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RESUMEN

La industria pesquera y acuicola mundial genera enormes cantidades de subproductos
ricos en proteinas que son sub aprovechados afio a afio sin ningun intento de darle un
buen uso a estas materias primas. La recuperaciéon y la alteracion de las proteinas
presente en los subproductos de la industria acuicola pesquera y el uso de éstas como
ingredientes funcionales en sistemas alimentarios, es una alternativa muy interesante, y
que al dia de hoy presenta resultados muy promisorios, en especial para la industria

procesadora de subproductos.

Se han estudiado diferentes estrategias para recuperar la proteina de los subproductos
de la industria acuicola pesquera; como por ejemplo los hidrolizados de proteinas de
pescado (FPH). La esencia de la hidrolisis proteica es la ruptura del enlace peptidico, y
en consecuencia, la generacion de péptidos de menor tamafio o incluso de aminoacidos

libres. La ruptura de estos enlaces puede producirse por métodos quimicos o bioldgicos.

La hidrdlisis biolégica, para producir FPH es por medio de la utilizacién de enzimas para
hidrolizar los enlaces peptidicos; ésta accidon puede ser realizada por enzimas
proteoliticas. Entre los principales problemas de la preparacion de los FPH, esta la
susceptibilidad extrema de sus grasas a oxidacion. Este proceso de oxidacion en los
alimentos causa una secuencia de cambios desfavorables, principalmente, el deterioro de

las propiedades sensoriales del producto.

La prevencién de la oxidacion lipidica es de gran importancia del punto de vista de la
salud, y en el ambito econdmico, por lo tanto, existen grandes esfuerzos para controlar
este proceso. Debido a esto se utilizan las llamadas moléculas antioxidantes, que son
moléculas organicas, ya sean sintéticas o naturales, las cuales pueden retardar o evitar el

proceso de rancidez oxidativa.

Por lo mencionado anteriormente es importante estudiar el proceso de recuperaciéon de
proteinas de subproductos de la industria salmonicultora chilena. Dando un énfasis en las
caracteristicas organolépticas del producto obtenido, para ellos se van a realizar
diferentes ensayos con distintas variables involucradas en el proceso, como por ejemplo,
lo son las enzimas usadas para la protedlisis de las proteinas y los antioxidantes usados

para el adecuado cuidado de los aceites contra la oxidacion.

La forma de recuperacion de estas proteinas fue realizado a través del proceso de
hidrolisis enzimatica, el cual es un procesos que presenta amplias ventajas sobre la

hidrdlisis quimica y otros métodos de recuperacion de proteinas.
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Los métodos usados para analizar los diferentes procesos fueron: medicion del
porcentaje de grado de hidrdlisis (%GH), parametro fundamental en el proceso de
hidrolisis enzimatica; medicién del indice de perdxido (PV), método que sirve para
analizar el nivel de oxidacion de los aceites, cantidad de proteina presente en cada

proceso y evaluacion sensorial de cada proceso realizado, entre otros.

Dentro de los resultados obtenidos se puede concluir que hay diferencias entres las
enzimas elegidas para realizar la hidrdlisis, ya que estas exhiben diferentes %GH
ademas de producir hidrolizados con diferentes caracteristicas organolépticas y entre los
distintos antioxidantes estudiados para la proteccién de los aceites en el proceso de
hidrolisis, los cuales presentan PV muy diferentes entre si, junto con tener diferencias en

las caracteristicas organolépticas de los hidrolizados.

La enzima que produjo un mayor %GH fue Protamex seguido de Alcalasa y Corolasa,
pero en el caso de las caracteristicas organolépticas Corolasa es presento la que mayor
aceptabilidad, esto es debido a que produce hidrolizados con sabor menos amargo. Para
el caso de los antioxidantes, la mezcla de TBHQ/BHTEDTA (TBE) es la que mejor
cumplié la funcion de proteccion de los aceites, dando PV menores en comparacién con
los otros antioxidantes estudiados Herbalox (Hx), Pet-Ox Rc (Px) y sin antioxidante (SA).
En el caso de las caracteristicas organolépticas, el proceso SA fue mas aceptado seguido
del proceso TBE, Hx y Px, lo cual indica que la adicién del antioxidante puede afectar el

sabor del hidrolizado.

Por ultimo como conclusion se puede deducir que para obtener un producto con
caracteristicas organolépticas deseadas se debe hacer una eleccion del enfoque final del
producto, es decir, si solamente se va a pensar en el hidrolizado proteico o también en
los aceites obtenidos del proceso, teniendo eso en cuenta es posible elegir de mejor
manera los parametros (tipo de enzima, tipo de antioxidante y cantidad de antioxidante)

involucrados en el procesos de hidrélisis enzimatica.
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“Improvement of the sensorial evaluation of protein concentrates of co-products
from the chilean salmon industry, through the optimization of the parameters

involved in the enzymatic hydrolysis process”

The fishing and aquaculture world industry generates huge amounts of byproducts rich in
proteins that year after year are dismissed without any intention of taking advantage of
these raw materials. The recovery and modification of the proteins within these
byproducts from the fishing and aquaculture industry and the use of them as functional
ingredients in food systems is a very interesting alternative that nowadays shows very

promising results, specially for the industry dedicated to process these byproducts.

Different strategies have been studied for the recovery of the proteins in the byproducts of
the fishing and aquaculture industry; for example the fish hydrolyzed proteins (FHP). The
core of the protein hydrolysis is the disruption of the peptide bond, as a consequence you
can obtain a series of smaller peptides or even single amino acids. The disruption of this

bond can be achieved by chemical of biological methods.

The biological hydrolysis to obtain FHP consists in the usage of enzymes to hydrolyze the
peptide bonds; this action can be done by proteolytic enzymes. Among the main problems
of the PFH preparation is the extreme susceptibility of the fatty acids to oxidation. This
oxidation process causes a series of unwanted changes in the foods, especially in the

sensorial properties of the product.

The prevention of the lipidic oxidation is a matter of high importance from a health and
economical point of view, for this reason big efforts are being taken to control this process.
Due to this, antioxidant molecules have been used, which are natural or synthetic organic

molecules that can delay or avoid the process of oxidative decomposition.

Because of all the information previously mentioned it would important to study the protein
recovery process from the byproducts of the Chilean salmon industry. Focusing on the
organoleptic characteristic of the product obtained, different assays will be performed
managing different variables involved in the recovery process, as an example, the
enzymes used for the protein proteolysis or the antioxidants used for the proper care of

the oils against oxidation.

The protein recovery was performed through the enzymatic hydrolysis process, which
presents ample advantages over chemical hydrolysis or other methods for protein

recovery.



The methods to analyze the different processes were: measurement of the percentage of
hydrolysis degree (%HD), fundamental parameter in the enzymatic hydrolysis process;
measurement of the mili equivalents of hydrogen peroxide (HP), method used to analyze
the oil oxidation level; measurement of the protein content on every process; and a

sensorial evaluation of every process performed.

With the obtained results it can be concluded that there are differences between the
enzymes used to carry out the hydrolysis, because they exhibit different %HD and also
produce hydrolyzates with different organoleptic characteristics. Among the antioxidants
used for the protection of the oils, there were big differences in the HP of the hydrolyzates

and also in the organoleptic characteristics.

The enzyme with the highest %HD was Protamex, followed by Alcalase and Corolase
respectively. But in the organoleptic characteristics, Corolase was the highest approval
mainly because it produced hydrolyzates that were less bitter. In the case of the
antioxidants, the mixture of TBHQ/BHTEDTA (TBE) is the one that better fulfilled the
function of protecting the oils, resulting in very low HP in comparison of the other
antioxidants used, such as Herbalox (Hx), Pet-OX Rc (Px) and without antioxidant (WA).
In the case of the organoleptic characteristics, the one with highest approval was WA
followed by TBE, Hx and Px respectively, which indicates that the addition of an

antioxidant can affect the flavor of the hydrolyzate.

Finally, it can be concluded that to obtain a product with the desired organoleptic
characteristics an election must be done focused on the end product, it means, if only the
protein hydrolyzate is wanted or if also the oils obtained in the process are required.
Having this in consideration it is possible to optimally choose the parameters (type of
enzyme, type of antioxidant, amount of antioxidant) involved in the process of enzymatic

hydrolysis.
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1. INTRODUCCION

La industria pesquera y acuicola mundial genera enormes cantidades de subproductos ricos
en proteinas, estos subproductos son sub aprovechados afio a afio sin ningun intento de
darle un buen uso a sus proteinas, generando producto de bajo valor comercial y solo
utilizados para alimentacion animal (aceite y harina de pescado). Recientemente, en muchas
localidades a nivel mundial el procesamiento de éstos, prohibié botar sus desperdicios
(subproductos) directamente al mar, lo que resulté en altos costos de refinamiento del
material antes de ser desechado. Es por esto que se desarrollaron nuevos usos alternativos
para estos materiales y para la utilizacién correcta de esta fuente de proteinas, ya que con el
aumento dramatico de la poblacion mundial y su necesidad de fuentes proteicas, junto con el
dafio de la pesca excesiva, se genera una gran necesidad de utilizar nuestros recursos
marinos con mas inteligencia y previsién (Kristinsson y Rasco, 2000a; Kristinsson y Rasco,
2000b).

En el marco de lo anterior es evidente la necesidad de dar un mejor aprovechamiento a los
subproductos de la industria pesquera y acuicola, ya que nuestro pais es un gran productor
de alimentos de origen marino. La cantidad de exportaciones del sector acuicola pesquero
de nuestro pais, segun datos del Instituto de Fomento Pesquero (IFOP) a diciembre del afio
2009 alcanzaron a un total de 92 mil toneladas, por un valor (FOB) de 335 millones de
dolares. En el periodo enero-diciembre 2009, la cantidad transada mostré6 un aumento de
5,9%, respecto a igual periodo del afio anterior, siendo el cultivo de salménidos muy
importante por las grandes cantidades de ventas (Figura 1). El total de productos
salmonideos, exportados por el pais en diciembre de 2009 alcanz6 a 42.804 toneladas. En
diciembre del mismo afio (2009), el precio promedio FOB de las exportaciones de
salménidos, mostré un aumento de 7,5%, respecto al obtenido en igual fecha del afio
anterior, alcanzando a US$5.393/ton (IFOP 2009).



Ahumado Otros
3,4% 5,6%

Fresco R ef.
22,0%

Congelado
69,0%

Total Acum. :
2.174.421 MUS$
458.066 Ton 2009

Figura 1. Porcentaje de participacion de las exportaciones de salmonidos, en el afio 2009 (IFOP
2009).

Las especies salmonideas que se producen en Chile son trucha arcoiris, salmén coho y
salmén atlantico. Se ha estipulado que en un proceso tipico de fileteo, por cada 100
kilogramos de trucha Arcoiris, sélo se recuperan, aproximadamente, 40 kilogramos de filete
sin piel y sin huesos, lo que lleva a 60 kilogramos de subproductos del procesamiento (Chen
y Jaczynski, 2007). Con respecto a lo anterior, es importante dar un uso adecuado a la
enorme cantidad de subproductos generados cada afo en Chile, ya que so6lo se da un
adecuado manejo sanitario al filete generado, considerando a los demas productos
generados como “subproductos”, y perdiendo la calidad de “co-productos” con adecuado
manejo sanitario y de cadena de frio, como para ser materias primas aptas para generar

productos de consumo humano.

Del procesamiento de las especies salmonideas se generan distintos productos, los que
pueden ser tratados por distintos métodos para generar tres fracciones principales:
proteinas, lipidos y huesos. Dependiendo de los procesos y la calidad de las materias
primas, cada una de estas fracciones podria ser utilizada para diferentes aplicaciones.
Desde un punto de vista nutricional, la proteina de musculo de salmén tiene un buen balance
en la composicion aminoacidica, alta en los principales aminoacidos esenciales. Por otro
lado el aceite de salmon es rico en acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (PUFAS,
por su sigla en inglés), tales como acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico
(DHA), y la fraccion de huesos podria ser una buena fuente de minerales para la dieta

(Liaset et al., 2003), por dar algunos ejemplos basicos de aplicaciones.



La recuperacion y la alteracién de las proteinas presente en los co-productos de la industria
acuicola pesquera y el uso de éstas como ingredientes funcionales en sistemas alimentarios,
es una alternativa muy interesante. Al dia de hoy presenta resultados muy promisorios, en
especial para la industria procesadora de subproductos, ya que generar productos de alto
valor agregado es economicamente factible, pensando en que hoy se producen productos
(harina y aceite) de muy bajo valor comercial, en comparacién con los hidrolizados protéicos,

y que gran parte de estos subproductos son desechados (Kristinsson y Rasco, 2000b).

Se han estudiado diferentes estrategias para recuperar las proteinas de los subproductos de
la industria acuicola pesquera; como por ejemplo los hidrolizados de proteinas de pescado
(FPH por sus siglas en inglés). Estos se obtienen mediante tratamientos que solubilizan la
proteina, por medio del rompimiento de los enlaces peptidicos ( Figura 2), liberando
péptidos de menor tamafio y aminoacidos libres, que posteriormente pueden ser separados,
y recuperados. En este tipo de aplicaciones de recuperacion de proteinas se opta por la
hidrdlisis, debido a que este tratamiento da lugar a un producto final de mayor digestibilidad

que la proteina no tratada (Aurrekoetxea y Pereira, 2002).
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Figura 2.Rompimiento enzimatico de enlaces péptidicos

Diversos estudios revelan que las proteinas derivadas de la hidrélisis de subproductos de
peces, son de alto valor nutricional, ricos en aminoacidos esenciales e incluso semejantes a
las proteinas de carne bovina (Kristinsson y Rasco, 2000a). También se ha visto que los
hidrolizados de salmoén, tratados con enzimas comerciales, presentan caracteristicas
funcionales (solubilidad, absorcion de grasa, absorcién de agua y estabilidad de la emulsion)
consistentes con usos potenciales como agentes emulsificantes y agentes absorbentes;

siendo potencialmente competitivos con hidrolizados proteicos existentes, como son los de



productos lacteos y vegetales, que actualmente estan disponibles en el mercado (Sathivel y
Smiley, 2005).

La digestion enzimatica de proteinas de pescado da como resultado un FPH. Entre los
problemas de la obtencién de los FPH, esta la extrema susceptibilidad de las grasas a
oxidacién, y la presencia de estos residuos de aceites que producen olores y sabores

desagradables del punto de vista organoléptico (Hoyle y Merrltt, 1994).

Una de las aplicaciones mas importantes de los hidrolizados de proteinas es su utilizacion
como fuente de nitrégeno en la formulacién de dietas entéricas con destino a la alimentacion
infantil y/o de adultos enfermos. Estas dietas entéricas se disefian para ser absorbidas en el
intestino sin una digestion previa en el estdmago, y son esenciales en el tratamiento de
pacientes con desérdenes estomacales o problemas de la mucosa intestinal, asi como en
lactantes con sindromes de mala absorcion y mala nutricion, y con cuadros alergénicos en la

mayoria de los casos (Benitez et al., 2008).

Los hidrolizados proteicos también tienen aplicaciones no alimentarias, como fuente de
alimentacion para el crecimiento de microorganismos, como son los hidrolizados de
levaduras o caseina. Ademas se pueden usar como fertilizantes vegetales, asi como también
se usan en cosmeética para el tratamiento del cabello, ya que se ha sugerido su efecto en el

fortalecimiento del pelo (Vioque y Millan, 2005).
1.1. Hidrolizados proteicos

La protedlisis enzimatica y la solubilizacion de proteinas han sido estudiadas ampliamente
desde el final de los afios 60 y descritas por variados y diferentes autores (Aspmo, 2005). El
material de partida utilizado para la obtencién de los hidrolizados proteicos puede ser de
origen animal, vegetal o bacteriano. Sin embargo, hoy en dia, en los paises desarrollados, el
sustrato mas usado son las proteinas de la leche, es decir, caseinas y proteinas del
lactosuero; esto es debido fundamentalmente a su disponibilidad en grandes cantidades en
estos paises, como un derivado de su industria, con un alto valor nutricional y moderado
costo de produccion. Entre los vegetales, las mas usadas son las proteinas de soja, trigo y
arroz. También se utilizan como sustrato proteinas de pescado, provenientes de los
subproductos de la industria pesquera, principalmente en paises orientales, como Japén o
Corea (Vioque y Millan, 2005).



La esencia de la hidrdlisis proteica es la ruptura del enlace peptidico, y en consecuencia, la
generacion de péptidos de menor tamafio o incluso de aminoacidos libres. La ruptura de
estos enlaces puede producirse por métodos quimicos o biolégicos. Los primeros incluyen la
hidrélisis mediante el tratamiento con acidos o bases. Hoy en dia apenas se utiliza la
hidrélisis quimica debido a sus efectos perjudiciales sobre la calidad nutricional del
hidrolizado, ya que se destruyen L-aminoacidos, y se forman D-aminoacidos y compuestos
téxicos como Lisinoalanina, que al ser consumidos pueden causar dafio al riidn (Vioque y
Millan, 2005).

La hidrdlisis biolégica para producir FPH, se produce por medio de la utilizacién de enzimas
para hidrolizar los enlaces peptidicos. Estd accion puede ser realizada por enzimas
proteoliticas presentes en los propios animales, como son las enzimas viscerales y el
musculo del pescado (proteasas enddgenas), o por la adicion de enzimas de otras fuentes

(proteasas exégenas) (Kristinsson y Rasco, 2000a).

La hidrélisis enzimatica presenta indudables ventajas frente a la tradicional hidrdlisis quimica,

acida o alcalina, entre las que caben mencionar las siguientes (Guadix et al., 2000):

* Selectividad. Las enzimas son especificas para un tipo determinado de enlace y, por
tanto, no es frecuente la aparicién de productos de degradacién. En cambio, la poca
selectividad de los ataques acidos y basicos, y su dificil control conduce inevitablemente
a la aparicién de productos de degradacion que pueden llegar a ser toxicos.

* Condiciones moderadas de temperatura y pH. La hidrélisis enzimatica transcurre
generalmente en el intervalo de 40° a 60°C y pH comprendido entre 4-8.

* No se anaden sustancias extrafas. Los procesos de hidrdlisis quimica, se realizan con
acidos o bases fuertes, que posteriormente son neutralizados, elevando asi
considerablemente el contenido de sales del producto.

* Se mantiene el valor nutritivo. No se produce degradacion de los componentes. La
hidrdlisis alcalina destruye los aminoacidos arginina y cisteina, y la hidrolisis acida

elimina el triptéfano y desamina los aminoacidos serina y treonina.

Como resultado de la hidrdlisis biolégica, se puede obtener FPH de elevado contenido
proteico y bajo contenido graso, los cuales son productos totalmente solubles (Aurrekoetxea
y Pereira, 2002).



1.2. Enzimas

Las propiedades funcionales de los FPH pueden ser mejoradas por el uso de enzimas
especificas y por la eleccidn de las condiciones de hidrdlisis, tales como tiempo temperatura
y pH. De esta forma se puede lograr una hidrdlisis parcial. Existe un numero de diferentes
enzimas proteoliticas (comerciales) que pueden ser usadas para la produccion de
hidrolizados (Liceaga-Gesualdo y Li-Chan, 1999).

1.2.1. Enzimas Endégenas

Un proceso autolitico depende de la accién de las enzimas digestivas de los mismos
pescados. No hay costos involucrados, y es una operaciéon simple. El producto final de la
hidrolisis autolitica es generalmente un liquido viscoso bastante rico en aminoacidos libres y
péptidos pequenos. Estas hidrdlisis autoliticas son producidas a bajas temperaturas, ya que
en general los peces son de aguas mas bien heladas, y estas enzimas trabajan normalmente
a estas temperaturas. La actividad de las enzimas enddgenas en los subproductos depende
de la condicion fisiolégica del pescado, y la forma de procesamiento de los subproductos. La
desventaja es que es un proceso menos reproducible que el proceso que se produce con la
adicion de enzimas comerciales, debido a que la actividad de estas enzimas es variable de

pez a pez y también depende de como se aislaron estas enzimas (Aspmo, 2005).
1.2.2. Enzimas Exégenas

La adicidn de enzimas exdgenas hace un proceso hidrolitico mas controlable y reproducible.
Consecuentemente, diferentes enzimas proteoliticas comerciales se han probado sobre una
variedad de sustratos de pescados. Las enzimas comerciales preferidas para las principales
investigaciones son proteasas de preparacion bacteriana, tales como Alcalasa, Neutrasa, y
Protamex (nombres de proteasas bacterianas comerciales), pero también las proteasas de
plantas, como la papaina (comercialmente llamada Corolasa L-10), tienen buenos

rendimientos en los resultados (Aspmo, 2005).
Las proteasas pueden clasificarse segun (Guadix et al., 2000):

* Origen: Animal, vegetal, bacteriano o fungico.

* Accién catalitica: Endoproteasas, si rompen en el interior de las cadenas peptidicas, y
exoproteasas, si separan aminoacidos de los extremos de las cadenas peptidicas (Figura
3).



* Naturaleza del sitio catalitico: Las endoproteasas pueden ser serinproteasas,
cisteinproteasas, metaloproteasas, o aspartatoproteasas y las exoproteasas

aminoproteasas, carboxiproteasas o dipeptidasas.

Las endoproteasas hidrolizan enlaces peptidicos dentro de la cadena de la proteina. Las
exoproteasas, por el contrario, remueven aminoacidos terminales de las proteinas o
péptidos. La naturaleza del centro catalitico de las proteasas difiere de acuerdo con los
aminoacidos y otros ligandos que intervienen en la formacién del complejo enzima-sustrato.
El centro activo contiene aminoacidos o bien cationes metalicos que promueven la catalisis,
denominandose serinproteasas, cisteinproteasas, aspartato proteasas, segun intervengan
los aminoacidos serina, cisteina o acido aspartico, respectivamente. En las metaloproteasas
la actividad esta promovida por un cation metalico, siendo el mas frecuente el zinc. Todas las
serinproteasas tienen actividad endoproteasas, contrariamente, las metaloproteasas son

sobre todo exoproteasas (Benitez et al., 2008).

Exopeptidasa Endopeptidasa Exopeptidasa

. R ) '

Figura 3. Clasificacion de proteasas segun el lugar de corte; endoproteasas o exoproteasas (Vioque y
Millan, 2005).

Se ha propuesto que un proceso de hidrdlisis esta constituido por tres reacciones
consecutivas. Primero, la formacién de un complejo enzima-sustrato (proteina), como
segundo paso se produce la ruptura del enlace peptidico, dando como resultado la liberacion
de un péptido. Finalmente, el péptido restante se separa de la enzima después de un ataque
nucleofilico de una molécula de agua. El proceso puede reiniciarse sobre los dos nuevos
péptidos o sobre sélo uno de ellos (Kristinsson y Rasco, 2000a; Guadix et al., 2000; Benitez
et al., 2008).

Todas las enzimas usadas para hidrolizar proteinas de pescado, tienen por lo menos una
caracteristica comun, que es el ser de grado alimenticio, y si son de origen bacteriano, el
organismo productor tiene que ser no patogénico. La eleccién de la enzima es usualmente
determinada por una combinacion de eficacia y economia (Kristinsson y Rasco, 2000a). En

la eleccion de la o las enzimas, entra a jugar un factor preponderante, que es el uso que se



le quiera dar al producto, ya que si es en aplicaciones alimenticias, es muy importante las

caracteristicas organolépticas del producto, asi como sus caracteristicas funcionales.

1.3. Propiedades Organolépticas del hidrolizado

Aunque la hidrdlisis enzimatica de proteinas de pescado desarrolla propiedades funcionales
deseables, tiene la desventaja de producir amargor. Esto es un problema comun con los
FPH, y es la principal razén para su baja aceptacion como ingrediente para alimentos. El
mecanismo del desarrollo del amargor no esta claro aun, pero es ampliamente aceptado que
los aminoacidos hidrofébicos de los péptidos son el principal factor. Los hidrolizados de
proteinas resultan en una exposicion de péptidos hidrofébicos internos, los cuales son
rapidamente capaces de interactuar con las papilas gustativas, resultando en una deteccion
del sabor amargo. Sin embargo, una extensiva hidrélisis para producir aminoacidos libres,
disminuye el amargor de los péptidos, debido a que los péptidos hidrofébicos son mucho
mas amargos comparados con una mezcla de aminoacidos libres, sin embargo los
aminoacidos libres son indeseados desde un punto de vista funcional. Un estricto control de
cualquier hidrolisis experimental y su término a valores de grados de hidrélisis bajos es, por
lo tanto, deseable para prevenir el desarrollo del gusto amargo y la retencién de las
propiedades funcionales (Kristinsson y Rasco, 2000a; Liaset et al.,, 2003; Benitez et al.,
2008).

Las enzimas tienen diferentes preferencias para cortar los aminoacidos, por lo que la
eleccion de la enzima o la mezcla de enzimas mas apropiada para la hidrdlisis, dependiendo
de la materia prima con la que se trabaje, puede ayudar a controlar el amargor. Enzimas con
una alta preferencia por aminoacidos hidrofobicos, tales como Alcalasa a menudo se
prefieren y frecuentemente rinden productos con bajo amargor. El uso de exopeptidasas, en
lugar de las endoproteasas, puede ser también util en la disminucion del amargor de los
FPH, particularmente exopeptidasas que separan aminoacidos hidrofébicos de péptidos
amargos. Sin embargo, para que un preparado enzimatico sea efectivo en la hidrodlisis
proteica se requieren exopeptidasas y endopeptidasas. Muchos estudios han mostrado que
preparaciones proteoliticas que contienen exopeptidasas y endopeptidasas producen
péptidos menos amargos que proteasas que actuan solas. La accién adicional de
exopeptidasas en procesos de hidrolisis puede eliminar el sabor amargo de los hidrolizados,

incluso a altos grado de hidrélisis (FitzGerald y O"Cuinn, 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Hidrolisis realizada con una mezcla de diferentes proteasas.

La ruta ideal para la cuantificacion del amargor del hidrolizado es el uso de paneles de
evaluacién sensorial. Esto es una actividad que requiere mucho tiempo y un numero
apropiado de panelistas, ademas del entrenamiento de estos para poder detectar el amargor,
con el fin de obtener datos estadisticamente relevantes (FitzGerald y O'Cuinn, 2006; Seo et
al., 2008).

1.4. Uso de antioxidantes en la hidrélisis

Los aceites y productos grasos en general, se someten a procesos de oxidacion durante su
produccién y almacenamiento. Entre los principales problemas de la preparacion de los FPH,
esta la susceptibilidad extrema de sus grasas a tal oxidacion (Hoyle y Merrltt, 1994). Este
proceso de oxidacion en los alimentos causa una secuencia de cambios desfavorables,
principalmente, deterioracién en las propiedades sensoriales del producto tales como
rancidez, cambios en el color, textura y disminucion en el valor nutricional. Ademas
incrementa los riesgos a la salud, junto con pérdidas econdmicas, pudiendo inclusive influir
en el desarrollo de sabores amargos (Pali¢ y Lu¢an, 1995; Valenzuela et al., 2003; Gramza y
Korczak, 2005; Mendis et al., 2005; Dong et al., 2008).

Los aceites de origen marino son ricos en PUFAS especialmente en aquellos de la familia

w3 tales como EPA y DHA. Sin embargo las dietas que contienen estos aceites son mas



susceptibles a la oxidacion que las dietas que contienen otros tipos de aceites, debido a sus
altas concentraciones de PUFAS de cadena larga, ejemplos son los ya mencionados DHA y
EPA (Gonzalez et al., 1992; Fritsche y Johnston, 1988; Wanasundara y Shahidi, 1998).

La degradacion de los PUFA, via un mecanismo de reaccién en cadena de radicales libres,
resulta en cambios del olor y sabor (rancidez) de los aceites comestibles, y de los alimentos
que contienen el aceite. Las reacciones quimicas involucradas en los procesos oxidativos
requieren una baja energia de activacion, y sus rangos no cambian significativamente a
bajas temperaturas de almacenamiento, por lo tanto, es necesario retardar el inicio de la
oxidacién de los aceites marinos con el fin de mantener su sabor y olor suave (Wanasundara
y Shahidi, 1998; Ahn et al., 2007).

La oxidacién lipidica es una reaccion en cadena de radicales libres. Las etapas de la
oxidacién lipidica han sido distinguidas como iniciacion, propagacion y terminacion (Figura 5)
(Gramza y Korczak, 2005).

Iniciacion
RH - R-+H-
Propagacion

R-+ 02> ROO-
ROO-+RH - R-+ROOH

Terminacion

R- + R- = Producto no radicalario
R- + ROO- = Producto no radicalario
ROO- + ROO- =>Producto no radicalario

Figura 5. Proceso de oxidacion lipidica.
RH: acido graso insaturado, R-: radical alquil y ROO-: radical peroxil (Shahidi et al., 1992).

La rancidez oxidativa, tanto en alimentos como en organismos vivos, puede ser iniciada por
las llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). Este término
combina varias especies de radicales libres, las que incluyen radicales libres centrados en el
oxigeno (moléculas que contienen oxigeno activado), pero también estan las que contiene
especies radicales no derivadas del oxigeno. Los radicales libres contienen uno o mas

electrones desapareados y pueden ser formados de tres maneras: por la pérdida de un
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electron desde una molécula no radical, por la adicién de un electron a una molécula no
radical, o por el corte homolitico de un enlace covalente de una molécula no radical, ya que
cada fragmento retiene uno de los electrones. Este desbalance de electrones causa que el

radical busque otro electrén para completar un par (Valenzuela et al., 2003).

Entre los radicales libres moléculas, tales como: anién radical superdxido (O,-), radical
hidroxilo (OH), y los no radicales: peréxido de hidrogeno (H,0,) y oxigeno singulete ('O,)
que en alimentos y sistemas bioldgicos, son generados naturalmente y pueden reaccionar
con moléculas biolégicas (Gonzalez-Torres et al., 2000; Valenzuela et al., 2003; Diaz y
Memobrillo, 2006; Yu et al., 2006; Tokur y Korkmaz, 2007).

Entre las ROS, el radical hidroxilo, es uno de los radicales mas dafiinos, y este puede ser
generado por la interaccion de radical anidn superdxido y peréxido de hidrogeno,
especialmente en la presencia de sales de hierro. El estado ferroso del hierro acelera la

oxidacién de los lipidos por medio de la reaccion de tipo Fenton (Tokur y Korkmaz, 2007).

El ciclo de la oxidacion se inicia por medio de radicales libres, los cuales no son facilmente
detectables y en forma rutinaria se mide el producto de su oxidacién, como por ejemplo, por
medio del valor de peroxidos. Los productos activados contindan realimentando el fenémeno
y son susceptibles de degradarse y combinarse con proteinas y vitaminas deteriorando la

calidad nutritiva, funcional y organoléptica del alimento (Bacal, 2001).

La prevencion de la oxidacién lipidica es de gran importancia del punto de vista de la salud, y
en el ambito econdémico, por lo tanto, existen grandes esfuerzos para controlar este proceso.
Debido a esto se utilizan las moléculas antioxidantes, que son moléculas organicas sintéticas
o naturales, las cuales pueden retardar o evitar el proceso de rancidez oxidativa. Su accion
esta basada principalmente en su estructura derivada del fenol, que tiene la capacidad de
donar hidrégenos para estabilizar las moléculas que producen el dafio. Los antioxidantes
donan hidrégenos a un radical alquil para reformar la molécula, o donan un hidrogeno a un
radical libre peroxil que forma un hidroperéxido y un radical libre antioxidante, que puede ser

estabilizado por resonancia (Sant y Mancini-Filho, 2000; Valenzuela et al., 2003).
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1.4.1. Antioxidantes

Antioxidante es una sustancia, la cual presente en una baja concentracion, en comparacion
con la sustancia oxidada, retarda o inhibe significantemente la oxidacién de esta sustancia.
Los antioxidantes son compuestos agregados a los alimentos, los cuales son usados para
retardar la acumulacién de radicales libres y por lo tanto fortalecen la estabilidad ante la

oxidacién (Gramza y Korczak, 2005).

Los antioxidantes, sintéticos y naturales, son usados comunmente por la industria
procesadora de alimentos, para prolongar la estabilidad durante el almacenamiento de los
alimentos. Los principales antioxidantes sintéticos usados comunmente son
butilhidroxibutilanisol, butilhidroxitolueno, galato de propilo, y terbutilhidroquinona (BHA, BHT,
PG y TBHQ, respectivamente, por sus siglas en inglés). Entre los antioxidantes naturales los
tocoferoles, extractos de romero (Herbalox, producto comercial) y acido ascorbico son a

menudo preferidos (Gramza y Korczak, 2005; Yu et al., 2006).
1.41.1. BHAyBHT

BHA y BHT son compuestos fenélicos muy solubles en grasas, e insolubles en agua, ambos
tienen buena capacidad de llevar a cabo sus efectos, pero BHT es sin embargo, mas efectivo
en la supresion de la oxidacion de aceites animales que de aceites vegetales. Entre las
multiples aplicaciones del BHA, esta la de proteger el sabor y olor de los aceites esenciales.
Es considerado como el antioxidante mas efectivo para esta aplicacion, siendo muy eficaz en

el control de la oxidacion de los acidos grasos de cadena corta (Shahidi et al., 1992).
1.4.1.2. TBHQ

TBHQ es considerado como el mejor antioxidante para proteger aceites usados en frituras
contra la oxidacion. TBHQ es adecuadamente soluble en grasas y no forma complejos con
metales, tales como, cobre y fierro. TBHQ puede ser usado solo o en combinacion con BHT
o BHA, en una cantidad maxima de 200 ppm basado sobre el contenido de materia grasa, y

no puede ser usado en combinacion con PG (Shahidi et al., 1992).
1.41.3. PG
PG es escasamente soluble en agua, es un buen antioxidante para las grasas vegetales y

animales. El PG pierde su actividad durante los procesos con altas temperaturas, por lo que
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no es muy adecuado en tales aplicaciones, como por ejemplo en frituras donde la
temperatura excede los 190°C. PG quela iones de fierro y forma un complejo azul oscuro
poco atractivo, por lo tanto, PG siempre es usado con quelantes de metales, tales como
acido citrico (Shahidi et al., 1992).

1.4.1.4. Extractos de romero (Herbalox)

Este antioxidante puede ser satisfactoriamente extraido con diferentes solventes organicos,
tales como benceno, cloroformo, dietiléter y metanol. Se ha demostrado que su uso en
aceites da excelente estabilidad en el sabor de los productos probados. Los extractos de
romero estan disponibles comercialmente (Herbalox), y dependiendo de su uso, se
recomienda utilizar en concentraciones de rangos entre 200 a 1000 ppm del producto
procesado (Shahidi et al., 1992; Pali¢ y Lu¢an, 1995).

Por todo lo anterior mencionado, esta tesis se enfocd principalmente en la realizacién de
distintos procesos de hidrolisis enzimatica con diferentes enzimas y antioxidantes para cada
proceso, con el fin de encontrar un proceso que reduzca al maximo las desventajas de la
hidrolisis enzimatica (amargor del producto final y oxidacion de los lipidos presentes en la

materia prima usada en el proceso).
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1.5.

e

Hipotesis

“La adecuada manipulacion de enzimas y antioxidantes en el proceso de hidrdlisis
nzimatica, puede mejorar las propiedades sensoriales de los hidrolizados proteicos

obtenidos.”

1.5.1. Objetivo General

Mejorar el proceso de hidrélisis enzimatica de co-productos de la industria
salmonicultora chilena, para mejorar las propiedades sensoriales de los concentrados

proteicos.

1.5.2. Objetivos Especificos

Ensayar el uso de diferentes enzimas en el proceso de hidrolisis.

Ensayar el uso de diferentes antioxidantes, artificiales y naturales, en el proceso de
hidrolisis.
Demostrar que la adicién de diferentes antioxidantes mejora las caracteristicas del

producto obtenido.

Determinar, por medio de una evaluacion organoléptica, el sabor y olor de los

diferentes tipos de productos obtenidos.

Montar una técnica para medir en terreno rapidamente el grado de hidrdlisis y

concentracién de las proteinas en el proceso semi-industrial.

Realizar un perfil del peso molecular aproximado de los péptidos obtenidos en cada
proceso de hidrélisis enzimatica y relacionar estos perfiles con las caracteristicas

organolépticas de los productos obtenidos

Realizar una medicion de la eficacia de los antioxidantes usados, sobre los aceites

obtenidos en el proceso de hidrélisis enzimatica.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Materia prima

La materia prima usada fueron cabezas de especies salmonidas (trucha arcoiris) obtenidas

de la produccion de MultiexportFood S. A. (Av. Cordonal N° 2501, Puerto Montt), las cuales

fueron almacenadas en contenedores a 0°C hasta su trituracion en un cuter, ubicado en la

planta piloto del proyecto (Ruta V-85, Km 9, Calbuco, X regioén). Luego de la trituracion la

materia prima fue recolectada en bolsas de 1 kilogramo y almacenada a una temperatura de

-20°C durante 48 horas, para luego ser enviada al laboratorio en Santiago donde se

almacenaron a una temperatura de -20°C.

2.1.2. Enzimas

Se utilizaron tres tipos de enzimas comerciales, Alcalasa 2,4 L, Protamex (Novozymes Latin

America LTDA) y Corolasa L-10 (AB Enzymes). Las caracteristicas mas relevantes de esta

enzimas se presentan a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1.Caracteristicas principales de las enzimas.

Caracteristicas Enzimas
Nombre comercial Alcalasa 2,4 L Protamex Corolasa L-10
Numero de lote PLN5351 PWZA1070 99149
Enzima declarada Proteasa Proteasa Proteasa
Actividad declarada 2,4 AU-A/g 1,5 AU-NH/g 850 UHb/g
Color Marrén Marroén claro Amarillo claro
Forma fisica Liquido Granulado Liquido
Estabilizantes Glicerol Cloruro de sodio -

Organismo de
produccion

Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis,
Bacillus
amyloliquefaciens

Carica papaya

Fuente: Novozyme y AB Enzyme
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2.1.3. Antioxidantes

Para los procesos de hidrolisis enzimatica se utilizaron tres antioxidantes diferentes,
Herbalox (antioxidante comercial basado en extracto de romero), Pet-Ox RC (antioxidante
comercial basado principalmente en BHA y PG) y una mezcla de THBQ/BHT/EDTA
adquiridos en MERCK (Darmstadt, Alemania).

- Pet-Ox RC liquido: Antioxidante basado principalmente en una mezcla de BHA y

PG adquirido de Kemin Europa N.V., Herentals, Bélgica.

- Herbalox (tipo O): Antioxidante natural basado en una oleorresina de Romero,

estabilizada con propilenglicol, obtenido de KALSEC, (Estados Unidos).
2.1.4. Reactivos quimicos

Los reactivos usados para los analisis de porcentaje de grados de hidrélisis, determinacion
del indice de perdxidos de aceites de pescado, medicion de la concentracién de proteinas y

gel de SDS PAGE, se detallan a continuacién.

- Hidréxido de sodio (NaOH): NaOH en lentejuelas para analisis fue obtenido de
LABSYNTH, Vila Mary, Diadema, (Estados Unidos)

- Formalina (CH;0): CH,O al 37% para analisis fue obtenida de WINKLER LTDA.,
Santiago, Chile

- Acido Acético (C2H40,), Cloroformo (CHCI;), Yoduro de potasio (KI),
Tiosulfato de sodio (Na;S;03;) y Almidén (C¢H100s),: para analisis fueron
obtenidos de MERCK KGaA, Darmstadt (Alemania).

- Albumina de suero de bovino (BSA): BSA se utilizé para realizar la curva de
calibracion de proteinas versus absorbancia, y ésta fue obtenida de Fermentas

LIFE SCIENCE, 798 Cromwell Park Drive, Suites R-S Glen Burnie, Maryland.

- Reactivo de Bradford: “Bradford Reagent, readyto use” se utilizd para la
determinacion de proteinas, y se obtuvo de Fermentas LIFE SCIENCE, 798
Cromwell Park Drive, Suites R-S Glen Burnie, Maryland.
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2.2. Métodos

2.2.1. Hidrdlisis enzimatica de proteinas

Para la hidrolisis enzimatica de proteina, se descongel6 la materia prima almacenada a
-20°C durante 15 h (hasta perder la consistencia sdlida), luego se pesaron 500 g de ella y se
colocaron en un vaso precipitado de 2 L. Se agregaron 500 ml de agua y el antioxidante (200
ppm para la mezcla de TBHQ/BHT/EDTA y Pet-Ox RC; y 400 ppm para Herbalox). Ademas
se prepard una muestra sin antioxidante (SA) para permitir comparacion con respecto al uso
de antioxidante. Posteriormente se coloco el vaso precipitado en el bafio termorregulado con
el agua a la temperatura 6ptima de cada enzima (Alcalasa 2,4 L 55°C, Protamex 50°C y
papaina 60°C) y se mantuvo con agitacién constante (160 rpm). Una vez alcanzada la
temperatura deseada en cada proceso, se agrego la enzima (Alcalasa 2,4 L 30 AU/Kg de
proteina, Protamex 30 AU/Kg de proteina y Corolase L-10 0,8% del contenido respectivo de
proteinas) y se hidrolizé durante 50 min. Trascurridos los 50 min se procedié a inactivar la
enzima por medio de la elevacion de la temperatura de hidrdlisis a una temperatura de 95°C
durante 5 min. Luego se procedio a sacar el vaso precipitado para posteriormente separar la
fraccion de huesos. Una vez separada la fraccidén de huesos se procedié a separar las
distintas fracciones de la hidrélisis por medio de la decantacién por temperatura (120 min a
95°C). Transcurrido el tiempo, se procedio a recolectar la fase soluble, posteriormente la fase
insoluble se centrifugd a 3864 RCF (6000 rpm) durante 15 min. Luego de la centrifugacion se
forman 4 fases, aceite, emulsién, soluble e insoluble, las cuales son recolectadas. La fase
soluble recolectada con la centrifugacion es agregada con la fase soluble extraida
anteriormente por el proceso de decantacién. El aceite obtenido se almacendé a una
temperatura de 4°C por treinta dias. Se realizé un seguimiento de la oxidacion de los lipidos
en el tiempo, tomando mediciones a los 0, 10, 20 y 30 dias. Lo anterior se resume en el

siguiente diagrama Figura 6.
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Figura 6. Diagrama de bloques del proceso. Rises: residuos solidos insolubles.

2.2.2. Concentrado y secado de muestras

La fase soluble recolectada en el proceso de hidrdlisis enzimatica (500 ml promedio para 500
gramos de materia prima) es posteriormente concentrada en un rotavapor. Se agregaron los
500 ml de fase soluble (a una concentracion promedio de 8 grados Brix), y se concentraron
en el rotavapor al vacio a una temperatura de 40°C por un promedio de 45 min, hasta
obtener una solucién viscosa de 80 ml (a una concentracion mayor a 30° Brix). Luego la fase
soluble concentrada se almacend en recipientes y se congelé hasta una temperatura de
-20°C. Posteriormente la muestra se secé en un liofilizador por el tiempo necesario hasta
que se formara un polvo totalmente seco, después de eso la muestra se almacend a una

temperatura de -20°C hasta su posterior uso en la evaluacién sensorial.
2.2.3. Medicién del porcentaje de Grado de Hidrélisis (%GH)

Para medir el grado de hidrdlisis se utilizé6 una variante del método de titulacién con formol,
descrita por Taylor (1957). Este método se basa en la reaccion de los aminoacidos con el
formaldehido liberando un ién de H* por cada grupo amino libre, los que pueden ser titulados
con una solucion de hidroxido de sodio. La desventaja de esta técnica es que los grupos

amino de la histidina no reaccionan con formaldehido, y los grupos amino de la prolina e

18



hidroxiprolina reaccionan solo en un 75%, por lo cual si la muestra en cuestion contiene una

cantidad significativa de estos aminoacidos debe ser evaluada por otra metodologia.
H,C=0 + H,N-CRH-COOH > HC=N-CRH-COOH + H" + H,0
Protocolo

1. Pesar aproximadamente 1,5 g de materia prima liquida (aproximadamente 0,3-0,4 g de
proteina), y anotar el peso exacto de cada muestra.

2. Anadir H,O4) hasta completar exactamente 50 g por muestra.

3. Agitar con magneto, y llevar a pH 7,0 con NaOH 0,1 M (trabajar bajo campana de
extraccion).

4. Anadir 10 ml de formaldehido agitando, dejar con agitacion durante 5 min.

5. Al cabo de los 5 minutos titular la muestra hasta pH 8,5 con NaOH 0,1 M, y registrar la
cantidad de NaOH utilizada por cada muestra.

6. Para calcular el % de grupos aminos libres, utilizar la siguiente formula:
% Grupos amino libres (D) = (A x B x 14.007 x 1000)/(C x 100)

A = ml de NaOH utilizados en la titulacién
B = Concentracion del titulante (NaOH 0,1 M)

C = g de materia prima (liquido) por muestra
7. Para calcular el grado de hidrélisis (%), utilizar la siguiente formula:
%GH = (D x 100)/E

E = % Grupos amino totales (medio 6,25) dividido por la cantidad de proteinas.

D = % Grupos amino libres

2.2.4. Determinacion de indice de peréxidos en aceite de pescado

Se midié el indice de perdxidos a los aceites obtenidos en cada proceso de hidrdlisis, como
un promedio de las tres enzimas utilizadas, para cada antioxidante y se compardé con un
proceso sin antioxidante. La determinacion del indice de perdxido (PV) se realizé empleando
el protocolo de la Norma Chilena (Instituto Nacional de Normalizacién, 2002) para tal

determinacion. Este método determina por yodometria todas las sustancias que oxidan al
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yoduro de potasio bajo las condiciones especificadas en esta norma. Generalmente, estas
sustancias son asumidas como peréxidos u otros productos similares provenientes del
proceso de oxidacion. El yodo liberado se titula con una solucion valorada de tiosulfato de

sodio segun la siguiente reaccion.
21+ H,O + ROOH -> ROH + 20H" + I,
28,057 + 1, -> S,06" + 2 I
Protocolo:

1. Pesar 5,00 £ 0,05 g de la grasa (o aceite) en un matraz erlenmeyer de 250 ml con tapa
de vidrio.

2. AnAadir 50 ml de la solucion CH3;COOH-CHCI; y agitar para disolver.

3. Anadir 0,5 ml de la solucién saturada de KiI, agitar vigorosamente y dejar reposar en la
oscuridad durante 1 minuto.

4. Anadir unos 30 ml de HyO).

Titular inmediatamente el yodo liberado con tiosulfato de sodio 0,01 N; agitando
vigorosamente hasta que el color amarillo casi desaparezca.

6. Anadir alrededor 0,5 ml de solucién de almidén al 1% y continuar titulando (al final de la
titulacion agitar vigorosamente para extraer todo el yodo de la capa de cloroformo) hasta
que el color azul desaparezca. Registrar el volumen (V4).

7. Realizar en paralelo un blanco de reactivos. Registrar el volumen (V;) en mililitros de
tiosulfato de sodio utilizado. Este valor no puede exceder de 1 ml.

8. Para calcular el indice de peréxido, expresado en miliequivalentes de oxigeno activo por

kilogramos de muestra, se usa la siguiente ecuacion:

indice de peréxidos (PV) = [(V41-V2) x N x 1000]/M

2.2.5. Medicion de la concentracion de proteinas por método de Biuret

Se basa en la formacién de un complejo coloreado entre el Cu* y los grupos NH de los
enlaces peptidicos en medio basico. La intensidad de coloracion es directamente

proporcional a la cantidad de enlaces peptidicos (Bozimowski et al., 1982).
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Protocolo:

1. Se homogeniza la solucidon patron a tomar y se agrega la cantidad indicada a cada
cubeta, dependiendo del tamafio de ésta.

2. Se agrega la cantidad indicada de H,O ) para cada cubeta.
Luego se agrega el reactivo de Biuret en cada cubeta.
Se agitan las cubetas y se deja reposando durante aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se procede a medir la absorbancia a 545 nm.
Se realiza una curva de calibracion Abs/prot.

7. La muestra desconocida se mide y se interpola en la recta obtenida de la solucién patrén
para asi obtener la cantidad de proteinas en la muestra. En caso de estar mas alta que la

curva realizar las diluciones necesarias.
2.2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se utilizaron geles desnaturantes de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida 30:0,8). Con un
gel concentrador al 5% y un gel separador al 10% (Garcia, 2000). Los concentrados
proteicos se desnaturan con amortiguador de muestra (10% glicerol, 64 mM Tris-HCL pH
6,8; SDS al 2%, azul de bromofenol al 0,01% y B-mercaptoetanol al 5%) durante 7 minutos a
95°C. Se cargan 100 ug de proteina total para la deteccién de proteina. Los geles se
someten a electroforesis en amortiguador de corrida (glicina 0,2 M, Tris Base 25 mM, SDS al
0,1 %) a 200 V durante 45 min. Posterior a esto se tifien con una solucion diluida de azul de
Coomasie durante 2 horas. Al cabo de esto se someten a sucesivos lavados con una
solucion diluida de acido acético hasta decolorar el gel y distinguir las bandas

correspondientes a las proteinas y pépticos. Fotografiar el gel para su posterior analisis.
2.2.7. Grados Brix.

Los °Brix son una forma de medir el contenido de sacarosa en una solucion, esta medicidn
es realizada a través de un refractometro, y puede ser consistente con la cantidad de sélidos
presentes en una solucion. Se utilizo un refractometro de Reicherts Scientific Instrument, con

una escala graduada de 0 a 32 °Brix.
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2.2.8. Evaluacion Sensorial

La evaluacidon sensorial se llevdo a cabo con un panel entrenado de 10 jueces, para la
deteccion del amargor. Este entrenamiento se realizé con un set de soluciones de cafeina
anhidra a distintas concentraciones, para lo cual se solicité a los jueces ordenaran en orden
creciente con respecto al gusto amargo. Posteriormente se seleccioné a aquellos jueces con

mayor porcentaje de acertacion.

Las muestras fueron preparadas y luego almacenadas a temperatura de -20°C hasta el dia
de la evaluacion sensorial. Cerca de 24 horas antes del analisis se sacaron las muestras del

congelador y se llevaron a una temperatura de 4°C.

Para la evaluacion de las muestras los jueces usaron una escala no estructurada de 10 cm;
en ésta los jueces deben realizar una marca en la linea de acuerdo al puntaje que ellos
asignen a los atributos evaluados en cada muestra, segun el procedimiento indicado por
Wittig (Wittig, 2001).

Los atributos evaluados correspondieron a los siguientes: olor, sabor amargo y aceptabilidad
general. La evaluacién procedié primero sin probar la muestra, indicando la intensidad del
olor caracteristico a pescado percibido, luego, al probar la muestra debieron indicar la

intensidad del amargor percibido y finalmente la aceptabilidad general de las muestras.
2.2.9. Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron en ftriplicado y los resultados fueron expresados como
‘promedio + desviacion estandar”. Se utilizé6 un analisis de varianza (ANOVA) simple y el
Test de Tukey, para determinar la significancia de las diferencias entre los valores promedio
con un nivel de significancia del 5%. Este analisis estadistico se realiz6 en el programa
Statgraphic Centurion y se aplicd a los resultados obtenidos de los ensayos de hidrélisis
enzimatica, indice de perdxidos de aceite de pescado, grado de hidrélisis, concentracion de

proteinas y el test sensorial. Para este ultimo se utilizé analisis de varianza de dos vias.
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3. RESULTADOS

3.1. Disefo experimental

Se trabajoé con 3 enzimas, Alcalasa (AL), Protamex (PT) y Corolasa (CO). Cada enzima fue

probada con 3 antioxidantes diferentes, una mezcla de TBHQ/BHT/EDTA (TBE), Herbalox

(Hx) y Pet-Ox RC (Px), y ademas se realizé un proceso sin antioxidante (SA). Cada proceso

se hizo en duplicado, dando un total de 24 procesos de hidrélisis enzimatica. Luego la fase

soluble de cada proceso se concentré para posteriormente liofilizarse. En las tablas 2, 3 y 4

se muestra el disefio experimental completo y las condiciones de cada proceso de hidrdlisis

realizado. Todos lo analisis realizados en esta tesis fueron hechos en triplicado.

Tabla 2. Disefio experimental de los procesos de hidrdlisis detallados para Alcalasa.

Alcalasa (AL)

Experiencias
Temperatura

Relacion sustrato/agua
Enzima (A.U.)

Tiempo (m)

Materia Prima (g)
Proteina Total (g)
Agua (ml)
Antioxidante
Antioxidante (ppm)

55°

30
50
500
56,5
500
SA
0

1a
55°
1
30
50
500
56,5
500
SA
0

2
55°
1
30
50
500
56,5
500
TBE
200

2a

55°
1

30

50
500
56,5
500
TBE
200

55°
1
30
50
500
56,5
500
Hx
400

3a
55°
1
30
50
500
56,5
500
Hx
400

55°
1
30
50
500
56,5
500
Px
200

4a
55°
1
30
50
500
56,5
500
Px
200

Donde los procesos (1 y 1a) sin antioxidante; (2 y 2a) con TBE como antioxidante; (3 y 3a) con Hx como
antioxidante y (4 y 4a) con Px como antioxidante. Los procesos “a” corresponden a los duplicados.

Tabla 3. Disefio experimental de los procesos de hidrdlisis detallados para Protamex.

Protamex (PT)

Experiencias
Temperatura

Relacion sustrato/agua
Enzima (A.U.)

Tiempo (m)

Materia Prima (g)
Proteina Total (g)
Agua (ml)
Antioxidante
Antioxidante (ppm)

50°

30
50
500
56,5
500
SA
0

1a
50°
1
30
50
500
56,5
500
SA
0

2
50°
1
30
50
500
56,5
500
TBE
200

2a

50°
1

30

50
500
56,5
500
TBE
200

50°
1
30
50
500
56,5
500
Hx
400

3a
50°
1
30
50
500
56,5
500
Hx
400

50°
1
30
50
500
56,5
500
Px
200

4a
50°
1
30
50
500
56,5
500
Px
200

Donde los procesos (1 y 1a) sin antioxidante; (2 y 2a) con TBE como antioxidante; (3 y 3a) con Hx como
antioxidante y (4 y 4a) con Px como antioxidante. Los procesos “a” corresponden a los duplicados.
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Tabla 4. Disefio experimental de los procesos de hidrdlisis detallados para Corolasa.

Corolasa (CO)

Experiencias 1 12 2 2a 3 3a 4 4a
Temperatura 60° 60° 60° 60° 60° 60° 60° 60°
Relacion sustrato/agua 1 1 1 1 1 1 1 1
Enzima (% Proteina) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Tiempo (m) 50 50 50 50 50 50 50 50
Materia Prima (g) 500 500 500 500 500 500 500 500
Proteina Total (g) 56,5 56,5 56,5 56,5 56,5 56,5 56,5 56,5
Agua (ml) 500 500 500 500 500 500 500 500
Antioxidante SA SA  TBE TBE Hx Hx Px Px
Antioxidante (ppm) 0 0 200 200 400 400 200 200

Donde los procesos (1 y 1a) sin antioxidante; (2 y 2a) con TBE como antioxidante; (3 y 3a) con Hx como
antioxidante y (4 y 4a) con Px como antioxidante. Los procesos “a” corresponden a los duplicados

3.2. Analisis proximal de la materia prima.

Las materias primas utilizadas fueron cabezas de trucha arcoiris, obtenidas en Puerto Montt.
En esta tesis se trabajé sélo con cabezas, ya que eran las unicas que aseguraban todo el

cuidado adecuado para mantener la calidad para consumo humano.

Los resultados del analisis proximal, de la composicidon de la materia prima, se observan en

la Tabla 5.

Tabla 5. Valores obtenidos del analisis proximal de la materia prima (cabezas de
salmones).

Composicion Materia prima

Humedad (%) 66

Proteinas (%) 11,3
Lipidos (%) 16,7
Cenizas (%) 6

El analisis de la materia prima es fundamental, ya que en base a estos resultados se
pueden calcular los analisis, tales como porcentaje de grado de hidrdlisis (porcentaje de
hidrdlisis), cantidad de enzima a usar, rendimiento de la recuperacion de proteinas, entre
otros. Junto con este analisis, también se realizé un analisis del perfil de aminoacidos

presentes en la materia prima y en los hidrolizados proteicos (Anexo 1).
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3.3. Hidrdlisis Enzimatica.

Los resultados de la hidrélisis enzimatica estan detallados en las tablas 6 a la 8, las cuales

indican las diferentes fracciones obtenidas en cada proceso.

Tabla 6. Diferentes fracciones obtenidas en los procesos de hidrdlisis con Alcalasa.

Alcalasa
Proceso 1 1a 2 2a 3 3a 4 4a
Huesos (g) 72,6 82,6 88,4 90,4 102 87,8 87,2 90
Fase Soluble (ml) 540 500 610 580 520 540 545 560
Insoluble (g) 106,3 1376 99,2 106,2 90 994 951 97,6
Emulsioén (g) 57,5 43,4 27,6 32,4 64,9 62 33,1 38,8
Aceite (ml) 65 62,5 72 70 67 70 72 82
°Brix 8,5 8,8 7,7 7,8 8,8 8,6 8,5 8,5

Donde los procesos (1 y 1a) sin antioxidante; (2 y 2a) con TBE como antioxidante; (3 y 3a) con Hx como
antioxidante y (4 y 4a) con Px como antioxidante. Los procesos “a” corresponden a los duplicados.

Tabla 7. Diferentes fracciones obtenidas en los procesos de hidrélisis con Protamex.

Protamex
Proceso 1 1a 2 2a 3 3a 4 4a
Huesos (g) 89,4 86,6 90,4 96,6 1056 986 912 91
Fase Soluble (ml) 540 575 630 650 560 562 580 570
Insoluble (g) 78 109,2 87 87,8 82,3 946 84,2 83,2
Emulsioén (g) 32,8 31,5 26,3 211 32,8 34,7 37 61,6
Aceite (ml) 70 75 72 71 75 73 83 75
°Brix 9 9 7,6 7,5 9,1 8,7 9 9

Donde los procesos (1 y 1a) sin antioxidante; (2 y 2a) con TBE como antioxidante; (3 y 3a) con Hx como
antioxidante y (4 y 4a) con Px como antioxidante. Los procesos “a” corresponden a los duplicados.

Tabla 8. Diferentes fracciones obtenidas en los procesos de hidrdlisis con Corolasa.

Corolasa

Proceso 1 1a 2 2a 3 3a 4 4a
Huesos (g) 101 124 101 106,8 126,6 109,6 103,6 97,6
Fase Soluble (ml) 490 450 530 505 440 430 500 475
Insoluble (g) 109,17 116,9 107,3 113,3 100,5 130,8 115 136,7
Emulsioén (g) 34,5 52,7 18,3 21 38,5 47 36,7 50,1
Aceite (ml) 70 75 72 69 53 65 70 65
°Brix 8,1 8 7,5 7,5 8,5 8,5 8,3 8

Donde los procesos (1 y 1a) sin antioxidante; (2 y 2a) con TBE como antioxidante; (3 y 3a) con Hx como
antioxidante y (4 y 4a) con Px como antioxidante. Los procesos “a” corresponden a los duplicados.
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Las fracciones mas importantes para este trabajo fueron la fase soluble en donde queda la
mayor parte del contenido proteico después de la hidrdlisis, y la fase lipidica, que también se
utilizé para realizar analisis. Las otras fracciones, emulsion, huesos e insoluble, no fueron

consideradas, pero ellas también tienen un uso potencial si se les trata adecuadamente.
3.4. Grado de hidrdlisis.

El grado de hidrdlisis es el parametro fundamental de una hidrélisis enzimatica, es una forma
de saber cuanto se hidrolizé la proteina, es decir cuanto se cortd con respecto a su estado
inicial. Es importante saber este dato debido a que puede influir en las caracteristicas finales
del hidrolizado proteico, como por ejemplo, en sus propiedades funcionales y organolépticas

(Kristinsson y Rasco, 2000a).

Los resultados del porcentaje de hidrdlisis se analizaron con respecto al proceso en general,
en donde se comparan las tres enzimas y los 4 antioxidantes estudiados. También se
analizaron con respecto al proceso en particular, en donde se comparan los cuatro
antioxidantes usados, para cada enzima por separado, con lo que se obtiene un

acercamiento general del proceso y uno en particular.

Los resultados del porcentaje de hidrdlisis para cada enzima se muestran en la Figura 7.

Grado de Hidrolisis

30
(=] 20 7 -
I
2 10 - —
0 = T T 1
Alcalasa Protamex Corolasa
Enzima

Figura 7. Resultados promedio del porcentaje de hidrélisis para cada enzima.

Los resultados muestran que existen diferencias significativas (p<0,05) entre las enzimas
usadas en todos los procesos, dando Protamex como la enzima que produjo un mayor

porcentaje de hidrdlisis, luego Alcalasa y por ultimo Corolasa.

26



Los resultados del porcentaje de hidrdlisis para cada antioxidante en general se indican en la

Figura 8.

Grado de Hidrolisis
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Figura 8. Resultados del promedio del porcentaje de hidrélisis para cada antioxidante usado en
el proceso.

Los resultados indican que existen diferencias significativas (p<0,05) entre los antioxidantes
utilizados para el %GH obtenido, siendo el proceso realizado con Hx significativamente
mayor, con respecto a los procesos realizados con Px y TBE, pero no asi con el proceso

realizado en la muestra sin antioxidante.

A continuacién se procedera a revisar los resultados en particular para cada enzima usada

en la hidrélisis.
3.4.1. Grado de hidrolisis con Alcalasa como enzima.

Los resultados del porcentaje de hidrdlisis con Alcalasa se muestran en la Figura 9.

Grado de Hidrolisis con AL
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Figura 9. Resultados del porcentaje de hidrdlisis obtenido por cada antioxidante en el proceso de
hidrélisis enzimatica con Alcalasa.
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Los resultados indican que para el proceso con Alcalasa, el valor del porcentaje de hidrolisis
fue significativamente (p<0,05) mayor, en el proceso con SA respecto a los otros tres

procesos (TBE, Hx y Px), los cuales no presentan diferencias significativas entre ellos.

3.3.2. Grado de hidrodlisis con Protamex como enzima.

Los resultados del porcentaje de hidrdlisis con Protamex se muestran en la Figura 10.

Grado de Hidrolisis con PT
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Figura 10. Resultados del porcentaje de hidrdlisis obtenido por cada antioxidante en el
proceso de hidrodlisis enzimatica con Protamex.

Los resultados indican que para el proceso con Protamex, el valor del porcentaje de hidrélisis
fue significativamente (p<0,05) mayor, en el proceso con Hx respecto a los otros tres

procesos (SA, TBE, y Px), los cuales no presentan diferencias significativas entre ellos.
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3.4.3. Grado de hidrodlisis con Corolasa como enzima.

Los resultados del porcentaje de hidrdlisis con Corolasa se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Resultados del porcentaje de hidrdlisis obtenido por cada antioxidante en el
proceso de hidrdlisis enzimatica con Corolasa.
Los resultados indican que para el proceso con Corolasa, el valor del porcentaje de hidrélisis
fue significativamente (p<0,05) menor, en el proceso con SA respecto a los procesos
realizados con Hx y Px, no asi con el proceso realizado con TBE, donde no se encontrd

diferencia significativa con SA.

3.5. Evolucion del indice de peréxidos en el aceite obtenido en el proceso de

hidrélisis.

La mediciéon del indice de perdxidos en el aceite es una manera de saber cuan eficaz fue el
antioxidante usado en el proceso de hidrdlisis, y como protege al aceite de la oxidacion en el

tiempo.
Los resultados del seguimiento se observan en la Tabla 9.

Tabla 9. Promedios de oxidacion lipidica para cada antioxidante en el tiempo.

Antioxidante | Promedio 0 dias [ Promedio 10 dias | Promedio 20 dias | Promedio 30 dias
SA 2,0 £ 0,26 15,1 + 0,97 29,1 = 1,60 423 = 3,63°
TBE 0,0 + 0,00 0,0 + 0,00 0,0 + 0,00 0,3 + 0,70°
Hx 1,5 £ 0,79 16,3 + 1,95 26,2 + 2,22 37,5 + 4,46°
Px 1,8 £ 0,80 19,8 + 4,40 32,0 + 2,40 433 + 4,30°

Valores expresados en mEq O2/Kg de materia grasa. Donde (SA) proceso sin antioxidante.

Los resultados estadisticos para el dia 30, indican que existen diferencias significativas

(p<0,05) entre el antioxidante TBE y los otros tres sistemas estudiados. El sistema con TBE

29



dio un valor muy diferente, en donde el promedio de oxidacion de lipidos fue menor a 1 mEq

0,/Kg, y para los demas sistemas se registraron valores mayores de 37 mEq O./Kg.

indice de Peréxidos en el Tiempo.
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Figura 12. Oxidacion lipidica para cada antioxidante en el tiempo.

En la figura 12 se puede observar una clara desviacion del promedio del indice de peréxido
para el antioxidante TBE, el cual se mantuvo en valores cercanos a 0 mEq O,/Kg de materia
grasa, durante el periodo de analisis (30 dias). En cambio, en los otros sistemas, a medida
que pasaban los dias, el indice de peroxidos aumentd progresivamente hasta valores sobre

los 30 mEq O,/Kg de materia grasa.

3.6. Proteinas

Las proteinas son el producto principal de la hidrdlisis, y fueron recolectadas principalmente
en la fase soluble de la hidrélisis generalmente en forma de péptidos y aminoacidos libres,

dependiendo de la enzima en uso.

Se realizaron mediciones de las proteinas presentes en la fase soluble obtenida después del
proceso de hidrdlisis enzimatica y a los hidrolizados proteicos, obtenidos después del
proceso de liofilizacion. La cantidad de proteinas se expresé en porcentaje de proteina con

respecto al contenido de sdélidos presentes en la muestra, para cada hidrolizado.
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3.6.1. Proteinas de la fase soluble

En la Tabla 10 se presentan los resultados obtenidos de la medicion de proteinas de la fase
soluble inmediatamente después de ser recolectada, antes del proceso de concentracion y

posterior liofilizacion de la muestra.

Tabla 10. Contenido de proteina en las muestras de fase soluble de cada proceso de
hidrélisis.

Muestra % Proteina Muestra % Proteina
AL1 619 = 0,7 AL1A 62,9 + 13
AL 2 651 + 1,2 AL2A 616 * 0,5
AL 3 622 + 0,6 AL3A 59,1 + 1,2
AL 4 64,1 + 0,7 AL4A 626 + 1,1
PT 1 619 = 17 PT1A 53,3 + 0,5
PT 2 651 + 0,6 PT2A 56,9 + 1,9
PT3 622 + 04 PT3A 54,0 + 0,8
PT 4 641 + 25 PT4A 543 + 15
CO1 63,1 + 0,9 CO1A 659 + 04
CO2 675 = 2,1 CO2A 65,7 + 04
COo3 692 + 04 CO3A 66,0 + 0,9
CO4 68,1 + 1,2 CO4A 634 + 18

Donde (AL) Alcalasa, (PT) Protamex, (CO) Corolasa. Los procesos (1 y 1a) sin antioxidante; (2 y 2a)
con TBE como antioxidante; (3 y 3a) con Hx como antioxidante y (4 y 4a) con Px como antioxidante.
Los procesos “A” corresponden a los duplicados

Los resultados indican un porcentaje de proteinas en la fase soluble de los procesos
significativamente mayor (p<0,05) para los sistemas realizados con Corolasa, luego con

Alcalasa y finalmente con Protamex.

En la Figura 13, se muestra el grafico del promedio de las proteinas obtenidas.
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Figura 13. Contenido de proteina promedio en la fase soluble de cada proceso de hidrdlisis
obtenido con cada enzima.

31



3.6.2. Proteinas del Hidrolizado Proteico Liofilizado

En la Tabla 11 se presentan los resultados obtenidos en la medicion de proteinas del

hidrolizado proteico, obtenidas después del proceso de concentracion vy liofilizacion.

Tabla 11. Contenido de proteina en las muestras de hidrolizado proteico liofilizado de
cada proceso.

Muestra % Proteina Muestra % Proteina
AL 1 69,9 + 1,6 AL1A 73,7 + 1,1
AL 2 70 + 29 AL2A 68,5 + 1,9
AL 3 68,7 + 0,6 AL3A 67,4 + 1,4
AL 4 69,5 + 2,0 AL4A 69,3 + 1,5
PT1 62,7 + 1,2 PT1A 64,9 + 1,6
PT 2 65,6 + 2,0 PT2A 63,5 + 0,6
PT 3 66 + 1,7 PT3A 63,4 + 1,1
PT 4 63,9 + 1,1 PT4A 63,4 + 1,4
PT1 74,6 + 0,6 CO1A 75,9 + 0,3
PT 2 73,9 + 1,6 CO2A 76,2 + 1,2
PT 3 74,6 + 1,4 CO3A 75,1 + 0,7
PT 4 73,4 + 1,2 CO4A 73,3 + 1,7

Donde (AL) Alcalasa, (PT) Protamex, (CO) Corolasa. Los procesos (1 y 1A) sin antioxidante; (2 y
2A) con TBE como antioxidante; (3 y 3A) con Hx como antioxidante y (4 y 4A) con Px como
antioxidante. Los procesos “A” corresponden a los duplicados

Al igual que en el caso anterior los resultados indican un mayor porcentaje de proteinas
presentes en los procesos realizados con Corolasa, luego con Alcalasa y finalmente con

Protamex.
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En la Figura 14 se muestra el grafico de los resultados.
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Figura 14. Porcentaje de proteinas presentes en el hidrolizado proteico liofilizado
obtenido con cada enzima.
Los resultados muestran que existen diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas
enzimas en el porcentaje promedio de proteinas obtenidas de los hidrolizados proteicos,
mostrando la enzima Corolasa un porcentaje de proteinas significativamente mayor, con

respecto a Alcalasa y Prétamex.
3.6.3. Rendimiento del proceso.

Ademas de la medicién del porcentaje de proteinas en las muestras de los hidrolizados, es
importante destacar el rendimiento del proceso en general. Este dato se obtuvo mediante la
cantidad de proteinas recuperadas con respecto a la cantidad de proteinas agregadas en el

proceso.

En la Figura 15 se observa el promedio del rendimiento de cada proceso.
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Figura 15. Rendimiento promedio de la recuperacion de proteinas desde la materia prima.
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Los resultados estadisticos indican que existen diferencias significativas (p<0,05) entre la
enzima Corolasa, la cual fue significativamente menor, y las otras dos enzimas usadas, con
respecto al rendimiento de la hidrélisis. Esto es un detalle importante debido a que los
mayores porcentajes de proteina en la fase soluble y en el hidrolizado seco fueron para
Corolasa, pero la cantidad de fase soluble producida en los otros procesos realizados con
Alcalasa y Protamex fue mayor y por consiguiente la cantidad de hidrolizados proteico en

polvo también fue mayor, lo que llevo a una mayor recuperacion de proteinas.

3.7. Curvas de hidroélisis.

Para observar el comportamiento del proceso de hidrdlisis, se realizaron curvas de hidrdlisis
durante un tiempo de 60 minutos. Cada 10 minutos se tomdé una alicuota de 50 ml e
inmediatamente se procedié a inactivar la enzima, por medio de “golpes” de temperatura (5
minutos a 95°C) para luego centrifugadas a 3864 RCF durante 15 minutos y posteriormente

extraer la fase soluble para los analisis (Figura 16).

/

4

- P

Figura 16. Diferentes fases obtenidas luego de la centrifugacién, de arriba abajo: aceite,
emulsién, fase soluble y fase insoluble.

A la fase soluble se le realizaron mediciones de porcentaje de grado de hidrdlisis, cantidad
de proteina presente, pH y °Brix. Los resultados para estos analisis se muestran en las
Tablas 12 ala 14.
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Tabla 12. Hidrolisis con Alcalasa a diferentes tiempos.

Alcalasa
Tiempo pH ° Brix %GH Prot. (mg/ml)
0 6,36 5,0 0,0 + 0,0 376 = 09
10 6,15 6,9 145 + 0,2 495 + 0,5
20 6,03 7,5 179 = 0,3 427 + 0,2
30 5,98 7.9 18,8 + 0,1 546 + 05
40 5,92 8,2 19,6 + 0,1 494 + 0,8
50 5,89 8,5 204 + 0,2 520 + 0,2
60 5,88 8,7 225 + 04 535 + 0,6
Tabla 13. Hidrolisis con Protamex a diferentes tiempos.
Protamex
Tiempo pH ° Brix %GH Prot. (mg/ml)
0 6,43 4 00 + 0,0 298 + 05
10 6,12 6,6 17,1 £ 0,1 358 + 1,3
20 6,09 7,2 18,3 £ 0,1 43,3 £+ 1,3
30 6,07 7,6 21,7 + 05 449 + 0,5
40 6,04 8 229 + 04 410 £ 1,1
50 6,02 8,4 223 + 0,3 422 + 26
60 6,00 8,6 23,8 + 0,2 592 + 1,5
Tabla 14. Hidrolisis con Corolasa a diferentes tiempos.
Corolasa
Tiempo pH ° Brix %GH Prot. (mg/ml)
0 6,40 4,3 00 + 0,0 371 = 09
10 6,22 59 11,7 £+ 0,2 46,8 + 2.3
20 6,10 6,6 13,8 + 0,3 47,3 + 0,9
30 6,08 7,1 150 + 0,1 47,7 £+ 1,3
40 6,00 7.4 154 + 0,1 50,8 + 1,2
50 5,97 7,6 149 + 0,2 475 + 0,8
60 5,96 7,9 16,7 + 0,5 48,0 + 24
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En la Figura 17, se presenta la grafica del %GH en el tiempo.
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Figura 17. Curvas del porcentaje de hidrolisis para cada enzima a diferentes tiempo.

En la figura 17, se puede observar que la hidrdlisis enzimatica se aumenta con respecto al
tiempo, llegando posteriormente a un equilibrio, en donde aparentemente la hidrdlisis de los
enlaces peptidicos deja de ocurrir. Protamex fue la enzima que exhibié mayor cantidad de

porcentaje de hidrdlisis seguido de Alcalasa y Corolasa respectivamente.

3.8. Grados Brix.

Se realizé una medicién de los °Brix a la fase soluble, con el fin de poder tener un
aproximacion rapida a la cantidad de proteinas presentes con respecto al grado de hidrolisis
en la fase soluble, sin la necesidad de realizar los protocolos de medicion comunes. Para ello

se tomaron muestras cada 10 minutos durante 60 minutos de hidrdlisis

El resultado mostré una curva similar a la de la hidrdlisis, la cual muestra un incremento
inicial rapido que a medida que aumenta el tiempo llega a una fase casi constante. En la

Figura 18, se presenta la grafica de los °Brix en el tiempo.
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Curva de °Brix
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Figura 18. Cambio de los °Brix en el tiempo de hidrolisis.

Con el fin de encontrar una relacion entre la cantidad de proteinas y los °Brix, se realizé una
curva de medicion de los °Brix versus proteinas, tomando muestras de un hidrolizado

proteico de concentracion de proteinas conocida, lo que se puede apreciar en la Figura 19.
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Figura 19. Curva de calibracion proteinas versus °Brix para un hidrolizado proteico realizado con
Corolasa.

Del grafico se puede concluir que existe una relacion lineal entre los grados Brix (en una
escala de 0 hasta 10 °Brix) y la cantidad de proteinas presentes en la solucion, pero hay que

tener en cuenta que el hidrolizado proteico fue producido con Corolasa como enzima.
3.9. Evaluacién sensorial
Una vez obtenido los hidrolizados proteicos de cada proceso, se procedid a realizar una

evaluacién sensorial con un panel de jueces entrenados para detectar el amargor

37



caracteristico de los hidrolizados proteicos. Ademas se midié el olor y la aceptabilidad
general de las muestras. La finalidad de esta evaluacion sensorial es poder determinar qué

proceso es mas aceptable organolépticamente.

En la Figura 20, se observan los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial de los

productos.
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Figura 20. Evaluacion sensorial de los hidrolizados proteicos.
Donde (A) Alcalasa, (P) Protamex, (C) Corolasa. Procesos (1) sin antioxidante; (2) con TBE como
antioxidante; (3) con Hx como antioxidante y (4) con Px como antioxidante.

Del este grafico se puede concluir que el hidrolizado proteico mas aceptado fue el C1,
proceso realizado con Corolasa como enzima y sin antioxidante (SA). Lo contrario a este, fue
el proceso A3, realizado con Alcalasa como enzima y con Hx como antioxidante. Ademas es
posible ver que, en general, los procesos mas aceptados fueron los realizados con Corolasa
como enzima, después los con Protamex, y finalmente, los realizados con Alcalasa. Hubo
diferencias significativas (p<0,05) en la aceptabilidad del proceso C1, quien fue

significativamente mas aceptado, y el proceso A3, el cual fue el menos aceptado.

Con respecto a los antioxidantes, existe diferencias no significativas entre ellos. En relacion
al olor, amargor y aceptabilidad de las muestras, si bien las diferencias no fueron
significativas, existe clara evidencia de que la adicion de antioxidantes al proceso no mejora

la aceptacién de las muestras, como se observa en la Figura 21.
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Figura 21. Influencia de los antioxidantes en la evaluacién sensorial de los hidrolizados

proteicos.
Donde (SA) proceso sin antioxidante. Superindices iguales sobre barras indican que no hay diferencias
significativas entre las muestras.

Los resultados indican que el olor fue bajo en general, es decir no habia un olor
caracteristico a pescado, siendo el mas bajo el con el antioxidante Hx y el mas alto el con
Px. El antioxidante Hx fue el que dio un producto mas amargo y el SA fue el que dio con
menos amargor, y por ultimo la aceptabilidad fue mejor para los procesos realizados con SA
que para los otros tres, es decir que en general fueron mas aceptados los procesos que no

contenian antioxidantes.
3.10. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Con el fin de obtener un perfil del peso molecular de los péptidos resultantes de la hidrdlisis
enzimatica se realizé un analisis mediante una electroforesis en gel SDS PAGE.
Lamentablemente esto no entrego buenos resultados, debido a que no se podian apreciar
bandas. Esto se cree que es debido a que los péptidos resultantes son aproximadamente de
un promedio de 1000 Dalton (dato obtenido a partir de literatura) y la resolucién de la técnica
de SDS PAGE que estaba montada solo tiene una resolucion de péptidos de hasta
aproximadamente 5 KD, con lo que se pudieron apreciar bandas. Ademas de ese protocolo
se tratd de realizar una variacién de protocolo de H. Schagger (2006), el cual sirve para
secuenciar bandas de hasta 0,5 KD, pero lamentablemente ese protocolo no dio resultado

con las muestras analizadas.
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4. DISCUSION
4.1. Grado de hidrdlisis.

El grado de hidrolisis, medido por el porcentaje de hidrdlisis, presento diferencias
significativas con respecto las diferentes enzimas usadas para cada proceso de hidrodlisis
enzimatica, siendo Protamex la con un mayor porcentaje de hidrdlisis, seguido de Alcalasa y

Corolasa, respectivamente.

Protamex es una enzima comercial que esta constituida por una mezcla de dos enzimas, una
serinproteasa con actividad endoproteasa de origen bacteriano que es similar a la Alcalasa, y
una metaloproteinasa con actividad exoproteasa de origen bacteriano similar a la Neutrasa
(Fuente Novozymes). Esta enzima, al igual que Alcalasa, tiene preferencia por hidrolizar
enlaces peptidicos unidos a uno o dos residuos aminoacidicos hidrofébicos contiguos. Como
es una mezcla de dos enzimas se puede pensar que su mayor porcentaje de hidrdlisis es
debido a ello, ya que no solamente corta en el medio de los péptidos, sino que también lo
hace en los extremos de la cadena polipeptidica produciendo péptidos pequefios y

aminoacidos libres (Raksakuthai y Haard, 2003).

Alcalasa es una serinproteasa de origen bacteriano que tiene preferencia por hidrolizar
enlaces peptidicos unidos a uno o dos residuos aminoacidicos hidrofébicos contiguos
(Benitez et al., 2008). Esta enzima es una de las mas usadas en los procesos de hidrélisis
de proteinas de alimentos. Al estar constituida por una sola enzima puede ser que el
porcentaje de hidrdlisis sea menor que el de Protamex debido a que no posee la actividad
exoproteasa, produciendo principalmente péptidos pequenos y en menor medida, tripéptidos,

dipéptidos o aminoacidos libres (Kristinsson y Rasco, 2000a).

La enzima Corolasa, también llamada papaina, es una cisteinproteasa de origen vegetal que
tiene una gran variedad de sustratos, pues no solamente hidroliza enlaces peptidicos, sino
que ademas hidroliza enlaces de tipo éster, por lo que no es tan especifica como Protamex o
Alcalasa (Benitez et al., 2008). Esta enzima no es tan usada para la hidrélisis de proteinas
de origen marino, por lo que no es tan eficiente como Alcalasa, pero Corolasa ha dado
bueno resultados en el caso del porcentaje de hidrdlisis, obteniendo bueno valores de
hidrolisis. Como es una enzima de origen vegetal, que no tiene una alta especificidad y que
ademas tiene una gran variedad de sustratos, el porcentaje de hidrélisis es mas bajo que las

otras dos enzimas debido a estos factores. Ademas debido a esto probablemente Corolasa
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genera péptidos con mayor cantidad de aminoacidos que las otras dos enzimas

mencionadas anteriormente.

Los resultados indican que la adicién de antioxidantes afecta la actividad de las enzimas,
principalmente cuando se agrega TBE y Px. Esto puede deberse a que estos dos
antioxidantes contienen quelantes de metales, EDTA en el caso del TBE y acido fosférico
junto con acido citrico en el caso de Px. El problema de la adicion de estos antioxidantes es
que al quelar metales, estos pueden disminuir la actividad de las enzimas que usan iones
metalicos como cofactores, como por ejemplo Protamex, la cual contiene una
metaloproteinasa, que funciona con un cofactor metalico, fundamental para su actividad
(Benitez et al., 2008). Por otro lado Corolasa, es una enzima que también utiliza metales
bivalentes como cofactor enzimatico (Raksakuthai y Haard, 2003). Esto se observa en los
resultados de porcentaje de hidrélisis en donde se aprecia una disminucion principalmente
cuando se utilizan esos dos antioxidantes, no asi el caso de SA (sin antioxidante) y Hx que

es una oleorresina de aceites de romero.

4.2. indice de Peroxidos.

Para el caso de la oxidacion de los lipidos, se usaron antioxidantes como método de
protecciéon. Los resultados indicaron claras diferencias entre ellos, en la eficacia contra la
proteccién de la oxidacién de los lipidos, dando como antioxidante mas eficaz en la
proteccién de los lipidos de salmén a la mezcla compuesta de varios antioxidantes TBE
(TBHQ/BHT/EDTA) que protegié completamente a los aceites de la oxidacion en un tiempo

prolongado de un mes frente a la oxidacion.

La diferencia de la eficacia entre los antioxidantes en la proteccién de los lipidos puede ser
debido al origen quimico de los antioxidantes, parametro que influye en la proteccién. En
este caso se habla de un aceite de origen animal, aceite de salmén, por lo cual, Hx no es el
antioxidante mas adecuado, porque como es una oleorresina de origen vegetal, este
principalmente funciona en aceites vegetales y no animales. Para el caso de Px, que esta
compuesto principalmente de BHA y galato de propilo, se ha observado que su eficacia es
mejor en aceites vegetales que animales (Shahidi et al., 1992). Otro factor importante a
mencionar es que el galato de propilo es un antioxidante poco indicado para procesos donde
las temperaturas son elevadas (Shahidi et al., 1992) , debido a eso pierde efectividad, y si
consideramos que en el procesos de hidrélisis enzimatica se manejan temperaturas

cercanas a los 100°C durante aproximadamente 2 horas esto podria afectar la eficacia del
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antioxidante. Para el caso de la mezcla de antioxidantes TBE, se ha visto que el TBHQ es un
poderoso antioxidante que tiene buenos resultados en la proteccién de aceites animales, y
que ademas este puede usarse junto con BHT para potenciar su efecto, dando mejores
resultados en el cuidado del aceite (Shahidi et al., 1992). Junto con la mezcla TBHQ/BHT,
se decidié adicionar EDTA, debido a que se sabe que los metales bivalentes
especificamente el Fe?" tiene efectos negativos sobre la oxidacion del aceite (reaccién de
Fenton) y por lo tanto es necesario quelar estos iones metalicos si se quiere obtener una
adecuada proteccién de los lipidos presentes en el proceso de hidrdlisis, en especial cuando
se trabaja con materia prima de origen animal, en la que existe una cantidad de sangre, que

afecta directamente la oxidacion de los aceites.

Es interesante mencionar que, sélo un antioxidante fue eficaz en la proteccién de los lipidos
y que los otros dos antioxidantes fueron similares en los valores obtenidos de oxidacion de
lipidos, incluso similares al proceso SA, el cual no tiene antioxidante. Estos resultados
indican que, en la proteccién del aceite de salmén los antioxidantes naturales como Hx o

comerciales como Px no son muy indicados, incluso innecesarios en el proceso.

Las concentraciones usadas en la proteccion de los aceites fueron las mismas para los
antioxidantes de origen quimico, TBE y Px (200 ppm) y el doble para el antioxidante de
origen natural, Hx (400 ppm). Todas estas concentraciones estan regularizadas segun las
normas del Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) y estan todas bajo los parametros

maximos permitidos por esta entidad (Ministerio de Salud, 2009).

Es importante mencionar que, los resultados indican que el Unico aceite para el consumo
humano es el que fue producido en el proceso con TBE como antioxidante. En el RSA
(Ministerio de Salud, 2009), se indica en el articulo 248 que trata de aceites comestibles, que
al momento de producirse, estos no deben tener mas de 2,5 mEq O,/Kg y durante su vida
util estos no deben exceder los 10 mEq O,/Kg. Se puede deducir por medio de los
resultados, que TBE fue el unico que se mantuvo cercano a los 0 mEq O,/Kg, y los otros ya a
los 10 dias estaban en valores sobre el maximo permitido indicando que no son aptos para

consumirlos.
4.3. Proteinas
Los resultados indican que existen diferencias en el porcentaje de proteinas presentes en las

muestras de fase soluble y en las muestras de hidrolizados proteico dependiendo de la
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enzima usada en el proceso. Claramente Corolasa es la enzima que entrega un porcentaje
mas alto en cantidad de proteinas, seguido de Alcalasa y por ultimo Protamex, para el caso
de la fase soluble y del hidrolizado proteico liofilizado. Estos resultados podrian no ser del
todo correctos, debido a que la medicion de proteinas se realizé por el método de Biuret, el
cual no es el mas indicado para los casos de hidrdlisis enzimatica, ya que su principio se
basa en cuantificar por medio de la coordinacion de los nitrdgenos presentes en los
aminoacidos con un i6n de cobre (cuatro nitrdgenos por cobre) y los aminoacidos libres o
dipéptidos no son cuantificados por este método. Si se relaciona este dato con el porcentaje
de hidrdlisis y con las enzimas usadas podemos deducir que para el caso de Protamex
principalmente, que es la enzima que dio un valor mayor de porcentaje de hidrdlisis, hay una
menor valoracion de la cantidad de proteinas presentes en la muestra debido a que esta
enzima produce aminoacidos libres y dipéptidos en mayor cantidad que Alcalasa y que
Corolasa lo que lleva a una disminucién del valor obtenido por Biuret. Esto es comprobable
con el hecho de que el analisis de hidrolizados proteicos producidos a nivel piloto (en la
planta piloto ubicada en Calbuco) indican que la cantidad de proteinas presentes en las
muestras son muy similares entre si, discrepando entre un +/- 2%, con la diferencia que el

meétodo de cuantificaciéon fue Kjeldahl.

Probablemente el mejor método de medicion de proteinas para los hidrolizados proteicos es
el método de Kjeldahl, ya que se basa en la cuantificacion del nitrdgeno presente en la
muestra, y por lo tanto no hay problema en la cuantificacion de péptidos muy pequefios o
aminoacidos libres, como es comun encontrar en hidrolizados proteicos. Previamente a la
medicion con el método de Biuret, se realizé la medicién de proteinas por el método de
Bradford, el cual no daba resultados reproducibles para las mismas muestras. Ademas los
resultados no concordaban con las concentraciones esperadas, esto se debié a que el
meétodo no es el mas indicado, simplemente por el hecho de que no cuantifica péptidos sino

que proteinas en donde su colorante hidrofébico pueda intercalarse en su interior.

Un dato trascendental es el rendimiento del proceso. Corolasa fue la enzima que tenia mayor
porcentaje de proteinas seguido de Alcalasa y Protamex, respectivamente, pero en el total
de la recuperacion no es asi, debido a que la cantidad de proteinas recuperadas desde la
materia prima es mayor con Protamex seguido de Alcalasa y Corolasa, respectivamente.
Esto es porque la recuperaciéon de la fase soluble, en donde esta la mayor concentracion de
péptidos después de la hidrdlisis es diferente en cada proceso. Con Protamex se produce

una mayor extraccion de fase soluble debido a la mejor compactacion de la fase insoluble lo
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que permite mayor recuperacién de la fase soluble, no asi con el caso de Alcalasa y
principalmente de Corolasa en donde la compactacion de la fase insoluble es mucho menor
que con Protamex, lo que se traduce en una mayor cantidad de emulsién y menor cantidad

de fase soluble recuperada.
4.4, Curvas de hidrélisis y grados Brix

La idea de este analisis fue la de tener parametros faciles de medir que puedan ser
aplicados a nivel industrial sin tener que requerir de mucho tiempo o equipamiento. Por
ejemplo, la cantidad de proteinas fue medida por el método de Biuret, pero a nivel industrial
es un proceso costoso y dificil, ademas de tomar tiempo en realizarlo, por lo mismo se quiso
hacer una relacion entre los grados Brix que presentaba la fase soluble y la cantidad de
proteina presente en la misma lo que permitiria seguir reacciones a nivel industrial en tiempo
real. Lo mismo sucede con el grado de hidrdlisis, es muy dificil de medir a nivel industrial si
no se tiene implementado el método de “pH Stat”, por esto es que se trata de tener la
relacion entre el pH, °Brix, cantidad de proteinas y el grado de hidrolisis, ya que los

parametros como °Brix y pH son facilmente medibles a nivel industrial.

Las curvas de hidrdlisis se caracterizan por una fase inicial rapida, donde un gran numero de
enlaces peptidicos son “cortados”, para luego alcanzar un equilibrio, donde aparentemente
no hay mas ruptura de enlaces peptidicos, probablemente debido a una inhibicion por
producto de la enzima junto con otros factores tales como la propia degradacién de la

enzima lo que lleva al estado constante de porcentaje de hidrdlisis.

A medida que se hidrolizan los enlaces peptidicos se forman nuevos grupos NH,y COOH,
los cuales pueden estar ionizados dependiendo del pH. Al pH de la hidrélisis, levemente mas
bajo que 7, el grupo carboxilo deberia estar ionizado como COO" y el grupo amino deberia
estar parcialmente ionizado como NH3", por lo tanto, se produce una liberacién de un H* al
medio por parte del grupo carboxilo, lo cual va produciendo la disminucién del pH de la

hidrolisis.

La cantidad de proteinas encontradas en la fase soluble aumenta rapidamente en los
primeros minutos de hidrdlisis, hasta mas o menos los 30 primeros minutos de reaccion,
donde después de ello el aumento es menor. Es probable que la cantidad de proteinas
encontradas en la fase soluble durante el tiempo de hidrolisis es similar en cuanto a la

concentracién, pero no lo es cuando hablamos de tamafios moleculares. Seguramente las
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proteinas obtenidas en los primeros minutos de hidrdlisis son de un mayor tamafo y peso
molecular a las que encontramos en estados mas avanzados de ella, lo que es coherente

con el aumento del porcentaje de hidrdlisis durante el tiempo.

En el caso de los °Brix, éstos se utilizaron para hacer una relacién entre la cantidad de
proteinas obtenidas y los °Brix medidos en la fase soluble. Esto es debido a que la medicion
de proteinas es un proceso lento que requiere tiempo y equipamiento, no asi la medicién de
los °Brix que pueden ser medido facilmente y de una manera rapida, la cual puede ser
llevada facilmente a terreno. El refractometro, usado para medir los °Brix, mide la sacarosa
en solucién y no las proteinas, por lo que se traté de encontrar una relacion entre estos

parametros.

Si analizamos los resultados de los °Brix en el tiempo, no hay una relacion totalmente clara
entre la cantidad de proteinas y los °Brix en general. Debido a que las enzimas difieren en su
mecanismo de corte, se necesitaria una escala de °Brix particular para cada enzima, ya que
el indice de refraccion debe ser distinto para aminoacidos libres, di o tripéptidos y
polipéptidos. Lo anterior mencionado puede ser corroborado por el grafico de la curva de
calibracién y cantidad de proteina °Brix (Figura 19), en donde si se encuentra una relacion
lineal de los °Brix y la cantidad de proteinas presentes en un hidrolizado proteico realizado

especificamente con Corolasa como enzima.

4.5. Evaluacion sensorial

Se sabe que el gran problema a nivel organoléptico de los hidrolizados proteicos, de origen
marino y de otras especies, es principalmente el amargor que va asociado a ellos, esto se
cree que es debido a la exposicidn de los residuos hidrofobicos que estan presentes en el
interior de las proteinas intactas y que por medio de la hidrdlisis son liberados al medio

(Kristinsson y Rasco, 2000a).

Otro de los problemas asociados a la hidrdlisis principalmente de pescados grasos en
general, es su intenso olor a pescado, lo cual es producido principalmente por los lipidos

presentes en las muestras (Hoyle y Merrltt, 1994).

Para la evaluacién sensorial se midieron tres parametros; amargor, olor y aceptabilidad de
las muestras. Los resultados de este analisis sensorial sirven para sacar varias conclusiones,

en donde podemos asociar parametros tales como el porcentaje de hidrdlisis, el tipo de
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enzima usada en la hidrdlisis y la oxidacién de los lipidos presentes en la muestra con la

calidad organoléptica de ellas.

4.5.1. Evaluacion sensorial y porcentaje de hidrélisis

Mucho se ha dicho acerca de la relacion entre el porcentaje de hidrdlisis y la calidad
organoléptica del hidrolizado proteico de origen marino. Es ampliamente aceptado que el
amargor de los hidrolizados es debido a los aminoacidos hidrofébicos de las proteinas. Esto
es debido a que como se menciondé anteriormente, el proceso de hidrélisis libera
aminoacidos hidrofébicos que estan al interior de las proteinas hacia el medio, lo que
produce una deteccion del sabor amargo. Se cree que a medida que aumenta el porcentaje
de hidrolisis, es mas probable que se produzca un producto mas amargo, ya que hay mas
probabilidad de liberacion de péptidos que tienen en sus cadenas los aminoacidos
hidrofébicos (Kristinsson y Rasco, 2000a), pero revisando los resultados obtenidos en esta
tesis podemos ver que no necesariamente existe tal relacién, ya que para el caso de
Protamex el porcentaje de hidrdlisis fue en promedio de 23,9, significativamente (p<0,05)
mas alto que el de Alcalasa que fue en promedio 21,5. Si esto lo asociamos con los
resultados de la evaluacion sensorial que indican que el producto mas aceptado entre estos
dos fue Protamex, podemos concluir que no existe una relacion estricta entre el amargor y el

porcentaje de hidrdlisis.
4.5.2.. Evaluacion sensorial y Enzimas

No solamente es importante el porcentaje de hidrolisis, ya que como se menciond antes no
esta directamente implicado en el amargor, para el caso de esta tesis fue mas importante la
eleccion de la enzima para la hidrdlisis en el tema de la aceptabilidad de los hidrolizados. Se
ha dicho que los aminoacidos hidrofobicos son los causantes del amargor, principalmente
cuando estos estan dentro de las cadenas polipeptidicas, pero se cree que estos pueden
dejar de ser amargos cuando adquieren carga, es decir, cuando estan como aminoacidos
libres o cuando estan en los extremos de las cadenas polipeptidicas, porque estan en un
estado ionizado. Es por eso que, se cree que la mezcla de enzimas con actividad
endoproteasa y exoproteasa en un proceso de hidrolisis enzimatica puede dar productos
menos amargos incluso a altos porcentaje de hidrdlisis. Este dato es totalmente comprobable
cuando revisamos el caso mencionado antes. Protamex, una mezcla enzimatica de
endoproteasas y exoproteasas, produce productos menos amargos y mas aceptables que

Alcalasa, que es solo de actividad endoproteasa, incluso teniendo mayor porcentaje de
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hidrolisis. Por otro lado, Corolasa es un caso mas particular, ya que esta enzima produce
productos con un porcentaje de hidrélisis significativamente menor que las otras dos enzimas
en uso. Esta enzima fue la que dio como resultados los mejores productos
organolépticamente hablando, fueron los mas aceptados, los que tenian menor amargor y
menos olor. Este resultado puede ser debido a que como existe un menor porcentaje de
hidrélisis, los aminoacidos hidrofébicos no “alcanzaron” a liberarse totalmente al medio o lo
hicieron en menor medida en comparacién con las otras dos enzimas, dando como

resultados productos menos amargos y mejor aceptados en general.

Como conclusion podemos decir que es mas importante el tipo de enzima y como ésta corta
las proteinas, ya que por los resultados podemos comprobar que en la aceptabilidad esto
influye mas que el porcentaje de hidrdlisis. De todas maneras no podemos enfocarnos
solamente en eso, se debe encontrar una relacion de los dos parametros para obtener un
proceso optimizado y con buenos resultados. El porcentaje de hidrdlisis si es importante en
la aceptabilidad del producto final, cuando este solo se hidroliza con la misma enzima, es
decir si solamente se hubiera utilizado una sola enzima para la hidrolisis, probablemente la

unica forma de saber cuando el producto es amargo o no, es con el porcentaje de hidrdlisis.

4.5.3. Evaluacion sensorial y oxidacion de lipidos

Se ha determinado que la oxidacién de los lipidos en los alimentos trae como consecuencias
perdida de sabor, olores indeseados y hasta productos que pueden llegar a ser nocivos para
la salud humana (Yu et al.,, 2006). Es por ello que, el adecuado cuidado de los lipidos
presentes en los alimentos es un tema fundamental si se quiere tener un producto de alto
valor nutricional, que sea facilmente transportado y almacenado sin causar dafio. Debido a
esto, el uso de antioxidantes es algo comun en los alimentos (Valenzuela et al., 2003;
Gramza y Korczak, 2005)

Los lipidos, ademas de afectar la calidad alimenticia, también tienen una influencia directa en
el olor de los hidrolizados, ya que se ha visto que hidrolizados donde previamente se ha
extraido casi la totalidad de los lipidos por extraccion con solvente no presentan ningun tipo

de olor a pescado (Kristinsson y Rasco, 2000a).

En el proceso de hidrdlisis, los productos obtenidos tienen un porcentaje de materia grasa
cercano a un 2 %, el cual se piensa que es suficiente como para causar olor a pescado y un

sabor indeseado si es que estos lipidos no estan bien cuidados. Se ha visto que este
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problema puede afectar a alimentos con porcentajes tan bajos como lo son entre 0,5y 1%
(Valenzuela et al., 2003).

Contrariamente a lo esperado, los resultados indican que la presencia de antioxidantes en el
proceso no produjo una mejora en la aceptacion, es mas, la aceptacion fue mayor para el
caso del proceso sin antioxidante presente. Entre los tres procesos con antioxidante, el mas
aceptado en general fue el realizado con TBE, el cual ademas fue el que protegié mas
eficientemente los lipidos de la oxidacion. Estos resultados podria indicar que dentro de los
procesos que tienen antioxidantes presentes, el mas adecuado para la aceptacion del

producto es el mas eficaz en la estabilidad de los lipidos.

Estos resultados se pueden deber a que quizas la cantidad de lipidos presentes en la
muestra son insuficientes como para afectar la calidad organoléptica del producto final. El
uso de antioxidantes podria ser mas una “molestia” que una ayuda para la aceptacion del
producto, ya que es claro que los resultados indican mejor aceptacion de los productos sin
antioxidantes en el procesos que con antioxidantes en el proceso, ademas aumenta el costo

del producto final.

De los resultados se extrae que la adicién de antioxidantes no es de vital importancia al
momento de enfocarse en un producto final con un alto porcentaje de proteinas, pero si la
atencién cae en el aceite producido como un co-producto de la hidrélisis, habria que hacer
un balance entre la cantidad de antioxidante agregado al proceso y la calidad organoléptica
de los hidrolizados. Un proceso adecuado seria el que produzca hidrolizados con buenas
caracteristicas organolépticas y aceites de alta calidad. Esto ultimo se puede lograr con la
utilizacion de un antioxidante como TBE en el proceso, el cual es eficaz en la proteccion de
aceites animales y organolépticamente mas aceptado que los otros antioxidantes presentes,
lo que permite obtener dos productos con buena calidad alimenticia, organolépticamente

aceptado y con su valor nutricional intacto.
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5. CONCLUSIONES

* Los diferentes productos hidrolizados mostraron aceptacion a través de su evaluacién

sensorial.

* Se encontré una relacién entre la cantidad de proteinas y los grados Brix que es
particular para cada enzima elegida como proteasa en la hidrélisis, y no como una

generalidad del proceso.

* No se pudo estimar un perfil del peso molecular de los diferentes hidrolizados
proteicos, ya que las técnicas electroforéticas montadas no fueron lo suficientemente

adecuadas para ello.

* Los antioxidantes empleados mostraron ser eficaces en la proteccion de los lipidos
obtenidos del proceso de hidrélisis en el tiempo, demostrando que su eficacia

depende de su naturaleza quimica y de la procedencia del lipido.

* La adiciéon de antioxidantes no mejora las propiedades organolépticas del producto
final, debido a que en general el producto es menos aceptado cuando un antioxidante

es agregado al proceso.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Perfiles aminoacidicos de los hidrolizados proteicos.

Tabla 15. Perfil aminoacidico del hidrolizado proteico realizado con Alcalasa.

Amino acidos (g/100g) (*AA Esenciales)

Alcalasa Protamex Corolasa

*Histidina *His 2,2 2,29 1,43
*Arginina *Arg 72 8,56 8,69
*Treonina *Thr 2,9 2,6 3,05
*Valina *Val 3,3 3,12 3,11

*Metionina *Met 2,1 2,1 1,98
*|soleucina *lle 2,3 3,48 2,18
*Leucina *Leu 4,2 4,85 4,27
*Fenilalanina *Phe 2,3 2,09 1,89
*Lisina *Lys 6,4 5,59 6,31

Acido Aspartico Asp 7,9 6,98 7,43
Acido Glutamico Glu 9,8 9,95 10,12
Hidroxiprolina OH-Pro 3,7 3,37 3,86
Serina Ser 3,4 3,75 3,87
Glicina Gly 12,3 13,6 12,9
Taurina Tau 1,6 1,27 0,81

Alanina Ala 5,9 6,01 6,94
Prolina Pro 6,8 6,58 6,9

Tirosina Tyr 1,8 1,23 1,31

*Triptofano *Trp 0,3 0,26 0,39
Cisteina Cys 0,46 0,38 0,44
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Anexo 2. Fotografias de los hidrolizados proteicos

A continuacion, en la Figura 22, se pueden observar las fotografias de los hidrolizados
proteicos. El numero indica el proceso, la fila superior es con Alcalasa la de al medio es con

Protamex y la ultima de con Corolasa como enzima.

Figura 22. Fotografias de los hidrolizados proteicos
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Anexo 3. Materia prima.

A continuacion, en la Figura 23, se observa una fotografia de los subproductos usados para

los procesos de hidrdlisis.

Figura 23. Fotografia de cabezas de salmon.
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