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RESUMEN

Las proteinas de pescado aisladas a partir de subproductos o especies poco comerciales
que usan el método de cambio de pH, el cual consiste en una solubilizacién acida o
alcalina seguida de una precipitacion isoeléctrica de las proteinas, son una nueva fuente
de proteinas que pueden usarse como ingredientes para producir alimentos de mayor
valor agregado. El objetivo de la investigacion fue obtener un aislado proteico a partir
de musculo de bagre con faja (Galeichthys peruvianus). El flujo del proceso obtenido
fue el siguiente: recepcion de bagre con faja - fileteado - molido - extraccion alcalina —
centrifugado 1 — precipitacion isoeléctrica - centrifugado 2 — secado — envasado y
almacenado. Los factores evaluados para la extraccion alcalina fueron: relacion
musculo/agua, pH y tiempo de extraccion, los valores con los cuales se obtuvieron la
mayor solubilizacion proteica fueron: 1/12, 13 y 20 minutos, respectivamente. La menor
solubilidad proteica se obtuvo a pH 5,5, siendo este el punto isoeléctrico (pl) de la
proteina del bagre con faja. El precipitado fue neutralizado a pH 7 y secado por
liofilizacion. El aislado proteico asi obtenido present6 un contenido de proteina de 94,48
%, humedad de 2,85 %, grasa de 0,83 %, ceniza de 1,65 % Yy carbohidratos de 0,19 %.
El bajo contenido de mohos, levaduras, enterobacteriaceae y ausencia de Salmonella

confirmé la adecuada limpieza e higiene en el procesamiento del aislado proteico.

Palabras clave: Aislado proteico de pescado, extraccion alcalina, precipitacion

isoeléctrica, solubilizacion proteica, liofilizado, método de cambio de pH.



SUMMARY

Fish proteins isolated from by-products or non-commercial species that use the pH
change method, which consists of an acid or alkaline solubilization followed by an
isoelectric precipitation of the proteins, are a new source of proteins that can be used as
ingredients to produce higher value-added foods. The objective of the research was to
obtain a protein isolate from catfish muscle with sash (Galeichthys peruvianus). The
process flow was as follows: reception of catfish with sash — filleting - ground - alkaline
extraction - centrifugation 1 - isoelectric precipitation - centrifugation 2 - drying -
packaging and storage. The factors evaluated for the alkaline extraction were: muscle /
water ratio, pH and time of extraction, the values with which the highest protein
solubilization were obtained were: 1/12, 13 and 20 minutes, respectively. The lowest
protein solubility was obtained at pH 5.5, this being the isoelectric point (pl) of the
catfish protein with sash. The precipitate was neutralized to pH 7 and dried by
Iyophilization. The protein isolate thus obtained had a protein content of 94.48%,
moisture of 2.85%, fat of 0.83%, ash of 1.65% and carbohydrates of 0.19%. The low
content of molds, yeasts, enterobacteriaceae and absence of Salmonella confirmed the

adequate cleaning and hygiene in the processing of the protein isolate.

Key words: Fish protein isolate, alkaline extraction, isoelectric precipitation, protein

solubilization, lyophilized, pH-Shift method.



l. INTRODUCCION

La industria alimentaria se encuentra en la bldsqueda de proteinas alternativas que
puedan competir con las que actualmente dominan el mercado y que posean
caracteristicas nutritivas, funcionales y sensoriales adecuadas para utilizarse en el
desarrollo de nuevos productos alimenticios (Badui, 2006). Asimismo el ITP (1999)
indica que se tiene la necesidad de focalizar la atencion en el desarrollo de productos de
mayor valor agregado, tratando en lo posible de buscar aplicaciones tecnologicas que

satisfagan los requerimientos del mercado nacional y del mundo.

Kristinsson et al. (2005) mencionan que se han desarrollado procesos para producir
aislados proteicos funcionales a partir de pescados de bajo valor con el fin de desarrollar
alimentos para consumo humano. Segun Kristinsson e Ingadottir (2006) en este proceso
las proteinas del muasculo se solubilizan a pH bajo o alto, luego las proteinas
solubilizadas son separadas del material insoluble y son recuperadas por precipitacion
isoeléctrica. Este proceso es conocido como método de cambio de pH o método pH-
Shift (Tian et al., 2017).

Segun Cortés y Pacheco (2009), los procesos que se basan en la modificacion del pH no
implican etapas continuas de lavado, por lo cual se reducen significativamente el
consumo de agua y la generacién de desechos. Ademas con este nuevo enfoque de
proceso se han registrado mayores rendimientos de recuperacion de proteinas y de
eliminacion de lipidos. Tian et al. (2017) sefialan que las proteinas recuperadas tienen

un buen color y excelentes propiedades funcionales.

Por otro lado, Castafieda et al. (2007) mencionan que ante la disminucién de los
recursos comerciales y tradicionalmente importantes, la actividad pesquera artesanal,
cada vez esta mas ligada a la busqueda de especies potenciales. En el Perd, existe una
variable disponibilidad de especies que no son objetivo tradicional de la pesca artesanal,

ya sea por la falta de demanda o de medios como artes de pesca, tecnologias de captura,



conservacion y procesamiento (Castillo, 2007). Segun Salazar et al. (2014) el bagre con
faja (Galeichthys peruvianus) es un pez bento-pelagico, considerado como una especie

no comercial o de bajo valor comercial.

Castafieda et al. (2007) menciona que el bagre con faja es un alimento proteinico, su
carne contiene calcio, hierro y otros minerales importantes para la buena salud. Ademas,
esta especie es de bajo contenido graso, lo que constituye una caracteristica importante
para su adaptacion en el procesamiento de productos secos y/o salados en general (ITP,
1999).

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo general obtener un aislado proteico a
partir de musculo de bagre con faja por medio de extraccion alcalina, precipitacion
isoeléctrica y secado de las proteinas. De esta manera, se busca aportar informacion
cientifica para que pueda ser utilizado como ingrediente o suplemento nutricional en la
elaboracion o enriquecimiento de diversos productos alimenticios con el fin de
satisfacer las necesidades de proteinas en las poblaciones, asi como también diversificar

el uso del bagre con faja.

Los objetivos especificos fueron:

e Determinar la relacion musculo/agua, pH y tiempo de extraccion de mayor
solubilidad proteica.

e Determinar el pH de menor solubilidad proteica.

e Evaluar fisicoquimica y microbiol6gicamente el aislado proteico.

e Determinar el rendimiento de proteinas en el aislado proteico.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. CARACTERISTICAS DEL BAGRE CON FAJA (Galeichthys peruvianus)

El bagre con faja, se muestra en la Figural, es un Ariidae también conocido con los
nombres de Bagre costero (Chile), Bagre chivo (Colombia), y en inglés como Peruvian
sea catfish; es un recurso bento-pelagico que en el Peru se distribuye desde Tumbes
hasta llo (ITP, 1999).

Figura 1: Bagre con faja (Galeichthys peruvianus)

FUENTE: Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales (2015)

La clasificacion taxondmica del bagre con faja segin Castafieda et al. (2007), es la

siguiente:

Reino: Animal
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Clase: Osteichthyes
Orden: Siluriformes

Familia: Ariidae



Género: Galeichthys
Especie: Galeichthys peruvianus

Nombre comun: Bagre con faja

2.1.1. Morfologia

El bagre con faja presenta un cuerpo desnudo, sin escamas; aletas dorsal y pectoral con
una fuerte espina aserrada; maxilar con un barbo y el ment6n con dos pares de barbos.
Dientes puntiagudos en las mandibulas vomer y palatinos. Aleta anal con 14 a 16
radios; 10 branquiespinas en la rama inferior del primer arco branquial; dientes del
vomer bien separados en la linea media (Castafieda et al., 2007). Parte superior del
cuerpo azul negruzco a rojo café, estdbmago blanco, los lados del cuerpo con una banda
blanca plateada que va desde el lomo a la parte media de la base de la cola y aletas
oscuras (Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales, 2015).

2.1.2. Distribucién geografica

El bagre con faja es una especie costera bento-pelagico que habita en aguas someras con
fondos blandos, particularmente dentro de las 50 mn desde la costa. Sus mayores
concentraciones se presentan entre Punta La Negra (6°S) y Chimbote (9°S), zona
nortecentro del Per( (Castafieda et al., 2007), sin embargo su distribucion esta limitada

por las condiciones oceanograficas del mar peruano (Castillo, 2008).

Datos de retrodispersion acustica indicaron que la distribucién y profundidad del bagre
con faja, varian de acuerdo a las horas del dia. Entre las 00 y 06 horas, se concentra
entre 5 a 35 m de profundidad; entre las 6 y 18 h, se registra entre los 5y 40 m. A partir
de las 18 h, la especie se profundiza y de acuerdo a la oxiclina puede alcanzar
profundidades de hasta 140 m (cuando la Extension Sur de la Corriente de Cromwell se

intensifica durante otofio — invierno) (Castafieda et al., 2007).

La distribucién del bagre con faja entre los afios 1998-2007 fue variada, se encontrd en
diversas areas comprendidas entre Talara (04° 37°S) y Morro Sama (18° 17°S), con

mayor continuidad y extension longitudinal entre la Punta La Negra (06° 00°S) y



Huarmey (10° 00°S), zona en la cual la plataforma es mas amplia. Esta especie presenta
patrones de agregacion bien definidos, durante el invierno se concentra especialmente
en la zona costera generalmente hasta Chimbote (09°S), y en los veranos se desplaza
hacia al sur encontrandose hasta Pisco (13°S), en algunos casos se encontraron
pequefas areas de bagre con faja hacia el sur de Pisco en forma reducida, por lo que los

eventos célidos dispersan a la especie a lo largo de la costa (Castillo, 2008).

La distribucion espacial del bagre es coincidente con el de la anchoveta, por lo que
capturas relativamente importantes del bagre pueden ser registradas durante los
desembarques de la anchoveta (Castafieda et al., 2007). La distribucién del bagre con
faja en el litoral peruano, se muestra en la Figura 2.

Figura 2: Distribucion del bagre.

FUENTE: IMARPE (2001)



2.1.3. Aspectos bioecoldgicos

Esta especie alcanza hasta los 38 cm de longitud total, con algunas diferencias respecto
a su sexo, las hembras por lo general son mas grandes, esto se explicaria por el hecho de
que los machos incuban los huevos en la boca, afectando su alimentacion y, por tanto,
su tasa de crecimiento. Tienen un crecimiento alométrico, es decir crece mas
rapidamente en longitud que en peso, alcanzan su primera madurez sexual a los 17 cm
de longitud, con un mayor desove en la estacion de verano. El desove lo realizan en
areas protegidas y de fondos fangosos, los machos toman, los huevos fecundados del
sustrato para su incubacién urofaringeal. Los alevinos tienden hacerse peldgicos y
posteriormente los ejemplares juveniles se dirigen a zonas de mayor profundidad
(Castillo, 2008).

2.1.4. Alimentacion

Castafieda et al. (2007) realizaron el analisis del contenido estomacal de 1189 bagres
con faja, encontrando que los principales componentes de la dieta son: anchoveta
(37,89%) y poliquetos (25,7 %); en menor proporcion, cangrejos, munida y camaron
brujo. Por la composicion de la dieta se considera a esta especie bento-peldgico costera,
totalmente carnivora. La alimentacion del bagre con faja varia con la talla; ejemplares
menores a 20 cm prefieren poliquetos y los de mayor longitud, prefieren principalmente

la anchoveta, ademas de crustaceos, moluscos y otros peces.

2.1.5. Abundancia y desembarques

El bagre con faja, por su continuidad y abundancia en los lances de pesca fue
considerada en los cruceros de evaluacion hidroacustica de recursos peldgicos que
realiza el IMARPE a partir del afio 1998, con la finalidad de conocer cuantitativamente

su nivel poblacional y aspectos bioldgicos en el ecosistema costero (Castillo, 2008).

En cuanto a su biomasa, tuvo una mayor abundancia en la primavera de 1998
(culminacion del evento El Nifio) con 2,13 millones de toneladas. Las capturas por la
flota artesanal reflejaron abundancias minimas, sin embargo en el 2002 en Puerto

Malabrigo, los desembarques alcanzaron las 26 725 toneladas, con un maximo en



diciembre de 18 212 toneladas, cuyo destino fue para la produccion de harina de
pescado (Carbajal et al., 2003, citados por Castillo, 2008).

Investigaciones acusticas del IMARPE mostraron que existio, entre 1998 y 2006, un
stock de bagre a lo largo del litoral lambayecano y libertefio (06 -09°S) que fluctuaba
estacionalmente entre 574000 y 24000 toneladas (promedio en 187000 toneladas)
(Castillo, 2007).

En general los mayores desembarques de esta especie se encuentran localizados en el
norte. En la Tabla 1 se presenta la biomasa del bagre con faja durante el periodo 2006 —

2016 a nivel de todo el litoral.

Tabla 1: Biomasa hidroacustica del bagre con faja (2006-2016)

Aio Total (ton)
2006 511649
2007 304788
2008 729079
2009 395726
2010 155064
2011 136812
2012 57776
2013 51485
2014 7724
2016 141506

FUENTE: IMARPE (2017)

Durante la evaluacion de la poblacién de merluza y otros demersales (Junio-Julio 2015)
al area comprendida desde el extremo norte del Dominio Maritimo del Per( hasta
Huarmey, se capturaron un total de 46 713,68 kg, entre las principales especies que

destacaron por su mayor captura fueron la merluza Merluccius gayi peruanus (32



934,54 kg) que representd el 70,5 %, seguido del bereche con barbo Ctenosciaena
peruviana (4 310,18 kg) ( 9,2 %), el falso volador Prionotus stephanophrys (2 725,24
kg) (5,8 %), la jaiva paco Platymera gaudichaudi (867,11 kg) (1,9 %) y el bagre con
faja Galeichthys peruvianus (783,32 kg) (1,7 %) (IMARPE, 2015).

2.1.6. Caracteristicas quimicas y rendimientos

La composicion quimica proximal del masculo del bagre con faja y los rendimientos de

proceso se muestran en la Tabla 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2: Composicion quimica proximal del musculo del bagre con faja

Componente Rango (%)
Agua 79,57 — 82,49
Grasas 1,25-1,65
Proteinas 16,85 - 17,97
Cenizas 1,35-1,95

FUENTE: ITP (1999)

Tabla 3: Rendimientos de proceso, segun corte comerciales

Corte / Proceso Rango (%)
Sechurano 75-80
Eviscerado / descabezado 40 — 45,3
(HG)

Pulpa 21,3 -24

FUENTE: ITP (1999)

2.1.7. Alternativas tecnologicas

El bagre con faja es una especie de bajo contenido graso, lo que constituye una

caracteristica importante para su adaptacion en el procesamiento de productos secos y/o



salados en general. Debido a su gran consistencia muscular, y grado de elasticidad
similar a la lisa, el bagre con faja es un recurso que podria ser utilizado en la

elaboracion de embutidos y productos de imitacion (ITP, 1999).

2.2. COMPOSICION DEL MUSCULO DE PESCADO

Venugopal y Shagidi (1996) mencionan que los componentes principales de la carne de
pescado son: agua, proteinas y lipidos, los cuales representan aproximadamente el 98 %
de la masa total del pescado. El resto de la masa corporal estd representado por
componentes menores, como carbohidratos (< 1 %), vitaminas y minerales que juegan
un papel muy importante en las reacciones bioquimicas durante la vida de los peces e
influyen en los cambios postmortem. Ademas, sefialan que los componentes principales
del musculo del pescado varian considerablemente entre los individuos de una misma

especie, lo cual depende de la edad, el sexo, el medio ambiente y la estacion del afio.

Suzuki (1987) reporta que la composicion quimica del musculo de pescado esta
conformada por 15 a 24 % de proteinas, 0,1 a 22 % de lipidos, 1 a 3 % de carbohidratos,

0,8 a 2 % de sustancias inorganicas y 66 a 84 % de agua.

En los peces se pueden distinguir masculos con apariencia blanca y oscura, por ello se
clasifican en musculos blancos y rojos. Existen diferencias notables en la composicion
quimica de los dos tipos de mdsculo, entre las principales estan el alto contenido de
lipidos y hemoglobina en el musculo oscuro (Huss, 1999). Cortés y Pacheco (2009)
sefiala que el musculo de pescado se puede utilizar como alimento directo a como fuente
de proteina tecnolégicamente funcional para la elaboraciébn de productos

manufacturados.

Segun Davalos et al. (2005) el pescado se clasifica en tres categorias segin su contenido
de grasa en sus musculos: el pescado magro o llamado pescado blanco (menos del 2 %
de grasa), el pescado graso o conocido como pescado azul (méas del 5 % de grasa) y un
grupo intermedio el pescado semi graso (2 a 5 % de grasa). En general, las especies

magras almacenan lipidos sélo en el higado, mientras que las especies grasas las



almacenan en células distribuidas en otros tejidos del cuerpo (Foegeding et al., 2000,

citados por Sayas et al. 2009).

2.2.1. Proteinas

Por su funcion bioldgica y su solubilidad, las proteinas se han clasificado en tres
grandes grupos: proteinas contractiles o miofibrilares, proteinas sarcoplasmaticas o
solubles y proteinas del estroma o insolubles (Badui, 2006).

La proteina del musculo del pescado estd compuesta de proteinas sarcoplasmaticas (20 a
30 %) que se localizan en el plasma muscular, proteinas miofibrilares (60 a 80 %) que
forman las miofibrillas y las proteinas del tejido conectivo (3 a 10 %) que forman el
estroma (Suzuki, 1987; Delabarre-Ladrat et al., 2006).

Las proteinas sarcoplasmaticas estan compuestas principalmente por mioglobina,
albiminas y enzimas que participan en el metabolismo celular. Esta fraccion
sarcoplasmatica se caracteriza por ser soluble en agua y diluirse en soluciones salinas
(Sayas et al., 2009). Al respecto Suzuki (1987) sefiala que las proteinas
sarcoplasmaticas estdn formadas por muchos tipos de proteinas solubles en agua,
Ilamadas en conjunto midgeno, que se puede obtener simplemente aplicando presion
sobre el misculo de pescado o por extraccion con soluciones salinas de baja fuerza
ionica. EI mismo autor sefiala que el contenido de proteinas sarcoplasmaticas del
musculo de pescado varia con la especie pero por lo general es méas alto en pescados
pelagicos. Sayas et al. (2009) indican que las enzimas sarcoplasmaticas incluyen a las
implicadas en actividades fisiologicas (respiracion, digestion intracelular, division

celular, etc.), como las oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, etc.

Las proteinas miofibrilares son aquellas que componen el aparato contractil responsable
de los movimientos musculares. El punto isoeléctrico esta alrededor del pH 4,5-55a
estos valores de pH las proteinas presentan su menor solubilidad (Pérez et al., 2004).
Asimismo, estas proteinas son solubles en soluciones salinas neutras de alta fuerza
ionica (> 0.5 M) (Hultin et al., 1995). La actina y la miosina son las proteinas
miofibrilares que actian directamente en el ciclo de contraccion y relajacién, ambas

representan el 65 a 75% de la proteina total de los peces. Otras proteinas que participan
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indirectamente en este ciclo son las reguladoras tales como la tropomiosina, troponina y
actinina, y un tercer grupo esté constituido por las llamadas proteinas de andamiaje o de
filamento, que juegan un papel estructural en la miofibrilla y la célula muscular (Haard,
1999).

Las proteinas del tejido conectivo forman parte del estroma. No pueden extraerse con
agua, soluciones salinas acidas o alcalinas o soluciones salinas neutras de concentracion
0,01 a 0,1 M (Suzuki, 1987). La proteina primaria en este grupo es el colageno, la
molécula de coladgeno estd compuesta por una proporcién muy alta de aminoacidos no
polares, hidréfobos que hacen del colageno una proteina en gran parte no funcional en
carnes procesadas (Xiong, 2007, citado por Park, 2009).

Segun Sayas et al. (2009) las proteinas de pescado tienen elevado valor biologico (85
%) debido a su composicion de aminoacidos. En particular, el pescado es una excelente

fuente de lisina y aminoacidos azufrados (metionina y cisteina).

2.2.2. Lipidos

Los lipidos en los peces grasos son principalmente subcutaneos y se encuentran en
dispersion globular, mientras que en los peces magros se depositan en su mayor parte en
el higado (Venugopal y Shahidi, 1996). Los lipidos mas importantes de la masa
muscular son los triglicéridos, una molécula de glicerol unida covalentemente a traveés
de enlaces tipo éster a tres cadenas de acidos grasos de diferente o igual longitud y nivel
de saturacion. Los triglicéridos del pescado no tienen cargas eléctricas y no forman
enlaces de hidrégeno con el agua; por esta razén se llaman componentes apolares o
hidrofobicos (Jaczynski et al., 2009).

Otro tipo de lipidos son los fosfolipidos, componentes integrales de las membranas
celulares. Estos pueden formar enlaces hidrofobicos con otros compuestos quimicos vy,
al mismo tiempo, interactuar con agua y proteinas cargadas (Jaczynski et al., 2009). Los
lipidos polares de los sistemas de membrana en el misculo contienen un porcentaje mas
alto de acidos grasos altamente poliinsaturados que los triglicéridos neutros. Mientras
que el alto contenido de lipidos neutros de las especies grasas, y especialmente del

musculo oscuro, esta relacionado con la necesidad de estas especies para una fuente de
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energia sostenible, la naturaleza altamente insaturada de los lipidos de la membrana es
necesaria para los requerimientos metabolicos funcionales de la membrana (Bell et al.,
1986).

Hultin et al. (2005), citado por Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) sefialan que los
fosfolipidos de membrana son mas suceptibles a la oxidacion que los triglicéridos y
aunque su contenido en el masculo es menor que el de triglicéridos, tienen mayor
injerencia en el desarrollo de la rancidez. Asimismo, Jaczynski et al. (2009) menciona
que los fosfolipidos son dificiles de separar de los homogeneizados de pescado por sus
caracteristicas anfifilicas. A diferencia de los productos musculares de origen terrestre,
las reacciones de oxidacion son mas frecuentes en los productos de pescado graso
debido al alto nivel de saturacion de sus lipidos. Aunque los &cidos grasos
polinsaturados han sido correlacionados con una buena salud cardiovascular, son
altamente susceptibles a la oxidacién. La mayor parte de esos beneficios se han
relacionado con los acidos eicosapentanoico (EPA) y docosahexanoico (DHA), lo cual
ha originado productos de alto valor agregado a suplementos alimenticios que contienen

estos acidos grasos.

2.2.3. Componentes nitrogenados no proteicos

Los componentes nitrogenados no proteicos (NNP) del musculo de pescado incluyen
aminodcidos libres, péptidos, nucledtidos, éxido de trimetilamina (OTMA), creatina,
amonio, bases puricas y, en el caso de los peces cartilaginosos, urea. Cuantitativamente,
el principal componente de la fraccién NNP es la creatina; cuando el pez esta en reposo,
la mayor parte de la creatina es fosforilada y proporciona energia para la contraccion
muscular. EI 6xido trimetilamina (OTMA) es muy abundante en el mdsculo de peces
marinos, pero escaso en los de agua dulce. Constituye una parte importante de la
fraccion nitrogenada no proteica en 1 a 5 %; la cantidad de OTMA depende de la
especie, estacion del afio y area de pesca (Huss, 1999). Cuando el pez se altera, el
OTMA se reduce a trimetilamina (TMA), que produce el olor tipico a pescado

descompuesto (Venugopal y Shahidi, 1996).
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2.2.4. Vitaminasy minerales

La cantidad de vitaminas y minerales es especifica de las especies y depende de la
estacion del afio. El pescado es rico en vitaminas liposolubles A, D y E, a menudo en
cantidades superiores a las encontradas en masculos de animales terrestres (Sayas et al.,
2009).

Con respecto a los minerales, la carne de pescado se considera como una fuente
importante de calcio y fosforo, asi como de hierro y cobre. Los peces del mar tienen alto
contenido de yodo. Cabe destacar el alto contenido de sodio (122 mg/100 g), lo cual

hace al pescado apropiado para ciertos regimenes alimentarios (Sayas et al., 2009).

2.3. SOLUBILIDAD DE LAS PROTEINAS DEL PESCADO

La solubilidad de las proteinas se define como el porcentaje de proteina contenida en un
alimento, que es extraible con agua o con solucién salina en condiciones especificadas
(Sikorski, 2001, citado por Cortés y Pacheco, 2009). También se define como la
cantidad de proteina que se mantiene en solucion después de aplicar al sistema una

fuerza centrifuga por un tiempo determinado (Hultin et al., 1995).

La solubilizacién de las proteinas les ayuda a mantener su estructura y a ser
funcionalmente activas (Venugopal, 1997), depende de la proporcion de grupos

hidrofobos e hidréfilos que hay en la molécula proteica (Borderias y Montero, 1988).

La capacidad de solubilizacién de las proteinas del musculo de pescado es compleja
debido a su interaccion con otros componentes del tejido muscular (Shen, 1981; Hultin
et al., 1995). Por ejemplo es mas dificil solubilizar proteinas de musculo rojo que de
musculo blanco (Stanley et al., 1994; Hultin et al., 1995).

2.3.1. Efecto del pH

Las variaciones en el pH del medio afectan la solubilidad de las proteinas musculares,

ya que se modifica su ionizacion y carga neta, alterando sus fuerzas atractivas y
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repulsivas y la aptitud para asociarse con agua (Borderias y Montero, 1988; Kim et al.,
2003). A valores de pH superiores e inferiores al punto isoeléctrico (pl), la proteina
adquiere un incremento en su carga neta negativa o positiva, respectivamente. Estas
cargas generan nuevos sitios de union para el agua y resultan en la repulsion entre
moléculas de proteina, incrementando su superficie de hidratacion y en consecuencia, su
solubilidad (Lin y Park, 1998; Choi y Park, 2002; Kristinsson e Ingadottir, 2006).

La solubilidad disminuye en el punto isoeléctrico, ya que las cargas negativas y
positivas en las moléculas de proteina se igualan y tienden a asociarse a través de
enlaces idnicos e interacciones hidrofobicas (Lin y Park, 1998). Si se representa la
solubilidad de una determinada proteina en funcién del pH, suele obtenerse una curva
en forma de U, cuyo minimo corresponde con el punto isoeléctrico (Choi y Park, 2002;
Kim et al., 2003). En la Figura 3 se muestra la solubilidad de las proteinas del pescado

en funcion del pH.

-
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Figura 3: Efecto del pH sobre la solubilidad de las proteinas del
musculo de la carpa de hierba.

FUENTE: Chen et al. (2016)

Badui (2006) sefiala que tanto las proteinas miofibrilares como las sarcoplasmaticas son

altamente solubles a pH &cido y alcalino.
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2.3.2. Efecto de la fuerza iénica

La solubilidad de las proteinas también es afectada por la fuerza ionica (u) de la
solucion salina usada. Las proteinas miofibrilares muestran un aumento en su
solubilidad “salting-in” con el incremento en las concentraciones de sal de 0,5 a 1M
seguido de su disminucidn con posteriores adiciones de sal, mayores a 1M (Kim et al.,
2003). Las sales que incrementan la solubilidad de las proteinas también tienden a
desnaturalizarlas. La accion desnaturalizante del NaCl, sobre las proteinas miofibrilares
del pescado es intensa, de ahi la importancia de prevenir el espumado y mantener la
temperatura por debajo de 5°C durante el proceso de extraccion y evitar asi una caida en

su capacidad de solubilizacién (Hultin et al., 1995).

Segun Jaczynski et al. (2009) la fuerza ionica es un factor importante en la solubilidad
de las proteinas, pues representa el estado de electrolitos o sales ionizadas presentes en
un sistema. Generalmente cuanto mayor es la fuerza ionica, mayor es la concentracion

de sales en el sistema.

2.3.3. Efecto de la temperatura

En cuanto a la temperatura, las propiedades de hidratacion de las proteinas disminuyen
cuando ésta se incrementa, debido a la disminucion en la capacidad de formar enlaces
de hidrogeno. Las temperaturas elevadas tienden a desnaturalizar a las proteinas
disminuyendo la capacidad de interaccion de sus grupos polares con el agua (Borderias
y Montero, 1988).

Al respecto, Bourgeois y Le Roux (1986) sefialan que se emplean por lo general
temperaturas bajas debido a los mejores rendimientos de extraccién de proteinas
obtenidos, ademas porque las temperaturas bajas impiden el desarrollo de

microorganismos.

Segun Meinke et al. (1972) los parametros pH, fuerza idnica y temperatura estan lejos
de ser independientes unos de otros. Asi en el caso de la extraccion de proteinas de
pescado, la solubilidad de las proteinas aumenta con la fuerza i6nica si el pH esta

cercano al punto isoeléctrico y decrece, por el contrario, si el medio es completamente
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acido o alcalino. Igual a pH 3, el rendimiento de extraccion es més alto a una
temperatura de 22 °C que a 55°C, mientras que lo inverso se observa a un pH 11. Sin
embargo, los mismos autores recomiendan que los estudios futuros deban incluir
temperaturas inferiores a 22 °C, ya que se ha logrado extraer de 85 a 95 % de proteinas
de pescado utilizando una temperatura de 5 °C.

Suzuki (1987) menciona que la solubilidad de la proteina miofibrilar varia en funcion de
la temperatura y el pH del musculo, a un pH bajo y una temperatura alta originan
desnaturalizacién de la proteina lo que conduce a una solubilidad baja.

2.3.4. Efecto de la relacion musculo/agua y el tiempo de extraccion

Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) sefialan que la duracion del tiempo de
extraccion y la relacion entre la muestra y el medio de extraccion influyen
considerablemente en la cantidad de proteina solubilizada. La solubilidad de la proteina

aumenta a medida que aumenta la relacion muasculo/agua y el tiempo de extraccion.

Batista (1999) indica que el uso de una alta proporcion de extractante durante el proceso
de cambio de pH da como resultado un extracto muy diluido que es ineficiente para
recuperarse. Por otro lado, una baja relacion da mas viscosidad, lo que hace que sea

muy dificil centrifugar y separar particulas sélidas.

Hultin et al. (2005) citado por Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) indican que la
extraccion de proteinas de un proceso de cambio de pH se puede lograr con 5 a 10
volimenes de agua con alcali o &cido. Hultin y Kelleher (2001) mencionan que
tipicamente se usa la relacion de peso/volumen de liquido mayor a 1/7 y de preferencia
mayor a 1/9, ya que el tejido muscular de proteinas se debe mezclar con un liquido
acuoso a una proporcion de peso/volumen que permita formar una composicion acuosa

gue no tenga una viscosidad alta.
Shaviklo (2006) sefiala que el tiempo de extraccion debe ajustarse para tener una tasa

méaxima de extraccion y que un tiempo de extraccion de 20 minutos del masculo de la

caballa, produjo algo menos de 80% de extraccion de proteina soluble. Por otro lado,
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Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) sefialan que la mayor extraccion de proteinas se

observa a los 15 a 20 minutos.

2.4. AISLADOS PROTEICOS

Segun Rivera (2006) existe la necesidad de desarrollar los procesos necesarios para
aislar o extraer las proteinas de sus fuentes organicas originales. Se obtienen asi los
denominados aislados proteicos, que constituyen un purificado proteico a partir del
alimento o fuente orgénica inicial. De esta manera, se llega a obtener un macronutriente
purificado con papel nutricional y tecno-funcional en la elaboracion tecnologica e

industrial de alimentos.

Los aislados proteicos tienen diversas aplicaciones como ingredientes y aditivos
alimentarios, cuyas propiedades dependen del nimero y tipo de proteinas presentes, asi

como de su pureza (Badui, 2006).

En términos generales, se pueden distinguir tres tipos de productos: harinas,
concentrados y aislados. Estos tres productos no significan lo mismo, si son
considerados desde un punto de vista tecnologico o comercial. En el plano tecnologico
la nocidon de harinas, concentrados y aislados es confusa. Puede afirmarse que el
término aislado se reserva para productos que proceden de una extraccion “positiva”
(aislamiento de proteinas por extraccion solido-liquido). Harinas y concentrados,
proceden, por el contrario, de una extraccion “negativa” por eliminacion de compuestos
no proteicos. Desde el punto de vista comercial se considera como harinas, a productos
cuya concentracién en proteinas es inferior a 70 %; como concentrados a aquellos cuya
concentracion en proteinas oscile de 70 a 85 % y como aislados a productos cuya

concentracion en proteinas exceda de 85 % (Bourgeois y Le Roux, 1986).

En la preparacion de aislados proteicos, en lugar de eliminar los constituyentes no
proteicos, el esfuerzo se dirige al aislamiento de la fraccion proteinica del medio
complejo constituido por materia prima. La mayor parte de los procesos realizan
primero, la solubilizacion de las proteinas en un medio apropiado y después una

precipitacion de las proteinas del medio de extraccion por diferentes métodos
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(precipitacion isoeléctrica, modificacion de la fuerza ionica, coagulacion por calor, etc.)
(Bourgeois y Le Roux, 1986). En la Tabla 4 se muestran los niveles de proteina de

productos elaborados a partir de pescado.

Tabla 4: Niveles de proteina de diversos productos elaborados a partir de pescado

Producto Nivel de proteina (%)
Harina de pescado 70
Concentrado proteico de pescado 65— 80
Aislado proteico de pescado 95
Hidrolizado proteico de pescado 90
Hidrolizado de colageno de pescado 90 -93

FUENTE: Geirsdottir (2005)

2.5. PROCESO DE AISLAMIENTO DE PROTEINAS DE PESCADO

Segun Meinke et al. (1972) el enfoque basico para un aislado de proteina, implica
cuatro pasos esenciales: a) una solucién de la proteina en medio acuoso con pH
apropiado y/o condiciones de sal, b) eliminacion de los residuos insolubles (huesos,
piel, escamas, etc.) de la solucion de proteina; c) recuperacion de las proteinas de la
solucion por ajustes del pH o diluciones apropiadas; y d) la purificacion y secado de la

fraccion de proteina.

El proceso de aislamiento de proteinas, sigue generalmente tres pasos: extraccion,
precipitacion y secado de la proteina precipitada (Kramer y Kwee, 1977, citados por
Liadakis et al., 1995).

2.5.1. Método de cambio de pH &cido y alcalino

El método de aislamiento de proteinas acido y alcalino es un método relativamente
nuevo utilizado para la extraccion de proteinas. Hultin y Kelleher (2000) sefialan que el

proceso de aislamiento de proteinas de pescado que utiliza una solubilizacién acida o
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alcalina seguida de una precipitacion isoeléctrica proporciona rendimientos
extremadamente altos con la inclusién de proteinas sarcoplasmaticas, ademas demuestra
mejores propiedades funcionales. Asimismo, Theodore (2005) menciona que estos
procesos se basan en una solubilizacion alcalina (pH > 10) o &cida (pH < 3), separacion
de constituyentes indeseables por centrifugacion y finalmente precipitacion isoeléctrica
de las proteinas. En la Figura 4, se muestra el proceso de cambio de pH para producir

aislados proteicos de pescado.

Pulpa /subproductos de pescado

L 4
Homogenizacion

Solubilizacion en dcido o alcali

Centrifugacion
¥ ¥ l
Sedimento Sobrenadante Capa superior

{Membranas, proteinas {Proteinas solubles) (Lipidos)
insolubles, huesos, piel.)

¥

Precipitacion
¥
Impurezas solubles |¢ Centrifugacion
¥

Aislado proteico de pescado

Figura 4: Método de cambio de pH para la produccion de aislados proteicos de
pescado.

FUENTE: Shaviklo (2015)

El punto isoeléctrico (pl) de las proteinas es el pH al cual una proteina tiene carga
electrostatica cero. En el punto isoeléctrico las proteinas no son solubles en agua debido
a que la atraccién hidrofoba proteina-proteina es mayor que la atraccién electrostatica
proteina-agua resultando en una precipitacion isoeléctrica. Por otra parte, cuando el pH

se desplaza alejandose del punto isoeléctrico de una proteina, se favorece la atraccion de
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proteina-agua y la repulsion electrostatica proteina-proteina, lo que da como resultado la

solubilizacion de las proteinas (Matak et al., 2015).

En los procesos acidos o alcalinos, primero se tritura el mdsculo de los pescados y se
homogeniza en agua para aumentar el area superficial, permitiendo asi la maxima
solubilidad de la proteina, ademas para prevenir los cambios funcionales no deseados en
las proteinas es importante mantener la temperatura de homogeneizacion por debajo de
10 ° C. Asimismo, el diluir el masculo diez veces con agua durante la homogeneizacion
y la fase de ajuste a pH alto o bajo, permite una gran relacion de contacto entre la
proteina y el agua, lo que permite un gran rendimiento final en la extraccién de
proteinas (Theoedore, 2005).

Kristinsson e Ingadottir (2006) mencionan que es necesario que el homogeneizado
tenga una viscosidad baja, para separar el material insoluble de las proteinas solubles
via centrifugacion; particularmente los lipidos de membrana que pueden oxidar y

generar problemas de rancidez y agregacion de proteinas.

Las etapas de centrifugacion tienen dos propositos, la primera etapa de centrifugacion
separa materiales indeseables tales como hueso, tejido conectivo y lipidos de las
proteinas solubles. Esta primera etapa de centrifugacion es critica porque elimina
cantidades significativas de lipidos de membrana, que son los mas susceptibles a la
oxidacion de lipidos, mientras que la segunda centrifugacion actiia como un auxiliar de
deshidratacion (Theoedore, 2005).

Asimismo, Kristinsson y Demir (2003) citados por Tian et al. (2017) informaron que a
un pH de extraccién elevado, las proteinas se solubilizan por completo y se separan de
los lipidos de almacenamiento y los fosfolipidos de membrana. Nolsoe y Undeland
(2009) sugirieron que la reduccion de lipidos es de importancia para reducir la

susceptibilidad de un aislado proteico a la oxidacién de lipidos.

Kristinsson et al. (2005) menciona que a valores extremos de pH, se solubilizan las
proteinas musculares causando una disminucién en la viscosidad de la solucion,
permitiendo que las membranas celulares se separen mediante centrifugacion, al igual

que las grasas neutras y los sélidos sedimentables como huesos y escamas. Cortés y
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Pacheco (2009) sefialan que al centrifugar el homogeneizado con el pH modificado se
generan cuatro fases: la primera fase superior que contiene lipidos neutros (la cual es
minima cuando se utiliza pescado magro), la segunda fase que es un sedimento el cual
contiene piel, lipidos de membrana y huesos (cuando se parte de pescado entero), la
tercera fase que es una solucién de proteinas y la cuarta fase intermedia que esta entre
estas dos Gltimas denominada gel suave. En una siguiente etapa se ajusta el pH de la
tercera fase (solucion de proteinas) entre 5 a 5,5, utilizando NaOH 1 M o HCI 1 M,
segun el tratamiento usado. A este pH las proteinas son menos solubles y precipitan,
pudiendo ser visualizadas como hebras blancas en suspensién. Thorkelsson et al. (2008)
citados por Shaviklo et al. (2012) mencionan que el aislado de proteina de pescado
obtenido de este proceso puede congelarse como surimi o0 puede ser secado para su

posterior utilizacion.

Segun Lansdowne et al. (2009) debido a que las proteinas se disuelven a valores muy
altos de pH (10,5 a 13) o pH muy bajos (1,5 a 3), el proceso de solubilizacion y

precipitacion isoeléctrica produce una reduccion microbiana leve.

Hultin et al. (2005) citado por Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) sefialan que los
procesos acidos y alcalinos conducen a rendimientos significativamente mas altos que el
proceso de surimi convencional, este mayor rendimiento se atribuye en parte a las
proteinas sarcoplasmicas solubles en agua que se recuperan en el proceso acido y

alcalino.

Park (2009) indica que el proceso de solubilizacion y precipitacion isoeléctrica induce la
desnaturalizacion quimica ajustando el pH a una condicion de acido o alcali y
neutralizando con NaOH o HCI. El mismo autor menciona que se han llevado a cabo
numerosas investigaciones sobre aislados funcionales de proteinas de pescado de
diversas especies (bacaladilla, arenque, bagre, sardina del Pacifico, corvina del
Atlantico, tilapia, jurel, trucha, krill y Calamar gigante). Ademas se han evaluado sus
propiedades fisicas y quimicas y se ha medido la desnaturalizacién inducida por
productos quimicos y el replegamiento inducido por productos quimicos para

determinar los cambios de conformacion en la estructura proteica.
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2.5.1.1. Comparacion entre el método de cambio de pH acido y alcalino

Hultin et al. (2005) citados por Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) indican que
aunque la solubilizacién a pH &cido da mayores porcentajes de recuperacion,
comparandola con los obtenidos a pH bésico, la calidad de la textura de los geles de
proteinas hechos con proteinas recuperadas a pH bésico es mejor que la de los
elaborados con proteinas recuperadas a pH acido, los geles de proteinas recuperadas a
pH basico son mas firmes y con mayor blancura que los de proteinas recuperadas a pH
acido.

Por otro lado, Chen y Jaczynski (2007) sefialaron que el proceso de cambio de pH &cido
generalmente daba un mayor rendimiento pero una menor reduccion total de lipidos del
aislado proteico de los subproductos de trucha arco iris que el equivalente alcalino. Sin
embargo, Tian et al. (2017) reporto que el rendimiento de recuperacion de proteina en
condiciones alcalinas es ligeramente mejor que en condiciones &cidas, 87,6% en

condiciones alcalinas a pH 12,5 comparado con 76,3% en condiciones acidas a pH 2,5.

Asimismo, Theodore (2005) menciona que para el proceso alcalino, la reduccion de
lipidos fue significativamente mayor. Ademas, el analisis de color mostr6 mayor
blancura y menor amarilleamiento en las proteinas del proceso alcalino en comparacion

con el proceso acido.

Segun Kristinsson y Hultin (2004) el proceso con alcali ha demostrado una
desnaturalizacion proteica menor y, por lo tanto, menos coagregacion de proteinas en
comparacion con el proceso acido, lo que podria conducir a una menor recuperacion de

proteina total para el proceso alcalino.

2.5.1.2. Obtencidn de aislados proteicos de diversos tipos de pescado

Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) realizaron la solubilizacion y precipitacion
isoeléctrica de las proteinas de los subproductos de tilapia, el proceso implicd moler los

subproductos y se mezcld con agua destilada fria en una proporcion 1/9 (p/v). El pH de

la mezcla se ajusté a pH 2 a 12 usando NaOH 2N o HCI 2N y se agité durante 20
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minutos. La solucion se centrifugd a 10000 x g durante 15 minutos a 4°C. El

sobrenadante se precipité a pH 5,5, finalmente la proteina aislada se ajust6 a pH 7.

Chen et al. (2016) utilizaron musculo molido de carpa de hierba en una relacion 1/6
(p/v) con agua destilada fria 4°C. Se homogenizd y el pH se ajusté a pH 3 y pH 12
utilizando una solucibn de NaOH 05N o HCI 0,5 N, respectivamente. Los
homogenizados se centrifugaron a 10000 x g durante 20 minutos. EI pH de la solucion
de proteina solubilizada se ajusté a su punto isoeléctrico pH 5 y se centrifugd
nuevamente a 10000 x g por 20 min. El aislado proteico fue ajustado a pH 7.

Tian et al. (2017) usaron musculo blanco de carpa comin molida en una proporcion 1/9
(p/v) con agua desionizada fria. La mezcla se ajustaron a pH 2,5y 12,5 usando HCI 1 M
0 NaOH 1 M durante 30 minutos, luego se centrifugaron a 12000 x g durante 30
minutos a 4°C. Posteriormente se recogio el sobrenadante que contenia la proteina
solubilizada y se ajusté a pH 5,5 y se centrifugd a 12000 x g durante 10 minutos.

Finalmente se ajusté a pH 7.

2.5.2. Calidad nutricional de los aislados proteicos de pescado

El aislado de proteina recuperada por solubilizacién y precipitacion isoeléctrica contiene
87 a 95 % de proteina bruta, 1 a 5 % de lipidos y 2 a 6 % de ceniza. La composicion
proximal de proteinas aisladas recuperadas mediante este procesamiento varia segun la
fuente de proteina, el pH y el tipo de acido y base utilizados durante la solubilizacion y

precipitacion isoeléctrica (Tascaya et al., 2009).

Garcia (1990) menciona que sin las proteinas no seria posible la vida, pues, aparte de
construir el armazén principal de todas las células y tejidos del cuerpo, no podrian
realizarse a tiempo las reacciones bioldgicas que constituyen el metabolismo y que estan
catalizadas por enzimas, ya que las propias enzimas son proteinas. También lo son los
anticuerpos que nos defienden contra las infecciones, muchas hormonas, la materia
contractil de los musculos y la parte de los huesos donde se fijan las sales de calcio.
Unidas a otras sustancias, forman compuestos importantes; por ejemplo, con lipidos
forman las lipoproteinas. Por si fuera poco también pueden producir energia al

transformarse en hidratos de carbono algunos de sus componentes.
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Theodore (2005) sefiala que las proteinas encontradas en el masculo de bagre de canal
(Ictalurus punctatus) incluyen cadenas pesadas de miosina, subunidad a-actinina,
desmina y vimentina, actina, paratropomiosina, subunidad de [3-actinina y subunidad de
y-actina. En el sobrenanadante de la primera centrifugacién usando el método de
cambio de pH &cido y alcalino se encuentran la miosina, la actina, la subunidad de
tropomiosina, B-actinina y y actinina mientras que en el sobrenadante de la segunda
centrifugacion se encuentran mioglobina, hemoglobina o parvalbumina. En hidrolizados
de bagre de canal, los aminoécidos en mayor abundancia incluyen LYS (lisina), ASX
(que representa asparagina y acido aspartico), GLX (que representa tanto glutamina
como acido glutamico), ALA (alanina) y LEU (leucina). Por otro lado, los aminoacidos
presentes en cantidades mas bajas incluyen SER (serina), CYS (cisteina), HIS
(histidina) y THR (treonina), también estuvieron presentes los aminoacidos (VAL)
valina, (MET) metionina, (ILE) isoleucina, (PHE) fenilalanina, (ARG) arginina, (GLY)
glicina, (TYR) tirosina y (PRO) prolina.

De los aminoécidos que componen las proteinas, hay unos cuantos que son
indispensables ingerir, por lo que el cuerpo es incapaz de fabricarlos. Tales aminoacidos
esenciales son ocho para el adulto: leucina, isoleucina, lisina, treonina, triptéfano,
valina, metionina (en ocasiones sustituible por cistina) y fenilalanina (a veces sustituible

por tirosina). En el nifio hay que afiadir histidina y a veces arginina (Roldan, 2002).

La calidad nutricional de una fuente de proteina se determina en base a la presencia de
los nueve aminoacidos esenciales en cantidades adecuadas para apoyar la salud humana
o animal. EI proceso alcalino permite la recuperacion de aislados proteicos con mayor
calidad nutricional segin se ha evaluado por un mayor contenido de aminoacidos
esenciales en comparacion con el proceso acido. Asimismo, Matak et al. (2015) indican
que los aislados de proteina recuperados son de alta calidad, ya que contienen todos los
aminoacidos esenciales en cantidades adecuadas, dichos amino&cidos esenciales se

muestran en la Tabla 5.
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por solubilizacion y precipitacion isoeléctrica

Tabla 5: Contenido de aminoacidos esenciales (mg/g) en el aislado proteico recuperado de subproductos de procesamiento de pescado

Amino&cidos Proteina recuperada de subproductos de procesamiento de pescado en diferentes

esenciales tratamientos (valor de pH) (mg / g de proteina)
2,0 2,5 3,0 12,0 12,5 13,0

Isoleucina 38,91+0,50b 36,31+0,20c 39,52+0,75b 42,11+0,36a 41,49+0,43a 42,81+0,28a
Leucina 65,51+0,08c 60,47+0,20d 65,89+0,31c 69,50+0,00b 69,08+0,32b 71,02+0,37a
Lisina 73,61+0,40c 66,96+0,23d 73,38+0,35c 76,34+0,24b 76,28+0,39b 78,35+0,42a
Metionina 26,30+0,50a 22,40+0,15b 25,53+0,04a 26,21+0,54a 26,14+0,67% 26,21+0,37a
Fenilalanina  33,94+0,35d 30,96+0,48e 34,17+0,13cd 35,48+0,43b 35,06+0,12bc 36,79+0,07a
Treonina 36,85+0,78¢c 34,25+0,33d 36,77+0,60c 38,38+0,84bc 39.00+0,36ab 40,59+0,18a
Triptdfano 10,24+0,20c  9,25+0,38d 9,02+0,15d 11,00+0,21ab 10,65+0,28bc 11,55+0,14a
Valina 46,48+0,84c 42,88+0,26d 47,01+0,83c 49,93+0,35ab 48,87+0,45b 50,83+0,24a
Histidina 21,25+0,20c 19,03+0,13d 21,02+0,15¢c 22,61+0,12b 22,47+0,18b 23,44+0,12a

FUENTE: Matak et al. 2015

Los valores medios en filas con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
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2.5.3. Usoy aplicaciones de los aislados proteicos de pescado

Bourgeois y Le Roux (1986) indican que los concentrados sin sabor a pescado se
pueden utilizar en algunos paises del tercer mundo para complementar la alimentacion
de nifios pequefios (caldos, purés, cereales, etc.) y para enriquecer los alimentos basicos
de poblaciones donde el pescado no es apreciado (pan, pastas alimenticias, harinas de

cereales).

Por otro lado, la demanda de los consumidores de productos alimenticios saludables
estd aumentando en todo el mundo. Los nuevos productos deben ajustarse no solo a las
necesidades del consumidor, sino también a su estilo de vida e ingresos. Aunque los
aspectos de salud deben considerarse para todos los alimentos, el crecimiento del
mercado de alimentos funcionales actualmente supera a los productos alimenticios

tradicionales (Tahergorabi et al., 2012).

Matak et al. (2015) menciona que los aislados de proteinas de subproductos del
procesamiento de alimentos musculares y carnes de bajo valor podrian usarse como un
ingrediente principal a granel en productos alimenticios nutracéuticos y funcionales

destinados al consumo directo.

Segun Geirsdottir (2005) los aislados de proteinas de pescado se usan tipicamente como
productos y como insumos para hacer andlogos de mariscos de surimi. Asimismo,
menciona que uno de los usos mas prometedores de los aislamientos de proteina de

pescado es su uso como productos de enriquecimiento de proteinas.

Venugopal et al. (1996) indican que la proteina de pescado seco o el polvo de proteina
de pescado es un excelente suplemento dietético y puede afiadirse a una amplia gama de

productos para proporcionar una fuente saludable de proteinas de facil digestion.

Asimismo, el aislado de proteina de pescado se utiliza como aglutinante, agente
dispersante y emulsionante en la produccién de productos reestructurados, mariscos
formulados y otros productos alimenticios debido a sus fuertes interacciones con otras
proteinas y su alta capacidad de formacion de gel (Ramirez et al., 1999, Chung et al.,
2000 y Carvajal et al., 2005, citados por Shaviklo, 2015).
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2.5.4. Propiedades funcionales de los aislados proteicos de pescado

Segun Cheftel et al. (1989) el término “propiedad funcional” que se aplica a los
ingredientes alimenticios, se define como toda propiedad no nutricional que influencia
la utilidad de un ingrediente en un alimento. La mayor parte de las propiedades
funcionales influyen en el caracter sensorial del alimento (en especial, la textura), pero
también pueden tener un papel decisivo en el comportamiento fisico de los alimentos o
de los ingredientes alimenticios durante su preparacion, transformacién o

almacenamiento.

La Tabla 6 muestra los diferentes tipos de interacciones de las proteinas en sistemas
alimentarios, importantes en la definicion de las caracteristicas sensoriales de los

productos elaborados.

Tabla 6: Interaccion de las proteinas en sistemas alimentarios y su impacto en la
funcionalidad.

Interaccion

Con agua, iones 0

Con iones y agua macromoléeculas En la interfase
Humectabilidad Formacion de fluidos viscosos Formacion de emulsiones
Absorcion de agua Gelificacion Estabilizacion de emulsiones
Hinchamiento Formacion de peliculas Formacidn de espumas
Retencion de agua Formacidn de fibras Estabilizacion de espumas
Formacion de dispersiones ~ Formacién de masa Ligados del compuesto del
en sistemas acuosos sabor.

Solubilizacion en sistemas

aCuosos

FUENTE: Cortés y Pacheco 2009
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Borderias y Montero (1988) exponen que en funcion de las interacciones
predominantes, las propiedades funcionales de las proteinas se pueden clasificar en:
propiedades de hidratacion (interacciones proteina-agua), como la capacidad de
retencion de agua Yy solubilidad; propiedades reoldgicas (interacciones proteina-
proteina), como la capacidad de gelificacion y texturizacion; y propiedades de superficie

(tension superficial), como la capacidad emulsionante y espumante.

2.5.4.1. Propiedades de solubilidad e hidratacion

El comportamiento de las proteinas en cuanto a la solubilidad es muy diverso, depende
del namero de grupos polares y apolares y de su ordenacion en las moléculas. En
general, las proteinas solo son solubles en solventes fuertemente polares, como por
ejemplo el agua, glicerol, formamida, acido férmico; en solventes menos polares, como
el etanol, solo en casos excepcionales hay una notable solubilidad (prolaminas). La
solubilidad en agua depende del pH y de la presencia de sales (Belitz y Grosh, 1997).

Las proteinas en estado seco se hidratan mediante sus aminoacidos hidrofilos y retienen
una cantidad de agua que estd en equilibrio con la humedad relativa del medio
ambiente; a esta propiedad se le llama capacidad de retencion de agua, o sencillamente
hidratacién. Al colocar la molécula hidratada en un recipiente con agua, tendera a
saturar sus grupos hidrofilos con el disolvente hasta llegar a su solubilizacién. En
general, cuanto mas desnaturalizada esté la proteina mas dificil es la solubilizacion
puesto que se facilitan las interacciones proteina-proteina, y se puede llegar hasta la
precipitacion (Cheftel et al., 1989).

2.5.4.2. Propiedades dependientes de la interaccion proteina-proteina

En la mayoria de los casos es indispensable un tratamiento térmico para conseguir una
gelificacion. Puede necesitarse un enfriamiento posterior, y a veces resulta aconsejable
una acidificacién ligera. Asimismo, puede necesitarse una adicion de sales,
concretamente iones calcio, lo que aumenta la velocidad de gelificacion y/o la firmeza
del gel (Cheftel et al., 1989).
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Un gel es un sistema semisOlido de viscosidad alta que consiste en una red
tridimensional formada por la asociacion de macromoléculas dispersas en solucién. En
la red hay uniones de cadenas poliméricas que forman enlaces cruzados y segmentos de
cadenas extendidas aleatoriamente. La formacion de un gel resulta del equilibrio entre
fuerzas atractivas y repulsivas entre cadenas polipeptidicas. La funcionalidad de las
proteinas del musculo de pescado esta asociada con su capacidad para formar un gel
durante su calentamiento (Borderias y Montero, 1988).

La capacidad de formacion de gel se ve afectada por el grado de desnaturalizacién de
las proteinas miofibrilares, concentracion relativa de proteina miofibrilar, proteina
sarcoplasmatica y del estroma, y aditivos utilizados para la proteccién de las proteinas
durante el almacenamiento congelado y secado (Lanier y Carvajal, 2005, citados por
Shaviklo et al., 2012).

2.5.4.3. Propiedades superficiales

Cheftel et al. (1989) define a las emulsiones como dispersion de dos liquidos no
miscibles, de los cuales uno se encuentra bajo la forma de pequefias gotitas dispersas y
el otro bajo la forma de una fase continua dispersante. La mayor parte de las emulsiones
alimenticias son del tipo aceite en agua o bien agua en aceite. Sin embargo existen
numerosos productos alimenticios que son emulsiones (leche, crema, helados, queso
fundido, mayonesa, etc.) donde los constituyentes proteicos tienen frecuentemente, un
papel preponderante en la estabilizacion de estos sistemas coloidales. Las proteinas se
adsorben en la interfase entre las gotitas de aceite disperso y la fase acuosa continua y
aportan propiedades fisicas y reoldgicas (espesamiento, viscosidad, elasticidad-rigidez)
que determinan la resistencia de las gotitas a la coalescencia. Asimismo, segun el pH, se
puede producir la ionizacién de las cadenas laterales de los aminoacidos y esto aporta

fuerza de repulsion electrostatica que favorece la estabilidad de la emulsion.

Segun Foh et al. (2012) la capacidad de las proteinas para formar emulsiones es
importante en las interacciones entre proteinas y lipidos en muchos sistemas
alimentarios. Se han reportado que los aislados proteicos de pescado tienen propiedades

emulsionantes relativamente buenas.
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Al respecto, Mutilangi et al. (1996) mencionan que los aislados con alta solubilidad
pueden difundirse rapidamente y adsorberse en la interfaz. Ademas que los contenidos
mas altos de péptidos de mayor peso molecular o0 més péptidos hidr6fobos contribuyen
a las propiedades de emulsion.

Foh et al. (2012) mencionan que las interacciones de agua y aceite con proteinas son
muy importantes en los sistemas alimentarios debido a sus efectos sobre el sabor y la
textura de los alimentos. Ademds, la alta absorcion de aceite es esencial en la
formulacion de sistemas de alimentos como salchichas, tortas, masas, mayonesa y

aderezos para ensaladas.

2.6. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS

2.6.1. Meétodo espectrofotométrico de biuret

La reaccion de biuret implica la reaccion de iones de cobre con enlaces peptidicos,
formando un complejo puarpura en solucién alcalina (Layne, 1957; Torten y Whitaker,
1964).

Nollet (1996) citado por Velasquez et al. (2015) menciona que el método comprende un
ensayo colorimétrico de un paso donde se cuantifica la formacién de un complejo
estable entre proteinas y cobre (I1). EI complejo presenta un color violeta caracteristico,
que se puede observar a 310 nm o 540-560 nm, el cual se da por la coordinacion de un
atomo de cobre con cuatro atomos de nitrogeno. ElI complejo se basa en la
desprotonacion de los grupos amida para formar el enlace con el cobre (1) o por el
establecimiento de un enlace coordinado entre el metal y los pares de electrones libres
de los atomos de oxigeno y de nitrogeno del péptido. Después de la adicion del reactivo
de cobre se requiere de tiempo para desarrollar una coloracion de biuret estable; es
necesario considerar la posible influencia de aminoéacidos libres que forman buffer en

configuracion tris y amoniaco.

La reaccion de biuret es especifica para la medicion del enlace peptidico, por lo que solo

se recomienda para la cuantificacion de proteinas mas no de hidrolizados, a menos que
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se conozcan los tamafios moleculares y se adapte la proteina estandar de la curva. La
desventaja de la técnica de biuret es su baja sensibilidad, pues se requiere de 20 a 40 mg
de proteina para una adecuada deteccion y existen varios pigmentos que absorben a 540
nm, longitud de onda de la medicion (Badui, 2006).

2.6.2. Método de Kjeldahl

El método Kjeldahl se caracteriza por el uso de ebullicion, &cido sulfdrico concentrado
que efectlia la destruccion oxidativa de la materia organica de la muestra y la reduccion
del nitrégeno orgéanico a amoniaco el amonio es retenido como bisulfato de amonio y

puede ser determinado in situ o por destilacion alcalina y titulacion (FAO, 2007).

Segun Pearson (1993) el metodo Kjeldahl consta de tres etapas: digestion, destilacion y

valoracion.

El método de Kjeldahl para la determinacion de nitrogeno total es el méas utilizado, e
incluso se toma como referencia cuando se usan otras técnicas. EI método no hace
distincion entre el nitrogeno que proviene de proteinas (de grupos amino y amida) y el

no proteinico (urea, aminoacidos), lo que da lugar a errores en calculo (Badui, 2006).

2.7. SECADO POR LIOFILIZACION

La liofilizacion es un proceso de conservacion para productos perecederos por
deshidratacion a vacio, para lograr una mejor conservacion. El primer paso para la
liofilizacion es la congelacion previa del producto, para posteriormente sublimar el
hielo, generalmente a baja presion, y finalmente terminar de eliminar el agua no

congelada por evaporacion (Alted, 2015).
Cheftel (1992) citado por Bofion (2012) indica que la liofilizacion (o criodesecacion en

inglées “freeze-drying”) es una técnica reciente que viene siendo objeto de numerosos

estudios desde hace unos treinta anos.
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Un proceso tipico de liofilizacion se subdivide en 3 etapas: congelacion, secado
primario y secado secundario. La Figura 5 muestra las etapas y la evolucién de la
temperatura del producto durante la liofilizacion.

Congelacién Secado secundario

Eliminacién de agua

Temperatura
Secado primario
Sublimacidn del hielo

Tiempo

Figura 5: Etapas del secado por liofilizacion

FUENTE: Barbosa y Vega (2000)

2.7.1. Etapas principales de la liofilizacion

2.7.1.1. Etapa de congelacién

Las principales ventajas de la liofilizacion se fundamentan en que la deshidratacion se
hace en un medio totalmente solido y a baja temperatura. No hay movimiento de
liguidos y solutos, no hay contraccion de volumen y practicamente no existen
reacciones quimicas o enzimaticas. Para que estas ventajas se manifiesten claramente se
necesita que esté congelada la mayor parte del agua del alimento: también se necesita
que la temperatura de la parte congelada del alimento se mantenga lo suficientemente
baja (inferior a unos -20°C), durante la liofilizacion, con el fin de evitar la fusion de
eutécticos, que consisten en cristales de hielo y componentes del alimento (Cheftel,
1992 citado por Bofion, 2012).

La temperatura de congelacion para el agua pura permanece constante en el punto de

congelacion hasta que el agua se ha congelado. Para los alimentos, la temperatura de
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congelacion es més baja que para el agua pura, ya que los solutos del agua no congelada
se van concentrando y la temperatura de congelacién va disminuyendo continuamente
hasta que la solucion queda congelada. Al final de la congelacion la masa entera del
producto se ha convertido en rigida, formando un eutéctico. Se requiere llegar al estado
eutéctico para asegurar la eliminacion del agua solo por sublimacion y no por
combinacion de sublimacion y evaporacion. Se debe evitar una fusion y una inadecuada
congelaciéon ya que la formacién de sustancias porosas y gomosas aparecerd en el

producto final (Barbosa y Vega, 2000).

Orrego (2008) indica que cada producto debe congelarse de una manera tal que se
garantice que sufrira pocas alteraciones en el proceso posterior de sublimacion. Se debe
conocer con precision la temperatura en la que ocurre la maxima formacion de hielo, la
velocidad optima de enfriamiento y la temperatura minima de fusion incipiente. Se
busca que el producto ya congelado tenga una estructura sélida sin intersticios en los
que haya liquido concentrado para propiciar que el maximo secado ocurra por

sublimacioén.

2.7.1.2. Etapa de secado primario

La primera etapa de secado consiste en la sublimacion del hielo del producto, para la
cual se requiere gran energia, que suministrada en condiciones de vacio, hace que el
calor atraviese las capas congeladas o secas del alimento. El vapor de agua producido en
la sublimacion es eliminado a través de los poros de la matriz sélida del producto. El
condensador previene el retorno del vapor de agua hacia el producto. La fuerza
impulsora para la sublimacion es la diferencia entre la presion del vapor de agua en la
interfase del hielo y la presion parcial del vapor de agua en la cAmara de secado.
Durante esta etapa, toda la energia que es cedida al producto, es utilizada como calor
latente para el cambio de estado de hielo a gas, por lo que la temperatura del producto
apenas se ve modificada. EI secado primario es la etapa mas larga del secado por
liofilizacion y, por tanto, la que debe ser objeto de estudio para tratar de acortarla y, asi,
abaratar el proceso (Alted, 2015).

La desecacion primaria corresponde a la sublimaciéon de toda el agua congelada del

alimento. La velocidad de esta desecacion es proporcional a la diferencia entre las
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presiones parciales de vapor de agua del hielo, que se encuentra respectivamente, a
nivel del frente de sublimacion y sobre el condensador. Como las diferencias de vapor
puestas en juego son muy bajas, se explica que la velocidad de liofilizacion sea siempre
pequefia. La resistencia a la transferencia de vapor aumenta muy claramente y la
velocidad de deshidratacion disminuye cuando aumenta la presion en el recinto de la
liofilizacion. Tiene una importancia basica el que la velocidad de deshidratacion esté
limitada por la transferencia de vapor o por transferencia de calor, por el espesor de la
capa seca y también por el espesor total del producto; en efecto, la duracién de
deshidratacion es aproximadamente proporcional al cuadrado del espesor. Esto explica
ademas la disminucion progresiva de la velocidad de deshidratacién durante la
liofilizacion (Cheftel, 1992 citado por Bofion, 2012).

2.7.1.3. Etapa de secado secundario

La etapa secundaria de secado comienza cuando se ha agotado el hielo en el producto y
la humedad proviene del agua parcialmente ligada en el material que se esta secando.
En este momento la velocidad de calentamiento debe disminuir para mantener la
temperatura del producto por debajo de los 30-50°C, lo que evita el colapso del
material. Si la parte solida del material estd demasiado caliente la estructura se colapsa,
lo que se traduce en una disminucion de la velocidad de sublimacion de hielo en el
producto en el frente de hielo del producto. La etapa secundaria de secado tomara una
tercera parte del ciclo de secado en desorber la humedad desde la superficie interior

dentro del producto seco (Barbosa y Vega, 2000).

Si la temperatura del producto seco sobrepasa un cierto nivel puede haber pardeamiento
no enzimatico, destruccion de pigmentos, desnaturalizacién de proteinas, fusion y
migracién de lipidos y derrumbamiento de la estructura porosa con pérdida de
sustancias volatiles aromaticas. Se debe resaltar que los parametros de la liofilizacion se
pueden controlar de manera que la pérdida de sustancias aromaticas sea minima
(Cheftel, 1992 citado por Bofion, 2012).
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2.7.2. Caracteristicas de la liofilizacién

Segun Longmore (1971) citado por Barbosa y Vega (2000) la liofilizacion se ha
mostrado como un método efectivo para ampliar la vida media de los alimentos y tiene

dos caracteristicas importantes:

- Virtual ausencia de aire durante el procesado, la ausencia de aire y la baja
temperatura previene el deterioro debido a la oxidacion o las modificaciones del

producto.

- Secado a una temperatura inferior al ambiente: los productos que se
descomponen o sufren cambios en su estructura, textura, apariencia, y/o aromas
como consecuencia de temperaturas altas pueden secarse bajo vacio con un dafio

minimo.

Los productos liofilizados, que han sido adecuadamente empaquetados pueden ser
almacenados durante tiempos ilimitados, reteniendo la mayoria de propiedades fisicas,
quimicas, sensoriales de su estado fresco; ademas reduce las pérdidas de calidad debidas

a las reacciones de pardeamiento enzimatico y no enzimatico (Barbosa y Vega, 2000).

2.7.3. Ventajas y desventajas de la liofilizacion

La principal ventaja de esta técnica es la calidad del producto final, ademas de la
reduccion en el peso del producto y la consecuente facilidad para su transporte y
almacenamiento. Los productos liofilizados resultan altamente estables en el tiempo, sin
necesidad de haber aplicado altas temperaturas ni tener que afiadir aditivos. En ellos se
mantiene, en gran medida, el sabor, la forma y el color originales y la pérdida de
sustancias termolabiles y constituyentes volatiles es minima. Ademas los constituyentes

oxidables estan protegidos y la rehidratacién es rapida e integra (Barreto, 1966).
Como inconvenientes hay que mencionar la inversién en los equipos, el alto coste

energético de la operacion y elevado tiempo de proceso. En efecto, la baja presion del

proceso Y la baja conductividad térmica de los productos liofilizados, debido a la textura
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porosa, afectan de manera significativa y negativa a la transferencia de calor y de masa

Y, por consecuencia, a la duracion de la operacién (Ramirez, 2006).
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El trabajo experimental fue realizado en los Laboratorios de Procesos y Microbiologia
Pesquera de la Facultad de Pesqueria, Laboratorios de Analisis Fisico-Quimico de
Alimentos y Tecnologia de Alimentos y Productos Agropecuarios de la Facultad de
Industrias Alimentarias, ubicadas en la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM).

3.2. MATERIA PRIMA

Se utilizo el bagre con faja (Galeichthys peruvianus), el cual fue adquirido en estado
fresco y entero en el Terminal Pesquero Mayorista de Ventanilla, fue colocado
inmediatamente en hielo y transportado hacia el Laboratorio de Procesos de la Facultad

de Pesqueria. A su llegada se realizé la evaluacion fisica y sensorial.
3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. Materiales

e Pipetas volumétricas de 2 ml

e Vasos de precipitado de 50 ml, 100 ml, 150 ml, 250 ml y 1 L
e Fiolas de 50 ml, 100 ml

e Micropipeta 100-1000 uL CAPP

e Probetas de 50 mly 100 ml

e Tubos de centrifuga

e Tubos de ensayo de 5ml

e Homogeneizador

e Papel de filtracion rapida



e Papel aluminio

e Baguetas

e Magnetos

e Cucharas dosificadoras
e Caja isotérmica

e Ictiometro

e Recipientes de plastico
e Cuchillos de fileteo

e Dosificador de agua destilada
e Cronémetro

e Bombilla

e Gradillas

e Mesa de fileteo

e Hielo

e Bolsas de polietileno

e Utensilios de limpieza

3.3.2. Equipos

e Potencidmetro marca HANNA, modelo EDGE

e Espectrofotometro marca THERMO SPECTRONIC, modelo GENESIS 20
e Balanza analitica marca SARTORIUS BL210S

e Balanza digital DENVER INSTRUMENT

e Centrifuga marca HEAL FORCE, modelo NEOFUGE 18R

e Agitador Magnético marca VELP SCIENTIFICA

e Liofilizador marca MILLROCK TECHNOLOGY

e Moledora marca BERKEL

e Agitador Vortex marca RKI PT SHAKER

e Termdmetro digital MULTI-THERMOMETER

e Selladoras de bolsas plasticas SAMWIN SF300S

e Refrigeradora marca ELECTROLUX, modelo EFUP312YSKG
e Congeladora marca LG, modelo T403QC

e Computadora con programa estadistico STATGRAPHICS
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3.3.3. Reactivos

e Solucién hidréxido de sodio (NaOH) 2Ny 0.1 N
e Solucion de &cido clorhidrico (HCI) 2Ny 0.1 N
e Reactivo de Biuret

e Estandar de proteina albimina de bovino

e Agua destilada

e Solucion buffer pH 4, 7 y 10

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. Analisis realizados a la materia prima

3.4.1.1. Analisis fisico y sensorial

Se pesd y se midid la longitud total del bagre con faja en estado fresco y entero. La
calidad de frescura y la madurez sexual, del bagre con faja, fueron determinadas
utilizando la tabla de calificacion organoléptica de Wittfogel (Ludorff, 1963) y la Tabla

de Maier (Laevastu, 1971), respectivamente.

El pH del mdsculo del bagre con faja fue determinado mediante el método

potenciométrico segun la AOAC (1995).

3.4.1.2. Analisis de composicion proximal

e Determinacion de humedad

Se determiné mediante el método N° 934.01 (AOAC, 2016)
e Determinacion de ceniza

Se determiné mediante el método N° 942.03 (AOAC, 2016)
e Determinacion de proteina total

Se determiné mediante el método N° 988.05 (AOAC, 2016)
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e Determinacion de grasa
Se determiné mediante el método N° 920.39 (AOAC, 2016)
e Determinacion de carbohidratos

Se determind por diferencia

3.4.2. Andlisis realizados durante la extraccién alcalina y precipitacion isoeléctrica
de las proteinas

3.4.2.1. Determinacion de pH

Se determiné el pH introduciendo el electrodo del potenciometro directamente en la
muestra, siguiendo la recomendacion de Garcia (2008).

3.4.2.2. Determinacion de proteina soluble

El contenido de proteina soluble fue determinado por el método espectrofotométrico de
Biuret descrito por Layne (1957). Se realiz0 una curva estandar (Anexo 1) para la
determinacion de la concentracion de proteina (mg/ml) donde se usO la siguiente

ecuacion:

A=0,0567 C + 0,0009
A es la absorbancia y C es la concentracion de proteinas solubles.

El porcentaje de solubilidad proteica fue calculado dividiendo la cantidad de proteina en
el sobrenadante (mg) (obtenido por el método de Biuret) respecto a la cantidad de
proteina (en base himeda) en el mdsculo del bagre con faja (mg) (obtenido por el
método de Kjeldahl).

o ) Proteina soluble en el sobrenadante (Biuret)
Solubilidad proteica (%) =

Proteina total en el muisculo de bagre (Kjeldahl) X
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3.4.3. Analisis realizados al producto final

3.4.3.1. Andlisis de composicion proximal

Se determind humedad, ceniza, proteina total, grasa y carbohidratos. La metodologia
seguida para la realizacion de estos analisis fue la misma desarrollada en la materia

prima, descrita en el punto 3.4.1.2.

3.4.3.2. Analisis fisico y sensorial

Se determiné el pH del aislado proteico de pescado mediante el método potenciométrico
siguiendo la recomendacion de la AOAC (1995).

Se evaluo el olor, color y consistencia del aislado proteico de bagre con faja en funcion

a las caracteristicas sensoriales consideradas por Bertullo (1989).

3.4.3.3. Analisis microbiolégico

Los andlisis microbioldgicos se realizaron mediante los métodos descritos en la ICMSF

(2000), las pruebas fueron:

- Numeracién de mohos (UFC/qg)
- Numeracion de levaduras (UFC/g)
- Numeracioén de enterobacteriaceas (UFC/g)

- Deteccion de Salmonella sp. (en 25 g)

3.4.3.4.Rendimiento de proteinas

Se cuantificd el rendimiento de las proteinas dividiendo la cantidad de proteina en el
aislado proteico respecto a la cantidad de proteina en el musculo del bagre con faja.
Ambas determinaciones de proteinas fueron obtenidas por el método de Kjeldahl (en
base humeda).

Proteina total en el aislado proteico (Kjeldahl) 100

Rendimiento d tef %) =
endimiento de proteinas (%) Proteina total en el musculo de bagre (Kjeldahl) X
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3.4.3.5. Rendimiento del aislado proteico de bagre con faja

Se calculé dividiendo el peso del producto final obtenido (aislado proteico de bagre con

faja en polvo) con respecto al peso del musculo fresco del bagre con faja.

o ) ) Peso del aislado proteico en polvo
Rendimiento del aislado proteico (%) = - x100
Peso del musculo fresco

3.4.4. Andlisis Estadistico

Se aplico un disefio completamente al azar (DCA), en el cual los tratamientos fueron los
niveles de los factores evaluados (relacion musculo/agua, pH, tiempo de extraccion).
Los tratamientos fueron realizados por triplicado y los resultados fueron analizados
mediante un analisis de varianza (ANVA) determinandose la existencia o no de
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. Para un valor-p menor que
0,05, se realizd una prueba de comparacion de medias (LSD de Fisher) para asi

determinar las medias significativamente diferentes.

Se utilizo el programa estadistico STATGRAPHICS CENTURION XVI para el analisis

mencionado.

3.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. Diagrama de flujo de proceso

El diagrama de flujo seguido para la obtencion del aislado proteico de musculo de bagre
con faja se elabord tomando como referencia las metodologias usadas por Chomnawang
y Yongsawatdigul (2013), Chen et al. (2016) y Tian et al. (2017), adaptado a los

requerimientos disponibles, tal como se muestra en la Figura 6.
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Recepcidn de bagre con faja

l

Fileteado

l

Molido

Extraccion alcalina

|

Centrifugado 1

————— Sedimento

—— Grasa

l 10 000 x g por 20 min a 4°C

Sobrenadante 1

l

Precipitacion isoeléctrica

|

Centrifugado 2

L » Sobrenadante 2

l 10 000 x g por 20 min a 4°C

Precipitaao

|

Seéado

l

Aislado proteico de bagre con

Previa neutralizacion a pH 7
con NaOH 2N

faja

Envasado y almacenado

Figura 6: Diagrama de flujo para la obtencién de un aislado proteico de musculo

de bagre con faja
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A continuacion se detalla el procedimiento que se realizo:

Recepcion de materia prima: el bagre con faja fue recepcionado en una caja

isotérmica con hielo, luego se realiz6 el pesado y evaluacion sensorial.

Fileteado: se descabez0, eviscero, se retird la piel y espinazo del bagre con faja,

obteniendo solo la parte muscular.

Molido: el filete obtenido fue molido en una moledora de 5 mm de diametro.

Extraccion alcalina: el masculo molido se homogeneiz6 a una relacion musculo /agua
(factor de estudio) con agua destilada fria, luego se ajusté a pH alcalino (factor de
estudio) con una solucion de NaOH 2N y se dejo en agitacion constante por un tiempo
determinado (factor de estudio), se mantuvo durante todo el proceso la temperatura de
4+1 °C.

Centrifugado 1: el homogeneizado se transfirio a botellas de centrifugacion y se
centrifugd a 10000 x g durante 20 minutos, a 4°C. La fraccion de proteina soluble se

recupero separandola de la capa superior y del sedimento.

Precipitacion isoeléctrica: la fraccion de proteina soluble recuperada fue ajustada a pH
acido o punto isoeléctrico (factor de estudio) con una solucion de HCI 2N seguido de
una agitacion constante de 10 minutos. Se mantuvo la temperatura de 4+1 °C durante el

proceso.

Centrifugado 2: La fraccién de proteina ajustada al punto isoeléctrico fue centrifugada
a 10000 x g durante 20 minutos, a 4°C. El precipitado fue recuperado y el sobrenadante

se elimind.

Secado: El precipitado proteico se secé por liofilizacion, previamente fue neutralizado a
pH 7 con NaOH 2N.

Envasado y almacenado: El aislado proteico se envasé en bolsas de polietileno y luego

se almacend a condiciones ambientales.
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3.5.2. Parte experimental

El trabajo de investigacion se realizO en tres etapas: extraccion alcalina, precipitacion
isoeléctrica y secado de las proteinas. Para ello se siguié el esquema experimental
mostrado en la Tabla 7.

Tabla 7: Esquema experimental

Etapa I: Extraccion alcalina Etapa Il: Etapa I11: Secado
Precipitacion
isoeléctrica

a. Determinacion de la  relacion
musculo/agua de mayor solubilidad
proteica

A rmia: 1/5, 1/9y 1/12 q
Ctes: pH: 11 Tiempo: 10 min. T:4°C

b. Determinacion del pH de mayor
solubilidad proteica
A pH: 10;10,5;11; 11,5; 12; 12,5y 13
Ctes: r m/a: (a) Tiempo: 10 min. T:4°C

Determinacion del
pH de menor
solubilidad

c. Determinacion  del tiempo  de | proteica.
extraccion de mayor solubilidad

proteica A pH: 4,5, 5;5,5
A Tiempo extraccion: 5, 10, 15y 20 min |y 6 q
Ctes: r m/a: (a) pH( b) T:4°C
Secado del precipitado
de proteinas  por
r m/a = relacion musculo/agua liofilizacion.

FUENTE: Elaboracién propia
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3.5.2.1. Etapa I: Extraccion alcalina

e Relacion musculo/agua:

Para determinar la relacion musculo/agua de mayor solubilidad proteica, se evalué las
relaciones musculo/agua 1/5, 1/9 y 1/12 manteniéndose constantes el pH 11, tiempo de

extraccion de 10 minutos. La temperatura se mantuvo en 4+1°C durante todo el proceso.

opH

Para determinar el pH de mayor solubilidad proteica, se evalué el pH en el rango
alcalino de 10; 10,5; 11; 11,5; 12; 12,5 y 13 manteniéndose constantes la relacion
musculo/agua (determinada en la seccion anterior), tiempo de extraccion de 10 minutos.

La temperatura se mantuvo en 4+1°C durante todo el proceso.

e Tiempo de extraccion

Para determinar el tiempo de extraccion de mayor solubilidad proteica, se evaluaron los
tiempos de 5, 10, 15 y 20 minutos, manteniendose constantes la relacion musculo/agua
y pH (determinados en los ensayos anteriores). La temperatura se mantuvo en 4+1°C

durante todo el proceso.

Todas las soluciones fueron centrifugadas a 10 000 x g durante 20 min a 4°C. Después
de la centrifugacion se obtuvieron tres fases: una capa de lipidos, un sobrenadante o
fraccidn soluble y un sedimento (proteina insoluble). La solubilidad proteica en esta
etapa fue calculada dividiendo la cantidad de proteina en el sobrenadante (mg) con la
cantidad de proteina en el musculo del bagre con faja (mg). Se determiné la relacion
musculo/agua, pH y tiempo de extraccion que permitio solubilizar la mayor cantidad de

proteinas.
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3.5.2.2. Etapa Il: Precipitacion isoeléctrica

Con la relacion musculo/agua, pH y tiempo de extraccion definidos en los ensayos
anteriores se procedio a realizar la extraccion de las proteinas del musculo del bagre con

faja, la solucion fue centrifugada a 10000 x g durante 20 minutos a 4°C.

La fraccion proteica soluble recuperada fue ajustada a diferentes valores de pH 4,5; 5;
55y 6, luego se centrifugd a 10 000 x g por 20 minutos a 4°C. Después de la
centrifugacién se obtuvieron dos fases: el precipitado y el sobrenadante.

La solubilidad proteica en esta etapa fue calculada dividiendo la cantidad de proteina en
el sobrenadante de la segunda centrifugacion (mg) respecto la cantidad de proteina en el
sobrenadante de la primera centrifugacion (mg). Se obtuvo por diferencia la cantidad de

proteinas precipitadas. Se determind el pH de menor solubilidad proteica.
3.5.2.3. Etapa Ill: Secado
El aislado proteico luego de ser neutralizado a pH 7 con NaOH 2N fue secado en un

liofilizador de bandejas por un tiempo aproximado de 12 horas hasta una humedad final

menor del 3 por ciento.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. MATERIA PRIMA

4.1.1. Andlisis fisico y sensorial

En la Figura 7 se muestra el bagre con faja utilizado en la elaboracion del aislado
proteico. El peso y longitud total promedio de 38 ejemplares de bagre con faja fue de
253,5 £ 52,7 gy 30,6 £ 1,5 cm, respectivamente. Por lo que se puede indicar que el
tamafo de los ejemplares utilizados estuvo dentro del rango de talla comercial (20 a 35
cm) que sefiala IMARPE (2013). Por otro lado, la longitud total promedio de las
muestras analizadas excedieron a las tallas reportadas por Castafieda et al. (2007) para
la zona de Lambayeque (27 cm) e IMARPE (2015) registradas a nivel de todo el litoral
(26,7 cm).

Figura 7: Bagre con faja utilizado en la elaboracion del aislado proteico

Los resultados de la evaluacién sensorial realizada a las unidades de bagre con faja
entero, alcanzo6 un puntaje promedio de 16 por lo que fue calificado como un pescado de
buena calidad de acuerdo a los criterios de la Tabla de Wittfogel (Ludorff, 1963)
(Anexo 2).



Los ejemplares utilizados exhibieron mayor presencia de hembras que machos, 61 % y
39 %, respectivamente. La predominancia de hembras son similares a los reportados por
IMARPE (2015) (52 %), Castafieda et al. (2007) (70 %) y Carbajal et al. (2005) (57 %).

Por otro lado el 80 % de las hembras y el 75 % de los machos se encontraron entre los
estadios 111 y IV de madurez sexual de acuerdo a la Tabla de Maier (Laevastu, 1971), lo
que significo que las gonadas de las muestras utilizadas se encontraron en fase de
maduracion, el estadio de madurez sexual determinado fue similar al reportado por
IMARPE (2015).

El valor promedio del pH del mdsculo de bagre con faja fue de 6,35. Este valor fue
cercano al pH del musculo de cabrilla (Paralabrax humeralis) y cabinza (lsacia
conceptionis), segun lo reportado por Chavez (2002) de 6,27 y 6,3 respectivamente.
Asimismo, Kristinsson et al. (2005) reportaron para el masculo de bagre de canal, un
pH entre 6,5 a 6,6. Baylis (1996) menciona que el deterioro del pescado se ve
influenciado a un valor de pH mayor de 7, debido a que es un valor 6ptimo para la
actividad microbiana y enzimatica. Sin embargo, Ludorff (1963) sefiala que el examen
del pH como Unico indice de frescura no permite una conclusion exacta debido a la
variacion del mismo antes y después del rigor mortis.

Por otro lado, el masculo de bagre con faja mostrd buenas condiciones sensoriales para
la elaboracion del aislado proteico, por la presencia minima de musculo oscuro, buen

olor, textura suave, facil de retirar de la piel y espinazo (Figura 8).

Figura 8: Filetes de bagre con faja
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El masculo o pulpa constituyd el 28,3 % del pescado entero, mayor que el reportado por
el ITP (1999), esta diferencia podria deberse a la técnica de fileteo y a las caracteristicas
morfoldgicas de la muestra utilizada (edad, peso, tamafio, etc.). Asimismo, la cabeza,
visceras y espinazo de los ejemplares utilizados en el presente estudio constituyeron el
31.1%, 22.6% y 18% respectivamente.

4.1.2. Anélisis de composicion proximal

Los resultados de la composicién proximal del musculo del bagre con faja (tanto base

himeda como base seca), se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8: Composicion proximal del musculo de bagre con faja

Componente Base humeda (%) Base seca (%0)
Humedad 76,55+0,056 -
Proteina 19,39+0,03 82,67+0,05
Grasa 1,37+0,01 5,84+0,05
Ceniza 1,21+0,01 5,16+0,07
Carbohidratos 1,49+0,02 6,33+0,08

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 8 la composicion proximal en base
himeda del musculo de bagre con faja present6é una humedad, proteina, grasa, ceniza y
carbohidratos de 76,55 %, 19,39 %, 1,37%, 1,21 % y 1,49 %, respectivamente. La
composicion determinada en base himeda difiere de los resultados reportados por ITP
(1999), ya que la muestra presenta mayor porcentaje de proteina, pero menores valores
de humedad y ceniza. Estas diferencias pueden haberse presentado ya que la
composicion quimica de los peces varia considerablemente entre las diferentes especies
y también entre individuos de una misma especie, dependiendo de la edad, sexo, medio
ambiente y estacion del afio; sobre todo la composicion quimica del pez esta
estrechamente relacionada con la alimentacion, nado migratorio y cambios sexuales

relacionados con el desove (Huss, 1999).
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El alto porcentaje de proteina (19,4 %) se deberia a que se utilizé solo musculo, el cual
aporta un mayor contenido proteico (Pandia, 2011). Asimismo, dicha cantidad estuvo
dentro del rango de proteina reportado por Suzuki (1987) para el pescado, resaltando el

valor proteico del bagre con faja.

Déavalos et al. (2005), manifiestan que el pescado con menos del 2 % de grasa, se
encuentra dentro de la clasificacién de pescado magro o también conocido como
pescado blanco. Teniendo en cuenta que el contenido graso fue de 1,37 % reportado en
la Tabla 8, se puede afirmar que el bagre con faja es una especie magra. Asimismo,

Chéavez (2002) resalta que el menor contenido de grasa da mas estabilidad a la carne.

Castafieda et al. (2007) ademas de indicar que el bagre con faja es un alimento
proteinico, también mencionan que contiene poca grasa y colesterol. Al respecto, Hultin
et al. (2005) y Park y Lin (2005) citados por Shaviklo (2015) reportan que la carne
blanca y el pescado con bajo contenido de grasa son considerados las especies mas
adecuadas para el desarrollo de ingredientes de proteina de pescado. Sin embargo
también pueden usarse musculos oscuros, peces subutilizados y de bajo valor, asi como

los subproductos de pescado.

4.2. PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1. Etapa I: Extraccion alcalina

4.2.1.1. Efecto de la relacién musculo/agua

Los resultados de la influencia de la relacidn musculo/agua en la solubilizacién de
proteinas del musculo del bagre con faja se reportan en la Tabla 9. Se mantuvieron
constantes los siguientes factores: pH: 11 y tiempo de extraccion: 10 minutos. La

temperatura se mantuvo a 4+1°C durante el proceso.
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Tabla 9: Efecto de la relacion musculo/agua en la extraccion alcalina de proteinas

Relacién muasculo/ agua % Solubilidad proteica
1/5 36,25 + 0,222
1/9 56,07 +0,12°
1/12 65,45 + 0,05°

Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas, segun la LSD de Fisher (p<0,05)
n=3
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Figura 9: Efecto de la relacion musculo/agua en la extraccion
alcalina de proteinas

Las relaciones masculo/agua que se utilizaron en este estudio estuvieron en el rango de
1/5 a 1/12. En la Tabla 9 y la Figura 9 se observa que al aumentar la relacién
musculo/agua de 1/5 a 1/12 se increment6 la solubilidad de las proteinas. La mayor
solubilidad proteica se obtuvo con la relacion musculo/agua 1/12 y correspondié al
65,45 %. Resultados similares fueron obtenidos por Meinke et al. (1972) para el
musculo de corvina dorada, reportando una solubilidad de 53,2 % y 63,4 % para una

relacion musculo/agua de 1/10 y 1/20 respectivamente. Batista (1999) estudio el efecto
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de la relacion masculo/agua en el rango de 1/4 a 1/20, encontrando que la relacion
musculo/agua 1/10 resulto ser la mas adecuada para el manejo y el rendimiento de las
proteinas extraidas en la merluza. Mientras que Chomnawang y Yongsawatdigul (2013)
encontraron una mayor solubilidad de proteinas a una relacion musculo/agua 1/9 y una

solubilidad mas baja a 1/3, utilizando subproductos de tilapia.

Al respecto Hultin et al. (2005), citados por Chomnawang y Yongsawatdigul (2013)
indican que la extraccion de las proteinas en un proceso de cambio de pH se puede
lograr con 5 a 10 volumenes de agua con alcali o acido. Hultin y Kelleher (2001)
mencionan que tipicamente se usa la relacién de peso/volumen de liquido mayor a 1/7 y
de preferencia mayor a 1/9, ya que el tejido muscular de proteinas se debe mezclar con
un liquido acuoso a una proporcion de peso/volumen que permita formar una
composicion acuosa que no tenga una viscosidad alta, ya que una alta viscosidad
dificulta la separacion del material insoluble (particularmente los lipidos de membrana
que pueden oxidar y generar problemas de rancidez y agregacion de proteinas) de la

composicion solubilizada.

Por otro lado, Batista (1999) sefiala que el uso de una alta proporcion de extractante
durante el proceso de cambio de pH da como resultado un extracto muy diluido que es
ineficiente para recuperarse, dicho resultado también fue indicado por Hultin y Kelleher
(2001) cuando utilizaron una relaciéon musculo/agua por encima de 1/20. Por tanto, se
puede indicar que las diferentes relaciones musculo/agua influyen en la cantidad
porcentual de la proteina a recuperar. Asimismo, cabe resaltar que es de vital
importancia determinar la relacién apropiada entre la cantidad de disolvente y la

cantidad de proteina a solubilizar (Ventura et al., 2005).

La concentracion del tejido muscular en el homogeneizado es importante porque la
consistencia del material depende de la cantidad de proteina presente (Hultin et al.
2005). Asimismo, Ingadottir (2004) indica que la viscosidad de una solucion de
proteinas se ve afectada por factores como la concentracion de proteinas, el pH, la sal y
la materia prima, que a su vez pueden afectar el tamafo, la forma, la flexibilidad y la

hidratacién de las proteinas.
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En el ANVA para las relaciones musculo/agua 1/5, 1/9 y 1/12 (ver Anexo 3) se observd
que existe por lo menos un tratamiento diferente y mediante la prueba de comparacion
de medias (LSD Fisher), se observé que existen diferencias significativas en cada uno
de los 3 tratamientos. Por lo tanto de las variables estudiadas se eligié la relacion
musculo/agua 1/12 ya que presentd la mayor solubilidad proteica. Cabe resaltar que no
se utiliz6 una relacion masculo/agua mayor a 1/12 debido a que desde el punto de vista
econdmico no resulta tan conveniente usar una alta relacion masculo/agua. Asimismo,
Bourgeois y Le Roux (1986) indican que es preferible que el extracto tenga la menor
cantidad de solvente por los altos costos energéticos que significa la separacion

posterior.

4.2.1.2. Efecto del pH:

Los resultados de la influencia del pH en la solubilizacion de proteinas del musculo del
bagre con faja se reportan en la Tabla 10. Se mantuvieron constantes los siguientes
factores: relacion muasculo/agua: 1/12 (determinado en la seccidn anterior) y tiempo de

extraccion: 10 minutos. La temperatura se mantuvo a 4+1°C durante el proceso.

Tabla 10: Efecto del pH en la extraccion alcalina de proteinas

pH % Solubilidad proteica
10 33,02 £ 0,122
10,5 48,25 + 0,12°
11 65,45 + 0,05¢
11,5 71,31 + 0,40°
12 80,71 + 0,37¢
12,5 85,62 + 0,19
13 95,23 + 0,209

Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas, segun la LSD de Fisher (p<0,05)
n=3
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Figura 10: Efecto del pH en la extraccion alcalina de proteinas

La solubilidad proteica obtenida estuvo en el rango de 33,02 % a 95,23 %. En la Tabla
10 y la Figura 10 se observa que la solubilidad proteica aumenté a medida que se
incrementaba el pH en el rango de 10 a 13. La mayor solubilidad proteica (95,23 %) se
observé a un pH de 13. Este pH fue mayor al reportado por Tian et al. (2017) donde
obtuvieron una solubilidad de proteinas de 94,6 % a pH 12,5 utilizando musculo de
carpa comun. Mientras que Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) encontraron una
méaxima solubilidad (1.97 mg/ml) a pH 12 para los subproductos de tilapia. Kristinsson
et al. (2005) reportaron que la solubilidad de las proteinas (88,9 %) del musculo del
bagre de canal era mas alta a pH 11. Por otro lado, Kristinson e Ingadottir (2006)
reportaron una maxima solubilidad de 99 % para el musculo de tilapia a un pH 12.
Theodore (2005) report6é que la maxima solubilidad de las proteinas para el mdsculo de
bagre se producia entre pH 11 a 12 para el rango alcalino, con porcentajes de
solubilidad comprendidos entre 80 y 90 %. Foh et al. (2012) reportaron un pH 11 para
musculo de tilapia, Zhong et al. (2016) un pH 12 para el musculo de carpa plateada y

Chen et al. (2016) un pH 12 para el masculo de carpa herbivora.

El pH de mayor solubilidad determinado en la investigacion coincidié con el reportado

por Surasani et al. (2017) quienes obtuvieron la mayor solubilidad de las proteinas (12-
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14 mg/ml) en los subproductos del pez rohu a un pH 13 para el rango alcalino. En la

Figura 11 se presenta la muestra ajustada a pH alcalino.

Figura 11: Muestra ajustada a pH alcalino

Los diferentes valores de pH de mayor solubilidad proteica se pueden deber a que la
solubilidad de las proteinas musculares se ve afectada por la especie, por el tipo
especifico de masculo, la cantidad de tejido conectivo presente, estado de rigor, la
temperatura y las condiciones de extraccion (Xiong, 1994; Hultin et al., 1995) asi como

también por la relacion materia prima y solvente, tiempo de extraccion.

Al respecto, Chomnawang y Yongsawatdigul (2013) indican que la calidad de los
aislados proteicos se ve afectada principalmente por el tipo de materia prima y el
proceso de extraccién aplicado. Por lo tanto, se debe determinar el proceso 6ptimo de

cambio de pH para una materia prima especifica.

Respecto al valor pH 13 determinado en la investigacion como el pH de mayor
solubilidad, Kristinsson et al. (2005) refieren que en condiciones de pH
extremadamente alcalino o acido, las proteinas del musculo de pescado adquieren un
incremento en su carga neta negativa o positiva, respectivamente. Estas cargas generan

nuevos sitios de unidén para el agua y resultan en la repulsion entre moléculas de
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proteina, incrementando su superficie de hidratacion y en consecuencia el incremento de
su solubilidad. Es por ello que la solubilidad es més alta en condiciones de pH
extremadamente acido o alcalino (Lone et al., 2015). Por otro lado, Choi y Park (2002)
indican que el patrén de solubilidad contra pH es la base para la seleccidén de parametros
Optimos en la extraccion de proteinas. Este patron exhibe en la mayor parte de las
proteinas alimenticias una curva en forma de U (Theodore, 2005; Kristinsson et al.,
2005; Yongsawatdigul y Park, 2004).

Asimismo, Kristinsson et al. (2005) mencionan que la solubilidad de las proteinas
musculares a diferentes valores de pH es importante para optimizar las recuperaciones
de proteinas usando tanto los procesos acidos como alcalinos. Para estos procesos es
necesario una alta solubilidad de las proteinas musculares a pH acidos o alcalinos para
que puedan ser separadas eficientemente de las impurezas. Mientras que se necesita una
baja solubilidad de proteinas para una alta recuperacion de las proteinas después de la

precipitacion en el punto isoeléctrico.

Jaczynski et al. (2009) indica que durante todo el proceso de extraccion y recuperacion
de proteinas, la temperatura debe mantenerse entre 1 a 8 °C para minimizar la
degradacion de lipidos y proteinas. Segun Borderias y Montero (1988), las propiedades
de hidratacion de las proteinas disminuyen cuando la temperatura se incrementa, debido
a la disminucién en la capacidad de formar enlaces de hidrégeno. Asimismo, las
temperaturas elevadas tienden a desnaturalizar las proteinas disminuyendo la capacidad
de interaccion de sus grupos polares con el agua. Por estas razones fue necesario
mantener la temperatura de 4+1°C en todas las etapas del proceso para la obtencion del

aislado proteico de bagre con faja.

En el ANVA para los diferentes pH (ver Anexo 4) se observé que existe por lo menos
un tratamiento diferente y mediante la prueba de comparacion de medias (LSD Fisher),
se observo que existen diferencias significativas en cada uno de los 7 tratamientos. Por
lo tanto de las variables estudiadas se eligio el pH 13 ya que presentd la mayor

solubilidad proteica.
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4.2.1.3. Efecto del tiempo de extraccion:

Los resultados del efecto del tiempo de extraccion en la solubilidad de las proteinas se
reportan en la Tabla 11. Se mantuvieron constantes los siguientes factores: relacion
musculo/agua: 1/12 y pH: 13 (determinado en la seccion anterior). La temperatura se

mantuvo a 4+1°C durante el proceso.

Tabla 11: Efecto del tiempo de extraccion en la extraccion alcalina de proteinas

Tiempo (minutos) % Solubilidad proteica
5 91,63 + 0,29°
10 95,23 +0,20°
15 96,62 + 0,15°
20 98,16 + 0,20¢

Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas,
segun la LSD de Fisher (p<0,05)
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Figura 12: Efecto del tiempo de extraccién en la extraccion
alcalina de proteinas
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Los tiempos de extraccion que se utilizaron en esta investigacion fueron de 5, 10, 15y
20 minutos. En la tabla 11 y la Figura 12 se aprecia que la solubilidad proteica se
incremento al aumentar el tiempo de extraccion. La solubilidad proteica obtenida estuvo
en el rango de 91,63 % a 98,16 %, correspondiendo una mayor solubilidad a un tiempo
de 20 minutos. Dicho resultado concuerda con el reportado por Chomnawang y
Yongsawatdigul (2013) quienes reportaron que la solubilidad de las proteinas utilizando
subproductos de tilapia se incrementé a medida que aumento el tiempo de extraccion,

obteniendo una mayor extraccion de proteinas en el tiempo de 15 a 20 minutos.

Tian et al. (2017) obtuvieron buenos resultados utilizando un tiempo de extraccion de
30 minutos alcanzando una solubilidad proteica de 94,6 % a un pH 12,5. Mientras Foh
et al. (2012) obtuvieron una maxima solubilidad proteica de aproximadamente 90 %,
cuando incubaron el homogenizado ajustado a pH 11 por un tiempo de 30 minutos.
Zhong et al. (2016) usaron un tiempo de extraccion de 25 minutos para solubilizar las
proteinas del musculo de la carpa plateada ajustada a un pH 12. Por otro lado,
Tahergorabi et al. (2012) y Paker et al. (2013) utilizaron un tiempo de extraccion de 10
min para solubilizar el masculo de trucha arcoiris (pH 11,5) y carpa plateada (pH 12),

respectivamente.

Shaviklo (2006) sefiala que un problema importante que enfrenta cualquier proceso de
extraccion y recuperacion de proteinas es la protedlisis por proteasas enddgenas. El
musculo de los peces post mortem es propenso a la protedlisis, pero el problema varia
segun la especie y la estacion. Al respecto, Tascaya et al. (2009) sefiala que el tiempo de

procesamiento no debe exceder los 60 minutos con el fin de minimizar la proteolisis.

Ventura (2003) sefiala que el tiempo de extraccion de las proteinas esta relacionado con
otros factores tales como, grado de agitacion, tamafio de particula, naturaleza de la

fuente proteica y otras circunstancias concurrentes en la disolucién.

En el ANVA para los diferentes tiempos de extraccion (ver Anexo 5) se observd que
existe por lo menos un tratamiento diferente y mediante la prueba de comparacion de
medias (LSD Fisher), se observo que existen diferencias significativas en cada uno de
los 4 tratamientos. Por lo tanto de las variables estudiadas se eligié el tiempo 20

minutos ya que present6 la mayor solubilidad proteica.
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Los factores de mayor solubilizacién proteica del musculo de bagre con faja fueron los
siguientes: relacion masculo/agua 1/12, pH 13 y tiempo de extraccion 20 minutos. Con
estos valores se procedié a realizar la extraccion alcalina para posteriormente
determinar el punto isoeléctrico de las proteinas. En la Figura 13, se aprecia la fase
soluble e insoluble luego de la primera centrifugacion.

Lipidos

Proteinas
solubles

Sedimento

Figura 13: Fase soluble e insolubles luego de la primera centrifugacion.

4.2.2. Etapa Il: Precipitacion isoeléctrica

Los resultados de los diferentes tratamientos de pH se reportan en la Tabla 12.

Tabla 12: Efecto del pH en la precipitacion de las proteinas

pH % Solubilidad proteica
4,5 8,27 +0,18°
5 7,51 0,08
5,5 7,43+ 0,14
6 8,39+ 0,13

Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas, segun la LSD de Fisher (p<0,05) n=3
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Figura 14: Efecto del pH en la precipitacion de las proteinas

En la Tabla 12 y Figura 14 se observa que las proteinas del bagre con faja son menos
solubles entre pH 5 a 5,5. A pH 5,5 se obtuvo la menor solubilidad de las proteinas
(7,43 %). Del total de proteinas solubilizadas a pH alcalino 13, el 92,57 % de las
proteinas fueron precipitadas a pH 5,5. Al respecto, Nolsoe y Undeland (2009) sefialan
que cuando el pH esta en el punto isoeléctrico (pH entre 5 a 6), la carga neta proteica se
convierte en cero, causando una falta de repulsion electrostatica entre las moléculas de
proteina. Esto promueve las interacciones hidrofobicas y la agregacion de proteinas,

dando como resultado la menor solubilidad de proteinas.

La mayor precipitacion de proteinas ocurrié a un pH de 5,5, que corresponderia al punto
isoeléctrico de la proteina del bagre con faja, este valor concuerda con el determinado
por Kristinsson et al. (2005), Zhong et al. (2016) y Tian et al. (2017) quienes
determinaron el punto isoeléctrico a un pH 5,5 para las proteinas del bagre de canal,
carpa plateada y carpa comuin, respectivamente. Por otro lado, Chen et al. (2016) y
Yongsawatdigul y Park (2004) encontraron que la minima solubilidad de las proteinas
de la carpa herbivora y pez espada, respectivamente, fue a pH 5, para ambos. Segun
Kristinsson et al. (2013) la forma maés facil de precipitar las proteinas es ajustando el pH
a un valor préoximo al punto isoeléctrico de la mayoria de las proteinas,

aproximadamente 5,2 a 5,5. Jaczynski et al. (2009) indican que la recuperacion 6ptima
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de las proteinas se alcanza cuando las proteinas se precipitan a pH 5.5 y es minima

cuando se precipitan a pH 6. En la Figura 15 se observa la muestra ajustada a pH &cido.

Figura 15: Muestra ajustada a pH acido o punto isoeléctrico.

Asimismo, Theodore (2005) reportd que la menor solubilidad de las proteinas para el
bagre ocurrio alrededor de pH 5,5 produciendo aproximadamente 10 % de solubilidad,
mayor que el reportado en la presente investigacion (7,43 %). En la precipitacion
isoeléctrica de las proteinas del bagre con faja, las proteinas que permanecen solubles
serian las proteinas sarcoplasmaticas mientras que las proteinas que precipitan serian las
miofibrilares debido a que el punto isoeléctrico de las proteinas miofibrilares es de 5,5
(Stefansson y Hultin, 1994).

Kristinsson et al. (2013) menciona que en el rango de pH del punto isoeléctrico, las
proteinas precipitan mientras que los componentes del tejido muscular soluble, tales
como sales, nucleétidos, fosfatos de azlcar, aminoacidos, péptidos pequefios
permanecen en solucion, por lo que podemos afirmar que dichos componentes estarian

presentes en la fase soluble de las proteinas del bagre con faja luego de la precipitacion.
Tian et al. (2017) sefialan que las propiedades funcionales de los aislados proteicos se

debilitan en el punto isoeléctrico de la proteina, por lo que es necesario ajustar el pH a

7, con el fin de conseguir propiedades funcionales superiores. Por lo que en el presente
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trabajo de investigacion se neutralizd el codgulo proteico obtenido luego de la

precipitacion. En la Figura 16 se aprecian las proteinas precipitadas.

Figura 16: Proteinas precipitadas luego de la segunda centrifugacion.

En el ANVA para los diferentes pH (ver Anexo 6) se observé que existe por lo menos
un tratamiento diferente y mediante la prueba de comparacion de medias (LSD Fisher),
se observd que no existen diferencias significativas entre los tratamientos a pH 4,5y 6
ni entre los tratamientos a pH 5 y 5,5. Sin embargo si se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos de pares. Por tanto de las variables estudiadas se

eligio el tratamiento a pH 5,5 ya que presento6 la menor solubilidad proteica.

4.2.3. Etapa Ill: Secado

El precipitado proteico de bagre con faja luego de ser neutralizado fue secado en un
liofilizador de bandejas, el tiempo total de liofilizacion fue de 12 horas hasta una
humedad final menor del 3 por ciento. El resultado de esta operacion fue el aislado
proteico de bagre con faja en forma de polvo. En la Figura 17, se observa el aislado

proteico de bagre con faja.
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El proceso de liofilizado resultd beneficioso, ya que las proteinas precipitadas de bagre
con faja al ser transformadas en polvo ocupan menos espacio, son féciles de transportar
y de féacil agregacion a los sistemas alimentarios (L6pez et al., 2006).

q‘

Figura 17: Aislado proteico de bagre con faja secado por liofilizacion

Por otra parte, las proteinas de pescado deben protegerse contra la desnaturalizacion
durante la congelacion y secado (Park y Lin, 2005). Crioprotectores o lioprotectores son
ingredientes tales como sacarosa y polifosfato que se utilizan para este fin. A una
suficiente concentracion de sacarosa junto con una pequefia cantidad de polifosfato
puede protegerse a las proteinas de la desnaturalizacion durante el secado y el
almacenamiento (Carvajal et al., 2005, citados por Shaviklo, 2015).

En la presente investigacion se almacend el aislado proteico de bagre con faja a
temperatura ambiente, sin embargo es posible almacenar polvos de proteina de pescado
durante mucho tiempo cuando son envasados al vacio o en un gas inerte que se usa en el
empaquetado y los productos son mantenidos a temperaturas por debajo de 15 ° C.
Asimismo, el almacenamiento a baja temperatura (-18 °C) puede preservar la excelente
funcionalidad de liofilizado de proteina de pescado hasta 9 meses (Carvajal et al. 2005,
citados por Shaviklo, 2015).

Por otro lado, Crapo et al. (2010) obtuvieron cubos liofilizados de salmén rojo, salmén
rosado y salmon chum con un contenido de humedad menor del 10 % cuando se
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liofilizd6 por un tiempo de 9 horas. Mientras Martinez y Labuza (1968) reportaron un

tiempo de 60 horas al liofilizar salmdn rojo.

4.3. PRODUCTO FINAL

4.3.1. Anélisis de composicion proximal

La Tabla 13 muestra la composicién proximal del aislado proteico de bagre con faja
(tanto en base himeda como en base seca).

Tabla 13: Composicion proximal del aislado proteico de bagre con faja

Componente Base humeda (%) Base seca (%0)
Humedad 2,85¢001 -
Proteina 94,48+0,08 97,25+0,10
Grasa 0,83+0,04 0,85+0,04
Ceniza 1,65+0,04 1,70+0,04
Carbohidratos 0,19+0,01 0,20£0,01

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 13 se evidencia un alto contenido de
proteinas y una cantidad minima del resto de componentes. La composicion proximal en
base himeda del aislado proteico de bagre con faja presenté una humedad, proteina,
grasa, ceniza y carbohidratos de 2,85 %, 94,48 %, 0,83%, 1,65 %, y 0,19 %
respectivamente. Tian et al. (2017) determinaron la composicién proximal del aislado
proteico de carpa comun cuyo contenido de proteinas, lipidos y cenizas en base seca fue
de 82,96; 4,88 y 8,83 % respectivamente. Mientras Foh et al. (2012) determinaron la
composicion proximal del aislado proteico liofilizado de tilapia conformada por 92,76
% de proteina, 0,81 % de grasa, 3,86 % de humedad y 3,75 % de ceniza. Shaviklo et al.
(2012) determinaron la composicidon proximal para el aislado proteico liofilizado del
pez carbonero (Pollachius virens) reportando una humedad, proteina, grasa y ceniza de
1,4; 94; 0,62 y 2,7 % respectivamente. Se puede indicar que las diferencias en la
composicion proximal del aislado proteico de bagre con faja con los otros aislados de

diferentes peces se puede deber al tipo de materia prima con la que se trabaja ya sea
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musculo oscuro, masculo blanco, subproductos o pescado entero. Al respecto, Cortés y
Pacheco (2009) indican que las diversas especies de peces presentan diferencias en
composicién quimica, ultraestructura muscular y naturaleza metabdlica, por tal motivo,

responden de manera distinta ante una misma tecnologia.

Respecto al mayor contenido de proteinas (94,48 %) del aislado proteico obtenido en
comparacion al contenido de proteinas del musculo fresco del bagre con faja (19,39 %),
esto se deberia al proceso utilizado, ya que el método de cambio de pH tiene como
finalidad aislar la fraccion proteica de la materia prima por medio de la solubilizacién y
precipitacion de las proteinas (Bourgeois y Le Roux, 1986). Al respecto, Shaviklo
(2015) menciona que el polvo de proteina de pescado es un producto de pescado seco y
estable, destinado al consumo humano, en el que la proteina estd mas concentrada que

en la carne original del pescado.

El contenido de proteina obtenido en el aislado proteico de bagre con faja es similar al
nivel de proteina que reporta Geirsdéttir (2005) para aislados proteicos de pescado
(95%). Asimismo, Bourgeois y Le Roux (1986) sefiala que comercialmente se considera
como aislados a productos cuya concentracion en proteinas es mayor a 85 %. Por tanto
el producto obtenido a partir del muasculo de bagre con faja cumple con la denominacion

comercial de aislado proteico.

El alto contenido de proteinas obtenido en el aislado proteico de bagre con faja sugiere
que con pequefas cantidades se puede satisfacer las necesidades de proteinas en la dieta
diaria y seria posible su uso como fuente de proteina animal en la formulacion de un

alimento para consumo humano (Roldan, 2002).

El contenido de grasa del aislado proteico de bagre con faja (0,83 %) fue bajo debido a
que el bagre con faja es una especie magra, adicionalmente a ello, la mayoria de la grasa
de la materia prima se separa y elimina en la primera centrifugacién. Se ha informado
que el proceso de cambio de pH reduce los lipidos y los oxidantes en los aislados
proteicos de pescado (Hultin et al., 2005, citados por Shaviklo et al., 2012), quedando

todavia una pequefia cantidad de lipidos en el producto.
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Segun Kristinsson et al. (2005) la materia prima puede ser rica en triglicéridos y
fosfolipidos de membrana, por lo que la eliminacién o reduccion de lipidos es una etapa
clave en la elaboracién de aislados proteicos. Los mismos autores sefialan que los
lipidos son el primer sustrato para las reacciones de oxidacién en el muasculo de

pescado, por lo que su eliminacion refuerza la estabilidad del producto final.

Adicionalmente, Zhong et al. (2016) sefialan que por medio del método de cambio de
pH se puede eliminar la mayor parte de los lipidos de la materia prima y obtener un
aislado de proteina de pescado con mayor calidad nutricional, color mejorado, menor
oxidacion de lipidos y mayor estabilidad oxidativa. Ademas el bajo contenido en grasa
de estas proteinas recuperadas hace que sean deseables para ingredientes alimenticios

bajos en grasa.

El contenido de ceniza en el aislado proteico del bagre con faja (1,65 %) es bajo debido
a que se trabajé solo con musculo, sin piel ni espinazo. Sin embargo fue mayor al
contenido de ceniza en el masculo fresco (1,2 %), lo cual se pudo deber al efecto del
secado, lo que provoca que aumente su concentracion. Por otro lado, el contenido de
cenizas en base seca del aislado proteico de bagre con faja (1,70 %) comparado con el
contenido de cenizas en base seca del musculo fresco del bagre con faja (5.84 %) fue
menor debido a que la mayor parte de la ceniza y la grasa se eliminan en el proceso de
separacion (Tian et al., 2017). Asimismo, Tascaya et al. (2009) sefialan que el proceso
de solubilizacion y precipitacion isoeléctrica elimina la mayoria de los materiales de

ceniza tales como huesos, escamas, piel y otras impurezas.

El contenido de humedad del aislado proteico fue bajo (2,85 %), debido a la extraccion
del agua por efecto del secado. Al respecto, se debe indicar, que si bien esto hace que el
rendimiento final de este producto sea bajo, también se debe indicar que esto impide o

retarda el crecimiento microbiano.

Hultin et al. (2005) citado por Shaviklo et al. (2012) menciona que el aislado de
proteina de pescado se fabrica a partir de diferentes tecnologias de cambio de pH y en
su mayoria contiene proteina miofibrilar del muasculo de pescado, ademas de lipidos de

la membrana, dependiendo como se procesan.
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El valor nutritivo de las proteinas de pescado es comparativamente alto debido al patron
favorable de aminoécidos esenciales. Las proteinas de pescado son ricas en todos los
aminoécidos esenciales (particularmente metionina y lisina), en contraste con la
mayoria de las proteinas de origen vegetal, que carecen de cantidades adecuadas de uno
0 méas aminoacidos esenciales (Venugopal, 1997).

4.3.2. Anélisis fisico y sensorial

El aislado proteico de bagre con faja en polvo tuvo un valor pH de 6,10. Esto se puede
deber a que algunas proteinas son virtualmente insolubles en sus pH isoeléctricos
(Lehninger, 1982), lo que pudo provocar que parte de las proteinas precipitadas no se
solubilizen bien durante la neutralizacion. Al respecto, Whitaker (1980) menciona que
el pH &cido o alcalino modifica la estructura tridimensional de las proteinas, por lo cual,
durante la neutralizacion brusca de soluciones con pH muy é&cidos o alcalinos no
permite que la proteina regrese a su conformacion original. Asismismo, Shaviklo et al.
(2012) indican que aislados proteicos de pescado liofilizados tienen un pH bajo debido a
que durante la precipitacion isoeléctrica para aislar la proteina se utiliza un pH

relativamente bajo.

Bojorquez (1992) menciona que el pH de una proteina nos permite conocer si ésta tiene
buena capacidad de retencidn de agua, ya que actla sobre la fuerza de gel. EI mismo
autor sefiala que valores de pH menores a 6 reducen enormemente la fuerza de gel de las
proteinas. Teniendo en cuenta que el aislado proteico de bagre con faja tiene un valor
mayor a 6 se puede decir que las propiedades funcionales de sus proteinas no han sido

alteradas de manera dréstica.

La evaluacion sensorial de las muestras de aislado proteico de bagre con faja presentd
las siguientes caracteristicas: olor ligero a pescado, color beige y consistencia de polvo
fino. En el caso del olor, ésta caracteristica puede pasar desapercibida al mezclarse con

otros ingredientes en caso de ser utilizados en alimentos enriquecidos.

Shaviklo (2015) menciona que el color es un atributo de calidad importante en la
proteina de pescado, en el caso de polvos de proteina de pescado varia de gris claro a

cremoso dependiendo del tipo de pescado utilizado, método de extraccion y tamafio de
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particula. EI mismo autor menciona que el polvo de pescado liofilizado hecho del pez
carbonero tenia un color rosado mientras el polvo de pez carbonero obtenido por
atomizacion tenia un color blanco, indicando la influencia del secado en la calidad de

los polvos de proteina de pescado.

4.3.3. Anélisis microbiolégico

Los resultados de los analisis microbiol6gicos realizados al aislado proteico de bagre
con faja se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Resultados de anélisis microbiolégicos en el aislado proteico de bagre

con faja
Anélisis microbioldgico Resultados
Deteccion de Salmonella sp. Ausenciaen 25 g
Numeracion de Mohos <10 UFC/g
Numeracion de Levaduras <10 UFC/g
Numeracion de Enterobacteriaceae 30 UFC/g

En la Tabla 14 se observa que la cantidad de microorganismos presentes en el aislado
proteico de bagre con faja se encontraron por debajo de los requisitos que exige la RDE
N° 057 SANIPES (2016) para los productos hidrobiolégicos deshidratados. El bajo
contenido de mohos, levaduras, enterobacteriaceae y ausencia de Salmonella confirmé
la adecuada limpieza e higiene en el procesamiento del aislado proteico. Las cargas
microbioldgicas maximas son las siguientes: mohos 10° UFC/g, levaduras 10® UFC/g,

enterobacteriaceae 10> UFC/g y ausencia de Salmonella en 25 g.

Asimismo, se debe indicar que los resultados microbioldgicos obtenidos son similares al
del aislado proteico del pez carbonero reportados por Shaviklo et al. (2012). Este autor
indico ausencia de Salmonella y valores menores a 10 UFC/g para mohos y levaduras,

confirmando que el producto era microbiol6gicamente seguro.

Huss (1963) citado por Nolsoe y Undeland (2009) sefiala que la mayoria de las bacterias

que crecen en los peces pertenecen a los géneros gramnegativos psicrotroficos.
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Mendonca et al. (1994), citado por Lansdowne et al. (2009) sefialan que las soluciones
fuertemente basicas o alcalinas, causan dafio a los componentes de las proteinas y
lipidos de las membranas citoplasmaticas, debilitando la capa delgada de
peptidoglucano de las bacterias gramnegativas contribuyendo a la hinchazén y ruptura
final de las células bacterianas, lo que explicaria la ausencia de Salmonella sp. y el bajo
contenido de enterobacteriaceae en el aislado proteico de bagre con faja ya que ambos
microorganismos pertenecen al género gramnegativos. Por tanto se confirm6 que el
proceso alcalino tiene un efecto perjudicial sobre los microorganismos presentes en la

materia prima.

4.3.4. Rendimiento de proteinas

El rendimiento de proteinas obtenidas en el aislado proteico de bagre con faja secado
por liofilizacion fue de 84,10 %. Al respecto Kristinsson y Liang (2006) indican que los
rendimientos de recuperacion de proteinas para la técnica de solubilizacion y
precipitacion isoeléctrica reportados en la literatura oscilan entre 42 y 90 %. Por tanto el
rendimiento obtenido en el aislado proteico de bagre con faja estuvo dentro del rango
que indican dichos autores. A su vez podria afirmarse que el alto rendimiento obtenido
en el presente trabajo de investigacion se debe a que durante la solubilizacién alcalina o
acida se extraen casi todas las proteinas miofibrilares y sarcoplasmaticas (Choi y Park,
2002).

Las proteinas que no se recuperaron durante el proceso se pueden deber a que algunas
proteinas miofibrilares o sarcoplasmaéticas se pierden en la capa lipidica superior
mientras que otra cantidad de proteinas miofibrilares se pierden en el sedimento del
fondo luego de la primera centrifugacion. Adicionalmente, una pequefia porcion de las
proteinas también se pierden en el sobrenadante de la segunda centrifugacion. Por tanto
la pérdida de proteinas en estas dos fases representan la mayor parte de las proteinas que

no se recuperan en el proceso tanto acido como alcalino (Kristinsson et al., 2005).

Asimismo, el rendimiento obtenido en la elaboracion del aislado proteico de bagre con
faja fue mayor al reportado por Chen et al. (2016) quienes obtuvieron un rendimiento de
recuperacion de proteinas de 64 % para el proceso alcalino. Mientras Zhong et al.

(2016) obtuvieron un rendimiento de recuperacién de proteina de aproximadamente
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70% para el proceso alcalino e indicaron que a pH méas extremos se obtienen mayores
rendimientos de recuperacion de proteinas. Las diferencias en los rendimientos podrian
atribuirse a una serie de factores que van desde el tipo de especies de peces, la
metodologia utilizada para determinar el rendimiento de recuperacion y la fuerza de
centrifugacién durante la solubilizacion y precipitacion isoeléctrica (Chen y Jaczynski,
2007). Asimismo, Nolsoe y Undeland (2009) sefialan que el rendimiento de proteinas
obtenido durante el procesamiento acido y alcalino estd determinado por tres factores
principales, la solubilidad de las proteinas en las condiciones &cidas o alcalinas, el
tamafo de los sedimentos formados durante las centrifugaciones y la solubilidad de las

proteinas en el pH seleccionado para la precipitacion.

Al respecto Tian et al. (2017) sefialan que el rendimiento maximo de recuperacion
puede alcanzar 87,6 % en condiciones alcalinas comparado con 76,3% en condiciones
acidas. Los mismos autores sefialan que el rendimiento de recuperacion de proteina en
condiciones alcalinas es ligeramente mejor que en condiciones acidas. Sin embargo Foh
et al. (2012) reportaron un rendimiento de proteinas de 84,97 % para el proceso acido

mientras para el proceso alcalino reportaron 79,82 %.

Hultin et al. (2005) citados por Jaczynski et al. (2009) sefialan que aunque la
solubilizacion a pH acido da mayores porcentajes de recuperacion, comparandola con
los obtenidos a pH basico, la calidad de la textura de los geles de proteinas hechos con
proteinas recuperadas a pH basico es mejor que la de los elaborados con proteinas

recuperadas a pH &cido.

En la Figura 18, se reporta el rendimiento de las proteinas del aislado proteico de bagre

con faja en las diferentes etapas del proceso.
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Recepcidn de bagre con faja

l

Fileteado

Molido

Musculo molido de bagre con faja (500g) (97 g proteina)

l

Extraccion alcalina

\ Residuo solido
Centrifugado 1~ > (1,78 g proteinas)

!

Sobrenadante 1 (95,229 proteina)

l

Precipitacion isoeléctrica

l

Sobrenadante 2

Centrifugado 2 —> (7,079 proteina)
Precipitado (88,15 g proteina)
Secado Previa neutralizacion a pH
l 7 con NaOH 2N
Aislado proteico de bagre con faja (81,58 g proteinas)

Figura 18: Balance de proteina en la obtencion de aislado proteico de masculo de
bagre con faja
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4.3.5. Rendimiento del aislado proteico de bagre con faja

Tabla 15: Rendimiento del aislado proteico obtenido de musculo de bagre con faja

Muestra Peso () Rendimiento (%)
Musculo fresco de bagre con faja 1500 100,00
Aislado proteico en polvo de bagre con faja 259,05 17,27

De acuerdo a los resultados reportados en la Tabla 15, se aprecia que el rendimiento del
aislado proteico en polvo del bagre con faja respecto al musculo fresco fue 17,27 %. El
rendimiento obtenido puede estar influenciado por los mismos factores que influyen
sobre el rendimiento de extraccion de proteina: tipo de especie empleada, y condiciones
de extraccion utilizadas (Karim y Bhat, 2009; Nolsoe y Undeland, 2009; Chen y
Jaczynski, 2007).
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V. CONCLUSIONES

. Se obtuvo un aislado proteico a partir de masculo de bagre con faja mediante

extraccion alcalina, precipitacion isoeléctrica y secado de las proteinas.

El flujo de procesos para la elaboracion del aislado proteico de bagre con faja
fue: recepcion de bagre con faja — fileteado - molido - extraccion alcalina —
centrifugado 1 — precipitacion isoeléctrica - centrifugado 2 — secado — envasado
y almacenado.

En la etapa de extraccion alcalina los factores experimentales de mayor
solubilidad proteica fueron: relacion musculo/agua 1/12, pH 13 y tiempo de
extraccion 20 minutos. Con estos valores se obtuvo una solubilidad proteica de
98,16 %.

En la etapa de precipitacion isoeléctrica la menor solubilidad de proteinas fue a

pH 5,5 (punto isoeléctrico) y se logré precipitar el 92.57% de todas las proteinas.

El pH del aislado proteico de bagre con faja en polvo fue de 6,10.

La composicion proximal del aislado proteico de bagre con faja fue: proteinas
94,48 %, humedad 2,85 %, grasa 0,83 %, ceniza 1,65 % y carbohidratos 0,19 %.

Los resultados microbiol6gicos en el aislado proteico fue: Numeracion mohos
(UFC/g) < 10 Estimado, Numeracién levaduras (UFC/g) < 10 Estimado,
Numeracion enterobacterias (UFC/g) 30 Estimado y ausencia de Salmonella sp,

resultados que confirmaron las buenas condiciones sanitarias de su elaboracion.

El rendimiento de proteina del aislado proteico de bagre con faja liofilizado fue
84,10 %.



V1. RECOMENDACIONES

Evaluar las propiedades funcionales del aislado proteico de bagre con faja.

Estudiar la estabilidad del aislado proteico de bagre con faja en

almacenamiento.

Determinar el perfil aminoacidico y la calidad nutricional del aislado

proteico de bagre con faja.

Realizar un estudio de optimizacion de los procesos de extraccion alcalina y
precipitacion isoeléctrica en la elaboracion del aislado proteico de bagre con

faja utilizando la metodologia de superficie de respuesta.

Evaluar el comportamiento del aislado proteico de bagre con faja en la

formulacion de diversos alimentos para consumo humano.

Emplear los subproductos del bagre con faja tales como piel, escamas o
cabezas en la elaboracion de ensilados proteicos con el fin de darle un valor

agregado a estos residuos.
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VI1Il. ANEXOS

Anexo 1: Curva estdndar para la determinacion de la concentracién de proteina
(Método de biuret)

Concentracién
(mg/ml) Absorbancia

0 0

1 0,059
2 0,113
3 0,173
4 0,227
5 0,284

Curva estandar de proteina

0.3 /
0.25
y = 0,0567x + 0,0009 /
0.2 R? =0,9999
0.15 / /./
0.1 /

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion de proteina (mg/ml)

Absorbancia

FUENTE: Elaboracion propia
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Anexo 2: Evaluacion sensorial para pescado fresco (Tabla de Wittfogel)

CARACTERISTICAS

PUNTAJE

SUPERFICIE Y CONSISTENCIA
4. Superficie lisa y brillante, color luminoso, mucilago claro vy
transparente, consistencia firme y eléstica bajo la presion de los dedos.

3. Superficie aterciopelada y sin brillo, color ligeramente palido,
mucilago lechoso y opaco, consistencia un poco relajada y elasticidad
disminuida.

2. Superficie granulosa y sin brillo, mucilago denso de color gris
amarillento, consistencia relajada, escamas facilmente separadas de la
piel.

1. Superficie muy granulosa, color sucio e impreciso, mucilago turbio,
amarillento o marrén rojizo, grumoso, consistencia blanda, se quedan
impresos la huella de los dedos.

0JOS
4. Globo ocular hinchado y abombado, cornea clara y brillante, pupila
negra oscura.

3. Globo ocular plano, cornea opalescente, pupila opaca.

2. Globo ocular hundido, cdrnea acuosa y turbia, pupila gris lechosa.

1. Globo ocular contraido, cdrnea turbia, pupila opaca cubierta de
mucilago turbio gris amarillento.

BRANQUIAS
4. Color rojo sanguineo, mucosa clara, transparente y filamentosa.

3. Color rosa palido, mucosa opaca.

2. Color rojo grisaceo y acuoso, mucosa lechosa, turbia y densa.

1. Color sucio, marron rojizo, mucosa turbia gris y grumosa.

CAVIDAD ABDOMINAL Y ORGANOS

4. Superficie de corte de los lébulos ventrales con coloracion natural,
sin decoloracién, lisos y brillantes, peritoneo liso, brillante y muy
firme, rifiones y demas organos (excepto partes del estobmago e
intestino), asi como la sangre adrtica, de color rojo profundo.

3. Lobulos ventrales y superficie de corte de los l6bulos ventrales
aterciopelados y sin brillo, zona rojiza a lo largo de la espina central,
rifiones y demas organos de color rosa palido, como laca.

2. Superficie de corte de los I6bulos ventrales amarillentos, peritoneo
granuloso, aspero y separable del cuerpo, rifiones y demas 6rganos, asi
como la sangre aortica de color marrdn rojizo.

1. Superficie de corte de los l6bulos ventrales turbios y pastosos,
sangre acuosa de color marron sucio, con tono violeta.

OLOR
(Practicar en la superficie, branquias y cavidad abdominal)
4. Fresco como el agua de mar.

3. Ya no como el agua de mar, pero fresco y especifico.
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2. Olor neutral o ligeramente acido, parecido al de la leche o al de la
cerveza.

1. Olor pesado o rancio, a pescado con TMA (amoniaco)

PUNTAJE TOTAL

Clasificacion para el analisis sensorial del pescado fresco:

- Calidad extra 18-20 puntos
- Buena calidad 13-18 puntos
- Calidad media 08-13 puntos
- Recusable menos de 8 puntos
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Anexo 3: ANOVA y LSD para determinar la relacion musculo/agua de mayor
solubilidad proteica

Tabla A: ANOVA para solubilidad proteica (%) por relacion masculo/agua

Fuente Suma de Gl  Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 1333,46 2 666,728 30397,95 0,0000
Intra grupos 0,1316 6  0,0219333

Total (Corr.) 1333,59 8

Pruebas de Multiple Rangos para Solubilidad proteica (%) por Relacion musculo /
agua

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
1/5 3 36,25 X
1/9 3 56,07 X
1/12 3 65,45 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1/12 - 1/5 * 29,2 0,295887
1/12 - 1/9 * 9,38 0,295887
1/5-1/9 * -19,82 0,295887

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 4: ANOVA y LSD para determinar el pH de mayor solubilidad proteica

Tabla B: ANOVA para solubilidad proteica (%) por pH

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 8526,4 6 1421,07 24642,78  0,0000

Intra grupos 0,807333 14 0,0576667
Total (Corr.) 8527,21 20

Pruebas de Multiple Rangos para Solubilidad proteica (%) por pH

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel  Casos Media Grupos Homogéneos
10 3 33,0233 X
10,5 3 48,2533 X
11 3 65,45 X
11,5 3 71,3133 X
12 3 80,7133 X
12,5 3 85,62 X
13 3 95,2233 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
10- 105 * -15,23 0,420535
10-11 * -32,4267 0,420535
10-115 * -38,29 0,420535
10-12 * -47,69 0,420535
10-125 * -52,5967 0,420535
10-13 * -62,2 0,420535
10,5-11 * -17,1967 0,420535
10,5-115 * -23,06 0,420535
10,5-12 * -32,46 0,420535
10,5-125 * -37,3667 0,420535
10,5-13 * -46,97 0,420535
11-115 * -5,86333 0,420535
11-12 * -15,2633 0,420535
11-125 * -20,17 0,420535
11-13 * -29,7733 0,420535
115-12 * -9,4 0,420535
115-125 * -14,3067 0,420535
11,5-13 * -23,91 0,420535
12-125 * -4,90667 0,420535
12 -13 * -14,51 0,420535
12,5-13 * -9,60333 0,420535

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 5: ANOVA y LSD para determinar el tiempo de extraccion de mayor
solubilidad proteica

Tabla C: ANOVA para solubilidad proteica (%) por tiempo de extraccion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 70,2044 3 23,4015 505,07 0,0000

Intra grupos  0,370667 8 0,0463333

Total (Corr.) 70,5751 11

Pruebas de Multiple Rangos para Solubilidad proteica (%) por tiempo de
extraccion
Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

5 3 91,6267 X
10 3 95,2233 X
15 3 96,6233 X
20 3 98,1633 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
5-10 * -3,59667 0,405287
5-15 * -4,99667 0,405287
5-20 * -6,53667 0,405287
10-15 * -1,4 0,405287
10- 20 * -2,94 0,405287
15-20 * -1,54 0,405287

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 6: ANOVA 'y LSD para determinar el pH de menor solubilidad proteica

Tabla D: ANOVA para solubilidad proteica (%) por pH

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2,25167 3 0,750556 39,66 0,0000
Intra grupos 0,1514 8 0,018925
Total (Corr.) 2,40307 11

Pruebas de Multiple Rangos para Solubilidad proteica (%) por pH

Método: 95,0 porcentaje LSD

pH Casos Media Grupos Homogéneos

55 3 7,42333 X

5 3 7,51 X

4,5 3 8,26667 X

6 3 8,38667 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

45-5 * 0,756667 0,25902
45-55 * 0,843333 0,25902
45-6 -0,12 0,25902
5-55 0,0866667 0,25902
5-6 * -0,876667 0,25902
55-6 * -0,963333 0,25902

* indica una diferencia significativa.
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