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RESUMEN

La industria pesquera genera subproductos con compuestos valiosos que son
desaprovechados. En esta investigacion se optimizo la extraccidon de gelatinas y se evalud
su fraccionamiento, mediante tecnologias de membrana, para obtener fracciones con
capacidades gelificante diferenciadas.

Se optimizaron, a escala de laboratorio, el pretratamiento acido (la concentracion de acido
acético y el tiempo) y la extraccidn (tiempo y temperatura) utilizando la metodologia de
superficie de respuesta. El proceso de extraccidon optimizado se escalé 80 veces a nivel de
planta piloto. Se definié un tratamiento enzimatico para ampliar el rango de tamafio de las
proteinas en el licor de pescado y posteriormente se fracciond utilizando 4 membranas en
serie (0,8 um, 100 nm, 50 nm y 20 nm), evaluando el efecto individual de cada membrana
y el efecto del proceso general sobre la capacidad gelificante de las proteinas.

Para el pretratamiento acido se obtuvo una concentracion dptima de acido acético de
0,225 M para maximizar la hidratacion de la piel. En la etapa de extraccidn se determind
gue el tiempo y la temperatura afectan las propiedades de gelificacion de las proteinas
presentes en el licor, obteniendo valores dptimos de 0,38 h y 54 °C para maximizar las
temperaturas de fusién y gelificacion. Se logrd escalar el proceso de extraccion a nivel de
planta piloto obteniendo un licor que no difiere significativamente (p >0,05) en su
composicion, su fuerza de gel y su temperatura de fusidon respecto al obtenido a nivel de
laboratorio. Con la aplicacion del tratamiento enzimatico (subtilisina) (38 pL de preparado/
kg de licor, 20 min y 60 °C) se logré ampliar el diferencial de tamafios de las proteinas del
licor de pescado de 2,9 a 8,3. Las filtraciones con membranas ceramicas de 0,8 um, 100
nm, 50 nm y 20 nm presentaron flujos de permeado de 1274 + 64 kg/hm®, 122 + 24
kg/hmz, 93 + 14 kg/hm2 y29 +12 kg/hm2 a valores de FRV maximos de 8,25, 7,5, 6,0 y
3,25, respectivamente. Las membranas de 100 nm, 50 nm y 20 nm, generaron retenidos y
permeados con propiedades de gelificacidon significativamente diferentes. Respecto al
proceso en serie, el permeado de 20 nm presentd las menores propiedades de gelificacidn,
ya que las proteinas con pesos moleculares mayores a 75 kDa fueron retenidas
totalmente.

Los resultados de la investigacion muestran la factibilidad técnica para la obtencién y el
fraccionamiento, utilizando tecnologia de membranas, de proteinas con capacidades
gelificantes a partir de la piel de atun, las cuales podrian utilizarse como ingredientes
funcionales en diferentes industrias.

Palabras clave: industria pesquera, valorizacion de subproductos, ingredientes funcionales,
ultrafiltracion, propiedades de gelificacion, gelatina de pescado.
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1. JUSTIFICACION

La industria de alimentos genera una gran cantidad de subproductos o residuos
sélidos, liquidos y gaseosos (Gowthaman et al.,, 2012). En el pasado, estos
subproductos se descartaban sin ser tratados, produciendo un gran impacto en el
medio ambiente. En las Ultimas décadas, especialmente por regulaciones ambientales,
los residuos y subproductos se deben tratar antes de ser eliminados. Segun Kader y
Koshio (2012), esto es perjudicial para la industria, ya que se gasta mucho dinero en el
tratamiento, aumentando los costos operacionales de las empresas sin recibir
beneficios econdmicos. Actualmente, en la industria de alimentos se adoptan los
conceptos de valorizacidn para la reutilizacién de los subproductos del procesamiento
de los alimentos. Hay un amplio margen para la fabricacion de productos de valor
agregado, incluyendo muchas biomoléculas de importancia econémica que pueden
contribuir, en Jdltima instancia, al desarrollo sostenible de una empresa

(Chandrasekaran, 2012).

En el caso de la industria pesquera, se trabaja para agregar valor a las materias primas
y cumplir con las expectativas del mercado; por lo tanto, pueden realizarse numerosas
etapas de procesamiento, tales como: fileteado, descabezado, eviscerado, pelado y
cortado, generando una importante cantidad de subproductos (Chowdhury et al.,
2010; Penven et al., 2013; Suresh y Prabhu, 2012). Segun Ferraro et al. (2010), los
residuos y subproductos de la industria pesquera han crecido en los ultimos afios,
debido a cambios en las tendencias del consumidor, como la preferencia hacia
productos listos para consumir y, al aumento consistente en el consumo de productos
pesqueros, especialmente porque se reconoce que tienen nutrientes saludables para

el consumidor.

El procesamiento industrial de la pesca y la acuicultura para el consumo humano a

nivel mundial alcanzé las 151,2 millones de toneladas en el 2016, generando entre



30,2 y 75,6 millones de toneladas de subproductos (Cardoso y Nunes, 2013; FAO, 2018;
Galla et al., 2012; Suresh y Prabhu, 2012). Segun Karayannakidis y Zotos (2016), a pesar
de sus componentes valiosos, algunos subproductos pesqueros se arrojan en
vertederos o en los océanos, con potenciales efectos negativos para el ambiente, o se
utilizan para elaborar productos de bajo valor afiadido. Lopes et al. (2015) indican que
la reutilizacion y valorizacién de subproductos pesqueros son procesos claves para la
conservacion de los recursos marinos. Por lo general, las fabricas de harina y aceite de
pescado procesan los subproductos de los puertos e industria pesquera, produciendo
beneficios econdmicos para todas las partes: las empresas de valorizacion pueden
obtener productos con valor afiadido, mientras las empresas pesqueras disminuyen

sus costos de gestidon de residuos.

La utilizaciéon de los subproductos de la pesca se ha convertido en una industria
importante en varios paises. En este momento, la mayoria de los subproductos de la
industria pesquera se utiliza para la produccién de harina y aceite de pescado, siendo
la harina de pescado el producto de consumo no humano mas valioso (Ferraro et al.,
2010). El aceite de pescado puede o no ser para consumo humano, dependiendo de su
composicidn y manejo. Entre los usos para consumo humano se destaca la elaboracién
de grasas alimentarias y se puede utilizar también para la produccién de jabdn,

glicerol, aceites hidraulicos o fertilizantes (Ferraro et al., 2010).

Los subproductos de pescado contienen muchos compuestos de interés para diversos
sectores, ofreciéndoles un gran valor que sin duda es subutilizado en la actualidad
(Penven et al., 2013). Por ejemplo, contienen proteinas, vitaminas, minerales y aceites;
también son fuentes ricas de compuestos funcionales como péptidos, pigmentos,
enzimas, colageno y gelatina (Suresh y Prabhu, 2012). Estos compuestos podrian tener
muchos usos en las industrias médica, farmacéutica y alimentaria, entre otras; sin
embargo, su recuperacion, fraccionamiento y purificacion son claves de éxito, debido a
gue los sectores industriales que los utilizan necesitan moléculas especificas segun el

tipo de subproducto (por ejemplo, el colageno de las pieles), a veces hasta en especies



especificas, como el aceite de higado de tiburdn “Siki” (Centroscymnus coelolepis) para

la industria aeronautica (Penven et al., 2013).

La extraccién de compuestos de alto valor agregado, junto con el desarrollo de nuevas
tecnologias para la recuperacidon y purificacion, aportard a largo plazo a la
sostenibilidad de la industria pesquera (Ferraro et al., 2010). Saidi et al. (2014)
mencionan que, comparadas con otros métodos de separacion como la cromatografia
en gel, las tecnologias de membrana ofrecen muchas ventajas, como una mayor
productividad, menor capital de inversiéon, mayor concentracidén y mantenimiento de
la calidad del producto en condiciones ambientales, mayor facilidad de escalamiento y
de limpieza del equipo. Técnicas de separacién de membrana como la microfiltracién
(MF), nanofiltracion (NF), ultrafiltracion (UF) y la filtracion con electro-membrana
proporcionan una tecnologia potencial para la industria al elaborar productos
enriquecidos de proteinas y péptidos marinos de pesos moleculares especificos

(Bourseau et al., 2009; Cardoso y Nunes, 2013).

Segun Dind Afonso et al. (2004) una de las caracteristicas mas interesantes de la UF y la
NF, en comparacién con otros procesos de concentracion, es que logran concentrar de
una manera energéticamente eficiente, ya que la operacidn se lleva a cabo sin cambio
de fase. Por ejemplo, cuando se compara un proceso de UF con una evaporacién de
una sola etapa se obtiene una relacion tedrica de consumo energético de 1:1100,

respectivamente.

En Costa Rica, los subproductos de la industria pesquera se descartan o se utilizan en la
produccién de harina y aceite de pescado (para el caso de los materiales sélidos) o de
biogas en estacion depuradora de aguas residuales (para las aguas de coccidn). Sin
embargo, no se han implementado con éxito procesos a escala industrial para elaborar

productos de mayor valor agregado a partir de estos subproductos.

En este proyecto se considera que, para el caso del atun, es posible pensar en la

extraccion y el posterior fraccionamiento de las proteinas de la piel utilizando
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tecnologias de membranas, para recuperar diferentes compuestos de alto valor
afadido por su funcionalidad tecnolégica como aromas de pescado, gelificantes o
espesantes. Si se logran generar opciones de valorizacidn de este subproducto, la
industria podra diversificar su oferta ampliando su gama de productos, con
concentrados proteicos de alto valor nutricional y funcional que se estdn cotizando
bien en el mercado internacional. Asimismo, la industria nacional dispondra de nuevas
alternativas para la valorizacién de subproductos actualmente subutilizados, mediante
la implementacién de nuevas tecnologias y procesos para la elaboracién de productos
con acceso al mercado local e internacional. Es en este contexto, que se plantea como
objetivo general de este proyecto el evaluar el proceso de extraccion y el proceso de
fraccionamiento de proteinas mediante la aplicacidon de tecnologias de membranas, a

partir de un subproducto obtenido del procesamiento industrial de pescado.



I1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el proceso de extracciéon y el proceso de fraccionamiento de proteinas
mediante la aplicacion de tecnologias de membranas, a partir de un subproducto

obtenido del procesamiento industrial de pescado.

2.2 Objetivos especificos

Optimizar el pretratamiento acido de la piel de atun y el proceso de extracciéon
para obtener un mayor rendimiento de extracciéon de la proteina a escala de

laboratorio, aplicando la metodologia de superficie de respuesta.

Realizar el escalamiento del proceso de extraccién de proteinas a nivel de planta
piloto para obtener el licor de pescado desengrasado (materia prima para el

proceso de fraccionamiento).

Evaluar la aplicaciéon de diferentes tecnologias de membranas en el licor de
pescado para obtener fracciones de proteinas con diferentes pesos moleculares y

caracteristicas funcionales.



I1I. MARCO TEORICO

3.1 La industria pesquera y sus subproductos

La actividad pesquera es una importante fuente de alimentos e ingresos para cientos
de millones de personas en todo el mundo. Segun la FAO (2018), el consumo aparente
de pescado per capita a nivel mundial registré un aumento de un promedio de 9,0 kg
en 1961 a 20,3 kg en 2013. El aumento del consumo de pescado ha mejorado la
alimentacion de las personas en todo el mundo, gracias a alimentos diversificados,

nutritivos y saludables (Cardoso y Nunes, 2013; Lopes et al., 2015; Shahidi et al., 2007).

En 2013, el pescado representd alrededor del 6,7% de las proteinas totales consumidas
por la poblacion mundial (FAO, 2016); estas proteinas son de facil digestion y alta
calidad, ya que contienen todos los aminodcidos esenciales. Ademas de la proteina, el
pescado proporciona nutrientes funcionales que permiten regular el funcionamiento
del organismo y evitan enfermedades, como grasas esenciales (por ejemplo, acidos
grados omega 3 de cadena larga), vitaminas (D, A y B) y minerales (como calcio, yodo,

zinc, hierro y selenio) (Cardoso y Nunes, 2013; FAO, 2016; Vazhiyil, 2008).

La produccién mundial de productos pesqueros se ha incrementado en los ultimos
afos (ver Cuadro 1), especialmente por el exponencial crecimiento de la produccién
por acuicultura, ya que la pesca por captura se estabilizé desde los afios 90. La
produccién pesquera se utiliza principalmente para el consumo humano, aumentando
su proporcion del 67% en la década de 1960 hasta un 88% en el 2016. Las restantes
19,7 millones de toneladas se utilizan en productos no alimentarios, principalmente

para la produccion de harina y aceite (FAO, 2016; FAO, 2018).



Cuadro I. Produccién y utilizacién de la pesca y la acuicultura en el mundo.

Afio 2011 2012 | 2013 2014 | 2015 2016
Produccion (millones de toneladas)
Captura 92,2 89,6 90,5 91,2 92,6 90,9
Acuicultura 61,8 66,4 70,2 73,7 76,1 80,0
Utilizacion (millones de toneladas)
Consumo 130,0 135,4 140,1 144,9 148,4 151,2
humano
No
. . 24,0 19,6 20,6 20,0 20,3 19,7
alimentario
Total 154,0 156,0 160,7 164,9 168,7 170,9

Fuente: FAO (2018).

Los ultimos informes elaborados por especialistas, organizaciones internacionales, la
industria y representantes de la sociedad civil coinciden en destacar el enorme
potencial (que serd incluso mayor en el futuro) que tienen los océanos y las aguas
continentales de contribuir de forma destacada a la seguridad alimentaria y la
nutriciéon adecuada de una poblacién mundial que se prevé alcance los 9 700 millones

de habitantes en 2050 (FAO, 2016).

El procesamiento industrial de mariscos y pescado para el consumo humano genera
una enorme cantidad de subproductos (entre 20% y 50%) que provienen de porciones
no comestibles o infrautilizadas (Cardoso y Nunes, 2013; FAO, 2016; Ferraro et al.,
2010; Galla et al., 2012; Suresh y Prabhu, 2012). Segun Arvanitoyannis y Kassaveti
(2008), Kristinsson y Rasco (2000) y Ferraro et al. (2010) mas del 50% del material
restante de la captura total de pescado no se utiliza, alcanzando casi 32 millones de

toneladas de productos no valorizados.

Para cumplir con las expectativas del mercado actual, la industria pesquera procesa sus
materias primas para ofrecer productos de alta calidad, generando subproductos como
las cabezas, visceras, recortes, huesos de pescado o cartilagos y colas, pieles, huevos y
efluentes (con un alto contenido de sustancias organicas y grasa) (Kim et al. 2013; Kim

y Mendis, 2006; Mireles DeWitt et al., 2013; Penven et al.,, 2013; Sila et al., 2017;




Suresh y Prabhu, 2012). Por ejemplo, la industria de enlatados sdélo utiliza la parte
comestible de los peces; lo habitual es cortar la cabeza, aletas y cola, y eliminar todas
las visceras. A veces se desecha también la columna vertebral, la piel y la carne oscura,
generando entre un 20-50% de subproductos sélidos respecto a la materia prima
(Chakrabarti, 2005). Ferraro et al. (2010) indican que la industria de fileteo, salado y
ahumado de pescado genera entre un 50-75% de subproductos sélidos respecto a la
materia prima. En la elaboracion de surimi los subproductos sélidos representan del
50% al 70% de la materia prima, dependiendo del método de extraccién de la carne de
la canal. Estos subproductos son una mezcla de cabezas, visceras, piel, espinas y la

carne sobrante (Mireles DeWitt et al., 2013).

El manejo de los desechos de la industria pesquera se ha convertido en un problema
por su impacto en el ambiente, por lo que una estrategia de reduccién de desechos es
la recuperacién de productos comerciales de estos subproductos (Arvanitoyannis y
Kassaveti, 2008). Los subproductos pesqueros estan disponibles como una fuente
potencial de materia prima para recuperar componentes valiosos (ver Cuadro Il) (Kimy

Mendis, 2006; Suresh y Prabhu, 2012).

Cuadro Il. Subproductos del proceso de pescado y sus compuestos valiosos

Porcentaje de .
Subproductos Compuestos valiosos
subproducto (%)
Coldgeno, gelatina, aceite, lipidos, proteinas,
Cabezas 14-20 , _g B , P .p
péptidos, escualeno, cartilago, calcio, aromas.
, Aceite, lipidos, proteinas, péptidos, escualeno,
Visceras 15-20 P P . pep
enzimas, aromas.
Piel 1-3 Colageno, gelatina, elastina, cartilago.
. Colageno, gelatina, cartilago, calcio y otros
Espinas 10-16 8 & . & y
minerales.
Efluentes 1-5 Proteinas, péptidos.

Fuente: Suresh y Prabhu (2012).




Ferraro et al. (2010) indican que la concentracion de compuestos valiosos, como
minerales, proteinas y lipidos, suelen ser mayores en las fracciones que se descartan,
como las cabezas de pescado, visceras, piel, colas y sangre. Por lo tanto, es necesario
estudiar la viabilidad del tratamiento de los subproductos no sélo por razones
ambientales, sino también desde el punto de vista econémico (Penven et al., 2013;

Ranadheera y Janak, 2014; Saidi et al., 2014).

3.2 Valorizacion de subproductos de la industria pesquera

La industria pesquera, ademas de agregar valor a sus productos principales, trata de
maximizar la rentabilidad de sus operaciones, desarrollando mercados para sus
subproductos, con lo cual pueden obtener un beneficio econémico por la venta de
estos productos secundarios y reducir los costos de tratar sus desechos (Bechtel,
2003). Cada vez mas, la utilizacion de subproductos se estd convirtiendo en una
industria importante y se confiere una importancia creciente a su manipulacién de
forma controlada, segura e higiénica, con lo que ademds se reduce el desperdicio

(FAO, 2016; Shahidi et al., 2007).

Para la valorizacién de subproductos pesqueros se mencionan dos grandes grupos de
procesamiento: la explotacion en masa (para la producciéon de alimentacién animal,
energia y fertilizantes) y la explotacidon en pequeiio volumen (mayor valor agregado
para generar productos que se utilizan a nivel industrial), cuyas principales diferencias
son la capacidad de absorcidn del mercado de estos derivados y los beneficios

econdmicos que pueden obtener los productores (Penven et al., 2013).

En la Figura 1 se representa la relacién entre los volimenes que puede absorber la
industria y los beneficios econdmicos que se pueden generar, donde se muestra que
las aplicaciones mas especializadas, como los productos para la industria farmacéutica
o alimentaria (complementos nutricionales y productos saludables, por ejemplo, bajos
en grasas saturadas o sodio, o ingredientes funcionales con un efecto fisioldgico

beneficioso para el consumidor), presentan un alto valor en el mercado.
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Farmacéutica

Nutracéutica
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funcionales

Alimentos saludables
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Energia

Fertilizantes

>

Capacidad de absorcion del mercado

Figura 1. Relacion entre el valor unitario y la demanda de mercado de productos
extraidos de subproductos pesqueros, segin su uso industrial. Adaptado de Penven et
al. (2013).

3.2.1. Para la explotacién en masa

Convencionalmente, los subproductos pesqueros se transforman en productos de bajo
valor econdmico, como las harinas de pescado, el aceite de pescado vy los fertilizantes
naturales, o son simplemente desechados (Bechtel, 2003; Silva et al., 2014; Suresh y
Prabhu, 2012). La produccion mundial de harina de pescado fue de aproximadamente
5 millones de toneladas en 2008 y la produccidn de aceite de pescado fue de alrededor
de 1 millén de toneladas. Los principales productores de harina de pescado y aceite de

pescado son Peru y Chile (Penven et al., 2013).

Segun Kader y Koshio (2012) y Lee et al. (2010a), los subproductos de la industria

pesquera pueden ser reciclados como una fuente potencial de alimento de alto valor
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proteico en la alimentacién animal (ganado, aves y pescado). Chakrabarti (2005) y
Herpandi et al. (2011) indican que la carne oscura del atun (aproximadamente un 11%
del peso del atun) se puede utilizar para alimentacién animal. Si bien es cierto, el valor
de mercado de la harina de pescado para la alimentacion animal es bajo, tiene un alto
interés ya que genera beneficios ambientales y sociales al disminuir la cantidad de
desechos que se generan y el costo de alimentacion de la produccion animal

(Arvanitoyannis y Kassaveti, 2008).

3.2.2. Para la explotacién en pequernio volumen

Los subproductos de la industria pesquera provienen de diferentes tipos de animales y
ambientes, por lo que contienen gran variedad de compuestos de interés para diversos
sectores, ofreciéndoles un gran valor potencial que es subutilizado en la actualidad
(Chandrasekaran, 2012; Penven et al., 2013). Entre los compuestos que contienen
estos subproductos se encuentran proteinas, vitaminas, minerales y aceites ricos en w-
3 tan buenos como los contenidos en otros productos comerciales. También son
fuentes ricas de componentes nuevos y valiosos, tales como péptidos bioactivos,
pigmentos, aromas, enzimas, quitina, colageno y gelatina, entre otros (Arvanitoyannis
y Kassaveti, 2008; Cardoso y Nunes, 2013; Chandrasekaran, 2012; Sanmartin et al.,
2012; Suresh y Prabhu, 2012).

Segun Suresh y Prabhu (2012), el procesamiento de subproductos de la industria de
pescado y mariscos es uno de los mas grandes biorecursos sin explotar, con un alto
potencial para la derivacion de los biomateriales que pueden ser utilizados en
alimentos, piensos, la industria médica, farmacéutica y otras industrias de quimica
fina, siempre que garanticen condiciones higiénicas de manipulacion vy

almacenamiento (Cardoso y Nunes, 2013).

Arvanitoyannis y Kassaveti (2008), Karayannakidis y Zotos (2016), Pires y Batista (2013)
y Ranadheera y Janak (2014) indican que se han producido numerosas investigaciones

sobre la recuperacion de productos utiles a partir de los subproductos marinos. Estos
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compuestos funcionales o bioactivos pueden ser extraidos y aislados con tecnologias
gue varian desde procesos simples a complejos. Entre estos procesos se pueden incluir
la preparacion y el aislamiento de péptidos bioactivos, oligosacaridos, dcidos grasos,
enzimas, quitina, coldgeno, gelatina, minerales solubles en agua, y los biopolimeros

para aplicaciones biotecnoldgicas y farmacéuticas.

En general, mayores beneficios econdmicos se pueden obtener mediante la
produccién de consumibles humanos (Cardoso y Nunes, 2013; Kim y Mendis; 2006).
Karayannakidis y Zotos (2016) indican que los subproductos de pescado son una fuente
alternativa de ingredientes proteicos, especialmente de gelatina de grado alimentario,

por su alto contenido de coldgeno en piel, escamas y huesos.

3.3 Gelatina de pescado

La gelatina se produce a partir del coldgeno (principal proteina estructural de los
huesos y las pieles de los animales) (Kim et al., 2013; McClements, 2015; te Nijenhuis,
1997). El colageno es una proteina con una inusual composicion de aminodacidos, con
un alto contenido de glicina (GLY) y de prolina (PRO) e hidroxiprolina (HYP), los ultimos

dos con anillos de pirrolidina (ver Figura 2).

@ c H @o @nNnN

Glicina Prolina Hidroxiprolina

Figura 2. Estructura molecular de los principales aminodcidos del colageno y la gelatina.

La gelatina tiene muy pocos aminodcidos aromaticos y con el grupo sulfuro (te
Nijenhuis, 1997). Los polipéptidos que la componen presentan la unidad basica (GLY-

X-Y),, conocida como tropocolageno, donde X y Y pueden ser cualquier aminodcido,
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pero mas frecuentemente son PRO o HYP (da Silva et al., 2017; te Nijenhuis, 1997;

Venugopal y Mazza, 2008).

La gelatina es una proteina de alto valor funcional por su capacidad unica de formar
geles termorreversibles (Ferraro et al., 2010; Venugopal y Mazza, 2008). La gelatina es
colageno parcialmente desnaturalizado e hidrolizado por una serie de procesos que
comprenden la destruccion de la estructura secundaria del colageno y, en la mayoria
de los casos, algunas estructuras primarias y terciaras. Se compone de una mezcla
heterogénea de proteinas fibrosas, biodegradables y solubles en agua con un rango de
peso molecular entre los 80 y los 250 kDa (Ferraro et al., 2010; Riaz y Chaudry, 2003; te
Nijenhuis, 1997).

La produccion mundial de colageno y gelatina ha tendido a crecer en los ultimos afios
(Karim y Bhat, 2009), alcanzando una produccién mundial de 348 900 toneladas
métricas en el 2011 (FAO, 2014). Segun Grand View Research (2016), se estima que la
industria mundial de gelatina produjo 412 700 toneladas métricas en el 2015 y que
alcanzard en el afio 2024, 651 700 toneladas métricas con un valor de 4 080 millones
de délares americanos. Casi un 99% de la produccién mundial de gelatina proviene de
subproductos de animales de abasto, el restante 1% proviene de subproductos de

origen marino (FAO, 2014; Karim y Bhat, 2009).

La demanda de gelatina de pescado se ha incrementado, impulsada por la oposicion de
algunos consumidores a adquirir gelatinas de animales de abasto, debido a brotes
relacionados con subproductos de la industria carnica, como la encefalopatia
espongiforme bovina, la fiebre aftosa o la fiebre aviar, a pesar de que no se haya
encontrado evidencia de que estas enfermedades se puedan transmitir por el
consumo de gelatina. Otras veces, su consumo es restringido por aspectos
socioculturales, especialmente por la religién, en algunos paises (Ferraro et al., 2010;

Kim et al., 2013; Kim y Mendis, 2006; Lin et al., 2017; Venugopal y Mazza, 2008).
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Sin embargo, la gelatina de pescado tiene algunos inconvenientes respecto a la
gelatina de mamiferos, tales como, una menor estabilidad, menor fuerza de gel,
menores temperaturas de fusién y gelificacidn, un color oscuro, un leve olor a pescado
y un costo mayor (Ferraro et al., 2010; Kim et al., 2013). La menor estabilidad térmica
de las gelatinas de pescado se debe a su menor contenido de aminodcidos con grupo
a-amino secundario respecto a la gelatina de los mamiferos y aves. Este contenido es

menor en peces de aguas frias (Diaz-Calderdn et al., 2017; te Nijenhuis, 1997).

Karayannakidis y Zotos (2016) indican que investigadores de muchos paises estan
trabajando en la transformacién de los subproductos pesqueros locales para la
obtencién de gelatina. La lista de especies investigadas se vuelve interminable, pero se
puede hablar en términos generales que el proceso depende del subproducto a tratar:

piel, escamas y huesos, etc.

3.3.1 Elaboracién

La gelatina se produce a partir de subproductos con altos contenidos de coladgeno,
proteina estructural que posee una conformacién de triple hélice, un alto peso
molecular, un pequefio rango de distribucién de tamano molecular, punto isoeléctrico
basico, alta capacidad de formacién de fibras y resistencia a la accién de proteasas
(Kim et al., 2013). Las caracteristicas y comportamiento de las gelatinas se relacionan
estrechamente con su fuente, pero también con su proceso de obtencién. La gelatina
se puede extraer por tratamiento acido o basico, asistidos por agua y calor (Diaz-

Calderdn et al., 2017; Ferraro et al., 2010).

Al convertirse en gelatina se genera una desnaturalizacién e hidrélisis del coldageno,
generando gelatinas con cadenas a, B (2 cadenas a) y v (3 cadenas a) (ver Figura 3),
obteniendo una proteina de menor peso molecular, con mayor rango de distribucién
de tamaiio, menor punto isoeléctrico, ninguna resistencia a la hidrélisis por proteasas

y sin capacidad de formar fibras (Kim et al., 2013). Después de la extraccion, se obtiene
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la gelatina final, un producto incoloro, quebradizo e insipido, en forma de laminas,

copos o polvo.

Figura 3. (a) Estructura de coldgeno nativo, (b) coldgeno hidratado después del
tratamiento acido/alcalino, (c) posibles moléculas de gelatina extraidas con agua
caliente: (i) 1 cadenay, (ii) 1 cadena By 1 cadena q, (iii) 3 cadenas a.

3.3.1.1 Pretratamiento

La gelatina se puede extraer sin un tratamiento previo utilizando agua caliente; sin
embargo, el rendimiento y calidad del producto son mayores si se aplica un
pretratamiento a los tejidos (Kim et al., 2013). El aumento en el rendimiento se
presenta porque los pretratamientos hidratan las moléculas de colageno, modificando
el balance eléctrico del medio y rompiendo enlaces covalentes intra e intermoleculares
en el colageno, lo cual facilita la hidrdlisis del colageno y su solubilidad en el proceso

de extraccion con agua caliente (Ahmad et al., 2017).

Se pueden clasificar los pretratamientos en dos métodos: el alcalino y el acido. El
tratamiento con una solucién basica se aplica a los huesos del ganado y puede durar
mas de 20 semanas para generar gelatina tipo B, con un pH entre 5 y 7, un punto

isoeléctrico de 5 y una dureza y viscosidad mayor que la gelatina tipo A (Kim et al.,
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2013; McClements, 2015; Wasswa et al., 2007). El tratamiento con solucion acida se
aplica a los subproductos de pescado y de cerdo, toma menos tiempo que el proceso
basico, y produce gelatina tipo A, con un pH entre 3 y 6 y un punto isoeléctrico entre 7
y 9, tipo de gelatina mas utilizada en la industria (Kim et al., 2013; McClements, 2015;
Wasswa et al., 2007).

Benjakul et al. (2009) indican que el dcido desestabiliza la estructura de triple hélice
del coldgeno, ya que separa uniones cruzadas acido labiles, enlaces de amida y enlaces
no covalentes intra e inter moleculares. Segin Ahmad et al. (2017), la hidratacién del
colageno y su posterior solubilizacidon son influenciadas por el pH, la temperatura y el
tiempo aplicado en ambos tratamientos. En el Cuadro Il se presentan ejemplos de
investigaciones donde se utiliza el tratamiento acido para la obtencidén de gelatina de

subproductos pesqueros.

Cuadro lll. Condiciones de proceso empleadas en el pretratamiento con acido utilizado
en la extraccidn de gelatina de subproductos de la industria pesquera.

- . Relacion Tiempo | Temperatura
Subproducto Acido Concentracion subproducto:solucion (h) ) Fuente
Z:'adtlea,;i'ig“ Sulfarico 0,12 M 1:3,3 0,5 n.d. éirl’;iseer';y
(Salmo solar) Citrico 0,005 M 1:3,3 0,5 n.d. (2007)
Piel de pargo
ojon
(Priacanthus - Benjakul et al.
Al 2M 1:1 2 .d.

tayenus y cético 0, 0 n.d (2009)
Priacanthus
macracanthus)
Piel de Jurel

Badii
(Trachurus Sulfurico 0,2% 1:4 4 10 adii y Howell

(2006)
trachurus)
2 | he |G,

+ri 0, .
(Catla catla) Citrico 0,5% 1.7 2 n.d. (2015)
Piel de tilapia - Chen et al.
1:

(Tilapia zilli) Clorhidrico 0,05 M 3 0,5 5 (2015)
Piel de pez gato
gigante . . Jongjareonrak
(Pangasianodon Acetico 005M 1:10 3 24-26 et al. (2010)
gigas)

n.d.: No definido
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Cuadro lll (continuacion). Condiciones de proceso empleadas en el pretratamiento con
acido utilizado en la extraccidn de gelatina de subproductos de la industria pesquera.

Subproducto | Acido | Concentracién Relacién .. Tiempo Tempfratura Fuente
subproducto:soluciéon (h) (°C)
Piel de tilapia
(Oreochromis
”:‘;”Z‘t‘z) dye Sulfarico 0,2% 17 0,66 n.d. Zhang et al.
pezg Citrico 0,2% 1.7 0,66 n.d. (2016)
canal
(Ictalurus
punctatus)
Piel de .
lenguado Gomez-
Acético 0,05 M n.d. 3 10 Guillén et
(Solea
) al. (2005)
vulgaris)
Piel de
esturion " Hao et al.
(Acipenser Acético 0,075 M 1:6 1 0-4 (2009)
baeri)
:lrilo?ritrucha Tabarestani
Acético| 0,01a0,21N 1:3 1-3 7 etal.
(Orcohynchus
. (2010)
mykiss)
Piel pez
ballesta Jellouli et
Acéti M 1:1 4
(Balistes cetico 0,05 0 6 al. (2011)
capriscus)
e
Fosforicol 0,05 M 1:10 12 Ambiente et al.
(Aluterus
(2013b)
monoceros)

n.d.: No definido

Otro posible pretratamiento

gue se puede utilizar es la aplicacién de enzimas,

especificamente de proteasas, para hidrolizar el coldgeno antes de la extraccién.

Ahmad et al. (2017) indican que la utilizacidn de proteasas aumenta el rendimiento de

extraccion de las gelatinas respecto a los dos pretratamientos tradicionales; sin

embargo, se produce una gelatina de menor fuerza de gel y temperatura de fusién,

debido a la hidrélisis excesiva de las gelatinas con cadenas a y B.

3.3.1.2 Extraccion

La gelatina se extrae de los subproductos pretratados utilizando agua caliente (ver

Figura 4). La extraccion se produce por la hidrdlisis y la solubilizacion del colageno,

generando una solucion de proteinas de variado peso molecular. Posteriormente, el
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licor se desodoriza, filtra, esteriliza y concentra, el licor concentrado se enfria para que
gelifique y se seca hasta obtener una humedad menor al 15%; posteriormente se

muele y tamiza (Kim et al., 2013).

Subproductos

}

Desengrasado

A

Desmineralizado

A

Pretratamiento
acido o alcalino

A

Extraccidn

A

Evaporacion

A

Esterilizacion

Secado

Molienda

A

Tamizado

I

Gelatina tipo Ao B

Figura 4. Proceso convencional para la obtencion de gelatina. Adaptado de
Karayannakidis y Zotos (2016).

Los factores que mas influyen en el proceso de extraccion de la gelatina son la

temperatura, el tiempo y el pH. En términos generales, se presentan mejores
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caracteristicas de gelificacién cuando se trabaja con temperaturas bajas y tiempos
cortos; sin embargo, se obtienen mayores rendimientos al aumentar estos 2
parametros. Por esta razén, en la industria se suele utilizar una extraccién en etapas,
donde se realizan extracciones en diferentes intervalos de temperatura, iniciando
entre los 50-60 °C hasta alcanzar temperatura de ebullicion (Ahmad et al., 2017; Riaz y
Chaudry, 2003). De esta manera se obtienen fracciones con diferentes calidades y un
buen rendimiento global. En el Cuadro IV se presentan ejemplos de pardmetros de
extracciéon utilizados en investigaciones recientes para la obtencidon de gelatina de

subproductos pesqueros.

Cuadro IV. Condiciones de proceso empleadas para extraer gelatina de subproductos

de la industria pesquera.

L. - Rendimiento
Relacién Tiempo | Temperatura ..
Subproducto o de extraccion Fuente
subproducto:agua (h) (°C) 1
(%, b.h.)
Piel de salmdn del 1:1 2 56 10,1 Arneseny
atlantico (Salmo solar) 1:1 2 65 1,4 Gildberg (2007)
Piel de pargo ojén
(Priacanthus tayenus y Benjakul et al.
Priacanthus n.d. 12 45 6,41-7,93 (2009)
macracanthus)
Piel de Jurel (Trachurus Badii y Howell
.d. <12 4 .d.
trachurus) nd > nd (2006)
Vejiga natatoria carpa Chandra y
in;ig (Cotla catla) P n.d. 17 45-50 13,5 Shamasundar
(2015)
Piel de tilapia (Tilapia Chen et al.
Zilli) n.d. 1 80 n.d. (2015)
Piel de pez gato gigante ) Jongjareonrak et
(Pangasianodon gigas) 1:10 12 44-46 201 al (2010)
Piel de tilapia
(Oreochromis niloticus) y Zhang et al.
.d. 12 -93.2 (b.s.

pez gato de canal nd 45 80,6-93.2 (b-s.) (2016)
(Ictalurus punctatus)
Piel de lenguado (Solea Gomez-Guillén
vulgaris) n.d. 16-18 45 3,4-22,8 et al. (2005)
Piel de esturion 13 18 50 2,50-3,52 | Hao etal. (2009)
(Acipenser baeri)
Piel de trucha arcoiris Tabarestani et
(Orcohynchus mykiss) 13 14-18 >0 9,36 al. (2010)
Piel Pez ballesta (Balistes 1:10 18 50 567 Jellouli et al.
capriscus) (2011)
Piel de pez unicornio . Kaewruang et al.
(Aluterus monoceros) 1:10 15 65-75 4,0-10,7 (2013a)
Piel de calamar (Loligo Abdelmalek et
vulgaricus) n.d. 18 >0 6,82 al. (2016)

n.d.: No definido; b.h.: Base hUmeda; b.s.: Base seca
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Cuadro V (continuacion). Condiciones de proceso empleadas para extraer gelatina de
subproductos de la industria pesquera.

‘o . Rendimiento de
Relacion Tiempo Temperatura ‘s
Subproducto subbroducto:agua (h) ) extraccion Fuente
P a8 (%, b.h.)*

Piel de pulpo (Octupus Jridi et al.
vulgaris) n.d. 4 40 3,21-7,78 (2015)
Piel de Blenny Zebra Ktari et al.
(Salaria basilisca) n.d. 8 >0 14,65 (2014)
Piel de tilapia ) Niu et al.
(Oreachromis niloticus) 14 3 >0 10,52-22/4 (2013)

n.d.: No definido; b.h.: Base hiumeda; b.s.: Base seca

3.3.2 Propiedades funcionales

Los compuestos proteicos de origen pesquero tienen potenciales aplicaciones como
ingredientes funcionales en los alimentos, ya que poseen muchas propiedades Uutiles,
como la capacidad de retencién de agua, la capacidad de absorcion de aceite, la
solubilidad de proteinas, la capacidad de gelificacion, la formacién y estabilizaciéon de
espumas vy la capacidad de emulsificaciéon (Beaulieu et al., 2009; Chalamaiah et al.,

2012).

Especificamente para la gelatina, Ferraro et al. (2010) y Lin et al. (2017) indican que se
utiliza en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética como un ingrediente que
mejora la elasticidad, la consistencia y la estabilidad de los productos. A pesar de su
bajo valor bioldgico, la gelatina y el coldgeno se utilizan en la industria médica y
farmacéutica, especialmente por su biocompatibilidad y biodegradabilidad en

entornos fisioldgicos (Young et al., 2005).

Las propiedades funcionales de la gelatina se pueden dividir en 2 grupos, el primero
relacionado con sus propiedades de gelificacién (fuerza de gel, viscosidad, temperatura
de gelificacion y fusion) y el segundo grupo relacionado con el comportamiento de
superficie de la gelatina (formacién de espuma, estabilizacién de emulsiones,
formacién de peliculas) (Karayannakidis y Zotos, 2016). Segun Fan et al. (2017),
Kristinsson y Rasco (2000), Liu et al. (2014) y Najafian y Babji (2012), el peso molecular

de los compuestos, la hidrofobicidad, la secuencia de aminoacidos y los grupos polares
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de los hidrolizados afectan directamente las propiedades funcionales y, por lo tanto,

sus posibles usos como ingredientes alimentarios.

3.3.2.1 Propiedades gelificantes

Un gel es una fase intermedia entre un sélido y un liquido. Técnicamente, se define
como un sistema sustancialmente diluido que no presenta flujo constante. La
gelificacion de la proteina se refiere a la transformacion de la proteina desde el estado
soluble (material viscoso) a un estado similar a un gel (material eldstico) (Tahergorabi

et al.,, 2011).

Una de las principales caracteristicas de la gelatina es su capacidad de formar geles
termorreversibles en agua (Kim et al., 2013). Para formar geles de gelatina, primero se
deben calentar las soluciones de gelatina en agua, provocando que las moléculas
tomen una configuracién espiral al azar, y posteriormente, se debe enfriar la solucién
por debajo de una temperatura critica de gelificacién. Durante este enfriamiento las
moléculas recuperan su conformacién nativa, pasando de espirales a hélices
(Karayannakidis y Zotos, 2016). La formacion de la red del gel se presenta por la
interaccion entre varias cadenas del polimero en varias zonas de union (formadas por
las hélices triples), formando un gel fisico, ya que dichas uniones son por fuerzas de
van der Waals o puentes de hidrégeno (Karim y Bhat, 2009). Durante el tiempo de
enfriamiento, el gel asume gradualmente su configuracién mas estable; por lo tanto,
las caracteristicas finales del gel dependen del tiempo y la temperatura de

enfriamiento (Karayannakidis y Zotos, 2016).

Las propiedades reolégicas del gel son definidas por las caracteristicas de las proteinas
gue lo conforman, que dependen de la fuente (especie de marisco o pescado), la
frescura, el pH, la fuerza idnica, la temperatura, la concentraciéon de proteinas y otros
(Tahergorabi et al., 2011). La fuerza del gel y la temperatura de fusion son las
propiedades reoldgicas mas importantes de la gelatina, definen su interés comercial y

sus potenciales usos (Karim y Bhat, 2009; Lin et al., 2017). Estas propiedades se
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correlacionan con el peso molecular, la proporcion de aminoacidos prolina e
hidroxiprolina y la proporcién de cadenas a/B (Haug et al., 2004; Karim y Bhat, 2009;
Kim et al., 2013).

Las gelatinas de mamiferos contienen entre un 20 y 24% de prolina e hidroxiprolina, y
las de pescado entre un 16 y 20%, generando importantes diferencias reoldgicas entre
estas fuentes (Ferraro et al., 2010). Baziwane y He (2003) indican que la gelatina de
pescados de aguas calidas (como el atun) pueden tener caracteristicas similares a las
de la gelatina de piel de cerdo, ya que tienen mds cantidad de prolina e hidroxiprolina

respecto a los peces de aguas frias, como el bacalao.

3.3.2.1.1 Fuerza de gel

La fuerza de gel que presenta la gelatina depende en gran medida de su peso
molecular. Estudios recientes indican que la fuerza de gel de la gelatina se correlaciona
positivamente con la proporcidn de cadenas a y B, y las fracciones con pesos
moleculares mayores a 200 kDa, y negativamente con las cadenas con pesos
moleculares inferiores a los 100 kDa (Eysturskard et al., 2009b). Segun Karayannakidis
y Zotos (2016), en gelatina de pescado de agua fria se ha correlacionado positivamente
el modulo viscoso dinamico (relacionado con el comportamiento sélido) con las
fracciones de cadenas B y de mayor peso molecular, y negativamente con las

fracciones de cadena a o de menores pesos moleculares.

Comercialmente, la fuerza de gel se expresa como grados o valor Bloom, que se define
como el peso en gramos necesario para que un cilindro de 12,7 mm de diametro
penetre 4 mm una gelatina de concentracion 6,67% (m/m), la cual se maduré a 10 °C
entre 16 y 18 horas en jarras estandar de Bloom. El valor Bloom de las gelatinas
comerciales estd en el rango entre 50 g y 300 g, donde se considera un Bloom bajo
valores menores a 100 g, Bloom intermedio valores entre 100 g y 200 g y un Bloom
alto valores mayores a los 200 g. Las gelatinas con valores entre 250 g y 260 g son las

mas utilizadas (Haug y Draget, 2009; Karim y Bhat, 2008; Lin et al., 2017). Sin embargo,
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por cuestiones de cantidad de muestra o temperaturas bajas de gelificacién, muchos
investigadores modifican el método estandar para medir la fuerza de gel
(Karayannakidis y Zotos, 2016), comunmente variando las dimensiones del gel y la

temperatura de maduracion.

3.3.2.1.2 Temperaturas de gelificacién y fusién

Las temperaturas de gelificacion y fusion se consideran pardmetros importantes de la
preparacién y comercializacion de las gelatinas. Para la gelatina de pescado las
temperaturas de gelificacion oscilan entre los 8 °Cy 25 °Cy la de fusién entre los 11 °C
y 28 °C (Karayannakidis y Zotos, 2016). Segun Ferraro et al. (2010), aproximadamente
un 10% de la gelatina de pescado de agua caliente y de cerdo tiene la capacidad de
gelificar a temperatura ambiente; sin embargo, solo un 10% de la gelatina de pescado
de aguas frias gelifica a -2 °C. Al ser geles termorreversibles, que funden a
temperaturas menores de las del cuerpo humano, se produce el fendmeno de
"derretido en boca" que es una propiedad valiosa para las industrias alimentaria y

farmacéutica (Karayannakidis y Zotos, 2016; Lin et al., 2017).

Existen diferentes métodos para determinar las temperaturas de gelificacion y fusién
de los geles. Dos de las mas utilizadas son la calorimetria diferencial de barrido y la
prueba reoldgica conocida como andlisis mecanico dindmico. En la primera, se definen
las temperaturas como el pico maximo de temperatura durante la transicién de
enfriamiento (gelificacion) y calentamiento (fusién). En la segunda, se definen como las
temperaturas donde el mddulo elastico (G’) (relacionado con el comportamiento de los
sélidos) y el mdédulo viscoso (G”) (relacionado con el comportamiento de los liquidos)
son iguales, durante el enfriamiento (gelificacion) y el calentamiento (fusion) (Diaz-
Calderdn et al., 2017; Karayannakidis y Zotos, 2016; Norziah et al., 2009; Sila et al.,
2017).

3.3.2.1.2.1 Pruebas oscilatorias
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Las pruebas oscilatorias se realizan utilizando el modelo de dos platos. El plato superior
realiza el movimiento mecanico y el plato inferior es estacionario. La distancia entre
los platos (h) y el drea de contacto son conocidas. El movimiento oscilatorio del plato
superior genera una fuerza de corte (tF), esta fuerza genera un patrén de deflexién

(£s) y un angulo de deflexién en la muestra () (Mezger, 2013) (ver figura 5).

-F +F

<1 >

Figura 5. Esquema del modelo de 2 platos para la evaluacién de pruebas oscilatorias.

Cuando se somete un esfuerzo de corte sobre la muestra (t, Pa), se produce una
tension, deformacion o friccidn (y, %) en el material. EIl comportamiento de estos dos
parametros respecto al tiempo, en una prueba oscilatoria, depende del
comportamiento del material. Para los materiales que tienen un comportamiento
elastico ideal (solidos duros, rigidos e inflexibles), los valores maximos de Tty y se dan
en los extremos de la oscilacién, y estan en 0 cuando la oscilacién pasa por el punto
inicial de la prueba (desplazamiento 0) y, por lo tanto, el dngulo de cambio de fase ()
es 0°. Para los materiales que tiene un comportamiento viscoso ideal, el valor maximo
de t se presenta en los extremos de la oscilacion, donde la velocidad de giro es 0y, por
lo tanto, no se presentan fuerzas de friccién (y = 0). Cuando la oscilacion pasa por el
punto inicial de la prueba (desplazamiento 0) se presenta un valor de 1=0, una
velocidad maxima de giro y, por lo tanto, un valor maximo de y, para un 6 de 90°

(Mezger, 2013; Pértile et al.,, 2018). Los materiales viscoelasticos tienen un
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comportamiento viscoso y eldstico de manera simultanea, con & entre 0° y 90° (ver

Figura 6).
a) T — b) (VR c)
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Figura 6. Relacion de ty y respecto al tiempo y 6 de acuerdo al comportamiento del
material: a) elastico ideal, b) viscoso ideal y c) viscoelastico.

En las pruebas de oscilacién se calcula el médulo complejo de cizalla (G*) como la
relacion entre 1 y y. Representa un calculo matematico complejo de la suma de una
parte real, el mdédulo de almacenamiento o eldstico (G’), relacionado con el
comportamiento eldstico capaz de almacenar energia, y una parte imaginaria, el
modulo de pérdida o viscoso (G"), relacionado con el comportamiento viscoso y la
disipacion o pérdida de energia (ver Figura 7). Cuando predomina G’, el material se
comporta principalmente como un soélido (6 <45°) y cuando predomina el G”, el
material se comporta principalmente como un liquido (6 >45°). Cuando G’ y G” son
iguales se presenta el punto de fusién (transicion de sdlido a liquido) o el de
gelificacion (transicién de liquido a sdlido), justo cuando se presenta un & = 45°
(Mezger, 2013; Pértile et al., 2018).

6= L= [(G)+(G)?

Y©®

(1)
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=g
tané = - (2)

G’ G*

\ 4

GII

Figura 7. Diagrama vectorial de la relacidn entre G, G” y G*.

3.3.2.2 Propiedades de superficie

Las cadenas de proteinas que conforman la gelatina tienen areas hidrofilicas e
hidrofdbicas, las cuales le confieren propiedades de actividad en las superficies,
especialmente en la formacién y estabilizacion de espumas y emulsiones. Estas
caracteristicas son aprovechadas por varias industrias, como la médica, farmacéutica y
especialmente en la alimentaria. Entre las aplicaciones concretas que se pueden
mencionar esta la produccion de malvaviscos, premezclas de café (por la estabilizacién

de espumas) o mayonesas (como emulsificantes) (Karayannakidis y Zotos, 2016).

3.3.2.2.1 Capacidad emulsificante

Las proteinas y péptidos son compuestos de superficie activa que permiten la
formacién de emulsiones de aceite en agua, debido a sus grupos hidréfilos e
hidrofobos. Segun Pires y Batista (2013), las propiedades emulsionantes de los
hidrolizados de proteinas de productos pesqueros estan relacionadas con sus
propiedades de superficie. Un requisito previo para la adsorcién de una proteina en la
interfaz aceite:agua es la presencia de zonas hidréfobas en la superficie de la molécula.

Las propiedades emulsionantes de las proteinas (incluyendo la gelatina) estan
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influenciadas por el grado de hidrdlisis, y generalmente disminuyen a medida que el
grado de hidrdlisis aumenta, debido a la formacién de pequefios péptidos con menos
actividad de la superficie y menos hidrofobicidad (Intarasirisawat et al., 2012;
Kristinsson y Rasco, 2000). Las proteinas de pescado tienen varias capacidades
emulsionantes que dependen de su composicién, la hidrofobicidad y la longitud de

cadena (Tahergorabi et al., 2011).

Liu et al. (2014) encontraron que las propiedades emulsionantes de los hidrolizados de
subproductos de surimi, preparados con dos enzimas, disminuyeron con el aumento
del grado de hidrélisis; por lo tanto, concluyen que el tamafio y el peso molecular de
los hidrolizados son los factores mds influyentes en sus propiedades emulsionantes.
Segun He et al. (2013), la capacidad emulsionante de diferentes hidrolizados de
proteinas de subproductos marinos se comparé con otros emulsionantes comerciales
de calidad alimentaria, como proteina de soya, proteina de caseina y de caseinato de
sodio, encontrando que eran mas eficaces. Esto indica el gran potencial de desarrollo
de los hidrolizados de proteinas de subproductos marinos como agentes

emulsionantes comerciales para formulaciones de alimentos.

En el caso especifico de la gelatina de pescado, Surh et al. (2006) estudiaron el efecto
del peso molecular y las condiciones ambientales (pH, contenido de sal y tratamiento
térmico) sobre emulsiones de aceite en agua, determinando que se pueden preparar
emulsiones con gelatinas de pesos moleculares altos y bajos, con concentraciones de
4% (m/v); sin embargo, son poco estables con contenidos altos de sal (> 250 mM
NaCl), pH intermedios (3 - 8) y tratamientos térmicos moderados (30 °C a 90 °C por 30
min), limitando su uso como agente emulsificante. Ahmad y Benjakul (2011)
encontraron que la gelatina de piel de Aluterus monoceros tiene menos capacidad de
formacion de emulsiones respecto a una gelatina comercial. Abdelmalek et al. (2016)
determinaron que la gelatina de piel de calamar se puede utilizar en la industria

alimentaria para mejorar las emulsiones.
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3.3.2.2.2 Capacidad espumante

La espuma se compone de una fase continua acuosa y una fase dispersa gaseosa. En la
mayoria de los productos alimenticios, las proteinas son los principales agentes de
superficie activa que ayudan en la formacién y estabilizacion de la espuma. Las
proteinas de pescado con caracteristicas anfifilicas, es decir con las dos propiedades
hidrofébicas e hidrofilicas, tiene las mejores propiedades espumantes (Tahergorabi et

al., 2011).

Segun Pires y Batista (2013) y Vazhiyil (2008), los hidrolizados de proteinas de pescado
tienen buenas propiedades de formacién y estabilizacion de espumas. Por lo que se
pueden encontrar aplicaciones en soufflés y patés a base de pescado. Los factores que
son relevantes para las propiedades espumantes son similares a las requeridas para la
emulsion, la solubilidad, la viscosidad, el despliegue y la agregacién de las superficies.
La capacidad espumante de las proteinas de pescado es proporcionada por las
proteinas solubles (proteinas hidrofilas), mientras que las proteinas desnaturalizadas
restantes (proteinas hidréfobas) actuan como estabilizadores de la espuma

(Tahergorabi et al., 2011).

Segln Liu et al. (2014), el hidrolizado de subproductos de surimi con un grado de
hidrdlisis de 10 % exhibid las mejores propiedades de formacién de espuma respecto a
los hidrolizados con mayor grado de hidrdlisis. También concluyé que a medida que
aumentaba el grado de hidrdélisis, las proteinas muestran una capacidad inferior de
formacién de espuma y menor estabilidad de la espuma. La misma tendencia
encontraron (Intarasirisawat et al., 2012; Jemil et al., 2014; Klompong et al., 2007).
Esta tendencia se puede explicar por las diferencias de la hidrofobicidad de Ia

superficie, de tamano y de carga de los péptidos.

Abdelmalek et al. (2016), Bougatef et al. (2012) y Sila et al. (2015) midieron la
capacidad de formar espumas y de estabilizar espumas de gelatina obtenida de

diferentes subproductos de pescado. Encontraron que estos dos pardmetros mejoran
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con el aumento de la concentracidn de gelatina en la solucidn, por el aumento en la

viscosidad y el grosor de la pelicula interfacial.

3.4 Tecnologias de membrana

Las tecnologias de membranas nacen en 1959 con la ésmosis inversa aplicada en la
desalinizacion de agua; posteriormente se utilizaron en la concentracién y
fraccionamiento molecular por ultrafiltracién o nanofiltracién y para la separacién
macromolecular por microfiltracién (Paulson et al., 1984). Se basan en la filtracién,
definida como la separacidon de dos o mds componentes de un fluido primordialmente

por diferencias de tamafio (Cheryan, 1998).

El fraccionamiento de los componentes se produce al emplear un gradiente, ya sea de
presion o electrostatico, para forzar el paso de una disolucion a través de una
membrana porosa semipermeable o no porosa, para que se obtenga una separacién
de sus componentes sobre la base del tamano, e incluso de la carga molecular o la
afinidad con la membrana, generando un retenido (fraccidn que no logra pasar por la
membrana) y un permeado (fraccién que logra pasar por la membrana) enriquecidos
en el contenido de uno o mas componentes (Chacén-Villalobos, 2006; Cheryan, 1998;

Girard et al., 2000).

Las membranas utilizadas en estas tecnologias son de una gran diversidad de
materiales y de formas (planas, espirales, tubulares y fibras huecas). En términos del
material de fabricacion, las membranas pueden estar hechas de acetato de celulosa
(celuldsicas), de polimeros organicos (polisulfonas, teflén, propilenos, poliamidas,
polisulfuros, polipropilenos), o compuestas de sales inorganicas (ZrO,, Al,Os, TiO;)
(Vaillant et al., 2004). En el Cuadro V se observa una comparacién de las principales

caracteristicas de las diferentes configuraciones de las membranas.

De acuerdo con D'Souza y Mawson (2005), las tecnologias de separacion por

membrana han capturado la atencion de la industria de alimentos desde su
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introduccién en 1960, ya que proveen la oportunidad Unica de fraccionar y concentrar
componentes en sistemas liquidos sin recurrir a cambios de fases, reteniendo
caracteristicas fisicas y quimicas de componentes claves en los alimentos. Segun Girard
et al. (2000), los procesos de membrana son energéticamente eficientes (respecto a
otros procesos de concentracion) debido a que no esta involucrado un cambio de fase
en la remociéon del agua. Esto elimina la intensiva necesidad de equipos de

transferencia y generacién de calor, condensadores y sus problemas asociados.

Cuadro VI. Caracteristicas generales de diferentes configuraciones de membrana.

Densidad de | Costo -
. .. Lo Bloqueo por | Facilidad Volumen
Configuracion | empaque energético articulas de limpieza | muerto
(m?/m?3) (bombeo) P P
Planas 300 Moderado Moderado Buena Bajo
Tubulares 60 Alto Bajo Excelente Alto
Fibras huecas 1200 Bajo Alto Pobre Bajo
Espirales 600 Bajo Muy alto Moderada Bajo

Fuente: Bhattacharjee et al. (2017)

Cuperus y Nijhuis (1993) indican que las ventajas del uso de las tecnologias de
membranas en la industria de alimentos son su capacidad de separar moléculas,
bacterias y macromoléculas, la reduccion del dafio térmico de los compuestos de
interés y el moderado consumo de energia. Saidi et al. (2014) mencionan que,
comparadas con otros métodos de separaciédn como la cromatografia en gel, las
tecnologias de membrana ofrecen muchas ventajas, como una mayor productividad,
menor capital de inversién, mayor concentracion y mantenimiento de la calidad del
producto en condiciones ambientales, mayor facilidad de escalamiento y el equipo es

mas facil de limpiar.

3.4.1 Tipos de tecnologia de membrana

Existen diferentes tecnologias de membranas que se pueden utilizar para separar y

concentrar componentes valiosos de los subproductos de la industria pesquera, entre
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las cuales destacan (por estar establecidas en diferentes industrias) la microfiltracién,
la ultrafiltracién, la nanofiltracidon y la ésmosis inversa (Ol) (Tewari, 2015). Segun
Chacén-Villalobos (2006) y lonics Inc (2004), estas tecnologias se diferencian por el
tipo de membranas que utilizan, su tamafio de poro o punto de corte, su presién de

operacion y por los diferentes componentes que pueden retener.

3.4.1.1 Osmosis inversa

Segun Girard et al. (2000), es el proceso mediante el cual se pueden concentrar sales y
otros compuestos de mayor tamano (ver Figura 8) sin necesidad de aplicar altas
temperaturas. La fuerza motriz de este proceso es la presién hidraulica, la cual debe
superar a la presion osmodtica para transportar, a través de una membrana
semipermeable, el agua desde un sitio de concentracién alta a otro de concentracién
baja. La membrana polimérica es no porosa, y la alta presiéon hidraulica de la
alimentacion disuelve las moléculas de agua en la membrana, pasando por los espacios
entre las cadenas poliméricas hasta el lado del permeado (Yoon, 2015). La dsmosis
inversa tipicamente es usada para la desalinizaciéon de agua de mar, opera a
temperatura ambiente y consume menos energia respecto al proceso convencional de

destilacién (Tewari, 2015).

Figura 8. Componentes retenidos por la membrana en la Ol. Fuente: GEA (2007).
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3.4.1.2 Nanofiltracidn

Es una técnica intermedia entre la ultrafiltracion y la osmosis inversa, que también se
describe como una tecnologia de osmosis inversa gruesa. La membrana presenta un
tamafio de poro promedio de 0,001 um, puede separar los componentes por tamafo,
pero su principal mecanismo de separacién es la exclusion por carga (Yoon, 2015). La
fuerza motriz es la presion hidraulica y puede separar desde aminodcidos, colorantes y
azucares, hasta sales divalentes y otros componentes de pesos moleculares mayores a

los 1000 Da (Tewari, 2015).
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Figura 9. Componentes retenidos por la membrana en la NF. Fuente: GEA (2007).

3.4.1.3 Ultrafiltracion

La ultrafiltracion es un proceso de separacion y concentracidon selectivo que usa
presiones altas como fuerza motriz (de 2 a 10 bar), el tamafo de poro va de los 0,02
pum hasta los 0,01 um y es capaz de retener moléculas entre los 300 y los 500 000 Da,
como los polisacaridos y las proteinas (Tewari, 2015). La ultrafiltracién es usada en el
fraccionamiento de la leche y el suero, y en el fraccionamiento de proteinas (Cheryan,

1998).
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Figura 10. Componentes retenidos por la membrana en la UF. Fuente: GEA (2007).

3.4.1.4 Microfiltracion

La microfiltracion es similar a la UF, pero la diferencia esta en el tamafio de poro (0,1
pum a 10 um, reteniendo coloides y sélidos insolubles) y en la presion utilizada (0,5 bar
a 3 bar) como fuerza motriz (Cheryan, 1998; Tewari, 2015). Puede separar
macromoléculas y sélidos suspendidos; se utiliza principalmente para la fermentacién,
la clarificacién de jugos y la clarificacién y recuperacion de biomasa (Cheryan, 1998).
Tewari (2015) indica que la microfiltracion tiene una amplia gama de aplicaciones en la
industria alimentaria y quimica, pero tiene un gran potencial en el campo de la

biotecnologia y del tratamiento de residuos liquidos.

Figura 11. Componentes retenidos por la membrana en la MF. Fuente: GEA (2007).
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3.4.2 Factores que afectan la eficiencia y productividad de las tecnologias de

membrana

La eficiencia y efectividad de los procesos de membrana se definen en términos de

flujo de permeado (J,) y del factor de reduccidn volumétrico (FRV) (Hodur et al., 2009).

El J, se define como el volumen de permeado (V,) que pasa por la membrana en un
periodo de tiempo determinado (t) respecto al area de la membrana (A,,), como se
expresa en la ecuacién 3. Se suele expresar en términos de L/(h-m?). En los procesos
membranarios se busca que este flujo sea el mayor posible; sin embargo, tiende a
disminuir por el efecto de la colmatacién o saturacion de la membrana.

Vp
Am Xt

Jp = (3)

El FRV se define como la relacion existente entre el volumen total alimentado al
sistema (V,) y el volumen total retenido (V,), como se indica en la ecuacién 4 (Hodur et
al., 2009; Vaillant et al., 2004), donde V, representa el volumen de permeado.

Va _ (Vp+Vy)
Vr Vr

FRV = (4)

El FRV, por lo general, es inversamente proporcional al flujo de permeado, ya que
conforme el tiempo pasa el volumen alimentado aumenta, con lo que se incrementa la
concentracion de sélidos dentro del sistema, los cuales contribuyen al decrecimiento
del flujo de permeado por el aumento del colmataje de la membrana, el bloqueo de
los poros y el incremento de la viscosidad de la matriz (Carneiro et al., 2002). El FRV es
un indicador de la viabilidad industrial del proceso, ya que permite estimar el
rendimiento del retenido y del permeado (Vaillant et al., 2001), como se muestra en la
ecuacion 5.

Rendimiento = 2 =1 — — (5)
Va FRV
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En la practica industrial se desea que los procesos sean continuos y que las condiciones
operacionales sean constantes a lo largo del tiempo. En las tecnologias de membrana,
para mantener el J, constante, se deben mantener los pardmetros operacionales y el
FRV constante, por lo que es necesario remover determinada cantidad de retenido en
intervalos regulares de tiempo; segun (Vaillant et al., 2001), el valor de flujo de
retenido (J;) se obtiene con la siguiente ecuacion:

Jr = (6)

Por lo tanto, se deben desarrollar estrategias para las instalaciones industriales
balanceando los costos operacionales y seleccionando un valor de FRV que minimice
los costos de produccidon y maximice los beneficios en términos de la cantidad de
permeado o concentrado, segun sea el objetivo en cada caso. Dind Afonso et al.
(2004) indican que las pruebas preliminares son esenciales ya que permiten identificar
las condiciones de funcionamiento adecuadas, que determinaran el tipo de membrana
y las bombas requeridas por el proceso, dos factores fundamentales en el costo de la

inversion.

El J, y el FRV, principales parametros de productividad, dependen de muchos factores,
Yoon (2015), indica que los mas influyentes son el tamaifio de los poros, la presion

transmembranaria (Pyy,) y la velocidad tangencial (U).
3.4.2.1 Punto de corte o diametro del poro

Las membranas de MF y UF son porosas, por lo que retienen las particulas con
tamafios superiores a los didmetros de sus poros. En términos generales, se
presentaran mayores flujos de permeado y se retendran particulas de mayor tamario,
al aumentar el tamafio de los poros. Sin embargo, se debe considerar que las particulas
o moléculas que son retenidas por la membrana tienden a formar una capa en su

superficie, conocida como capa de colmatado, que suele tener una mayor resistencia
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al flujo y al paso de particulas que la membrana misma, por lo que se debe tomar en

cuenta este factor para elegir la membrana que se va a utilizar en cada caso.

3.4.2.2 Velocidad tangencial

Es la velocidad lineal promedio del fluido que circula por la membrana, del lado del

III

retenido (Cheryan, 1998). El adjetivo “tangencial” se refiere a la direccion del flujo de
alimentacion respecto a la membrana, en este caso es en paralelo (ver Figura 12), a
diferencia de la filtracion tradicional en donde el flujo de alimentacion es

perpendicular a la superficie de la membrana filtrante.

Figura 12. Principio de filtracidon tangencial. Fuente GEA (2007).

Segun Cozzano (2007), este flujo tangencial a la superficie de la membrana presenta
una accion de arrastre o barrido que reduce la formacion de un depdsito de solutos
sobre la membrana, logrdndose un indice de filtracion mds alto, aumentando el
rendimiento del proceso. Por lo tanto, a mayor U se presentara mayor turbulencia que
causa un mayor cizallamiento contra la membrana, por ende, una menor acumulacién
de materiales sobre ella y un mayor flujo de permeado. Para el procesamiento, U es
limitada por la capacidad y costo de las bombas y el costo energético de operacién

(Vaillant et al., 2004).
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3.4.2.3 Temperatura

La temperatura tiene un efecto directo sobre el flujo de permeado, esto se da porque
los liquidos disminuyen su viscosidad con el aumento de la temperatura (Cheryan,
1998). El limite mdximo de temperatura a utilizar en cada aplicacion estara
determinado por el efecto que cause en la calidad nutricional, funcional y sensorial del
producto final (Vaillant et al., 2004) y en la resistencia térmica del equipo y del

material de las membranas utilizadas.
3.4.2.4 Presidon transmembranaria

En la mayoria de las membranas el paso del permeado; por los poros no ocurre de
manera espontanea, ya que necesita que se aplique una fuerza para poder vencer la
resistencia que genera la capa filtrante. En estas tecnologias la principal fuerza motriz
es la Pyn, la cual se define como la diferencia de presiones entre ambos lados de la
membrana. En términos generales se espera que a mayor Py, se presenten mayores
flujos de permeado; sin embargo, esto es cierto en un rango de presiones, ya que si la
presidn se aumenta en exceso se producira una capa de colmatado muy densa sobre la
membrana, limitando el flujo de permeado y provocando un colmataje excesivo de la

membrana (Yoon, 2015).

3.5 Recuperacion de compuestos proteicos utilizando tecnologias de

membrana

Los procesos de separacion de membrana se utilizan para el fraccionamiento de
moléculas de alto valor de subproductos proteicos hidrolizados con el objetivo de
mejorar sus propiedades funcionales (Saidi et al., 2014). Aplicaciones de membranas
en la industria pesquera surgieron en la década de los afios 80, pero el nimero de
estudios publicados han mostrado un aumento significativo en los ultimos afios. Las
aplicaciones abarcan el tratamiento de aguas residuales, la recuperacidon de las

proteinas, la produccion de concentrados de proteina de pescado e hidrolizados y la
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recuperacién de compuestos bioquimicos de materias primas marinas (Dind Afonso et
al., 2004). Como se menciond anteriormente, la mayor parte de las aplicaciones de las
tecnologias de membranas se basa en el fraccionamiento y concentracién de los
compuestos de interés; sin embargo, para llegar a esta etapa se pueden requerir
pretratamientos, utilizando tecnologias de membranas o, en el caso de la obtencién de

proteinas y péptidos, la hidrdlisis quimica o enzimatica.

Segun Patras et al. (2011), una de las opciones técnicas para la extraccion y el
fraccionamiento de compuestos valiosos es la aplicacion de tecnologias de
membranas. Por ejemplo, Dind Afonso et al. (2004) indican que el contenido de
proteina en los efluentes de la industria pesquera es de 0,5 a 20 g/L, contenido muy
bajo para recuperarlo por métodos convencionales como la evaporacién o el secado
por aspersion, por lo que la utilizacidn de las tecnologias de membranas, en particular
la ultrafiltraciéon y la nanofiltracion, es una excelente opcidn. El proceso general para la
produccién de compuestos proteicos a partir de subproductos pesqueros, utilizando

tecnologias de membrana se muestra en la Figura 13.

Subproductos pesqueros

!

Pretratamiento > Hidrdlisis
A
Fraccionamiento/Concentracién |« Recuperacion
Purificacion > Secado

'

Compuestos proteicos

Figura 13. Proceso general para la obtencidon de compuestos proteicos funcionales a
partir de subproductos de la industria pesquera.
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3.5.1 Pretratamientos

Segun He et al. (2013), el propdsito de la etapa de pretratamiento es preparar una
mezcla de subproducto picado y agua con un bajo contenido de grasa, para utilizarlo
de sustrato y medio para las etapas posteriores, especialmente para la hidrélisis. El
contenido de grasa de los hidrolizados de proteinas de pescado debe ser
adecuadamente controlado. La FAO establece como estandar que el contenido de
grasa de hidrolizados de proteinas de pescado para el consumo humano debe estar
por debajo de 0,5% (m/m). Un mayor contenido de grasa oscurece los productos
finales, debido a la liberacidn de los pigmentos marrones de la oxidacion de los lipidos

(Kristinsson y Rasco, 2000).

Por ejemplo, en la industria atunera, los subproductos se trituran con agua potable
(relacién masica 1:2) en una picadora de carne durante 5 minutos (Chakrabarti, 2005).
Klompong et al. (2007) hidrolizaron proteinas de jurel de raya amarilla (Selaroides
leptolepis), donde se picaron los subproductos y se mezclaron con agua destilada. Liu,
et al. (2014) trabajaron con subproductos del proceso de surimi con pretratamientos
mas complejos que incluyen el desengrasado con isopropanol (relacion masa:volumen
1:5) durante 1 h a 30 °C, un filtrado para recuperar los sobrenadantes, el secado del
material desengrasado a temperatura ambiente, para posteriormente suspender el
material en agua destilada (3% m/v) y homogeneizarlo a una velocidad de 10 000 rpm
durante 1 min. Similar pretratamiento utilizaron Chi et al. (2014) desengrasando la

materia prima con isopropanol.

Las tecnologias de membrana con poros de tamafio superior (MF) se pueden utilizar
como pretratamiento de otras operaciones de fraccionamiento y concentracion para la
obtencién de productos funcionales de origen proteico de los subproductos de la
industria pesquera. Especificamente para afinar los liquidos a fraccionar eliminando
particulas grandes como sdlidos suspendidos, gldbulos de grasa, o bacterias para

prevenir el deterioro de estas matrices o el colmataje excesivo de las membranas en
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las posteriores etapas de fraccionamiento y concentracion por UF o NF. Por ejemplo,
Dind Afonso et al. (2004) utilizaron una membrana de MF de 5 um como
pretratamiento de las operaciones de UF y NF, encontrando que es eficiente para
eliminar la fraccion de aceite y grasa de los efluentes de la industria pesquera que de
otro modo podrian adsorberse sobre las membranas de UF / NF produciendo una

caida de los flujos de permeado por el colmataje de las membranas.

3.5.2 Hidrolisis enzimdtica

Otro tratamiento que se suele utilizar para la valorizacién de subproductos de la
industria pesquera, antes del fraccionamiento y concentracién utilizando tecnologias
de membranas, es la hidrdlisis enzimatica. Segin Chakrabarti (2005), se ha encontrado
que el uso de enzimas proteoliticas es un método factible para extraer facilmente
proteinas a partir de pescado subutilizado o sus subproductos. La operacién consiste
en la hidrélisis de enlaces peptidicos por parte de enzimas. Las enzimas proteoliticas
pueden ser enddgenas o de otras fuentes, tales como animales (de tripsina o de
pancreatina), plantas (papaina, bromelina o ficina) y microorganismos (pronasa o

alcalasa) (Herpandi et al., 2011; Lopez-Caballero et al., 2013).

En general, el método de produccion de hidrolizados de proteinas de los subproductos
pesqueros implica la mezcla de subproductos picados con enzimas y la incubacién en
un reactor durante un tiempo definido o hasta alcanzar el grado de hidrdlisis requerido
en condiciones Optimas para la actividad de la enzima, seguido de la inactivacion de

enzimas por calentamiento o ajuste del pH (Suresh y Prabhu, 2012).

El perfil peptidico del producto final se ve afectado no sdélo por la especificidad de las
enzimas, sino también por las condiciones del proceso (tales como la temperatura y el
pH), que afectan en gran medida la cinética de la reaccidn de las enzimas (Herpandi et

al., 2011).
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Las enzimas con un pH de trabajo éptimo en el intervalo acido, como la pepsina, son

preferidas ya que el bajo pH puede inhibir el crecimiento de microorganismos. Sin

embargo, el ambiente de pH d4cido también conduce a una baja recuperacion de

proteinas, a valores nutricionales bajos debido a la destruccion del aminodcido

esencial triptéfano, y a niveles bajos de funcionabilidad por el exceso de hidrdlisis

(Kristinsson y Rasco, 2000). En el Cuadro VI se observan las enzimas y las condiciones

de proceso utilizadas por diferentes autores para la hidrdlisis de subproductos de

mariscos y pescado.

Cuadro VII. Enzimas y condiciones de proceso para la hidrdlisis de diferentes subproductos de

la industria pesquera

Condiciones de proceso

Tiempo
Subproducto Enzima Concentracion o grado Fuente
pH | Temperatura
de
hidrdlisis
Fermentacién Bueno-
Camaroén lactica n.d. n.d. 30°C 36h Solano et al.
(2009)
Jurel de raya amarilla (S. Alcalasa 0 o 8,5 60 °C 5%, 15% Klompong
leptolepis) Flavourzyme 0,24% a 10% 7,0 50°C y 25% et al. (2007)
8,0-
, Alcalasa o 8,5 R . Thankappan
Atun Papaina 0,5% 6,0- 50-55°C 60 min et al. (1998)
7,0
. , o Jeon et al.
Bacalao Proteinasa de atun n.d. 10 50°C 12 h (1999)
1 0,
Surimi Alcalasa 3000 U/g 8,5 60 °C 2(2;)' Liu et al.
Protamex 2400 U/g 7,0 50 °C oy (2014)
30%
Sable negro (Aphanopus 0 0 . Batista et
carbo) Protamex 0,5% a 4% 7,5 50°C 2h al. (2010)
Ostras Wang et al
(Crassostrea Subtilisina 1,8% 6,0 65 °C 70 min & ’
. X (2014)
talienwhanensis)
Macarela india Pepsina o 2,0 . Sheriff et al.
(Rastrelliger kanagurta) Papaina 1.0% 6,0 37°¢ 6h (2014)
Sardina (Sardinella
aurita)
Pez cebra “blenny”
(Salaria basilisca) Fermentacién con . Jemil et al.
Pez gobio Basillus subtilis n.d. 8,0 37°¢ 24h (2014)
(Zosterizessor
ophiocephalus)
Raya (Dasyatis pastinaca)
Chi et al.
- . o °
Rape (Lophius litulon) Pepsina 2% 8,0 40 °C 4h (2014)

n.d.: No definida
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Cuadro VI (continuacion). Enzimas y condiciones de proceso para la hidrdlisis de diferentes

subproductos de la industria pesquera.

Condiciones de proceso

Subproducto Enzima Concentracion Tiempo o Fuente
pH | Temperatura | grado de
hidrdlisis
Alcalasa 7,0 50 °C
Flavourzyme 7,0 50 °C
B} Neutrase 7,0 50 °C Ahn et al.
Salman Pepsina 1% 2,0 37°C 8h (2012)
Protamex 7,0 50 °C
Tripsina 7,0 37 °C
Atun (carne oscura) Alcalasa 30g/L 8,5 55 °C 1h Saidi et al.
(2013)
. o Korzeniowska
Bacalao del pacifico Flavourzyme 1% n.d. 50°C 1h etal. (2013)

, Tripsina'y R Girgih et al.
Salmén (Salmo salar) Quimotripsina 10000 U/g 7,8 37°C 4h (2013)
Tilapia (Oreochromis Properasa E 5% 9,0 55°C 4,5h Zhang et al.
niloticus) Multifec Neutral 5% 8,0 35°C 4,5h (2012)

. Alcalasa 48 U/kg 9,0 60 °C Yanan et al.
Anguila Papaina 2% 6,5 65 °C 2h (2012)
Atun (huevas) Alcalasa 1% 8,0 50 °C 5h Intarasirisawat

5% ! et al. (2012)
Alcalasa
Concentrado de Castro-Cesefia
Sardina visceras 25% n.d. 30°C 312 min
et al. (2012)
Concentrado de
subproductos
Alcalasa 7,0 50 °C
Flavourzyme 7,0 50 °C
Carpa plateada Neutrase 8,0 50 °C Zhong et al
(Hypophthalmichthys Papaina 5% 7,0 37°C 20% (2011) ’
molitrix) Pepsina 2,0 37°C
Protamex 7,0 50 °C
Tripsina 8,0 37°C
Corvina amarilla Alcalasa 2% 9,5 50 °C ah Chi et al.
(Pseudosciaena crocea) | Papaina 1% 7,0 50 °C (2015)
Alcalasa 8,0 50 °C
Neutrasa 7,0 50 °C
. Proteasa de B. 8,0 40 °C . Lassoued et al.
Raya (Raja clavata) subtilis A26 3U/mg 400 min (2015)
Proteasa alcalina 8,0 40 °C
de R. clavata

n.d. No definida

3.5.3 Recuperacion

Posterior al proceso de hidrélisis se genera una dispersion donde estan presentes los

hidrolizados proteicos y los péptidos, una fraccién lipidica (si no se desengrasé el
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subproducto anteriormente) y otros sdélidos suspendidos. Estas fracciones se separan

generalmente por centrifugacion porque poseen diferentes densidades. En el Cuadro

VIl se observan condiciones de separacién utilizadas para la recuperacidon de

hidrolizados en diferentes investigaciones.

Cuadro VIIl. Condiciones de centrifugacién para la recuperacién de hidrolizados de
subproductos de la industria pesquera

Fuerza o velocidad de

Subproducto . ) Tiempo | Temperatura Fuente
centrifugacion
) . Bueno-Solano et
o]
Camaron 1250 rpm 15 min 5°C al. (2009)
Jurel de raya amarilla . Klompong et al.
(S. leptolepis) 20009 20 min n.d. (2007)
Surimi 10000 rpm 15 min 4°C Liu et al. (2014)
. Batista et al.
Sable negro (A. carbo) 9800 g 30 min n.d. (2010)
Ostras (C. talienwhanensis) 3000 g 25 min Ambiente Wang et al. (2014)
. Slizyté et al.
0
Arenque 6450 g 10 min 70°C (2014)
Macarela india (R. . Sheriff et al.
kanagurta) 10000 rpm 15 min n.d. (2014)
Sardina (S. aurita)
Pez cebra “blenny” (S.
basilisca) . o .
Pez gobio (Z. 8500 g 30 min 4°C Jemil et al. (2014)
ophiocephalus)
Raya (D. pastinaca)
Salmoén (S. salar) 5200 g 30 min 4°C Girgih et al. (2013)
Huevas (Labeo rohita'y .
Channa striatus) 2236 g 30 min n.d. Galla et al. (2012)
. . Castro-Cesefia et
o]
Sardina 15000 g 15 min 4°C al.,(2012)
Corvina amarilla (P. crocea) 5000 g 15 min n.d. Chi et al. (2015)
Raya (R. clavata) 5000 g 20 min n.d. Lassoued et al.

(2015)

n.d. No definida

3.5.4 Fraccionamiento y concentracion

Segun Bougatef et al. (2010), el fraccionamiento de los subproductos de pescado se

realiza principalmente utilizando tecnologia de membranas después de la eliminacion

de la grasa y la centrifugacion y antes de la liofilizacién. Técnicas de separacion de

membrana como la microfiltracion, nanofiltracion, ultrafiltracion y la filtracién con
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electro-membrana proporcionan una tecnologia potencial para la industria al elaborar
productos enriquecidos de proteinas y péptidos pesqueros de pesos moleculares

especificos (Bourseau et al., 2009; Cardoso y Nunes, 2013).

Segun Kim y Mendis (2006), uno de los factores mds importantes en la produccion de
péptidos bioactivos, con propiedades funcionales deseadas, es su peso molecular. Por
lo tanto, para la recuperacion eficiente y la obtenciéon de péptidos de un tamaio
molecular y propiedades funcionales deseadas es fundamental la seleccion correcta de
las membranas de UF o NF a utilizar. En el Cuadro VIl se observan los puntos de corte

utilizados para fraccionar proteinas y péptidos en diferentes investigaciones.

Cuadro IX. Punto de corte de membranas de UF para el fraccionamiento de
hidrolizados de proteinas de origen marino.

Subproducto Punto de corte Fuente

Bacalao 30, 10,5y 3 kDa Jeon et al. (1999)
Abadejo de Alaska 30,10, 5,3y 1 kDa Je et al. (2005)
Ostras (Crassostrea talienwhanensis) 3 kDa Wang et al. (2014)
Cangrejo de nieve 1kDa Suwal et al. (2014)
Cangrejo de nieve 50y 1kDa Beaulieu et al. (2009)
Bacalao 5y 3kDa Sabeena Farvin et al. (2014)
Rape (Lophius litulon) 3y1kDa Chi et al. (2014)
Atun (carne oscura) 10, 8,5, 5, 3,5y 1 kDa Saidi et al. (2013)
Atun (carne oscura) 4y 1kDa Saidi et al. (2014)
Atun (Katsuwonus pelamis) 3 kDa Intarasirisawat et al. (2013)
Atun (esqueleto) 10, 5y 1kDa Lee et al. (2010b)
Salmon (Salmo salar) 1kDa Girgih et al. (2013)
Cangrejo roca .

(Cancer irroratus) 1kDa Beaulieu et al. (2013)
Calamar 10,6y 2kDa Lin et al. (2012)
Sardina 0,05 um Benhabileset al. (2012)
Carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix) 10, 5,3y 1kDa Zhong et al. (2011)
Camaroén .

(Pandalus borealis) 5y 1kDa Gildberg et al. (2011)
Macarela 15y 1kDa Dind Afonso et al. (2004)
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3.5.5 Purificacion

Los métodos mds comunes utilizados para la purificacion de péptidos y proteinas
incluyen la UF, ya que permite el trabajo en un periodo continuo, lo que lo hace un
procedimiento con menores costos de operacion y facil de ampliar por su caracter
modular (Lafarga y Hayes, 2014). Sin embargo, para purificar péptidos especificos, los
procesos membranarios pueden necesitar ser acoplados con las técnicas

cromatograficas.

Algunos estudios de purificacién utilizan la cromatografia en gel, después del
fraccionamiento por membranas, para obtener fragmentos de péptidos puros con los
mas altos niveles de bioactividad (Chi et al., 2014; Hou et al., 2012; Huang et al., 2012;
Wang et al., 2014). Ahn et al. (2014), Chi et al. (2014), Girgih et al. (2013), Hou et al.
(2012), Huang et al. (2012) y Zhang et al. (2012) también utilizaron cromatografia
liqguida de alto desempeiio (HPLC) para la purificacién de los péptidos. Otra opcién que
se ha empleado para separar péptidos es la utilizacion de la electro-dialisis, tecnologia
membranaria que permite separar y concentrar los péptidos por su tamafio y carga.
Por ejemplo, Suwal et al. (2014) y Shi et al. (2010) la utilizaron en la separacion de

péptidos hidrolizados de subproductos de pescado.

Otra posibilidad para purificar los fracciones retenidas por las diferentes membranas
es la diafiltracion, que consiste en mezclar los retenidos con agua vy filtrar de nuevo,
consiguiendo un lavado de los componentes que pueden pasar por la membrana pero
gue siguen en la matriz del retenido, con lo que se pueden eliminar aminoacidos, sales
y compuestos volatiles que pueden afectar la calidad sensorial o funcional de las

diferentes fracciones.

3.3.6 Secado

Aunque existen estudios que evaltan la funcionabilidad de las proteinas hidrolizadas

en solucién (Batista et al., 2010; Bueno-Solano et al., 2009), las formas liquidas de
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hidrolizados de proteinas de pescado pueden descomponerse rapidamente, debido al
alto contenido de agua y la facilidad con la que las bacterias utilizan las proteinas como
sustratos (He et al., 2013). Por lo anterior, usualmente los hidrolizados de proteinas
extraidos de subproductos pesqueros se secan y muelen hasta obtener un polvo
estable. Esto agrega otras ventajas, ya que el producto es mas ligero y mas facil de
transportar que la forma liquida y puede ser almacenado durante periodos de tiempo

mas largos.

En pequeiia escala la deshidratacién se suele hacer por secado al vacio (Bueno-Solano
et al., 2009; Thankappan et al., 1998) o liofilizacién (Ahn et al., 2014; Ben Khaled et al.,
2012; Jemil et al., 2014; Klompong et al., 2007; Liu et al., 2014; Slizyté et al., 2014).
Segun He et al. (2013), se puede predecir que si la produccion se escala desde el
laboratorio a la industria, el secado se realizard por atomizacién. El producto final de
hidrolizados de proteinas es de color blanco cremoso, con buena solubilidad en agua y

con diferentes funciones tecnoldgicas.



47

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del proyecto

La evaluacion del pretratamiento acido y del proceso de extraccién de proteinas, a
nivel de laboratorio, y la definicién del tratamiento enzimadtico se realizé en el
Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos. El escalamiento de
la extracciéon, a nivel de planta piloto, asi como los ensayos de fraccionamiento con
diferentes tecnologias de membranas para obtener proteinas con diferentes pesos
moleculares y caracteristicas funcionales se realizaron en un anexo de la Planta Piloto
del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), exclusivo para estos

procesos.

Los andlisis del tamafio de las proteinas se realizaron en el Instituto Clodomiro Picado.
La caracterizacidon reoldgica de las proteinas se realizd en el Centro Nacional de
Innovaciones Biotecnolégicas (CENIBiot). Los otros analisis fisicos y quimicos se
realizaron en los Laboratorios de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos y

del CITA.
4.2 Materia prima

Se utilizé la piel de atun, un subproducto obtenido en la elaboracién de atun fresco en
lomo (ver Figura 14). Se trabajo con piel de atun de la especie Thunnus albacares,
conocida como aleta amarilla. Los atunes fueron capturados en las costas
costarricenses del océano pacifico. La piel se separd de los lomos en la etapa de
extraccién de piel (ver Figura 14) y fue donada por la empresa Tunatun S.A., ubicada
en el Coyol de Alajuela, Costa Rica. Actualmente, la piel representa entre un 21y 22%
de la materia prima inicial (atun eviscerado) y, junto con las espinas, se donan a otra

empresa para la elaboracién de harina de pescado para alimentacion animal.
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Atun eviscerado sin cabeza

v

Congelado (-20 °C)

< |

«

A\ 4

Extraccion de espinas — Espinas

A

Extraccidn piel — Piel

A

Empaque al vacio

A
Congelado (-20 °C)

!

Lomos de atun congelados

Figura 14. Flujo de proceso de elaboracidon de lomos de atun fresco en la empresa
Tunatun S.A. Fotografias: a) atun descongelado; b) extraccién de los lomos, y c) pieles
de atun.

4.2.1 Tamano de lote y condiciones de almacenamiento

Se utiliz6 un lote de 76 kg, con piel de atun producida en 2 dias distintos
(aproximadamente 38 kg de piel de atun de cada dia). La piel se trasportd a la Planta
Piloto del CITA en hieleras con hielo en escarcha, inmediatamente se picaron en una
picadora (Alfa-Laval, Kramer+Grebe, modelo Wetter, Alemania) hasta obtener trozos
de aproximadamente 1,5 cm de lado, y se mezcld6 manualmente con el fin de
homogenizar el lote. Se empacd en 4 baldes pldsticos con 13 kg de piel cada uno (se
utilizaron en las pruebas de escalamiento) y el resto en bolsas metalizadas con 600 g
de piel (se utilizaron en la optimizacidon del pretratamiento acido y en la etapa de
extraccion). Los baldes y las bolsas se almacenaron a -20 °C (ver Figura 15). Los baldes
se descongelaron a 4 °C por 72 horas y las bolsas se descongelaron a 4 °C por 24 horas

antes de su uso en las diferentes pruebas.
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Dia 1
Piel 38 kg
v
Dia 2 Picado
Piel 38 kg I Tozos 1,5 cm aprox.
v
Mezclado
Manual
v Bolsas 600 g (40):
Empaque Pruebas en laboratorio:
Manual - Pretratamiento acido
- Extraccién de gelatina
v Baldes 13 kg (4):
Almacenamiento Pruebas planta piloto:
-209C - Escalamiento
l - Tratamiento enzimatico
- Fraccionamiento
Piel picada congelada

Figura 15. Flujo de proceso para la preparacién de la piel de atun para realizar las
pruebas a nivel de laboratorio y de planta piloto.

4.2.2 Caracterizacion quimica

A partir de 4 bolsas de 600 g de piel se determind su contenido de humedad, grasa,

proteina, cenizas y pH (ver seccion 4.4).

4.3 Metodologia

4.3.1 Optimizacion del pretratamiento dcido de la piel de atiin y de la etapa de

extraccion, a escala de laboratorio, para obtener el licor de pescado.

El proceso de obtencién del licor de pescado a nivel de laboratorio, para la
optimizacidn del pretratamiento acido y del proceso de extraccion, se representa en la

Figura 16.



Solucidn de acido
acético (600 mL)

Agua destilada
(400 mL x 3)

Agua destilada
(550 mL)

Figura 16. Flujo de proceso de la extraccion del licor de pescado en el laboratorio.

Piel picada congelada (600 g)

y

Descongelado
4°C.24h

v

Mezclado
Manual

i 150 g

Tratamiento acido
Plantilla, 20-22 °C, 700 rpm

A 4

Filtrado
Malla tipo tergal

Solucidn acida usada

'

Enjuague (3)
Malla tipo tergal

L » Aguas de lavado (3)

A 4

—

Extraccion
Plantilla, 800 rpm

v

Filtrado
Malla tipo tergal

L —» Residuos sélidos

A 4

Centrifugado
Centrifuga de mesa
3900 x g, 20 min, 30 °C

| » Lodos

!

Licor de pescado

4.3.1.1 Optimizacidén del pretratamiento acido

4.3.1.1.1 Disefio experimental

50

Se evalué el efecto de la concentracion de dacido acético y del tiempo del

pretratamiento acido (previo a la extraccidn), sobre la hidratacion de la piel, la masa de
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licor de pescado, rendimiento de extraccién de proteinas, las temperaturas de

gelificacion y fusion, la fuerza y el pH del gel.

Se trabajé con la metodologia de superficie de respuesta utilizando un disefio central

compuesto rotable (DCCR) de dos factores y tres repeticiones en el punto central, con

el fin de optimizar esta etapa. Los factores independientes fueron el tiempo (h) y la

concentracion de acido acético (M) del tratamiento. Cada factor se evalud en 5 niveles

codificados segln se observa en el Cuadro IX; el rango de evaluacién de los factores se

definié segln la revisidn bibliografica y las pruebas preliminares realizadas.

Cuadro X. Variables independientes y los niveles empleados en el disefio central
compuesto rotable para optimizar el pretratamiento acido.

Niveles codificados

Variable independiente 1,414 | -1 | o | 1 | 184
Niveles naturales

Tiempo (h) 0,38 1,00 2,50 4,00 4,62

Concentracion acido acético (M) 0,000 0,050 0,172 0,295 0,344

Para este disefio se generaron 11 puntos experimentales, los cuales se realizaron de

manera aleatoria para minimizar el efecto de las variables no controlables. En el

Cuadro X se muestra el disefio experimental utilizado para la optimizacion del

pretratamiento acido.

Cuadro XI. Ensayos realizados (orden aleatorio) para optimizar el pretratamiento

acido.
Ensayo Concentracion acido acético (M) Tiempo (h)
Codificado Natural (M) Codificado Natural (h)
1 0 0,172 1,414 4,62
2 0 0,172 -1,414 0,38
3 -1 0,050 1 4,00
4 0 0,172 0 2,50
5 -1,414 0,000 0 2,50
6 1 0,295 -1 1,00
7 0 0,172 0 2,50
8 1,414 0,346 0 2,50
9 -1 0,050 -1 1,00
10 1 0,295 1 4,00
11 0 0,172 0 2,50
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4.3.1.1.2 Procedimiento

a. Se tomaron bolsas de 600 g de piel descongelada, se mezclaron y se colocaron 150 g
de piel en frascos de vidrio de un litro. Para cada ensayo se agregd una pastilla
magnética y 600 mL de solucién de acido acético a la concentracién definida en el
Cuadro X. Se agitd a 700 rpm en un agitador magnético digital con placa caliente
(CORNING, modelo PC-420D, EUA) a temperatura ambiente (20 a 22 °C), por el tiempo

correspondiente, segun lo establecido en el cuadro X.

b. Finalizado el pretratamiento acido, se drend la solucion acida utilizando una manta

fina tipo tergal. Se realizaron 3 lavados con 400 mL de agua destilada cada uno.

c. A la piel hidratada se le afadieron 550 mL de agua destilada a 62 °C y se mantuvo
esta temperatura, agitando a 800 rpm durante 2,5 h con un agitador magnético digital

con placa caliente (CORNING, modelo PC-420D, EUA).

d. Al finalizar la extraccién se filtré el licor de pescado utilizando una manta fina (tipo
tergal). El licor de pescado se colocd en frascos de centrifuga prepesados y se
centrifugdé a 3900 x g por 20 min a 30 °C en una centrifuga (Hermle, modelo Z-300,
Alemania). Al finalizar se decanté el licor de pescado en un frasco de vidrio de 1 litro
prepesado. Se pesaron los frascos de la centrifuga y el frasco de vidrio con el licor de
pescado para calcular la cantidad de sélidos en suspensién y el rendimiento de
extraccion del licor (masa licor/masa piel inicial). El licor de pescado se almacend en

refrigeracién a 4 °C durante la noche para generar un gel firme.

e. El gel de licor de pescado se picé manualmente y colocé en bandejas prepesadas
para ser congelado y secado utilizando un liofilizador (Zirbus technology GmbH,
modelo Sublimator 2x3x3, Alemania) en las condiciones expuestas en el anexo 8.2. Se
pesaron las bandejas con la proteina deshidratada y se midié su humedad para
obtener el rendimiento de extraccion de proteina (masa proteina deshidratada/masa

de piel inicial). Posteriormente se midieron la fuerza del gel, las temperaturas de
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gelificacion y fusion y la distribucion de tamaios de las proteinas rehidratadas (ver

seccion 4.4).
4.3.1.1.3 AnAlisis estadistico

A partir de los resultados obtenidos de la optimizacidn del pretratamiento acido, se
generaron los modelos de las superficies de respuesta utilizando el programa
estadistico JMP 8 (SAS, EUA), con el fin de estimar el modelo de mejor ajuste para cada
variable respuesta. Este mismo programa se utilizé para la designacién y aleatorizacion
de los puntos experimentales, el andlisis de varianza y las representaciones gréficas. El
coeficiente de determinacion (R?), el coeficiente de determinacién ajustado (Rz—adj), la
probabilidad del modelo (p), la probabilidad de falta de ajuste (Ps,) y la distribucidn de
los residuos se utilizaron para determinar si los modelos matematicos generados
presentaban buen ajuste y eran significativos. En la ecuacion del modelo sélo se
utilizaron los coeficientes de los parametros que resultaron significativos en el analisis
de varianza, empleando un nivel de confianza de 95%. Para todas las variables
respuesta se procurd encontrar una zona donde se maximicen los valores obtenidos.
También se utilizé el programa estadistico JMP 8 (SAS, EUA) para evaluar la correlacién

de las variables respuesta utilizando el coeficiente de correlaciéon de Pearson.
4.3.1.1.4 Verificacién del modelo

Para verificar que los modelos matematicos obtenidos del DCCR eran adecuados, se
realizaron tres ensayos adicionales utilizando los valores éptimos de concentracion de
acido y tiempo definidos por el modelo. Se realizé el mismo procedimiento descrito en
la seccidn 4.3.1.1.2 Los resultados obtenidos se compararon con los predichos por los
modelos. Para determinar que el modelo es adecuado, se determind el porcentaje de
error del valor obtenido respecto al predicho y se evalud si el intervalo de confianza (al
95%) de los valores predichos se traslapaba con el intervalo de confianza (al 95%) de
los promedios de los valores obtenidos experimentalmente para cada variable

respuesta.
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4.3.1.2 Optimizacidn de la etapa de extraccion
4.3.1.2.1 Disefo experimental

En el caso de la etapa de extraccidn, se evalud el efecto de la temperatura y del tiempo
de extraccion sobre el rendimiento de extraccion de proteinas en el licor de pescado,

las temperaturas de gelificacion y de fusion, y la fuerza del gel.

Se utilizdé la metodologia de superficie de respuesta utilizando un DCCR, de dos
factores y tres repeticiones en el punto central, con el fin de optimizar esta etapa. Los
factores independientes son la temperatura (°C) y el tiempo (h). Cada factor se evalud
en 5 niveles codificados segln se observa en el Cuadro Xl; el rango de evaluacion de
los factores se definid segun la revisiéon bibliografica y las pruebas preliminares

realizadas.

Cuadro XIl. Variables independientes y los niveles empleados en el disefio central
compuesto rotable para optimizar el tratamiento de extraccidn.

Niveles codificados
Variable independiente 1,414 | -1 | o | 1 | 184
Niveles naturales
Tiempo (h) 0,38 1,00 2,50 4,00 4,62
Temperatura (°C) 37 45 62 80 87

Para este disefio se generaron 11 puntos experimentales, los cuales se realizaron de
manera aleatoria para minimizar el efecto de las variables no controlables. En el
cuadro Xll se muestra el diseifio experimental utilizado para la optimizacién de la etapa

de extraccidn con agua caliente.

Cuadro XIIl. Ensayos realizados (orden aleatorio) en la optimizacién del tiempo y de la
temperatura de extraccion de proteinas.

Tiempo Temperatura
Ensayo
Codificado Natural (h) Codificado Natural (°C)
1 -1,414 0,38 0 62
2 1 4,00 1 80
3 -1 1,00 -1 45
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Cuadro XlI (continuacion). Ensayos realizados (orden aleatorio) en la optimizacion del
tiempo y de la temperatura de extraccion de proteinas.

Tiempo Temperatura
Ensayo
Codificado Natural (h) Codificado Natural (°C)
4 -1 1,00 1 80
5 0 2,50 0 62
6 0 2,50 0 62
7 1,414 4,62 0 62
8 0 2,50 0 62
9 0 2,50 1,414 87
10 1 4,00 -1 45
11 0 2,50 -1,414 37

4.3.1.2.2 Procedimiento

a. Se tomaron bolsas de 600 g de piel descongelada, se mezclaron y se colocaron 150 g
de piel en frascos de vidrio de un litro. Para cada ensayo, se agregd una pastilla
magnética y 600 mL de solucion de acido acético a la concentracidn 6ptima (definida
en la seccidn 4.3.1.1). Se agité a 700 rpm en un agitador magnético digital con placa
caliente (CORNING, modelo PC-420D, EUA) a temperatura ambiente (20 a 22 °C), por el

tiempo elegido (definido en la seccién 4.3.1.1).

b. Finalizado el pretratamiento acido, se drend la solucién acida, utilizando una manta

fina tipo tergal. Se realizaron 3 lavados con 400 mL de agua destilada cada uno.

c. A la piel hidratada se le afiadieron 550 mL de agua destilada con una temperatura 7
°C mayor a la temperatura definida en el Cuadro Xll. Se mantuvo la temperatura
definida en el Cuadro XIl, agitando a 800 rpm durante el tiempo definido en el mismo
cuadro, con un agitador magnético digital con placa caliente (CORNING, modelo PC-

420D, EUA).

d. Al finalizar la extraccién se filtré el licor de pescado utilizando una manta fina (tipo
tergal). El licor de pescado se colocd en frascos de centrifuga prepesados y se
centrifugd a 3900 x g por 20 min a 30 °C en una centrifuga (Hermle, modelo Z-300,

Alemania). Al finalizar se decanté el licor de pescado en un frasco de vidrio de 1 litro
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prepesado. Se pesaron los frascos de la centrifuga y el frasco de vidrio con el licor de
pescado para calcular la cantidad de solidos en suspension y el rendimiento de
extraccion del licor (masa licor/masa piel inicial). El licor de pescado se almacend en

refrigeracion a 4 °C durante la noche para generar un gel firme.

e. El gel de licor de pescado se picd manualmente y se colocd en bandejas prepesadas
para ser congelado y secado utilizando un liofilizador (Zirbus technology GmbH,
modelo Sublimator 2x3x3, Alemania) en las condiciones expuestas en el anexo 8.2. Se
pesaron las bandejas con la proteina deshidratada y se midié su humedad para
obtener el rendimiento de extraccidon de proteina (masa proteina deshidratada/masa
de piel inicial). Posteriormente se midieron la fuerza de gel, las temperaturas de
gelificacion y fusion y la distribucidon de tamanos de las proteinas rehidratadas (ver

seccion 4.4).
4.3.1.2.3 Andlisis estadistico

A partir de los resultados obtenidos de la optimizacién de la etapa de extraccidén, se
generaron los modelos de las superficies de respuesta utilizando el programa
estadistico JMP 8 (SAS, EUA), con el fin de estimar el modelo de mejor ajuste para cada
variable respuesta. Este mismo programa se utilizé para la designacién y aleatorizacion
de los puntos experimentales, el analisis de varianza y las representaciones graficas. El
coeficiente de determinacion (R?), el coeficiente de determinacién ajustado (R*-adj), la
probabilidad del modelo (p), la probabilidad de falta de ajuste (Ps,) y la distribucién de
los residuos se utilizaron para determinar si los modelos matematicos generados
presentan buen ajuste y son significativos. En la ecuacion del modelo sélo se utilizaron
los coeficientes de los parametros que resultaron significativos en el andlisis de
varianza, empleando un nivel de confianza de 95%. Para todas las variables respuesta
se procuré encontrar una zona donde se maximicen los valores obtenidos. También se
utilizd el programa estadistico JMP 8 (SAS, EUA) para evaluar la correlacién de las

variables respuesta utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson.
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4.3.1.2.4 Verificacion del modelo

Para verificar que los modelos matematicos obtenidos del DCCR son adecuados, se
realizaron tres ensayos adicionales utilizando los valores Optimos de tiempo vy
temperatura de extraccion definidos por el modelo. Se realizé el mismo procedimiento
descrito en la seccién 4.3.1.2.2. Los resultados obtenidos se compararon con los
predichos por los modelos. Para determinar que el modelo es adecuado, se determiné
el porcentaje de error del valor obtenido respecto al predicho y se evalué si el
intervalo de confianza (al 95%) de los valores predichos se traslapa con el intervalo de
confianza (al 95%) de los promedios de los valores obtenidos experimentalmente para

cada variable respuesta.

4.3.2 Escalamiento, a nivel piloto, del proceso de extraccion de proteinas para

obtener el licor de pescado en mayor volumen

Se simuld el proceso de extraccién de licor definido a nivel de laboratorio en el
objetivo 1 (descrito en la seccién 4.3.1) con los equipos disponibles en el anexo de la
planta piloto (ver Figura 17), para poder procesar una cantidad de piel 80 veces mayor

(12 kg) a la utilizada a nivel de laboratorio.
4.3.2.1 Disefio experimental

Se aplicé un disefo irrestricto aleatorio con dos tratamientos: escala laboratorio y
escala planta piloto. Cada tratamiento se realizd por triplicado, siguiendo el
procedimiento que se expone en las secciones 4.3.2.2.1 y 4.3.2.2.2, respectivamente.
Para cada tratamiento se evalud el rendimiento, el pH, el contenido de humedad,
proteina, grasa y cenizas del licor de pescado y todos los subproductos del proceso.

Ademads, se midié la fuerza de gel y las temperaturas de gelificacién y fusién.
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Figura 17. Flujo de proceso de la extraccién del licor de pescado a escala de planta piloto.

4.3.2.2 Procedimiento

4.3.2.2.1 Escala de laboratorio

a. Para la extraccion del licor a escala de laboratorio se siguid el procedimiento

descrito en la seccidn 4.3.1.2.2, modificando la etapa de extraccion (apartado c) para

utilizar agua a 54 °C y un tiempo de 0,38 h.

b. Se midié la masa total y se tomaron muestras de la piel inicial, la solucién acida

utilizada, las aguas de lavado (4), la piel final y del licor de pescado para calcular los
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rendimientos del proceso y analizar su contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas

y su pH (ver seccion 4.4).

c. Se le mide la fuerza de gel, las temperaturas de gelificacién y fusién y la distribucion
de tamafio de las proteinas rehidratadas (ver seccion 4.4), obtenidas en el licor de

pescado final.

4.3.2.2.2 Escala de planta piloto

a. Se tomod un balde de 13 kg de piel descongelada, se colocé en una marmita de vapor
de 82 L de capacidad y se mezclé. Se tomd una muestra de 1 kg para realizar andlisis de
contenido de proteina, grasa, humedad, carbohidratos, cenizas y pH de la piel inicial.
Se agregaron 48 kg de solucién de acido acético (0,225 M). Se mantuvo la mezcla a

temperatura ambiente (22 a 28 °C), agitandola manualmente por 2,5 h.

b. Finalizado el pretratamiento acido, se separd la piel hidratada y la solucidn de acido
acético utilizando dos coladores, uno de malla gruesa y otro de malla fina. Se pesd y
mezcld la solucidén acida separada y se tomd una muestra de 1 kg para analizar su

contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas y su pH.

c. La piel y los sdélidos gruesos se pesaron y se colocaron en la misma marmita y se
afiadio 32 kg de agua suavizada, se mezclé manualmente por 5 min y se separd la piel
hidratada lavada y el agua de lavado utilizando dos coladores en serie, uno de malla
gruesa y otro de malla fina. Se pesé y mezclé el agua de lavado y se tomd una muestra
de 1 kg para analizar su contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas y su pH. Esta
etapa se repitié 2 veces mas para un total de 3 lavados y 3 muestras de aguas de

lavado.

d. La piel hidratada y lavada se pesd y se colocd en la misma marmita, se afiadieron 44
kg de agua suavizada a 72 °C y se mezclé manualmente por 0,38 h (23 min) a una
temperatura de 54 °C. Al finalizar el tiempo se separd la piel restante y el licor de

pescado utilizando dos coladores en serie, uno de malla gruesa y otro de malla fina. Se
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peso y mezcld la piel final y se tomd una muestra de 1 kg para analizar su contenido de

humedad, proteina, grasa, cenizas y su pH.

e. El licor de pescado se calenté a 60 °C en una marmita y se centrifugd en una
clarificadora centrifuga (Westfalia Separador, modelo AG Oelde, Alemania) para
separar los lodos (grasa y sélidos en suspensidn). Al finalizar el proceso se pesaron y
recolectaron los lodos para analizar su contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas

y su pH.

f. Se pesé el licor de pescado final y se tomd una muestra de 1 kg para analizar su
contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas y su pH. Ademads se tomé una muestra
de 1 kg de licor de pescado y se colocd en bandejas prepesadas para ser congelado y
secado utilizando un liofilizador (Zirbus technology GmbH, modelo Sublimator 2x3x3,
Alemania) en las condiciones expuestas en el Anexo 8.2. Se pesaron las bandejas con la
proteina deshidratada para obtener el rendimiento de extraccién de proteina (masa
proteina deshidratada/masa de piel inicial). Posteriormente se midieron la fuerza de
gel, las temperaturas de gelificacién y fusidn y la distribucion de tamafios de las

proteinas rehidratadas (ver seccidn 4.4)

g. El resto del licor de pescado se colocd en cubetas plasticas y se almacend a -20 °C

para ser utilizado en las pruebas de fraccionamiento.

4.3.2.3 Andlisis estadistico

Se utilizé la prueba t de Student (nivel de confianza de 95%), empleando el programa
JMP 8 (SAS, EUA), para comparar los rendimientos de extraccion del licor de pescado,
la fuerza del gel, las temperaturas de gelificacion y fusidon de la gelatina extraida,
ademas del contenido de humedad, grasa, proteina y cenizas y el pH del licor de
pescado y los residuos obtenidos a nivel de laboratorio y los obtenidos a nivel de

planta piloto (ver Figuras 16 y 17, respectivamente).
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4.3.3 Evaluacion de diferentes tecnologias de membrana para el fraccionamiento de

las proteinas extraidas del licor de pescado.
4.3.3.1 Tratamiento enzimatico del licor de pescado
4.3.3.1.1 Disefio experimental

Para el tratamiento enzimdtico se trabajé con la proteasa comercial Novo-Pro D®
producida por Novozymes® y donada por la empresa Trisan Food & Tech (San José,
Costa Rica), enzima serina endoproteasa que hidroliza enlaces peptidicos internos,

permitiendo la produccidn de cadenas proteicas con diferentes tamafios moleculares.

Se evalud el efecto de la concentracién de la enzima y del tiempo del tratamiento
enzimatico sobre la fuerza del gel y las temperaturas de gelificacién y fusion de las
proteinas del licor de pescado. Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta
utilizando un DCCR, de dos factores y tres repeticiones en el punto central, con el fin
de optimizar esta etapa. Los factores independientes fueron la concentracion de
enzima (uL/kg) y el tiempo (min). Cada factor se evalud en 5 niveles codificados segun
se observa en el Cuadro Xlll; el rango de evaluacién de los factores se definid en

pruebas preliminares.

Cuadro XIV. Variables independientes y los niveles empleados en el disefio central
compuesto rotable para optimizar el tratamiento enzimatico del licor de pescado.

Niveles codificados
Variable independiente -1,414 ‘ -1 ‘ 0 ‘ 1 ‘ 1,414
Niveles naturales
Tiempo (min) 10 13 20 27 30
Concentracién de enzima (uL/kg) 0 11 38 64 75

Para este disefio se generaron 11 puntos experimentales, los cuales se realizaron de
manera aleatoria para minimizar el efecto de las variables no controlables. En el
Cuadro XIV se muestra el disefio experimental utilizado para la optimizacién del

tratamiento enzimatico.
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Cuadro XV. Ensayos realizados (orden aleatorio) en la optimizacion del tiempo y de la
concentracion de enzima del tratamiento enzimatico.

Ensayo Tiempo Concentracién de enzima
Codificado | Natural (min) | Codificado | Natural (uL/kg)
: = 13 -1 11
2 1,414 30 0 28
= = 13 1 64
4 -1,414 10 0 33
2 0 20 0 38
° 1 27 1 11
! 1 27 1 64
8 0 20 0 38
9 0 20 1,414 0
10 0 20 1,414 75
11 0 20 0 38

4.3.3.1.2 Procedimiento

a. Se prepard un lote de 40 kg de licor de pescado siguiendo el procedimiento descrito

en la seccion 4.3.2.2.1.

b. Se colocéd 1 kg de licor de pescado en frascos de vidrio de un litro. Para cada ensayo,
se agregd una pastilla magnética y se calentd, en un agitador magnético digital con
placa caliente (CORNING, modelo PC-420D, EUA), hasta alcanzar los 60 °C agitando a
800 rpm. Se agregd la enzima en la cantidad indicada en el Cuadro XIV para cada

ensayo y se mantuvo la temperaturay la agitacién por el tiempo indicado.

b. Finalizado el tiempo del tratamiento, se calentd el licor, en un agitador magnético
digital con placa caliente (CORNING, modelo PC-420D, EUA), hasta alcanzar los 85 2Cy

se mantuvo esta temperatura por 15 min, agitando a 800 rpm para inactivar la enzima.

c. El licor de pescado tratado se dejo enfriar a temperatura ambiente (20 a 22 °C) y se

almacend en refrigeracion a 4 °C durante 18 h para generar un gel firme.

d. El gel de licor de pescado se picd manualmente y colocé en bandejas prepesadas

para ser congelado y secado utilizando un liofilizador (Zirbus technology GmbH,
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modelo Sublimator 2x3x3, Alemania) en las condiciones expuestas en el anexo 8.2. Se
utilizd el material deshidratado para medir la fuerza de gel, las temperaturas de

gelificacion y fusion y la distribucion de tamafios de las proteinas (ver seccion 4.4).
4.3.3.1.3 Anadlisis estadistico

A partir de los resultados obtenidos de la optimizacién del tratamiento enzimatico, se
generaron los modelos de las superficies de respuesta utilizando el programa
estadistico JMP 8 (SAS, EUA), con el fin de estimar el modelo de mejor ajuste para cada
variable respuesta. Este mismo programa se utilizo para la designacion y aleatorizacion
de los puntos experimentales, el analisis de varianza y las representaciones graficas. El
coeficiente de determinacién (R%), el coeficiente de determinacién ajustado (R*-adj), la
probabilidad del modelo (p), la probabilidad de falta de ajuste (Ps,) y la distribucién de
los residuos se utilizaron para determinar si los modelos matematicos generados

presentaron buen ajuste y son significativos.

En la ecuacion del modelo sélo se utilizaron los coeficientes de los parametros que
resultaron significativos en el andlisis de varianza, empleando un nivel de confianza de
95%. Para todas las variables respuesta se procuré encontrar una zona donde se

maximizaron los valores obtenidos.
4.3.3.2 Fraccionamiento de las proteinas del licor de pescado

Se fraccionaron las proteinas del licor de pescado en funcién de su tamano, para
obtener productos con caracteristicas funcionales diferenciadas. Para esto se utilizaron
4 membranas (ver Cuadro XV). El licor de pescado tratado enzimaticamente se filtré
primero empleando la membrana de 0,8 um y las siguientes filtraciones se realizaron a

partir del permeado de la filtracién anterior (ver Figura 18).
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Cuadro XVI. Punto de corte de las membranas a utilizar en el fraccionamiento de las
proteinas del licor de pescado.

Membrana Punto de corte de la membrana

1 0,8 um (800 nm)

2 100 nm

3 50 nm

4 20 nm

0,8 um 100 nm 50 nm 20 nm
Licor Permeado
inicial —p > > > —> final
Retenido 1 Retenido 2 Retenido 3 Retenido 4

Figura 18. Diagrama del fraccionamiento de proteinas por tecnologia de membranas.

Se utilizé una unidad piloto de microfiltracién/ultrafiltraciéon, que cuenta con una
bomba centrifuga que provee el flujo tangencial, una bomba neumdtica de diafragma
que otorga la alimentacion y presidn y un intercambiador de calor que permite
controlar la temperatura. Las membranas utilizadas son de mddulo tubular de
cerdmica alumina zircon de Membralox® (Pall, EUA), con un tamafio de poro de
acuerdo con el proceso correspondiente, 1,02 m de largo, 19 canales de 4 mm de
diametro y un area efectiva de 0,24 m?. El esquema de la unidad piloto de filtracién se

observa en la Figura 19.
4.3.3.2.1 Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental irrestricto aleatorio para evaluar el efecto de cada
filtracidon sobre la fuerza de gel y las temperaturas de gelificacién y fusién de la
proteinas de pescado presentes en la materia prima (alimentacién) y los productos
obtenidos (retenido y permeado), seglin se observa en el cuadro XVI. Este disefio se

aplicé para cada filtracion y se realizé por triplicado.
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Componente Clave
Tanque de alimentacion A-1
Bomba neumatica A-2
Bomba centrifuga A-3
Membrana A-4
Intercambiador de calor A-5
Valvula de salida del tanque de B-1

alimentacion

Vdlvula de recirculaciéon B-2

Valvula de salida de permeado B-3

Valvula de salida de retenido B-4

Manémetro
(presion de entrada)

Manometro (presion salida) C-3

Figura 19. Diagrama del equipo de MFT/UFT.

Cuadro XVII. Diseno experimental para la evaluacion de la filtracion de cada
membrana sobre el fraccionamiento de las proteinas del licor de pescado.

Tratamiento Fraccion
1 Alimentacion
2 Permeado
3 Retenido

También se utilizé un diseno experimental irrestricto aleatorio para evaluar el proceso

general (ver Figura 18) sobre la concentracion, la fuerza de gel y las temperaturas de

gelificacion y fusidn de las proteinas de los diferentes tratamientos, segin se observa

el Cuadro XVII. Los ensayos se realizaron por triplicado.

4.3.3.2.2 Procedimiento

a. En todas las filtraciones se trabajé con una temperatura de 60 °C, una velocidad

tangencial de 6,1 m/s y una presion transmembranaria de 124,1 kPa (1,24 bar).
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Cuadro XVIIIl. Disefio experimental para la evaluacién del efecto del proceso de
fraccionamiento por membranas sobre las caracteristicas de las diferentes fracciones.

Tratamiento Fraccion

1 Licor inicial

Retenido 0,8 um

Retenido 100 nm

Retenido 50 nm

Retenido 20 nm

AU WIN

Permeado 20 nm

b. Se realizé6 el tratamiento enzimdtico al licor de pescado segun los resultados
obtenidos en la seccién 4.3.3.1. Se pesd y colocd el licor de pescado en una marmita de
vapor de 82 L de capacidad, se calentd hasta alcanzar 60 °Cy después se agregaron 38
uL de la enzima Novo-Pro D® por kilogramo de licor de pescado. Se agité manualmente
manteniendo la temperatura por 20 min. Al finalizar el tiempo se calenté el licor hasta
los 85 °C y se mantuvo esta temperatura por 15 min para inactivar la enzima. Se tomé
una muestra de 1 kg, se secé en un liofilizador (Zirbus technology GmbH, modelo
Sublimator 2x3x3, Alemania) en las condiciones expuestas en el anexo 8.2 y se midid la
fuerza del gel, las temperaturas de gelificacién y fusién y la distribucidn de tamafio de

las proteinas.

c. El licor se enfrié hasta alcanzar los 60 °C y después se inicid la filtracién utilizando la
membrana de 0,8 um de diametro de poro, en modo de concentracidn (sin retirar el
retenido). Durante el ensayo se tomaron manualmente los datos de flujo de
permeado, temperatura del retenido, presiéon de entrada y presién de salida de la
membrana, para mantener las valores de Py, y temperatura estables, en los valores
expuestos en el apartado a. de esta seccidon, modificando la presion de aire de entrada

y el flujo de agua fria al intercambiador de calor.

d. Al finalizar la filtracion, se tomaron muestras de 1 kg del retenido y del permeado y
se almacenaron en refrigeracién (4 °C) por 18 h para generar un gel. Posteriormente se
picaron los geles y se colocaron en bandejas para ser congelados y secados utilizando

un liofilizador (Sublimator 2x3x3, Zirbus technology GmbH, Alemania) en las
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condiciones expuestas en el Anexo 8.2. Se pesod la proteina deshidratada y se midié su
fuerza de gel, y las temperaturas de gelificacion y fusidn (ver seccidn 4.4). El resto del
permeado se almacend en baldes a temperatura de refrigeracion (4 °C) hasta que se
utilizé en la filtraciéon con la membrana de 100 nm de didmetro de poro. La membrana

se limpio siguiendo el procedimiento que se muestra en el Anexo 8.3.

e. Se repitid el proceso descrito en los apartados ¢ y d de esta seccién con las
membranas de 100 nm, 50 nm y 20 nm, utilizando como alimentacién el permeado

obtenido en las filtraciones de 0,8 um, 100 nm y 50 nm, respectivamente.

f. Se midi6 la distribucidén de tamafio de las proteinas fraccionadas para caracterizar el
tipo de cadenas de proteinas y las diferencias de tamafios segln la tecnologia de

membrana aplicada, siguiendo la metodologia que se describe en la seccidn 4.4.8.

4.3.3.2.3 Analisis estadistico

Para el primer disefio, se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) de una via para
determinar el efecto de cada filtracién sobre la fuerza de gel y las temperaturas de
gelificacion y fusion de las proteinas en las diferentes fracciones (licor de alimentacion,
retenido y permeado). Cuando se determinaron diferencias significativas, los
promedios de cada variable respuesta se compararon utilizando una prueba de Tukey

(nivel de confianza de 95%) usando el programa JMP 8 (SAS, EUA).

Para el segundo disefno, se realizdé un analisis de varianza (ANDEVA) de una via para
comparar las caracteristicas de fuerza de gel y temperaturas de gelificacion y fusién de
las proteinas en las diferentes fracciones obtenidas en el proceso de membranas en
serie (segun se observa en la Figura 17). Cuando se determinaron diferencias
significativas, los promedios de cada variable respuesta se compararon utilizando una

prueba de Tukey (nivel de confianza de 95%) usando el programa JMP 8 (SAS, EUA).
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4.4 Analisis fisico-quimicos
4.4.1 Determinacion de pH

Se determind segun el método AOAC 981.12 (AOAC, 1999). En el caso del pH del gel de

gelatina se realizd en un gel de gelatina en agua destilada al 6,67% (m/v).
4.4.2 Determinacion de humedad

Se determiné segln el método AOAC 920.151 (AOAC, 2005).

4.4.3 Determinacion de proteina

Se determiné segun el método AOAC 920.152 (AOAC, 2005).

4.4.4 Determinacion de grasa

Se determiné segln el método de Carpenter et al. (1992).

4.4.5 Determinacion de cenizas

Se determind segun el método AOAC 940.26 (AOAC, 2005).

4.4.6 Determinacion de la fuerza del gel

Se determind modificando levemente el proceso expuesto por Goémez-Guillén et al.
(2002), usando geles de 6,67 % (m/v) formados por la disolucién de la proteina en agua
destilada a 60 °C y enfriados posteriormente a 4 °C entre 16 y 18 horas. La resistencia
del gel se midié a 4 °C usando muestras con 4,3 cm de diametro y 4,5 cm de altura en
un texturometro TA.XT Plus (Stable Micro Systems, Londres, Inglaterra) equipado con
un émbolo cilindrico de cara plana de 1,27 cm de didametro a una velocidad de 1 mm/s.
La resistencia del gel se expresa como la fuerza maxima (g), obtenida cuando el

émbolo penetre 4 mm en los geles.
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4.4.7 Determinacion del porcentaje de hidratacion de la piel y del rendimiento de las

etapas de proceso de la extraccion del licor de pescado

El porcentaje de hidratacién y el rendimiento de las etapas de proceso de extraccion se
calcularon relacionando la masa de piel hidratada o del producto de cada etapa

respecto a la masa de piel de atun inicial, siguiendo la siguiente férmula:

masa de producto
masa de piel inicial

Hidratacion o rendimiento = * 100 (7)

4.4.8 Determinacion de la distribucién de tamaro de las proteinas

La distribucion del tamaifo de las proteinas extraidas se determind usando
electroforesis de duodecilsulfato de sodio en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, por sus

siglas en inglés), segun el método de Laemmli (1970) con pequefias modificaciones.

Se tomaron 3 mg de proteinas liofilizadas y se agregaron 750 ul de agua destilada para
obtener una concentracion final de 4 mg/mL. La disolucion se calenté a 60 °C por 20
min agitando a 800 rpm, utilizando un bafio TermoMixer® (Eppendorf, Alemania).
Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm por 5 min en una centrifuga MiniSpin®
(Eppendorf, Alemania). Se mezcld la solucion de proteinas con un buffer (0,5 M Tris-
HCI, pH 6,8, glicerol, 4% SDS y 5% 2-mercaptoetanol (2-Me)) en una proporcién 3:1. La
muestra se calentd a 100 °C por 5 min en un bafno seco digital (Boekel Scientific, EUA.).
Para las muestras obtenidas en el objetivo 1 se utilizd un gel comercial de gradiente de
12 celda (8-16% Precise™™ Tris-Glycine gel, Thermo Scientific, EUA). Para las muestras
del objetivo 2 y el objetivo 3 se utilizé un gel comercial de gradiente de 12 celdas (4-
15% Mini.PROTEAN® TGX Free™, Bio-Rad®, EUA). Se cargaron 10 uL de muestra en
cada celda y se realizo la electroforesis utilizando un Mini Protean® Tetra System (Bio-
Rad, EUA) a 200 V, utilizando el marcador molecular Standard Precision Plus Protein ™
(Bio-Rad, EUA). Se extrajo el gel y se colocd en un fijador por 15 min; posteriormente

se tifié con azul Coomassie R-250. Se utilizé el programa ChemicDoc™ XRS+ System
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bTM

con Image La (Bio-Rad, EUA) para digitalizar y analizar la distribucién de tamafiio de

la proteina y su proporcién.

4.4.9 Evaluacién del comportamiento viscoeldstico por pruebas de oscilacién para la

determinacion de las temperaturas de gelificacion y fusion

Se determiné modificando levemente el procedimiento expuesto por Gémez-Guillén et
al. (2002), usando geles de 6,67% (m/v) formados por la disolucién de la proteina en
agua destilada. Se utilizé6 un reémetro rotatorio Anton Paar MCR51 (Physica, Austria),
con un sensor de cono plato (dngulo 1°). Enfriando de 40 a 5°C y calentando de 5 a
40°C, a una velocidad de barrido de 1°C/min, una frecuencia de 1 Hz y un estrés de
oscilacion de 3,0 Pa. El médulo elastico (G, Pa), el médulo viscoso (G", Pa) y el angulo
de fase (0, °) se representaron en funciéon de la temperatura. Se determinaron las
temperaturas de gelificacidon y fusidon cuando se alcanzé un angulo de fase de 45°

durante el enfriamiento y el calentamiento, respectivamente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion quimica de la materia prima

Se realizd la caracterizacion de la piel de atun obtenida del proceso de produccion de
lomos de atun frescos, proporcionada por la empresa Tunatun S.A. En el Cuadro XVIII

se observa la composicién quimica de la piel de atun utilizada en este proyecto.

Cuadro XIX. Composiciéon quimica de la piel de atun obtenida del proceso de
produccién de lomos de atun fresco, utilizada para la extraccién del licor de pescado.

Variable respuesta Base humeda*
Humedad (g /100 g) 59 +2
Proteina (g / 100 g) 28+3
Grasa (g /100 g) 6+1
Ceniza (g/ 100 g) 4,2+0,5
pH 6,0 £0,2

* Promedio * intervalo de confianza (nivel de confianza de 95%, n = 4).

El principal componente de la piel utilizada es el agua. Similar contenido de humedad
en la piel de atun aleta amarilla reportaron Rahman et al. (2008) (60,1% + 1,2%,
procedente de Oman) y Sousa et al. (2017) (62,57% + 2,40%, procedente del sur de
Europa). Un contenido levemente menor (56,1%) reportaron Cho et al. (2005) en piel
de atun aleta amarilla en Corea del Sur. Rahman et al. (2008) y Cho et al. (2005)
determinaron un mayor contenido de grasa (9,2% + 0,1% y 6,8%, respectivamente) y
Sousa et al. (2017) un contenido menor (3,22% + 0,72%). En los tres estudios se
reportaron menores contenidos de ceniza (1,1% * 0,1%, 1,0% y 0,67% * 0,14%,

respectivamente) respecto a los obtenidos en este estudio.

Los resultados evidencian el alto contenido de proteina de la piel de atldn aleta
amarilla. Rahman et al. (2008) encontraron un contenido similar (28,8% + 0,3%),
mientras que Cho et al. (2005) y Sousa et al. (2017) obtuvieron contenidos mayores
(33,6% y 32,38% * 2,04%, respectivamente). Dentro de la proteina de la piel se

encuentra el coldgeno, precursor de la gelatina. Cho et al. (2005) reportaron un
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contenido de coldgeno de 13,54% en la piel de atun aleta amarilla. Las diferencias
entre la composiciéon de la piel obtenida en este trabajo y las obtenidas en otros
estudios se pueden deber a factores como la procedencia, la temporada del aino de la

captura, la alimentacion y el estado fisioldgico de cada individuo.

5.2 Optimizacion del pretratamiento acido de la piel de atin y de la etapa de

extraccion, a escala de laboratorio, para obtener el licor de pescado.
5.2.1 Optimizacién del pretratamiento dcido

Para la optimizacién del pretratamiento acido se consideraron preliminarmente tres
variables independientes: temperatura (ambiente de 20 °C a 22 °C o refrigeracion),
concentracion del acido acético y tiempo del proceso. La primera variable se descarté
porque se determind que con la infraestructura disponible a nivel de planta piloto no
era posible aplicar el proceso a temperatura de refrigeracién. Se optimizd el
pretratamiento acido respecto a dos factores: el tiempo y la concentracién de acido
acético, utilizando la metodologia de superficie de respuesta empleando un DCCR. La
optimizacién se realizd en funcion del porcentaje de hidratacién de la piel, la masa del
licor extraida, el rendimiento de extraccién de las proteinas en el licor de pescado, la
fuerza del gel, las temperaturas de gelificaciéon y fusion y el pH del gel (6,67% m/v).

También se evalud la distribucion de tamario de las proteinas extraidas.

Al aplicar el DCCR se obtiene un polinomio de segundo grado como se observa a

continuacion:
Y = CO + C1X1 + C2X2 + C3X12 + C4X22 + C4X1X2 (8)

El modelo se ajusta a los resultados obtenidos en las variables respuesta (ver Cuadros
XIX y XX), donde Y representa el valor de la variable dependiente (respuesta), c,
representan los coeficientes de regresidon del modelo y X; y X, el valor de las variables
independientes (la concentracién del acido acético y el tiempo del pretratamiento

acido, respectivamente).
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Cuadro XX. Efecto de la concentracion de acido acético y el tiempo del pretratamiento
acido, sobre diferentes caracteristicas del proceso de extraccion del licor de pescado.

Variables independientes (X) Variables dependientes (Y)
Concentracion Tiempo Hidratacion Masa licor de Rendimiento extraccién

acido acético (M) (h) de la piel (%) pescado (g) de proteinas (%)
0,050 1,00 110,14 479,62 13,25
0,295 1,00 131,65 497,56 13,12
0,050 4,00 102,00 454,92 11,70
0,295 4,00 170,23 526,66 12,80
0,172 0,38 124,73 472,32 13,18
0,172 4,62 164,03 503,08 13,77
0,000 2,50 7,53 380,38 12,43
0,346 2,50 154,04 501,11 13,82
0,172 2,50 153,91 512,46 13,52
0,172 2,50 183,62 530,45 14,53
0,172 2,50 162,32 521,28 13,06

Cuadro XXI. Efecto de la concentracidn de acido acético y el tiempo del pretratamiento
acido, a temperatura ambiente, sobre diferentes caracteristicas evaluadas a un gel
elaborado con las proteinas extraidas.

Variables independientes (X) Variables dependientes (Y)
Concentracion acido | Tiempo | Fuerza Temperatura Temperatura
acético (M) (h) F(g) | gelificacionT,(°C) | fusionT(°c) | PP
0,050 1,00 502,24 19,29 25,77 5,31
0,295 1,00 427,21 18,11 25,05 5,06
0,050 4,00 520,65 19,38 25,78 5,41
0,295 4,00 452,62 17,95 24,89 5,00
0,172 0,38 463,60 19,63 25,98 5,32
0,172 4,62 509,17 18,81 25,56 5,07
0,000 2,50 558,23 17,49 24,50 5,58
0,346 2,50 436,95 17,95 24,91 4,91
0,172 2,50 473,73 18,60 25,27 5,09
0,172 2,50 458,60 18,28 25,02 5,03
0,172 2,50 495,76 18,91 25,60 5,10

El coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de determinacién ajustado (R*-

adj), la probabilidad del modelo (p), la probabilidad de falta de ajuste (p:.) y el
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comportamiento en la grafica de la distribucién de residuos de los modelos generados

para las diferentes variables respuesta se observan en el Cuadro XXI.

Cuadro XXIl. Resultados de los analisis de evaluacion de los modelos de optimizacion
del pretratamiento acido generados para las diferentes variables respuesta.

Comportamiento

Variables respuesta P Pt R? R%-adj . )
grafica de residuos

Hidratacion de la piel (%) 0,0229 | 0,2376 0,88 0,76 Aleatorio
Masa licor de pescado (g) 0,0319 | 0,0950 0,86 0,73 Aleatorio
Rendimiento extraccion de )

3 0,5132 | 0,5304 0,49 -0,01 Aleatorio
proteinas (%)
Fuerza del gel F;(g) 0,0119 | 0,6490 0,91 0,82 Aleatorio
Temperatura gelificacion T, (°C) | 0,2995 | 0,1661 0,62 0,24 Aleatorio
Temperatura fusion T (°C) 0,3057 | 0,2857 0,62 0,24 Aleatorio
pH del gel 0,0096 | 0,1230 0,92 0,84 Aleatorio

Los modelos para las variables respuesta rendimiento de extraccidon de proteinas y
temperaturas de gelificacién y fusién del gel tienen un probabilidad del modelo no
significativa (p>0,05). Ademas, tienen valores de R? y Rz—adj bajos (<0,7), por lo que se
considera que los modelos generados no logran explicar la variacién de los resultados

obtenidos experimentalmente.

Los modelos obtenidos para las variables respuesta de hidratacién de la piel, la masa
de licor de pescado, la fuerza y el pH del gel tienen una probabilidad del modelo
significativa (p<0,05). Todos los modelos tiene R? mayores que 0,85 y falta de ajuste no
significativa (p>0,05), lo que indica que los modelos pueden describir la variacion de
los resultados experimentales. El Rz—adj de los modelos de hidratacién de la piel y de la
masa de licor de pescado son menores a 0,85, pero estan por encima del 0,70, valor
minimo sugerido para fines de optimizacidon por Gutiérrez-Pulido y de la Vara-Salazar
(2008). Para estas cuatro variables respuesta se generaron las ecuaciones de cada
modelo considerando los coeficientes de los parametros que son significativos

(p<0,05).
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5.2.1.1 Hidratacién de la piel y masa de licor de pescado

Para obtener la gelatina es necesario un pretratamiento que convierta el coldgeno
estructural en una forma mas adecuada para su extraccion. Esto implica la pérdida de
su estructura nativa que da como resultado un coldgeno hinchado (hidratado)
(Giménez et al., 2005). Las materias primas son pretratadas en un medio acido o
alcalino para permitir la hinchazén del colageno con el fin de aumentar la eficiencia de
la extracciéon de gelatina durante la hidrdlisis térmica (Ahmad et al., 2017). Los
resultados obtenidos en los 11 tratamientos dan valores entre 7,53% y 183,62% para la
hidratacion de la piel y entre 380,38 g y 430,45 g de licor de pescado. Para estas dos
variables respuesta los tres coeficientes de regresidn significativos fueron los
relacionados con el intercepto, la concentracion del acido acético (M) (Cn) y este factor

al cuadrado (Cn?), generando las siguientes ecuaciones cuadraticas:
Hidratacion de la piel (%) = 34,18 + 1154,63*Cn - 2464,57*Cn® 9)
Masa de licor de pescado (g) = 404,10 + 979,84*Cn - 2066,54*Cn? (20)

La concentracién de acido acético afectd significativamente la hidratacidn de la piel de
atun y la masa de licor extraida en términos lineales (de manera positiva) y cuadraticos
(de manera negativa). El tiempo del pretratamiento acido no afectd significativamente
el resultado obtenido en estas variables. En las Figuras 20 y 21 se observa el efecto de
la concentracion del acido acético respecto a la hidratacion de la piel de atin y la masa

de licor de pescado obtenida.

Se observa que las dos variables respuesta aumentan cuando la concentracion del
acido aumenta entre 0 My 0,21 M, de 0,21 M a 0,26 M se establece un rango maximo
y cuando la concentracion sigue aumentado después de 0,26 M las dos variables
tienen a disminuir. Segun Giménez et al. (2005), el tipo y la concentracién del acido
utilizado tienen una fuerte influencia en las propiedades de hidratacion y solubilidad

del colageno. Especificamente para el acido acético, Gomez-Guillén et al. (2002)
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indican que su alta capacidad de hidratacién del coldgeno se debe a su bajo peso

molecular y su baja constante de ionizacion.
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Figura 20. Efecto de la concentracion del dcido acético sobre la hidratacion de la piel de
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Figura 21. Efecto de la concentracion del acido acético sobre la masa de licor de pescado.

Segun Gustavson (1956), la hidratacion del colageno se puede deber a dos
mecanismos, la hidratacion electrostdtica, que se da cuando el agua es retenida por

fuerzas electrostaticas entre grupos polares cargados; o la hidratacion liotrépica, que
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se da por puentes de hidrégeno entre grupos polares no cargados y 4&tomos negativos.
Asghar y Henrickson (1982) indican que el efecto liotrépico de los acidos carboxilicos
es dominante en la hidratacion del colageno sobre el efecto electrostatico. El dcido no
ionizado actua como agente de hidratacién al competir con el grupo peptidico
implicado en las uniones intermoleculares de las cadenas de proteinas, principalmente
por el poder de enlace del hidrégeno del acido. El aumento inicial en la hidratacién de
la piel de atun se puede asociar a la hidratacidon liotrépica, hasta llegar a la
concentracién donde se saturan las uniones intermoleculares disponibles y al
aumentar la concentracion de dacido se puede presentar un efecto electrostatico

negativo, disminuyendo la hidrataciéon de la piel.

El comportamiento de la masa del licor de pescado obtenido, se puede explicar por su
relacién con la hidratacion de la piel. Cuando se realiza la etapa de extraccién del licor
a una piel con mayor hidratacién, el agua que hidraté la piel pasara al licor por el
efecto de la temperatura y la hidrélisis del colageno y, por lo tanto, se obtiene una
mayor masa de licor. Esta afirmacion se respalda estadisticamente cuando se evalua el
coeficiente de correlacién de Pearson entre estas dos variables en los diferentes
puntos experimentales (n=11). Se obtienen una correlacién significativa (p<0,05), con
un R de 0,98, lo que indica una alta correlacién positiva, es decir, al aumentar el

porcentaje de hidratacidn de la piel se aumenta la masa de licor extraida.

5.2.1.2 Fuerza y pH del gel

Los resultados obtenidos en los 11 tratamientos presentan valores de pH entre 4,91y
5,58, normales para las gelatinas tipo A, cuyo pH se encuentra entre 3y 6 (Kim et al.,
2013; McClements, 2015; Wasswa et al., 2007). Para la fuerza del gel se obtuvieron
resultados entre 436,95 g y 558,23 g. Para estas dos variables respuesta los dos
coeficientes de regresion significativos fueron los relacionados con el intercepto y con
el efecto lineal de la concentracion del acético (M) (Cn), generando las siguientes

ecuaciones:
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pH = 5,45 - 1,64*Cn (11)
Fuerza del gel (g) = 537,04 - 321,03*Cn (12)

La concentracidn de acido acético afectd significativamente el pH y la fuerza de gel de
manera negativa. La representacion grafica de los dos modelos se observa en las

Figuras 22 y 23, respectivamente.
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Figura 22. Efecto de la concentracién del 4cido acético sobre el pH de un gel (6,67%
m/v) elaborado con la proteina extraida de la piel de atun.

Al aumentar la concentracion de acido acético, disminuye el pH del gel elaborado con
las proteinas extraidas. Segun Liu et al. (2015), la concentracién del acido acético
determina el valor de pH del medio de extraccién vy, por lo tanto, regula la densidad de
carga del colageno, afectando la interaccion electroestatica y la estructura del

colageno.
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Figura 23. Efecto de la concentracidn del dcido acético sobre la fuerza del gel
elaborado con la proteina extraida de la piel de atun.

La fuerza del gel también decrece con el aumento en la concentracién del acido
acético. Nikoo et al. (2014) encontraron el mismo comportamiento en la gelatina
extraida de la piel de esturion de Amur (Acipenser schrenckii). Zhou y Regenstein
(2005) encontraron que para la gelatina de la piel del abadejo de Alaska la maxima
fuerza de gel se da cuando se utilizé una concentracién de acido acético de 0,05 M; al
aumentar mas la concentracion del acido la fuerza del gel disminuyd
significativamente. Diaz-Calderén et al. (2017) encontraron un resultado similar
cuando evaluaron la fuerza del gel de gelatina de piel de salmén extraida con
diferentes valores de pH, en donde la mayor fuerza de gel se presentd en la gelatina

extraida con un valor de pH mayor.

Segun Ahmad y Benjakul (2011), Diaz-Calderdn et al. (2017), Giménez et al. (2005) y
Gomez-Guillén et al. (2002), la distribucién del peso molecular de las cadenas de
gelatina y la relacién entre cadenas a/p tienen una estrecha relacidn con la fuerza del
gel. Sin embargo, al analizar la distribucién del peso molecular de las proteinas
obtenidas en los diferentes tratamientos (Figura 24), se observan perfiles de

distribucién similares, donde destaca la amplia distribucidn del tratamiento 5 en que la
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concentracion del acido acético fue de 0,000 M, por lo tanto, la disminucién de la
fuerza del gel al aumentar la concentracion del acido acético no parece ser producto

de cambios en la distribucidn de tamafos de las proteinas.
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Figura 24. Electroforesis SDS-PAGE de las proteinas obtenidas de la piel de atun para la
optimizacioén del pretratamiento acido. APM: Alto peso molecular; STD: Estandar.

Diaz-Calderdn et al. (2017) observaron en sus resultados que la fuerza de gel no solo se
rige por la distribucion del peso molecular. A similar conclusion llegaron Eysturskard et
al. (2009a), indicando que diferencias en el punto isoeléctrico pueden conducir a una
red de gel menos funcional y, consecuentemente, a valores de Bloom mas bajos. Zhou
y Regenstein (2005) y Gudmundsson y Hafsteinsson (1997) indican que la fuerza del gel
depende del pH: se forman geles mas compactos y rigidos cuando el pH de la gelatina
se acerca a su punto isoeléctrico, donde las cadenas de proteinas estardn menos
cargadas y, por lo tanto, estarian mas cerca la una de la otra. Si se considera que la

gelatina extraida en este estudio es del tipo A y, segun Kim et al. (2013), McClements
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(2015) y Wasswa et al. (2007), estas gelatinas tienen un punto isoeléctrico entre 7y 9,
al aumentar el pH en el rango de 4,91 a 5,58 se da un acercamiento al punto
isoeléctrico y, por lo tanto, un aumento en la fuerza de gel. Los resultados del pH y la
fuerza del gel de las gelatinas obtenidas en el disefio experimental de la optimizacion
del pretratamiento acido (n = 11) se correlacionan significativamente (p<0,05), con un

R de 0,79.
5.2.1.3 Optimizacion y verificaciéon de los modelos generados

Tomando en cuenta los modelos que presentaron parametros de ajustes adecuados y
que la hidratacién del colageno es el principal objetivo del pretratamiento acido, se
escogid como variable respuesta de optimizacion la hidratacidon de la piel de atun. Bajo
este razonamiento, considerando el modelo de regresién del porcentaje de hidratacién
de la piel (ver ecuacién 8 y Figura 20) se establecié graficamente como valor éptimo
una concentracién de acido acético de 0,225 M. Como el tiempo no fue una variable
significativa para los modelos, se decidid establecer su valor en su punto medio, 2,5 h,
tiempo promedio utilizado en otras investigaciones (Benjakul et al., 2009; Gémez-
Guillén et al., 2005; Jongjareonrak et al., 2010; Sarabia et al., 2000; Sinthusamran et
al., 2014; Sinthusamran et al., 2015).

Con la concentracidn de acido acético 0,225 M y un tiempo de 2,5 h se efectuaron 3
ensayos adicionales (tres repeticiones) con el fin de realizar la verificacion de los
resultados obtenidos respecto a los resultados predichos por los modelos para las
variables respuesta hidratacion de la piel, masa de licor de pescado, la fuerza y el pH

de un gel (6,67% m/v) elaborado con el extracto proteico liofilizado.

En el Cuadro XXIl se muestran los valores de las variables respuesta predichas por los
modelos, los valores obtenidos experimentalmente a nivel de laboratorio y el
porcentaje de error asociado, para la concentracion dptima y el tiempo elegido en la
etapa del pretratamiento acido para la extraccidn del licor de pescado. Se observa que

los resultados experimentales para las variables respuesta hidratacion de piel, masa de
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licor y pH se encontraron dentro de los intervalos de los valores predichos por los
modelos generados.
Cuadro XXIIl. Valores de las variables respuesta predichas y obtenidas para las

condiciones dptimas de la etapa del pretratamiento acido en la extraccién del licor de
pescado a nivel de laboratorio® y el porcentaje de error obtenido.

Porcentaje de

Variables respuesta

Valor predicho2

Valor obtenido®

error (%)

Hidratacion de la piel (%) 169 + 22 145+6 14,2
Masa de licor de pescado (g) 520+21 507t 6 2,5
Fuerza del gel F4(g) 465 + 14 579 +17 24,5
pH del gel 5,08 £ 0,08 5,19+ 0,02 2,2

!Condiciones del pretratamiento acido: Concentracién de acido acético = 0,225 M y tiempo = 2,5 h.
*Valores predichos por el modelo # intervalo de confianza (nivel de confianza del 95%).
*Promedio + intervalo de confianza (nivel de confianza de 95%, n = 3).

Los resultados indican que se pudo modelar los factores evaluados (concentracién del
acido acético y tiempo del pretratamiento) ya que los resultados obtenidos en las
variables respuesta: hidratacién de la piel, masa de licor de pescado y el pH del gel, se
encuentran dentro de los predichos (considerando los intervalos de confianza).
Ademas, los porcentajes de error obtenidos se consideran adecuados cuando se
comparan con los porcentajes de error obtenidos y aceptados (4,76% al 17,68%) en
otras investigaciones que utilizan la metodologia de superficie de respuesta para
realizar optimizaciones (Owolabi et al., 2018; Safari et al., 2018; Unal, 2016).
Solamente se presenté una desviacidon para los valores de la fuerza de gel, que se
puede asociar a los altos valores de pH del gel que se presentaron. Como se menciond
anteriormente la fuerza de gel tiende a aumentar cuando el pH se acerca al valor del

punto isoeléctrico de las proteinas.
5.2.2 Optimizacién de la etapa de extraccion

Se optimizé la etapa de extraccidon respecto a dos factores: el tiempo y la temperatura,
utilizando la metodologia de superficie de respuesta empleando un DCCR. Segun

Kittiphattanabawon et al. (2010), las condiciones de la extraccién de la gelatina,
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especialmente la temperatura y el tiempo de extraccién, deben optimizarse para evitar
la degradacién de las moléculas de gelatina. La optimizacion se realizé en funcién del
rendimiento de extraccion de las proteinas en el licor de pescado, la fuerza y las
temperaturas de gelificacién y fusidon del gel. También se evalué la distribucién de

tamafio de las proteinas extraidas.

Al aplicar el DCCR se obtiene un polinomio de segundo grado, como se observa a

continuacion:
Y = CO + C1X1 + C2X2 + C3X12 + C4X22 + C4X1X2 (13)

El modelo se ajusta a los resultados obtenidos en las variables respuesta (ver Cuadro
XXIl), donde Y representa el valor de la variable dependiente (respuesta), c,
representan los coeficientes de regresion del modelo y X1 y X, el valor de las variables

independientes, en este caso la temperatura y el tiempo de la etapa de extraccion.

Cuadro XXIV. Efecto de la temperatura y del tiempo de la etapa de extraccidon sobre el
rendimiento de extraccidon de proteinas y diferentes caracteristicas evaluadas a un gel
elaborado con estas proteinas (6,67% m/v).

in de::r::iai::atses (X) Variables dependientes (Y)
. Rendimiento de Temperatura

Temperatura | Tiempo iy ps s Temperatura Fuerza

(2C) (h) extratzcmn de gellflc?cmn T, fusion T (2€) F, (@)
proteinas (%) (°C)

62 0,38 10,66 19,81 26,43 589,00
80 4,00 12,00 15,33 22,01 461,39
45 1,00 10,66 18,94 25,45 612,90
80 1,00 12,00 17,82 24,55 543,89
62 2,50 11,33 19,15 25,75 575,42
62 2,50 13,33 19,96 25,15 560,65
62 4,62 14,00 18,58 24,99 620,00
62 2,50 13,33 18,89 25,43 622,11
87 2,50 12,66 13,76 20,91 425,72
45 4,00 12,00 18,59 24,98 666,39
37 2,50 11,33 18,49 25,15 632,85

Los pardmetros de evaluacion: el coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de

determinacion ajustado (R*adj), la probabilidad del modelo (p), la probabilidad de
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falta de ajuste (pr.) y el comportamiento en la gréfica de la distribucion de residuos de
los modelos generados para las diferentes variables respuesta se observan en el

Cuadro XXIV.

Cuadro XXV. Resultados de los andlisis de evaluacion de los modelos de optimizaciéon
de la etapa de extraccidén generados para las diferentes variables respuesta.

. 2 2 Comportamiento
Variables respuesta p P R R"-adj gréfica de residuos

Rendimiento extraccion de .

, 0,2970 | 0,7232 0,62 0,25 Aleatorio
proteinas (%)
Fuerza del gel F,(g) 0,0022 | 0,5157 0,96 0,91 Aleatorio
Temperatura gelificacion T, (°C) | 0,0014 | 0,2543 0,96 0,93 Aleatorio
Temperatura fusion T, (°C) 0,0031 | 0,8683 0,95 0,90 Aleatorio

El modelo para la variable respuesta rendimiento de extraccién de proteinas tiene una
probabilidad del modelo no significativa (p>0,05). Ademas tiene valores de R? y Rz—adj
bajos (<0,7) por lo que se considera que el modelo generado no logra explicar la

variacién de los resultados obtenidos experimentalmente para esta variable.

Los modelos obtenidos para las variables respuesta de la fuerza y las temperaturas de
gelificacion y fusion del gel tienen una probabilidad del modelo significativa (p<0,05).
Todos los modelos tiene R? y Rz—adj mayores a 0,90, y falta de ajuste no significativa
(p>0,05), lo que indica que los modelos pueden describir la variacién de los resultados
experimentales. Segun Soto (2014), valores de R? y Rz—adj similares indican que todos
los términos utilizados en los modelos fueron necesarios para construir los modelos
correctos. Se generaron las ecuaciones de cada modelo considerando los coeficientes

de los parametros que son significativos (p<0,05).

5.2.2.1 Temperaturas de gelificacidn y fusion y fuerza de gel

El tratamiento térmico impartido durante la extraccidn desestabiliza la triple hélice del
colageno, lo que produce la transicion de hélice a espiral y la conversién en gelatina
soluble en agua por el rompimiento de puentes de hidrégeno y los enlaces covalentes

inter e intra moleculares (Gomez-Guillén et al., 2002). Los resultados obtenidos en los
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11 tratamientos muestran valores de temperatura de gelificacion (Tg) entre 13,76 °Cy
19,96 °C, de temperatura de fusién (Ts) entre 20,91 °C y 26, 43 °C y de fuerza de gel
entre 425,72 g y 666,39 g.

Para las temperaturas de gelificacién y fusion, los cuatro coeficientes de regresién
significativos fueron los relacionados con el intercepto, el tiempo (t), la temperatura

(T) y este factor al cuadrado (T3, generando las siguientes ecuaciones cuadraticas:
Tg (°C) = 5,657 - 0,382*t + 0,546*T - 0,005*T* (14)
T¢ (°C) = 15,385 - 0,421*t + 0,430*T - O,OO4*T2 (15)

Para la fuerza de gel (Fg), los cuatro coeficientes de regresion significativos fueron los
relacionados con el intercepto, la temperatura (T), la temperatura al cuadrado (T%) y la
interaccion entre el tiempo y la temperatura (t*T), generando la siguiente ecuacién

cuadratica:
Fg (g) = 472,56 + 8,04*T - O,lO*T2 —0,03*t*T (16)

El tiempo de la extraccion afectd significativamente y en términos lineales
(negativamente) las temperaturas de gelificacion y de fusidon de la gelatina de piel de
atun extraida. La temperatura de extraccion afectd significativamente en términos
lineales (positivamente) y cuadraticos (negativamente) las temperaturas de
gelificacion y de fusidn de la gelatina de piel de atun extraida. En las Figuras 25y 26 se
observa el efecto del tiempo y la temperatura de extraccidon sobre las temperaturas de

gelificacion y fusion.
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Figura 25. Efecto del tiempo y de la temperatura de extraccidon sobre la temperatura
de gelificacién de la gelatina de piel de atun.
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Figura 26. Efecto del tiempo y de la temperatura de extraccion sobre la temperatura
de fusidn de la gelatina de piel de atun.

La temperatura de extraccién afecté significativamente la fuerza del gel de la gelatina
de piel de atun extraida en términos lineales (positivamente) y cuadraticos
(negativamente). El tiempo de la extraccién no tuvo un efecto lineal o cuadratico

significativo sobre la fuerza del gel, pero si presenta interaccion negativa con la
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temperatura de extraccién sobre la fuerza del gel de la gelatina de piel de atun
extraida. En la Figura 27 se observa el efecto del tiempo y la temperatura de

extraccion sobre la fuerza de gel.
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Figura 27. Efecto del tiempo y de la temperatura de extraccién sobre la fuerza del gel
elaborado con la gelatina extraida de la piel de atun.

Segun Kotodziejska et al. (2008), el tiempo y la temperatura de extraccion influyen en
la longitud de las cadenas polipeptidicas formadas vy, por lo tanto, en las propiedades
funcionales de la gelatina. La hidrdlisis de las cadenas de colageno se da por accion de
la temperatura. Al aumentar la temperatura de extraccion de 37 °C a 55 °C se da un
incremento de las temperaturas de gelificacion y fusién. Al haber mas energia se
aumenta la hidrdélisis del colageno, obteniendo una alta proporcién de cadenas a, By
Yy, sin obtener péptidos de bajo peso molecular por una hidrélisis excesiva. Después de
los 55 °C, al aumentar las temperaturas de extraccion, disminuyen las temperaturas de
gelificacion y fusién, producto de una degradacion excesiva de las cadenas de gelatina,
gue se evidencia por la presencia de proteinas de pesos moleculares menores a 100

kDa, mds pronunciados en las extracciones a 80 °Cy 87 °C (ver Figura 28).
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Figura 28. Electroforesis SDS-PAGE de las proteinas obtenidas de la piel de atun para la
optimizacidon de la etapa de extraccion. APM: alto peso molecular; STD: Estandar;
BPM: bajo peso molecular.

Respecto al tiempo de extraccion se observa que, al aumentar, se disminuyen las
temperaturas de gelificacion y fusidon de las gelatinas extraidas, también por el
aumento en la hidrélisis de las proteinas, lo cual queda evidente en la Figura 28, donde
se observa mayor proporcidon de proteinas de bajo peso molecular al aumentar el

tiempo, comparando extracciones a la misma temperatura.

Respecto a la fuerza de gel, el comportamiento respecto al tiempo y la temperatura de
extraccion es similar al de las temperaturas de gelificacion y fusion, aumentando en el
rango de los 37 °C a los 47 °C, y disminuyendo al aumentar mas la temperatura. La
fuerza del gel también se reduce al aumentar el tiempo. Similar resultado obtuvieron

Kaewruang et al. (2013a) en gelatina extraida del pez unicornio “jacket de cuero”
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(Aluterus monoceros). Estos autores reportan que al aumentar la temperatura de
extraccién de 45 °C a 65 °C, aumenta la fuerza del gel y disminuye al aumentar la
temperatura de 65 °C a 75 °C. También se reduce la fuerza del gel al aumentar el
tiempo de extraccion. Los investigadores concluyeron que la variacién se debe a
diferencias en la distribucién del peso molecular y la agregacidn entre las moléculas de

gelatina.

La disminucidn de la fuerza del-. gel por el aumento de la temperatura y el tiempo de
extracciéon se encontré en otros estudios de gelatina de subproductos pesqueros,
Kittiphattanabawon et al. (2010) en piel de tiburén bambd marrdn (Chiloscyllium
punctatum) y de tiburdn punta negra (Carcharhinus limbatus), Kittiphattanabawon et
al. (2016) en piel de pez payazo “featherback” (Chitala ornata), Nagarajan et al. (2012)
en piel de calamar (Loligo formosana), Sinthusamran et al. (2014) en piel de lubina
(Lates calcarifer) y Cho et al. (2006) en piel de raya (Raja kenojei), todos asocian este

comportamiento a una mayor degradacion de las gelatinas.
5.2.2.2 Optimizacion y verificacion de los modelos generados

La fuerza del gel y la temperatura de fusidn son las propiedades mas importantes de la
gelatina, definen su interés comercial y sus potenciales usos (Karim y Bhat, 2009; Lin et
al.,, 2017). Respecto a la gelatina de piel de atun aleta amarilla, Cho et al. (2005)
determinaron que tiene un alto potencial en comparacién con otras gelatinas de
pescado, especialmente por su alta fuerza de gel; sin embargo, se deben mejorar su
temperatura de gelificacion y fusion para que pueda competir con las gelatinas
obtenidas de mamiferos. Por esta razdn se decidié optimizar el tratamiento de

extraccién para obtener las mayores temperaturas de gelificacion y fusion posibles.

La optimizacidn se realizé utilizando la funcién de deseabilidad. Seglin Gutiérrez-Pulido
y de la Vara-Salazar (2008), el procedimiento consiste en definir una funcién en el
espacio de factores que estima la deseabilidad global (DG) del producto en cada punto;

de esta forma, convierte el problema de optimizacidon multivariado en un problema de
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optimizacidn univariado. Si se logra maximizar la deseabilidad de todas las variables se
obtiene un 1, si no se logra se obtendra un valor entre Oy 1. En la Figura 29 se muestra

la representacidn grafica de la deseabilidad.
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Figura 29. Deseabilidad en funcion del tiempo y de la temperatura de extraccién para la
maximizacién de las temperaturas de gelificacidn y fusidén de la gelatina extraida de la piel de
atun.

El punto éptimo que arrojé el modeld fue de un tiempo de extraccion 0,38 h y una
temperatura de extraccion 54,0 °C, para una deseabilidad de 0,97. Para verificar el
resultado de la funcidon de deseabilidad, se realizaron 3 repeticiones experimentales
con las condiciones dptimas de la etapa de extraccion, con el fin de comparar los
resultados obtenidos respecto a los resultados predichos por los modelos para las
variables respuesta temperaturas de gelificacion y fusion y fuerza de un gel elaborado

con el extracto proteico liofilizado.

En el Cuadro XXV se muestran los valores de las variables respuesta predichas por los
modelos, los valores obtenidos experimentalmente a nivel de laboratorio y el

porcentaje de error asociado, para las condiciones dptimas de la etapa de extraccion.
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Cuadro XXVI. Valores de las variables respuesta predichas y obtenidas para las
condiciones dptimas de la etapa del pretratamiento acido en la extraccién del licor de
pescado a nivel de laboratorio® y el porcentaje de error obtenido.

Variables respuesta Valor , Valor \ Porcentaje de
predicho obtenido error (%)
Fuerza del gel F,(g) 599 + 27 558 + 42 6,8
Temperatura gelificacion T, (°C) 201 19,0+x04 6,9
Temperatura fusion T; (°C) 26,7 £0,8 25,6 £0,3 4,1

'Condiciones de la etapa de extraccion: Temperatura = 54 °Cy tiempo = 2,5 h.

*Valores predichos por el modelo * intervalo de confianza (nivel de confianza del 95%).
*Promedio t intervalo de confianza (nivel de confianza de 95%, n = 3).

Los resultados experimentales se encontraron dentro de los intervalos de los valores
predichos por los modelos generados. Ademas, los porcentajes de error obtenidos se
consideran adecuados, cuando se comparan con los porcentajes de error obtenidos y
aceptados (4,76% al 17,68%) en otras investigaciones que utilizan la metodologia de
superficie de respuesta para realizar optimizaciones (Owolabi et al., 2018; Safari et al.,
2018; Unal, 2016). Esto indica que se pudo modelar y optimizar los factores evaluados

(temperatura y tiempo de la etapa de extraccién).

Otros estudios en gelatina de piel de atun aleta amarilla presentaron similares
temperaturas de gelificacion o menores, Ninan et al. (2013) (18,80 °C + 0,14 °C), Yoo et
al. (2008) (18,8 °C) y Cho et al. (2005) (18,7 °C); y menores temperaturas de fusién
Pranoto et al. (2011) (20,33 °C + 0,14 °C), Yoo et al. (2008) (24,0 °C) y Cho et al. (2005)
(24,3 °C). Otros estudios obtuvieron temperaturas de fusién mayores: Ninan et al.
(2013) (29,27 °C + 0,06 °C), Karayannakidis et al. (2014) (28,4 °C) y Karayannakidis y
Zotos (2015) (26,9 °C £ 0,2 °C). Estos estudios también midieron la fuerza de gel de las
gelatinas obtenidas, pero las dimensiones del gel y la temperatura a la que realizaron
las mediciones son diferentes a las de este estudio, lo que hace que los resultados no

sean comparables.
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5.3 Escalamiento, a nivel piloto, del proceso de extraccion de proteinas para

obtener el licor de pescado que se procesara con las membranas

El escalamiento se entiende generalmente como el procedimiento de transferencia de
los resultados de la investigacion y de desarrollos obtenidos a escala de laboratorio a
escala de planta piloto y finalmente a la escala de produccidn (Levin, 2016). Definidas
las condiciones 6ptimas del proceso de extraccion del licor de pescado a escala de
laboratorio, se procedié a escalar el proceso a nivel de planta piloto para poder
producir la cantidad de licor de pescado que permitiera realizar un fraccionamiento en
serie utilizando 4 membranas. Segun Mittal (2017), el escalamiento del proceso es
clave para demostrar la capacidad de produccién e implica trasladar un producto de

investigacion y desarrollo a una produccién mayor.

Segln las operaciones unitarias definidas a nivel de laboratorio, se seleccionaron los
equipos de planta piloto que permitian realizar un proceso similar. Sin embargo, al no
ser equipos que tienen las mismas dimensiones y los mismos principios de
funcionamiento, el proceso varia y esto podria afectar las caracteristicas del producto
final. Se debe conocer el proceso para identificar y entender las fuentes de
variabilidad, administrar la variabilidad del proceso y predecir su impacto en el
producto. Durante el escalamiento, el disefio de los equipos tiene un impacto
importante (Parikh, 2017). La evaluacion del escalamiento se realizé respecto a tres
componentes: los rendimientos de las diferentes etapas de proceso, la composicién de
la materia prima, el producto final y los subproductos, y las propiedades de gelificaciéon

de la gelatina extraida.

5.3.1 Comparacién de los rendimientos de las diferentes etapas y de la composicién

de las salidas del proceso de extraccion de licor de pescado.

Se realizaron los procesos a escala de laboratorio y planta piloto, por triplicado,
siguiendo las condiciones de proceso vy utilizando los equipos que se detallan en las

Figuras 16 y 17. Se calcularon los rendimientos de las diferentes etapas del proceso,
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respecto a la masa de piel inicial. Los resultados se observan en el Cuadro XXVI.

Ademas, se tomaron muestras de la piel, los subproductos y los licores de pescado

obtenidos y se analizé su composicidn. Los resultados se observan en el Cuadro XXVII.

Cuadro XXVII. Rendimientos de cada etapa del proceso de extraccién de licor de
pescado segln la escala aplicada.

Rendimiento (%)

Escal P i L L . . ..
scala retr?t?mlento avado avado Lavado 3 | Extraccion |Centrifugacion
acido 1 2
Laboratorio 175+ 10 174 +10 | 183 +11 196 + 15a 447 + 33 434 + 353
Z;Ttia 164 + 10 161+7 | 170+1 | 168+10b | 409+14 | 361+9b

"Valores reportados como promedio * intervalo de confianza (n=3, nivel de confianza del 95%).
’Promedios en la misma columna con una letra diferente son significativamente diferentes (p <0,05).

Cuadro XXVIII. Contenido de humedad, proteina, grasa, ceniza y pH de la piel de atun,
el licor de pescado y los subproductos del proceso de extraccidn de licor de pescado a

escala de laboratorio y de planta piloto.

Humedad™

Pro

1,2
teina

1,2
Grasa

.__12
Ceniza™

H1,Z,3
Fracci6n (g/100g) (g /100g) (g /100g) (g /100g) P
L PP L PP L PP L PP L PP
piel 60,8 + 25,8 + 3,54+ 3,54 59+ 591+
+ + + +
inicial >8+3 0,7 285 0,9 61 Sl 0,5 0,7 0,1 0,07
Solucion | 99,0+ | 99,6+ 0,6+ 0,7+ 0,1+ 0,02+ | 027+ | 0,26% 4,5+ 4,6+
dcida 0,1 0,2 0,2 0,1 0,04 0,07 0,02 0,1 0,2
Aguade | 99,65+ | 99,6+ 03+ 0,4+ 0,00+ | 0,00+ | 007+ | 011+ | 457+ 46+
lavado1 | 0,09 0,1 0,1 0,1 0,01 0,01 0,07 0,03 0,07 0,1
Aguade | 99,89+ | 99,87+ | 0,10+ 02+ | 001+ | 01¢ 0,02+ | 005+ | 457+ 48+
lavado 2 | 0,03 0,06 0,01 0,1 0,02 0,1 0,02 0,00 0,06b 0,1a
Aguade | 99,93+ | 99,93+ | 0,09+ 0,1+ 0,2+ 0,1 0,02+ | 0,02+ | 457% 4,8+
lavado3 | 0,06 0,02 0,04 0,1 0,04 0,1 0,01 0,01 0,09b 0,1a
Piel 2,5+ 5,47 + 5,65+
+ + + + + + +
final 73+5 | 67+2 | 15+4b | 23+3a | 3#1 5+1 3+2 07 0.08b 0073
0,7+ 0,01+ 50¢
+ +
Lodos 98 +2 NA 2+2 NA 07 NA 0.01 NA 0.
Licor de 0,01+ | 005+ | 002+ | 0,03% 4,9+ 51+
+ + + +
pescado 9l ) 991 1x1 3+2 0,03 0,05 0,01 0,01 0,2 0,2

'Valores reportados como promedio * intervalo de confianza (n=3, nivel de confianza del 95%).

’L: Laboratorio, PP: Planta piloto, NA: No aplica.

* Promedios de cada tratamiento con una letra diferente son significativamente diferentes (p <0,05).

Los principales cambios que se presentaron al escalar el proceso de extraccién de licor

de pescado de la piel de atun se relacionan con los equipos utilizados y los tiempos de

separacion. Especificamente en las etapas del pretratamiento acido, los lavados y la

extraccion se utilizé una marmita y se realizé una agitaciéon manual con un agitador
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tipo paleta. Segun Scott et al. (2017), las operaciones de transferencia de calor y de
mezclado, muy comunes en procesos alimentarios, dependen en gran medida de la
relacion entre el area de contacto y el volumen. Esta relacién normalmente cambia en
el escalamiento y este cambio provoca que se den diferencias en la mezcla de los
productos y la transferencia de calor, en mayor medida en materiales sensibles a la
temperatura y dificiles de mezclar. Sin embargo, la composicién de los subproductos
de estas etapas de proceso y sus rendimientos, a excepcidon de la piel final y los lavados

2y 3, no presentan diferencias significativas segun la escala de extraccion.

Las diferencias entre el pH de las aguas de lavado 2 y 3 y del rendimiento de la etapa
del lavado 3 se pueden deber al equipo utilizado (coladores en serie) y el tiempo de
separacion de la piel, de la solucidn acida, de las aguas de lavado y del licor de pescado
a escala de planta piloto. El tamafio de los coladores y el volumen a separar provocé
que estas filtraciones tomaran entre 40 y 55 minutos, mientras a nivel de laboratorio
solo tomaron 5 minutos. Este aumento de tiempo pudo provocar un aumento en el
lavado del acido en el primer proceso que se ve reflejado en un pH mayor en las aguas
de los lavados 2 y 3. Como se menciond en el objetivo anterior, un aumento en el pH
de la piel hidratada hace que se acerque mas al punto isoeléctrico de las proteinas,
provocando una menor hidratacién y, por lo tanto, un rendimiento del lavado 3
menor. La diferencia en el contenido de proteina de la piel final se puede deber a la
variabilidad del producto, que puede dificultar la toma de muestras representativas.
Segun Mittal (2017), los problemas del escalamiento normalmente se deben a los
aumentos del lote, la complejidad del diseiio de los equipos y a los incrementos de los

tiempos de proceso.

Otro cambio importante durante el escalamiento fue el equipo utilizado para la
separacion de los sélidos insolubles en suspensién por centrifugacion. A nivel de planta
piloto se utilizé una clarificadora centrifuga (Westfalia Separador, modelo AG Oelde,
Alemania), que funciona bajo el mismo principio que el equipo de laboratorio

(separacién por diferencias de densidad). Sin embargo, este equipo almacena los



95

sélidos en su interior y mantiene un volumen muerto de licor de pescado, que no se
puede recuperar y se considera parte del subproducto denominado lodos. Esto hace
que el rendimiento del proceso de centrifugacién del licor de pescado sea
significativamente menor a nivel de escala piloto. También se espera que su
composicidn varie respecto a los lodos obtenidos a nivel de laboratorio, pero la masa
obtenida en el laboratorio fue muy pequefia, lo que no permitid analizar su

composicion.

5.3.2 Comparacion de las propiedades de gelificacion de las gelatinas obtenidas.

Con el fin de evaluar el efecto de las diferencias de los procesos segun la escala,
mencionadas en la seccién 5.3.1, sobre las propiedades de gelificacion de las gelatinas
obtenidas, se liofilizé una fraccion de los licores de pescado obtenidos y se prepararon
geles al 6,67% (m/v). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 30. Ademas,
se evalud la distribucién de tamafio de las proteinas extraidas en cada réplica, segun

la escala del proceso. Los resultados se muestran en la Figura 31.

Segun Levin (2016), se pueden encontrar numerosos problemas en el escalamiento,
gue pueden producir cambios en la calidad del producto; es por esto que el
escalamiento debe ser parte importante del desarrollo. En la Figura 30 se observa
cdmo no hay diferencias significativas entre la fuerza de gel y la temperatura de fusién
de las gelatinas extraidas a diferentes escalas. Sélo se obtiene una diferencia
significativa en la temperatura de gelificacion donde se presenta una temperatura
ligeramente menor (0,8 °C) en la gelatina obtenida a escala de planta piloto. Estos
resultados indican que, a pesar de las diferencias en dimensiones y caracteristicas de
los equipos utilizados y del aumento en los tiempos de separacion a escala de planta
piloto, las propiedades de gelificacion no se ven afectadas o se afectan levemente,
manteniendo la calidad de la gelatina producida bajo las condiciones dptimas

definidas a nivel de laboratorio.
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Figura 30. Evaluacion del efecto de la escala del proceso sobre la fuerza de gel y temperaturas
de gelificacidn y fusion de las gelatinas obtenidas (barras indican intervalo de confianza al 95%,
n = 3). Barras con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 31. Electroforesis SDS-PAGE de las proteinas obtenidas de la piel de atin segun
la escala del proceso (L: laboratorio, PP: Planta piloto). APM: alto peso molecular; STD:
Estandar; BPM: bajo peso molecular.
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Al observar la distribucién de tamafo de las proteinas en la Figura 31, se obtiene que
las proteinas extraidas a escala de planta piloto tienen una proporcién de proteinas de
bajo peso molecular mayor respecto a las proteinas extraidas a nivel de laboratorio.
La mayor proporcién de proteinas de bajo peso molecular se debe al mayor tiempo de
contacto con el agua caliente en el proceso de separacion del licor de pescado y la piel
final. Al ser mayor que el tiempo que dura la separacién a escala de laboratorio,
produce una mayor hidrélisis de las proteinas y, por lo tanto, pesos moleculares
menores; sin embargo, parece no ser una hidrélisis que afecte las propiedades de

gelificacion.

La variabilidad se debe a la mayor complejidad del proceso de extraccion en la planta
piloto. Esta variabilidad hace que los resultados de las propiedades de gelificaciéon, en
especial en la fuerza de gel, tengan un intervalo de confianza mayor respecto al
obtenido en las proteinas extraidas en el laboratorio, lo que dificulta detectar
diferencias entre los procesos. Segun Scott et al. (2017), los alimentos son una mezcla
compleja de sistemas quimicos y fisicos que interactian. A medida que los sistemas
crecen, las formas en que funcionan pueden cambiar y, por lo tanto, el escalamiento

de procesos no es sencillo y puede requerir multiples intentos de prueba vy error.

5.4 Evaluacion de diferentes tecnologias de membrana para el

fraccionamiento de proteinas extraidas del licor de pescado

Las separaciones por membranas son técnicas Utiles para extraer, concentrar, purificar
o fraccionar moléculas marinas valiosas de efluentes, desechos o subproductos de la
industria pesquera (Afonso y Bdorquez, 2002; Bourseau et al., 2009). El desarrollo de
técnicas para la recuperacion y la utilizacion de proteinas de subproductos animales ha
ganado considerable interés en los Ultimos afios. Sin embargo, solo unos pocos autores
investigaron las propiedades tecnofuncionales de los extractos obtenidos (Darine et

al.,, 2010).



98

Las propiedades de gelificacién de las gelatinas dependen, entre otros factores, del
peso molecular de las cadenas proteicas que las componen (Haug et al., 2004; Karim y
Bhat, 2009; Kim et al., 2013). Por esta razén se planted realizar un fraccionamiento de
las proteinas del licor de piel de atun, utilizando membranas de MF y UF, para obtener
fracciones con caracteristicas de gelificacion diferenciadas de acuerdo con las

distribuciones de peso molecular obtenidas.

Segun Simon et al. (2002), un beneficio potencial del proceso de UF es el
estrechamiento de la distribucion de masa molecular de la gelatina de pescado para
mejorar las propiedades tecnoldgicas y gelificantes (temperaturas de gelificaciéon y
fusién, viscoelasticidad en gel). Sin embargo, a pesar de que la literatura cientifica
reporta estos beneficios asociados con el uso de la UF, no se han reportado cambios en
las propiedades reolégicas por efecto de la adaptacion del sistema de UF al proceso

productivo de gelatina (Serna-Cock et al., 2010).

Cherkasov y Polotsky (1996), Saxena et al. (2009) y van Reis et al. (2000) indican que la
filtracion de flujo tangencial convencional se ha limitado tradicionalmente a Ia
separacion de solutos que difieren en aproximadamente diez veces su tamafio o mas.
Segln van Reis et al. (2000), esta limitacidén se debe a las distribuciones de tamafio de
poro amplio, la polarizacién y el colmatado de la membrana y las interacciones
proteina-proteina. En la Figura 31 de la seccidon 5.3.2 se observa que las proteinas
extraidas en el licor de pescado a nivel de planta piloto tienen pesos moleculares entre
266 kDa y 92 kDa, donde las moléculas mas grandes representan 2,9 veces el tamafo
de las moléculas mds pequefias. Por esta razén, se decidid realizar una hidrdlisis
enzimatica leve al licor de pescado, con el objetivo de ampliar la distribucion de

tamafio de las proteinas de la gelatina, manteniendo su capacidad de gelificar.

5.4.1 Tratamiento enzimdtico del licor de pescado

Para definir el tratamiento enzimatico del licor de pescado se realizaron pruebas

preliminares a nivel de planta piloto, utilizando la mitad de la concentracion de enzima
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sugerida por el proveedor para la hidrélisis de subproductos de pescado. Sin embargo,
al momento de realizar las filtraciones se detectd que la mayoria de las fracciones
obtenidas perdieron su capacidad de gelificar a temperaturas de refrigeracion. Por esta
razon se decidié definir el tratamiento enzimatico respecto a dos factores: el tiempo y
la concentracién de enzima, a escala de laboratorio, utilizando la metodologia de
superficie de respuesta empleando un DCCR. Las variables respuesta fueron la fuerza
del gel y las temperaturas de gelificacidon y fusiéon de la gelatina obtenida de cada

tratamiento. También se evalud la distribucion de tamafio de las proteinas extraidas.

Al aplicar el DCCR se obtiene un polinomio de segundo grado, como se observa a

continuacion:

Y - Co + C1X1 + C2X2 + C3X12 + C4X22 + C4X1X2 (17)

El modelo se ajusta a los resultados obtenidos en las variables respuesta (ver Cuadro
XXVIIl), donde Y representa el valor de la variable dependiente (respuesta), c,
representa los coeficientes de regresion del modelo, y X; y X, el valor de las variables

independientes (concentracién de la enzima y tiempo del tratamiento enzimatico).

El coeficiente de determinacion (RZ) y el coeficiente de determinacién ajustado (Rz—
adj), la probabilidad del modelo (p), la probabilidad de falta de ajuste (pr) vy el
comportamiento en la grafica de la distribucion de residuos de los modelos generados

para las diferentes variables respuesta se observan en el Cuadro XXIX.

Cuadro XXIX. Efecto de la concentracion de enzima y el tiempo del tratamiento sobre
diferentes caracteristicas evaluadas a un gel elaborado con las proteinas obtenidas.

Variables independientes (X) Variables dependientes (Y)
Concentracion de Tiempo Fuerza F, (g) Temperatura Temperatura
enzima (uL/kg) (min) & gelificacion T, (°C) fusion T; (°C)
11 13 265,47 11,88 19,28
38 30 349,43 12,35 19,73
64 13 31,89 4,86 12,56
38 10 264,58 11,31 18,92
38 20 291,89 12,00 19,42
11 27 204,54 11,22 18,85
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Cuadro XXVII (continuacion). Efecto de la concentracidon de enzima y el tiempo del
tratamiento sobre diferentes caracteristicas evaluadas a un gel elaborado con las
proteinas obtenidas.

Variables independientes (X) Variables dependientes (Y)
Concentracion de Tiempo Fuerza F, (g) Temperatura Temperatura
enzima (uL/kg) (min) & gelificacion T, (°C) fusion T; (°C)
64 27 213,67 11,24 18,84
38 20 164,79 10,52 18,15
0 20 479,05 14,78 22,13
75 20 78,55 8,14 15,63
38 20 243,62 11,61 19,32

Cuadro XXX. Resultados de los analisis de evaluacidon de los modelos obtenidos en el
tratamiento enzimatico del licor de pescado para las diferentes variables respuesta.

Comportamiento

. 2 2 .
Variables respuesta P Pt R R*-adj gréfica de residuos
Fuerza del gel F,(g) 0,2254 | 0,2403 0,67 0,34 Aleatorio
Temperatura gelificacion T, (°C) 0,0575 | 0,1518 0,82 0,65 Aleatorio
Temperatura fusion T, (°C) 0,0589 | 0,1353 0,82 0,44 Aleatorio

Los modelos para las variables respuesta fuerza de gel y temperaturas de gelificacion y
fusién del gel tienen un probabilidad del modelo no significativa (p>0,05). La fuerza de
gel tiene valores de R? y R%-adj bajos (<0,7) y las temperaturas de gelificacién y fusion,
aunque tienen valores de R? aceptables (>0,8), presentan valores de R*-adj bajos (<0,7)
por lo que se considera que los modelos generados no logran explicar la variacién de

los resultados obtenidos experimentalmente.

El tratamiento enzimatico se realizé utilizando la enzima Novo-ProD®, producida por la
empresa Novozymes®, cuya actividad de hidrdlisis se debe a una serina endoproteasa
(Subtilisina), que hidroliza enlaces peptidicos internos. En la Figura 32 se muestran los
tamarfios de las proteinas obtenidas y su distribucion segun el tratamiento realizado. Se
observa que en los tratamientos donde se utilizé la enzima se hidrolizan totalmente las
cadenas y y B y parcialmente las cadenas a, obteniéndose un tamafio promedio menor

de las proteinas pero una distribucidon de tamafios mayor.
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Figura 32. Electroforesis SDS-PAGE de las proteinas obtenidas del licor de piel de atun
para la evaluacion del tratamiento enzimatico del licor. STD: Estandar.

Se destaca que en el tratamiento 9 se presenta el mayor tamano de proteinas al
aplicarse un tratamiento sin enzima, obteniendo los valores puntuales mas altos en las
tres variables respuesta. En el caso de los tratamientos 3 y 10 se observan los tamafios
de particulas mas pequefios. En estos tratamientos se utilizaron las mayores
concentraciones de enzima, provocando una mayor hidrélisis y obteniendo valores
menores en las tres variables respuesta. Segun Haug et al. (2004), Karim y Bhat (2009)
y Kim et al. (2013), existe una correlacion entre las propiedades de gelificacion y el
tamafio de las proteinas de la gelatina, obteniéndose valores mas altos de estas
propiedades al tener mayores tamafios de las proteinas, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos. En el tratamiento 7 se utilizé una concentracion de enzima alta;

sin embargo, no se observd una mayor hidrélisis de proteinas respecto a los
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tratamientos donde se utilizaron menores concentraciones de enzima, lo cual se puede

deber a la variabilidad del proceso.

Tomando en cuenta los resultados de la fuerza de gel y de las temperaturas de
gelificacion y fusion, se decidié utilizar el tratamiento enzimatico definido en el punto
central del disefio experimental (20 min y 38 uL de enzima/ kg de licor), donde se
obtiene una relacién de tamafos entre las proteinas de mayor tamafio y las de menor
tamafio de 8,3 en promedio. La hidrdlisis total de las cadenas de gelatina y y B no
permitieron obtener relaciones de tamafio mayores a 10, minimo necesario para
separar proteinas utilizando filtracién tangencial convencional, segin Cherkasov y
Polotsky (1996), Saxena et al. (2009) y van Reis et al. (2000). Sin embargo, se aumenté
la relacion de tamafios respecto al valor obtenido en el licor de pescado producido a

nivel de planta piloto (2,9), manteniendo su capacidad de gelificar.

5.4.2 Fraccionamiento de las proteinas del licor de pescado

Segun Abején et al. (2016), la recuperacién de compuestos quimicos de subproductos
de procesamiento de pescado tiene una gran potencialidad, pero se deben proponer
procesos de separacidon adecuados. Ademas, los autores indican que la aplicacién de
UF y NF en cascada (en serie) pueden utilizarse para separar las fracciones proteicas de
una mezcla muy compleja obtenida después de la hidrdlisis enzimatica de
subproductos de atun. Para el fraccionamiento de las proteinas del licor de pescado se
utilizaron 4 membranas en serie (0,8 um, 100 nm, 50 nm y 20 nm). A continuacion se
analizard el efecto de cada membrana sobre las propiedades de gelificacion de las
proteinas y su productividad y posteriormente se evaluara el efecto del proceso en

serie completo.
5.4.2.1 Fraccionamiento con la membrana de 0,8 um

La membrana de 0,8 um de tamafo promedio de poro esta dentro del rango de las

tecnologias de membrana de microfiltracién, de 0,1 a 10 um (Tewari, 2015). Se utilizé
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como una prefiltracion con el objetivo de remover particulas de grasa o sélidos
insolubles en suspensidén que no se lograron separar en la etapa de centrifugacién. La
MF se utiliza para clarificar lodos o remover particulas suspendidas (Afonso y Bérquez,
2002; Cheryan, 2006; Kuca y Szaniawska, 2009). Las filtraciones se realizaron a una
temperatura de 60 °C vy la presidon transmembranaria se mantuvo entre 0,7 y 1,0 bar,
temperaturas y presiones normales para los procesos de MF, segin Saravacos y
Maroulis (2003). En la Figura 33 se observan los flujos de permeado obtenidos

respecto al FRV en las 3 repeticiones realizadas.

Se observa cémo al inicio del proceso los flujos de permeados son altos (mayores a
1000 kg/hmz, fluctian hasta alcanzar un FRV de aproximadamente 8,25, donde se
obtiene un flujo de permeado de 1274 + 64 kg/hm” y un rendimiento de permeado del
88%. Segun Cheryan (1998), para la MF y UF se presenta un efecto directamente
proporcional y lineal entre la presion y el flujo de permeado en un rango especifico de

presién que se conoce como la region de presion controlada.
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Figura 33. Flujo de permeado respecto al FRV en la microfiltracién de licor de pescado
en una membrana de 0,8 um (Temperatura: 60 °C; Py,: 0,7-1,0 bar).

En el cuadro XXX se observa el efecto de la MF, utilizando la membrana de 0,8 um,

sobre las propiedades gelificantes de las proteinas del licor de pescado, donde no se
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presentan diferencias significativas entre los tratamientos. En la Figura 34 se observa la

distribucién de tamano de las gelatinas de los diferentes tratamientos.

Cuadro XXXI. Propiedades gelificantes de las gelatinas del licor de alimentacién, el
retenido y el permeado en el proceso de MF utilizando una membrana de 0,8 um de

diametro de poro.

Tratamiento

Fuerza del gel (g)*

Temperatura de
gelificacion (°C)*!

Temperatura de
fusion (°C)*

Alimentacion 228 +130 11+1 19+1
Retenido 242 £ 93 11+1 19+1
Permeado 237 £ 100 11+£1 18,6 £+ 0,9

"Valores reportados como promedio * intervalo de confianza (n=3, nivel de confianza del 95%).

Repeticién 1

Repeticién 2

Repeticién 3

Figura 34. Electroforesis SDS-PAGE de las gelatinas del licor de alimentacién (A), del
retenido (R) y del permeado (P) en el proceso de MF utilizando una membrana de 0,8
pm de didmetro de poro. STD: Estandar.

El tamafio del poro de la membrana utilizada permite que pasen todas las fracciones

proteicas; por lo tanto, no se presentan cambios en la distribucion de tamafios de las

proteinas. Como se menciond anteriormente, el tamafo de las proteinas de la gelatina
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influye en sus propiedades de gelificacion. Segun se observa en la Figura 34, los
tratamientos tienen una distribucién de tamafios similar, lo que explica que no se

encontraran diferencias en las propiedades gelificantes de las tres corrientes.

5.4.2.2 Fraccionamiento con la membrana de 100 nm

La membrana de 100 nm de tamafio promedio de poro esta en el limite entre la MF y
la UF. En este caso se utilizd con el fin de fraccionar las proteinas de mayor tamaiio,
funciéon propia de la UF. Segun Cheryan (2006) y Kuca y Szaniawska (2009), la UF se
utiliza para separar moléculas de alto peso molecular de otras de menor tamaiio, y
para concentrar proteinas. Tewari (2015) indica que la UF puede retener moléculas
con tamainos moleculares dentro del rango de los 500 kDa a los 300 Da, mientras
Saravacos y Maroulis (2003) indican un rango mds estrecho (2 a 300 kDa). Las
filtraciones se realizaron a una temperatura de 60 °Cy la presién transmembranaria se
mantuvo entre 1,2 y 1,4 bar. En la Figura 35 se observan los flujos de permeado

obtenidos respecto al FRV en las 3 repeticiones realizadas.
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Figura 35. Flujo de permeado respecto al FRV en la ultrafiltracion de licor de pescado
en una membrana de 100 nm (Temperatura: 60 °C; Pyy: 1,2-1,4 bar).

Se observa que al inicio del proceso los flujos de permeados son altos, reduciéndose

rapidamente y pasando por un periodo de fluctuaciones hasta alcanzar un FRV de 3;
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posteriormente se estabilizan, manteniendo una leve disminucién hasta alcanzar un
FRV de aproximadamente 7,5, donde se obtiene un flujo de permeado de 122 + 24
kg/hm? y un rendimiento de permeado del 87%. Este comportamiento coincide con lo
expuesto por Girard et al. (2000), Costa et al. (2018) y Crowley et al. (2015), que
indican que se presentan 3 fases: la primera donde se presenta una disminucion del
flujo, la segunda donde se producen fluctuaciones del flujo y la tercera donde se
estabiliza el flujo, reduciéndose de manera logaritmica. La reduccién del flujo se da por
los fendmenos de polarizacién y colmataje de la membrana que aumentan la
resistencia al flujo (Costa et al., 2018; Dind Afonso et al., 2004; Saravacos y Maroulis,

2003).

En el Cuadro XXXI| se observa el efecto de la UF, utilizando la membrana de 100 nm,
sobre las propiedades gelificantes de las proteinas del licor de pescado. Se destaca que
tanto el licor retenido y como el permeado no presentan diferencias significativas
respecto al licor de alimentacidn, pero si son significativamente diferentes entre ellos.

En la Figura 36 se observa la distribucion de tamafio de los licores obtenidos.

Cuadro XXXII. Propiedades gelificantes de las gelatinas del licor de alimentacién, el
retenido y el permeado en el proceso de UF utilizando una membrana de 100 nm de
diametro de poro.

Tratamiento

Fuerza del gel (g)*

Temperatura de
gelificacién (°C)?

Temperatura de
fusion (°C) -2

Alimentacion 237 + 100ab 11+ 1ab 18,6 £ 0,9ab
Retenido 440 £+ 130a 12,7 £0,7a 19,9+0,7a
Permeado 163 +72b 10+ 1b 17 +1b

! valores reportados como promedio * intervalo de confianza (n=3, nivel de confianza del 95%).

’> Promedios con una letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p <0,05).

La diferencia que se presenta entre las propiedades de gelificacién se debe a la
retencidn parcial de las proteinas de mayor peso molecular que se evidencian en la
Figura 36, donde se presenta una mayor densidad de proteinas con pesos moleculares
mayores a los 50 kDa en el licor retenido respecto al permeado en las tres

repeticiones. El tamafio de estas moléculas es menor al de los poros de la membrana;
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sin embargo, los fendmenos de polarizacion y colmataje producen una capa en la
superficie de la membrana que cambia su selectividad inicial, permitiendo que se
retengan proteinas de menor tamano que el didmetro de poro promedio. Segun
Tewari (2015) y van Reis et al. (2000), la polarizacion y el colmatado afectan el flujo de

permeado v la selectividad de la membrana.

Repeticién 1 Repeticién 2 Repeticién 3

: R LA R P
” )‘ l 1

Figura 36. Electroforesis SDS-PAGE de las gelatinas del licor de alimentacién (A), del
retenido (R) y del permeado (P) en el proceso de UF utilizando una membrana de 100
nm de diametro de poro. STD: Estandar.
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5.4.2.3 Fraccionamiento con la membrana de 50 nm.

La membrana de 50 nm de tamafio promedio de poro corresponde a la UF. Se utilizé
con el objetivo de fraccionar las proteinas que permearon a través de la membrana de
100 nm. Tewari (2015) indica que la UF presenta tamafios de poro entre los 1000 A
(100 nm) y los 20 A (2 nm). Las filtraciones se realizaron a una temperatura de 60 °Cy

la presién transmembranaria se mantuvo entre 1,2 y 1,4 bar. En la Figura 37 se
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observan los flujos de permeado obtenidos respecto al FRV en las 3 repeticiones

realizadas.
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Figura 37. Flujo de permeado respecto al FRV en la ultrafiltracion de licor de pescado
en una membrana de 50 nm (Temperatura: 60 °C; Pyy: 1,2-1,4 bar).

Se observa un comportamiento similar al obtenido con la membrana de 100 nm. Al
inicio del proceso los flujos de permeados son altos, reduciéndose rapidamente hasta
alcanzar un FRV aproximado de 1,5 y pasando por un periodo de fluctuaciones hasta
alcanzar un FRV de 2,5. Posteriormente se estabilizan, manteniendo una leve
disminucion hasta alcanzar un FRV de aproximadamente 6, donde se obtiene un flujo
de permeado de 93 + 14 kg/hm® y un rendimiento de permeado del 83%. Este
comportamiento coincide con lo expuesto por Girard et al. (2000) y Crowley et al.

(2015).

En el Cuadro XXXIl se observa el efecto de la UF, utilizando la membrana de 50 nm,
sobre las propiedades gelificantes de las proteinas del licor de pescado. En la fuerza de
gel y la temperatura de gelificacion se presenta el mismo comportamiento que se
observé en con la membrana de 100 nm, el retenido es significativamente mayor que
el permeado, pero ninguno es significativamente diferente al licor de alimentacion. En

el caso de la temperatura de fusion no se presentaron diferencias entre los 3



109

tratamientos (p = 0,077). En la Figura 38 se observa la distribucion de tamafios de los

tres licores.

Cuadro XXXIIl. Propiedades gelificantes de las gelatinas del licor de alimentacion, el
retenido y el permeado en el proceso de UF utilizando una membrana de 50 nm de

diametro de poro.

Tratamiento

Fuerza del gel (g)?

Temperatura de
gelificacion (°C) 2

Temperatura de
fusién (°C)

Alimentacion 163 £ 72ab 10 £ 1ab 17+1
Retenido 326 + 89a 12 + 1a 19+1
Permeado 119+ 62b 9+1b 17+1

" valores reportados como promedio t intervalo de confianza (n=3, nivel de confianza del 95%).
? promedios con una letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p <0,05).

Repeticién 1

A R

Repeticién 2

Repeticién 3

Figura 38. Electroforesis SDS-PAGE de las gelatinas del licor de alimentacion (A), del
retenido (R) y del permeado (P) en el proceso de UF, utilizando una membrana de 50
nm de diametro de poro. STD: Estandar.
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Las diferencias que se presentan entre la fuerza del gel y la temperatura de gelificacidn
del licor retenido y del permeado se deben a la retencion parcial de las proteinas de
mayor peso molecular que se evidencia en la Figura 38, donde se presenta una mayor
densidad de proteinas con pesos moleculares mayores a los 50 kDa en el licor respecto
al permeado en la tres repeticiones, mas evidente en la proteinas con pesos
moleculares mayores a 75 kDa. Haug et al. (2004), Karim y Bhat (2009) y Kim et al.
(2013) indican que existe una correlacion entre las propiedades de gelificacién y el
tamafio de las proteinas de la gelatina, obteniéndose valores mas altos de estas
propiedades al tener mayores tamafios las gelatinas, lo cual concuerda con los

resultados obtenidos.

5.4.2.4 Fraccionamiento con la membrana de 20 nm

La membrana de 20 nm de tamafio promedio de poro se utilizé con el objetivo de
fraccionar las proteinas con tamafios mayores a los 100 kDa. Las filtraciones se
realizaron a una temperatura de 60 °C y la presidn transmembranaria se mantuvo
entre 1,6 y 1,8 bar, presion mayor a la utilizada con las membranas de 0,8 um, 100 nm
y 50 nm. Esto se debe al aumento en la resistencia mecanica de la membrana, por un
menor didmetro del poro, que genera una mayor presion transmembranaria al utilizar
el mismo sistema de bombeo. A menor didmetro de poro es necesaria una presion

transmembranaria mayor para producir el flujo de permeado.

En la Figura 39 se observan los flujos de permeado obtenidos respecto al FRV en las 3
repeticiones realizadas. Se produce una reduccién rdpida hasta alcanzar un FRV
aproximado de 1,5, pasando por un periodo de fluctuaciones hasta alcanzar un FRV de
1,75; posteriormente se estabilizan, manteniendo una disminucién hasta alcanzar un
FRV de aproximadamente 3,25, donde se obtiene un flujo de permeado de 29 + 12
kg/hm2 y un rendimiento de permeado del 70%. El bajo flujo de permeado respecto a

los presentados con las membranas de 100 nm y 50 nm se debe al aumento en la
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resistencia mecanica por trabajar con poros de menor diametro y a la polarizacion y el

colmataje de la membrana.
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Figura 39. Flujo de permeado respecto al FRV en la ultrafiltracion de licor de pescado

en una membrana de 20 nm (Temperatura: 60 °C; Pyy,: 1,6-1,8 bar).

En el Cuadro XXXII se observa el efecto de la UF, utilizando la membrana de 20 nm,

sobre las propiedades gelificantes de las proteinas del licor de pescado. Se observa que

para la fuerza de gel y la temperatura de gelificacién los tres tratamientos son

significativamente diferentes (p<0,05). En el caso de la temperatura de fusion el

permeado es significativamente diferente (p<0,05), pero entre el retenido y el licor de

alimentacion no hay diferencia significativa (p=0,07).

Cuadro XXXIV. Propiedades gelificantes de las gelatinas del licor de alimentacién, el
retenido y el permeado en el proceso de UF utilizando una membrana de 20 nm de

diametro de poro.

Tratamiento

Fuerza del gel (g)'?

Temperatura de
gelificacion (°C)

Temperatura de
fusién (°c)

Alimentacion 119 + 62b 9+1b 17 +1a
Retenido 296 + 38a 11,3+ 0,4a 18,6 £ 0,6a
Permeado 5,1+0,8c -1,6 £0,7c 5,3+8b

! Valores reportados como promedio * intervalo de confianza (n=3, nivel de confianza del 95%).
? promedios con una letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p <0,05).




112

Las diferencias que se presentan en las propiedades de gelificacion se deben a la alta
retencién de las moléculas con tamafios entre los 50 kDa y los 75 kDa y a la total
retencion de las proteinas con pesos moleculares mayores a los 75 kDa (ver Figura 40).
Esta ultima fraccion estd compuesta por las cadenas a que se presentan en el licor de
alimentacion. Estudios recientes indican que la fuerza de gel de la gelatina se
correlaciona positivamente con la proporcién de cadenas a y B, y negativamente con
las cadenas con pesos moleculares inferiores a los 100 kDa (Eysturskard et al., 2009b).
Las temperaturas de gelificacion y fusién siguen el mismo comportamiento, donde el
permeado obtenido a partir de la membrana de 20 nm, al no tener proteinas de pesos
moleculares mayores a 75 kDa, presenta temperaturas de gelificaciéon y fusién muy

bajas, y bajos valores de fuerza del gel.

Repeticién 1 Repeticién 2 Repeticién 3

el

Figura 40. Electroforesis SDS-PAGE de las gelatinas del licor de alimentacién (A), el
retenido (R) y el permeado (P) en el proceso de UF utilizando una membrana de 20 nm
de didmetro de poro. STD: Estandar.



113

5.4.2.5 Fraccionamiento del licor de pescado utilizando 4 membranas en serie.

El sistema de fraccionamiento general (4 membranas en serie) separa el licor de
alimentacion en cinco fracciones: los retenidos de las 4 membranas y el permeado de
la membrana de 20 nm. En el Cuadro XXXIV se observa que las propiedades de
gelificacion de los retenidos y del licor de alimentacién no presentan diferencias
significativas entre ellos (p<0,05). El permeado de la membrana de 20 nm presenta
fuerzas de gel y temperaturas de gelificacidn y fusién significativamente menores a los

demas tratamientos.

Cuadro XXXV. Propiedades gelificantes de las gelatinas del licor de alimentacién y las 5
fracciones obtenidas en el proceso de filtracion en serie.

Tratamiento

Fuerza del gel (g)*

Temperatura de
gelificacién (°C)?

Temperatura de
fusion (°c) -2

Alimentacion 228 + 130a 11+1a 19+ 1a
Retenido 0,8 um 242 +93a 11+1a 19+ 1a
Retenido 100 nm 440 £+ 130a 12,7+0,7a 19,9+0,7a
Retenido 50 nm 326 £ 89a 12 +1a 19t1a
Retenido 20 nm 296 + 38a 11,3+ 0,4a 18,6 £ 0,6a
Permeado 20 nm 5,1+0,8b -1,6 +0,7b 5,3+8b

! Valores reportados como promedio + intervalo de confianza (n=3, nivel de confianza del 95%).
? promedios con una letra diferente en la misma columna son significativamente diferentes (p <0,05).

En el caso de las temperaturas de gelificacion y fusion, las proteinas de los retenidos y
del licor de alimentacién presentan valores en los rangos de 10,0 a 13,4 °Cy 18,0 a
20,6 °C, respectivamente, valores normales para las gelatinas de pescado. Seguln
Karayannakidis y Zotos (2016), las gelatinas de pescado presentan temperaturas de
gelificacion que oscilan entre los 8 °C y 25 °C y de fusion entre los 11 °C y 28 °C. Las
temperaturas de los retenidos del proceso son menores a las que se obtuvieron en la
optimizacién del proceso de extraccidn y en el escalamiento. También a las obtenidas
en otros estudios que trabajaron con piel de atun Ninan et al. (2013) (18,80 °C + 0,14
°C y 20,33 °C = 0,14 °C, respectivamente), Yoo et al. (2008) (18,8 °C y 24,0 °C,

respectivamente) y Cho et al. (2005) (18,7 °C y 24,3 °C, respectivamente). Los valores
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menores se deben al efecto del tratamiento enzimatico realizado al licor de piel de

atun previo al fraccionamiento.

Respecto a la fuerza del gel se presenta un comportamiento similar al de las
temperaturas, donde los retenidos de las 4 membranas presentan valores de fuerza de
gel entre 150 g y 516 g, menores a los que se obtuvieron en la gelatina obtenida en la
optimizacidn del proceso de extraccién y en el escalamiento, producto de la reduccién

del tamarfio de las moléculas por el efecto del tratamiento enzimatico.

Al observar la distribucién de tamafios de estas fracciones (ver Figura 41) se destaca
que las fracciones de alimentacidn y los retenidos presentan distribuciones de tamafio
de proteinas muy similares, destacando la presencia de fracciones con pesos
moleculares mayores a los 75 kDa, en especial de fracciones mayores a 100 kDa,
tamafio caracteristico de las cadenas de gelatina a, que son importantes para obtener
mejores propiedades de gelificaciéon. Darine et al. (2010) indican que la propiedades
tecnofuncionales de las proteinas dependen de su estructura, en especial de su peso

molecular, su hidrofobicidad y su conformacién secundaria y terciaria.

Este comportamiento indica que las membranas de 100 y 50 nm presentan una
retencidn parcial de las moléculas de tamafios mayores a los 75 kDa, ya que se
presentan tanto en el retenido de dichas membranas como en el retenido de las
membranas de las filtraciones posteriores. En el caso de la membrana de 20 nm,
presenta una retencién total de las proteinas con pesos moleculares mayores a los 75
kDa, lo cual indica que los poros de dicha membrana tienen un diametro inferior al

tamano de estas fracciones.

La utilidad del sistema de membrana depende del grado de separacién deseado vy la
velocidad de separacién (Pabby et al., 2015). Respecto a la selectividad se determind
gue la membrana que permite separar las proteinas de mayor tamano es la de 20 nm
de tamafo de poro, por lo que podria ser la Unica que se utilice para fraccionar el licor.

Sin embargo, se debe evaluar si la aplicacion de filtraciones previas permite obtener
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flujos mas altos en la UF a 20 nm, al retener parcialmente las moléculas de mayor
tamafio que podrian provocar un colmataje mayor de la membrana y, por lo tanto,
menores flujos. Kuca y Szaniawska (2009) indican que la aplicacion de una técnica
adecuada de membrana, depende tanto de la apropiada separacién de sustancias
especificas, como de la posibilidad de minimizar la disminucién del flujo de permeado

causada por el colmataje.
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igura 41. Electroforesis SDS-PAGE de las gelatinas del Iicorfdémélimé"nté_cién -(_A);- los
retenidos (R0O,8; R100; R50; R20) y el permeado final (P20) del proceso de
fraccionamiento utilizando 4 membranas en serie. STD: Estandar.
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Respecto a los flujos de permeado obtenidos en las membranas de UF (100, 50 y 20
nm), estos se encuentran dentro del rango indicado por Saravacos y Maroulis (2003) (5
- 500 L/hm?), pero se debe trabajar en la optimizacion de los procesos con el fin de
obtener una mayor productividad en cada filtracidon. Por ejemplo, se podria aumentar
la presion transmembranaria, ya que se trabajé con presiones menores a los 2 bar y se
ha reportado que en la UF se pueden alcanzar presiones transmembranarias
superiores a los 9 bar (Saravacos y Maroulis, 2003; Tewari, 2015); otra opcion podria

ser aumentar la velocidad tangencial.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Se pudo modelar y verificar el efecto de la concentracion de acido acético en el
pretratamiento acido sobre las variables respuesta hidratacion de la piel, masa de
licor de pescado y pH del gel, ya que los modelos generados cumplieron con la
prediccion de estas variables respuesta. La concentracién de acido acético éptima

respecto a la variable respuesta de hidratacién de la piel es de 0,225 M.

Se pudo modelar y verificar el efecto del tiempo y la temperatura de extraccién
sobre las variables respuesta temperaturas de gelificacion y fusion y fuerza del gel,
ya que los modelos generados cumplieron con la prediccién de estas variables
respuesta. El tratamiento de extraccidn éptimo respecto a las variables respuesta
de temperatura de fusion y temperatura de gelificacién corresponde a una

temperatura de 54 °Cy un tiempo de 0,38 h.

Se logré escalar, a nivel de planta piloto, el proceso de produccion de licor de
pescado optimizado en el laboratorio para procesar una cantidad de piel de atun
80 veces mayor. En términos de rendimiento de las etapas de proceso y de
composicion de los subproductos se presentaron pocas diferencias. Las
propiedades de gelificacién de las proteinas extraidas solo presentaron
desviaciones menores respecto a la temperatura de gelificacidn. Los factores que
pudieron influir en las diferencias detectadas, durante el escalamiento, fueron las
dimensiones y mecanismos de funcionamiento de la marmita (incluyendo el
sistema de calefaccidn y agitacion) y la centrifuga, y el aumento en los tiempos de

separacion de la piel y diferentes fracciones liquidas.

Se logré ampliar el diferencial de tamafios, de 2,9 a 8,3 y el rango de tamario de

las proteinas del licor de pescado aplicando un tratamiento enzimatico de 20 min,
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a 60 °C con una concentracién de enzima de 38 puL de enzima/ kg de licor. El
tratamiento hidrolizd las cadenas B y y, manteniendo una alta proporcién de
cadenas a, con pesos moleculares mayores a los 100 kDa, que permiten la

gelificacion del licor a temperaturas de refrigeracion.

e Al evaluar el efecto individual de cada membrana se concluye que la membrana de
0,8 um no afecta las propiedades de gelificacidon del licor de alimentacion. Las
membranas de 100 nm, 50 nm y 20 nm, si tienen un efecto sobre el licor de
alimentacion procesado al obtener permeados y retenidos con diferentes
propiedades de gelificacion, debido a la retencién parcial (100 nm y 50 nm) o total

(20 nm) de las proteinas con pesos moleculares mayores a los 75 kDa.

e Al evaluar el fraccionamiento en serie se concluye que los retenidos de todas las
membranas presentan una distribucion de tamafios similar y por ende no
presentan diferencias significativas en sus caracteristicas de gelificacién. El
permeado de 20 nm presenta los valores de las propiedades de gelificacion mas
bajos, ademas de una distribucidn de tamanos donde no se presentan proteinas
con pesos moleculares mayores a 75 kDa, lo que indica que las propiedades de

gelificacion dependen del tamaio de las cadenas de proteinas.

6.2 Recomendaciones

e Evaluar el tipo y contenido de aminoacidos de las gelatinas obtenidas para
determinar la proporcidn de prolina e hidroxiprolina y su relacién con las
propiedades gelificantes, para compararla con la gelatina obtenida de otros

subproductos pesqueros.

e Procesar cantidades suficientes de piel de atun en las condiciones éptimas del
pretratamiento acido y de la etapa de extraccidn que permitan evaluar la fuerza
de gel (grados Bloom) por el método estandar, para poder comparar esta

propiedad con otros estudios.



118

Evaluar la fuerza de gel y las temperaturas de gelificacidon y fusiéon de gelatinas
comerciales para compararlas con la gelatina de piel de atun obtenida en este

estudio.

Utilizar una marmita que presente agitacion mecdnica para las etapas del
pretratamiento acido y de la extraccién a nivel de planta piloto. Ademas, se

requiere que pueda volcarse para retirar su contenido rdpidamente.

Disefiar un mejor método de filtracidn para la separacion de la piel de atun y las
diferentes fracciones liquidas durante el proceso, de tal manera que se reduzca su
tiempo de separacién y se aproxime al tiempo que toma esta operacién a nivel de

laboratorio.

Evaluar el proceso a escala de planta piloto con las mejoras propuestas, realizando

un mayor numero de repeticiones.

Evaluar el efecto de eliminar las filtraciones con las membranas de 0,8 um, 100 nm
y 50 nm (una, dos o las tres) sobre la selectividad y el rendimiento de la UF

utilizando la membrana de 20 nm.

Aplicar diafiltracion a las fracciones de los retenidos, para disminuir la proporcion
de proteinas con pesos moleculares menores a los 75 kDa y evaluar su efecto

sobre las propiedades de gelificacion.

Evaluar procesos de MF/UF utilizando electromembranas con el fin de fraccionar
el licor de pescado sin necesidad de aplicar tratamientos enzimaticos, ya que
permiten separar moléculas de peso molecular similares, para obtener mejores

propiedades gelificantes de la gelatina extraida de la piel de atun.

Evaluar el efecto de variar la presidon transmembranaria y la velocidad tangencial

sobre el rendimiento y la productividad de los procesos membranarios.



119

VII. REFERENCIAS

Abdelmalek, B.E., J. Gdmez-Estaca, A. Sila, O. Martinez-Alvarez, M.C. Gdmez-Guillén, S.
Chaabouni-Ellouz, et al. 2016. Characteristics and functional properties of gelatin
extracted from squid (Loligo vulgaris) skin. LWT - Food Science and Technology 65:
924-931. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2015.09.024.

Abejon, R., A. Abején, A. Garea, T. Tsuru, A. Irabien, M.P. Belleville, et al. 2016. In Silico
Evaluation of ultrafiltration and nanofiltration membrane cascades for continuous
fractionation of protein hydrolysate from tuna processing byproduct. Industrial &
Engineering Chemistry Research 55: 7493-7504. doi:10.1021/acs.iecr.6b01495.

Afonso, M.D. y R. Borquez. 2002. Review of the treatment of seafood processing
wastewaters and recovery of proteins therein by membrane separation processes
— prospects of the ultrafiltration of wastewaters from the fish meal industry.
Desalination 142: 29-45. doi:http://dx.doi.org/10.1016/50011-9164(01)00423-4.

Ahmad, M. y S. Benjakul. 2011. Characteristics of gelatin from the skin of unicorn
leatherjacket (Aluterus monoceros) as influenced by acid pretreatment and
extraction time. Food Hydrocolloids 25: 381-388.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2010.07.004.

Ahmad, T., A. Ismail, S.A. Ahmad, K.A. Khalil, Y. Kumar, K.D. Adeyemi, et al. 2017.
Recent advances on the role of process variables affecting gelatin yield and
characteristics with special reference to enzymatic extraction: A review. Food
Hydrocolloids 63: 85-96. doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2016.08.007.

Ahn, C.-B., J.-Y. Je y Y.-S. Cho. 2012. Antioxidant and anti-inflammatory peptide fraction
from salmon byproduct protein hydrolysates by peptic hydrolysis. Food Research
International 49: 92-98. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2012.08.002.

Ahn, C.-B., J.-G. Kim y J.-Y. Je. 2014. Purification and antioxidant properties of
octapeptide from salmon byproduct protein hydrolysate by gastrointestinal
digestion. Food Chemistry 147: 78-83.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.09.136.

AOAC. 1999. Official methods of analysis 16a ed. Método 981.12. Association of Official
Analytical Chemists, Maryland.

AOAC. 2005. Official methods of analysis 18a ed. Métodos 920.152, 920.152 y 940.26.
Association of Official Analytical Chemists, Maryland.

Arnesen, J.A. y A. Gildberg. 2007. Extraction and characterisation of gelatine from
Atlantic salmon (Salmo salar) skin. Bioresource technology 98: 53-57.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2005.11.021.



http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2015.09.024
http://dx.doi.org/10.1016/S0011-9164(01)00423-4
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2010.07.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2012.08.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.09.136
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2005.11.021

120

Arvanitoyannis, |.S. y A. Kassaveti. 2008. Fish industry waste: treatments,
environmental impacts, current and potential uses. International Journal of Food
Science & Technology 43: 726-745. doi:10.1111/j.1365-2621.2006.01513.x.

Asghar, A. y R.L. Henrickson. 1982. Chemical, biochemical, functional, and nutritional
characteristics of collagen in food systems. In: Chichester, editor Advances in Food
Research. Academic Press. p. 231-372.

Badii, F. y N.K. Howell. 2006. Fish gelatin: Structure, gelling properties and interaction
with egg albumen proteins. Food Hydrocolloids 20: 630-640.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2005.06.006.

Batista, ., C. Ramos, J. Coutinho, N.M. Bandarra y M.L. Nunes. 2010. Characterization
of protein hydrolysates and lipids obtained from black scabbardfish (Aphanopus
carbo) by-products and antioxidative activity of the hydrolysates produced. Process
Biochemistry 45: 18-24. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2009.07.019.

Baziwane, D. y Q. He. 2003. Gelatin: the paramount food additive. Food Reviews
International 19: 423-435. doi:10.1081/FRI-120025483.

Beaulieu, L., J. Thibodeau, C. Bonnet, P. Bryl y M.-E. Carbonneau. 2013. Detection of
antibacterial activity in an enzymatic hydrolysate fraction obtained from processing
of Atlantic rock crab (Cancer irroratus) by-products. PharmaNutrition 1: 149-157.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.phanu.2013.05.004.

Beaulieu, L., J. Thibodeau, P. Bryl y M.-E. Carbonneau. 2009. Characterization of
enzymatic hydrolyzed snow crab (Chionoecetes opilio) by-product fractions: A
source of high-valued biomolecules. Bioresource Technology 100: 3332-3342.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2009.01.073.

Bechtel, P.J. 2003. Properties of different fish processing by-products from pollock, cod
and salmon. Journal of Food Processing and Preservation 27: 101-116.
doi:10.1111/j.1745-4549.2003.tb00505.x.

Ben Khaled, H., Z. Ghlissi, Y. Chtourou, A. Hakim, N. Ktari, M.A. Fatma, et al. 2012.
Effect of protein hydrolysates from sardinelle (Sardinella aurita) on the oxidative
status and blood lipid profile of cholesterol-fed rats. Food Research International
45: 60-68. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2011.10.003.

Benhabiles, M.S., N. Abdi, N. Drouiche, H. Lounici, A. Pauss, M.F.A. Goosen, et al. 2012.
Fish protein hydrolysate production from sardine solid waste by crude pepsin
enzymatic hydrolysis in a bioreactor coupled to an ultrafiltration unit. Materials
Science and Engineering: C 32: 922-928.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2012.02.013.

Benjakul, S., K. Oungbho, W. Visessanguan, Y. Thiansilakul y S. Roytrakul. 2009.
Characteristics of gelatin from the skins of bigeye snapper, Priacanthus tayenus and
Priacanthus macracanthus. Food Chemistry 116: 445-451.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2009.02.063.



http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2005.06.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2009.07.019
http://dx.doi.org/10.1016/j.phanu.2013.05.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2009.01.073
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2011.10.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2012.02.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2009.02.063

121

Bhattacharjee, C., V.K. Saxena y S. Dutta. 2017. Fruit juice processing using membrane
technology: A review. Innovative Food Science & Emerging Technologies 43: 136-
153. doi:https://doi.org/10.1016/].ifset.2017.08.002.

Bougatef, A., R. Balti, A. Sila, R. Nasri, G. Graiaa y M. Nasri. 2012. Recovery and
physicochemical properties of smooth hound (mustelus mustelus) skin gelatin. LWT
- Food Science and Technology 48: 248-254.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2012.03.021.

Bougatef, A., N. Nedjar-Arroume, L. Manni, R. Ravallec, A. Barkia, D. Guillochon, et al.
2010. Purification and identification of novel antioxidant peptides from enzymatic
hydrolysates of sardinelle (Sardinella aurita) by-products proteins. Food Chemistry
118: 559-565. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2009.05.021.

Bourseau, P., L. Vandanjon, P. Jaouen, M. Chaplain-Derouiniot, A. Massé, F. Guérard, et
al. 2009. Fractionation of fish protein hydrolysates by ultrafiltration and
nanofiltration: impact on peptidic populations. Desalination 244: 303-320.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2008.05.026.

Bueno-Solano, C., J. Lépez-Cervantes, O.N. Campas-Baypoli, R. Lauterio-Garcia, N.P.
Adan-Bante y D.l. Sanchez-Machado. 2009. Chemical and biological characteristics
of protein hydrolysates from fermented shrimp by-products. Food Chemistry 112:
671-675. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.06.029.

Cardoso, C. y M.L. Nunes. 2013. Improved Utilization of Fish Waste, Discards and By-
products and Low-value Fish towards Food and Health Products. Utilization of Fish
Waste. CRC Press, Boca Ratdn, Florida. p. 26-58.

Carneiro, L., |. dos Santos Sa, F. dos Santos Gomes, V.M. Matta y L.M.C. Cabral. 2002.
Cold sterilization and clarification of pineapple juice by tangential microfiltration.
Desalination 148: 93-98. doi:https://doi.org/10.1016/50011-9164(02)00659-8.

Carpenter, D.E., Ngeh-Ngwainbi, J. y Lee, S. 1992. Lipid Analisys. In Sullivan D.M. y
Carpenter, D.E. eds. Methods of analysis for nutritional labeling. Association of
Official Analytical Chemists, Arlington. p. 84-105.

Castro-Cesefia, A.B., M. del Pilar Sdnchez-Saavedra y F.J. Marquez-Rocha. 2012.
Characterisation and partial purification of proteolytic enzymes from sardine by-
products to obtain concentrated hydrolysates. Food Chemistry 135: 583-589.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.05.024.

Chacén-Villalobos, A. 2006. Tecnologias de membranas en la agroindustria lactea.
Agronomia Mesoamericana 17: 21.

Chakrabarti, R. 2005. Enzymatic Bioprocessing of Tropical Seafood Wastes. Food
Biotechnology, Second Edition. CRC Press.

Chalamaiah, M., B. Dinesh kumar, R. Hemalatha y T. Jyothirmayi. 2012. Fish protein
hydrolysates: Proximate composition, amino acid composition, antioxidant activities


http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2012.03.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2009.05.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2008.05.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.06.029
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.05.024

122

and applications: A review. Food Chemistry 135: 3020-3038.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.06.100.

Chandra, M.V. y B.A. Shamasundar. 2015. Rheological properties of gelatin prepared
from the swim bladders of freshwater fish Catla catla. Food Hydrocolloids 48: 47-
54. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.01.022.

Chandrasekaran, M. 2012. Future Prospects and The Need for Research. Valorization
of Food Processing By-Products. CRC Press. p. 757-772.

Chen, S., L. Tang, W. Su, W. Weng, K. Osako y M. Tanaka. 2015. Separation and
characterization of alpha-chain subunits from tilapia (Tilapia zillii) skin gelatin using
ultrafiltration. Food Chemistry 188: 350-356.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.04.084.

Cherkasov, A.N. y A.E. Polotsky. 1996. The resolving power of ultrafiltration. Journal of
Membrane Science 110: 79-82. doi:https://doi.org/10.1016/0376-7388(95)00233-2.

Cheryan, M. 1998. Ultrafiltration and microfiltration handbook. CRC Press, Florida. p.
552.

Cheryan, M. 2006. Membrane Concentration of Liquid Foods. Handbook of Food
Engineering, Second Edition. CRC Press. p. 553-599.

Chi, C.-F., F.-Y. Hu, B. Wang, X.-J. Ren, S.-G. Deng y C.-W. Wu. 2015. Purification and
characterization of three antioxidant peptides from protein hydrolyzate of croceine
croaker (Pseudosciaena crocea) muscle. Food Chemistry 168: 662-667.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.07.117.

Chi, C.-F., B. Wang, Y.-Y. Deng, Y.-M. Wang, S.-G. Deng y J.-Y. Ma. 2014. Isolation and
characterization of three antioxidant pentapeptides from protein hydrolysate of
monkfish (Lophius litulon) muscle. Food Research International 55: 222-228.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2013.11.018.

Cho, S.-H., M.L. Jahncke, K.-B. Chin y J.-B. Eun. 2006. The effect of processing
conditions on the properties of gelatin from skate (Raja Kenojei) skins. Food
Hydrocolloids 20: 810-816. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2005.08.002.

Cho, S.M,, Y.S. Gu y S.B. Kim. 2005. Extracting optimization and physical properties of
yellowfin tuna (Thunnus albacares) skin gelatin compared to mammalian gelatins.
Food Hydrocolloids 19: 221-229.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2004.05.005.

Chowdhury, P., T. Viraraghavan y A. Srinivasan. 2010. Biological treatment processes
for fish processing wastewater — A review. Bioresource Technology 101: 439-449.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/].biortech.2009.08.065.

Costa, C.A.E., P.C.R. Pinto y A.E. Rodrigues. 2018. Lignin fractionation from E. Globulus
kraft liquor by ultrafiltration in a three stage membrane sequence. Separation and



http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.06.100
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.01.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.04.084
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.07.117
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2013.11.018
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2005.08.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2004.05.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2009.08.065

123

Purification Technology 192: 140-151.
doi:https://doi.org/10.1016/j.seppur.2017.09.066.

Cozzano, S. 2007. Impacto del proceso de microfiltracién tangencial sobre el valor de la
mora (Rubus spp) como alimento funcional. Universidad de Costa Rica, San José.

Crowley, S.V., V. Caldeo, N.A. McCarthy, M.A. Fenelon, A.L. Kelly y J.A. 0'Mahony.
2015. Processing and protein-fractionation characteristics of different polymeric
membranes during filtration of skim milk at refrigeration temperatures.
International Dairy Journal 48: 23-30.
doi:https://doi.org/10.1016/].idairyj.2015.01.005.

Cuperus, F.P. y H.H. Nijhuis. 1993. Applications of membrane technology to food
processing. Trends in Food Science & Technology 4: 277-282.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/0924-2244(93)90070-Q.

D'Souza, N.M. y A.J. Mawson. 2005. Membrane cleaning in the dairy industry: a review.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition 45: 125-134.
doi:10.1080/10408690490911783.

da Silva, E.V.C., L.d.F.H. Lourenco y R.S. Pena. 2017. Optimization and characterization
of gelatin from kumakuma (Brachyplatystoma filamentosum) skin. CyTA - Journal of
Food 15: 361-368. doi:10.1080/19476337.2016.1266391.

Darine, S., V. Christophe y D. Gholamreza. 2010. Production and functional properties
of beef lung protein concentrates. Meat Science 84: 315-322.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2009.03.007.

Dina Afonso, M., J. Ferrer y R. Borquez. 2004. An economic assessment of proteins
recovery from fish meal effluents by ultrafiltration. Trends in Food Science &
Technology 15: 506-512. doi:http://dx.doi.org/10.1016/].tifs.2004.02.008.

Diaz-Calderén, P., E. Flores, A. Gonzalez-Mufioz, M. Pepczynska, F. Quero y J. Enrione.
2017. Influence of extraction variables on the structure and physical properties of
salmon gelatin. Food Hydrocolloids 71: 118-128.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.05.004.

Eysturskard, J., I.J. Haug, N. Elharfaoui, M. Djabourov y K.I. Draget. 2009a. Structural
and mechanical properties of fish gelatin as a function of extraction conditions.
Food Hydrocolloids 23: 1702-1711.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2009.01.008.

Eysturskard, J., I.J. Haug, A.-S. Ulset y K.I. Draget. 2009b. Mechanical properties of
mammalian and fish gelatins based on their weight average molecular weight and
molecular weight distribution. Food Hydrocolloids 23: 2315-2321.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2009.06.007.

Fan, H., M.-J. Dumont y B.K. Simpson. 2017. Extraction of gelatin from salmon (Sa/mo
salar) fish skin using trypsin-aided process: optimization by Plackett—Burman and


http://dx.doi.org/10.1016/0924-2244(93)90070-Q
http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2009.03.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2004.02.008

124

response surface methodological approaches. Journal of Food Science and
Technology 54: 4000-4008. doi:10.1007/s13197-017-2864-5.

FAO. 2016. El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2016, Contribucion a la
seguridad alimentaria y la nutricién para todos. D.d.P.y. Acuicultura, , Roma. p. 224.

FAO. 2018. El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2018. Cumplir los objetivos
de desarrollo sostenible. In: D. d. P. y. Acuicultura, editor Roma. p. 233.

FAO. 2012. El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2012. In: D. d. P. y.
Acuicultura, editor Roma. p. 251.

FAO. 2014. El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2014. Oportunidades y
desafios. In: D. d. P. y. Acuicultura, editor Roma. p. 253.

Ferraro, V., I.B. Cruz, R.F. Jorge, F.X. Malcata, M.E. Pintado y P.M.L. Castro. 2010.
Valorisation of natural extracts from marine source focused on marine by-products:
A review. Food Research International 43: 2221-2233.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2010.07.034.

Galla, N.R., P.R. Pamidighantam, S. Akula y B. Karakala. 2012. Functional properties and
in vitro antioxidant activity of roe protein hydrolysates of Channa striatus and Labeo
rohita. Food Chemistry 135: 1479-1484.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.05.098.

GEA. 2007. Filtracién por Membranas: Osmosis Inversa, Nanofiltracion, Ultrafiltracion y
Microfiltracion. .

Gildberg, A., J.A. Arnesen, B.-S. Szether, J. Raug y E. Stenberg. 2011. Angiotensin I-
converting enzyme inhibitory activity in a hydrolysate of proteins from Northern
shrimp (Pandalus borealis) and identification of two novel inhibitory tri-peptides.
Process Biochemistry 46: 2205-2209.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2011.08.003.

Giménez, B., J. Turnay, M.A. Lizarbe, P. Montero y M.C. Gédmez-Guillén. 2005. Use of
lactic acid for extraction of fish skin gelatin. Food Hydrocolloids 19: 941-950.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2004.09.011.

Girard, B., L.R. Fukumoto y S. Sefa Koseoglu. 2000. Membrane Processing of Fruit
Juices and Beverages: A Review. Critical Reviews in Biotechnology 20: 109-175.
doi:10.1080/07388550008984168.

Girgih, A.T., C.C. Udenigwe, F.M. Hasan, T.A. Gill y R.E. Aluko. 2013. Antioxidant
properties of Salmon (Salmo salar) protein hydrolysate and peptide fractions
isolated by reverse-phase HPLC. Food Research International 52: 315-322.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/].foodres.2013.03.034.

Gdémez-Guillén, M.C., B. Giménez y P. Montero. 2005. Extraction of gelatin from fish
skins by high pressure treatment. Food Hydrocolloids 19: 923-928.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2004.12.011.



http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2010.07.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.05.098
http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2011.08.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2013.03.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2004.12.011

125

GOmez-Guillén, M.C,, J. Turnay, M.D. Fernandez-Diaz, N. Ulmo, M.A. Lizarbe y P.
Montero. 2002. Structural and physical properties of gelatin extracted from
different marine species: a comparative study. Food Hydrocolloids 16: 25-34.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0268-005X(01)00035-2.

Gowthaman, M.K., P. Gowthaman y M. Chandrasekaran. 2012. Principles of Food
Technology and Types of Food Waste Processing Technologies. Valorization of Food
Processing By-Products. CRC Press. p. 109-146.

Grand View Research. 2016. Gelatin market size expected to reach $4.08 billion by
2024. In: G. V. Research, editor.

Gudmundsson, M. y H. Hafsteinsson. 1997. Gelatin from cod skins as affected by
chemical treatments. Journal of Food Science 62: 37-39. d0i:10.1111/j.1365-
2621.1997.tb04363.x.

Gustavson, K. 1956. The chemistry and reactivity of collagen, New York.

Gutiérrez-Pulido, H. y R. de la Vara-Salazar. 2008. Analisis y disefio de experimentos. 2
ed. McGraw Hill Interamericana, México.

Hao, S., L. Li, X. Yang, J. Cen, H. Shi, Q. Bo, et al. 2009. The characteristics of gelatin
extracted from sturgeon (Acipenser baeri) skin using various pretreatments. Food
Chemistry 115: 124-128. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.11.080.

Haug, I.J. y K.I. Draget. 2009. 6 - Gelatin. Handbook of Hydrocolloids (Second edition).
Woodhead Publishing. p. 142-163.

Haug, I.J., K.I. Draget y O. Smidsr@d. 2004. Physical and rheological properties of fish
gelatin compared to mammalian gelatin. Food Hydrocolloids 18: 203-213.
doi:https://doi.org/10.1016/50268-005X(03)00065-1.

He, S., C. Franco y W. Zhang. 2013. Functions, applications and production of protein
hydrolysates from fish processing co-products (FPCP). Food Research International
50: 289-297. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2012.10.031.

Herpandi, N.H., A. Rosma and W.A. Wan Nadiah. 2011. The Tuna Fishing Industry: A
New Outlook on Fish Protein Hydrolysates. Comprehensive Reviews in Food Science
and Food Safety 10: 195-207. d0i:10.1111/j.1541-4337.2011.00155.x.

Hodur, C., S. Kertész, S. Beszédes, Z. Laszlé y G. Szabd. 2009. Concentration of marc
extracts by membrane techniques. Desalination 241: 265-271.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2007.12.053.

Hou, H., Y. Fan, B. Li, C. Xue, G. Yu, Z. Zhang, et al. 2012. Purification and identification
of immunomodulating peptides from enzymatic hydrolysates of Alaska pollock
frame. Food Chemistry 134: 821-828.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.02.186.



http://dx.doi.org/10.1016/S0268-005X(01)00035-2
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.11.080
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2012.10.031
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2007.12.053
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.02.186

126

Huang, S.-L., C.-L. Jao, K.-P. Ho y K.-C. Hsu. 2012. Dipeptidyl-peptidase IV inhibitory
activity of peptides derived from tuna cooking juice hydrolysates. Peptides 35: 114-
121. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2012.03.006.

Intarasirisawat, R., S. Benjakul, W. Visessanguan y J. Wu. 2012. Antioxidative and
functional properties of protein hydrolysate from defatted skipjack (Katsuwonous
pelamis) roe. Food Chemistry 135: 3039-3048.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.06.076.

Intarasirisawat, R., S. Benjakul, J. Wu y W. Visessanguan. 2013. Isolation of
antioxidative and ACE inhibitory peptides from protein hydrolysate of skipjack
(Katsuwana pelamis) roe. Journal of Functional Foods 5: 1854-1862.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/].jff.2013.09.006.

lonics Inc. 2004. Membrane technology benefits the food processing industry.
Filtration & Separation 41: 32-33. doi:https://doi.org/10.1016/S0015-
1882(05)00411-8.

Je, J.-Y., P.-J. Park y S.-K. Kim. 2005. Antioxidant activity of a peptide isolated from
Alaska pollack (Theragra chalcogramma) frame protein hydrolysate. Food Research
International 38: 45-50. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2004.07.005.

Jellouli, K., R. Balti, A. Bougatef, N. Hmidet, A. Barkia y M. Nasri. 2011. Chemical
composition and characteristics of skin gelatin from grey triggerfish (Balistes
capriscus). LWT - Food Science and Technology 44: 1965-1970.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2011.05.005.

Jemil, 1., M. Jridi, R. Nasri, N. Ktari, R. Ben Slama-Ben Salem, M. Mehiri, et al. 2014.
Functional, antioxidant and antibacterial properties of protein hydrolysates
prepared from fish meat fermented by Bacillus subtilis A26. Process Biochemistry
49: 963-972. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2014.03.004.

Jeon, Y.-J., H.-G. Byun y S.-K. Kim. 1999. Improvement of functional properties of cod
frame protein hydrolysates using ultrafiltration membranes. Process Biochemistry
35:471-478. doi:http://dx.doi.org/10.1016/5S0032-9592(99)00098-9.

Jongjareonrak, A., S. Rawdkuen, M. Chaijan, S. Benjakul, K. Osako y M. Tanaka. 2010.
Chemical compositions and characterisation of skin gelatin from farmed giant
catfish (Pangasianodon gigas). LWT - Food Science and Technology 43: 161-165.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/].lwt.2009.06.012.

Jridi, M., R. Nasri, R. Ben Slama-Ben Salem, |. Lassoued, A. Barkia, M. Nasri, et al. 2015.
Chemical and biophysical properties of gelatins extracted from the skin of octopus
(Octopus vulgaris). LWT - Food Science and Technology 60: 881-889.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.10.057.

Kader, M.A. y S. Koshio. 2012. Effect of composite mixture of seafood by-products and
soybean proteins in replacement of fishmeal on the performance of red sea bream,


http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2012.03.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.06.076
http://dx.doi.org/10.1016/j.jff.2013.09.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2004.07.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2011.05.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2014.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/S0032-9592(99)00098-9
http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2009.06.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.10.057

127

Pagrus major. Aquaculture 368-369: 95-102.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2012.09.014.

Kaewruang, P., S. Benjakul y T. Prodpran. 2013a. Molecular and functional properties
of gelatin from the skin of unicorn leatherjacket as affected by extracting
temperatures. Food Chemistry 138: 1431-1437.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.09.114.

Kaewruang, P., S. Benjakul, T. Prodpran y S. Nalinanon. 2013b. Physicochemical and
functional properties of gelatin from the skin of unicorn leatherjacket (Aluterus
monoceros) as affected by extraction conditions. Food Bioscience 2: 1-9.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.fbio.2013.03.002.

Karayannakidis, P.D., S.E. Chatziantoniou y A. Zotos. 2014. Effects of selected process
parameters on physical and sensorial properties of yellowfin tuna (Thunnus
albacares) skin gelatin. Journal of Food Process Engineering 37: 461-473.
doi:10.1111/jfpe.12103.

Karayannakidis, P.D. y A. Zotos. 2015. Physicochemical properties of yellowfin tuna
(Thunnus albacares) skin gelatin and its modification by the addition of various
coenhancers. Journal of Food Processing and Preservation 39: 530-538.
doi:10.1111/jfpp.12258.

Karayannakidis, P.D. y A. Zotos. 2016. Fish processing by-products as a potential source
of gelatin: a review. Journal of Aquatic Food Product Technology 25: 65-92.
doi:10.1080/10498850.2013.827767.

Karim, A.A. y R. Bhat. 2008. Gelatin alternatives for the food industry: recent
developments, challenges and prospects. Trends in Food Science & Technology 19:
644-656. doi:http://dx.doi.org/10.1016/].tifs.2008.08.001.

Karim, A.A. y R. Bhat. 2009. Fish gelatin: properties, challenges, and prospects as an
alternative to mammalian gelatins. Food Hydrocolloids 23: 563-576.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2008.07.002.

Kim, J.-S., G. Peters y C. DeWitt. 2013. Food-grade coproducts from surimi processing.
surimi and surimi seafood, Third Edition. CRC Press. p. 341-360.

Kim, S.-K. y E. Mendis. 2006. Bioactive compounds from marine processing byproducts
— A review. Food Research International 39: 383-393.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2005.10.010.

Kittiphattanabawon, P., S. Benjakul, S. Sinthusamran y H. Kishimura. 2016. Gelatin from
clown featherback skin: Extraction conditions. LWT - Food Science and Technology
66: 186-192. doi:https://doi.org/10.1016/j.lwt.2015.10.029.

Kittiphattanabawon, P., S. Benjakul, W. Visessanguan y F. Shahidi. 2010. Comparative
study on characteristics of gelatin from the skins of brownbanded bamboo shark
and blacktip shark as affected by extraction conditions. Food Hydrocolloids 24: 164-
171. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2009.09.001.



http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2012.09.014
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.09.114
http://dx.doi.org/10.1016/j.fbio.2013.03.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2008.08.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2008.07.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2005.10.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2009.09.001

128

Klompong, V., S. Benjakul, D. Kantachote y F. Shahidi. 2007. Antioxidative activity and
functional properties of protein hydrolysate of yellow stripe trevally (Selaroides
leptolepis) as influenced by the degree of hydrolysis and enzyme type. Food
Chemistry 102: 1317-1327. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2006.07.016.

Korzeniowska, M., LW.Y. Cheung y E.C.Y. Li-Chan. 2013. Effects of fish protein
hydrolysate and freeze—thaw treatment on physicochemical and gel properties of
natural actomyosin from Pacific cod. Food Chemistry 138: 1967-1975.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.09.150.

Kotodziejska, I., E. Skierka, M. Sadowska, W. Kotodziejski y C. Niecikowska. 2008. Effect
of extracting time and temperature on yield of gelatin from different fish offal. Food
Chemistry 107: 700-706. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.08.071.

Kristinsson, H.G. y B.A. Rasco. 2000. Fish protein hydrolysates: production,
biochemical, and functional properties. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition 40: 43-81. doi:10.1080/10408690091189266.

Ktari, N., M. Jridi, R. Nasri, I. Lassoued, H. Ben Ayed, A. Barkia, et al. 2014.
Characteristics and functional properties of gelatin from zebra blenny (Salaria
basilisca) skin. LWT - Food Science and Technology 58: 602-608.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.03.036.

Kuca, M. y D. Szaniawska. 2009. Application of microfiltration and ceramic membranes
for treatment of salted aqueous effluents from fish processing. Desalination 241:
227-235. doi:https://doi.org/10.1016/j.desal.2008.01.068.

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the essembly of head of
bacteriophage T4. Nature 227:680-685.

Lafarga, T. y M. Hayes. 2014. Bioactive peptides from meat muscle and by-products:
generation, functionality and application as functional ingredients. Meat Science 98:
227-239. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2014.05.036.

Lassoued, I., L. Mora, R. Nasri, M. Aydi, F. Toldra, M.-C. Aristoy, et al. 2015.
Characterization, antioxidative and ACE inhibitory properties of hydrolysates
obtained from thornback ray (Raja clavata) muscle. Journal of Proteomics 128: 458-
468. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2015.05.007.

Lee, K.-J., M.S. Powell, F.T. Barrows, S. Smiley, P. Bechtel y R.W. Hardy. 2010a.
Evaluation of supplemental fish bone meal made from Alaska seafood processing
byproducts and dicalcium phosphate in plant protein based diets for rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Aquaculture 302: 248-255.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2010.02.034.

Lee, S.-H., Z.-J. Qian y S.-K. Kim. 2010b. A novel angiotensin | converting enzyme
inhibitory peptide from tuna frame protein hydrolysate and its antihypertensive
effect in spontaneously hypertensive rats. Food Chemistry 118: 96-102.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2009.04.086.



http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2006.07.016
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.09.150
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.08.071
http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.03.036
http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2014.05.036
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2015.05.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2010.02.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2009.04.086

129

Levin, M. 2016. Chapter 1 - Scale-up basics. How to scale-up a wet granulation end
point scientifically. Academic Press, Boston. p. 1-2.

Lin, L., S. Lvy B. Li. 2012. Angiotensin-I-converting enzyme (ACE)-inhibitory and
antihypertensive properties of squid skin gelatin hydrolysates. Food Chemistry 131:
225-230. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.08.064.

Lin, L., J.M. Regenstein, S. Lv, J. Lu y S. Jiang. 2017. An overview of gelatin derived from
aquatic animals: Properties and modification. Trends in Food Science & Technology
68: 102-112. doi:https://doi.org/10.1016/j.tifs.2017.08.012.

Liu, D., G. Wei, T. Li, J. Hu, N. Lu, J.M. Regenstein, et al. 2015. Effects of alkaline
pretreatments and acid extraction conditions on the acid-soluble collagen from
grass carp (Ctenopharyngodon idella) skin. Food Chemistry 172: 836-843.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.147.

Liu, Y., X. Li, Z. Chen, J. Yu, F. Wang vy J. Wang. 2014. Characterization of structural and
functional properties of fish protein hydrolysates from surimi processing by-
products. Food Chemistry 151: 459-465.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.11.089.

Lopes, C., L.T. Antelo, A. Franco-Uria, A.A. Alonso y R. Pérez-Martin. 2015. Valorisation
of fish by-products against waste management treatments — Comparison of
environmental impacts. Waste Management 46: 103-112.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.wasman.2015.08.017.

Lopez-Caballero, M.E., B. Giménez, M.C. Gdmez-Guillén y P. Montero. 2013.
Valorization and integral use of seafood by-products. Engineering Aspects of Food
Biotechnology. CRC Press. p. 367-412.

McClements, D.J. 2015. Emulsion ingredients. Food emulsions. CRC Press, Boca Ratén.
p. 99-184.

Mezger, T. 2013. The rheology handbook : for users of rotational and oscillatory
rheometers. 3rd ed. Vincentz Network, Hannover.

Mireles DeWitt, C.A., J.T.M. Lin y A. Ismond. 2013. Waste management, utilization, and
challenges. Surimi and surimi seafood, Third Edition. CRC Press. p. 313-340.

Mittal, B. 2017. Chapter 7 - Process scale-up, tech-transfer, and optimization. In: B.
Mittal, editor How to develop robust solid oral dosage forms from conception to
post-approval. Academic Press. p. 137-153.

Nagarajan, M., S. Benjakul, T. Prodpran, P. Songtipya y H. Kishimura. 2012.
Characteristics and functional properties of gelatin from splendid squid (Loligo
formosana) skin as affected by extraction temperatures. Food Hydrocolloids 29:
389-397. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2012.04.001.



http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.08.064
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.11.089
http://dx.doi.org/10.1016/j.wasman.2015.08.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2012.04.001

130

Najafian, L. y A.S. Babji. 2012. A review of fish-derived antioxidant and antimicrobial
peptides: Their production, assessment, and applications. Peptides 33: 178-185.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2011.11.013.

Nikoo, M., S. Benjakul, M. Bashari, M. Alekhorshied, A. Idrissa Cissouma, N. Yang, et al.
2014. Physicochemical properties of skin gelatin from farmed Amur sturgeon
(Acipenser schrenckii) as influenced by acid pretreatment. Food Bioscience 5: 19-26.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.fbio.2013.10.004.

Ninan, G., A.A. Zynudheen, C.G. Joshy y K.S. Yousuf. 2013. Physical, chemical and
functional properties of gelatin extracted from the skin of rohu, Labeo rohita and
yellowfin tuna, Thunnus albacares. Indian Journal of Fisheries 60: 6.

Niu, L., X. Zhou, C. Yuan, Y. Bai, K. Lai, F. Yang, et al. 2013. Characterization of tilapia
(Oreochromis niloticus) skin gelatin extracted with alkaline and different acid
pretreatments. Food Hydrocolloids 33: 336-341.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2013.04.014.

Norziah, M.H., A. Al-Hassan, A.B. Khairulnizam, M.N. Mordi y M. Norita. 2009.
Characterization of fish gelatin from surimi processing wastes: Thermal analysis and
effect of transglutaminase on gel properties. Food Hydrocolloids 23: 1610-1616.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2008.12.004.

Owolabi, R.U., M.A. Usman y A.J. Kehinde. 2018. Modelling and optimization of process
variables for the solution polymerization of styrene using response surface
methodology. Journal of King Saud University - Engineering Sciences 30: 22-30.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jksues.2015.12.005.

Pabby, A.E., S.E. Rizvi y A.E. Requena. 2015. Handbook of membrane separations.CRC
Press, Boca Raton.

Parikh, D.M. 2017. Chapter 11 - Process scale-up. How to optimize fluid bed processing
technology. Academic Press. p. 127-150.

Patras, A., B.D. Oomah y E. Gallagher. 2011. 12 - By-product utilization. In: B. K. T. G.
McKenna, editor Pulse Foods. Academic Press, San Diego. p. 325-362.

Paulson, D.J., R.L. Wilson y D.D. Spatz. 1984. Crossflow membrane technology and its
applications. Food Technology 38: 11.

Penven, A., R. Pérez Galvez y J.-P. Bergé. 2013. By-products from Fish Processing.
Utilization of Fish Waste. CRC Press, Boca Ratén, Florida. p. 1-25.

Pires, C. y I. Batista. 2013. Functional properties of fish protein hydrolysates.
Utilization of fish waste. CRC Press. p. 59-75.

Pranoto, Y., D.W. Marseno y H. Rahmawati. 2011. Characteristics of gelatins
extracted from fresh and sun - dried seawater fish skins in Indonesia.
International Food Research Journal 18: 6.


http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2011.11.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.fbio.2013.10.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2013.04.014

131

Pértile, P., D. Holthusen, P.l. Gubiani y J.M. Reichert. 2018. Microstructural strength of
four subtropical soils evaluated by rheometry: properties, difficulties and
opportunities. Scientia Agricola 75: 154-162.

Rahman, M.S., G.S. Al-Saidi y N. Guizani. 2008. Thermal characterisation of gelatin
extracted from yellowfin tuna skin and commercial mammalian gelatin. Food
Chemistry 108: 472-481. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.10.079.

Ranadheera, C.S. y K.V. Janak. 2014. Food applications of by-products from the sea.
seafood science. CRC Press. p. 376-396.

Riaz, M. y M. Chaudry. 2003. Gelatin in Halal Food Production. Halal Food Production.
CRC Press.

Sabeena Farvin, K.H., L.L. Andersen, H.H. Nielsen, C. Jacobsen, G. Jakobsen, I.
Johansson, et al. 2014. Antioxidant activity of Cod (Gadus morhua) protein
hydrolysates: In vitro assays and evaluation in 5% fish oil-in-water emulsion. Food
Chemistry 149: 326-334. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.03.075.

Safari, M., R. Abdi, M. Adl y J. Kafashan. 2018. Optimization of biogas productivity in
lab-scale by response surface methodology. Renewable Energy 118: 368-375.
doi:https://doi.org/10.1016/j.renene.2017.11.025.

Saidi, S., A. Deratani, M.-P. Belleville y R. Ben Amar. 2014. Antioxidant properties of
peptide fractions from tuna dark muscle protein by-product hydrolysate produced
by membrane fractionation process. Food Research International 65, Part C: 329-
336. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2014.09.023.

Saidi, S., A. Deratani, R. Ben Amar y M.-P. Belleville. 2013. Fractionation of a tuna dark
muscle hydrolysate by a two-step membrane process. Separation and Purification
Technology 108: 28-36. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.seppur.2013.01.048.

Sanmartin, E., J.C. Arboleya, I. lloro, K. Escuredo, F. Elortza y F.J. Moreno. 2012.
Proteomic analysis of processing by-products from canned and fresh tuna:
Identification of potentially functional food proteins. Food Chemistry 134: 1211-
1219. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.02.177.

Sarabia, A.l., M.C. Gdmez-Guillén y P. Montero. 2000. The effect of added salts on the
viscoelastic properties of fish skin gelatin. Food Chemistry 70: 71-76.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0308-8146(00)00073-X.

Saravacos, G. y Z. Maroulis. 2003. Food process design. CRC Press, Boca Raton.

Saxena, A., B.P. Tripathi, M. Kumar y V.K. Shahi. 2009. Membrane-based techniques for
the separation and purification of proteins: An overview. Advances in Colloid and
Interface Science 145: 1-22. doi:http://dx.doi.org/10.1016/].cis.2008.07.004.

Scott, D., T. Bowser y W. McGlynn. 2017. Scaling up your food process. In: R. M. K. F. A.
P. Center, editor food technology fact sheet. Oklahoma.


http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.10.079
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.03.075
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2014.09.023
http://dx.doi.org/10.1016/j.seppur.2013.01.048
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.02.177
http://dx.doi.org/10.1016/S0308-8146(00)00073-X
http://dx.doi.org/10.1016/j.cis.2008.07.004

132

Serna-Cock, L., M. Velasquez y A.A. Ayala. 2010. Efecto de la ultrafiltracidn sobre las
propiedades reoldgicas de gelatina comestible de origen bovino. Informacién
tecnoldgica 21: 91-102.

Shahidi, F., E. Mendis y S.-K. Kim. 2007. Marine fisheries by-products as potential
nutraceuticals. Marine nutraceuticals and functional foods. CRC Press. p. 1-22.

Sheriff, S.A., B. Sundaram, B. Ramamoorthy y P. Ponnusamy. 2014. Synthesis and in
vitro antioxidant functions of protein hydrolysate from backbones of Rastrelliger
kanagurta by proteolytic enzymes. Saudi Journal of Biological Sciences 21: 19-26.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.sjbs.2013.04.009.

Shi, S., Y.-H. Lee, S.-H. Yun, P.V.X. Hung and S.-H. Moon. 2010. Comparisons of fish
meat extract desalination by electrodialysis using different configurations of
membrane stack. Journal of Food Engineering 101: 417-423.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/].iffoodeng.2010.07.031.

Sila, A., O. Martinez-Alvarez, A. Haddar, M.C. Gémez-Guillén, M. Nasri, M.P. Montero,
et al. 2015. Recovery, viscoelastic and functional properties of Barbel skin gelatine:
Investigation of anti-DPP-IV and anti-prolyl endopeptidase activities of generated
gelatine polypeptides. Food Chemistry 168: 478-486.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.07.086.

Sila, A., O. Martinez-Alvarez, F. Krichen, M.C. Gdmez-Guillén y A. Bougatef. 2017.
Gelatin prepared from European eel (Anguilla anguilla) skin: Physicochemical,
textural, viscoelastic and surface properties. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects 529: 643-650.
doi:https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2017.06.032.

Silva, J.F.X., K. Ribeiro, J.F. Silva, T.B. Cahu y R.S. Bezerra. 2014. Utilization of tilapia
processing waste for the production of fish protein hydrolysate. Animal Feed
Science and Technology 196: 96-106.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/].anifeedsci.2014.06.010.

Simon, A., L. Vandanjon, G. Levesque y P. Bourseau. 2002. Concentration and
desalination of fish gelatin by ultrafiltration and continuous diafiltration processes.
Desalination 144: 313-318. doi:http://dx.doi.org/10.1016/S0011-9164(02)00333-8.

Sinthusamran, S., S. Benjakul y H. Kishimura. 2014. Characteristics and gel properties of
gelatin from skin of seabass (Lates calcarifer) as influenced by extraction conditions.
Food Chemistry 152: 276-284.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.11.109.

Sinthusamran, S., S. Benjakul y H. Kishimura. 2015. Molecular characteristics and
properties of gelatin from skin of seabass with different sizes. International journal
of biological macromolecules 73: 146-153.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.11.024.



http://dx.doi.org/10.1016/j.sjbs.2013.04.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2010.07.031
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.07.086
http://dx.doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2014.06.010
http://dx.doi.org/10.1016/S0011-9164(02)00333-8
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.11.109
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.11.024

133

Soto, M. 2014. Ontencidn de un extracto de polifelones rico en elagitaninos mediante
la aplicacién de tecnologias de membrana a partir de un subproducto obtenido del
procesamiento industrial de mora. Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica.

Sousa, S., J. Vazquez, R. Pérez-Martin, A. Carvalho y A. Gomes. 2017. Valorization of by-
products from commercial fish species: extraction and chemical properties of skin
gelatins. Molecules 22: 1545.

Suresh, P.V.y G.N. Prabhu. 2012. Seafood. Valorization of Food Processing By-
Products. CRC Press. p. 685-736.

Surh, J., E.A. Decker y D.J. McClements. 2006. Properties and stability of oil-in-water
emulsions stabilized by fish gelatin. Food Hydrocolloids 20: 596-606.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2005.06.002.

Suwal, S., C. Roblet, A. Doyen, J. Amiot, L. Beaulieu, J. Legault, et al. 2014.
Electrodialytic separation of peptides from snow crab by-product hydrolysate:
Effect of cell configuration on peptide selectivity and local electric field. Separation
and Purification Technology 127: 29-38.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.seppur.2014.02.018.

Tabarestani, H.S., Y. Maghsoudlou, A. Motamedzadegan y A.R. Sadeghi Mahoonak.
2010. Optimization of physico-chemical properties of gelatin extracted from fish
skin of rainbow trout (Onchorhynchus mykiss). Bioresource technology 101: 6207-
6214. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2010.02.071.

Tahergorabi, R., S.V. Hosseini y J. Jaczynski. 2011. 6 - Seafood proteins. In: G. O. Phillips
and P. A. Williams, editors, Handbook of Food Proteins. Woodhead Publishing. p.
116-149.

te Nijenhuis, K. 1997. Gelatin. In: K. te Nijenhuis, editor Thermoreversible networks:
viscoelastic properties and structure of gels. Springer Berlin Heidelberg, Berlin,
Heidelberg. p. 160-193.

Tewari, P.K. 2015. Membrane Technology. Nanocomposite Membrane Technology.
CRC Press. p. 1-68.

Thankappan, T.K., G. George y K.G.R. Nair, editor. 1998. Utilization of tuna and tuna
waste. Hameed, M.S.Kurup, B.M. ed. Technological Advancement in Fish. Cochin:
University of Science and Technology.

Unal, 0. 2016. Optimization of shot peening parameters by response surface
methodology. Surface and Coatings Technology 305: 99-109.
doi:https://doi.org/10.1016/].surfcoat.2016.08.004.

Vaillant, F., A. Millan, M. Dornier, M. Decloux y M. Reynes. 2001. Strategy for
economical optimisation of the clarification of pulpy fruit juices using crossflow
microfiltration. Journal of Food Engineering 48: 83-90.
doi:https://doi.org/10.1016/50260-8774(00)00152-7.


http://dx.doi.org/10.1016/j.seppur.2014.02.018
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2010.02.071

134

Vaillant, F., A.M. Pérez y F. Viquez. 2004. Microfiltracién tangencial: Una alternativa
innovadora para la transformacion de frutas tropicales. La Alimentacion
Latinoamericana 252: 8.

van Reis, R., S. Gadam, N. Frautschy Leah, S. Orlando, M. Goodrich Elizabeth, S.
Saksena, et al. 2000. High performance tangential flow filtration. Biotechnology and
Bioengineering 56: 71-82. doi:10.1002/(SIC1)1097-0290(19971005)56:1<71::AID-
BIT8>3.0.CO;2-S.

Vazhiyil, V. 2008. Seafood Proteins. Marine products for healthcare. CRC Press. p. 51-
101.

Venugopal, V. y Mazza, G. 2008. Seafood proteins: functional properties and protein
supplements. Marine products for healthcare. CRC Press. p. 103-142.

Wang, Q., W. Li, Y. He, D. Ren, F. Kow, L. Song, et al. 2014. Novel antioxidative peptides
from the protein hydrolysate of oysters (Crassostrea talienwhanensis). Food
Chemistry 145: 991-996. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.08.099.

Wasswa, J., J. Tang y X. Gu. 2007. Utilization of fish processing by-products in the
gelatin industry. Food Reviews International 23: 159-174.
do0i:10.1080/87559120701225029.

Yanan, Z., Z. Li, L. Hua, S. Weiy Y. Meilan. 2012. Effect of eel head protein hydrolysates
on the denaturation of grass carp surimi during frozen storage. Procedia
Engineering 37: 223-228. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.proeng.2012.04.231.

Yoo, S.-J., S.-M. Cho, J.-W. Woo, S.-H. Kim, S.-H. Byun, T.-W. Kim, et al. 2008.
Physicochemical Characteristics of Gelatin from Abdominal Skin of Yellowfin Tuna
(Thunnus albacares). Korean Journal of Fisheries and Aquatic Sciences 41: 7.

Yoon, S.-H. 2015. Membrane process. Membrane bioreactor processes. CRC Press. p.
51-96.

Young, S., M. Wong, Y. Tabata y A.G. Mikos. 2005. Gelatin as a delivery vehicle for the
controlled release of bioactive molecules. Journal of Controlled Release 109: 256-
274. doi:https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2005.09.023.

Zhang, Q., Q. Wang, S. Lv, J. Lu, S. Jiang, J.M. Regenstein, et al. 2016. Comparison of
collagen and gelatin extracted from the skins of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
and channel catfish (Ictalurus punctatus). Food Bioscience 13: 41-48.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.fbio.2015.12.005.

Zhang, Y., X. Duan y Y. Zhuang. 2012. Purification and characterization of novel
antioxidant peptides from enzymatic hydrolysates of tilapia (Oreochromis niloticus)
skin gelatin. Peptides 38: 13-21.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2012.08.014.

Zhong, S., C. Ma, Y.C. Liny Y. Luo. 2011. Antioxidant properties of peptide fractions
from silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) processing by-product protein


http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.08.099
http://dx.doi.org/10.1016/j.proeng.2012.04.231
http://dx.doi.org/10.1016/j.fbio.2015.12.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2012.08.014

135

hydrolysates evaluated by electron spin resonance spectrometry. Food Chemistry
126: 1636-1642. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.12.046.

Zhou, P. and J.M. Regenstein. 2005. Effects of alkaline and acid pretreatments on
alaska pollock skin gelatin extraction. Journal of Food Science 70: ¢392-c396.
d0i:10.1111/j.1365-2621.2005.tb11435.x.

Slizyté, R., A.K. Carvajal, R. Mozuraityte, M. Aursand and I. Storrg. 2014. Nutritionally
rich marine proteins from fresh herring by-products for human consumption.
Process Biochemistry 49: 1205-1215.
doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2014.03.012.



http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.12.046
http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2014.03.012

136

VIII. ANEXOS

8.1 Ficha técnica de la enzima utilizada

Page 1 of 2

_%] Pet Food
novozymes

Product App
Guideline

Novo-Pro D™ :\

Novo Pro D is used for making animal protein hydrolysates to
be applied for flavor and digest products within the pet food
industry.

When animal proteins are hydrolyzed the taste and flavor are improved
resulting in a better palatability of the final pet food. Novo Pro D provides for
basic protein hydrolysate production

Recommend dosage
0.5-2 .0 kg/ton of raw material depending on temperature, pH, reaction time,
and raw material.

Reaction parameters
The reaction parameters are important and should be controlled during
hydrolysis:

e pH optimum is 7-9

* Temperature optimum i1s 50-65 °C

e Time is another reaction parameter, and is related to enzyme dosage, thus
shorter reaction time requires higher enzyme dosage or vice versa

Process description
Raw material is often poultry by-products as well as porcine and bovine organs,
e.g. lungs, hearts and liver.

Grinding of the raw material before transferring the meat to the hydrolysis tank
is recommended. This is done to give the enzymes better access to the meat
proteins.

Hydrolysis temperature should be 65 °C to maintain a good quality of the
product

Termination of the hydrolysis is by heat treatment. This ensures good microbial
quality and enhanced flavor. Various reducing sugars and free amino acids may
be added to further enhance flavor development.

Protease inactivation occurs at the same time (85 °C for 15 minutes natural pH
or instantly at pH 3.0). Thus no residual activity is present in the final product.

The hydrolysate should be sieved before filled into containers or jerry cans, to
avoid any blockage of spray systems when applied.
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Examples of dosage/temperature/pH/time relationships
Dosage g/kg raw material ~ Temperatur °C pH  Time hours

2.0
1.0
1.0
0.5
0.5
2.0

Safety, handling and storage

55
65
55
55
65
65

6

2 ® ® N O

A

0.5
0.5
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novozymes

Rethink Tom

Safety, handling and storage guidelines are provided with all products.

Novozymes A/S
Krogshoejvej 36
2880 Bagsvaerd
Denmark

Tel. +45 4446 0000
Fax +45 4446 9999

For meore information
and addresses of
international offices,
please see
WWW.novozymes.com

Laws, regulations, and/or third party rights may prevent
customers from importing, using, processing, and/or
reselling the products described herein in a given
manner. Without separate, written agreement between
the customer and Novozymes to such effect, this
document does not constitute a representation or
warranty of any kind and is subject to change without
further notice.

® Novozymes A/S No. 2007-38678-01
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Sublimator 2x3x3/5

Zirbys technology GmbH

Attachment D: Recipe example

No, Step mbar °C min
1| FTO1: Freezing step / -10 1 4
2| FT02: Freezing step / -10 60 |
3| FT03: Freezing step ) -45 1
A | FT04: Freezing step / -45 60
5 | FTOS: Freezing step / 0 0
6 | FT06: Freezing step / 0 0
7 | FTO7: Freezing step /- 0 0
8 | FTO8: Freezing step / 0 o]
9 | FTO9: Freezing step / 0 0
10| ET10: full cooling power / 0 60 7
11| FT-Product / -45 /
12 | DO1: Main Drying step 1,000 -25 1
13 | DO2: Main Drying step 1,000 -25 300
14 DO3: Main Drying step 1,000 -10 120
15 | D04 Main Drying step 1,000 10 120
16 | DOS: Main Drying step 1,000 - 20 120
17| DO6: Main Drying step 0,500 25 120
18 | DD7: Maln Drying step 0,500 25 300
19| DO8: Main Drying step 0,500 35 300
20| D09: Main Drying step 0,500 35 60
21| D10: Main Drying step 0 0 0
27t PRT increase <« __0,100 / 5
23| PO1: Past Drying step / 0 |
24 | PO2: Past Drying step /. 20 300
25 | PO3: Past Drying step /- 0 0
26| PO4: Past Drying step / 0 0
27 | POS: Past Drying step / 0 0
28 | PO6: Past Drying step / 0 0
29| PO7: Past Drying step / 0 o
30| PO8; Past Drying step / 0 0
31 { P0O9: Past Drying step / ¢ 0
32 [ P10: Past Drying step / o] 0

Maximmum speed to cool down

Holding time for-10°C

. Sublimator is cooling Wilb

L maximum power for the set

time. Reached temperature is
not significant!

All Praduct sensors must reach
this setpoint. it have to be
smaller than the last
temperature setpoint in the
freezing steps -

At this step the freeze dryer use

— 120 minutes to go from +10°C

to+20°C

If you don't want to use a step, you
have to put 0 in the time field. The

— value in the temperature field isn’t

significant.

This step is to check If the product
is dry. The freeze dryer close the
flap between chamber and
condenser for the written time
{5minutes) and check the pressure
increase of the chamber. The
increase must be smaller than
0,100mbar. if this Is ok system go
to past drying. If It Is not ok system
go hack to the last active main
drying step so you hava to choose
"a small time.for this step.

ZIRBUS technology
Tel.: (05327) 83 800
Fax: (05327) 83 80 80

Hilfe Gottes 1
info@zirbus.de

37536 Bad Grund
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8.3 Procedimiento de limpieza del equipo de MF-UF

PeaP-016

Eﬂ SISTEMA GESTH DE CALIDAD Piigina @ de 6
{ Emigin N =

Pecha de emisifin: 3 fob/13

PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA DEL EQUTRO —
PILOTO DE MF-UF Emitido por: M. Sotn

Aprobado por: M. Monotern

1. Ohjetive

Establecer la forma &n la cual se deben llevar a cabo los procedimientas de limpieza
después de realizar las proshas de micmofilirncdn y ulirafliracin tangendal, empleando
el equbpo piloto en b planta piloto del Centro Nacional de Cienda y Tecnologia de
Alimentos (CTTAL

2. Alcance

El presente procedimiento debe ser aplicado durante los procedimienios de limpieza antes
v despuds de realioar lag proebas de filiccdn por membranas empleando el equipo ploba
de micrfiliracdn y wirafiliraciim fangendal.

3. Responsables

La aplicacin del presente priocedimiento es responsahdlidad del personal de planta piloto
del CITA, asi coma de los asistentss y tesiarios de propsdios que inwlocren e wso del

equipa pilato de microfilicaciton y ulinfilindon tangencial

La ebbomadn y revisidn del presente procedimientn es responsabilidad  de Jos
investizadores immolumados en proyectos en los coales = wtilice & squipo piloio de
microfiltracitn y wWirafiltracdn tangencial.

La aprabacitn del presents procedimiento & responsabilidad del Jefe de Planta Piloko.
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@
CitA

SISTEMA GESTION DE CALIDAT

P-AF-af

Piigina 3 de 6

Emigéin N 2

FROCEDMMIENTO DE LIMPIETA DEL EQUTR)
FILOTO DE MF-LTF

Pecha de emisitn: a6 13

Emitida por: M. Sotn

Aprobade por: M. Montern

4. Procedimiento de limpiess del egquipo pilote de microfiltracon (MF) y
ultrafiltracian (UF)

Cuzsdro L. Procedimiento de Bmpis= del equapo pilato de MF-UF: membrana de MF

(MembralmeF), Inside CARARM™),

Presion
. , Tiempan heomba Temperntura . .
Sustanicia {min} | m itien o) Procedimimnto (thservaciones
(i)
Terminadn & procesa de
MF, cierre: la wilhvnla de
permeaida, abra la . .
sy Reraja & retenido en
wihala de retenido y = resipiente
=spere a que no salga
Eﬂlﬁl‘lﬁ. Cierre la
vidhula de retenida
Llznie £l sistema con
agna, ahra la vilvila de | Ublice agna
Agea w © 6o recicin v drenie o muavizada®
sistema
Uilice Agua
suvizada. Verfque:
Abea la véhuala de al pH dd agna (£ 1
Agua uwr 40 [ permeado y cerme lade | unidad del pH  del

recicln, drene o sigema

agua suavizadall

by flmjo de agua no
eshé turkia®*

Apage la bomba
centrifuga v loego la
homba nﬂllrrL&Er;.
Drene el sisterma con la
vihula del retenido via
de rericlo ahiertas

* La fempermmin no Gebe de cambiar repentinamente |choquere termicol. Bl calentamento o eninammerio s
hari recirmolando & Hgpado por la membrana. Bl gradiente de temperator debe ser de 10 *C por oimoro.

** 8i ¢l agna se ve turbia o & pH esti fiem de los limites (2 1 umidad del pH del agua utilimadal, repetir o
emjuague nuevamente con agoa dumnte otros 5 min. Verifique el pH y la turbidez. 5 el equipe oo s bha

emjuagado correctamente reprta lo anterior las weces qoe sean necrsaTias.

Dsod st
hiisica il rededor
(Hipocarito Llene el sistema, i;r;lllu;na;n [um
de sndho m]-_rqu:' lai MANZURT de balde : n-:lr:i]rnn]
Wailil a3 Al sy recicln en la marmita ¥ LH-iIir;-En{E:a.n.gr.]r
500 PR recircule por &l tiempa .
oo ppe parir ] g MuOH y 76 ml de
_|!n:|:| clorn 12% e 1l L
sodiis MalH

1% m/mi
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Ly
Cikh

STSTEMA GESTION DE CALIDAD

P-AP-01fk

Figina g de 6

Emisén N¥ 2

FREOCEDIMIENTO DE LIMPIEZA DEL EQUTTRD

Pecha de emisifin: 380613

Emitido por: M. Soin

FILOTO DE MF-UTF
Aprohado por: M. Monter
Apagnela homba
rentrifuga y lnego |a . -,
homba neumiditica. :':n o i_r:‘il_lliﬂl'm'm""
Drenie el sistema conla :rr.a]ﬂ' i
vihula del retenidn yla | PESTHEAAEN
de reciclo ahiertas
: : Llenie el sisterma .
Disolscitn ] ‘ Se util Irededior
hfﬁlﬁ.a que ln ucn de &;Elflr]in ; 1 (um
{Hidrfixida de 30 40 [ ::r.::]n ¥ tfn'nmdn balde grande Beno)
ﬂ"-_f}': HI:'E!I” recireule por el fiempa :m:.;ﬁ :'5’5'::::']3_'*
kb estahlecidn el b
Dissolncidn Ahma lentamente la
hiéisira vihaila dr permeadoy - -
(Hidrfixida de 30 " [ cierre la vilwala del -Il-:-lfl:nmn::n mincitn
sodio MallH recicln, recircule por e |
=% m'm]) min
Apagnela homba
renirifuga y lorgo la Deseche la discluciin
homba neumiéitica. en & halde de
Drenie el sisterma conla | mestralzacidn
vihaala ded retenids via
de reciclo ahiertas
Llenie el sisterma con
. agua, ahra la vilvula de | Ualice agoa
Agua up 40 ambiente rrcicin y drene el guavizada®
sistema
UHilice agna
muavizada. Verifique:
5 Abra la vihula de a) pH del agna (21
Agua 1k 1 ambiente permeado y deme lade | unidad del pH del
recicln, drene o sigema | agna mavizadal
bl flujo de agua no
esbé turbia®*
Apagne |a bomba
cenirifuga y lnego |a
homba nenmidition.
Drenie 2l sisterma conla
vihaala ded retenido vla
de reciclo ahiertas

* La tempermtuma no debe de cambiar repentimamente (chogee térmicol. Bl mlentamiento o enfriamiento s
hard recirmulandn « liquido por la membmana. B gmdiente de temperatuma debe ser de 10 *C por mimrto

** 5 o agna se ve turbia o & pH 2t foem de bos limites (£ 1 onidad 3 pH el agua wtilizmda), repetic o
enjuague muevaments on agna durante otros 5 min, Verifique el pH vy la turhidez. Si o egmipe no se ha

enjuagadn correstaments repita lo anterior las weces Qe Sean neresaries.

Disolacibn
Srida
(Acidn nitrico
HM 1%
mifml

15

&0

tisx

Llenie el sistema,

codoque la manguoer de
recicio v la de permeadn
en la marmita ¥
recireule por ol fiempo

Sz utilizam alrededor
de 181 de agna (un
balde grande Beno)
Uilice oo g de
HNO, ol em sl L*
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SIETEMA GESTH DE CALIDAD

d
CitA

P-AF-01f

Phigina 5 de &

Emigdn N*: 2

FREOCEDIMIENTO DE LIMFPIEZA DEL EQUTTRD

FPecha de emisidn: 38o6,13

Emitido por: M. Sodn

FILOTO DE MF-LTF
Aorobado por: M. Montern
establecidn
. . Abm lentamente la
Dol acitn
ik ficidn 15 Al sy nﬁe]:;?'hllnd::ﬂr:mrjny Chillice T solociin
cido nitrico . : anterior
recicln, pecineule por g
HMh 1% m/m -
Apagne [a homha
rentrifugn v inego la Deseche la disolocitn
homba nenmiiticn. en e halde de
Drene gl sistema conla | mewtralzacdn
vihala deld retenido yla
de reciclka abiertas
Llenie r.:.ls'm]rm:alf:lﬁn i -
. aga, abra la vilvula Uilice agna
Agua 414 40 amhiente recicin y drene ¢l ety s
SIRTEma
Lialice agna
snavizada. Verfique:
Ahea la vihaula de al pH dd agua (t 2
dgaa ux 40 ambiente permeado y Geme lade | mnidad del pH  del
recicln, drene o sistema agua suavizadall
b) flujp de agua no
esté turbia®*
Apagne a homba
renirifuga vy loego la
bomba neumiticn.
Drenie &l sisterma con la
vihula del retenido vla
de recicly ahiertas

* La temperatura no debe de cambiar repentinamente (chogue térmicol. Bl mlentamients o enfriamiento se
hard recirenlandoe & Hquido porla membrana. Bl gradiente de temperaturm debe ser de 10 *C por omi oo,

** 8i ¢l agna se ve turbia o & pH esti fuem de los limibes (2 1 umidad del pH del agua ofilizada), repetic o
enjuagnes nusvamente mon agna durmmte otros 5 min. Verifique el pH y la turbidez. 5 el equips no 52 Ba

emjuagado cormestamente repdta o anterior lns weces que sean neresaTin.

Realice Ia mesdicifn die la
permeabilidad de la
membrana 5 251 en un
Presitn de :u:-!t-r.r.-cr]:eba_'rn 'ﬂ.h.l'l Uilice agna
A a5 rreea bilidad ariginal -
e o ml Eipo r|~.a]"|n.'::l'g.I mvizna
niemamierhe o
procedimientn de
limpieza ya d eserits
Drkecd it L= ¢l sistema, Se utilizan alrededor
desiniiraanne m]v:ﬂur' la marguera de | de 181 de agua (un
[Hipodarito de 1k Al amihiente recicto en la marmita ¥ baldr grande Beno)
Scatic MaCa recirenle por o fiempa Ualice: 30 mil de
i parablecidn clorm 12% en 1l L.
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PeAF-016

Piigina 6 de &

Emisén M2

FILOTO DE MF-LTF

FROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA DEL EQUTR)

Fecha de emisifin: 38 o613

Emitido por: M. Son

Aprohado por: M. Montern

Cusdro T Procedimiento de limpieza del egquipa piloto de MP-TUF: membrana de UF
(Membralo§, Ingide CSRARM ™),

Presidn
y ; Tiempoe | bomba | Tempernbors M .
Sustanmcin {min} | nenmétics ) Procedimisnto Uihserwciones
{psi}
Terminado &l proeesa de
UF, cierme la vithaila de
permeada, abra la vilvula 2 el i3
de retenido y espere a Recoja el retenido en
182 Fid mis fida. | e
Gierre la vaheula de
retenidio
Liznir &l sistermna con Tt
Agqaa My &0 fuy agua, ahra la vkl de :Ef;x:n
reciclo y drene o sistema |
Utifice agua
suavizada. Verifiqoe:
Abira la vihnla de a) pH del agna (£ 1
H ¥ A0 ] reneadn y cierre [ umida el pH
Az sl permeada y ciere la de idad del pH del

recicln, drene el sistema

aguaa snmvizada).
h) fluje de agua no
esté harbin™

Apague la homba
penirifuga v loego la
hoenkba nﬂ:lrn.."rtpﬁ.na. [Drene
el sisgtema con la vihaals
del retenido yia de
recicly abiertas

* La temperatum oo debe de cambiar repentinamente (o
hark recirmlandn o Houido por la membrana. E gradiente de temperatora debe ser de 10 *C por mimrto.
*=* &i ol agna se ve turhin o o pH estd fuem de Ios limites (2 1 unidad del pH del agua otiliznda), repetic o

emjuagne nuevamente con agna dummbe otms 5 min, Verifique of pH y la turbidez. i el equipe no se ha

nque tirmieol Bl mlentamoento o enfmammento se

enjuagatdo correctamente reprta lo anterior las weces que sean necrsamas.

hﬁ:;i:.::‘.ln Liene ¢l sisterna, colodque | Se ofilizan alrededor
Hidrfiidn la mangoera de recido vy | die sBL de aguaa (un
" rlI:- ﬂn 30 &0 7 la de permeadio enla halde gramde lena)
M 2% marmita y recirmale pore | Utifice 3.0 g de
miemn) tiempo establecido HWaliH &n 18 L*
Disnliscidn Apagne La homha
hésica cepitifuga ¥ loego la
(Hidrfxido - ET] - bomba nenmition. Drene | Utifice la sohocidn
de soadin 3 ! el sstema ron la wihula | antenor
NaH 2% del retenido vy la de
mi'm] reciclo abiertas
Apague L homba | Desechie la disolacidn

ceptrifuga v loego la

en o balde de
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SISTEMA GESTION DE CALIDAT

PeAF-016

Piigina 7 de

Emisifin N2

FRICEMMIENTD DE LIMFPIEZA DEL BT

Prcha de emisifies 18 o1y

Emitido por: M. Sofn
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FILOTLO DE MF-LTF
Aprobado por: M. Montern
homba nenmition. Drene | nentralizaciin
el sstema ron ka vihula
del retenidn v la de
recicln abiertas
Li=nie el sistema con Tz
Agua 5] &0 ambiente agna, abhra la vikvla de L.11:ﬁ_n' ﬁfa
reciclo y drene o sistema | TR
Utihee agua
suavizada. Verifigue:
a0 Abra In viihvala de a) pH del agua (£ 2
Agua 5] ambiente permeado ¥ ciere la de umidad del pH del

recicln, dreme el sisterma

agan snmvizadda).
b} flojo de agna no
est tarbin®*

A 3= la hoenba
n-r;ﬁ“%ﬁlyl y lnego ba
honba neamitica. Drene
el sigema con la vihaala
del retenido wla de
reciclo abiertas

* La temperatura no debe de cambiar repentinamente (choguee térmicol El mlentamients o enfrinmienta se
hars recirmlando o liquido por la membmna. Fl gradiente de temperatura debe ser de 10 *C por miomo.

** &i o agna se ve turhia o o pH esth fisern de bos limnites (2 1 unidad ded pH ded agus otilizada), repetic o
enjuagne nuevamente ton agoa domnte otros 5 min. Verifique el pH vy la turbider. 5 el equipn oo se ha

enjuagado comectaments repita lo antenor las weces que sean mecrsaries.

Lavada deida para membranes Inside OfRAM™

Lnsolnmin
firida Lieme ¢l sistemna, onloquoe | Se wtlizan alrededor
[Aridn la mangoem de redido ¥y | de sl de agaa (un
frsfirion 15 T =] la de permeado en la halde gramde lena)
H, PO, marmita y recirmale por el | Utifiee 18,0 g de
o,075% tiempe establecidn H PO, 75 en o) LF
mi/m]
Disnlcidn
firida Abra lentamente Ia
[Aridn vithmla de permeado ¥ o .
fnsfiiricn 15 © S cierme la vihaala del Ukilics: In solaciie
H, PO, recicln, reciroule por 15 skerior
o,075% min
mi/m]
Lavado doidoe para membranes Mesrshro oo s
Disnluridn Lleme &l sistema, coloqume | Se wtlizan alrededor
firida la mangonera de recido v | de sBL de agaa un
[Acidn 15 T3] fan la de permeado en la halde gramde lena)
nitrico HEOy marmita y recirmle por e | Utifice o0 gde
1% my'mi tiempo establecidn HMOy 08 enaf LF
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FROCENMIENTO DE LIMPIEZA DEL EQUTTRO)

Frecha de emisidn: a8 o1y

Emitida por: M. $otn

FPILOTO DE MF-L'F
Aprobado por: M. Montern
Disoloidn Abra lentamente In
Srida vilbvala de permeado v . .
[Acidn 15 Al [ cierre la vihala del ! Utilier la solucitn
nftrico MM, recicln, reciroule por 15 oy
™ m/m min
Apage la bomba
repirifuga ylnego la Deseche la disolizcdm
bomba neamética. Drene | enoo balde de
el sistema oon la vihals nieutralizacifin
del reterido yla de
reciclo abiertas
Llzme ] sistemna cnn _
Agaa 1k A ambiente agua, ahra la vibmla de :;EE:LEEQ
recicly y drene o sistema |
Litihee aguaa
snavizada Werifigue:
Abra la véilvala de a) pH del agna (% 1
Aguaa 5 40 ambiente permeado ¥ cierme |a de nmidad del pH  del
recichy, drene el sisterma | agua snmvizada).
b} flojo de agna no
esté harkia =
Apagar la bomba
n-.-ﬁr%ﬁlg;l ynego la
bomba neamitica.
Drrenar @ sistema con la
wvithaila del retenido v la
del reciclo abiertss

* La temperatum no debe de cambiar repentinamente (choque térmicol. Bl mlentamiento o enfriamiento s
haré recirenlando o Hquido porla membrana. El gradiente de temperatora debe ser de 10 *C por misrbo.

*=* &i ol agna se ve tarhia o o pH estd foera de Ins limites (2 1 unidad del pH ded agoa otifizadal, repetir el
emjuagne nusvamente ton agona dormnte otros 5 min. Verifique ¢ pH vy la turbidez. 55 &) equips oo se ba

enjuagado correcstaments repita o anterior las weces que sean neresaTins.

Bealice |a medicidn de la
permeabilidad de L
membrana. Si esta enun
20% por dehajo de la

Agua Proviin te 25 permeabilidad ariginal | Utifiee sgan suavizada
procese del equipo reafice
noevaments &l
procedimientn de
limpieza va descrito
Disolwcidn S
desinfectante Llene el sisterna, coloaue ;“EIIIHT A]r"']__"ﬂ"r
(Hipoclarita 0 20 ambiente | 18 manguers del recicda | FRET- T8 SEEL AR
de sodin ! en la marmita v recirculde | e g. )
HWaiil por el tiempen éstablacido, Utifiee 30 mi. de dors

200 ppm]

1% en 1l L




