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RESUMEN

Se determinaron las condiciones de pH y temperatura de mayor
actividad proteolitica en musculo de merluza del Pacifico; zonas de actividad
maxima fueron detectadas a 50°C (pH 3.5-4.0) y a 60°C (pH 6.75-7.0). El
grado aparente de parasitacién tuvo un efecto significativo en la actividad

enzimatica a pH acidos (p<0.05), noasl en el rango de pH 7.0-8,0.

Se elaboraron hidrolizados a partir de muscule de merluza del
Pacifico con grado de hidrélisis del 5,10, 15 y 20%. E) hidrolizado con grado
de hidrélisis del 5% se elabr;)rd) a B0"C (pH 7.0} hactendo uso de la activida
protecliica muscular, para los grados de hidrélisis mayores se utilizd la
preparacion enzimatica Alcalasa 0.6 L. La funcionalidad tecnolégica de los
hidrolizados se evalué en términos de su solubilidad, capacidad de
emulsificacion, Indice de actividad y estabilidad emulsificante, capacidad
espumante y estabilidad de la espuma; los resultados fueron comparados con

los de caseinato de sodio y seroalbimina bovina.

El rendimiento del proceso hidrolitico aumentd (p<0.5) con ¢l

grado de hidrolisis. La solubilidad de los hidrolizados fue del 100% para todos

xiv
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los casos exceplo para el grado de hidrélisis del 5% y pH 4, dando un valor de

82.67%.

El grado de hidrotisis y pH afectaron (p<0.001} la capacidad
emuisificantie, observandose para cada grado de hidrdlisis una tendencia a
aumentar (p<0.05) conforme el pH auments de 4 a 10. Fue evidente un mayor
(p=<0.05) Indice de actividad y estabilidad emulsificante a pH 10,

independientemente del grado de hidrolisis.

No se observd un efecto del grado de hidrélisis y del pH sobre la
capacidad espumante. La mayor estabilidad espumante se obtuvo a pH 4 para
el grado de hidrolisisis del 5%; a medida quﬂl aumento el pH la diferencia en
esta propiedad entre los hkd}olizadoa tendid a disminuly. &£} pH ejercio, mas
que el grado de hidrolisisis, un mayor efecto en la definicion de la

funcionalidad de los hidrolizados.

Las propiedades emulsificantes de los hidrolizados fueron
similares a las del caseinato de sodio, sin embargo con una mayor capacidad
emulsificante a pH 4.0 (p<0.05). Los hidrolizados presentaron una menor
capacidad espumante (p<0.05) que la seroalbimina bovina, no obstante el‘.
hidrolizado con grados de hidrdlisis del 5% formd espumas mas estables a pH

4 y similares a mayores pH.
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Se demostrd la factibilidad techologica de elabarar hidrolizados
altamente funcionales a partir de la hidrolisis controlada del musculo de
merluza del Pacifico, con caracteristicas simitares y bajo cierlas condiciones
superiores a ingredienes y aditivos alimentarios de uso comin, Mediante esta
tecnologla un recurso pesquero subuliizado, podria ser usado en la

elaboracién de alimentos para consumo humano,



INTRODUCCION '

El Goifo de California aloja una gran diversidad de especies marinas las
cuales proveen proteina de buena calidad,; sin embargo, muchas de ellas son
subutilizadas por presentar inconvenientes {ecnoldgicos que las hacen poco
atractivas para su Industrializacion, siendo comunmenta procesadas a harina

de pescado para alimentacion animal,

En el noroeste de México, la merluza del Pacifico Merluccius
productus) es una de estas especies subutilizadas, ya que presenta problemas
de Infestacidon por parasitos gue se manifiesta en una alta actividad proteolitica
muscular resultando en una textura inaceplable y pérdida de funclonalidad de
la protelna miofibrilar. Lo anterior fimita su uso como alimento para consumo*

humano,

l.as capturas anvales de meruza del Paclfico en el Estado de Sonora
son en promedio de 30 ton, debido a que no existe una pesqueria destinada a
esta especie, se obtiene como fauna de acompafamiento de pesquerias

comerciales.

Por ofro lado, en las costas de los Estados Unidos y Canada, la
merluza del Pacifico presenta una gran disponibilidad con capturas anuales
mayor de 200,000 ton; por sus caracteristicas de color blanco y sabor suave,
actualmente es una de las principales especies destinada a la produccion de
surimi.



Durante la elaboracion del surimi, la actividad proteoiitica presente en el
musculo de merfuza no es removida complaetamente, por lo que la degradacion

enzimatica de los componentes miofibrilares disminuyen su calidad, Esto ha '

conducido al estudio de la inactivacidn de las proteinasas, utilizando
inactivadores naturales como extractos de plantas, clara de huevo etc, o
mediante la adicion de agentes oxidantes para mejorar las propiedades

funcionales del surimi producido.

Si blen el surimi es un ingrediente alimentario extremadamente versatil,
la tecnologla es cara, los insumos requeridos altos y los subproductos
derivados abundantes, Su aplicacion en México deberd ser cuidadosamente
gvaluada, Una alternativa tecnoldgica viable de uso de la especie en nuestro
pals, aprovechando incluso la actividad proteoiitica presente en su musculo,
es la produccion de hidrolizados funcionales,

La hidrolisis enzimatica es uno de fos métodos mas ampliamente -

utilizados para la modificacion y mejoramiento de la funcionalidad de
proteinas. La produccion de hidrofizados de proteina de pescado con
caracter/sticas funcionales podrian, al igual que el surimi, ser utilizados como
ingredientes y/o aditivos en una amplia gama de productos alimentarios,

Mediante la aplicacidn de esta tecnologia, un recurso pesquero
subutilizado podria ser utilizado en la elaboracion de alimentos para consumo
humane y de esta forma contribuir al desarrollo de la industria procesadora de

productos pesqueros de la region.

En base a lo anterior los objetivos del presente trabajo fueron
determinar las condiciones (pH y temperatura) de mayor actividad proteolitica



en muasculo de merluza del Pacifico (Merfuccius productus), producir
hidrolizados aprovechando la aclividad presente y mediante la adicion de
enzimas comerciales y evaluar la funcionalidad de los mismos mediante la
comparacion con ingredientes alimentarios altamente funcionales de uso

comun en la formulacidn de alimentos.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Recursos Marinos del Golfo de California

La pesca y el consumo de productos marinos juega un papel importante
a nivel mundial, debido principalmente a que mas de 2/3 de la superficie de la
tierra se encuenira cubierta de agua, donde alrededor de 20,000 especies viven
y se mulliplican. Se estima que actualmente la pesquerfa comercial a nivel
mundial, tiene una produccidn de tan solo el 1% del lotal de los recursos
disponibles (Tiger, 1980).

El Golfo de California o Mar de Corez, se encuentra localizado en la
zona noroeste de México. Este, colinda con los estados de Baja California, Baja
California Sur, Sonora y Sinaloa. Esta zona constiluye una de las éreas mas
importantes del sector pesquero a nivel nacional por sus niveles de capiura,

industria y aporte econdmico.

El consumo de proteina de productos marinos forma una parte
substancial de la dieta humana. En los afios 70's, palses como Japdn y Korea
del sur presentaron un consumo percapita diario de 45 y 70% respectivamente,
del total de la proteina animal consumida; en México, el consumo de pescado
gs considerado bajo. A pesar que el estado de Sonora ocupd el primer lugar en
ia produccidn de productos marinos para 1987, presenté un consumo percapila
apargnte anual de solo 8 kg (Esquerra el al., 1980},



Lo anterior representa una desventaja para el desarrollo pesquero,
haciendo necesario incrementar Ja busqueda de formas que propicien que los
productos marinos constituyan parte de los habitos alimentarios de Jla
poblacion mexicana. La utilizacion de especies masivas de bajo valor
comercial, @s una alternativa viable de utilizacion en la diversificacién de la

industria procesadora de productos marinos de la region,

Especies de Valor Comercial

A pesar de la gran disponibilidad de especies marinas, la carencia de
un manejo apropiado de los recursos ha provocado una sobreexplotacion de

cierlas especies de valor comercial,

Las caracteristicas sensoriales que presentan estas especies son las
que definen su aceptacion por el consumidor, como la de presenfar pnw'
hueso, carne blanca, sabor suave y una alla calidad sensorial (Tilger, 1990).
Esto ocasiona una gran demanda sobre estas especies provocando un
aumento en su precio. Lo anterior ha sido contrarrestado en parte por el
desarrollo de la acuiculiura, Actualmente, el cultivo de ostion, mejilién, almeja,
camarén, carpa, bagre, tilapia, salmoén etc., han tomado una gran imporlancia
a nivel mundial y evitado en parte la sobreexplotacion de especies

comerciales,

L.a ventaja del cultivo de peces se debe a que estos son altamente
eficientes en convertir alimento en proteina animal, ya que, al igual que las
aves, por cada 1.5 kg de alimento los peces ganan 1 kg de peso corporal,



siendo en general esta conversion mayor gue en los animales de matanza
(Tilger, 1980).

Epecies Sub-utilizadas

Algunas especies son sub-utilizadas debido a la imposibilidad de ser
capturadas en cantidades comerciales y/o de reducida comercializacion, Lo
anterior dificulta el decidir cuales ofrecen oporlunidades econdmicas realistas,
por lo gue las especies gue deben ser consideradas como alternativa
pesquera, son aquellas que tienen potencial para remplazar una pesqueria’
tradicional (Toole, 1985).

=} Golfo de California aloja una gran di\ftaraidad de especies marinas las
cuales no se utilizan o aprovechan en forma adecuada, debido a
inconvenientes tecnologicos que las hacen poco atraclivas para su
industriglizacion., Dentro las especies que son consideradas como sub-
utilizadas, desde el punto de vista de su destino para consumo humano, se
encuentra las sardinas principalmente los generos Sardinops y Ophistonema.
Estas especies presentan un alto contenido de lipidos, tamalio pequafo, alta
proporcidn de musculo obscuro y un rapido deterioro postmorten. Por otro
lado, merluza (Merluccius  productus) y chano (Chanus chanus) se
caracterizan por presentar problemas de textura, ocasionados principalmente
por la alta actividad enzimatica presente en su masculo, Lo anterior hace que "
esias y otras especies sean comunmente destinadas a la produccion de harina
de pescado para alimentacion animal.



L.os problemas de desnutricion de la poblacion, ha desperiado el interés
de tecndlogos marinos y nutriblogos para la reaiflzacion de investigacion que
conduzca a establecer usos mas eficientes de las especies sub-utilizadas para
destinarlas al consumo humano. La produccion de concentrados de protelnas
de pescado, fue uno de los primeros intentos realizados, sin embargo, las
reducidas © nulas caracteristicas funcionales que presemtan ha limitado su 5
utilizacton en la industria alimentaria (Marinou et al,, 1974, Yafhez ef al., 1976).
Actualmente, los esludios se han dirigido a mejorar tas propiedades
funcionales de los concentrados de proteina y de esta manera ampliar su
utilizacién en alimentos (Sikorski y Nack, 1981).

Meruza del Paclfico como Recurse Pesquerg

L.a merluza del Pacifico (Merluccius productus) también llamada Pacific
hake o Pacific whiting, es una especie de la familia gadidae, de cuerpo y
cabeza alargada, boca grande, dientes fuertes y filosos (Figura 1). Su peso
llega a ser mayor de un kg, alcanzando taflas de 50 a 65 ¢cm en el océano y de
30 a 45 cm en las bahlas (Perking, 1992, Chang-Lee, 1988), reportandose .
tallas record de alrededor de 92 cm (Chang-Lee, 1988). Esta especie es el

recurso pesquero de mayor abundancia en las costas del noroeste de los



Los problemas de desnutricion de la poblacion, ha despertado el interés
de tecnbélogos marinos y nutridlogos para la realizacion de investigacién que
conduzea a establecer usos mas eficientes de las especies sub-utilizadas para
destinartas al consumo humano. La produccion de concentrados de proteinas
de pescado, fue uno de los primeros intemos realizados, sin embargo, las
reducidas o nulas caracteristicas funcionales que presentan ha limitado su
utilizacion en Ja industria alimentaria (Marinouet al, 1974, Yafiez et al,, 1976).
Actuaimente, los esiudios se han dirigido a mejorar las propiedades
funcionales de los concentrados de proteina y de esta manera ampliar su
utilizacién en alimentos (Sikorski y Nack, 1981).

Merluza det Pacifico como Recurso Pesquero

La merluza del Pacifico (Merluccius productus) también llamada Pacific
hake o Pacific whiting, es una especie de la familia gadidae, de cuerpo y
cabeza alargada, boca grande, dientes fuerles y filosos (Figura 1), Su peso
lega a ser mayor de un kg, alcanzando tallas de 50 a 85 cm en el océano y de
30 a 45 cm en las bahias (Perking, 1992; Chang-Lee, 1888), reporiandose -
tallas record de alrededor de 92 cm (Chang-L.ee, 1988). Esta especie es el
recurso pesquero de mayor abundancia en las costas del noroeste de los
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Figura 1. Caracteri'sticas morfoldgicas de merluza del Pacifico




Estados Unidos, con capturas anuales de alrededor de 150,000 a 250,000
toneladas (Seymour et al,, 1984),

En las costas de México, basicamente en el Golfo de California, las
capturas de merluza rmpmnﬁdas oficialmente para el estado de Sonora son de
aproximadamente 30 ton anuales(Cuadro 1). Este bajo valor en capturas, no
representa la biodisponibiidad del recurso, el que se ha estimado ser de
19,100 ton, localizado en las inmediaciones de la Isla Angel de la Guarda al
norte del golfo (Ebrhardt ef al,, 1880).

Cuadro 1. Capluras anuales de merluza del Pacifico en el Eslado de Sonora,

Captura
Afo ' (Toneladas)
1991 130.6
1992 28.6
1993 14.3
1994 28.4
1995* : 63.8

*Capturas de Enero a Septiembre,
Fuente: SEPESCA, 1995,
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Las bajas capturas de merluza en el Gollo de California se debe
principalmente a que no existe una pesqueria destinada a esla especle, por su
dificil comercializacion y bajo valor comercial, siendo cominmente destinada a
la produccion de harina de pescado para alimentacion animal, Su pesca es
obtenida como fauna de acompafiamiento de la pesqueria comercial y
comunmente se le denomina "basura”. Por lo anterior es necesario definir
allernativas de ulilizaclon de ésta y ofras especies de bajo valor comercial
medianie 1a elaboracidn de productos que sean destinados al consumo

humanao.

Distribucién

l.a merluza del F‘acfﬁnb es una especie de aguas frias y profundas; se
encuentra distribuida desde el Golfo de California hasta el Golfo de Alaska,
principaimente en las costas de California, Oregon, Washington y Columbia
Britanica (Chang-Lee, 1988). El periodo de captura comprende principalmente
los meses de Junio a Octubre (Perking, 1992).

Utilizacién

Hasta hace alrededor de 15 afios era considerada como una especie
sub-utilizada en Estados Unides y Canada, ya que su uso se destinaba a la
produccién de harina de pescado. Los problemas de ablandamiento muscular
y perdida de calidad son fos factores que limitan su uso para consumo humano.,
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Para mantener una buena calidad del producto, una vez capturado
debe ser rapidamente congelado ¢ enhielado y ser procesado dentro de un.
tiempo no mayor de 4 dias (Ericksonet al., 1983, Perkins, 1992; Tsuyukief al,,
1982). £l ignorar estos puntos, origina un producto de textura blanda y baja
calidad, lo cual conduce al rechazo del consumidor,

Debido al descenso en la captura de abadejo de Alaska (Theragra
chalcogramma), principal especie ulilizada en la elaboracion de surimi, a la
gran disponibilidad de merluza en las costas de Estados Unidos y Canada, y a
sus caracteristicas de color blanco, sabor suave y bajo contenido de lipidos,
se han realizado estudios conducentes a la utilizacion de esta especie como
alternativa para la produccion de surimi {Chan-Lee, 1988; Pacheco-Aguilar of
al., 1989, Pacheco-Aguilar, 1990),

Los problemas de textura que presenta el musculo de merluza, trajo
consigo modificaciones en el proceso tradicional para la oblencién de wrimi‘
de oOptima calidad, La aplicacion de inhibidores de proteinasa grado
alimenticio, obtenidas a partir de extractos de papa, semillas y clara de huevo,
asi como agentes oxidantes, han logrado mamntener ylo mejorar las
caracteristicas funcionales del surimi de merluza (Pacheco-Aguilar, 1990,

Morrissey ef al, 1993; Seymour el al,, 1994),

Defectos de Textura

Los problemas de textura que presenta la merluza del Pacifico, es una
de las causas principales que la hace poco atractiva para su industrializacion.
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El rapide ablandamiente muscutar y su licuefaccion durante un cocinado lento,
debido principalmente a la alta aclividad proteolitica, reduce su calidad y trae

coma consecuencia el rechazo del consumidor,

Ifestacidon muscular por pardsitos, La delerioracion del misculo de merluza,
es el resultado de la infestacidbn muscutar por una especie myxozoan del

genero Kudoa. De acuerdo a Kabata y Whitaker (1981), las especies que
invaden el mosculo de merluza del Pacifico son Kudoa paniformis y Kudoa
thyrisitis, de estas dos especies, la primera es mas virulenta y tiene un mayor
efecto sobre la textura del misculo de merluza (Tsuyukiet al., 1982, Wasson, |
1992; Kudo et al., 1987, Adlestein, 1991). '

Las esporas del parasito pasan de un huésped a otro, solo cuando el
primero de ellos muere. Una vez mueno, las enzimas proteoliticas degradan el
musculo del pescado dejando libre las esporas (Adlestein, 1991).

El pez huésped es infectado directamente con las esporas del parasito
que se encuentran en el agua (Adlestein, 1991), Cuando esie invade la célula
muscular se le denomina quiste; lo anterior provoca que el pez secrete
melanina como un mecanismo de defensa, logrando envolver al guisie para
formar un pseudoquisie o fibra miscular conteniendo al parasito (Tsuyuki et
al., 1982; Kudo et al., 1987),

Se han establecido hipdtesis de que las proteinasas responsables del
ablandamiento muoscular de merfuza del Paclfico son de origen parasitario
(Patashnik el al,, 1982, Kudo ef al,, 1987); sin embargo, estas hipdlesis han
sido modificadas debido a la ausencia de organelos productores de enzimas
en las esporas (Wasson, 1992, Seymour ef al., 1984), por lo que se cree gue
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la alta actividad proteolitica sea debida a una respuesla inmunologica a la

espora myxosporidian (Erickson et al,, 1983).

Los factores que afectan la distribucion del parésito en la poblacion de
merluza son la edad del huésped y el origen geografico de las muestras, La

prevalencia e inlensidad de la parasitacion, incrementa con la edad del

pescado. De acuerdo a la distribucion de la merluza, se ha enconirado un
mayor grado de infestacion de sur a norte, frente a las coslas de Estados
Unidos y Capada (Tsuyukief al,, 1982; Kudo ef &/, 1987, Adlestein, 1891).

Proteinasas. asociadas. al ablandamienio. Las enzimas prolecliticas asociadas
al ablandamiento muscular de merluza son de distintos tipos. Se ha reportado
la presencia de proteinasas alcalinas en fluldo sarcopldsmico de mosculo de
esta especie (Erickson el al, 1983), asl como la presencia de proteinasas
activas a pH acido y neutro (Tsuyukief al,, 1982, Patashnik ef al,, 1882),

Las calepsinas liberadas posmorten, son las responsables del
ablandamiento muscular en muchas especies, Estas se encuentran en mayor
cantidad en f{agocilos y lisosomas, y paricipan en los mecanismos

inmunolégicos celulares inducidos por condiciones patologicas (Seymourel

al., 1994),

Estudios de caracterizacién enzimatica con pH e Inhibidores, han
indicado que catepsina B es la enzima mas activa en fileles de merluza del
pacifico (An el al, 1994), seguida de catepsina C, H y L. Estas al parecer, son
las responsables de la degradacion muscular (Eriksonef al, 1883; An ef al.,
16984), siendo Ja catepsina L. la que presenta mayor actividad en surimi, debido
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a que no se remueve durante los lavados comprendidos en su procesamiento
(Seymour sl al,, 1994; An el al,, 1995). N

Aspectos Generales de [a Hidrolisis Enzimatica de Protelnas en Alimentos

Varios alimentos como gueso, salsa de soya, autolizados de pescado,
efc., son alimentos cuyas proteinas son semidegradadas por la accién de
enzimas proteoliticas. Estas enzimas pueden ser secreladas por
microorganismos presentes en la maleria prima o bien ser adiclonadas. La
hidrolisis enzimatica no difiere del proceso bioguimico que sufren la proteinas
por las protelnasas durante la digestion, por lo que ésta puede ser también
Hamada un proceso de predigestion (Adler-Nissen, 1986).

l.os hidrolizados de caselina y soya se comercializaron por primera vez
durante y despues de la segunda guerra mundial. El hidrolizado de caseina
fue utilizado en la formulacion de alimentos dietéticos por su gran valor nutricio
y el de soya en la industria de alimentos, por sus caracteristicas funcionales
de gran imporancia tecnoldgica.

La aplicacion de proteinasas o enzimas proleoliticas es una
metodologia cominmente utilizada para el mejoramiento de las propiedades
funcionales de las protelnas en los alimentos. Esta modificacién no dafa el
valor nufricio, no es toxica y puede ser especifica, ademdas la utilizacion de

enzimas en alimentos es aceptado por el pliblico.



La seleccion de los parametros de hidrolisis es de gran imporancia
para lograr este mejoramiento y mantener una calidad uniforme, La falta de
control en el proceso hidrolitico puede afectar otras propiedad como la
formacion de peptidos amargoes, con gran influencia en el sabor del producto
final (Feher y Haldsz, 1089, Smith y Brekke, 1884). El grado de hidrolisis, el
cual es definido en funcidn del porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados,
sirve como el parametro de control para la reaccion (Adler-Nissen, 1977).

Caracteristicas del Enlace Peptidico

Las proteinas estan estructuradas  por  monomeros  lHamados
aminoacidos, La literatura reporta 175 aminoacidos diferentes existenies en la
naturaleza, sin embargo, solo 20 de ellos son cominmente encontradoes en 1as
proteinas (Anglemier y Montgomery, 1985).

El grupo "R" del amincéacido (cadena lateral), representa una estructura
compleja y diferente para cada aminoacido. Este grupo puede estar cargado o
no, ser polar o no polar, alifdtico o aromatico e hidrofilico o hidrofébico. Estas
propledades tienen un impacto sobre la estructura y funcién de la proteina
(Anglemier y Montgomery, 1985, Badui, 1984),

Los péplidos y las proleinas son el producio de la unién heterogénea de
aminoacidos a través de enlaces peptidicos, que se& forman por una ’
condensacion entre el grupo carboxilo de un aminoacido y él grupo amino de
ofro, con la consecuente eliminacion de una molécula de agua. Se ha
encontrado que el enlace C-N, dentro det enlace peptidico, tiene cardcter de
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doble ligadura (40%), por o que es mas estable (400J/mol) debido a la
resonancia que existe entre los atomos O-C-N. Lo anterior impide a los
aminoacidos rotar libremente dentro de la estructura protelca (Anglemier y
Montgomery, 1985, Badul, 1984).

Ruptura Enzimatica del Enlace Peptidico

l.a hidrélisis de enlaces pepticos de una proteina comiunmente es
catalizada por enzimas proteoliticas’

R, H H R, H
| I Proteinasa | |
C-C-N-C-+ Hg(:) M I {i:: - GO0 + Ha*N - ? -

- |
HOo R, H R,

La susceptibilidad de una proteina para el alaque de proteinasas esta
relacionada a su estructura o niveles de organizacidn como lo son su
estructura primaria, secundaria, terclaria y cuaternaria.

La mayoria de las reacciones catalizadas por proteinasas (serinas) se
da en tres pasos: 1) La formacion de un complejo de Michaeglis-Menten, entre
la cadena peptidica original (sustrato) y la enzima, 2) El rompimiento del
enlace peptidico para liberar uno de los dos péptidos resultantes y 3) Un
ataque nucleofilico sobre el complejo para la liberacidn del otro peptido y
reconstituir la enzima libre (exopeptidasas y endopeptidasas), rindiendo
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diferentes productos finales. De esta manera se puede elegir la enzima que
origine los productos de hidrolisis deseados (Badui, 1984; Adler-Nissen, 1986).

La ruptura de enlaces peptldicos ocasiona una serie compleja de
evenlos que alleran la funcionalidad de las proteinas, a saber: 1) Un
incremento en el numero de grupos lonizables (-NH', -COOQ?, incremento
hidrofilico y de carga neta (Mahmoud ef al., 1992, Mahmoud, 1994), 2) Un
decremento en el tamafio molecular de la cadena polipeptidica, con una
resultante pérdida de su antigenicidad y 3) Una alteracion de la estructura
molecular que conduce a la exposicion de regiones hidrofobicas al amblente
acuoso (Mahmoud, 1994, Mahmoud el al., 1992; Adler-Nissen, 1986).

Enzimas Proteoliticas

Las enzimas son proleinas que catalizan reaciones con alto grado de
gspecificidad y eficiencia, Se encuentran presentes en todo organismo vivo y
son responsables de catalizar fa mayoria de {as reacclones que tienen lugar
en la célula (Wray, 1888; Haard, 1990). Las enzimas son obtenidas de
plantas, animales y microorganismos mediante la utilizacién de solventes
adecuados (Haard, 1992b,;1993).

Las enzimas proteoliticas son clasificadas de diferentes formas; una se
basa en los requerimientos de pH (proleinasas acidas, alcalinas y neutras),
otra por la habilidad para hidrolizar proteinas especificas (queratinasas,
colagenasas, elastasas, ete.) (Loffler, 1986, Asghar y Bhatti, 1987), También
en base a su origen, como las enzimas del pancreas (tripsina y quimotripsina),

L)
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def estébmago (pepsina y renina), de la papaya (papaina), elc,, 0 de acuerdo al
tipo de sustrato (proteinasas y peptidasas) (Asghar y Bhatti, 1987, Haard,
1992b).

La clasificacién mas satisfactoria para estudiar las enzimas proteoliticas
es la basada en su mecanismo de accion sobre diferentes sustratos. Esta
clasificacion es utilizada por la Comision de Enzimas de la Unidn Internacional
de Bloquimica (L.6ffler, 1988; Badui, 1984) y consiste de cuatro grupos: serina,
thiol, metal {0 inhibidas por quelacir&n con metales) y proteinasas acidas, las
cuales son distinguidas por su sensibilidad a varios inhibidores (Asghar vy .
Bhatti, 1987, Haard y Simson, 1894),

El extenso numero en el lipo de proteinasas hizo necesaria su
clasificacion en dos grupos mayorilarios: exopeplidasas y endopeptidasas.
l.as exopeptidasas son enzimas proteoliticas que hidrolizan enlaces peptidicos
a partir del grupo amino o carboxilo lerminal, mientras que las enzimas
endopeptidasas hidrolizan enlaces en una cadena polipeplidica distante a los
aminodcidos terminales. Sin embargo, estas udltimas no poseen absoluta
especificidad y pueden en ocasiones hidrolizar en menor grade enlaces
terminales (Asghat y Bhatti, 1887).

Aplicacion de enzimas._profeoliticas, Las proleinasas son las enzimas de
mayor uso, representando en 1985 alrededor de un 60% del total de las

enzimas ulilizadas en la industria alimentaria (Tood y Kinsella, 1988; Haard, '
1992a). Entre los principales usos que se les da en esta industria es el auxiliar
en el procesamiento de los productos, incluyendo: un buen horneado,
manufactura de quesos, ablandamiento de carne, desarrollo de sabor,
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eliminacién de turbidez en vinos y cerveza, obtencion de extraclos de sabor,
hidrolizados protelcos, etc. (Wray, 1988; Loffler, 1986, Haard, 1892a). En
fechas recientes, la industria pesquera las ha ulilizado para la remocion de
piel, membranas y escamas (Stefansson, 1988, Haard, 1992a, 1985, Haard y
Simpson, 1994). | .

Existen dos tipos de enzimas asociadas con los alimentos,; tas enzimas
naturales (endégenas) y las que son afladidas (exogenas) en el procesc para
lograr una modificacion en el producto final (Badui, 1984). La eleccién de
enzimas para ser aplicadas en la industria, depende de factores tales como
especificidad catalitica, pH optimo, estabilidad, actividad molecular, estabilidad
térmica, sensitividad a inhibidores especificos o sustancias inhibidoras como
el NaCl, etc. (Haard, 1993), Por ejemplo, la tripsina de pescado es muy
inestable a pH acido y estable a pH alcalino en contraste con la tripsina de
mamiferos; otro ejemplo es la renina utilizada en ta elaboracion de guesos, la
cual tiene una esirecha especificidad por los enlaces Phe-Met de la k-caseina
(Haard, 1993; Haard y Simpson, 1994).

Fuente. de. enzimas. protecliticas, Las enzimas ulilizadas en ia industria
alimentaria varian desde las provenientes de vegetales, como papaina, ficina
y bromelina (turbe-Chifias y Lopez-Mungula, 1986, Haard, 1992a; Lofler,
1986), las de organismos marinos y animales como  pepsina, tripsina,
quimotripsina, etc., las provenientes de fuentes microbianas (Haard, 1992a;
1002b Lofler, 1986), asl como enzimas producidas mediante la tecnologia del
DNA recombinante presentando una gran especificidad a sustratos y
caracleristicas de estabilidad (Gusek y Kinsella, 1988; Lofler, 1986).
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Susirato. de_proteinasas, El sustrato utilizado por las proteinasas son las .
proteinas, las cuales pueden provenir de fuentes vegetal, animal ©

microbiotégica, La hidrolisis enzimatica de protelnas en los alimentos

generalmente resulta en profundos cambios de la profeina tratada.

Frecuentemente estos cambios destruyen su funcionalidad, sin embargo, en

algunos casos, la hidrolisis provee un medio para impartirle propiedades

funcionates a las proteinas (Shimizu et al,, 1988). Estos hidrolizados pueden

cumplir con ciertas caracieristicas que la industria alimentaria requiere para su

wtilizacion (Adler-Nissen y Qlsen, 1979).

Proteina de soya. El uso de |la proteina de soya se ha incrementado en la
fabricacion de productos alimentarios tales como carnes procesadas; sin
embargo, el uso amplio en otro tipos de alimentos requiere mayor
investigacion de sus propiedades superficiales bajo  condiclones -
experimentales (Yu y Damodaran, 1991b).

Los hidrolizados de protelna de soya fueron una de las primeras
proteinas mejoradas a nivel comercial, mediante el uso de enzimas,
Actualmente es uno de los productos mas utilizados por la industria
alimentaria por sus caracteristicas funcionales (Adler-Nissen, 1986},

Proteina de leche. La produccion de hidrolizados de caseina, la proteina
principal de la leche, fue uno de los primeros hidrolizados disponibles
comerciglmente para la elaboracion de dietas especiales por su gran valor
nutricio (Adler-Nissen, 1986)., Ademas, la actividad emulsificante de estos
hidrolizados es mayor que 1a caseina y mucho mayor que la de las protelna
del suero (Chobert ef al,, 1988).
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Aclualmente varios procesos de hidrodlisis han sido patertados para la
elaboracion de sustitutos de huevo a parir de proteipas lacleas (Kuehler y
Stine, 1974).

El suero lacteo es un subproducto liquido en fa manufactura de queso y
caseina; éste, recientemenie ha sido considerado como un efluente del
proceso (Lelras ef al, 1981). Los concentrados de proteina de suero, son
utilizados ampliamente en la formulacion para infantes y enfermos con terapia
alimenticia. Poseen buenas caracteristicas de solubilidad, sin embargo su
habilidad para establilizar emulsiones y espumas es muy reducida (Turgeon y |
Gauthier, 1990). Presentan ademés una falta de homogeneidad en
composicion y una variabilidad en sus propledades funcionales, limitando con
elio sut utilizacion (Phillips ef al.,, 1890).

Tratamientos con calor a pH acido han modificado sus propiedades
funcionales, debido a que este tratamiento causa desnaturalizacion sin
agregacion, lo que resulta en un mejoramienfo de las propiedades
espumantes, solubilidad, viscosidad y gelificacion (Turgeon y Gauthier, 1990),
siendo la habilidad espumante su principal caracteristica funcional reconocida

por muchos afios (Kuehler y Stine, 1874),

La hidrélisis enziméatica ha logrado en parte mejorar las propiedades
funcionales de las protelnas del suero (Monty y Jost, 1978), En afios”
recientes, se ha incremeniado el inlerés en mejorar y desarrollar nuevos
métodos para utitizar los componentes del suero del queso (Leiras ef al,
1991).
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Proteina de Pescado. El proceso de produccion de hidrolizados de proteina de
pescado (HPP}), normalmente involucra una hidrolisis limitada de la materia
prima con proteinasas como fa ficina o papalna, inactivacion de la enzima,
fitracion del hidrolizado, concentracion y secado por aspersion del filtrado
(Sikorski y Naczk, 1981)

La falta de control en el proceso hidrolitico trae como consecuencia la
formacion de péptidos hidrofobicos de sabor amargoe (Maard, 1992a; Adler-
Nissen y Olson, 1879; Sikorski y Naczk, 1981, Quaglia y Orban, 1987); sin
embargo, la hidrolisis de proteina de pescado no presenta problemas serios a
esie respecto, por lo que quizas ésta sea un punto a favor para que los HPP
sean producidos a gran escala para ser utilizados en formulacion de alimentos
(Adler-Nissen, 1976)

L.os HPP tienen un alto contenido de aminoacidos esenciales, por lo
que son utillzados en dietas como componentes valiosos debido a gue
aumentan la utilizacion de proteinas de otras fuentes (Sikorski y Naczk, 1981;
Baca ef al, 1991). Estos se han utilizado como sustitutos de leche,
saborizantes de caldos (Haard, 1992a; Baca ef al, 1991), sopas, bebidas,
formulaciones para infantes (Hale, 1969) y en la forificacibn de dietas
terapéicas donde a los pacienies se les ha prescrite un alimento liquido
(Gusek y Kinsella, 1988).

Otras Proteinas, Existen otra gran diversidad de proteinas que han sido
modificadas enzimaticamente, con ta finalidad de mejorar sus propledades
funcionales; tal es el caso de la proteina del malz (Behnkeef al., 1988; Splitter
y Shipe, 1876), trigo (Caldwell, 1980, Kato ef al., 1891}, frijol (Deshpande y
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Nielsen, 1987: Romero y Ryan, 1978; ), cacahuate (Sekul y Qry, 1877), glrasol
(Parrado et al,, 1991), asl como proteinas de origen animal {Ledward y Lawrie,
1984: Smith y Brekke, 1984, Shahidief al., 1994),

Métodos Para Monitorear Reacciones de Proteinasas

Existe upa gran diversidad de métodos para monitorear la accion de
enzimas proteoliticas, los cuales ulilizan proteinas y compuestos sintéticos

como sustratos (Whitaker, 1984),

Un método ampliamente utiizado para monitorear la  actividad
proteclitica, es el cambio de solubilidad de una profeina en acido |
tricloroacético (TCA) (Liu y Pigott, 1881; Kimef al,, 1990; Bernardi ef a/., 1991; -
Hoyle y Merritt, 1994, Whitaker, 1684). En este metodo, los compuestos
solubles pueden ser determinados midiendo la absorbancia a 280 nm, o
mediante reacciones coloridas utitizando el methodo Lowry o Biuret (Whitaker,
1994). El método es rapido y preciso; sin embargo, no mide el nomero de
enlaces peplidicos que fueron hidrolizados, por io que no se recomienda para
estudios detatlados (Whitaker, 1994),

Lo anterior ha conducido al desarrollo de métodos mas precisos, los
cuales comunmente se utllizan en estudios o procesos que involucran
hidrdlisis de proteinas. La hidrolisis de proteinas es un proceso gue requiere
de un control preciso en el grado de hidrblisis para lograr un producto con

caracteristicas de calidad uniforme.
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Debido a la importancia de estos métodos en la elaboracion de
hidrolizados, algunos de ellos son descritos brevemente a continuacion;

pH Stat

El pH stat es un mélodo ampliamente utilizado en el control de la
hidrolisis de proteinas (Shahidi ef al,, 1994; Baca ef al, 1991, Turgeon ef al,
1991, Behnke ef al, 1089, Adler-Nissen, 1988). Et melodo es simple, rapido, |
reproducible y no destructivo. Su principio se basa en que los aminoacidos
poseen al menos un grupo amino primario (-NH2) y un grupo carboxilo (-
COOH). El grado de ionizacion de estos grupos durante la hidrdlisis va a
depender del pH de la reaccion y del pK de ionizacion (Adler-Nissen, 1986).

la hidrotisis de protelna estd acompanada de una liberacidn o consumo
de grupos "H. El controt de la hidrdlisis, se lleva a cabo manleniendo el pH
constante, pero debido a la liberacion de grupos carboxilos y aminos durante
la hidrélisis, se requiere de un gasto de acido o base para mantener el pH,
excepto en la region de pH 5-6 donde la liberacion y consumo de protones se
cancelan exactamente uno a otro (Adler-Nissen, 1986),

Cuando el pH se mantiene constante (ej. pH B.0), se obtiene una
relacion proporcional entre los equivalentes de enlace peptidicos hidrofizados
y los equivalentes de base consumida. Esta constante de proporcionalidad es
el grado de disociacion (), de los grupos amino {'H;N-}, donde:

a= 10P P41 0P
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El pK promedio de lps productos de hidrolisis puede ser determinado en
forma independiente, mediante la determinacion de los grupos aminos que son
iberados durante ia hidrolisis, {ver seccion de materiales y métodos,
procedimiento del acido trinitrobencilsulfonico (TNBS)).

La ecuacion que relaciona el grado de hidrolisis (GH) al consumo de

base estd dado por:

% GH= BxNux(1/c)x(1/MP)x(1/H,)x 100

donde;

B= Consumo de baseenmi. o L N=Normalidad de la base
w= Grado de disociacién promedio de los gruposo-amino
MP= Masa de proteina (NxFy) en g o kg

he Numero total de enlaces peptidicos en la proteina (meqv/g de proteina).

L.a utilizacién de! pH stat en hidrdlisis de proleinas, requiere ser-
estandarizado utitizando meétodos precisos (valores absolutos) {TNBS o OPA)

para obtener valores estimados, confiables (Turgeonet al., 1891).

Grupos Aminos Libres (TNBS y OPA)

La determinacion del grado de hidrélisis de la proteina por métodos
precisos (absolutos) y no estimados, se obtiene mediante la cuantificacion de
los grupos aminos libres por meétodos quimicos. Entre los métodos mas
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comunes estan el de la reaccidn con el acido trinitrobencilsulfénico (TNBS) y
el o-phthaldialdehide (OPA). Estos métodos difieren principalmente en la
rapidez, tipo de interferencias, asi como el grado de peligrosidad de los

reactivos que ulilizan (Turgeon et al,, 1991).

Otros Metodos

Existen olros métodos para determinar el grado de hidrolisis de
proteinas los cuales son poco utilizados. Tal es el caso del método de
titulacidn del formaldehido (Kuehler y Stine, 1974; Mahmoud ef al., 19882), e
método fluorumétrico de la fluorescamina (Turgednel al, 1991), ete, Entre los
mélodos que pueden aplicarse durante el procesamiento estan la viscometria
(Adler-Nissen y Olsen, 1978; Mahmoud, 1994) y osmometrla (Nijpels ef al, ’
1980; Mahmoud, 1994), los cuales presentan un gran potencial para ser
utilizados como el pH stat en la produccion de hidrolizados de proteina,

Aplicacion de Hidrolizados en la Industria Alimeniaria

La hidrdlisis enzimatica de protelnas es un método disponible para la
recuperacion de protelnas de subproductos o excesos de la indusina
alimentaria. Para la industria pesquera en particular, es una alternativa viable
para la utilizacion de especies marinas de bajo valor comercial las cuales
gomunmente son sub-utilizadas o no aprovechadas (Karmas y Lauber, 1987,
Haard, 1992a). |
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La protedlisis o hidrolisis enzimatica de proteinas tiene un efecto sobre
el valor nutricio y propiedades funcionales de las protelnas nativas. En
algunos casos, este efecto puede ser benéfico, mientras que en otros puede
disminuir ta calidad y aceptacion de fos alimentos (Gusek y Kinsella, 1988;
Mahmoud ef al, 1892; Haard, 1992a). Los hidrolizados de proteinas deben
presentar caracteristicas de funcionalidad que la industria alimentaria requiere,
para su aplicacién en fa formuiacion de alimentos. Estas pueden variar
dependiendo del tipo de alimento que se desee elaborar, asi como det desting
que se le va dar al mismo, ya sea para consumo humano o animal, |

Alimentacion Animal

Actualmente existen una gran diversidad de hidrolizados de proteinas,
siendo fos mas comunes, los de soya, suero de leche y de pescado, Los
hidrolizados y concentrados de proteina que carecen de funcionalidad,
comiOnmente se utilizan en la formulacion de dielas para alimentacidn animal,
aportando Unicamente el componente nutricio. Su utilizacion es reducida y
poco deseable en la formulacion de alimentos donde se requiere de cleria
funcionalidad (Baca ef al., 1991).

L.a elaboracion de ensilados de pescado dala desde la segunda guerra .
mundial. Su proceso de elaboracion consiste en almacenar con dcido los
desechos de pescado o especies de bajo valor comercial, que mediante la
accion de las enzimas a bajos pH producen rapidamente un producto liquido,
el cual sirve como suplementacion de proteina en la alimentacidn de animales
{Gildberg, 1983, Raghunath y McCurdy, 1991).
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1.as peptonas son productos obtenidos de la degradacion de proteinas;
estas comunmente se utilizan como medio de cultivo para el desarrollo de
microorganismos. La proteina utilizada para su produccion proviene del

desecho de los lugares de malanza, no obstante la fuente principal de,

peptonas de alla calidad es la caseina. Debido a la expansion de la
biotecnologla, se ha originado un incrementado en la demanda de sustratos
para el desarrolio de microorganismos los cuales son aplicados en procesos
biotecnologicos (Gildberg ef al, 1989; Sripathy ef al, 1962). Lo anterior ha
llevado a la preparacion de hidrolizados de pescado ricos en peptonas a partir
de especies de bajo valor comercial medianie la adicion de enzimas (Gildberg
et al,, 1989; Sen et al, 1862; Sripathy et al., 1962),

Estudios nutricionales realizados en Francia sobre la elaboracion de
sustitutos de leche descremada, han logrado remplazar dos terceras partes de
la proteina de leche para lechones con hidrolizados de proteina de pescado,
sin detectar efectos negativos en el desarrollo y/o eficiencia del alimento en
los animales, debido a las caracteristicas nutricias gue presentan las proteinas.
de pescado (Adler-Nissen, 1986, Bacaef al, 1991).

Actualmente, los desechos y subproductos de la industria procesadora
de productos pesqueros (agua del lavado, agua de cola, mascuio obscuro,
etc.) son recuperados y destinados cominmente a la alimentacion animal
(Nakajima et al., 1992; Tarky et al, 1973). Este uso ha sido cuestionado y es
{ema de estudio, ya que jos compuestos de bajo peso molecular derivado de
la hidrolisis de las proteinas presenies en esos subproductos, pueden ser
utilizados para la produccion de aminoécidos, extractos y sasonadores
(Nakajima ef al., 1992).
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Alimentacion Humana

l.os hidrolizados de proteina disponibles comercialmente para uso en
alimentos, aparecieron durante la segunda guerra mundial, eén dos diferentes
contextos, Hidrolizados de caselna utilizados en alimentos dietéticos y
proteina de soya modificada con pepsina, presentando en forma ideal cada
uno de ellos las cualidades deseadas de valor nulricio y propiedades
funcionales para el primero y segundo respectivamente. El significado del
valor nutricio del primero es obvio, mientras gue las propiedades funcionales
del segundo poseen importancia tecnoldgica en la elaboracion de alimentos
(Adler-Nisen, 1986).

Actualmente, la produccion de productos fermentados de pescado.
tienen una gran aceptacion en el sureste de Asia, siendo la salsa de pescado
{Nampla) e} producto fermentado de mayor iradicidén, Este es elaborado a
partir de pescados pequefios o de desecho, utilizando una alta concentracion
de sal y almacenandolo por largos perfodos (6-12 meses), durante el cual las
enzimas proteoliticas actitan produciendo una solucion rica en pequefos
péptidos y aminoacidos libres (Chaveesuk ef al,, 1993, Gildberg, 1893, Mclver
et al,, 1982).

l.a salsa de pescado, es utilizada como condimento para mejorar el
sabor, aroma y contenido nutricio de platilios de arroz. Actualmente se estima
una produccion anual de 250,000 tons de este producto solo en el sureste de
Asia (Chaveesuk ef al,, 1993; Gildberg, 1993). Una limitante en su produccion,

es e largo periodo de almacenamiento durante su elaboracion (6-12 meses), -

sin embargo, se ha logrado reducir este tiempo a 2 meses, mediante la adicion
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de preparados enzimaticos sin afectar la calidad del producte (Chaveesukel
al., 1993),

La hidrblisis de proteinas es efecliva para destruir interacciones y
enlaces entre ciertas proteinas y compuestos no deseables. Estas proteinas
en forma nativa podrian no ser utilizadas por presentar caracteristicas que las
hacen indeseables al consumideor, por su olor, color y sabar, asi como por la
presencia  de faclores toxicos o anti-nutricios que disminuirian  su
aprovechamiento (Garcla-Chaconef al.,, 1890).

Los hidrolizados de proteinas con propiedades funcionales bien
definidas, pueden cumplir con cierlas funciones que la industria alimentaria
requiere para su utilizacién, Sin embargo, un uso amplio de hidrolizados de
proteinas en los alimentos, requiere de un controt culdadoso del sabor y la
funcionalidad de los productos durante su hidrdlisis vy subsecuente
procesamiento, para obtener un producto de calidad reproducible (Adler-
Nissen y Olsen, 1879),

Apligaciones clinicas de. los hidrolizados, La aplicacién de hidrolizados de
proteina en formulacion de dietas para uso clinico, Inicid en los afios 40's. Su

funcion era manlener &l estado nutricio de pacientes que por diversas

razones, no podian consumir proteinas intactas (Adler-Nissen, 1986; .
Mahmoud el al, 1992; Schimidl et al, 1984). Actuaimente son Hilizados en

tratamientos de pacientes con enfermedad de Crohn's, sindrome del intestino

corto, fistulas, pancreatitis, traumas severos y alergias alimentarias (Schmidl

et al., 1994, Mahmoud, 1994).
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Los hidrolizados de proteina de pescado tienen un alto contenido de
aminoacidos esenclales, por lo gue son ulilizados en dietas como
componenies valiosos debido a que aumentan la wtilizacion de proteinas de
otras fuentes (Sikorski y Naczk, 1981; Baca el al., 1991). Estos, se utilizan en
la fortificacion de dietas terapéuticas donde a los pacientes se les ha prescrito
un alimento liquido (Gusek y Kinsella, 1988). Sin embargo, problemas de
sabor amargo pueden producir el rechazo de algunos paclientes cuando estos
productos son ingeridos por la boca (Adler-Nissen, 1986; Schimidt ef al,, 1994).

Se han realizado estudios de elaboracion de hidrolizados bajos en
fenilalanina utifizados en el tratamiento de pacientes con problemas de
fenilcetonuria, Este proceso consiste en un tratamiento con carbon activado o
resinas de intercambio idnico después de la hidrolisis, con lo cual se ha
logrado eliminar en un 82% el contenide iniclal de fenilalanina (Lopez-Bajonero

ef al., 1991) y compuestos de sabor amargo (Adler-Nisen, 1986).

Otra aplicacion clinica de los hidrolizados es el disefio de formulas para
infantes alérgicos, a partir de la hidrolisis de proteinas del suero o caseina. En |
este caso, una hidralisis extensiva es esencial para hacer que los productos
resultantes no presenten actividad inmunclégica (Mahmoude! al,, 1982)

Todo lo anterior es de gran importancia para la industria procesadora de
productos marinos, ya que la produccion y aplicacion de hidrolizados de
proteina de pescado en la formulacion de alimentos de alta calidad nutricia, es
una oportunidad de aprovechar recursos pesqueros de bajo valor comercial en

la alimentacién humana.
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Formulacion_de_alimenies. Las propiedades funcionales de los hidrolizados
son importantes desde el punto de vista de la tecnologia de alimentos, ya que
estas propiedades se van a manifestar en el alimento contribuyendo a su
sabor, textura y apariencia final (Kinsella, 19786),

Mediante las modlficacién y el control de las condiciones de hidrolisis
de protelnas, es posible obtener hidrolizados con propiedades funcionales, en
algunos casos mejores que la proteina criginal (Shimizuef al,, 1886, Quaglia y
Qrban, 1987, Adler-Nissen y D.Iwn, 1979), que puedan ser aprovechadas por
la industria alimentaria. Enire estas se pueden mencionar. solubilidad,
capacidad emulsificante y espumante (Adler-Nissen y Olsen, 1989; Shimizuet
al, 1986).

La elaboracion de hidrolizados funcionales requiere de un control en el
proceso hidrolitico. El grado de hidrélisis (GH) es el parametre de control para
obtener una calidad funcional reproducible (Adler-Nisen, 1988, Mahmoud,

1994).

Entre las propledades funcionales mas imporantes de las proteinas se
encuenira la solubilidad, viscosidad, emulsificacion, espumeo, gelacion y
afributos del sabor. Estas son comunes en protelnas intactas pero pueden ser
modificadas mediante la hidrdlisis enzimatica. Estas nuevas propiedades van
a depender en gran medida del tamafo molecular o grado de hidrélisis (Adler-
Nissen, 1986; Mahmoud ef al,, 1992, Mahmoud, 1994),

Los péptidos pueden ser ulilizados como ingredientes alimentarios
durante la elaboracidén y procesamiento de alimentos; lo anterior requiere
informacion sobre las propiedades funcionales que estos imparten como
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resultado de la hidrélisis enzimatica de las proteinas originales (Chobertef al,
1989; Shimizu ef al,, 18986; Mahmoud et al., 1902).

Varias aplicaciones de hidrolizados se han desarrollado exitosamente a
nivel comercial, aprovechando la caracleristicas fisicoquimicas que presentan,
Entre estas aplicaciones se encuentra la elaboracion de bebidas carbonatadas
(Olsen y Adler-Nissen, 1978, Adler-Nissen, 1886; Frokjaer, 1994), bebidas
para deportistas (Frokjaer, 1594), productos embutidos (Vallejo-Cordoba el
al, 1986 Satterlee ef al, 1973), aderezos para ensalada, maymnmaa.
{Gauthier et al,, 1993), merengues (Kuehler y Stine, 1974), suplementacion de
proteinas (Yafiez el al, 1976, Marinou et al, 1974), eic, todas con

caracleristicas aceptables,

Funcionatidad de Proleinas Parcialmente Hidrolizadas

La industria alimentaria se encuentra en constante bisqueda de nuevas
proteinas que pudiesen ser ulilizadas como ingredientes en la manufactura de
alimentos, por las caracteristicas fisicoquimicas que presentan (Kinsella, 1976,
Arteaga ef af., 1993),

Las propiedades funcionales de las proteinas dependen de factorea‘
intrinsecos tales como composicion, conformacion y homogeneidad de la
fuente de protelna, asi como por los métodos de procesamiento y condiciones
ambientales (Badui, 1984; Nakalet al., 1991, Kinsella, 1970).
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L.as proteinas son los componentes esenciales en los alimentos por sus
caracteristicas nutricionales y funcionales. El Cuadro 2 muestra las
caraclerislicas funcionales mas importantes de las protelnas y su aplicacién
en  alimentos: como  caracleristicas  funcionales importantes se han’
mencionado:; solubilidad, capacidad emulsificante, habilidad de atrapar agua
ylo grasa, propiedad espumanie y desarrollo reolégico (Giese, 1994, Saterlee,

1981).

Cuadro 2, Propiedades funcionales de las proteinas y su aplicacion en alimentos,

Funcidn Aplicacion

Nutricion Formulas para infantes, alimentos
enriguecidos con profeina

Solubitidad Bebidas, alimentos liquidos o himedos

Viscosidad Sopas, salsas, aderezos para
ensaladas, yoghurt

Absorcion de Agua Froductos carnicos y marinos,
horneados, yoghurt .

Adhesion/Cohesidn Carnes, embutidos, pasta, horneados

Emulsificacion Emulsiones, aderezos para ensalada,

salsas, horneados

Espumado Confiteria, horneados, betun,
merengues, postres congelados

Fuentie: Giese, 1994,

Del uso potencial que tienen las enzimas en la industria alimentaria, la
hidrolisis enzimética es la tecnologia mas ampliamente utilizada para la
modificacion de proteinas y mejoramiento de sus propiedades funcionales



(Chobert et al,, 1988, Adler-Nissen, 1986). Los péplidos producidos tienen un
menor peso y tamafio molecular, menor estructura secundaria que ias
proteinas nativas por lo que puede esperarse que incrementen su solubilidad
cerca del punio isceléctrico, presenten una menor viscosidad en
solucidn/suspencién y significantes camblos en sus propiedades superficiales
(Gauthier ef al., 1993).

No obstante estos péptidos pueden ser utilizados en la produccion de
alimentos, sin embargo existe poca informacion sobre sus propiedades
funcionales (Chober ef al,, 1988; Shimizu et al,, 1986; Gauthier et al., 1993,
Lee ¢! al, 1987a; 1887b). Las caracteristicas funcionales de los hidrolizados,
van a estar definidos por el tipe de proteina hidrolizada y la estructura y
composicion de los péplidos resultantes. Debido a la importancia de las )
propiedades funcionales en fa formulacién de alimentos, algunas de estas son

descritas a continuacion.

Solubilidad

L.a solubilidad de las proteinas es reconocida como la propiedad que
tiene mayor influencia en el comporamiento de la molécula proteica y que

afecta sus otras propiedades,

Entre los factores que afectan esta propiedad se encuentra el pH,
temperatura, disolventes y fuerza iénica (Badui, 1984).

L.a solubilidad es un reflejo del balance de cargas e hidrofobicidad de la ‘
molécula protelca, lo cual afecta su inferaccién con el solvente y con otras
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moléculas de proteina (Nakai et a/., 1991). Por otro lado, la desnaturalizacion
de protelnas implica en algunos casos perdida de funcionalidad, la cual se
manifiesta comiinmente como perdida de solubilidad, reduciendo de esta
forma sus propiedades surfactantes (Kinsella, 1976)

Las propiedades funcionales que presenten los hidrolizados en un
rango amplio de pH, es de gran importancia ya que van a definir en gran
medida su uso potencial en la formulacidén de alimentos (Badui, 1984). El
proceso hidrolitico de proteinas produce péptidos altamente solubles,
encontréndose gue a medida que aumenta el grado de hidrolisis la solubilidad
aumenta. |.os productos formados por la hidrélisis tienden a ser solubles en el
punto isoeléctrico (pH 4-5), donde ta mayoria de las proteinas generaimente
precipilan (Olsen y Adler-Nissen, 1970, Shimizu et al, 1986, Quaglia y Orban,
1987 Kim et al., 1990; Frokjaer, 1894), debido a su menor estructura y a la
generacion de nuevos grupos amino y carboxilos, resultado del rompimiento
del enlace peptidico (Mahmoud, 1994, Adler-Nissen, 1986),

Estudios asociados a la solubilidad y propledades superficiales de los
polipéptidos resultantes de la hidrdlisis son necesarios para un mejor
entendimiento de su comportamiento en un sistema alimentario (Shimizu et
al, 1986), El| estudio de las pmpiedadea funcionales de los productos.
pbtenidos por hidrolisis de proteinas, generalmente van acompanados de la
determinacion de solubilidad a distintos pH. Lo anterior debido a la gran
importancia que tienen actualmente estos ingredientes en la industria
alimentaria, siendo la solubllidad la propiedad que va a definir en gran medida

el desarrollo de las otras propiedades,
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Emulsificacion

Se ha postulado que la solubilidad es una de las propiedades
funcionales mas importantes de las proteinas e hidrolizados, sin embargo la”
polaridad y la hidrofobicidad juegan también un papel relevante en la
funcionalidad de estos compuestos (Nakaie! al., 1991). Diversos estudios han
reportado una correlacion de estas propiedades con la habilidad de emulsificar
y estabilizar emulsiones, sin embargo, otros investigadores sefalan que no
existe tal correfacion (Voulsinas ef al., 1983).

Las emulsiones son sistemas dispersos conteniende dos fases
distintas: una fase continua y una segunda fase que se encuentra dispersada
en pequefas gotas (Schuct, 1976; Halling, 1881). Las proteinas y los
polipéptidos obtenidos de la hidrolisis de proteinas, actdan como
emulsificantes reduciendo la tension superficial entre tas dos fases, evitando

asi su separacion.

El proceso de absorcion de la proteina o polipéptido a la interface
durante la emulsificacion, se cree que se realiza en tres fases: 1) la proteina
nativa soluble se difunde a la regibn de contacto, 2) penetra a la interface
aceite;agua y 3) ocurre un cambio superficial donde la proteina absorbida
toma un nuevo arreglo inserlando grupos hidrofébicos en el aceite para formar
un estado de energla libre mas favorable, lo cual resulta en la formacion de
una pelicula proteica que rodea los globulos de grasa (Choberte! al, 1988,
Fligner y Mangino, 1981, Smith y Brekke, 1984).
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i.a solubilidad de proteinas es un prerequisito importante para la
formacion de la pelicula proleica, debido a gue es critica la rapida migracion y
absorcién en la interfase (Chober et al,, 1988). lgualmente imporlante son la
flexibilidad conformacional, hidrofobicidad y viscoelasticidad de la pelicula

imerfacial (Fligner y Mangino, 1881).

Las propiedades emulsificantes de lag proteinas como ingredientes en
los alimenios han sido discutidas y evaluadas en términos de su capacidad
emulsificante, actividad emulsificante, estabilidad emulsificante, etc. Varios
mélodos se han desarroflado para medir estos indices, difiriendo algunos en
sus principios, ademas de presentar factores que influyen en la evaluacion.

La capacidad emulsificante {CE) se mide como la maxima cantidad de :
aceite que es emulsificado bajo condiciones éspeaiﬁcaa para una cantidad de
proteina estandar (Schut, 1976; Halling, 1981, Hamm, 1986). La cantidad de
aceite requerida por la solucién proteica para cambiar la emulsion de aceite en
agua (O/W) a agua en aceile (W/Q), es congiderada como la capacidad
emulsificante. Esta propiedad es afectada por la concentracion de proteina,
solubilidad, pH del medio, concentracion de sucrosa y clorure de sodio
{Schuct, 1976), ademas de factores externos como el disefio del equipo,
velocidad del homogenizador, tamafio del contenedor, velocidad de adicion del

aceite, tipo de aceite, elc. (Pearce y Kinsella, 1878).

Varios métodos se han ulllizado para detectar el cambio de fase de la
emulsion durante la determinacion de la CE, enfre los que se encuentran la
observacion visual, cambios de viscosidad, utilizacion de colorantes solubles ’
en aceite y el mas aceptado, la aplicacion de un voltimetro (Weeb et al,
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1970). En este Ultimo, un aumento abrupto en la resistencia al paso de la
corriente es detectado como el cambio de fase, lo cual indica que la capacidad
de la protelna para emulsificar aceite ha sido excedida (Halling, 1981, Pearce

y Kinsella, 1978).

El valor de CE no represenia una propiedad tnica de la proteina bajo
prueba, sino una propiedad del sistema de emulsién, equipo y meétodo
utilizado. No refaciona la cantidad de proteina o emulsificante requerido para-
producir una emulsion satisfactoria, cuando la captidad de aceile es menor
que el requerido para la inversidén de fase (Schuct, 1976, Pearce y Kinsella,
1978).

El Indice de actividad emulsificante (JAE) es otra metodologia para
evaluar las propiedades emulsificantes de proteinas, Esta {écnica expresa la
propiedad en unidad de area interfaseal estabilizada por unidad de peso

(m*fg).

L.as diferencia mas importante entre {a IAE y CE, es que la primera se
basa en la relacion de la turbidez de una emulsion y su area interfaseal, la
cual se encuentra relacionada a la habilidad de la proteina para absorber y
estabilizar la interfase acelle-agua, en este método el radio proteina:aceite en
la formacién de la emulsidn se mantiene constante para lodas las muestras, |
En la determinacion de CE la solucion de proteina es titulada con aceite hasta

el rompimiento de la emulsion,

Ofra propiedad emulsificante de las proteinas es el indice de estabilidad
de emulsion (IEE). Desde @l punto de vista operacional, una emulsién estable
(EE) es cuando el desarrollo de separacién de fases como el cremado,
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floculacion y/o coalescencia en un producto (Figura 2), se manifiestan en
forma ienta (Halling, 1981). Estos procesos pueden ocurrir por separado ¢ en
forma conjunta (Pearce y Kinsella, 1878, Halling, 1981).

Toda definicion de estabilidad emulsificante (EE) establece que el
rompimiento de cualquier emulsion, independientemente del proceso, depende
de la temperatura, fuerza gravilacional y conceniracidon de aceite en la
emulsion (Fligner y Manguino, 1991; Pearce y Kinselta, 1878). La EE se mide
en cantidad de aceile o crema separada de una emulsion durante cierto
perfodo, mantenida a una temperatura y fuerza gravitacional determinada
{Huber y Regenstein, 1988, Hamm, 1986).

La capacidad de una proteina para estabilizar una emulsion se
relaciona al érea interfaseal que esta cublerta por la proteina disponible,
donde la estabilidad va a estar relacionada a la constancla de esa area
interfaseal, principio en el cual s& base el indice de estabilidad amutaiﬁcaniel
(IEE).

La literatura reporla extensivamente la evaluacion de propiedades
emulsificantes de protelnas por diferentes meélodos y en diferentes
condiciones (Pearce y Kinsella, 1978, Schut, 1976, Halling, 1881). La
extrapolacion de datos de un mélodo a otro es casi imposible. Para tener una
aceptacion y uso universal, es necesario determinar propiedades basicas de
las proteinas bajo condiciones especificas y utilizar estas para explicar y
predecir propiedades funcionales (Pearce y Kinsella, 1878, Li-Chan et al,
1684),
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{.a modificacion de proteinas generalmente involucra tratamientos con
calor, cambios de pH, alquilacién e hidrélisis enzimatica, lo cual frae como
consecuencia cambios en su conformacion y estructura, modificando sus
propiedades fisicoquimicas. Estas modificaciones resultan, en ocasiones, en
una mejorta de las propledades emulsificantes de la proleina tratada
(Voutsinas et al,, 1981, Shimizu et al, 1986, Lee et al, 1087a.b; Chobert ef
al., 1988; Parris, ef al, 1891). Este mejoramiento se debe al aumento de
grupos hidrofébicos disponibles, los cuales facilmente pueden orientarse a la
imterface aceite;agua y mejorar sus propiedades emulsificantes. Sin embargo,
debe considerarse gue clertas alleraciones en 1a estructura de las proteinas
pueden producir cambios drasticos en su conformacion, que pueden reflejarse
en resultados no esperados (Fligner y Mangino, 1981).

Actualmentes, los estudios sobre propiedades funcionales de las
proteinas en alimenlos han puesto mucho énfasis en las propiedades
superficiales espumantes y emulsificantes, debido a que son elementos
criticos en el desarrollo del uso de nuevas proteinas en la formulacién de
alimentos (Kato, 1981), A este respecto, algunos investigadores solo
relacionan estructura con funcidon (Nakaiet al,, 1991), mientras que otros, solo

composicion con funcién (Fligner y Mangino, 1991).

A pesar de que solubilidad es una caracteristica importante para ia
capacidad emulsificante de emulsiones carnicas, esta no es es buen predictor
de las propiedades funcionales en general (Li-Chan et al, 1884). Varios
estudios han apoyado que la hidrofobicidad superficial de proteinas es el
factor importante estructural que gobierna sus propiedades funcionales {Kato,
1991). La hidrofobicidad de proteinas es una variable estructural cominmenie
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utitizada para predecir la funcionalidad de proteinas en alimentos, tales como
su habilidad emulsificante y espumante. Sin embargo los datos publicados de
hidrofobicidad de proteinas no son consistentes, debido a los diferentes -
principios en que se basan los mélodos empléadnﬁ {Nakaiel al., 1991).

Diversos estudios han utilizado los parametros de solubilidad (s) o
hidrofobicidad superficial (So) para predecir propledades funcionales de
proteinas, obieniéndose buenas correlaciones. El uso conjunto de ambos
parametros (s y 5o0), resulta en predicciones mas exactas para las
propiedades emulsificantes, espumantes y gelificantes (Voutsinasef al,, 1983,
Li-Chan ef al., 1984; Arteaga ef al,, 1993, Arleaga y Nakai, 1993),

Aungue se ha reportado una buena correlacion entre la capacidad
amulsificante e hidrofobicidad de las proteina; Chobertel &/, (1988), sefialan
que la habilidad emulsificante de las proteinas depende también de la
distribucion de residuos hidrofébicos e hidrofilicos de la cadena polipeptidica,
como en el caso de la miosina (Schut, 1976). Por otro lado, ha sido reportado
gue la propledad de emulsificacion estd relacionada a la accesibilidad de
grupos hidrofobicos en la superficie, mas que en el namero total de grupos
hidrofébicos presentes (Fligner y Mangino, 1991).

Gauthier ef al. (1993), reportan correlaciones entre actividad superticial
y longitud de la cadena del péptido, estableciendo, en forma general, que un
péptido debe fener una longitud minima de 20 residuos para poseer buenas

propiedades emulsificantes e interfaseales.

L.as caracteristicas superficiales que presentan los péptidos resultanies
de la hidrolisis de protelnas son muy complejas pudiéndose encontrar un
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efecto sinergista entre ellos, (Shimizu ef al., 1986; Lee et al, 1967a; 1987b).
Esto hace necesario fealizar estudios mas detallados del comporamiento de
los polipéptidos resultantes de la hidrélisis enzimatica de proteina,

Espumado

La propiedad espumante de las proteinas es una caracleristica
requerida para su utilizacion en cierto tipo de productos alimentarios como
merengues, bombones, postres congelados y productos de panificacidn,

Las espumas al igual que las emulsiones, son un sistema disperso .
formado por dos fases distintas. Una fase liquida (agua) continua rodeando a
una fase dispersa (aire), donde las proteinas (surfactantes) se acumulan en la
interfase aire-agua (Halling, 1981). La caracteristica del desarrolio interfaseal
de las protefnas refleja las interacciones fisicas, las cuales estan influenciadas
por la composicion y conformacion de la proteina en solucién y la Interfase
aire;agua (Waniska y Kinsella, 1979, Phitlips et al,, 1980).

Debido a la importancia de las caracteristicas espumantes de las
proteinas en la industria alimentaria, se han realizado una gran variedad de
estudios para examinar el desarrollo espumante de proteinas bajo diferentes
condiciones (Kinsella, 1976). Estos estudios han demostrado que diferentes
factores tales como pH, temperatura, presencia de sales, tipidos y fuente de
proteina, afectan el desarrollo espumante (Phillips el al., 1900). Otras .,
investigaciones han sido dirigidas a estudiar 1a relacion de las propiedades
espumantes con las propiedades fisicas y quimicas superficiales como
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presion, concentracion, elasticidad y viscosidad (Althea-Ann y Nakai, 1983; Yu
y Damodaran, 1981a, 1991b; Zhu y Damodaran, 1994),

El método utilizado para la formacion de la espuma es el de mayor
efecto sobre esta propiedad de la proteina evaluada. En base a ello, varios
métodos se han ulilizado para producir y caracterizar espumas formadas por
proteinas; los mas comunes son batido, aghtacion y aeracion. La diferencia,
mas importante entre estos, es la cantidad de proteina ulilizada y la forma
como es formada la espuma (Halling, 1981, Waniska y Kinsella, 1978).

El primero ha sido preferido para la mayorla de las evaluaciones de
espumeo de las proteinas. Este método produce espumas que pueden ser
medidas por el incremento en & volumen de la espuma, gravedad especifica
ylo viscosidad (Halling, 1981). Sin embargo, la gran cantidad de proleina
requerida (3-40%), el incremento de temperatura de la solucion durante el
batido y la falta de conocimiento del proceso de formacién de espuma limita su
uso en estudios basicos (Halling, 1881, Waniska y Kinsella, 1879).

El segundo se realiza mediante una rapida agitacion de una solucion
proteica (1%) contenida en un cilindro graduado, midiendo el volumen de la
espuma producida. La canlidad de proteina utiizada por esie meétodo es
menor, sin embargo como en el métode anterior, el répido movimiento
incrementa la temperatura de la solucion proteica. En este método, el volumen
de la espuma producida estd limitada por las dimensiones del contenedor
mientra que en los otros mélodos no (Halling, 1981, Waniska y Kinsella,
1979).
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El tercer mé#lodo es el de aereacion, este se realiza mediante la
inyeccidén de gas a fravés de un solucion proleica que se encuentra en una
columna con un filtre poroso fijo en el fondo, generando de esta forma mas "
rapidamente la espuma. Este procedimienio es muy reproducible ya que el
tamafio de ia burbuja es uniforme (Hailing, 1881). El equipo de aereacion
puede ser modificado para mantener ja solucion de proteina y la espuma en la
columna a la temperatura deseada. De igual forma, puede adaptarse a
cantidades pequenas de proteina (0.01-2%), por lo que es muy adecuado para
estudios basicos (Halling, 1981; Ferreira et al., 1995; Yu y Damodaran, 1991a,
1991b). La capacidad espumante puede ser detlerminada por el radlo entre el
volumen del gas en la espuma, el volumen de gas esparcido o por el maximo

volumen de espuma y el flujo del gas (Waniska y Kinsella, 1979).

Para gue una proteina presenie buenas caracteristicas surfactantes
debe poseer dos propiedades moleculares, una perteneciente a su capacidad
espumanie y otra relacionada a su estabilidad (Yu y Damodaran, 19913."
1981b). Desde el punic de vista operacional la habllidad de una proteina para
formar espuma es esencial, tanto como su estabilizacion. El conocimiento del
mecanismo involucrado en la estabilidad de la espuma es reducido (Yu y

Damodaran, 1991a).

Durante la formacion de la espuma, ia fuerza de corte estd involucrada
en los tres métodos. En ef método de agitacion y batido, la espuma es
formada y rota por la fuerza de corte utilizada; en el método de aereacion la
ruptura de la burbuja es solo funcion del grosor y viscoelasticidad de la

membrana interfaseal, (Waniska y Kinsella, 1979),
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Una de las limilaciones para entender los eventos microscopicos y
macroscopicos que llevan al colapso de la espuma, es la carencia de metodos
disponibles para estudiar la cinélica de la desestabilizacion de espumas.
Varios méfodos han sido desarrollados para estudiar la estabilidad de
espumas; entre ellos se cuentan: drenado de liguido (Waniska y Kinsella,
1079; Baldwin y Sinthavala, 1874, Ferreira ef al, 1995), decaimiento del
volumen de la espuma (Althea-Ann y Nakai, 1983), conductividad de espumas
(Kato ef al,, 1983), asi como 1écnicas folograficas (Andersonet al., 1887).

l.a medicién del liquido drenado de a fase taminar de la espuma es el
mas utilizado, pero provee solo una ilustracion cruda de la estabilidad de la®
espuma. Ademas, el drenado no es el Onico factor responsable para el
rompimiento de {a espuma. La medida del rango de decaimiento del area
irMerfaseal de las espumas, es una variable mas fundamentada gue
proporciona mayor informacion sobre los procesos microscopicos que afectan
su estabilidad (Yu y Damodaran, 1981b). Los procesos microscopicos
involucrados en la establlidad de espuma, son &l drenado gravitacional del
liquido y la desproporcion en tamafio de las burbujas, debido a la difusion de
gas Interburbujas, La magnitud de estos eventos son afectados por el pH,
temperatura y presencia de agentes reduclores (Yu y Damodaran, 1981a),
ademas de la viscoelasticidad de las peliculas proteicas (Yu y Damodaran,
1991b; Zhu y Damodaran, 1994),

Debido a la necesidad de desarrollar métodos que involucren a los
factores moleculares responsables de la estabilidad de espumas proteicas, Yu 'y
Damodaran (1991a) evaluaron un método basado en rigurosos principios
fisicos, Estos investigadores monitorearon los cambios de presion en funcidn
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del tiempo en un sistema cerrado conteniendo la espuma. Mediante la
conversion de la disminucion det drea interfaseal de la espuma en funcién del
tiempo, estimaron el area superficial inicial de fa espuma, esiableciendo que
esta es afectada por factores como pH, temperatura y agentes reductores,

Se ha demostrado que la capacidad espumante de las proteinas esta .
relacionada con su habilidad para formar peliculas en la interfase aire/agua
(Yu y Damodaran, 1991a). Las proleinas que son rapidamente absorbidas,
desdobladas y capaces de formar un rearreglo molecular en la interfase
aire:agua, presentan un mejor espumado que las que se absorben lentamente
y resisten un desdoblamiento en la interfase (Yu y Damodaran, 1991a; Zbu y
Damodaran, 1994},

La solubllidad, alta hidmfubicldad. viscosidad y  moderada
dispersibilidad de proteinas, estan asociadas a una Optima capacidad
espumante, siendo la hidrofobicidad y viscosidad los pardmetros mas
importantes en la estabilidad de la espuma formada (Althea-Ann y Nakai,
1983).

Por otra parte, la literatura reporta que protelnas que presentan buen
espumado, al parecer no poseen propiedades moleculares que den estabilidad
a ta espuma, mientras que aguellas que no poseen flexibilidad molecular para
formar espumas, parecen imparir propiedades de estabilidad (Yu vy
Damodaran, 1991a). Durante la formacion de espumas, las proteinas
desarrotlan cambios conformacionales en la superficie mediante su
desdoblamiento, exponiendo més regiones hidrofdbicas y facillando la
asociacion entre polipéptidos. De esta forma se incrementa la viscosidad de la
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membrana, aumentando la estabilidad de la espuma. Sin embargo, una fuerte
asociacion entre ellos puede resultar en el rompimiento de fa espuma debido a |
la perdida de elasticidad de la membrana (Althea-Ann y Nakai, 1883).
Resultados en la literatura han demostrado que proteinas con mayor
flexibllidad muestran mejores caracteristicas espumantes que aquellas rigidas.
Lo anterior indica que la molécula de proteina debe ser suficientemente
flexible para extenderse a la interfase aire:agua, para estabillzar las nuevas
celdas de aire y de esta manera prevenir el colapso de la espuma (Althea-Ann
y Nakai, 1983).

La hidrofobicidad superficiai de las proteinas es una caracteristica
importante para la propiedad emulsificante. A pesar de no explicar las
caracteristicas espumantes, es una propiedad necesarla ya que una alta
densidad de carga desestabiliza las espumas de proleinas (Althea-Ann y
Nakai, 1983).

En estudios de espumado con sercalbimina bovina (SAB) vy
ovoalbiming, se encontro que proteinas en solucion cerca de su punto
isoeléctrico, al perder su carga eléctrica, se orientan en la interfase
aire:liquido, acomodandose una sobre otra (Yu y Damodaran, 1991a; Waniska
y Kinsella, 1879), incrementando con ello el grosor de la pelicula, viscosidad
superficial y polencial elastico de la membrana, lo cual se manifiesta en

optimas propiedades espumantes,

La relacion entre solubilidad de proteinas y su desarollo espumante
también es muy complejo. Varios estudios sugieren correlaciones entre



formacion de espuma y solubllidad de protelna, sefialando que la estabilidad
esta dada por la parte insoluble (Halling, 1881; Zhu y Damodaran, 1994).

Especies monoméricas presentan un mayor coeficiente de difusion, por
lo que migran rapldamente, se absorben, desdoblan y forman una pelicula en
la iInterfase aire:agua mas faciimente que especies poliméricas, Estas ultimas
absorbidas a la pelicula preformada incremenla las propiedades viscoelasticas
de la membrana; de esta forma las especies monoméricas contribuyen & fa
formacién de la espuma y las poliméricas contribuyen a la estabilidad contra el
drenado y difusiéon de gas interburbujas (Zhu y Damodaran, 1994). Esto ha,
motivado &l desarrollo de métodos para modificar proteinas, dirigidos al
mejoramiento de sus propiedades funcionales (Kinsella, 1976, Addler-Nissen,

1986).

La hidrolisis enzimatica ha logrado mejorar las caracteristicas
espumantes de proteinas, A este respecto, los hidrolizados de soya ocuparon
un lugar importante en la industria alimentaria durante la segunda guerra
mundial, al presentar caracteristicas de capacidad y estabilidad espumante
requerida para sustituir la escasez de clara de huevo (Adler-Nissen, 1986).

Teniéndose un control en el proceso hidrolitico, la capacidad
espumante de hidrolizados proteicos puede ser mayor que la proteina nativa,
Sin embargo, ésta hidrélisis debe ser limitada ya que la establlidad de la
espuma disminuye con una hidrélisis continua (Althea-Ann y Nakai, 1883). |

Otros métodos de modificacion de proteinas como la succinilacidn, han
aumentado la capacidad espumante de concentrados de proteina de pescado
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(CPP) (Baldwin y Sinthavala, 1974) y otras proteinas (Kinsella, 1976),
haciéndolas atractivas para la industria alimentaria.

Viscosidad

Las proteinas juegan un papel importante en la textura final de los
alimentos; su desarrollo  funcional depende de sus caracleristicas
fisicoquimicas las cual se ven alteradas durante el procesamiento,

la viscosidad de un fluido es una medida de la friccidn o resistencia
interna que las sustancias tienen para fluir libremente y es alamenie
dependiente de las caracteristicas superficiales de fas particulas dispersas

{Powrie y Tung, 1976).

La viscosidad y las propiedades espumantes de las proteinas presentan
una buena corrglacion, debido a que ambas son dependientes del tamaho
molecular, forma, flexibllidad, grado de hidratacion e interacciones
intermoleculares (Althea-Ann y Nakéi. 1983). La viscosidad de las proteinas .
depende de la concentracidn y del tipo de proteina (Sathe y Salunkhe, 1981,
Cofrades ef al,, 1893 Rha y Pradipasena, 1988).

En soluciones proteicas diluidas y ausencia de interacciones, la
viscosidad depende solo del tamafio y forma molecular (Cofradeset al,, 1993,
Rha y Pradipasena, 1986), presentando un comportamiento newtoniano cuando
presentan una relacion proporcional entre el esfuerzo cortante aplicado (fuerza
de corte) y la rapidez de core (rango de corte) a través del coeficiente de
viscosidad del fluido en cuestion (Powrie y Tung, 1976, Badui, 1984), Por otro
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lado, en soluciones proteicas concentradas, la viscosidad es dependiente de la.,
concentracién, presentando un comportamiento no-newloniano que se

manifiesta en propledades viscoelaslicas debido a las inleracciones

intermoleculares (Rha y Pradipasena, 1986, Xiong, 1994).

Existen varios lipos de equipo instrumental para medhr viscosidad desde
simples a muy complejos, Estos se basan en diferentes principios incluyendo
rotacion, flotacion, pruebas de vibracin y flujo capilar (Novo, 1986),

El termino "viscosidad dinadmica” es definido como el radio de la fuerza de
corle entre el rango de corle y este es utilizado para describir las caracteristicas
de flujo. Sin embargo esta puede ser compleja dependiendo de los atributos
intrinsecos de fa proteina tales como peso molecular, tamafo, volumen, forma,
carga superficial y facilidad de deformacion, asi como factores extrinsecos como
pH, temperatura, fuerza ionica, tipo de ion y rapidez de corte. Por lo que el
término "viscosidad aparente”, es utiizado en la literatura para definir el
comportamiento de flujo de suspensiones de proleinas musculares (Xiong,
1004).

Lasg proteinas miofibrilares tienen diferentes propiedades funcionales
dependiendo de factores intrinsecos, ambientales y de procesamiento. Dentro
de estas propiedades, la viscosidad es importante debido a que esta
involucrada en muchos procesos de manufactura de alimentos. Ademds,
provee informacion sobre interacciones fisicoquimicas entre proteinas,
indicando camblios estructurales que pueden ocurrir en la molécula (Cofrades
el al, 1993).



lL.La viscosidad se ha ullizado para determinar el grado de
desnaturalizacion de proteinas y su agregacion durante almacenamiento en
congelacion. Esta determinacion ha sido considerada un indice mas seguro
para evaluar la calidad funcionat de las proteinas de pescado que el utllizar
solubilidad p capacidad emulsificante (Cofradesef al., 1993).

La viscosidad o resistencia al flujo de un material proteico, tiene el
potencial de estar relacionado con el grado de hidrolisis en la selucion de
proteina. Una disminucion en viscosidad dentro de clertos limites puede
corralacionarse razonablemente con fa disminucion del peso molecutar (Adler-
Nissen y Olsen, 1979). Este fendmeno ha sido ulilizado como un metodo para
describir una variedad de enzimas hidroliticas, Por ejemplo, la reduccion de
viscosidad ha sido utilizada en cervecerias . para medir la modificacion de

malta en el mosto (Novo, 1986).

Los cambios de viscosidad en un proceso hidrolitico son mas
dramaticos en los estados iniciales de hidrolisis, lo que le confiere a este
método un mayor potencial para ser utilizado para la evaluacion de grado de
hidrolisis bajos., De igual forma, su rapldez y sencillez le permite el ser
utilizado para hacer mediciones en linea del proceso. A pesar de que se dan
cambios de viscosidad en estados de hidrdlisis avanzados, estos no pueden

ser medidos facilmente (Novo, 1986).
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La viscosidad se ha utilizado para delerminar el grado de
desnaturalizacion de proleinas y su agregaciéon durante almacenamiento en
congelacion. Esta determinacién ha sido considerada un indice mas seguro
para evaluar la calidad funcional de las proteinas de pescado que el utilizar
solubilidad o capacidad emulsificanie (Cofradesef al,, 1993).

La viscosidad o resislencia al flujo de un material proteico, tiene el
potencial de estar relacionado con el grado de hidrélisis en fa solucion de
proteina. Una disminucion en viscosidad dentro de cierlos limites puede
corretacionarse razonablemente con la disminugién del peso molecular (Adler-
Nissen y Olsen, 1978). Este fendmeno ha sido utilizado como un método para
describir una variedad de enzimas hidroliticas. Por ejemplo, la reduccion de
viscosidad ha sido ulilizada en cervecerias. para medir la modificacion de

malta en el mosto {Novo, 1986),

Los cambios de viscosidad en un proceso hidrolitico son més
dramaticos en los estados iniciales de hidrdlisis, lo que le confiere a este
meétodo un mayor potencial para ser ulilizado para fa evaluacion de grado de
hidrolisis bajos. De igual forma, su rapidez y sencillez le permite el ser
utilizado para hacer mediciones en linea del proceso. A pesar de que se dan
cambios de viscosidad en estados de hidrdlisis avanzados, estos no pueden

ser medidos faciimente (Novo, 1986).
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Problemas Asociados a la Wilizacidon de Hidrolizadoes en la Formulacion de
Alimentos para Consume Humano

La hidrélisis enzimatica es un método atractivo para lograr la modificacion
de proteinas; sin embargo, el uso de hidrolizados por la industria alimentaria
puede estar limitado por el desarrollo de sabores amargos o por la carencia de
propiedades funcionales de los mismos (Fujimaki ef al, 1970, Adler-Nissen,
1986). Una protedlisis prolongada, intensiva o no controlada, puede resultar en
la formacion de péptidos altamente solubles, completamente afuncionales y con
problemas de sabor (Adler-Nissen, 1976, Pedersen, 1884, Quaglia y Orban,
1987).

Problemas Asociados con el Sabor y Métodos para su Eliminacion

Las caracteristicas de sabor afnargm que presentan algunos hidrolizados, .
es una de las limitantes mas importantes para su aplicacion en la formulacion de
alimentos. Los hidrolizados de proteina de soya y caseina frecueniemente
presentan este problema. Debido a la imporlancia comercial que presentan los
hidrolizados, se han realizado estudios sobre la reduccion, prevencion o
remocion del sabor amargo en el producto elaborado (Pedersen, 1994, Ney,
1879; Arai of al, 1972; Fujimaki et al., 1970). El problema de sabor amargo,
parece ser mas pronunciado en hidrolizados con un mayor grado de hidroiisis,
mientras que la hidrolisis limitada lo previene (Adler-Nissen, 1878),
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De acuerdo a la leorla de Ney, el sabor amargo de los péptidos
oblenidos de la hidrolisis de proteinas, esta relacionado con la hidrofobicidad
de los residuos de aminoacidos que forman et péptide. Esta caracteristica es
expresada con el valor Af, que es la energla libre (cal/mol) requerida para

transferir la cadena lateral del aminoAcido de etanol a agua (Ney, 1979),

La hidrofobicidad media (valor Q) de un peéplido, es obtenido de la
sumatoria de las hidrofobicidades de los diferenles aminoéacidos que lo
forman, dividido por el nimero de residuos (Q=EA/N). Péptidos con valor Q
arriba de 1400, son amargos y por abajo de 1300 no lo son, Sin embargo, este
principio es vélido unicamente para péplidos con pesos moleculares menores
de 6,000 Da. Algunos aminoacidos son la excepeion a estos valores, ya que
lisina, prolina y fenitalanina no presentan sabor amargo a pesar de tener un’
valor Af mayor de 1400 (Ney, 1979; Adler-Nissen, 1986).

L.as proteinas no presentan sabor, pero al obtener su valor Q se tiene
una buena indicacion de la tendencia a producir péptidos amargos mediante
su hidrolisis, Las proteinas que tienen una mayor predisposicion a producir
péptidos amargos, son las que tienen un alto valor Q (Ney, 1879). Entre estas
protelnas se encuenira caseina (Q=1605 cal/maol), proteina de soya (Q=1540
cal/mol}) y zeina, la proteina del malz (Q=1480 cal/mol), mientras que
proteinas carnicas y colageno (1300 y 1280 cal/mol respectivamente) pueden
no producir péptidos amargos durante su hidrdlisis (Adler-Nissen, 1986),

La hidrdlisis de protelna de pescado no presenta serios problemas con
ta formacidn de péptidos de sabor amargos (Q=1125 cal/mol); quiza eslo sea
una de las razones importantes del interés en la produccion de hidrolizados de
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proteina de pescado para su aplicacion en alimentos (Adler-Nissen, 1876,
1986).

La presencia o ausencia de sabor amargo es un criterio esencial para
aceptar o rechazar la utilizacion de un hidrolizado de proteina. Varios meétodos
para eliminar el sabor amargo de los hidrolizados han sido desarrollados, los

cuales se clasifican en cuatro grupos principales.

Separacion.selectiva de péptidos amarges. Para su remocion, el hidrolizado es

fitrado sobre carbén activado (absorbentes hidrofébicos) (Adler-Nissen, 1986,
Eriksen y Fagerson, 1876), u otros absorbentes como resina de formaldehido
fendlico, mezclas azeotropicas de butanol y agua. Este método es eficiente en
remover el sabor amargo, pero resulta en una pérdida de nitrogeno y

aminoacidos esenciales (Adler-Nissen, 1886).

Eliminacion. de_sabor amargo medlante. la_reaccion de plasteinas. Cste efecto
fue descubierto y estudiado primeramente por los investigadores japoneses
Fujimaki et al, (1970) y Yamashita el al, (1970). La reaccion de plasteina
implica la formacion de una sustancia profeinica tipo gel a parir de un
concentrado de hidrolizado de proteina (20-50%j), el cual ha sido incubado con
proteasas bajo condiciones apropiadas. La plasteina usualmente es recuperada
por precipitacion con etanol y métona. El rendimiento de la plasteina es
dependiente del tipo de sustrato y enzima, concentracion de sustrato y pH. La
plasteina se forma como un resultado de la transpeptidacion; parece ser
inducida por interacciones hidrofébicas. Lo anterior trae como consecuencia la
gliminacidon del sabor amargo, debido a que el efecto de las cadenas laterales
hidrofébicas se encuentran cancelado por la formacion de polipéptidos de mayor
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peso molecular, reduciendo ia capacidad de inleraccion de estas cadenas

laterales con las glandulas recepioras del sabor.

La reaccion de la plasteina se aplictd inicialmente para etiminar el sabor |
amargo en hidrolizados; sin embargo se ha encontrado que también es
eficiente para la incorporacidon de ésteres de aminodcidos a traves de la
reaccién de transpeptidacion, permitiendo introducir aminoacidos esenciales
en la cadena peptidica, De esta manera, se han obtenido productos de
proteina nutricionalmente balanceados (Yamashita ef al, 1870; Hartnett y
Saterlee, 1989; Eriksen y Fagerson, 1876, Adler-Nissen, 1986).

Enmascarado del sabor amargo, Compuestos como glicina libre, acido malico
y otros écidos orgénicos, han sido utilizados para enmascarar el sabor amargo

de hidrolizados, La presencia de polifosfatos durante la hidrolisis de caseina
ha reducido el sabor amargo, el mismo efecto ha sido obtenido cuando se
encuentran presente hidrocoloides como goma guar, peclina y maliodextrina
(Adler-Nissen, 1886),

Aplicagion.de_exopeptidasas _para_eliminar sabor amargo, Debido a que los
aminodcidos libres son menos amargos que los péptidos y de que el sabor
amargo es mas intenso cuando los aminoacidos hidrofobicos no son
terminales, se ha sugerido el uso de exopeptidasas para eliminar el sabor
amargo de los hidrolizados. Una desventaja de utilizar este método, se debe a
que los hidrolizados puedan llegar a fener grados de hidrolisis muy altos
consistiendo principalmente de aminoacidos libres y pequefios péptidos
(Fujimaki et al, 1970; Eriksen y Fagerson, 1876, Adler-Nissen, 1986),
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presentando a la vez una alta osmolaridad lo que pudiera causar problemas
de diarrea (Adler-Nissen, 1986).

Aspectos de Salud Relacionados al Uso de Hidrolizados en la Nutricién

Humana

Los ingredientes para ser ulilizados en alimentos deben cumplir la
condicion de ser GRAS (acronimo inglés para Generally Recognised As Safe)
o "Generalmente Reconocidos como Seguros”,

Actualmente, una gran canfidad de enzimas proteoliticas ulilizadas en
ta elaboracion de hidrolizados son reconocidas como ingredientes GRAS, tal.,
es el caso de Alcalasa, proteinasa grado alimenficio producida por Novo
Nordisk A/S (Bagsvaerd, Denmark) a parir de Baciflus licheniformis (Adler-

Nissen, 1986).

La produccion y uso de hidrolizados enzimaticos de caseina, proteina
animal, soya, suero y albimina de huevo, estan aprobados por la FDA (18984)
en la formulacion de alimentos, siempre que se sigan "buenas praclicas de
manufactura”. Lo anterior implica altas medidas sanitarias con un estriclo
control en la calidad quimica y microbloldgica (Adler-Nissen, 1986).



Resarrollo de Nuevos Productos

Los procesadores de alimentos reconocen que el cambiar los habitos
de consumo de la poblacion es un proceso lento y resistivo, por {o gue para
introducir un nuevo producto al mercado con gran éxito es necesario que el
consumidor se encuentre familiarizado con este, por lo que es necesario para”
un buen éxito una emulacion de los mismos.

L.os habitos de consumo de productos de origen marino en la poblacion,
generalmente son bajos y se encuentran estrechamente relacionados a la
disponibilidad y a las caracteristicas sensoriales que presentan estos
productos, como son espinas 0 huesos intramusculares, olor y sabor intenso,
tamafio pequefio, etc. Esto ultimo induce a que muchas personas no desean

saber nads respecto a los productos marinos.

Mediante un cambio de la presentacion tradicional de especies marinas
de bajo valor, se ha logrado su industrializacion. El deshuesado mecénico y el
desarrollo de la tecnelogia del surimi, ha sido un gran apoyo para lograr estos
objetivos. Productos a base de surimi, como analogos de mariscos (camaron,
jaiba, callos, etc), han logrado una alta aceptacion por el piblico,
principalmente en EUA y Canadé. Esto ha ocasionado un aumento en el
consumo de proleina de origen marino, ya que estos productos presentan
caracleristicas sensoriales y nutritivas semejantes a los nalurales, con un

precio mas bajo que el producto original,



60

Otro producto desarroflado es el marinbeef, el cual es un producto seco
que presenta una alta capacidad de absorcion de agua (alrededor de 3 partes
de agua por 1 de producto) y atractivo para la elaboracion de hamburguesas y
atbdndigas, no obstante, este atin no ha logradoe una gran aceplacion como el

surimi.

El utilizar proteinas de origen marino en alimenios para consumo
humano es de gran iImporancia ya que aporian un alto valor nutricio y pueden
desarrollar propiedades funcionales requeridas en el producto presemando

caracteristicas sensoriales atractivas.

El desarrollo de nuevos productos implica el estudio de propiedades
funcionales de los nuevos ingredientes que se desean aplicar en Ia
elaboracion del mismo, El reemplazar parcial o totalmente un ingrediente
tradicional va a depender de las caracleristicas que presente esle nuevo

ingrediente.

A diferencia de otros segmentos de la industria alimentaria, la industria
pesquera ha realizado pocos esfuerzos para diversificar sus lineas de
produccion. Esta se ha dirigido Unicamente a procesar productos pesqueros
tradicionales en muy pocas presenfaciones como el enlatado, secado-salado,
congelado y ahumado; sin embargo, ofras especies pudieran ser
aprovechadas para consumo humano mediante la aplicacion de estas
tecnologias o mediante el desarrolio de nuevos productos,

El aprovechar estas especies para consumo humano mediante la

elaboracion de ingredientes funcionales y su aplicacion en nuevos producios,
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es una buena alternativa de aumeniar el consumo de protelna animal y de
esta forma diversificar la industria procesadora de alimentos marinos,

Los hidrolizados de proteina de pescado con caracteristicas funcionales
podrian ser utilizados para disefiar y elaborar productos como cremas,
aderezos, golosinas, botanas, yoghurt, bebidas nutritivas, nieves, croguetas,
productos de humedad intermedia, embutidos, efc., los cuales aclualmente
lienen una gran aceptacion por el publico.



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Ja Materia Prima

Se utilizo Merluza del Pacifico (Merluccius productus), obtenida en
muesireos de 40 y 100 kg, realizados durante los meses de marzo y mayo de
1994 respectivamente. Las muestras se obtuvieron al momento del
desembarque de lanchas pesqueras en el campo pesquero el Desembogque
del Seri, Sonora. El pescado fue perfectamente enhielado en capas alternadas
de hielo-pescado y transportade a los laboratorios del CIAD, donde se
procedié a medir peso y longitud de cada especimen.

Obtencidn de la Carne Molida

Al pescado se le elimind manualmente visceras, cabeza y la porcion del
espinazo por encima de la cavidad visceral, Posteriormente, fue sometido en
forma de mariposa a un deshuesador mecanico Bibun Modelo NDX103 (Bibun
Corp. Fekuyama, Japon), para obtener el musculo molido, haciendo los
ajustes necesarios en el equipo para oblener el maximo rendimiento. Se
calculd rendimiento por muestreo de musculo molido obtenido respecto at-

peso inicial del pescado.

Se empaqguetaron porciones de un kg de moisculo molido en bolsas de
plastico y se almacenaron en congelacion a -20°C hasta su utilizacion.

62
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Analisis Quimico

El analisis proximal, humedad (950.48), proteina (981.10), lipidos
(960.39) y cenizas (938.08) del musculo molido y de los hidrolizados ’
producidos, se realizé de acuerdo a la metodologia de la AOAC (1990).

Los extractos de nitrogeno no proteico (NNP) del musculo melido se
obtuvieron de acuerdo a la técnica de Woyewodaef al,, (1986), su contenido
de nitrégeno (928.08) se analizd por la técnica del microKjeldahl recomendado
por la AOAC (1990).

Aclividad Proteolitica Endogena

Se homogenizaron 30 g de musculo molido con 120 ml. de buffer frio
(relacion 1:4, musculo:buffer) durante 30 seg a maxima velocidad, utilizando
una licuadora Osterizer Modelo 65-43M (Sunbean Mexicana S A de CV."
México, D.F) con vaso de 200 mL. La temperatura durante su preparacion no
excedio los 10 °C. Los bufferes utilizados para la homogenizacion fueron de
citrato 0.05 M para pH 3.0, 3.5 y 4.0; de fosfato 0.1 MparapH 7.0, 7.5y 8.0y
solucion de NaCl 0.1 M para el pH normal del misculo, Las temperaturas de
incubacion fueron 30, 35, 40 y 50°C, para fas condiciones acidas; 50 y 60°C,

para las condiciones neutras y alcalinas y de 60°C para el pH normal.

Se colocaron, por triplicado, 5 mL del homogenado en tubos de ensaye
(18X 150 mm) y se incubaron durante una hora & las diferentes temperaturas.
Un blanco control se mantuvo en hielo por el mismo periodo. La reaccion se
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finalizé mediante la adicion de 5 mi. de una solucion fria (0-5 °C) de acido
tricloroacético (TCA) al 10%. Después de 30 min de reposo sobre hielo, se
filtré utilizando papel Whatman No. 1. Al filtradoe se le determinéd el comenido
de proteina (productos de hidrdlisis) por el metodo Lowry et al, (1961),
utitizando un espectrofotémetro Perkin-Elmer Modelo Lambda 3B UVNVIS
{Perkin Elmer de México, S.A de C.V, México, D.F) a 500 nm. Se ulilizo una
curva estandar de tirosina (Sigma Chemical Co., St Loufs, MO), a partir de
una solucion 200 ug/mL . Los resultados fueron converlidos a pg de tirosina

(Tir) liberada/g de proteina/hora de incubacion.

Detenminacion del Grado de Hidrélisis (GH)

Se llevd a cabo de acuerdo a la técnica del acido trinitrobencilsulfonico
(TNBS) descrito por Adler-Nissen (1878), con las siguientes modificaciones. A
una alicuota de 1 ml. de hidrolizado, por duplicado, se le agregaron 10 mL de
SDS al 10%,; la mezcla se calentd a 80°C por 30 minutos, para posteriormente
aforarse con agua destilada a 100 ml. dando una concentracion final de 1% de
SDS, De esta solucion, se utilizaron 0.25 mk, por triplicado, para la
cuantificacion de grupos aminos libres mediante la reaccion con TNBS, Se
utitizé L-leucina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) como estandar a
concentraciones de 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.13 y 0.06 uM/mL. Al compuesto
resultante se le midid absorbancia a 340 nm utilizando un espectrofotometro
Perkin-Elmer Modelo Lambda 3B UVVIS,
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Los datos fueron transformados a meq w-amino/g de proteina ¢
equivalente de hidrolisis (b). Para el célculo del GH se considerd un
equivalente de hidrdlisis total (h,,) de 8.6 meq a-aminofg de proteina, como lo
recomienda Adler-Nissen (1986) para concentrado de proteina de pescado,
donde %GH= hih ,{100).

Caleulo del pK

L.a calibracion del pH stat implica la determinacion del pK promedic de
los hidrolizados de protelna obtenidos, debido a que el pK promedio de los
grupos a-amino no es una consiante, sino que varia con la naturaleza del
aminoacido terminal del cual forma parte, de la longitud de fa cadena del

péptido y de la temperatura,

El caleulo del pK promedio de los productos de hidrolisis de la protelna
de pescado se determind de acuerdo a la metodologia descrita por Adler-
Nissen (19B86). Se prepard un homogenado a 8% de proteina, como se
menciona en la seccion correspondiente, El homogenado se colocd en bafio
maria hasta alcanzar 50°C, y se ajustd a los pH requeridos, que en este caso
fueron de 8.0, 8.5 y 9.0. Posteriormente al ajuste del pH, se adiciond la
preparacion enzimatica Alcalasa 0.6L (Novo Industries A/S. Copenhagen,
Denmark) a una concentracion de 2% (E/S). Durante la hidrélisis, el pH se
mantuvo constante utilizando un autotitulador Metler DL25 (Mettler Instrument
Co. Highistown, NJ). El incremento en el consumo de base y el incremento en
grupos aminos libres, fue determinado durante Ia hidrolisis a los 5, 10, 15, 30,
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45, 60, 80 y 120 min. Los datos del consumo de meq de NaOH/g de proteina a
los diferentes tiempos, fueron correlacionados con los meq de gruposa-amino
libres/g de proteina y de acuerdo a las pendientes obtenidas a los diferentes pH, ’
se calcutd el pK promedio de acuerdo a la siguiente formula:

pK= pH, + log (m1-m2) - log (10*"#PH'X m2-m1)

donde: pH>pHy y mi y m2 son las pendientes a los pH, y pH;

respectivamente.

Produccion de Hidrolizados

Para fa produccion de los hidrolizados se selecciond la condicién donde
se detectéd fa mayor actividad proteolitica muscular enddgena (pH 7.0 a 60°C).

La elaboracién del hidrolizado con actividad enddgena se realizo de la
siguiente manera: Se preparé un homogenado al 8% de proteina utilizando agua
destilada fria y musculo molido utilizando una licuadora Osterizer Modelo 65-
A3M, durante 2 minutos a maxima velocidad. La temperatura durante la
preparacion del homogenado no excedio los 10°C,

Se colocd un kg de homogenado en un vaso de precipitado de 2 L, y se
calentd con agitacién en bafio marla hasta alcanzar la temperatura de 60°C. En
este punto, se ajustd su pH a 7.0 con una solucidon 1N de NaOH, utilizando un
autotitulador Metller DL.25. El homogenado se mantuve a pH 7.0 durante una
hora, para posteriormente incrementar el pH a 8.5 mantenido por el tiempo
requerido para lograr un consumo de base folal de 0.34 meq NaOW/g de
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proteina, correspondiente a un GH de 4.43% determinado por el método del
TNBS. Este vajor corrgsponde al NaOH requerido para el ajuste vy
mantenimiento a pH 7.0 y titulacion a pH 8.5, Durante todo el periodo de la
reaccidn hidrolitica, el homogenado se mantuvo con agitacion utilizando un
agitador de aspas (Everbach Corporation. Ann Arbor, MI).

Para la produccion de hidrolizados con enzima comercial, se ufilizd
Alcalasa 0.6 . (Novo Industries A/S. Copenhagen, Denmark), una preparacion
grado alimenticio obienida a partir de Bacillus licheniformis. Las condiciones
utllizadas fueron de pH 8.0, 50°C y 8% de protelna muscular (Susirato). La

concentracion de la preparacion de enzima utilizada fue de 1.0, 1.5 y 3.0%"

enzima/sustrato (E/S), para oblener grados de hidrolisis del 10, 15 y 20%
respectivamente, en un tiempo establecido no mayor de 2 horas, El grado de
hidrélisis fue controlado mediante la técnica del pH stat descrito por Adler-
Nissen (1986), adicionando NaOH 1 N con un autotitulador Mettler DL25. El pK
promedio wtilizado para determinar el GH por el método del pH stat fue de 7.61,
Este valor fue determinado como se menciond anteriormente,

El proceso hidrolitico fue detenido mediante calentamiento de la mezcla
de reaccidbn a B0O°C por 10 min. Posteriormente, la mezcla se enfrio a
temperalura ambiente y se centrifugd a 8,500 xg durante 30 min a 20°C, en una
centrifuga refrigerada Beckman Modelo J2-21 (Beckman Instruments Inc. Palo
Alto, CA). La fraccion soluble, cuyo volumen varié dependiendo del grado de

hidrolisis, se transfirid cuantitativamente a frascos de liofilizador de 1.2 L y se’

congeld a -40 °C por 24 horas, paia ser liofilizadas en un lofilizador Labconco
Modelo 77530 (L.abconco Corporation. Kansas City, MO), por aproximadamente
72 horas a una presion de vacio menor de 80X10° mBar y -50°C. El producto
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seco se empacd al vacio en bolsas de plastico y se mantuvo en congelacion a -
20°C hasta su posterior utilizacion. Todos los hidrolizados fueron elaborados por

triplicado,

Propledades Funcionales de los Hidrolizados

En base a estudios preliminares de las técnicas de indice de actividad
emulsificante (IAE) e indice de estabilidad emulsificante (IEE), se ulilizo ura
solucion al 0.1% de proteina a partir del hidrolizado liofilizado, mientras que para
la capacidad emulsificante (CE), Capacidad Espumante (CEsp) y estabilidad de
la espuma (EEsp), la solucién fue al 0.3% de proteina. Las soluciones de
proteina se prepararon de acuerdo a la técnica descrita por Quaglia y Orban
(1987) con algunas modificaciones. El hidrolizado liofilizado se disolvié en agua
destilada durante 10 min utilizando un agitador magnetico, posteriormente, su
pH se ajustd a 4.0, 7.0 y 10.0 utilizando NaOH 6 HCI 0.1 N. Todas las
propiedades de funcionalidad fueron determinadas por triplicado a los pH

anteriormente sefialados.

Solubilidad en Agua

La determinacion de solubilidad de los hidrolizados se lievé a cabo de
acuerdo a Chobert ef al,, (1988), con ciertas modificaciones. Se disolvieron 0.5
g de hidrolizado en 20 mL de agua destilada durante 10 min, utilizando un

agitador magnético. Después de este tiermpo, se ajusto el pH a 4.0, 7.0y 10.0
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utilizando NaOH 6 HC1 0.1 N. Se determind por microKjeldahl (AQAC, 1984) el
contenido de proteina de la mezcla para posteriormente ser centrifugada a-
4000xg durante 30 minutos a 20°C utilizando un centrifuga Beckman Modelo J2-
21. El contenido de proteina en el sobrenadante se determind por microkjeldahl
(AOAC, 1990) y se reportd como % de solubllidad.

Capacidad Emulsificante (CE)

La CE se determind de acuerdo a Ja metodologia de Webbet al,, (1970),
modificada, Se homogenizé una allcuota de 50 mL de la solucion de proteina al
{1.3% en una licuadora Osterizer Modelo 65-43M a maxima velocidad, at tiempo
que se le adicionaba aceite comestible de maiz Mazola (Productos de Malz, 5.A
de C.V. México, D.F.) a un flujo constante de 1.1 mL/seg mediante el uso de un
embudo de separacion de 500 mb. La adicién de aceite se detuvo al observar”
de manera directa €l cambio en el tipo de emulsion, de aceile en agua a agua
en aceite. El gasto de aceite se cuantificod por diferencia en peso vy la capacidad
emulsificante reportada como g de aceite emulsificado/50 ml de solucion al
0.3% de proteina.

indice de Actividad Emulsificante (JAE)

El IAE se determind de acuerdo a la metodologia descrita por Pearce y
Kinsella (1978), con algunas modificaciones. En un tubo de 50 ml de
polialomero (Nalge Company, Rochester, NY), se homogenizaron 9 ml de una
solucion al 0,1% de proteina con 3 mbL de aceite de maiz Mazola utilizando un
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homogenizador de tejido Tissumizer Tekmar (Tekmar Co. W. Germany) durante
30 segundos a velocidad 50, regulado por un ajustador de corriente modelo TR~
10 {Tekmar Co. Cinncinnati, OH). Después de un minutc de formada la
emulsion, se tomé del fondo del tubo 50 ul. y se diluyeron a 10 mL con SDS a!
0.1% {(dilucion 1:200). El ubo se agitd y se le determind la absorbancia a la
solugion a 500 nm utilizando un espectrofotdmetro Perkin-Elmer Modelo
L.ambda 38 UV/VIS, El Indice de actividad emulsificante (JAE) fue calculado de

acuerdo a la siguiente formula:
IAE (mg)= 2.303(2)(Dilucion)Agggnm /0.001($)(10,000)

donde:
A = Absorbancia; Dilucidn=200,
b = fraccion del volumen de la fase dispersa = 0,25

indice de Estabilidad de 1a Emulsion (IEE)

El IEE se delermind de acuerdo a la metodologia descrita por Pearce y
Kinsella (1978), con algunas modificaciones. Tres minutos despues de
preparada Ja emulsidn para el JAE, se fomaron 5 ml. del fondo del tubo y se
transfirieron a un tubo limpio y seco. Después de 24 horas de reposo a
temperatura ambiente, se procedit a-preparar la dilucion 1:200 con SDS al 0.1%
y medir su absorbancia a 500 nm. Se reporto la diferencia entre el 1AE a las 0 y"
24 horas como porcentaje de IEE de acuerdo a la siguiente formula;

%IEE= 100- [lAE“mu)“IAEuwgdh)’lAﬁuum](100)
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Capacidad espumante (CEsp)

La CEsp de los hidrolizados se determind por el meélodo de aereacion
propuesto por Waniska y Kinsella (1979), con algunas modificaciones. Se
utilizé una columna de vidric para cromatografia de baja presion de 1 om de
diametro inlermo y 30 om de longitud con filtre fijo en el fondo (BloRad -
Laboratories. Richmond, CA), acoplada a un autitulador Mettler DL25 para
asperjar 10 ml de aire a un flujo constante de 40 ml/min. Para el analisis se
utilizaron 5 ml. de solucién de proteina al 0.3%, tomando como proteina de
comparacion albimina de bovino (Sigma Chemical Co. 8t Louis, MO), La
capacidad espumante se calculd dividiendo el volumen de la espuma formada
entre el volumen del liquido que se requirid para formar la espuma. La
capacidad espumanie se reporta como mi de espuma formada/mb de

solucidn de proteina al 0.3%.

Estabilidad de la espuma (EEsp)

La EEsp se evaiubd por el mélodo del "liguido drenado”, siguiendo la*
metodologia de Waniska y Kinsella (1979), con algunas modificaciones. Para
la evaluacion, se wlilizd la espuma que se formd en la determinacion de
capacidad espumante. El volumen de liquido que se encontraba formando la
espuma después de un minuto se considerdé como 100%,; la cantidad del
tiguido drenado se monioreo por 5 minutos. Los datos generados se

graficaron como % de liquido retenido con respecto al tiempo.
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Analisis Esladislico

Se utilizd un disefio completamente aleatorio con arreglo factorial 4X3,
Los efectos principales fueron: grado de hidrolisis (GH) con cuatro niveles y
pH con tres niveles, Los resultados se analizaron mediante analisis de
varianza y comparacién de medias por el método de Duncan, cuando ia
interaccion de los efectos principales no fue significativa, Para todos los

casos el nivel de significancia fue del 5%.



RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio se malim en dos elapas experimentales. En la,
primera etapa se determind la condicién de pH y temperatura donde se
presenta la mayor actividad de enzimas proteoliticas en el musculo de merluza
del Pacifico. En la segunda, se elaboraron los hidrolizados utilizando
condiclones diferentas durante su produccion. Primeramente se aprovechod la
actividad enzimatica presente en el mdsculo, para posteriormenie evaluar la
adicion de la preparacion enzimatica comercial Alcalasa 0.6 L. Se caracterizo
funcionaimente a los hidrolizados obtenidos y las propiedades emulsificantes y
espumantes comparadas con el caseinato de sodio y albumina bovina
respectivamente, los cuales son ingredientes de uso comuin en la industria

alimentaria.

Caracteristicas de la Matedia Prima

El peso promedio de la merluza utilizada fue de 1,167+608 g, con pesos
en el rango de 550 g a 1700 g; la talla promedio fue de 4919 cm. De acuerdo
al rango de tallas que presentd la muestra (40-56 cm), la edad de los
especimenes se ubica entre los 6 y 7 afos de acuerdo a la clasificacion de

inada (1981) para merluza,

La fraccion comestible varia entre las especies oscilando del 30 a 60%,
depende de la forma, edad y si esta fue capturada anies o después del desove

73
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(Suzuki, 1980). La recuperacidn de esla fraccidn depende de la técnica
utilizada para realizar la operacion. Mazorra y Ramirez (1891), reportan un
rendimiento del 40% para sardina monterrey mediante fileteado manual; sin
ambargo, la utilizacién de la tecnologla del deshuesado mecanico ha facillado
y eficientado esta operacion, lograndose obtener de un 16 a 30% adicional,“
comparado con la operacién manual (Bycowski, 1980),

En el presente estudio, el rendimiento promedio de la fraccion
comestible obtenida mediante deshuesado mecanico fue 45+0.7 % respecto al
peso fotal del pescado, este valor es allo si se compara con el 32-356%
reporfado para la misma especie por Crawford ef al, (1978), Chang-lLee
(1988) y Pacheco-Aguilar et al,, (1888). El alto rendimiento obtenido pudo
deberse a las diferencias de talla entre las muestras utilizadas, ya que los
investigadores  anteriormente  sefialados  utilizaron  especimenes de
aproximadamente 30 cm de longitud las cuales son de menor edad (Inada,
1981; Suzuki, 1980).

Otro factor que pudo haber influido en ef alto rendimiento obtenido, es -
gque a la merluza antes de ser sometida al deshuesado mecanico se le
removid manualmente la parte superior del espinazo que esta localizada sobre
la porcion estomacal. Por ser hueso de tamafio grande, de forma triangular y
resisiente, e no eliminario provocaria una reduccion en rendimiento al no
poderse recuperar la fraccion adherida al mismo. Debe considerarse
igualmente, las posibles diferencias en el ajuste de la fension de la banda del
deshuesador mecéanico utilizado, ya que esto tiene un gran impacto en el
rendimiento obtenido. Mayor tension en la banda resulta en un mayor
rendimiento (Bvkowski, 1990},
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Composicion Proximal

El contenido de humedad, proteina y cenizas en el musculo molido de
merluza det Pacifico, no mostrd una variacion apreciable entre ios muestreos,
obteniéndose valores de 82.641.0%, 16.120.9% y 1,120.05% respectivamente.
Pacheco-Aguilar (1990), reporté valores similares para la misma especie.

L.a merluza del Pacifico se caracteriza por s&r una especie magra, para
fa cual la literatura reporta valores menores al 1.5% de lipidos (Pacheco-
Agultar ef al., 1989; Perkins, 1982). En el presente estudid se obtuvo un
promedio de 0.340.1% lo cual concuerda con lo reportado en la literatura, Un
alto contenido de lipidos presentaria una desventaja durante la elaboracién de
hidrolizados ya que podria significar la adicion de una posible etapa de-
desgrasado durante o postetior a su elaboracion o una reduccion en la
eficlencia hidrolitica debido a interacciones proteina-lipido.

El contenido de NNP (0.3x0.03%) fue bajo al compararse con los
valores de 0.4-0.8% reportados para la misma especle por Simidu (1861). La
literatura reporta que esta especie se caracteriza por presentar una aita
actividad proteolitica muscular, aumentando rapidamenie su contenido de
NNP si no se maneja y procesa en forma adecuada (Erickson st al, 1983;
Tsuyuki et al, 1982). Del bajo valor de NNF obtlenido en este estudio, se
concluye que la materia prima ulilizada se manejo en condiclones optimas
(tlempos y temperaturas), retardando con ello la aclividad enzimatica que se

traduciria en aumento del NNP,
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La composicion proximal de la fraccion soluble de los hidrolizados
liofilizados se muestran en el Cuadro 3. Se obtuvieron valores promedio de
3.3:0.4% para humedad, 87.1%1.6% para proteina, 0.2220.1 para lipidos y
13.042.4% para cenizas. Se observa un mayor contenido de cenizas en el
hidrolizado con un GH del 5%, debido al NaOH adicionado en su preparacion.
En general, eslos hidrolizados presentan un contenido de proteina por encima
del B5% y un bajo contenido en lipidos. Esto Gltimo hace innecesaria su
remocién, por lo que los problemas de oxidacion de lipidos durante su .

almacenamiento serian minimos.

Cuadro 3, Composicién proximal (%) de los hidrolizados producidos,

GHS5% GH10% GH16% GH20%
Humedad 2.6 £0.6° 3.6 +1.9° 3.2 40.1* 2.8 10.8"
Proteina B56123% 886103  884103"  856203°
Lipidos 0.310.1° 0.1 40.1% 0240.2° 0.3 0.1
Cenizas 16.6 +0.3° 11,9 40.0° 11.7 10.4° 11.9 £0.4°

* Cifras en renglones con el mismo superindice son iguales (p> 0.05)

Actividad Proteoiltica en Musculo de Merluza del Pacifico

La actividad proteclitica en musculo de merluza se determint bajo las
condiciones de pH y temperatura descritas en el Cuadro 4. Estas condiciones
fueron seleccionadas en base a informacion bibliografica, la cual sefiala
condiciones donde se detectd una mayor actividad proteolitica utilizande
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extraclos enzimaticos de diferentes mosculos de pescados, asi como
diferentes sustratos (Koury et al., 1971, Kono y Fukazawa, 1883, Jiang ef al,,

1990; Erickson et al,, 1983; Deng, 1981; Tsuyukietf al,, 1982),

Cuadro 4. Condiciones de pH y temperatura evaluadas para determinar las zonas

de maxima actividad proteclitica en misculo de merluza dei Pacifico.

pH/T

30°C

35°C

40°C

50"C

60°C

3.0

L

L1

LL}

L

L1

3.5

W

LLJ

ik

Wk

4.0

L]

L1

Ll

L

LA

8.75'

e

7.0

L1

hok

7.5

L1

Wk

8.0

W

L4

1 pH normal del masculo

La Figura 3 muesira el promedio de la actividad proteolitica obtenida

para los dos muestrens. Se detectaron zonas de maxima actividad a pH 3.5-
4.0 (50°C) y pH 6.75-7.0 (60°C), con valores aproximados a 10x10° y 8x10° ug

Tirlg proteina/hora, respectivamente. Los resultados indican actividad de

enzimas #écidas y alcalinas en el musculo de las muestras de merluza a

temperaturas comunes en el procesado térmico de alimentos. Se observo que

la fraccidn enzimatica activa a pH 3.0 es inhibida a temperaturas mayores de

40°C, mientras que temperaturas superiores a 5(PC inhiben la actividad

detectada a pH 3.5 y 4.0. Este comportamiento, concuerda con io
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reportado por Koury ef al., (1971), donde sefala que la actividad enzimatica
muscular de meriuza generalmente es mayor a pH acido, la cual tiende a
disminuir cuando la temperatura excede los 5FC, Por ofro lado, se observo
que la actividad detectada a pH neutro y alcalino se incremento a

temperaturas superiores a ésta Gltima.

Se observaron diferenclas apfaciableﬁ en las manifestaciones del grado |
de parasitacion muscular entre los especimenes de los dos muestreos. En el
primera de ellos, las manifestaciones fueron minimas, no obstante no se
descartd su presencia; en el segundo, se observd la manifestacion de una
parasitacion avanzada (Tsuyuki ef al, 1982, Patashnik et al, 1982), Para
evaluar el efecto en la aclividad enzimdtica en el musculo, en funcion del
"grado aparente" de parasitacion, los datos de la Figura 3 se analizaron
separadamente por muestreo. La Figura 4 muestra el efecto del grado
aparente de parasitacion en la aclividad enzimatica en el misculo a diferentes
pH y temperaturas, Se observd una clara diferencia en el comportamiento
entre los dos muestreos. Se detectd diferencia significativa (p<0.05) entre los
muestreos en la actividad enzimatica a 35°C y 40°C, siendo mayor en ambos
casos para el musculo con mayor grado aparente de parasitacion, Para cada
una de estas temperaturas, no se observd diferencia significativa (p>0.05) por’
muestreo entre los pH evaluados (3.0, 3.5 y 4.0). En ambos muestreos, la
actividad enzimatica detectada a pH 3 disminuyd significativamente (p<0.05) a

temperaturas superiores a los 40PC.

l.os resultados indican que Ja actividad enzimatica detecltada apH 3.5 y
4.0 no mostré un aumento significativo (p=0.05) al aumentar ia temperatura de
incubacién de 40°C a 50°C en el musculo con menor grado de
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parasitacién, no obstante para el misculo con mayor grado, &l aumento fue
altamente significative (p<0.001). Esta fue la diferencia mas apreciable
detectada a pH acidos entre los dos muestreos, definida, como los resultados
sugieren, por el grado aparente de parasitacion. La magnitud de la actividad
enzimatica en el musculo con menor parasitacion (primer muestreo} fue de
aproximadamente el 30% de la observada para el mdsculo con mayor
parasitacién (segundo muestreo). Temperaturas superiores a 50 °C inhibieron
{oda actividad enzimatica detectada en el rango de pH acido evaluado,

Por otro lado, cuando la actividad fue determinada a pH neutro y
alcalinos a 50°C (Figura 5), se observd, en funcién del grado aparenie de )
parasitacion, un comportarmiento inverso al reportado a pH acidos. En el rango
de pH 7.0-8.0, la aclividad enzimatica detectada en el musculo con menor
grado de parasitacion fue significativamente mayor (p<0.05). Este mismo
comportamiento fue reportado por Erickson el al, (1983), en fluido
sarcoplasmico de merluza del pacifico con diferente grado de parasitacion,
utilizando hemoglobina como sustrato, La literatura reporta que esta diferencia
en actividad, se encuentra relacionada al grado de parasitacion y al tipo de
parasito que infesta al muscule de merluza, Por ejemplo, las enzimas
secretadas por Kudoa thyrisitis incrementan su actividad a pH's acidos,
mientras que ias de Kudoa paniformis la incrementan tanto a pH acido como
neulro (Adlestein, 1991).

En el rango de pH 6.75-8.0, la activida enzimatica a 60 °C (Figura 8) fue '
similar independientemente del grado de parasitacién aparenie. No se
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obhservo diferencia significativa (p>0.05) en la aclividad entre los muesireos
para cada uno de los pH en el rango 7.0-8.0. La actividad enzimatica se
mantuvo constanie (p=>0.05) en ambos muestreos en el rango de pH 7.0-7.5.

Los resultados anteriores sirvieron de base para establecer las
condiciones de pH 7.0 y 60 °C como las mas convenientes para elaborar los
hidrolizados aprovechando la actividad proteolitica en el masculo de merluza
del pacifico, ya que la magnitud de la actividad enzimatica fue independiente
del grado aparente de parasitacion. No obstante el haberse detectado rﬁayoru
actividad a pH acidos y temperaturas inferiores a 60 °C, ésta fue fuertemente

dependiente del grado de parasitacion.

La actividad enzimalica a 60°C sugiere la presencia de proleinasas
alcalinas termo-estables. La literatura raporta‘ que esla actividad en muisculo
pudiera provenir de contaminacion de organos internos, principalmente higado
y rifidn, durante la operacion de eviscerado. £l lavado de la cavidad visceral
antes de la separacion mecanica del mosculo, pudiera ayudar en la
eliminacion o reduccion de estas proteinasas (Su el al, 1881, Martinez y
Gilberg, 1988). Este efecto no fue evaluado en el presente estudio, no
obstanie se supone que, en funcitn del manejo poscaptura al que se sometiod
la especie y los cuidados duranie su eviscerado manual, la contaminacion fue

minima.

Los resultados en esta seccion del estudio, sugieren que la actividad
enzimatica detectada a pH dcidos y temperaturas menores de 50 °C,
provienen principalmente de actividad catéptica endodgena (An et al,
1994,19985), de enzimas secreladas por los parasitos y/lo por repuesta



inmunolégica a esta infestacion (Kudoef al,, 1987, Wasson, 1992; Seymour ef
al., 1994; Patashnik et al, 1982). Por otro lado, ta actividad a pH neuiro y
alcalinos y temperaturas superiores a 50 °C, pudiesen ser el resultado de
proteinasas aicalinas musculares (Asghar y Bhatli, 1987, Wasson, 1892) y/o.,
contaminacion de fluidos viscerales {(Su et al,, 1881, Martinez y Gilberg, 1988)
caracteristicos de una alta actividad proteolitica.

De igual forma, los resullados sugieren que la actividad enzimatica en
el rango 4cido pudiese ser la de mayor consideracion para los procesos de
reduccién de calidad y deteriorativos, durante el manejo poscaptura del
pescado y su posterior almacenamiento, mientras que la delectada a pH
neutro y alcalino, durante procesos de transformacion que impliquen
tratamientos 1érmicos {Lugo-Sanchez et al,, 1988, Wasson, 19892, Tsuyuki et
al., 1982, Hamann et al., 1980, Boye y Lanier, 1088).

Calibracion del pH Stat

La produccién de hidrolizados de proteinas con grado de hidrolisis
controlada, requiere de la calibracion del pH-stat para tener un mejor control
en el proceso hidrofitico. Esto requiere la determinacion del pK promedio de
los péptidos resultantes de la hidrélisis de la proteina. La Figura 7 muestra las
pendientes obtenidas entre los grupos aminos liberados y el consumo de base
requerido para mantener el pH constante durante la hidrolisis de proteina del
misculo de merfuza. El pK promedio obtenido a 50 °C fue de 7.6140.01 de
acuerdo 8 las pendientes obtenidas (ver materiales y métodos).
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Fste valor fue el ulllizado para estimar el consumo de base a pH constante
(pH= 8.0), requerido para obtener los GH del 10%, 16% y 20%.

El pK obtenido para las proteinas del musculo de merluza fue mas alto
que el reportado para proleina de soya (pK=7.1 a b50C), debido
principalmente a la diferencia en composicion de aminoacldos entre las
proteinas (Adler-Nissen, 1986). Otra causa es que el pK incrementa a medida
que aumenta el grado de hidrolisis; para la proteina de soya, el pK oblenido-
corresponde a grado de hidrolisis menor del 12% (Novo, 1978). En el presente
estudio el GH mayor fue del 20%. Lo anterior hace necesario que siempre que
se va a hidrolizar una profeina de diferente fuente, se calcule el pK para que
de esta forma, el grado de hidrolisis (GH) estimado por el método del pH-stat

sea Mmas exacto,

Rendimiento del Proceso Hidrofitico

La literatura reporta (Adier-Nissen, 1986) que el pH al cual se realiza la
separacion de fraccion soluble de la insoluble de los hidrolizados, tienen un
efecto sobre el rendimiento de la primera. El rendimiento de esta fraccion
incrementa a medida que aumenta el pH en el rango 4.0-7.0, debido a que se’
da una menor precipitacion de péplidos hidrofébicos y de péptidos de allo
peso molecular,

El grado de hidrolisis (GH) es otro factor a considerar en el rendimiento
de la fraccion soluble de los hidrolizados. El Cuadro 5 muestra el efecto del
GH en la recuperacion de proleina soluble después de la centrifugacion,
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respecto a la proteina total inicial de la muestra. Confarme aumento el GH, la
cantidad de proteina recuperada incrementt significativamente (p<0.05). Un
mayor GH produce en promedio polipéptidos de menor peso molecular (p.m.),”
simplificando con ello su estructura y aumentando su solubilidad. EI GH del
20% recuperd en la fraccién soluble aproximadamente el 70% de Ja proleina

total en la muestira,

El andlisis de regresion fineal entre las variables GH y recuperacion de
proteina soluble (RPS), mostré una dependencia altamente significativa entre
pllas (RPS = 2, 53GH + 19.3; r = 0.9727, p<0.001).

Cuadro 5. Efecto del grado de hidrélisis (GH) sobre la recuperacion de proteina en
la fraccion soluble de los hidrolizados.

Grado de Hidrolisis Proteina Recuperada
{%) (%)
5 28.9+0.7°
10 48.6 + 1.9"
15 58.6 + 4.1°
20 67.8 % 1.4°

*Los valores son la media £ D.S, de tres repeticiones. Valores con letra diferente
son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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Solubilidad

La solubilidad de proteinas y/o polipéptidos se ve afectada por varios
factores, entre ellos el pH, La solubilidad de los hidrolizados obtenidos (Figura
8) superd al B0% en todos lo pH evaluados. Los resultados muestran una
ligera pero significativa (p=<0.05) tendencia de esta propiedad a aumentar
conforme aumenta el GH (5%-+20%) y el pH del medio (4-10). Resultados
simiares han sido reportados en la literatura (Mahmoud, 1994, Turgeonet al,
1992; Adler-Nissen y Olsen, 1879 y Chobertef al,, 1988,1989).

El efecto de mayor magnitud del GH sobre la solubilidad de los
hidrolizados se observd a pH 4.0. Este resullado es particutarmente
importante, por la cercania de este pH al pl promedio de las proteinas
miofibrilares del musculo de pescado. La lileratura reporta que la hidrolisis
enzimatica incrementa la  solubilidad de los péplidos oblenidos en
comparacion con la de la proteina intacta, particularmente en el rango de pH
4.0-5,0 (Mahmoud 1994; Alder-Nissen, 1978, Shimizu et al,, 1986, Frokjaer,
1994).

L.a solubiidad mejorada de los hidrolizados se debio a la generacién de
péptidos de menor peso molecular (P.M.) (Turgeonef al, 1992, Sekul y Ory,
1977), lo cual pudo corroborarse mediante la obtencion y andlisis de sus
patrones electroforéticos (Lopez-Vizcarra, 1995), donde para el GH del 5% se
detectaron bandas bien definidas con P.M. de 31, 21.5, 14.4 y 6.5 kDa, con_
una acumulacion de bandas por debajo de este Uitimo P.M. Los hidrolizados
con grado de hidrSlisis mayor (10%, 15% y 20%) presentaron una banda
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barrida que inicia con un valor superior de 6.5 kDa. L.a exposicion de nuevos
grupos amino y carboxilo resullantes del proceso hidrolitico generd un nuevo,
balance de cargas e hidrofobicidad, el cual podria incrementar el caracter
hidrofilico de los hidrolizados, aumentando con ello su solubilidad (Mahmoud,
1994; Nakai, et al,, 1991).

l.a lileratura reporia que hidrolizados de proteina de soya solubles en
su punto isoeléctrico, retienen esta solubilidad hasta un pH de 2,5, cubriendo
con ello el rango de pH de las bebidas donde pudieran ser utilizados (Adler-
Nisssen, 1986), En el presente esludio la solubilidad de los hidrolizades con
diferente GH, solo fue evaluada al pH acido de 4.0; sin embargo, se esperaria
que la solubilidad a pH menores también fuese elevada por lo mencionado en

el parrafo que anfecede,

De igual forma, a medida que disminuye o aumenta el pH del medio
respecto al pl de proteinas o polipéptidos, su carga neta, positiva 0 negativa ’
respectivamente, tiende a aumentar, promoviendo con eslo la repuision
molecular. Este principio también explica el comportamiento observado a pH
10. Lo anterior es de gran importancia ya que la solubilidad de los hidrolizados
de proteina, en un rango amplio de pH, es una de las propiedades
fisicoquimicas y funcionales mas deseadas en un sistema alimentario. Otras
propledades funcionales requeridas, como capacidad de emulsificacion,
espumeo, adherencia, etc., dependerdan primeramente de una buena

solubilidad o capacidad de dispersion.,

Por otra parte, al literatura reporia (Adler-Nissen, 1986) que cuando se
preparan soluciones de hidrolizado a pH aAcido, a pesar de ser 100% solubles,
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pueden presentar cierla turbidez. Este comportamiento se observé en el
presente estudio con Jas soluciones de hidrolizados preparados a pH 4.0
{datos no mostrados). Esta turbidez pudo ser debida a la formacion de
agregados que permanecieron en solucion o suspensién en el medio, tal como
io reportan Adler-Nissen y Olsen (1979) y Turgeonet al,, (1992),

Los resultados de solubilidad obtenidos, abren una amplia gama de
posibilidades para la utilizacion de los hidrolizados elaborados a partir de
musculo de merluza del pacifico, como ingrediente alimentario funcional y
nutricio &n una amplia variedad de productos para consumo humano. Lo
anterior, principalmente en bebidas, dentro de un amplio rango de pH tanto
acidos como alcalinos, tal como lo mencionan Sugimotoet al, (1871) y Adler-
Nissen (1976).

Propiedades Emulsificantes

Las propiedades emulsificantes, capacidad emulsificante (CE), Indice
de actividad emulsificante (IAE) e Indice de establlidad emulsificante (IEE) de
los hidrolizados producidos, se compararon con las de caselnato de sodio
(CAS). Esta proteina se caracleriza por sus excelente capacidad
emulsificante, lo que le permite ser Wilizada en la elaboracion de productos
tales como embutidos carnicos, panaderia, cremas para café, aderezos para -
ensaladas, etc (Badui, 1984, Schut, 1976, Giese, 1904).

Los resultados indican que el GH y pH afectaron de forma significante
(p<0.001) la capacidad emulsificante (CE) de los hidrolizados obtenidos
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(Figura 8). En términos generales, se observd para la CE en cada uno de los
GH, una tendencia significativa (p<0.05) a aumentar conforme el pH varié de
4,0 & 10.0. Parlicularmente importante es la gran diferencia en CE a pH 10
comparada con los pH menores, L.a mayor CE a este pH puede ser explicada
en términos de un desdoblamiento estructural mas exlensivo de los
polipéplidos resultante de la repulsién de carges negativas generadas a pH
10. Lo anterior permitiria una mayor interaccion y orientacion de los
polipéptidos resultantes en la interfase aceile-agua, debido a una exposicion
mas eficiente de los residuos hidrofilicos e hidrofobicos en estas moléculas, tal

como lo mencionan Fligner y Mangino (1981).

Bajo las condiciones experimentales del presente frabajo, la maxima
(p=<0.05) CE de 83 g aceite emulsificado/50 mL de sol. 0.3% de proteina, se
obtuvo para el hidrolizado con un GH det 5% a pH 10. Estos resultados
pueden ser explicados, ademas del efecto del pH en el desdoblamiento
estructural mencionado en el parrafo anterior, a que el GH del 5% resulta en
polipéptidos de mayor P.M, (Lépez-Vizcarra, 1985) y por lo tanto con
capacidad de cubrir una mayor area del globulo de grasa, De igual forma,
estos  polipéptidos  pudiesen poseer caracteristicas estructurales, de
composicion y distribucion de aminoacidos, similar a los de la cadena pesada
de 1a miosina, molécula conocida como un emulsificante natural (Schut, 1976)

Los resultados en la Figura 8, muestran una tendencia significativa
(p<0.05) de la CE a disminuir conforme aumenta el GH. Los resultados de la
Figura 8 sugieren que para fines practicos se podria considerar que la
solubifidad © capacidad de difusion a la interfase aguaaceite de los
hidrolizados es la misma, independientemente del GH y pH, salve para la
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condicion GH 5% pH 4, En base a esta consideracion, las diferencias
cbhservadas en CE podrian explicarse en funcion de diferencias en el F’.'M.. y
por ende de su longitud, de los polipeptidos que constituyen los hidrolizados a
los diferentes GH . A este respecto, los hidrolizados con un GH del 5%
presentan polipéplidos de mayor p.m. segin sus patrones electroforéticos.
Para este GH se obtuvo mayor (p<0.05) CE a pH 7 y 10 al compararse con {0s
pH correspondientes de GH mayores. Los resuitados obtenidos corroboran lo
publicado por Gauthier et al, (1993), donde reporian buenas c:nrre!acimnesl
entre actividad superficial y fongitud de la cadena del b:&ptidu. |

El efecto del pH en la CE resultd ser mas pronunciade en los
hidrolizados con un GH del 5%. La CE fue diferente (p<0.08), disminuyendo
conforme el pH también disminuye, dando valores de 83, 58 y 50 g aceite
emulsificado/50 mL de sol. 0.3% de proteina para los pH 10, 7 y 4

respectivamente,

A GH mayores no se observo diferencia significativa (p=>0.05) en la CE
de los hidrolizados entre los pH 4 y 7. Los polipetidos de menor P.M.
obtenidos a mayores GH, no vieron afectada su solubllidad (Figura 8) al
disminuir el pH, y posiblemente tampoco en grado apreciable, el
desdoblamiento molecular y grado de exposicion de residuos hidrofébicos por
lo que su CE no se modificd (p>0.05). No obstante, para el GH del 5%, la"
reduccidon significativa en solubilidad de los hidrolizados al pasar de pH 7 a 4
(Figura B), resultd de una agregacion molecular producto de una precipitacion
isoeléctrica parcial a pH 4 (Adler-Nissen, 1986, Shimizu ef al, 1886),
reduciendo la accesibilidad de grupos hidrofdbicos y por 1o tanto una reduccion
significativa de su CE,
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En términos generales, e independientemente del pH, los resultados
indican que a menor GH la CE de los hidrolizados es mayor, ya que los
polipéptidos resultantes podrian aln semejar la estructura, composicion vy
distribucién de aminoacidos de la cadena pesada de la miosina. La literatura .
reporta resultados similares, donde se establece que las propiedades
emulsificantes de proteinas han sido mejoradas en forma significativa a GH
menores a1 10%, particularmente en protelna de soya (Adler-Nissen, 1986;
Fher y Halasz, 1989; Puski, 1975, Kim ef al, 1890), leche (Fher y Halasz,
1889 Chobert ef al., 1988, Shimizu et 8/, 1984, Mahmoud ef al.,, 18992; Lee ef
al., 1987a, 1987b), y pescado ( Quaglia y Orban, 1980), Adler-Nissen y Olsen
{1979) reportaron un incremento en la CE de proteina de soya hidrolizada con
un GH del 5% utilizando una proteasa fungal, sin embargo, cuando el GH se
incremantd al 9%, esta propiedad disminuyo drasticamente.

La CE de los hidrolizados producidos, independientemente de su GH,
fue mayor (p<0.05) que la de CAS a pH 4. Para los pH 7 y 10, los resultados
fueron inversos (Figura 9). Lo anterior confiere a los hidrolizados producidos, -
ventajas sobre la CAS de ser utilizados como ingrediente alimentario en

sislemas emulsificados acidos.

Otra técnica utilizada en la evaluacion de las caracleristicas
emulsificantes de los hidrolizados, es la determinacion de su indice de
actividad emulsificante (IAE). La prueba se basa en la relacion entre la
turbidez de una emulsion y su area interfaseal, la cual esta relacionada con la
capacidad de la proteina para absorberse y estabilizar la interfase aceite:agua.
Para esta determinacion, la relacidbn proteina:aceite requerida para la
formacion de la emulsion se mantiene constante en todas las muestras,
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mientras que en la determinacion de CE, 1a solucion proteica es titulada con

aceite hasta observar el rompimiento de la emulsion.

£l comportamiento del IAE (Figura 10) es similar al obsecrvado para CE
(Figura 9), debido a que la propledad funcional determinada es ta misma, solo
que se basa en diferente principio. Un mayor IAE implica una mayor turbidez
en la emulsion, lo que a su vez representa una mayor area interfaseal en el
sistema agua aceite, Los glébulos de grasa formados son de menor tamafio y
por ende mas numerosos. Un mayor IAE implica iguaimente a posibilidad de
producir emulsiones mas finas. Si el agente emuisificante empleado es
material proleico, ademas de su concentracidbn se deben considerar sus
caracteristicas fisicoquimicas y funcionales como p.m.. solubilidad,
composicion de aminoacidos, hidrofobicidad, etc. '

Nuevamente fue evidente una mayor (p<0.05) funcionalidad en terminos
de IAE de los hidrolizados a pH 10, independientemente del GH. Los
resultados indican que para CE y IAE el pH es el factor de mayor
consideracién en la definicion de estas caracteristicas. No se detectd
diferencia (p>0.05) en IAE entre los GH 5% y 10% vy entre los GH 15% y 20%
para los pH 4 y 7. El IAE de los GH 5% y 10% fue mayor a la CAS a pH 4,

Un mayor IAE implica una mayor habilidad de los polipéptidos a
absorberse en la interfase aguaacelle y una mayor area interfaseal. Los
resultados indican que los factores con mayor influencia en la definicion de
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este (ndice son el GH y el pH, La explicacién de estos efectos ha sido descrita

anleriormente durante el analisis de 'la CE.

El compordamiento del Indice de Estabilidad Emuisificante (IEE) stal
muestra en la Figura 11; este Indice proporciona informacién sobre la
estabilidad de las emulsiones formadas. Para cada GH, el comportamiento
entre el IAE y IEE fue similar. Nuevamente, se observd un aumento
significativo (p<0.05) en esta propiedad funcional a pH 10 respecto a pH
menores; no se observo diferencia entre los diferentes GH a este pH. Valores
mayores de [EE indican que ias emulsiones perdieron menos turbidez

después de 24 horas de reposo y por 1o tanto son mas estables,

A diferencia de los comportamientos de ta CE (Figura 9) & IAE (Figura
10), el IEE mostrd una tendencia, aunque no éigniﬁcmiva en la mayoria de los
casos, a aumentar conforme aumentd el GH, El efecto det pH en el aumento
del IEE se observd de manera mas pronunciada en los GH del 15% y 20%.

Bernardi ef al., (1991), reportaron que medianie la protedlisis de un
concentrado de proteina de soya con proteinasas fungal y bacterial, la
capacidad emulsificante es mejorada, pero la estabilidad de la emuision
disminuye a GH por arriba del 10%. En el presente trabajo no se observo una
disminucion el la estabilidad de la emulsién conforme aumentd el GH. Esta no
concordancia en resultados puede deberse a diferencias en la composicion de
aminoacidos y su distribucion en los polipeptidos resultantes de la hidrolisis,
ya que se trata de dos proteinas completamente diferentes. A este respecto,
Waniska y Kinsella (1979) han reportado que el desarrolointerfaseal de las
proteinas, lo cual puede ser aplicado también a
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polipéptidos, esta influenciado por la composicion de aminoacidos y

conformacidn de las mismas,

El {EE (Figura 11) de los hidrolizados fue semejante (p>0.05) al de CAS
a pH 7, a excepcion det GH15% el cual mostrd mayor estabilidad de las
emulsiones al mismo pH, siendo a pH 4 el CAS mayor (p<0.05} a todos los

hidrolizados.,

La literatura reporta que el peso molecular de tfos polipéptidos
resultantes tiene una gran influencia en las propiedades emulsificantes de los
hidrolizados; varios reportes han sugerido que hay un tamafio molecular
optimo o longitud de cadena para proveer buenas propiedades emulsificantes
(Lee ef al,, 1987a; 1987b; Adler-Nissen y Olsen, 1979; Mahmoud, 1994),

Los resultados indican que el efecto del pH fue aun mas marcado que
el del GH sobre las propledades emulsificantes de los hidrolizados. El pH 10
generd el mayor desdoblamiento y exposicion de las regiones hidrofdbicas en
las moléculas de polipéptidos facilitando una mejor reorientacion de estos en
ja interfase agua:aceite, El aumento en las propiedades emulsificantes a este
pH sugiere también que no se generd una repulsion molecular apreciable
entre los polipéptidos por ia densidad de carga negativa en su superficie,
permitiendo por lo tanto una buena interaccién polipéptido-polipeptido,
resultando en una interfase cohesiva y mas estable lo cual retarda la

coalescencia de la emulsion,
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Propigdades Espumantes

Los resultados de las caracteristicas espumantes de los hidrolizados
producidos se compararon con las propledades espumantes de seroalbimina
bovina (SAB), ya que esta proteina se caracteriza por ser una eficiente
formadora de espumas (Waniska y Kinsella, 1979; Katoef a/,, 1983, Altea-Ann
y Nakai, 1983; Yu y Damodaran, 1991a; Ferreiraet al,, 1995),

La literatura reporta que el proceso de hidrélisis enzimatica resulta en
un incremento de las caracteristicas espumantes de las proteinas (Adler-
Nissen, 1988). Estudios han demostrado que la hidrélisis de proteina de soya
a un GH del 10% produce un mejoramignto en la capacidad espumante, sin
embargo, la estabilidad de la-espuma producida fue baja (Adler-Nissen, 1986).
En el presente estudio, la capacidad espumante (CEsp) de los hidrolimdoa.
resultd ser menor (p<0.05) comparada con SAB, lo cual se manifestd en un
menor volumen de espuma producida por mi de solucion proteica (Cuadro 6).
El GH no mostrd un efecto significativo (p>0.08) en la CEsp de los
hidrolizados producidos (Cuadro 6), dando conjuntamente un valor promedio
de 2.93 £ 0.1, inferior (p<0.05) a los de SAB de 5.5, 5.2y 9.6 para los pH 4, 7
y 10 respectivamente, el pH afectd (p<0.05) la CEsp de esta tllima proteina.

El efeclo que tiene el pH sobre fa capacidad espumante ha sido
evaluado por varios investigadores (Kuehler y Stine, 1874, Phillipsef al., 1980,
Zhu y Damodaran, 1994), Kueghler y Stine (1974), evaluaron la capacidad
espumante de un hidrolizado de proteina de suero de leche encontrando que a
mayor carga neta (pH 2 y 8), las protelnas tienen una mayor tendencia hacia“
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la formacién de espuma, productendo valores mas allos de volumen especifico
(mL. espuma/g), slendo esta tendencia menor en el rango del punto
isoeléctrico. Sin embargo, a estos pH la estabilidad de las espumas no fue
buena. En el presente estudid no se observd un efecto del pH sobre la CEsp
de los hidrolizados, no obstante el efecto sobre las caracteristicas de

estabilidad de la espuma fue relevante,

Cuadro 8. Efecto del plH y grado de hidrolisis (GH) sobre la capacidad espumante
(CEsp) de hidrolizados de merluza del Paclfico y su comparacion con albumina.

Capacidad Espumante
(ml. Espuma/mi. solucidn 0.3% proteina)

pH = 4.0 pH 7.0 pH 10,0
Albtmina 55+01° 52402° 964+04"
GH5% 30200° 3.0401° 3.0£00°
GH10% 2801° 3.0£00° 3.0£00°

4]

GH15% 28+01° 2.0401° 30+00°
GH20% c " ¢

28401 28100 2901

*Valores con letras diferentes son estadisticamente diferentes (p<0.05).

La capacidad espumante de una proteina es importante, sin embargo la
gstabllidad de la espuma es de mayor relevancia. Esta dllima puede ser
evaluada respecto al tiempo, midiendo el decaimiento del volumen de espuma,
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viscosidad, conductividad o liguido drenado entre ofros, La tecnica de la
medicidn del volumen de "liquido drenado” o "goteo de la espuma” a los b

minutos, fue la ulilizada en el presente estudio,

A diferencia de los resuitados obtenidos para CEsp, tanto el pH como el
GH tuvieren un efecto significativo (p<0.05) sobre la estabilidad espumante”
(EEsp) de los hidrolizados. La Figura 12, muestra el efecto marcado que a pH
4.0 tiene el GH sobre la estabilidad de la espuma. A este pH, el rango de
valores promedio de EEsp varid de un maximo de 40.5% para el GH de 5%, al
minimo de 0% para los GH de 15 y 20% a un tiempo de 5 minutos. El efecto
del GH se redujo conforme aumentd el pH; para el pH 7 (Figura 13), los
valores maximo y minimo del rango fueron de 32.6% (GH 5%) y 8.0% (GH
20%) respectivamente, mientras que para el pH 10 (Figura 14) de 18.1% (GH
10%) y 7.8% (GH 20%).

El pH y GH al cual ios hidrolizados mostraron una mayor (p<0.05) EEsp
fue de 4 y 5% respectivamente. Bajo estas condiciones, se obtuvo un valor de
EEsp de 40.4%, practicamente el doble del valor obtenido para la EEsp de
SAB (22.0%). A pH 7, la EEsp de SAB fue igual (p>0.05) a la de los GH 5% y '
10%, mientras que a pH 10 a la de los GH 5%, 10% y 15%. Los resultados
son concluyentes respecto a las extraordinarias caracteristicas  de
estabilizadores de espumas que presentan los hidrolizados de GH 5%, 10% y
15%, similares e incluso superiores a los de SAB.

La EEsp de la SAB no se vid afectada (p>0.05) por el pH, obteniendose
un valor promedio considerando los tres pH de 23.4%15.0 a los 5 minulos.
Tampoco se observd diferencia  (p>0.05) en la EEsp de los
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hidrolizados de GH 5% entre los pH 4 y 7, dande un valor promedio
considerando ambos pH de 36.3% 15.9. Los resullados de las propiedades
espumantes de la SAB concuerdan con lo reportado en la literatura (Graham y
Phillips, 1876), en el sentido de que proteinas gue presentan buena capacidad
espumante, al parecer no poseen propiedades moleculares que garanticen
una buena estabilidad de la espuma formada.

l.os resultados muestran gue los hidrolizados con GH de 20% resultan
en las espumas menos estables, Este resultado se observd mas drastico a pH
4.0. Halling (1981) ha reportado que conforme aumenia el GH de los
hidrolizados la estabilidad de |la espuma que forman disminuye.

Los resultados concuerdan con lo reportado por Turgeonet al., (1991), I'
Mahmoud (1984) y Zhu y Damodaran (199#). en donde establecen que los
péptidos de menor tamaiio (mayor GH) difunden rapidamente y se absorben a
la interfase aire:agua mostrando una alta CEsp. Sin embargo estos peptidos
son menos eficientes en reducir ta tensidon interfaseal debido a que no pueden
desdoblarse y reorientarse sobre la interfase como lo harfan las proteinas o
polipéptidos de mayor P.M.. En el caso dei hidrolizade con un GH del 5%, la
presencia de polipéptidos con un P.M. mayor proporciona una mayor
estabilidad a la espuma, donde ademas el pH va a presentar un efecto
adicional por los cambios estructurales que provoca en la molécula.

La literatura reporta que la estabilidad de las espumas formadas por
protelnas globulares como SAB y ovoalbumina, es generalmente mayor
cuando el pH del medio es cercano a su punto isoelectrico, siempre y cuando |
no hayan perdido solubilidad (Yu y Damodaran, 1991a; Zhu y Damodaran,
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1094). La mayor EEsp obtenida para el hidrolizado con un GH de 5% a un pH
de 4.0 se puede explicar en los mismos términos descritos por Yu vy
Damodaran (1991a) y Zhu y Damodaran (1994). A pH cercanos al punio
isoeléctrico de las proleinas o polipéptidos, la ausencia de repulsiones
electrostaticas promueve interacciones cohesivas entre estas moléculas. Esto
resuita en un mejoramiento de propiedades mecdanicas y viscoelasticas de la

pelicula proteica que rodea a la burbuja de aire. La carencia de repulsion.
electrostatica entre las moléculas absorbidas y su acercamiento a ta interfase,
mejora el recubrimienfo superficial y la formacidbn de multicapas,
incrementando con elle su viscosidad, esta alta viscosidad de la pelicula
vendria a retardar el drenado del fluido haciendo a la espuma mas estable,

Anteriormente se menclond que el pH 10 mejord las propiedades
amulsificantes de los hidrolizados; por el contrario, este mismo pH resultd en
una reduccion de la EEsp. Este comportamiento puede deberse a que en el
caso de las espumas (dispersion aire:agua) a diferencia de las emulsiones
(dispersidn aceite;agua), la repulsion electrostdlica entre los polipéptidos
originada de la densidad de carga negativa presente, fue lo suficientemente
grande para desestabilizar la interfase reduciendo su cohesividad dando lugar
a un mayor drenado de fluido,

El Cuadro 7 muestra la matriz de correlacidon entre los efectos
principales (pH y GH) y las propiedades funcionales (Sol., CE, IAE, IEE, CEsp
y EEsp), evaluadas en el presente estudio. Los resultados descritos muestran
que el pH ejerce un mayor efecto en la definicion de las caracteristicas
funcionales de los hidrolizados producidos.
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Cuadro 7. Matriz de correlacion entre los efectos principales (pH y GH) vy las

propledades funcionales evaluadas.

IAE IEE CE CEsp Solubilidad
pH 0.839 0.784 0,763 0.476 0.415
(0.000) (0.000) (0.000) (0.003} (0.012)
GH -0.258 0.235 -0,371 -0.535 0,330
(0.128) (0.167) (0.028) (0.001) (0,048)
1AL 0.614 0.927 0.446 0,197
(0.000) (0.000) (0.008) (0.251)
IEE 0.507 0.305 0.267
(0.002) {0.071) (0.116)
CE 0.442 0.186
(0.007) {0.277)
CEsp -0.208
(0.222)

* Coeficiente de correlacion r. ()= significancia, n= 36.



CONCLUSIONES

La alta actividad enzimatica en misculo de merluza del Pacifico reduce
considerablemente la posibilidad de que esta especie sea ulilizada para
consumo directo en sus presentaciones de fresco, fresco-congelado y
enlatado entre otras. Ante esle inconveniente, la aplicacidn de techologias
como la produccién de surimi y/o hidrolizados funcionales, genera alternativas
para su ufilizacién en la produccion de ingredientes alimentarios. Estos
ingredientes deberdn ser altamente fucionales, lo cual se logra mediante un
control adecuado durante su proceso de elaboracion.

En el presente estudio se elaboraron hidrolizados a partir de musculo ’
de merluza del Pacifico. Los resultados sugieren que los hidrolizados
producidos pueden ser ulilizados, en unh amplio rango de pH, como
ingredientes o aditivos alimentarios para impartir o mejorar la estabilidad de
algunos alimentos, actuando como agentes emulsificantes, espumantes o
dispersanies, en productos tales como embutidos, aderezos y mayonesas,
bebidas, cremas, etc. Bajo ciedas condiciones especificas de GH y pH, los
hidrolizados de musculo de merluza del Pacifico podrian  substituir
satisfactorlamente a componentes funcionales, como el caseinato de sodio y
la seroalbimina bovina, cominmente utilizados en Ja formulacion de
alimentos.

111
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Los resultados mostraron que tanto el efecto del GH como el det pH
fueron significantes (p<0.086); sin embargo, el mas relevante en la definicidn de
la funcionalidad de los hidrolizados fue el pH.

1 hidrolizado con un GH del 5% presenté mejores caracteristicas
funcionales que los de mayor GH. Este resultado indica la posibilidad de hacer
uso de la actividad presente en el misculo, sin tener que recurrir a la adicidn
de preparaciones comerciales en la produccion de hidrolizados a partir de esta

especie.

La produccidon de hidrolizados altamente funcionales a partir de ia
hidrélisis enzimatica de protelnas del misculo de especies marinas de bajo
valor comercial, puede constituirse, en nuﬁstrp pais, en una tecnologia viable
para aprovechar un basto recurso pesquero como la merluza y de este modo
poderla ulilizar en la elaboracion de alimentos para consurmo humano directo.
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