones muy costosas infr.J.e::;.tructura; 1;, 

e)o;L1 ... acci6n del aceite con solventes y la recuperación de e&i.os. por 
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destiladOn, es una de las partes mas caras del proceso. Ha sido 

reportado (26 l que lo~ reFtiduos de algunos solvente& utilizadof.. 

los procesos de extracción como el dicloroet.ano CDCEl son tóxicos 

para diversas especies animales, como los becerros. 

1.6 Hidrolizados de protetna de pescado ~ 

Hemos mostrado como la carencia de propiedades -runcionale& en la& 

harinas, los concentrados y los aislados de proteína de pescado, e& 

t..no de loa factores quP. limitan su uso en diversas aplicaciones la 

industria de alimentos. Una alternativa prometedora para obtener 

concentrados de protefna de pescado con prup•edades funcionales, 

particularmente solubilidad y retención de agua, e5 la modd"íc ac:ión 

enzimática de las protefnas, mediante el uso de enzimas proteollticas 

comerciales (t6,t7.44). Los productos as! obtt,.nidoff .... 
hidrolizados de protefna de pescado (HPP). 

Las primeras preparaciones de pescado hidrolizado -f'ueron elaboradas 

empleando las enzimas propias del 1.racto intestinal del pescado. Se 

obtenlan productos con oloreB sabores i"uortes que tenlan una vida 

de anaquel largiJ (2.3). Posteriormonte 1 u&aron ac1do5 minerales 

tales como el clorhfdrico o el sulT~rico con los que se ac1difícab;3 

~1 pescado para obtener productos como los ensilados en donde debido 

a la acidez del producto el periodo de conservaciOn es prolongado 

(31). E:stos primeros procesos tentan como objetivo principal la 

conservaciOn del pescado pero los productos no son 

productos con un contenido elevado de protefnas y su manejo es 

df'tcíl. 
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Los hidrollzados de protefna de pescado son productos con alto 

contenido proteico (80-90'l.), solubles aqua, y con una elevada 

capacidad de emulsificación (36-38.6 mi de aceite/100 mg de HPPl. Son 

obtenidos mediante procesos de hidrólisis enzimática bajo condiciones 

cont1 oladas de pH, temperatura, tiempo, concentración de enzima y 

substrato. La fracción insoluble se separa por filtración Y la 

protelna soluble presente en el &obrenadante después de separar la 

fracción lipldica por centrifugación o decantación, se recupera 

secando por atomización. Oiver sos estudios (7 ,22.331 indican que el 

valor nutricional la digestibilidad de este producto son elevadas. 

Su empleo en substitutos de leche para animilles lactante~ ha dado 

mejores resultados que los concentrados de protetna de pescado y que 

los productos el.Jborados cc.n soya (7,18}. 

El incremento en la producción de proteasas comerciales en tos 

ultimos 25 anos, ha permitido el desarrollo de procesoi:. industriales 

basados en et uso de proteasas bacterianas obtenidas por 

i'er·menta t1va para la producción de hidrolizados de p1~otefna 

pes.cado <HPPl. La disminución en los preci•::.is de tas enzimas y et 

requerir procesos ctc extracción de 11pidos mediante el uso 

solventes E>On i"actores que favorecen la rentabilidad de 

1.7 EnzimaG __ .2.!:otcoltt.icaa indus.trlaJs.,~ 

via' 

de 

no 

de 

H.aa del BOY. de todus las enzimas industr1illes, son hidroUtícas y 
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por lo tanto son empleadas para la depol11ner1zac1ón de substratos 

naturales. Del con Junto de enzimas h1drolfticas, 59Y. son enzimas 

proteolftacas (161. El mercado de enzimas industriales se entima en 

alrededor de 75000 toneladas de producto, con un costo de 600 

millones de dólares en 1985. Las enzimas pro teottticas tienen por lo 

tanto un mercado cuyo valor estimado es de apro1<imadamente 350 

millones de dólares. Las carboh1drasaa y las lipasas completan el 

mercado de las enzimas industriales ('figura 3). 

Figura 3. Oistribucion de tas hidro lasas industriales. 

t. 7 ~1 Propiedades de lan enzimas. 

en el mercado una amplia variedad de prot.easas· 

industriales, origen animal, vegetal y microbiano. La 

selección de Ja enzima adecuada, en un proceso de hidrOlisis 

enzlmi!itica de protefna de pescado es una decisión ímportante .para 

obtener un producto competitivo con las caractcrtsticas deseadas. 

Loz -factor·e-s que deben considerarse son: 
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1.7.t.t Tipo de enzima. 

La enzima seleccionada debe ser capaz de actuar 5obre et 

substrato propuefito, en este caso 1a protefna du pe&cado. 

pP.rmltlendo ta obtencion de péptldos de tamat1Q su-ficieni.l!mr.nte 

pequetto para mantenerse en sotuciOn, pero sin llegar 

producir péptidos aminoácidos libres que den un ~abor amargo 

al produc1.o. 

t.7.t.2 pH. 

La enzima debe tener su ac ti vid ad mAxima un pH cercanQ a 

la neu1.ra1ido'.ld. En la práctii:a Intervalo de entre 5.0 y 9.5 

es aceptable. Valores mayores o menores de pH podrtan producir 

danos a la prote1na. Dentro 

dHpende del costo de 

mP-dio da la& ventajas asociadas. 

t. 7 .t.3 Tcmperat.ura. 

del intervalo propuesto 

acidificar o alcalinizür 

la 

el 

La enzima debe tener una temperatura Optima suficientemente 

elevada para evitar ta contaminai:ión bacteriana durante el 

p1-oceso. Temperatural:i de entre 50 v so0 c parer.en ser las 

mja npt'opi<1düE> 

~n!üC.ado, 

t.7.t.4 Ac liv a.dore: s 

La velo.-:idad 

substrato 

1'1hibidores, 

con 

depende 

e~to 

proce!~os de hidrólisis de ta protelna de 

e inhibido res. 

que actáan alguna c. 

de 

debe 

la presenc1n 

tenerse en 

pr•:l1.easas sobre 

de actív.:idorc5 

c.uent~~ par"a3 

su 

e 

el 

del proceso, ya qun puede genE!r ar costos 
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adicionales, por conc.eplo de compra, tratamiento 

necesario, eliminaciOn de los inhibidores de la mezc1i'l eje 

reacclOn. 

1.7.1.5 Disponibilidad .. 

En un proceso induGtrial que abastece un mercado en i°l")rma 

continua, necesario considerar al seleccionar la enzima que 

esté disponible on el mercado durante todo el ano v que su 

actividad, calidad y precio sean estables, 

t.7.1.S Apoyo técnico. 

Frecuentemente hay mejoras en las enzimas industriales, por 

lo que al momento de seleccionar una enzima, se debe contar 

con lni"ormacl6n actuaUzada. 

1.7.t. 7 Costo. 

El costo ca determinante en la elección de una enzima para 

el éxito de un proceso industrial, El costo por unidad de 

actividad debe permitir la obtención de un producto 1 en este 

caso un HPP D precio~ cor.ipetltlvo::s. 

1.0 Propiedades de la enziraa seleccionada. 

La enzima seleccionada para un proceso de hidrólisis parciül de 

la protefna del pescado debe producir una hldr~llsis rApida y 

trans'formar la protetna en péptldos suficientemente pequerlos para 

estar en solución pero, sin que se Uberen aminoécidos hidr6-f'obos que 
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don s.:Jbores amargoe. El uso de proteasns para obtenc:?r hidrolizados de 

protelna de pescado presenta diversas ventajas: 

La hidrólisis sotublliza l.iJ protefna. 

Permite una separación mas cf'iciente de la grasa. 

Permite la concentración més ei"iciente de la protefna. 

El secado por aspersión conserva el valor nutricional. 

E.I producto i'inal tiene un valor de mercado 3 veces más 

elevado que las harinas de pct;ci'.ldo. 

Puede usarse en diversos productos alimenticios como: 

Substitutos de teche 

- Sopas. 

1.9 Uno de laa enzima& proteolttlcas oomereiales. 

La aparición en el mercado de una amplia variedad de proteaaes 

comerciales en los óltimos 25 anos, ha permitido su uso en el 

desarrollo de nuevos procesos lndustrlah?F que en términos económico& 

compiten con los procesos tradicionales. La prodUcelón indu:strlat de 

hidrohzados d€ protefna de pescado es un ejemplo de eetos nuevos 

procesos (271. 

t.to Materias pri111as para el er:-oceao de hldr6Usts. 

Las especies como la sardina industrial y la anchoveta aon 

utilizadas en la preparación de harinas de pescado, concentrados de 
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protefna de pescado. aislados de pr•:)tetna de pescado ensilados de 

protefna de pescado (debe mencionarse que Héxico solamente Ge 

producen harinas de pescado a nivel industrial, y ensilados a escata 

artesanal). Una illlernativa prometedora para el procesamiento de 

pescado es la hidrólisis enzimatica de la protelna. Estos productos 

tienen poaibilidade& dP. empino nn llil indusitrha .a1imAnt11ri1a Y d'! 

incorporación en la dieta de la población mexicana. 

En la elaboración de estos productos pueden emplearse la sardina y la 

anchoveta. Adicionalmente puede utilizarse la Tauna de acompanamtento 

del camarón, que esté formada por especies pe quenas, no 

comercializables, y subproductos de la Industria de enlatado de aten. 

en tas que más de 501. del peso procesado se desperdicia (231. 

1.tt Usos de loa Hidrollzados de Protc1na de Pescado <HPP) 

alimentos. 

Los requerimientos en aminoácidos esenciales de lo& animales Y 

del hombre son conocidos y han sido ampliamente reportados. 

En el caso del hombre la proporción recomendada de aminoAcido& ha 

sido pub1icada por la f".A.O., en base a estos datos, algunas 

protelna6 como las de huevo, leche y carne consideran de muy alto 

valor nutr.lcional (Cuadro 2 pag 4 ). Los HPP proporcionan dosifi 

equilibrada de aminoécldos e&enclales que cubren los requerimientos 

del hombre y de diversas especies animales comn los terneros Y los 

lechones. Es deseable, que por la alta calidad de su protelna, los 

HPP Be empleen con mayor frecuencia en la elaboración de produCt.os 

alimenticios. tanto para el hombre como para los animales. 
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t.12 Usos eotenclale!i (aplicacionca.l de los HPP. 

1.12.1 Substttut.os de teche para becerros. 

SP- han empleado hidrolizados de protelna de pescado par&i 

reemplazar parcial y tota1mente la protelna de la leche en la 

alimentación de becerros y corderos de 3 dlas de nacidos, los 

resultados muestran que con el HPP obtienen 9anancias de peso, 

digestibilidades de materia seca, nitrOgeno y grasa similares ¡¡ 

los obtenidos casefna como Onica f'uente de protetnu 

ca.1,22,33), 

1.12.2. Protelnas alternat.ivas para procesos industriiale-s .. 

Una aplicación potencial de los HPP "" la industriol 

alimentaria es en et reemplazo de protelnas como las e asetnas, 

las proteinas do huevo, las peptonas y los i:::oncentrados de 

protelna de 50Yilr cuyo precio es alto. Esta& apHc aciones 

comprenden una amplia gama de productos como sopas, pastas, 

medios de f'ermentnclOn para producción de enzimac; proteottticas y 

ant.ibí6ticos. 

t.t3 Empleo .,.uturo de loe HPP. 

Debido a que ,,.,!'! HPP son !':toluble'!S en agua y tienen un contenido 

balanceado 

tratamiento 

de 

de 

aminoácidos esencjales, pueden emple.arse ·en el 

la, pacientes con de-f'lcienclas nutricionales, o en 

allm.ant&ciOn de personas que estén siendo sometidas .tr.atamíentos 

méd~co's y que tengan di-ficultades para deglutir alimentos en estado 

sO•do. 
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~us li~icación. 

El desarrollo de un proceso de fabricación de un concentrado de 

protetna de· pescado soluble mediante el uso de protcaaa5 come-rclialee 

permitirla obtener productos de un elevado valor nutriclonal, con 

caracterlsticas f'uncionafcs y organolépticas deseables a partir de 

recursos protéicos marinos actualmente subutllizados. 
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Se puede desarrollar un método para obtener el hldrolizado con una 

pérdida mfnima en el valor nutricional. 

t.16- ObJetivoa. 

t. Determinar a escala de laboratorio las condiciones óptimas de 

tiPmpo y concP.ntrac:ión de enzima requeridas para obtener una 

hidr-ólisis mth<ima 

una proteasa 

c:le Ja 

neutra 

protefna de 

de Bacillus 

l~fsa (Huail cephalus• con 

subtilis utilizando como 

criterio de medlciOn el porcentaje de nitrógeno soluble. 

2. Escalar el proceso de hidróli&ifi de proteJna de pescado a 

nivel hench (20 kgs de materia prima) y determinar 'ªª 
condiciones del procarno para la obtenciOn de un HPP con un 

contenido méximo de protefna y un contenido mfnimo de grasa. 

3. De terminar en pruebas !n___tiyQ la calidad de la protefna del 

4. 

hídrolizado obtenido en la planta pt1oto 1 utWzando como 

criterios de calidad. ""' val"r nutricional. et PER1 la ganancia 

de peso, la inge&tfon de alimento, la conversión alimenticia y 

liJ digestibilidad apnrent e del nitrógeno. 

Determinar la r:-espuesta nutriclonal a 'ª suplement•ciOn con 

L-Lisino de sfnt.esis. 
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CAPITULO 2 

MATERIALES Y METODOS 

Haterias primas:_ 

2.1. t PeBCado. 

Las especies de pescado adecuadas para e'l5te tipo de proceso 

non ta sardina y la anchoveta Industriales. Dada la dificultad 

pilra proveerse de anchoveta sardina. para los Tines de este 

estudio se seleccionó una especie dl-ferente cuya composición e~ 

similar a 1a de esas especies, La especie con que se lfevarlt a 

cabo este estudio es Hugi1 ~~f!halus, de ne-minada popularmen le 

1'l..isa", 

El pescado f'ree>co Tu~ eviscerado, lavado al ef·1orro de agua, 

molido 2 consecutivas por molino manual (Arromcx P208 

LKJ) y lavado nuevamente al chorro de agua sobre un tamiz tf;" 40. 

Se tomaron muestras representat.ivas v el lotti dr. pescado aat 

preparado fué mantenido en congelación hasta el momento de su 

wo. 

2.t.Z Enzhnas proteottt.icas. 

Se obt.uvieron para 5U estudio 6 pro te asas comerciales 

disponibles en el mercado de la ciudad de Héx.ico. 
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Se establecieron los siguiente& criterios para la selección de lu 

enzima utilizada en el proceso de hidrólisis de protelnas de 

poscad1..">: IR el costo por unldad de enzima, las 

coridic1ones de inaclivacíón de la enzima, el pH y ta tP.mperatura 

óptima de actividad, El c.uadro 4 muestra la comparación de las 

anzimas en lérmínoi; de ei;toa criterioñ. 

Cuadro -4. ln.,ormacJOn de diversas proteasas comerciales • 

Harnbrlf omnnf"~lnl Oriqen Tipo Fabricante-

trr-Proteolytic-200 B. Subtllis Neutra ENMCX 

Bre,f-N-zyme B. Subtilia Neutra ENHEX 

Panzima G ~ NetJtra ENHEX 

Tendrii ~ Neutra ENHEX 

Ha>catase e. Sub!!!§ Afca5na GIST BROCADES 

Takabate 380 B. Subtllis Alcalina ENHEX 

é?.t.r?.t Act.ividad. 

La act,vidad proteolftlca de las enzimas se determinó sobre 

un suba.trato de caserna al 2% CHerck cat. 2244. Herck S.A. de 

0.v., Héxico, o.r- .l de acuerdo a la siguie'.nte metodologta: 
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Preparación de Goluciones: 

1. SoluciOn amort.iguadora de i"os-rat.os 0.2 " pH 7.0 

So1uci0n A. Se pesan 2 7 .218 11 de KHlPOt. y &e 

aforan a 1000 mi con agua destilada. 

Solución e. Se pesan 3-4.036 g de KZHPO", y De 

aforan IOOO mi con agua destilada. 

Se ajusta el pH de la solución B a 7.o at1adiendo a.olucl6n A. 

2. Solución amortiguadora de carbonatos 0.2 H PH 9.6 

Solución A. Se pesan 21.2 g de NalC03 y se aforan a 

1000 mi con agua destilada. 

Solución B. Se pesan t6.8 g de NaHCOJ y se af"oran a 

1000 mi con agua destilada. 

Se aju&ta el pH de la solución A a 9.6 at\adiendo soluclon B. 

3. Caaetna al 21.. en solución amortiguadora de f'os.,atoa 0.2. M 

pH 7.o 

2.0 q de casetna (HercK cat. 2244, Hcrck S.A. de c.v.. Hextco. 

O.F.J disuelven en 100 mi de solución amortiguadora de 

i"o&i" a tos 0.2 H. 

4. Caselna al 27.: en solución araortiguadora de carbonat.os 

0.2H. 

2.0 g de casefna <Herck cat. :!244, Hercl<. S.A. de c.v., HéKico 1 

O.F. l se dl5uelven en 100 mi de solución amortiguadora de 

carbonat.os o.a H pH 9.5. 

5. Solución de Acido tricloroacét.ico (TC") al 5Y.. 

6. Soluciones para la determinación de Lowry;: 

Carbonato de sodio al ar. en eolución o.u.i de hidróxido de 

sodio. 



Tartrato de sodio y potasio al tY. en agua destilada. 

Suf"fato de cobre al 1% en agua destilada. 

Reactivo de Foltn en agua destilada 1:1. 
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7. Solución de enzima al f~ en amortiguador f'os-Fatoa o.2H, pH 

7.0, y en amortiguador carbonat.os 0.2H, pH 9.5 

Para cada una de las enzimas, se pesa 0.1 g y se disuelve en tO 

mL de la sotuclOn amortiguadora de f'osfatos para las enzimas 

neutras o en 10 mL de la solución amor tiquadora de carbonatos 

para las enzimas alcalinas. 

Procedimiento: 

Colocar en un tubo de ensaye 2.0 mL de solución de caselna al 

2:X en sotuclOn amortiguadora de f'os"fatos 0.2H, pH 7 .o para las 

prot.eaaa& neutras¡ o de carbonatos 0.2H, pH 9 .. 5 para las 

pr-oteasas alcalinas 1 calentar a a nadir mL de la 

solución de enzima al 1i': en la misma a o lución amor"tiquadora; 

Incubar a durante 35 minutos, detener la reacción 

adicionando 4 mL de solución de TCA al 5'l. y determinar la 

protetna soluble en el "filtrado, después de pasar ra solución 

por papel f'iltro Whatman # f, La protefna en el 'filtrado se 

determina por el método de Lowry (25). 

Se prepara un blanco sin enzima anadiendo mi de solución 

amortiguadora en lugar del mi de enzima¡ y un tiempo cero en el 

que la reacción se detiene inmediatamente después de anadir Ja 

enzima por Ta adición de mL de solución de TCA. 
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Para la enzima selecr;1onad<l se determinaron las actividades 

p1·ote0Hlicas residuale:::. después de ín<:ubar " diferentes 

lempeJ·.Jturas y tiempos en la stquiente form.a: 

Se prepararon soluciones de enzima Y dP casetna en la misma 

formu que- pura determl.ni'lr li! actividad e11.zimllttca. Se at1adi6 

un tubo de ensaye 10 ml de 1a solución de enzima. se aumerqi6 

en un bario de agua en cualquiera de las combtnacff.>nes de 

tempera lur ü y tiempo cor-respondientes. El procedimiento se 

repitió por duplicado para cada una de las 9 combinacioneEi de 

temperaturas~ 10. 80 y 90'"'C de tiempos de preincubaciOn 

5, iO y 15 min. estubtecidos; de acuerdo al s¡guiente díaeno 

experimental, 

Cuadro 5. Oiseno experimentñ1 utilizado para estudiar- el ef'ecto de\ 
tiempo y la temperatur-a de preincubaciOn sobre Ja 
actividad residual de HT-Prote~lytic-200. 

'Temperatura fºC l 

70 80 90 

T 
1 5 
E: 

• ' 1 • ·: ------·-·- ·-:-·------:------: 
M 10 
p 

. . . ----:--------:---- --·-: 
o 15 
(t1in l 

Los tubos conteniendo ta solución tJe Ja enzima preincubada 

se enf"rfi!n en baM<:t de hielo durante 10 min. se toman a:Ucuotas 
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de un ml que nMaden a los tubos conteniendo 2 mL de li:J 

solución do casclna. Se colocan en batio maria 

durante 35 min 1 y al final de esta incubación la reacci(ln se 

detiene por la adición de mL de solución de 

tricloroacético al 5%. El tubo se eni"rfa en baMo de hielo, el 

contenido filtra a través de un papel i'iltro Wha tman tf:. y 

determina 1a protefna soluble 

de Lowry. 

el filtrado por el método 

2.1.2..3 Temperatura y pH Opt.imos. 

Se trabajó con la en~ima seleccionada bajo las condiciones 

ópt.imas de temperatura y pH reportada,; por loF.i fabricantes, 

2..t.2.4 Determinación de la concentración de enzima y del 

1:.ieme,.Q_~~ hidr61inis ópt.imo&. 

Para determinar la concentracion Optima de la enzima, se 

t:!:studiaron tres concentracione5: O.O, O.ú y 1.0:: CP/Pl con 

respecto la prot.efna del pet>ocado, y tiempoG de hidrólisis: 

O, y 3h. La cantidad de enzima adicionada se '=alculO base 

al contenido de protetna del pescado previamente ev1~cerado, 

molir1o Y lavado. 

La reacción de hidrólisir> 5e llevó cabo en una soluciOn 

amortigUiJdora de -roGi'atos o.iH de pH 7 .s. t.a hidiólisi::. se 

a-rectuó en matraces Erlenmeyer de 500 mL de capacidad, usando 
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50 g de pescado previamente descongelado y 100 mL de &olucl6n 

amortiguadora 1 después de mezc1ar se aMadiO mL de la 

solución de enzima a la concentración correspondiente. La 

temperatura de incubación y la velocidad de agitación 'fueron 

controladas a 55°C. y 150 rpm respectivamente en un baMo 

(RECIPROCA.TING WATER BA.TH SHAKER Hod. R'W-650). A\ -final del 

periodo de hidrólisis 1 las muestras i"ueron colocadas en un 

bano de agua en ebul1ici6n durante 5 minutos para inactivar la 

enzima, enfriadas temperatura ambiente y centri-fugadas a 

to,ooo X G durante 10 min 10°c en una Centrl-f"uga Sorvall 

RC5, Del sobrenad.ante obtenido ae tomó una attcuota de mL, 

se digirió en un matraz microK jeldahl, se diluyó con agua en 

proporción 1:2500, se determino et contenido de NH3 _por el 

método de indoi'enol (421 se calculó el contenido de 

protetna. 

Para cada combinación de tiempo y concentración de enzima 

ensayados se empleó un matraz preparado en la -forma descrft.a 

anteriormente, de tal modo que se obtuvieron 9 combinaciones 

di-fer entes. 

El diseno empleado fué: 

CUadro 6, 

T 
1 
E 
H 
p 
o 

(h) 

Oiset1o experimenta! para determinar la 
actividad proteotltlca _de HT-Prot.eolYtle-.2.00, 

Concentración (Y. l 

o.o 0.5 1.0 : 

o . . 
~~~~~¡~~~~-;~~~~-

3 . . 
~~~~~~~~~~·-~~~-· 
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Cada tratamiento se llevó cabo por triplicado. Los 

tratamientos fueron las combinaciones de Jos dos f.:sctores 

estudiados. 

aleatoria. 

La secuencia en que ést.as fueron realizadas -fu~ 

2.2 An411aie. 

En muestras representativas del pescado preparado en Ja forma 

descrita . para la reacclOn de hidrólisis, se determino: 

2:.2:.t Prot.elna cruda. De acuerdo al método de Kjeldahl (Z). 

2.2.2. Materia ueca. E'n crisoles prevíamen"te puestos peso 

constante se pesó entre 1.0 y 1.5 g de muestra, los crisoles &e 

colocaron en una estui"a de convección 'forzada (Felisa mod. F"E19l 

a aooc. hasta peso constante, la materia seca se cafcuJ6 por 

la dii'erencia de peso antes y después del secado. 

i?.2:.3 Grasa (Ext.ract.o et.t!reoJ. Se determino por el m4ttodo de 

Soxhlet (2). 

2.2.4 Ceniza&. Se determinaron colocando una muestra de f.O a 

1.5 g en crisoles previamente Incinerados y calcinados a peso 

constante, ae incineraron hasta el cese del desprendimiento de 

vapores, se colocaron en una mu-ria CSYBRON Thermoline i500) a 

sso 0 c durante 4 horas. Las cenizas se calcularon por la 
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d1;rrencia de peso antes 

pe~o de la muestra. 

después de líl calcinac16n, referido al 

2.2.5 DelermlnaciOn de la pro"tetna soluble. 

P.üra los -fines de los experimentos de hidrólisi~ de prc,tefna de 

pescado, se establecieron las condiciones siguientes: 

2.2.s.1 A -~"~¡ v~e~l-~l~a~b~o~r~a~t~o~r~i~º~· 

Después de h1drolizar la protetna 1 inactivar la enzim-3 y 

centrii"ugar a 10000 X G (Sor'ifa\I RC-5\ durante tO min 

se determinó el contenido de pr otetna en el 

sobrenadan te en l;J i'orma descrit.Ol para los experimentos de 

hidrólisis. Se consideró prot.etna soluble, la i'racciOn de 

protetna que se r~cuperó en el sobrenadant.e, con r-especto ni 

contenido inicial de la protelna en el medio de reacción. 

E.jemplo: 

Se pesaron 50 g de pescado con un contenido de 15Z de 

protelna, se anadieron tOO mL de solución amortiguadora de 

fosfatos 0,2. M, oe ajustó 1a temperatura a ss 0 c. se 

ad1cionart:>n 7'5 mg de enzima (0.5 'l. con respecto a 7 .5 g de 

protelna en el medio de reacciónl disuelta en 1 mi de so1uci6n 

Jmor tiguadora. La mezcla de reacción se mantuvo en agitación 

durante :J hora~ .. Se centrifugó el medir.o de rc..:icci6:'"1 du 

a.cuerdo a las condiciones descritas. Se tomó una alíc\1..:>ta del 

~<·brena1.1;1nte, se t;Sigirió {micro\-' jet.jnan. y se le d~terminó e\ 

..:.ontenido de protetna de acuP.rrh-i al mét.odc• de~cr1to í42l,_ el 
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porcentaje de protefna solubiltzado en cada muestra se obtiene 

dividiendo los gramos de protcfna recuperada en el 

sobrenadante entre Jos gramos de protefna total del me•jio de 

r~acciOn. 

2.2.s.2 A nivel planta pilo t. o: 

Se considero pro terna Rolub1e, la 'fracción de protelna 

recuperada del aobrenadante del medio de reai;c10n despu~s de 

hidrollzar la protefna1 in activar la enzima a 65°c durante 

10 min. y -filtrar la solución sobre un i'Otro de 150 micras de 

poro. 

2.2.6 Det.ermlnación de la protelna por el método de indo'f'enot. 

Reactivos: 

Solución "A" 

Se disuelven 10 g de Tenol y 50 mg de nitroprusiato de sodio en 

L, de agua destilada. 

Solución "B" 

Se disuelven 5,0 g de hidróxido de sodio y 9.0 mi de noluciñn de 

hipoclorito de sodio al 4 % en L. de agua destilada. 

2.2,6.1 Procedimient.o: 

Se toma una allcuota .de mL del sobrenadante a escala 
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lilboratorio ó del f'iltrado nivel de planta piloto Y se 

digiere en la -forma descrita p.'lra el método de microK jeldaht. 

La fíolución obtenida se a-rora a tOO mL de la cual toma una 

.:tltcuota de to mL. se ajusta et pH entre 2.5 3.5 

5l">luci0n de hldró)(ldo de sodio N. La solución obtenida se 

af'ora nuevilmente a 100 mL. De esta solución se toma una 

altcuota de O.t a 1.0 mL, a la cual se le anade agua destilada 

hasta completar t.O mL, y se le adicionan 5 mL de la solución 

"A"' y 5 mL de la solución "B". Se mezclan perfectamente las 

soluciones y se dejan reposar durilnte 30 minutos 

ambiente. 

temperatura 

Se determina la absorbancia de la solución a 625 nm en un 

espeetroi'otOmetro (Spec1.ronic 20, Baush Lombl, usando como 

blanco una 5oluci6n preparada la misma i'orma, pero en la 

que se omite ta adición de muestra. L.a concentración del 

amonio de la muestra se determina interpolando 6U absorbancia 

en una curva estándar de suli'ato de amonio preparada de la 

rJ.iguiente -f"orma: 

2.2.7 Curva esténdar de sulfat.o de a•onio. 

Se pesan 388.3 m¡¡ de sulfato de amonio, se ai"oran a L.¡ a 

esta soluciOn se le denomina solución "stock", Se toman 10 mL de 

esta :sotuciOn y se ai'oran 100 mL, a esta &OIUclOn se le 

denomina soluciOn de trabajo y contiene 10 micro gramos de 

HHl/mL. La curva se preparó colocando en tubos de ensaye 

aUcuotas <.le o.t n o.& mL con incrementos de 0.1 mL de la 
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solución de trabajo y adicionando agua suficiente para hacer 

mi. Se adiciono a cada tubo 5 mL de solución "A'* y 5 mL de 

solución "9", se de jO reposar 30 minutos y determinó su 

Jbsorbancia 62.5 nm. 

2.3 ProducclOn de HPP a nivel planta piloto .. 

<?.3.1 E xperi111ent.o 

En este experimento preliminar, se molió, evitscer6 y lavó al 

chorro de agua un lote de 1.5 Kg de pescado (Huoil cephalus).. &e 

tomaron muestras en las que determinó el contenido dt!I 

protefna, grasa, humedad y cenizas y el lote de pescado preparado 

se conservó en congelación hast.a su uso. Para la reacción de 

hidrólisis se empleó una relación agua:substrato de 1:1. Se nevo 

a cabo el eKperimento de hidrólisis en un .,ermentador de 14 L 

{New BrunswicK Hod. 00-82-14 H 1094-0002:) con t.5 J:;:g de pescado y 

1,5 L de solución amortiguadora de -ros-tatos pH 7 ,5, E:l medio da 

reacción mantuvo a 55°C, con una agltaciOn de 300 rpm, 

durante un periodo de 3 horas. Al -final del perfodo la soluclOn 

obtenida se pasó por un i"iltro de l50 micras de poro para separar 

la -Fracción insoluble (espinas y escamas), el i'lltrado se calento 

a 65°c durante 10 minutos y se en-fr16 en bano de agua. La 

solución se dejó reposar a 4°c durante 72. hora&, al 'final de 

este pertodo, se sepnró la Tracción 1ip1dlca por dlf'erencla de 

densidades. 

consideró 

A la 

protclna 

prot.e1na 

soluble, 

contenida en la sotucion ª" le 
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2.3.2 Experimento 2: 

Se prepararon 15 Kg de pescado "fresco en la f'orma descrita en 

el experimento 1. Se determinó su contenido de pratefna, grasa 

hUmedad y cenizas y se conservo en congclaciOn has ta su uso. E 1 

lote de pescado preparado se divldiO en 2 porciones de 6 Kg cada 

l6la. 

Se 11evaron a cabo 2 hidrólisis. En cada una de ellas 

at1adleron S l<g de pescado y 6 L de solución amortiguadora de 

i"osi' atoa pH 7 ,5 un -fermentador de 14 L (New BrunawicK Hod, 

00-82-14 H 1094-0002). Se elevo la temperatura a '55°c Y se 

adiciono la enzima disuelt.a en 50 mL de la solución 

amortiguadora, para dar una concent.racion de 0.5 X con respecto o 

la protfdna de1 substrato. La mezcla se agitó a 300 rpm durante 

horas. Al i'inal del perfodo de hidrólisis, se -filtró la mezcla 

por filtros de t.amatto de poro decreciente. hasta llegar a 150 

micraa. El "filtrado se calentó a 65ºC durante 10 min. 

La solución obtenida ae coloco en recipientes de na1gene de 20 L 

de capacidad. Se le adicionó Q de propionato de sodio y o de 

m'!'til parabeno par.a evitar la contaminación bacteriana y liQ 

t":onservo en re""frigeraciOn durante 46 h con obJeto cie 5epllrdr Ja 

grasa por decantación. 

Al "final del periodo de decantación se separó la solución de 

protelna de la capa de grasa por dif"ereneia de den&ldades, :'le 

elevó la temperatura de la solución so0 c con vapor Y se 

deshidrató la soluclOn por ilspersión en un secador (Niro Atomizer 

modelo Pilot mlnor tipo f"UH BA.~ OS Copenhage, Dinamarca}. Se 
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emplearon como condiciones de seco.do una temperatura de entrada 

de y una temperatura de salida de la 

velocidad de flujo i'ué de 8 L/h. 

El producto obtenido i'ué pesado mantenido en re-frlgeract6n 

hasta el momento de su uso. Se tomaron do" mueotras 

representath1as que se analizaron para de terminar prot.etna cruda, 

Hpidas1 cenizas y humedad, 

Se determinó igualmente la cuent.a total de microorganismos, la 

presencia de colii'ormes, de hongos y levaduras por los metodoe 

descritos a continuación: 

Ané.Uni& mlcrobiotóqicos 

Los medios de cultivo uuuzndos en 'ª caracteriznol6n 

microbiol6glca del hidroUzado de protetna de petscado -fueron: 

1. Agar nutritivo para bacterias.: 

Peptona Oii'co. 

Extracto de levadura - DH'co. 

Glucosa. 

Agar. 

pH 

ZY. 

1 Y. 

2 Y. 

2 :t. 

7.0 



2. Agar nutritivo para honaofi: 

PP.ptonil ? 'l. 

t 'l. 

G1UC0Fti\ ? 'l. 

AQar ? Y. 

pH 5.0 

iO 9 riP. medio FoP. ai'orAn a 1 l.. cnn aaua rh'!fit.tlada. 

4. AQar-papa-dextosa HercK C01t. 10t30 para det.P.rminilción de 

1evaduras. 

10 o de medio fie disuP.lven f!:n 500 m\ c:iP. rtQl1a riP.Htila<1a, aiu,..ta 

P.l pH a 3.5 con Aeldo tArtárico rt1 10Y. y FoP. n-fora R 1 1. r.on a~UR 

ctesttlada. 

5. Agar est.reptoc6cico KF Bioxon Cat.. ?.20-t pñra determinac:iOn de 

P.St.rP.ptococoñ. 

iO q dP. medio &P. il-foran a t t.. con noua rh'!i;titada. 

~ Loa medio~ USildOs P.n 1a dP.tP.rminación m\crobiolOqicit fueron 

diaucttofi co1i ayuda de i\Qitaci6n y calor y P.5t.erilt7ador;. durante 15 

rainut.os Post~riot~mP.nt.e V .... 
colocaron 10 mL en r.rs.iafi petri ~st.f!!rileñ. 



b) Pror.1H1imir.nto. 

$P. pP..Si'l 1 Q rf!'!' tiPP Y !'ie 51JRPF!n'1P. 

incuba 

eFOpor A di ca 

tP.mperaturn 

<Oil 

amhifrnt.e t'furilnt.e 

Sr. 
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"lQ mi dP. pP.ptonn al 0.1%. Se 

una horil ~nn 

dilur.ione!'i AP.riadi'tn hast.'l 

10-9 r.:n pP.ptona al o.t% y nP. siemhril por plr.1tP.o 0.1 mi de cada 

dilución en Jos dif'erente!'i medfoc:;,. 8P. incuhnn las CA jan 

Cexcept.o las de ~"lQar nutritivo para honAofi qlJ~ RP. incuhan it zqoc,~ 

durante 40 h 

de h'!vaduras 

el c.nF.o de ~ilctPria~ v dur;mtP. 7?-qfi horas P.11 P.f c~,;o 

honAOfi, Se cuP.ntR P.I nñmP.ro dP. r.oloni&lf'> pn f;iFI <'-;l Jan 

donde aparezr.ñn entrP. 40 y ?.00 colonhu:;. 

2.5 DI'! tftl"RlinaciOn del valor nutricional del HPP obtenido en ftl 

laborat.orio piloto. 

<?4 ratas Wistar- 1 machos de entre 2'f ?4 dfaa dn edad en el 

~xperimento y t6 P.I r.xperimP.nto ?, .f'1Jeron dístribufdas 

aiantoriamente entre Ja¡;; dietns P.'l<pP.rimr.ntalP.F> (cuadros 7 y 8). 

una habitación mantenida una 1.emperatura de 23! tºC y 

uc1n humedad de 55! 5X. Se ofrer.ió loR ."lnimatr.s aaua aria l1bttum, 

Al pr..1·lodo rlP. lu:r. ohfv;11ric:lad f'ué de lé? horas cadü uno. El 

expP..rimP.nt o t.11vn ona rlurrtr.lón dr. ?.:R dfas, los anirnales fueron 

pP.sado!i dor; VP.r':.P.S P.n dfilF> c.on!";fH':utivoñ al inicio y al 'final del 
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HXpP-rimen1.o 

f!Xper1mP.ntale'f, 

al inicio de cada semana: ofrecieron laa dietas 

libre acceso. las cantidades de alimento 

ini:tP.ridilh por r.r:trtr.t rata -f11Prnn m~dir1as cada dos di.as. Durante la 

RP.qunrta :a.r.mrina del ~xperimento se recolectaron las hecee de cada 

rata, 5€: pesaron y determinó el contenido de materia seca y de 

protf~lna cruda (5,6\. 

?.S.2 

Para los experimentos y 2 

isoenP.rgP. t.icas. En el P.Xpf!riment.o 

P.laboraron dietas isoproteicae e 

laR ciiet as -f'ueron a iustada& a 

P.ntre e 9 de protP.tna Y 4000 c~l/Kfl (Cuadro 7l. En el 

P.xperimP.nt.o ?., las dietas 'fueron ajustadas entre 10.5 t1% de 

protP.lna 4000 cal/KQ <Cuadro 81. 



Cuadro T. Formulación y c:omposícion qutmica de las dietas duran t. e 
expP.rimento t. 

lnQrP.dtfmtP. CASEINA HPP- 1 UPP-?.. 0-PROT 

Caselna t ti .O 

WP-1<' 1?..0 

H'P-?.3 13.A 

Ar:P.ite dA mrtlzA. e.o A.O El. 1 e.o 

Almidón dA matz5 72 .fi 71. 3 75. t B6.3 

MP.z.cla de v1taminas6 1.0 1.0 1.0 l. o 

Hezc:la de minerales7 4.0 4.0 4.0 4.0 

CekJlofia6 3.4 3.7 0.7 

AnAliñls qulmico 

Protetna <H X 6.251 8.A 8.9 8. 1 o.o 

HatP.ria seca 92.4 92.2 93. 1 92,6 

Enerqia bruta (cal/~ lq 4.0 4.0 4 .n 4 .o 

1CnRielna. TfH<.lad Hiqh Protein. 160030. Hadison Wi. IJ.S.A. 
2ttidroli:zoadÓ de protefna de pe,,;cado comerc1rt:I, Hamilton, Cim<idi3, 
3t-tidroli7ndo dP. prc-.it.P.tna dP. pP.scado elaborado en la planta piloto del 1.1.8 .H. 
4Ac:eite df!: ma1z comercial 1 HRizola. 
5 Almidón df!: mafz comercia\ Haizena • 
Gtiezcla de vitaminas, Teklad No. , 40060, Hadison Wi, U .S.A. 
7Hezc1a de minerales. Tet<tad test 11ietFo. Hadison Wi. ll .S.A. 
ºcelulosa. Non Nut.ritive CP.lh.Jlose. Tel<lad. Hildison Wi. lJ .s .A. 
%nerQfa bruta calculada seQUO los valores ·reportados por Allen. Ft'mdstufi"q < t l. 
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Cuadro 0. Dietas prr.paradaa para medir el e-fecto de Kuple1nentación 
de L-Lieina sobre el H .P.P. producido en la plant.a piloto 
del 1 .l.B .H. 

ln<;rediente Dieta ~in Oietn 0.2Y. 
Usina Lisina 

H, P .P. E)(perimentai 1 •3.8 13.B 

L-LisKta2 0.2 

Aceite de matz 3 e.o e.o 

Almidón de maf:z. 4 69.8 69. 3 

He:zcla de vltaminafi 5 ! .O (.o 

Mezcla de minera1ea6 4.0 4 .o 

Cek.llosa 7 3.4 3.7 

AnAlisis qutmico 

Pr-otelna rN X 6.25\ (0.8 t0.9 

HatP.ría seca 92.4 '9?.6 

EnerRfa bruta ( ca1/g ) 8 4.0 4.0 

1Hidrolizado de protefna de pescado elaborado la plant.A piloto 
del 1.1.B .H. 

2L-Lisfna de E.fnteais. Teklad Hadison 1,11. U .S.A. 
3A.ceite de matz comercial Hazota • 
411i.1midón c1e: mnlz r:.omerdal Maizena • 
5Hezcla óP vitaminA!'I . TeKtacf No, 40060. HRdison WI. IJ, S • A. 
Gt-tezcla de minerales. Teklad ·tf!Rt dietfi • HAdiaon WI. 1 J, S . A . 
7ceh.Jioña, Non Nutritive - CelluloRP.. TP.klad. Hadison WI. U. S, A. 

Dieta 0.4:t. 
Liatna 

(3.8 

0.4 

f>. t 

72.7 

(.o 

4 .o 

2.0 

to.a 

92.3 

4.0 

8E:n.ergla bruta ca1cll1Ada segun los valores reportados por Allen Feedstui'f'B r t l 

Se Tormu16 una dieta sin protefna para la determinación de1 NPR. 

Se determinó las rtle1:aR PI cnntP.nido d~ pr-otelna. 
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Ge calcularon en bai:;e tos resultados obtenidos tos slguient.ee 
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i!.5.3 ParAmP-tros nutriclona\P.Fi: 

;?.5.3.1 Ganancia de peso (GPJ: OiferP.nci<l rtr. per;o e.ntr~ 

\ae; media¡; de to• dos Pst&o& i'inahu• meno¡:¡ la media de toa dos 

peso& iniciales (a\ inicio V at i'inal del experimento. los 

anima\es se pesaron en dtas consecutiVos). 

2.!i.3.2 Tasa de converalón a1hnenttcia (TC"l: la 

cantidad de alimento en Qramos que "º" nec:.er:;ar¡os para oanar 

un gramo de peso vivo. Se calculó r.on la fórmula: 

TCA-::.Alhnento inger¡do(g)/Ganancla de peao(g) 

2.5.3.3 Coe-t"lcient:e de e"f'lcacia prot.eica (PERJ: Expresa 

la optitud de una protetna para promo'ller el crecimiento del 

anima\. Se calcula de acuerdo a ta i'Ormuta: 

PER=Ganancia de peso(Al/Protetna coneuJ1Jlda(g) 

2.s.a . .- Coef'lcient.e.: de u"lillzacl6n prot.eica (NPR\: Este 

método ut.í1iza 2 grupois dP. rnt.as¡ e1 primero ahmenta con 

una dieta cuya protetnn es la protP.tna que se dest?a evatoar y 

un sequndo grupo que recibe <'fleta 5ln prot.e.1na. 

Se consider;i que ta pérdida de peso de1 ~rupo de ratas que 

reciben ta díeta protetna reprP.senta la e.nntidad 

prote(na necesaria para e\ m.antenimlento. Se catcu\a con la 

;ormuta ! 

Gana~:P:;~';,~~f ~~ grupo + del gru~:r~i¡~ª P~~t.~s:(g) 
N.P.R.•----------------------------------------------------------

Prot:etna consumida por et gru130 expcrimenta1 (g l 
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?..5.3.5 fila!!.st.ibilidad aparente del nitrógeno -(OA.Nl: La 

digestibilidad aparente rlr. un nutrientr: ei<pre:;.a la proporc1011 

del nutriente que aparP.:nt.e1nent.r. rligerida por el animal. Se 

determina estableciendo un balance P.nt.rP: la cantidad del 

nutriente ingerido por el itnimal la cantidad excretada ten 

las hecesl de eMe mismo nutriente. Se denomina aparente porque 

la excreción no está -formada Onicamente por nutrientes no 

diqarido5 1 Faino también por e><~rrcione:s endógenas como el 

nitrógeno de lan células de descamac16n, las secreciones de 

enzimas proteicas. etc,}. Sin embnrqo en una misma especie, se 

considera que la excreción fiimilar entre 

individuo,; de edades iguales y alimentados con concentraciones 

sími1nr es dr.: pr otetnñi P.nerqla, en est.a forma es posible 

clasificar los nutriente& de c:1cuerdo su digestibilidad 

aparente. Se calcula con la T6rmu1a: 

Nitrógeno conFiiu111ido(9) Nitrógeno excrctado(g) 
DAN o ----------------------------------------------- X 100 

Nitrógeno consumido(g) 

2 .. 6 Diseno experiment.al y análisis estadletic~. de los reault:ado&: 

Los r·esultados de las actividades de las pro te asas comerc1ates 

del errninada sobre casetna i'uP.ron analizadas para cada una de la& dos 

temp~r Mi.•Jr as e&tudiadas mediante un anaHsis de varianza. La &urna de 

;.:¡i:;ociada la ~ctividad enzimat1ca se descompuso en 

r:omparaciones ortogonales entre enzimas bacteríanae v -fñnqicas: y 

P.ntre enzimas neutras y alcalinas. 

Lps datos del experiment.o de hidrólisis de prot.etna de pescado i'ueron 



40 

analizados de acuerdo a un dlseMo f'<l~torial 3 'X 3. LOfi i'ac.torea 

es ludiados iueron concentración de enzima y tiempo de reaccJOn. La 

auma de cuadrados asociada a los efectos principales: 1.iempo y 

r.onra~ntración fue c1ifiociada P.n sus componentes lineal 

res pe e tiv amP.nte. 

Se compnr6 el valor nutricional de la prote1na del 

cuadratUco 

hldrollzado 

obtenido P.n planta pilot.o con un hidrolizado comercial Y con caaetna, 

Los rei:;ult.ados obtenidos para los dii'erentes parámetro& nutrleionatee 

estudiadoñ, -fueron sometidos a una prueba de comparación mQltiple da 

l.os resultados del experimento de suptemen"laeión con 

L-Lisina de slntesis i"ueron sometidos a un análisis de varianza y r:·1 

eT'f!eto de In suplementac!On con L-Lislna, di sor.lado en aua 

c:omponent.ea linea\ 
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C:APITIJLO 3 

RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1 SelecclOn de Mat.eria Prima. 

Las especies adecuadas para ser utilizadas como materia prima en 

proceSOEi de hidrólisis de pescado a f'!ficala Industrial son la sardina 

y la anchoveta, también pueden ser utilizadas como materia prima, loa 

subproductos de la industria de enlatado de atOn que representen SOY. 

dR la protetna procesada, y la 'fauna de act:Jmpat\amiento de fa pesca 

c1P.I e.amaron, que por su tamano por razones socioculturales, no se 

r.onaume como pescado ;resco. En ambos casos los problemas de 

aprovisionamiento deberán ser estudiados y resueltos. 

El precio actual de la sardina y de la anchoveta Industrial es de 

aproximadamente 60,000 pesO'!:'S /f.onetada, al desembarco. Este precio 

ser A considerado en la evaluación económica de este proyecto. Sin 

embargo las especies indicadas para este tipo de proceso no se 

encuentran disponibles en la ciudad de México, por razones de 

facilidad y por la 6imi1itud de su composición qutmica con la de la 

~ar dina Y anchoveta industriales (Cuadro 91 1 se seleccionó el pescado 

"Lisa" (Muqil cephalusl. 
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cuadro 9. Composición de las especies Lisa , Sardina y Anchoveta (X) • 

Protetna Humedad Grasa 

Lisa t 17. 3 66.6 11 .6 

Waa2. 19.4 69.8 e.s 

sarána2 16.7 78.3 e.o 

Ancho'1eta2 16.0 73.3 6,0 

1oeterminada& en el laboratorio (media de 5 muestras). 
2Halcolm W and S. Barlow. 198i lntroduction to -rtshery by 
products. Flshing new booKs Ltd. Farnham. Surrey. England. 

La& ventajas de utmzar especies de bajo valor comercleJ, 

subproductos de la 'fauna de acompafiamiento o de la industria de 

enlatado en procesos de hidrOll&is enzimática de pescado e& qu• 

par mi ten obtener protofnar:. de un alto valor nutricional a precios 

reduc1dOfi. Considerando los COBtos rP.porta.doE> de materia prima 

Cpescadol, dP. equipo, de hidrólisis v de rec.uperación del producto 

pAra pror.P.fiOS siml1ares (2'71 1 estimamos que 1a ~abricaci6n de un 

hidrolizado de protetna de pescado con un contenido de BOY. de 

protefna tendrta un costo de venta de aproximadamente 1000 dile/ton. 

Este valor e6 3 a 4 veces menor que el de una oantidad equivalente de 

prote1na de leche en -forma rfp IP.Chf! c'fe1ir.r~mada en polvo (Cuadro 10). 
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Cuadro to. Costo aetua1 de prot.etnaa de dhtef""'sas f'uentea. 

Oriqen Contenido de pesoR/KQ penos/Kq <le 
erotetnh (Y.'> ero't P.tnn 

Carn@ bo\lina t9 .5 toooo 1 51060 

Leche 3.4 ªºº 23500 

1-eche descremada 
f9"l polvo 33.0 4750 14300 

..._,evb 12.8 2600 20310 

H"'P ao.o 3000 3750 

1t~05 precios dados corresponden al mes de aeptiembrie- de 1986. 

3.1! Det~rminación de las condlclonea de hldr61iSiB encala 

Laboratorio. 

3.2.1 Seleccion de ta enzima. 

Las act.ividades de las proteasas ct>tncrc.iales est.ud\adiJs, 

dAtArminadas ,,;obra- un nubRtrato de casefna se reportan en el 

Cuadro tt. 



f-
e.tt ·lt • rt9t 

KI ·ft*'*tt.- ioo -
Pam. 

hbNte 114 

Tan 

MMíiB dt I~.· 

RalBimls'ftíf .. 

MollÍllGt1lltlillrlli 

·-~'º"'"""'· 
2rm>r "'-· 

'""" 
~ 

~ 

~ 

~ 

~ 

~ 

31.m...,.._~ ... -" l"l"I-· 

r.., lo"c 

ll!otro 13G. !il 

llMro Ut. \ 

~ !IS,¡ - 11.1 - 101.S 

"'"'" 1.1 

~- dt f 

1111.• 

'" ·' 

·~- •ltt:U! ~ &i - dE tM'idr6 ISOtiab al mtto dt lil t"(U&I, r.p,, Gt 
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~.l. 1 B'c s.i. 

•. 1 \U,? 1.1 

'·' ""' 1.1 

1.1 113. 1 1.5 

o.' 1.5 0.1 

t.• !11.4 1.s 

º·' •.1 0.1 

-... 

Lot> resultado& reportados muest.r iln que de las enzimas e&tudiadaa 1 lae 

pro1.ea&as bacteriana~ de presentan mavor act.i.,,idad 

(p(,Qi\ quP. fOn~ücas de A. Oriz.ae, tas doe 

u~mperaturas estudiadas. 

lgu.tltmente el an.tttis1s de los resultados ·muestra evidencie 

signii'icativa CP<-.01\ de unn mavor actividad de 'ª" prote~sas 

alcalinas, comparadas con las proteasas neutras. 
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Los costos absolutos r elativor. de lil& enzimas se encuentran en el 

cuadro 12. 

Cuadro tz. 

Enzima 

Elrcw -H -zyme 

Cost.oa por Kg 
prot.r.oHticas 

HT-Pro1.enlytic - 200 

Panz1rnu 

Takabate 380 

iendrin 

\Actividad determínada sobre 
2sept.iemhre de t900. 
3lJnidades Northrop. 

por· unid<1d de a.e lívidnd de enz.imat; 
co1nerciulcG1, 

.;ost.1:i 
PP.GOS/t.::q2 

38123 

23 t4'1 

57025 

5750 

2795() 

3700 

caselna 55°C. 

Costo 
PesoG/lJ.t~.3 

0.2.t 

o. 13 

0.21 

(). 16 

o. t2 

0.90 

En base a lat:t acthlidadc6 ex.prec.adn& en pesos/U,N.; dos enzimas 

neu·t.ras, Brew-t.l-7yme y HT-Proteolytk:-2.00 dos a\cc:dinas Haxatnfie y 

'Ta.Kahalf'! 300 Bon mnrcildamente más baratas que Tenór1n y Panzimc1. De 

las enz:imus senaladLJ~ las mas econOmi<.; <J~, HT-Protr.olytic-2.00 y 

Se conr..idera qtte la hidrólisis en c.ondk:iones ncutr.u-• 

t. Se reduce el costo por concepto de é.lc<iti. 

pH elevi.l•.k1 ¡ '),Q 11.01 In prntP.tnrt GUi're 

ln rucenfrzación de to!='. .:lnunoácidos Y la 

3. Los cost<.'s de mantenimiento del equipo son menores porque 
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En base .o Ja relación costo/act.tvldad de fa& enzimas y las 

ventajas inherentes a un proceso en condiciones de pH neutro, se 

seleccionó 1• enzima HT-Proteolytic-200. La in-formación tl!cnJca 

acerca de HT-Proteolytic-200 se proporciona en el cuadro f3. 

Cuadro f 3.. Información técnica acerco de HT '4>roteo1ytlc-200 1 • 

Actividad reportada .200 U.N.2/a 

pH óptmo 6.5-8.0 

Intervalo de actividad 5.0-9.5 

pH de estabilidad 5.5-t0.5 

Intervalo Optimo de 't.emp • 

Intervalo efectivo de: temp • 45-600C 

1Enmex, S.A. de c.v., Rio Lerma No. .228, Tlanepantla 1 Hex. 54030. 
K é 1< i e o 

2unidades Northrop. 

Las curvas de actividad proteolftfca determinada sobre ca&efna en 

-función del pH y de la temperatura para la proteasa comercial 

HT-Proteolytic-200 CE:nme><) se presentan en las 'f'iguras 4 y s. 

100 

75 

so 

2S 

5.0 6.0 7,o e.o 9.0 30 40 so 60 70 

pH 
FIGUU 4, EmTO DEI, ,H· SÓBR·E-LA ACTIVIDAD 

TEllHRATURA <ºe> 

FICURA 5, ffiilºJ[A~13m°FTURA 
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3.2..2 ~fP.cto de la temp'lratura y del tiem~ sobre la actividad 

P-rnt_r.o11t.ica. residual de H'!·-Proteolytic-200. 

En experiment.os preliminares realizados en el laboratorio 

determinar~on 'ª" condicione~ de inactivaciOn de la 

seleccionada. Se estudió "' efP.ct.o del tiempo y d<? la 

t.emperalura sobre la actividad proteolltica residual da terminada 

sobrP. casetn<J, Los resultados se encuentra en el cuadro 14. 

Cuadro 14. Ef'ecto de la temperatura y el tiempo &obre la 
actividad residual de HT -Prot.eolytic-2-00. 

íiempo Temperatura CºCl 

e mini 70 80 oo 

5 ñ0.81 o.a 0.7 

10 t0.3 0.5 0.5 

15 11.f. 0.4 Q.4 

An.ttlisis de tendencias Uivel de sigm-(ir.dnc.ia 

Une.QI para temperatura o?. 

c~uadrc"Jlico para temperatura 

Lineal par.:i tiempo 

Cuadrático para tiempo 

'He din de do& 
-------- ·---------

r-e pt:.'t icione s. 
2•,,.P.:...01: 11P<.05; tLS. t.to ~iqni-fícativo. 
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48 

El an~lit::.16 de 1o& resultados mues lr a disminución dE- la 

acb'lidad de HT-Protr.olvtic-COO usociCJda al aumento de la tempcrat.ura 

lP<.01) al aumento del tiempo de inactivación (P c.05l. 

clisminuc16n de la actividad de HT-Proteolvtic-200 progresa ;orma 

más acelerada con respecto al aumento de la temperatura, que respect(., 

al aumento del tiempo. Existe evidencia experimental p•>S¡tiva que la 

diRminución de la actividad proteollt1ca asociada lo& factore5 

estudiados (temperatura y liempol puede "=>Cr ~xphcada fl•.)r un modelo 

de reqreA16n de tipo cuadrático {Cuadro 14). Esta tendencia 

cuadrática implica una reducción en la actividad proteollt.ic.a muy 

r.épida durante Jos primeros minutos, para el 

el primer incremento de la temperatura de 70 

del t.iempo par¡¡ 

el e.aso de 

la temperatura, y reducción cada vez menor al continuar 

1ncr P.mentAndoae ambos parámetros. En términos concretos el an.1lisis 

mueat.ra que la temperaturiJ es un i'actor ne mavor importancia para 

exphcar la in activación de ta pr"teasa que el tiempo. Los resultados 

t=iugieren que es más conveniente elevar la temperatura por tiempos 

cortos que protonqar el tiempo de inac tivación a temperaturas 

(Cuadro 141. 

3.3 Selección de ·un método de determinación de protelna soluble. 

lnicia;lmP.nt.e utilizo el método del bíurel pc:tra la 

determinación de In protctna soluble (Cuadro 15l. Sin embaruo. los 

resultados no fueron reproducibles. Un -factor que podrta explir.ar 
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f~RlP. probt~ma ta presencia de qrasa en el substrato. lo que 

aparentemente af'ectarla las lecturas espectroi'o1nmt9>1rii-:nf>. Con P.I f'ín 

determinnción de prot.elna: el mP.for:to r1P. K iP.rrlahl P.I mP.iorlo dP. 

lndoi'enol (42). En el cuadro Q se muP.:i=;tran loR rP.!'illlt.adofi riel 

a-iAlisls comparativo de muaetras con tos métodos propue~tos. 

cuadro t 5. Valoren de nitrógeno soluble (Y. l obtenidos en 
experimeni.oa de hidrOlisis con peoCildO f'reaco entero por 
diverAOfi m~tndofi anallt.tcos • 

r• ... Hu;tra t Biuret. k IP.tcinhl lndoi'enol 

A 52. 1 51.9 50.6 

B 42.6 52.G 51. 5 

e 43.9 40. 3 49. t 

D 31. 7 51.2 50.8 

Media 42.6 5 t .o 50.5 
s.o. 2 B.4 1.9 1.0 

1Las muestras reportad.ls i'uP.ron sometidas a tas mismas 
condiciones de hidrólisis (2 h, 0.91': enz (p/p\ con respecto al 

~~~caa:i':c i¿~esco}~ stand ar. 

Los resultados muestran que el método dPI hiurP.t prP.!'H~nta unOJ 

elevada variabilidad (S.0.::8.4) comparado con los métodos de K.ieldahl 

de indo-f'enol. El ml!todo de kJeldahl es considerado un método de 

referencia, sin embargo, su determinación reqUíere un perfodo de 

l1empo l<lrQo y la cantidad de reac-tivrJs neceoarios es elevada. Los 
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resultados obtP.nidor; por P.I mP.todo dP indoi"P.nol r:ompar;¡do c.on el 

método de kJeldahl son similares. Por r-azonP.s rJe tiempo y .,acllidad 

de determinación se s~leccionó el méto<1o de 

determinación 

pescado. 

de prc:dP.lniJ loa P.xpr.rlmP.ntoFi 

indo-f'enol para 

de hidróliRfs 

IR 

dft 

3.4' E:-tecto de la concent.raeión de enzf111a sobrP. la hldrOIJsia de 

prot«!fna de pencado. 

Trabnjando bajo 'ª" condiciones de pH y tP.mpP.ratura óptimos 

reportados por el i"abrici1nte para HT-Proteolytic-i?OO l!RtUdió 

nivel laboratorio el e-fr.cto de la concentr1tción de pro teas" y del 

tiempo 

pescado, 

de hidrólisis sobrP. la snlubilización de la prot.erna de 

Los resultados del expP.rimento dP. hidróliRiA F.>e P.ncuAntri'ln en ftl 

CIJadl""O f6. 



Cuadro 16. Ef'ect.o del tiempo y concent.raci6n de HT-Proteolyt.ic -200 
Hobr1? la solubillzación de protelna de pescado. 

Tiempn fh l 

--------·---------·------
o h t h 3 h 

o.o 15.5' .... <!5 .o3 27.5 

0.5 23. 4 43 .5 48.9 

t .o 27.7 47. T 55.6 

Ei'ectos. s.c. 4 Nivel de síqntficnncia 

Enzima 4313.96 .,s 

Tiempo 4659.t5 .. 
Enzima X Tiempo "73.94 .. 
An:tlisi& de tendencias 

Lineal para enzima 3396. 75 

cu~cratico para enzima 927 .2.1 

Uneal para tiempo 427:S.45 

Cuadratico para tiempo 384.&9 

lporcient.o en 
2protelna en 
~1 medio de 

3Los valores 

peso con respecto a la protelna del substrato. 
solución en el sobrenadante después de centrii"ugar 
reacción fOOOO a: g durante 10 min. 
so1"\ l•.:>S promc::dic-s de 3 repetieiones. 

4suma de cuadrados. 
5KMP ._., 01; JiP <..05 

La interacción signii'icativa enzima " tiempo explicada 

d1-('er encias en las pcndientas do la protetna soluble para 

51 

por 

las 

dii'erentes c:oncen1.raciones dP enzimn Y tif?mpo estudiadas <Fig, n, 

~in embargo a pesar de ser signif:!:ati·1a. la interacción no invalida 
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laa lE~ndenciae. P-ncont.rada5. En P.i"P.cti:-o lor;; cundrñdO!'i mP.dior:;. para los 

concentración de e11zima fl0n 

marcadamente más elevarlos que el dP. la inh~racdón (Cu.1t1ro 1s1. 

Los resultados muestran aumento en la protelna dP. pescado 

solubillz.ada asociado al incremento de la concentración de proteasa 

CP<.<>11 Y al tiempo de hidrólisis (P<.Otl. Para los mv~IP.fi df? P.n-i:ima 

estudiados lil soluhilización "" '" prntP.fl1il asoc1ndn 

siqni-f'icativr1mente ei'ect.o dP. t.ipn cuadr~tit"'!o 

tiempo (P<..O il como par;i lr1 cnncfl!:nf ra~ión de P.nz1mrt CP<.05l. f:«>to 

ilnplic.a que el aumento de S<'>lubilizaci6n de lit profpfna r.on re&pnc:to 

al li•Hnpo 

estabílizarse. 

muy ncelerado para la primera hora y de5pués tiendP-

EI mismo e'fer;to se obsP.rva pari\ el aumento de ta 

protf?tnü soluble con respect.o i'l1 incrP.mP.nto de IA cnncentración dP-

enzima, "" donde: la solubilización aumenta rápidamente para una 

concentración de O.SY. y posteriormente et incremento es menor, 

Los valores obtenidos en este experimento de hidr61iSiE¡ son menores 

que v-.Joreo reporh:tdos en la literatura cíentHica para experimentos 

de hidrólisis similar en {2.2,36,39l Lalnsídis {22) repQrta porcentajes 

de hidróli6is de 8&% empleando 0.61?% de alcala~a a 5o 0 c y pH de 

8,5 y usando como substr<1to -filete de bacalao. Sen C36l repnrtil SQ.7% 

de hidrólisis empleando o.o: de papafna 55ºC y pH df! 7.Q y 

másculo de B.arbus carnaticus como substrato y 66.8% de hidrólisis en 

las mismas condiciones ,~u.=.n•i'o el substr:ito utiliz.Jdo fué mós1..ulo de 

Rastrelliger 

empleando 

canns~t..!..ª 

l.:J prt>telna 

Tarl<Y (39) rP.porf.a un r~nd1mit~nto 

de desperdicio del f'lleteado de 

~ con pepsina 1:10,000 37ºC durante 3 hor ns 

rtc 62.&%" 

Paroph!.:.X..§ 

un pll de 

2.ú. Dos f'ac.lcres explican los menores porcentajes de &olubilización 

de la pr<::>tetna obtenidos en nuestro trab.3 jo: 
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t0 E1 método para determinar la protefna en solución en nuestro 

aplicado después de centrifugar la solución experimento 

reacción una -fuerz.l de 10000 X G durante 10 minutos. 

de 

Las 

condidonP.a empleadaG para separar la protelna soluble de la -fracción 

Insoluble P.n los experimentos reportados f22 1 3G.39l llevaron 

cabo bajo condiciones de centrif'ugaclón de ·filtración m.dis suavei;,, 

E)(perimentos recientes en nuestro grupo de trabajo empleando 

método de -filtración para separar la i'racción soluble, resultó 

porcentajei::; de solubilización cte pro1.etna de pescado de entr·e 00 y 

90% de la protelna total (Baca Olaz R, PP.t\a Vftra H. T. Olaz 

CaR laMeda H. Comunicación personal. 1980.l 

Lofi resultñdos que discutiremos más adelante del experimento en la 

planta piloto mue5tran porcentajes de solubillzac.IOn mAs elevados 

emPteando un método de TlltraclOn. 

2° Para trabajar en condiciones similares tas de la industria 

de procesamiento de pescado se ut.llizó el pescado eviscerado para 

evitar cont"minaciOn con enzimas; propias del tracto digestivo de 

pe,;cado 1 el pescado eviscerado Tué molido entero. Un mayor contenido 

de material proteico de dif'icil degradación Cescama1s., eartflago y 

piel) puede 

solubilizaclón 

explicar parcialmente 

obtenidos. 

los menores porcentaje& de 

En base a los resultados reportados (Cuadro 16) se &eleccionO una 

concP.ritraci6n de 0.5'l. 

del 

de HT-Proteolvtic-200 con respecto a la 

pro.taina cruda substrato, se consideró qua para ésto 

concentraciOn de prot.P.asa 1 el porcentaje de protelna soluble por 

unidad de enzima es el mtts elevado. Los re5ultados sugieren 

tas condiciones 

horas. Tiempos 

del experimento el 

mayor es de hidrólisis 

de costo/benef'icio. --

tiempo hidrólisis 

deberttn ser 

adec:uado 

juzgadoo en 

que bajo 

es de- zr 

términos 
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3.5 Hidr011sis en P1anta Piloto. 

El proceso se llevo a cabo en plant:a piloto reproduciendo las 

condiciones seleccionadas en el laboratorio, en el rnantenimiento de 

\os parAmetroe i'iaicoquimicoa pH y temperatura. 

La aoltación del medio de reacción debe que existan 

condicione.a semeJantes du pH, temperatura, concentración de enzima Y 

substrato en todo el medio de reacciOn. 

La hidr61i5i& se llevo a cabo por un pertodo de 3 horao en ur. 

-fermentador New BrunawicK Cfi9ura 7). 

l~a inactivación de la enzima durante 10 minutos ar.0 c permitió, 

en base a resultados obtenidos en la medición de actividad 

proteoUtica residual, que la enzima no tuviera actividad residual. 

La separación de grasa de la solución obtenida se HevO a cabo por· 

decantación de la solución del hidrotizado de prote1na de pescado en 

recipientP.s de nalQene con Gapacidad de 20 litroa. por un periodo de 

4B horas a 4°C, permitiendo la separación de doa fases, de la& 

cu alea la inferior correspondió a la solución ae hidro liza do y la 

Auperior a la grasa. 

El secado de la solución de hidrolizado de pr~otelna de pescado &e 

ue ... 6 a cabo un secador Hiro Atomizer (f'ii;aura 8) bajo las 

condiC":ioneA siguientes: 

TP.mperatura de entrada de aire de 2.06ºC v tt:"mperatura de salida 

de aire de 94°C. La velocidad de -flu.jo de 6 litros/h permitió que 

et contenido de &Olido a totales del polllo obtenido -fuera del 97 .2.Y.. 
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Los resultados obtenidos en ti:. planta piloto para cada una de la& 

P.tapas del proceso se mueGtran en la fiQura 9. 

1~05 rendimientos obtenidos. determinados como porcentaje d" 

rRoupar;;aciOn protefn¡¡ y da rQ•Umen 

c::ontinllilCión: 

Ft proceso de hidrólisis permitió recuperar 65.2% de ta protefna del 

Rubstrato de pescado fresco. El rendimiento i'in~I det llidrohzado de 

protP.fna de pescado i'u~ de t6Y. con reapP.cto al pescado fresco. Estos. 

rr.:ndlmientos 1 obtenidos escala de planta palo to, aon similares 

lo~ reportados para procesos escala industr1a.I en diversos estudios 

(?.7,34,36). E:n ei'ecto se considera que una recuperación cercana a 10:t. 

de producto final con respecto al peso fresco de la materia prima es 

1m rendimiento adecuado en este tipo de procesos, que permite que el 

proceso sea rentable en términos econOmicos (29). 

IJn rP.ndimiento de 10Y. de producto 

recuperación de la fracción líptdica 

-f'inal, 

de 

si se considera 

aproximadamente 

la 

si:, 

representa la recuperación de 501. de la materia procesada. 

Diversas etapaG del proceso deberán ser estudiadas con més detalle en 

e>Cperimen tos posteriores. El método empleado para separar los 

lfpic1os, e5 simple y no requirió equipo especial, pero es probable 

que métodos de separaC.ión por centr1fuqación sean mas e'f'icienles 

(J4). L~ ini.IC liv~c.iOn de la enzima despu~c de Ja r eaccion de 

hi<11'1''ilisis es una etapa importante del proceso. En la Industria la 

elevación de la temp~ratura y el enfriamiento poslet·ior pueden 

realizarse en intercambiadores de calor, 

Durante la inactivaciOn de 1a enzima, la evaporación y el secado, 

pueden haber pérdidas en el valor nutric1onal de la protelna debido a 
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pérdidas en la biodis p onib1 lid ad de alqunos aminoácidos, 

principalmente la L · Lisina. Para verificar esta hipótesis se llevó 

cabo un eX"perimento que consistió determinar el valor nutricional 

de la prote1na obtenida, mediante Ja elaboración de 3 dietas. Dos de 

ellas se prepararon con el hidrolizado y una fuente externo de 

L-L1sina a dos niveles de concentraciOn, mientras que la dieta 

restante se preparo solamente con el hldrolizat1o como tmica f't1ent1? de 

protetna. 

3.6 AntHisin Hicrobiol69ico del HPP. 

Los resultados 

microbiológica del 

colii"ormes, hongos 

de las determinaciones 

HPP mostraron ausencia de 

de la 

cuentas 

calidad 

totales, 

levaduras en el producto final. Estos resultados 

sugieren que un HPP elaborado por un proceso como et propuesto serta 

apto en términos de calidad microbiológica para consumo tanto animal 

como human'o. 



FIGURA 7. FEIHIEllTADOR llEIJ BRUtlSIJICH USADO El1 LA 

HID~OLISIS DE PROTEIHA DE PESCADO 

F l GURA 8. SECADOR PILUT t1IHOR USADO Etl LA 
PI.nt1Tn p !LOTO 
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FIGURA 9. DIAGRAMA DEL PROCESO DE 
HIDROLISIS EN PLANTA PILOTO 
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3. 7 Determinación del valor nutr.Jcional del ttPP. 

3. 7 .1 Experimento l. 

Los resu1tados obtenidos en este experimento se muestran en el 

cuadro t7. 

cuadro 17 Renult.ados de Ganancias de peso (GPl; Ingestión 
(lng); Conversión alimenticia (TCAl; Eficacia 
proteica (PERI; Uti1izaci0n net.a de protelna (NPRl y 
Digestibilidad 

1
aparente del nitrógeno (DAN) en el 

e><perimento 1. 

GP tng. O'°'N 
Dieta (g) (g) TCA PER NPR ex 1 

casefna 70.42 303 .1 4.32: 2.62 3.21 91 .25 

HPP 
comercial 70.6 299.6 4.96 2.36 3.22 67.30 

HPP 
tJ:xperimental 71. 9 300. 1 4.2t 2.94 3. 49 a1. 10 

S,E. 3 3.5 7.3 o. 27 (). tt o. 10 0.61 

\promedios de 6 animales por dleta. 
2No se encontró díf'erencia siqni-fic.:itlva entre los parAmetros 
nutricionales medido&. 

3Error est.andar. 

El analisis de los resultados obtenidos muestra que el HPP 

elaborado con el proceso enzimático propuesto es capaz. de 

sostener gananclns de peso y conversiones alimenticias similares 

(P<..Oi\ a las obtenidas con una protetna de alta calidad como 1a 

casetna. En efec:to los resultados obtenid.~s pat·a todas las 

variables l!:-.cepto la diqes'tibi1idad del nitrOqeno, en tus dieta~ 
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can el HPP e>;.Perimental fueron liqcrnmente me JOr·es comparadas con 

concentrado de protetna de pescado soluble comercial, con 

caselna, es la tendencia no ~ st adfstic amente signif'icat1vn 

e cuadro 171. 

Los criterios de calidad de la pr·otefna utillz.3•.1os. tales el 

PER y el NPR, sugieren que el proceso mantiene la calidad 

nulricional de la prolelna de pescado. En efecto los valores de 

PER y HPR, obtenidos para el HPP elabor'"1ido la planta piloto, 

son elevados incluso en comparación con valores reportados para 

produr:.tos simi1ares en la literatura cienttfica (t4). 

Eslot> resultados sugieren un patrón de ~"lmino.ac1dos del producto 

que los aminoácidos esenciales se encuentran en equilibrado, 

cantidade5 suficientes para sostener el crecimiento de los 

animales. La digestibilidad aparente del nitrógeno i'ué similar a 

la del producto comercial y solo ligeramente rno 

significa tivilmcnte) la de la <:"asefna, la menor digestibilidad 

üpdrente del nitrOgano en el HPP ~x-pP.rimental puede? deberse 

coni.enida m~s elevado de ceniZ'1'!J proveníentes de ta ::iolu..;-ión 

amortiguüdora. En lodos lo:•S cu:sos los valor~:::. de digestibilidad 

obtenidos son elevados. LüS elevadas digestibilidades obtenidas 

8Ugieren que la hidrólisis enzimi1tica -facilita la diqestión de la 

pro terna. 

,-;omparndo 

valores 

1:11 

mils 

términos 11utri•:.ioll<Jlcs el proceo::>o puede se1~ 

una predigestión de lil protetna de peo:.cado. Los 

reduc.idos de diqeC".tibiliddd del ni tróqeno paril 

11arir11t& de pescado reportados en Ja literatura (3) apoyan esta 

StJQerencia. 
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3. 7.2 Experimento 2. 

El HPP obtenido en plantil piloto f"ué sometido tratamiento 

1.érmico tanto para inactivar la enzima como para su s,ecado. 

Existe evidencia cientH'ica reportüda (371 que muestra que el 

tratamiento térmico de una protefna produce pérdidas de su valor 

nutricional ilSociadas principalmente disminuciones en la 

biodisponibílidad de la L-Lisina. 

Para determinar si el proceso de elaboración del hidrolizado de 

protefna de pescado afecta Ja calidad nutricional de la protefna, 

se evaluaron en pruebas "in vivo" dietas elaboradas con el 

HPP-e)(perimental sin y con diversos niveles de suplementación de 

L-Lisina de sfntesis. Los resultados de este experimento se 

encuentran en el cuadro 18. 

Cuadro t O. Ganancias de peso (GP) 1 Ingestión (lng) , Conversión 
alimenticia (TCA ) , E'f'icacia proteica (PER l , 
UtlHzaclOn neta de protefna (NPR ) y Digest:lbilidad 
aparente del nitrógeno (DAN) en el Experimento 2. 

GPt lng, 
Dieta (g) (g) TCA PER NPR 

HPP sin Lisina 9 a • 5 2 349,7 3,66 2.58 2.99 

J-PP+ • 2 i'! Lisina 95.0 324.6 3.4t 2.68 3 .12 

HPP,. • 4 'l.: Usina 96.9 339. 1 3.56 2.62 3.04 

S.E.3 4.47 to. 10 0.10 0.07 0.07 

DAN 
(%) 

89. 32 

ea. 22 

68. 67 

0.36 

•Promedios de 6 animales ----------------
2uo existen di'ferencias 

dieta. por 
significativas entre los 

. tratamientos. 
3Error estandar. 

ESTA TESIS M ~rnr 
SALIR DE lA ~~JUTECJf 
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Loi:> resultados 1.1el experimento de suplementaciOn con L· L1sina 

de &fnte5is, muestran evidencia signifir::.Jtiva CPc:.05l de que no 

~xiste e-recto de la adición de L-Lisina sintética en la dieta, 

sobre las ganancias de peso, la ingestión, la conversión 

alimenticia el valor nutricional de Ja protelna medido por el 

PER el NPR (Cuadro 18). se observó evidencia 

significativa CP<.05l de e'fecto de la suplementilciOn con L-Lisina 

sobre la digestibilidad del nitrógeno de las dietas. 

La ausencia de e-fecto de la suplementación con L-Lisina sugiere 

que la L-Lisfna contenida en la protelna de pescado no sui're 

danos durante el procesu de hidrólisis, durante la inactivaciOn 

de Ja enzima ni en la etapa de secado por aspersión. Los valores 

elevndos de GP, PER y NPR obtenidos en el Experimento 

concuerdan con estos resultados. 
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CONCLUSIONES 

ref->ullados obtenidos Jo::; er.perimentos de hidrólisis 

enzim.ltictl de protefnil de pescado escala laboratorio y de planta 

piloto. &Ugieren las siguientes coni:lusiones: 

1) E~ pusible obtener po.>ri:ent,1 ie5 elevados de recuperación de la 

protelna de 

bac.lerian.ilS, 

substrc.ito de pescüdo ·fre!.:;.co utilizando proleasas 

Los resultados l)btcnidos el presente traba jo con 

HT-rrott.!Vlyt11.:.-200 .apoyun eslu ~ugestión. 

2) Las proleasas bacterianas comerciales tienen un ba io costo por 

unidad de .:icti..,idad y un intervalo amplio de condiciones de pH y 

tempera tura 

compet.ililio 

de actividad, esto, 

términos económicos. 

permite desarrollar proceso 

3) Dentro del intervalo de condiciones estudiadas, los valores mAs 

elevildos de !:iolubilización de la protelna de pescado con la enzima 

ltl"-Pr·ntt?o1ylic-200 fueron obtenidos bajo las siguientes condiciones: 

"' 
bl 

Concentración O.GY. p/p con r P.::>pc<: to la protefn<J det !!Ubstr.31to. 

Tiempo de hidrófü~is de horas. 

e) Rtc:li:!11..:ión agua:substrato de 2:1. 

L.:1 ll1dr6hsis dt:! prolelrh:l dE: pescado .;un llT·Protcolytic 200 

permilió :.-=.1:.lubilizar hil~lo 65Y. de la protetna total del substrato. 
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5l El escolfamiento il nivel bench permitió recuperar el producto 

final 65% de la protelna del substrato. Con respecto al pescado 

-fresco, la materia recuperada al final del proceso representó n:.x del 

substrato inicial y entre 50 y 55~ de la milteria s~ca procesnda. 

G) Llevar a cabo la reacción de hidrólisis una temperatura de 

reduce los riesgos de contaminación bacteriana. 

71 El producto obtenido tiene un valor nutricional comparable al de 

la casetna de la leche Y al de un hidrolizado de protefna de pescado 

com~r c1al. 

8) El e-f'ecto del calor durante el proceso de hidrólisis y el secado, 

no produjo r~educciones 

pescado hidrolizada, ni 

L-Lisina de la protefna. 

del valor 

pérdidas 

nutriclonal de la protetna de 

de la blodisponibilidad de la 
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