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Resumen

Una de las principales formas de comercializacion del camaron es congelado y
descabezado, la porcion comestible es la region abdominal y la region del cefalotérax es
desechado por la industria del camaroén; éste representa el 45 % de la biomasa que se
procesa, cuyos productos de descomposiciéon provocan un impacto ambiental negativo;
sin embargo éstos contienen proteinas, quitina y pigmentos con gran potencial
economico. La finalidad de este trabajo fue obtener concentrados de proteina por medio
del proceso de solubilizacion/precipitacion y de hidrélisis enzimatica, y realizar su
caracterizacion funcional. Se manejaron dos lotes de cefalotorax de camar6n, uno libre
del aditivo metabisulfito de sodio (SM) y el otro tratado con este aditivo (CM), este
aditivo es un agente reductor que retarda el proceso de melanizacion y es utilizado en la
industria del camaron para asegurar las caracteristicas sensoriales del producto.

Para el proceso de solubilizacion/precipitacion se obtuvieron tres concentrados
de proteina provenientes de las diferentes fracciones del proceso, estos fueron:
concentrado de proteina soluble a pH 7.0 (Ps pH 7.0), concentrado de proteina
precipitada a pH 4.0 (PP) y concentrado de proteina soluble a pH 4.0 (Ps pH 4.0); para
el proceso de hidrdlisis enzimatica se obtuvo un concentrado con el 3 % de grado de
hidrélisis (HD-3). Se evaluaron las propiedades funcionales de superficie de los
concentrados obtenidos, donde la fraccion Ps pH 4.0 presentd significativamente una
mayor capacidad de formacion es espuma (CW), sin embargo la estabilidad de la
espuma formada para las fracciones Ps pH 7.0, PP y Ps pH 4.0 oscilaron entre los
valores de 50 % y 40 % de estabilidad; la espuma formada por el concentrado del
hidrolizado proteico se colapso totalmente a los pocos minutos de formarse la espuma.

En cuanto a la propiedad funcional de emulsion los concentrados de proteina no
presentaron diferencias significativas entre ellas; la capacidad de formacion de emulsion
(CE) flucttio entre 19 y 23 de CE, cercano a 25 de CE del control (Albumina de huevo);
a pesar de estos resultados la estabilidad de la emulsion formada fue mayor en la
fraccion Ps pH 4.0 y para HD-3. Entre tratamientos unicamente la fraccion Ps pH 4.0
fue la que presentd diferencias significativas en sus propiedades funcionales de
superficie, siendo mayor la CW del concentrado CM; caso contrario en la estabilidad de
la emulsion que fue el concentrado SM el que presentd mayor estabilidad.

Los concentrados de proteina CM y SM obtenidos por el proceso
solubilizacion/precipitacion contienen un buen balance de aminoécidos esenciales y no
esenciales; sin embargo, en los HD-3 CM y SM los aminoacidos esenciales His y Val
se encuentran a una concentracion por debajo de 100 mM. El contenido de proteina para
los concentrados de proteina fluctud entre el 68 % y 75 %, siendo los concentrados de
HD-3 CM y SM los que presentaron un contenido ligeramente mayor de proteina.

De acuerdo a las caracteristicas que presentaron los concentrados de proteina,
obtenidos por dos diferentes procesos, el proceso de solubilizacién/precipitacion podria
ser una alternativa tecnoldgica para la obtencion de concentrados de proteina
funcionales que podrian ser utilizados como aditivo alimentario o como fuente de
proteina animal. Ademads, dentro de este proceso se obtuvo una fraccion que no es
soluble, compuesta por quitina, lipidos, y quitina asociada a proteinas; esta fraccion
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puede ser sometida a una hidrolisis enzimatica para recuperar quitina, pigmentos e
hidrolizados de proteina, aprovechando de esta manera en su totalidad los desechos
generados por la industria camaronera.

Palabras claves: Concentrados de proteina, solubilizacion/precipitacion, hidrolisis
enzimatica, propiedades funcionales.

Vo. Bo. Dr. Julio Humberto Cérdova Murueta

Director de Tesis



Abstract

Shrimp farming of Litopenaeus vannamei in the Pacific coast of Mexico represents an
important industry. The annual production is about 2.5 million ton. The waste materials
produced in the shrimp processing industry comprise about 40 to 45% of the whole
shrimp weight, this kind of waste is highly perishable and create environmental
pollution, but also it is a source of value-added products such as chitin, protein and
pigments among others. Shrimp head waste is rich in protein (50-65 %, in dry basis) and
usually, it is dried and then used as a protein source in aqua feeds, but the presence of
indigestible chitin has limited its use in artificial feeds. Protein and chitin are highly
demanded products for different industries and it is important to search for
technological strategies to isolate and take advantage of these molecules in added-value
products. In this work we used the pH-Shift process and the enzymatic hydrolysis, to
obtain protein concentrates from the shrimp head waste (cephalothoraxes) and their
functional properties characterization. Two lots of shrimp heads were obtained: with
and without sodium methabisulphite.

The protein concentrates obtained were soluble protein at pH 7.0 (Ps pH 7.0),
precipitated protein (PP), soluble protein at pH 4.0 (Ps pH 4.0) and hydrolysated protein
(HD-3); from both lots of head shrimp waste. Functional characterization showed that
the Ps pH 4.0 have excellent foam capacity, the foaming stability for Ps pH 7.0, PP and
Ps pH 4.0 was around 40 % and 50 % and only HD-3 showed a void stability. The
emulsion capacity from the protein concentrates were approximated that the control (25
% from Albumin), but only Ps pH 4.0 and DH-3 presented higher stability values. The
protein concentrates obtained whit pH-shift process presented a good amino acids
balance and the HD-3 was poor in two essential amino acids (His and Val). The
concentration of proteins was similar in this concentrates just about 68 % and 75 % (P
<0.05).

The non soluble fraction discarded in both process, could be used as raw material to get
other value component such as chitin, protein hydrolysated and pigments. This study
demonstrated that pH-Shift process is an attractive technology for the rapid separation
of high value components from shrimp wastes.

Key Words: Protein concentrates, pH-shift process; enzymatic hydrolysis, functional
properties.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de camarones peneidos, ha crecido considerablemente en las ltimas tres
décadas; son seis las especies de peneidos mas cultivadas en el mundo: Penaeus
monodon; Fenneropenaeus chinensis; F. merguiensis; Marsupenaeus japonicus; L.
vannamei y L. stylirostris. Destacan como principales productores de camardn paises
como Tailandia, Ecuador e Indonesia que aportan el 23%, 17% y 13% de la produccion
mundial anual respectivamente (FAO, 2000). México ocupa el séptimo lugar mundial
como pais productor de camar6n, cuya produccion nacional corresponde al 80% en
materia acuicola. La produccion acuicola ha progresado durante las ultimas dos décadas
(Hannesson, 2003), con una tasa de crecimiento en los ochentas del 5.3 % y en los
noventa de 7.1 % (FAO, 2002). Actualmente la produccién acuicola del camaron a nivel

global se encuentra alrededor de 1, 568, 386 toneladas métricas. (FAO; 20006).

1.1 Generalidades del camardn

Los camarones son crustaceos artropodos mandibulados con apéndices articulados,
poseen dos pares de antenas, caparazdn, branquias y presentan diferentes estadios
larvales. Los camarones de de la familia Penaeidae son considerados entre los mas
importantes a nivel mundial por su valor comercial, dentro de este grupo se encuentra el
camardn Litopenaeus vannamei (Tabla 1), conocido regionalmente como camardn
blanco y ésta es una especie nativa de la costa del Océano Pacifico. Esta especie se
distribuye a partir de Sonora en el Golfo de California, México, hasta las costas de Peru;

Se le puede encontrar en aguas costeras desde 0 hasta 72 m de profundidad, sobre



fondos fangosos, con preferencia por las aguas marinas en su vida de adulto y por las

estuarinas desde postlarva hasta juveniles.

Tabla I. Clasificacion taxondmica

Phylum Arthropoda
Clase Malacostraca
Orden Decapoda

Familia Penaeidae

Género Litopenaeus

Especie Litopenaeus vannamei

Clasificacion de acuerdo al Integrated Taxonomic Information System (ITIS)

1. 1. 1 Morfologia

El cuerpo del camardn se divide en tres regiones: cefalotérax, abdomen y telson
(Fig. 1); la porcion comestible del camardn es el abdomen, el cual corresponde al 55 %
de su peso total (musculo) y el 45 % restante esta conformado por el cefalotorax

(SEMARNAP, 1998), el cudl es comunmente desechado.

N
Cefalotorax Abdomen Telson

Figura. 1. Esquema grafico de la morfologia general del camaron.



1. 2 Produccién acuicola en México

La produccion acuicola en México ha aumentado en los ultimos 20 afios, en
especial en el Noroeste del pais en donde se encuentra el 97 % de las granjas de
camaron, siendo ésta una de las zonas productoras de camardén mdés importantes en
Latinoamérica (Paez et al., 2003). En el Pacifico mexicano habitan 3 especies de
peneidos que se explotan comercialmente: Litopenaeus vannamei, Litopenaeus
stylirostris y Farfantepenaeus californiensis, siendo la mas importante L. vannamei, en
materia acuicola. Los principales estados productores de camar6n son Sinaloa, Sonora,

Nayarit y Baja California Sur (Audelo et al, 20006).

1.3 Laindustria del camardn

El camarén que se produce en los sistemas de cultivo de nuestro pais, se
comercializa en diferentes presentaciones; tales como camardén entero congelado,
deshidratado, enlatado, sin cabeza y congelado, entre otros. Siendo Estados Unidos el
principal mercado para la exportacion del camardn cultivado en el Pacifico mexicano,
pues tan solo en el 2007 se exportaron 17, 614 ton a este mercado (FAO-GLOBEFISH,
2007). Una de las principales presentaciones en la que México exporta el camardn al
mercado de Estados Unidos es congelado y sin cabeza, ya que en el 2007 nuestro pais
ocupd el cuarto lugar en la categoria de exportador de camaron en dicha presentacion.

(FAO-GLOBEFISH, 2007).



1. 3. 1 Uso de aditivos

El camaroén es un crustdceo demandado por el paladar de muchas personas en el
mundo, y éste requiere un delicado procesamiento para que la frescura y el color se
preserven; por lo que todas aquellas empresas que lo exportan deben cumplir con los
requisitos internacionales de normas sanitarias y control de calidad. Uno de los
problemas a los cuales se enfrentan es a la reaccion de melanosis, que provoca el
oscurecimiento del camarén y empieza a aparecer de 2 a 12 hr postmortem; en esta
reaccion de oscurecimiento interviene la enzima polifenoloxidasa (EC. 1. 10. 3. 1). Para
retardar este proceso, la industria alimentaria recurre a la aplicacion de aditivos como
antioxidantes y antibacterianos; tal como el metabisulfito de sodio, que de acuerdo al
indice del codigo alimentario se permite hasta 100 mg SO,/kg de producto. Los sulfitos
han sido usados por la industria pesquera desde los afios ‘50 para prevenir la melanosis
(Slattery et al., 1992). La utilizacién de aditivos en crustaceos esta dirigida a la
prevencion y control de la melanosis que es uno de los mayores problemas relacionados
con su comercializacién. En la actualidad se permite la utilizacion de sulfito sodico,
sulfito acido de sodio, metabisulfito sdédico y metabisulfito potasico en dosis maximas
de acuerdo al indice del cédigo alimentario de 100 mg/kg en el musculo del producto
crudo y de acuerdo a las normas australianas de 30 mg/kg en el musculo cocido, el cual
es expresado como SO;. Los sulfitos son compuestos polivalentes que desde un punto
de vista tecnologico encuentran aplicacion en distintos tipos de alimentos. Entre sus
acciones mas relevantes destaca su capacidad de retardar el oscurecimiento enzimatico
y no enzimatico, el control e inhibicion del crecimiento microbiano, la prevencion del

enranciamiento oxidativo y la modificacion de las propiedades reologicas de los



alimentos. Estos aditivos tienen aplicaciones especificas en relacion con cada efecto

concreto, pero en la mayoria de los alimentos se usan con mas de una finalidad.

1. 4 La importancia de las proteinas.

Desde el punto de vista de la nutricion, las proteinas desempefian un papel
importante, ya que a pesar de existir una gran cantidad de nitrégeno en la Tierra, éste se
encuentra en forma elemental en la atmosfera y no se encuentra de manera disponible
para satisfacer las necesidades bioldgicas de los organismos, ya que para la sintesis de
proteinas, de acidos nucleicos y de otras sustancias nitrogenadas de gran interés soélo
utilizan el nitrégeno orgéanico proveniente de los polipéptidos que obtienen de su dieta.
Los subproductos generados por la industria camaronera representan una fuente
importante de proteina que podria aprovecharse en alimentos para animales e incluso
humanos. Sin embargo se debe de tener presente que cualquier esfuerzo por aprovechar
estos desperdicios debe de considerar la probabilidad de que contengan algun aditivo
como el mencionado en el apartado anterior, y que éste pudiera tener algun efecto sobre
las propiedades del producto final. Los desechos de la industria camaronera pueden
dividirse en solidos y liquidos; entre los primeros encontramos: cefalotorax, cuticula o
exoesqueleto, visceras y fragmentos de carne que no han sido removidos en la
operacion de pelado, mientras que los desechos liquidos o efluentes, estan representados
por el agua de blanqueo. En general el rendimiento de los subproductos oscila entre el

35 % y 45 % del peso total del camardn (Shirai el al., 1997).



Los desechos generados por la industria camaronera representan una fuente de
contaminacion ambiental, sin embargo estos son fuentes de moléculas tales como
proteina, quitina y pigmentos; por lo que se ha hecho lo posible por aprovechar estos
desperdicios, una de las formas ha sido en la elaboracion de harinas (producto secado a
fuego directo y luego pulverizado), que se utilizan como una fuente alternativa de
proteina en alimentos para peces (Oliveira et al., 2007); sin embargo la presencia de
quitina, la cual se encuentra formando complejos estables con la proteina, lo hacen un

producto poco digerible.

A estos subproductos se les ha intentado dar otros usos, por ejemplo, Andrade y
colaboradores (2007) propusieron el uso de la harina de cefalotérax de camardn para la
elaboracion de un sazonador (Andrade et al, 2007). También se ha planteado la
obtencion de subproductos como la quitina, quitosano, (Holanda y Netto, 2006) y
carotenoides (Armenta et al., 2002) a partir de desechos de la industria del camarén.
Debido a que la proteina es un componente de importancia econdmica y desde el punto
de vista nutricional, se han empleado diversos métodos para aprovechar la proteina
presente en los desechos generados por la industria camaronera, uno de ellos es el
ensilado (Armenta et al., 2002; Amar et al., 2006). El producto obtenido de este proceso
ha sido usado como fuente de proteina para la formulacion de alimentos para camaron,
y peces (Amar et al., 2006; Oliveira et al., 2007). Otro método ampliamente utilizado
para aprovechar la proteina de los desperdicios de camarén es la hidrélisis enzimdtica
(Simpson y Haard, 1985; Cano et al., 1987; Armenta et al., 2002; Mizani et al, 2005;
Holanda y Netto, 2006; Ruttanapornvareesakul et al., 2006), por medio de la cual se
obtienen hidrolizados de proteina, estos son una fuente de péptidos biologicamente

activos, con usos potenciales en farmacologia y como fuente de proteina en la



elaboracion de alimento animal (Cangre et al, 1999;Kristinsson y Rasco, 2000; Cordova
y Garcia, 2002). Los hidrolizados de proteina obtenidos a partir de cefalotérax de
camaron también han sido utilizados como aditivo en la industria alimentaria. Por
ejemplo Ruttanapornavareesakul y colaboradores (2006), propusieron el uso de éstos
para mantener la estructura y textura de las miofibrillas musculares, ya que evitan la
desnaturalizacién de las proteinas durante los periodos largos de almacenamiento en
congelacion. La mayor parte de las investigaciones realizadas hasta el momento se han
dirigido en la obtencidn de hidrolizados de proteina, en los cuales se han usado enzimas
tales como Alcalasa (Mizani et al., 2005; Holanda y Netto, 2006), o enzimas producidas
por microorganismos (Armenta et al, 2002; Amar et al., 2006). Asi mismo la hidrélisis
enzimatica se ha utilizado para la separacion y recuperacion de otros componentes de

interés como quitina y carotenoproteinas.

1. 5 Estrategias tecnoldgicas para el aprovechamiento de productos de origen

marino.

La produccién de surimi y otros procesos para extraer proteinas nativas e
hidrolizados de proteina se han desarrollado con el fin de optimizar el uso de los
recursos pesqueros y para darle valor agregado a subproductos de la pesca y a

organismos marinos con nulo o bajo valor comercial.

1.5.1 Proceso de solubilizacién/precipitacion.

Un proceso novedoso que se puede aplicar para recuperar la proteina de los

desperdicios de la industria camaronera es el de solubilizacion/precipitacion por pH. La



obtencion de proteinas musculares por medio de este proceso fue desarrollado por
Hultin y colaboradores (Hultin y Kelleher, 1999; Hultin y Kelleher, 2000; Hultin,
2002); éste proceso es una estrategia tecnologica que ofrece ventajas al utilizar materias
primas de origen marino de bajo valor o poco atractivas para ser procesadas por otros
métodos. Este proceso esta basado en la solubilizacion a pH acido o alcalino de las
proteinas musculares, seguida de la precipitacion de las proteinas solubles, que al final
resulta en la recuperaciéon de un concentrado de proteina 1til en la elaboracion de
productos tipo gel, gel-emulsificado y surimi (Hultin y Kelleher, 1999; Hultin y
Kelleher, 2000; Hultin, 2002; Undeland et al., 2002; Kristinsson y Liang, 2006). El
proceso de solubilizacidon/precipitacion permite la separacion selectiva de las proteinas,
aislandolas de forma facil de otros componentes presentes en la materia prima. Asi
mismo se eliminan diversas reacciones indeseables que se generan durante el manejo
del musculo de especies marinas, tales como hidrolisis enzimatica la cual se lleva a cabo
por enzimas enddgenas o por enzimas microbianas, las cuales son reducidas o inhibidas
por los pHs acido o alcalino, ya que se emplean valores extremos, ademas de que el

proceso se lleva a cabo a baja temperatura (4 °C) (Hultin, 2002).

1. 5. 2 Proceso de hidrélisis enziméatica

Los hidrolizados pueden definirse como proteinas que han sido seccionadas en
péptidos de varios tamafios por métodos enzimaticos. Se sabe que los hidrolizados de
proteina poseen caracteristicas con valor biologico, tales como contenido de péptidos
promotores de crecimiento, antioxidantes, antibioticos, anticancerigenos y atractantes,
entre otros (Dziuba et al., 1999; Cordova y Garcia, 2002). Las propiedades y usos de los

hidrolizados, dependen en gran medida de la enzima que se utilice en el proceso, el



grado de hidrolisis que se le dé y las condiciones en las que se desarrolle la reaccion
(pH, temperatura) (Dzwolak y Ziajka. 1999). La hidrolisis enzimatica se lleva a cabo
bajo condiciones no agresivas evitando los extremos que normalmente se requieren para
tratamientos quimicos y fisicos. Para la obtencion de hidrolizados funcionales se deben
de tener en cuenta muchos factores durante su proceso, entre ellos se encuentran los

siguientes puntos.

-Las caracteristicas deseadas del producto a obtener.

-La eleccion de la fuente adecuada de proteina.

-La eleccion de enzimas proteoliticas y sus propiedades cataliticas acordes a las

condiciones del proceso (Temperatura y pH)

-El desarrollo de procesos posthidrélisis como el de asegurar que la accion catalitica de

las enzimas se ha detenido para evitar hidrolisis exhaustiva de las proteinas.

1. 6 Proteinas y su propiedad funcional en tecnologia de alimentos

Las proteinas no solo son fuente de aminoacidos sino que, debido a su naturaleza
polimérica, su presencia influye en las caracteristicas reoldgicas y de textura de los
alimentos que las contienen. La capacidad de las proteinas de conferir una caracteristica
a un alimento se le conoce como propiedades funcionales, lo cual se define como
“cualquier propiedad fisicoquimica de los polimeros que afecta y modifica algunas
caracteristicas de un alimento y que contribuye a la calidad final del producto” o bien

“como cualquier propiedad de un alimento o ingrediente, excepto la nutricional, que
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influya en su utilizacidén para obtener un producto deseado” (Pour, 1981; Smith, 1987;
Hall, 1996). Las propiedades funcionales son la capacidad de hidratacion, el espumado,
la emulsificacion y la gelificacion, entre otros; estas dependen fundamentalmente de
factores propios de la molécula como: conformacion, relacion y disposicion de
aminoacidos, hidrofobicidad, ionizacion, carga eléctrica, forma, peso molecular, asi
como de factores extrinsecos del medio que los rodea y que en ocasiones pueden
modificarse, como son pH, fuerza io6nica, temperatura, actividad acuosa, constante
dieléctrica, etc. (Pour, 1981; Hall, 1996; Belitz, et al., 2004).

Las propiedades funcionales de una proteina dependeran de su estructura
primaria (secuencia de aminoacidos), la naturaleza de los residuos en la cadena lateral
(polar, no polar, carga positiva o negativa), la proporcion de cada clase de aminoacidos
y su distribucion a lo largo de la cadena, lo cual determinard la solubilidad,
hidrofobicidad de superficie y la capacidad de estabilizar espumas, emulsiones y geles.
Por otra parte, el tamafio y naturaleza de las cadenas laterales determina la estructura
secundaria y terciaria, y ésta a su vez, las posibles interacciones con el medio; por lo
tanto, la estructura, tamafio, distribucion y los aminoacidos que la conforman, definira
la funcionalidad de una proteina. En el caso de las proteinas musculares, miosina y
actina son las principales moléculas responsables de las propiedades funcionales (Hultin
y Kelleher, 1999; Undeland, et al., 2002, De la Fuente, 2006). La calidad y estabilidad
del producto final son afectadas por las propiedades funcionales de las proteinas (Xiong,
2000). Cuando se requiere producir un concentrado de proteina funcional para ser
utilizado en alimentos, las propiedades funcionales de mayor interés son solubilidad,
emulsificacion y gelificacion (Hultin y Kelleher, 1999); también son importantes la

viscosidad, retencion de agua y el espumado.
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1. 6. 1 Solubilidad de proteinas

La solubilidad de las proteinas, que resulta de las propiedades de superficie
activa, es la concentracion de proteina presente o ligada en el solvente en un estado de
equilibrio en la fase liquida. Vista en parte como un pardmetro operacional de un
proceso, la solubilidad es determinada por la retencion de proteina en el sobrenadante
obtenido después de centrifugar un sistema de una o dos fases. (Hall, 1996; Vojdani,
1996). Esta caracteristica o propiedad es de gran importancia por su influencia sobre
otras propiedades funcionales como la formacion de emulsion, espuma y gelificacion
(Vojdani, 1996; Belitz, et al., 2004). Cambios en la solubilidad de las proteinas pueden
ser obtenidos de varias maneras, variando la fuerza i6nica, los tipos de iones, pH y/o
temperatura, lo cual afecta la naturaleza hidrofoba o idnica de las proteinas. Por efecto
del pH, las proteinas adquieren una carga neta negativa o positiva, lo que resulta en una
repulsion entre ellas y una hidratacion de los residuos cargados, provocando a su vez un
incremento de la solubilidad (Damodaran, 1996; Yongsawatdigul y Park, 2004). En el
valor de pH en el que la carga neta de la proteina es igual a cero se le conoce como
punto isoeléctrico (pI), por debajo de su (pl) las proteinas presentan carga positiva y por
arriba de este tienen carga neta negativa. En el momento en que el pH se ajusta cerca del
pl se reducen las fuerzas de repulsion permitiendo que se atraigan entre ellas
(Yongsawatdigul y Park, 2004; Ingadottir, 2004; Kristinsson y Liang, 2006). Asi, la
agregacion de proteinas a estas condiciones permitird que estas sean separadas o
removidas de la solucion por medio de una centrifugacion (Hultin et al., 2000; Hultin y

Kelleher, 1999).
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1. 6. 2 Espumado

La capacidad de formacién de espuma juega un papel importante en la
elaboracion de meregues, mousses, batidos y en la industria cervecera. La capacidad de
formacion de espuma se debe al caracter anfipatico (hidrofilico y apolar/hidrofébico) de
las proteinas, que les permite su adsorcidon en interfases (aire en una fase continua).
Durante el espumado, la funcion de las proteinas es reducir la tension interfacial,
orientando sus grupos hidréfilos hacia el exterior de la burbuja, en contacto con el agua,
y los hidréfobos hacia el interior, en contacto con el aire donde en ciertas ocasiones la
capacidad mantener estables estos sistemas se vuelve aun més importante que generar el

mismo (Wilde y Clark, 1996).

1. 6. 3 Emulsion

La emulsion, es definida como una dispersion o suspension de dos liquidos
inmiscibles, donde existe una fase dispersa y una continua. Estas a su vez son
estabilizadas por emulsificadores, los cuales son compuestos capaces de formar una
pelicula en la interfase, lo que previene que las fases dispersas se unan entre si. Las
emulsiones en alimentos pueden ser agua en aceite, como las mantequillas, o aceite en
agua, como la leche. Una emulsion es intrinsecamente inestable y con el tiempo las
gotas de la fase dispersa tenderan a atraerse y poco a poco se rompera la emulsion
llegando a la separacion de fases. La estabilidad de una emulsion depende del tamafio y
posicion de las particulas solidas, ademas de las fuerzas asociadas con la interfase de

aceite y agua (Hill, 1996; Belitz et al., 2004).
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2. JUSTIFICACION

Los desechos generados por la industria camaronera representan entre el 50 % y
70 % de la biomasa que se procesa; y €stos por ser perecederos contribuyen a la
contaminacion del ambiente. Sin embargo son ricos en componentes con potencial
econdmico tales como proteinas (50-65 %), quitina (11-32 %) y pigmentos (Bataille,
1983; Shahidi, 1991; Ibrain, 1999). Estas caracteristicas hacen que este “desecho” sea
de interés, ya que puede ser aprovechado para la obtencion de moléculas como las
proteinas, y proporcionar valor a los desperdicios generados en la industria del camaron.
No existe reporte alguno sobre la utilizacion del proceso de solubilizacion/precipitacion
por medio de cambios de pH para la recuperacion de concentrados de proteina a partir
de cefalotérax de camaron, mucho menos sobre las propiedades funcionales, tales como
capacidad de formacion de espuma y emulsion. La finalidad de este trabajo fue obtener
concentrados proteicos, mediante el proceso de solubilizacion/precipitacion y de
hidrolisis enzimatica, recuperando la proteina como principal molécula de interés. De
igual manera se trabajo para caracterizar funcionalmente las proteinas presentes en el
cefalotorax de camardn blanco para obtener informacion valiosa que contribuya a

proporcionarle valor al recurso.



14

3. HIPOTESIS

Si el proceso de solubilizacion/precipitacion permite recuperar proteina sin
hidrolizarla y si la hidrolisis parcial afecta de forma negativa a las propiedades
funcionales de las proteinas; entonces, los concentrados de proteina obtenidos por el
proceso de solubilizacion/precipitacion presentaran mejores propiedades funcionales

que los concentrados de proteina obtenidos por hidrélisis enzimatica.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo general
Obtencion de concentrados de proteina por los procesos de
solubilizacion/precipitacion y por medio de hidrdlisis enzimatica, asi como Ia

caracterizacion funcional de los productos obtenidos.

4. 2 Objetivos especificos

1. Obtener concentrados de proteina por el método solubilizacion/precipitacion
(pH-Shift process) y por el método de hidrolisis enzimatica a partir de muestras
de cefalotérax de camaro6n Litopenaeus vannamei.

2. Determinar la composicion quimico-proximal y de aminodcidos de la materia
prima y de los productos obtenidos

3. Caracterizar y comparar las propiedades funcionales de los concentrados de

proteina.
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5. MATERIALES Y METODOS

5. 1 Obtenciéon de muestra

Se procesaron dos lotes de cefalotorax de camardn Litopenaeus vannamei; un
lote se obtuvo de los estanques de cultivo del CIBNOR en La Paz B.C.S. y el otro se
obtuvo de una empresa maquiladora local de camarones. Este wltimo lote habia sido
tratado con metabisulfitos de sodio. Se prepararon mezclas homogéneas a partir de las
muestras obtenidas de cefalotdrax, para lo cual se empled un molino centrifugo Retsch
Brinkmann con un tamiz de 1 mm de luz de malla, los homogeneizados obtenidos se

almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso en las evaluaciones correspondientes.

5. 2 Caracterizacion quimico proximal

Proteina. La cuantificacion de nitrogeno total se realizd6 mediante el uso del equipo
LECO®-FP-528 (% N x 6.25), se utilizd6 como estandar EDTA (9.57 % de N). El
contenido de proteina total en el homogeneizado de cefalotérax de camaron, se

determiné de acuerdo a la Formula (1).

Formula (1) Pc=(NT —NQ)X 6.25

Donde Pc es el contenido proteina total corregida en la muestra, NT es el % de
nitrégeno total contenido en la muestra y NQ es el % de nitrégeno presente en la quitina

de la muestra.

La cuantificacion de quitina se llevé a cabo de acuerdo al método de Shahidi y

Synowiecki (Shahidi y Synowiecki, 1991). Se pesaron 10 gr del homogeneizado inicial
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y se adicionaron 20 ml de NaOH al 5 %, se expuso a 100 °C durante 2 hr;
posteriormente se filtr6 y se realizaron varios lavados con agua deionizada.
Posteriormente se le adicion6 20 ml de HCl al 5 % y se dej6 en agitacion por 2 hr a 25
°C; nuevamente se filtr6 y se realizaron varios lavados con agua deionizada. Se dejo
secar por 12 hr a 110°C. El contenido de nitrégeno total contenido en la fraccion de

quitina se cuantificd por mediante el sistema LECO®-FP-528.

Humedad. El contenido de humedad se determind por diferencia de peso a 70 C a un

tiempo de exposicion de 24 hr, de acuerdo a los métodos oficiales de la AOAC-2005

Lipidos. La determinacién de lipidos totales se realizd de acuerdo a los métodos

oficiales de la AOAC-2005, se empleo el equipo de Soxtec®-Avanti TECATOR.

Cenizas. Se realizo de acuerdo a los métodos oficiales de la AOAC-2005. Se determind

por diferencia de peso (calcinacion a 500 °C / 24 hr).

5. 3 Composicion de aminoacidos

La cuantificacion de aminodcidos esenciales y no esenciales se realizdé mediante
el uso de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Las muestras se sometieron
a una hidrodlisis acida por 24 hrs a 110 °C, posteriormente se sometieron a evaporacion
mediante el uso de un rotavapor. Las muestras hidrolizadas y secas, se resuspendieron
con agua deionizada y se filtraron antes de inyectar al equipo de HPLC. Se empled
como fase moévil A: acetato de sodio (NaAc) 20 mMol + Trietilamina (TEA) 0.018%,

pH 7.2 con acido acético al 1-2%; y como fase movil B: 20 % de NaAc 100 mMol, pH
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7.2 con acido acético al 1-2%, + acetonitrilo 40% + MeOH 40%, y con un flujo de

0.45 ml/min.

5. 4 Solubilidad de proteinas de cefalotérax de camarén

Se prepar6é una mezcla de homogeneizado de cefalotérax de camardn y agua
destilada fria (1:10), se disolvié durante 20 seg mediante el uso de una licuadora.
Posteriormente la mezcla se fracciond en 11 recipientes y a cada uno de estos se le
ajusto el pH afiadiendo HCI 2M 6 NaOH 2M segun el caso; el rango de pH evaluado fue
de 2 a 12. Después de ajustar cada punto de pH se tom6 una alicuota de 1 ml, y se
centrifugé a 10,000 X g por 20 minutos a 4°C, usando una centrifuga Eppendorf 5804R
(Brinkman Instruments Inc., Hamburg, Germany). Posteriormente se cuantificd la
proteina soluble empleando el método de Biuret (Torten y Whitaker 1964), con esta
informacion se generd una curva de solubilidad, donde la variable de respuesta fue la
cantidad de proteina soluble y la variable independiente fue el pH. Se emple6 como

proteina estandar albimina bovina en un rango de concentracion de 1 a 10 mg / ml.

5. 5 Obtencibn de concentrados de proteina por el proceso de
solubilizacion/precipitacion

Se empled el proceso desarrollado por Hultin y Kelleher (Hultin y Kelleher,
1999) con algunas modificaciones para este trabajo. Se parti6 de una mezcla de
homogeneizado de cefalotorax de camardn y agua destilada fria (1:10) y disolvié por 20
seg con una licuadora. Posteriormente a la mezcla se le ajusté el pH a 7.0 adicionando
HCI (2M), y se centrifugd a 10,000 g por 20 minutos a 4 °C; al finalizar se recuper6 la

fraccion del sobrenadante y para lograr la agregacion y precipitacion de las proteinas,
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esta fraccion soluble se ajustd a pH 4.0. Seguidamente para sedimentar y recuperar el
concentrado de proteina, se sometid a una segunda centrifugacion a 10,000 x g por 20
minutos a 4 °C; al final se obtuvo una fraccion precipitada y otra fraccion soluble a pH
4.0. Posteriormente las fracciones resultantes de este proceso fueron liofilizadas.

Con el proceso de solubilizacion/precipitacion se recuperaron tres concentrados
proteicos, los cuales fueron: proteina soluble a pH 7.0 (Ps pH 7.0), resultante de la
primera etapa de centrifugacion; proteina precipitada (PP) y proteina soluble (Ps pH

4.0), ambas obtenidas a pH 4.

5. 6 Obtencion de concentrados de proteina por el método de hidrolisis enzimatica

El ensayo preliminar para establecer los pardmetros operacionales del proceso de
hidrélisis enzimatica, se realizd a 28 °C y a 50 °C, a pH 8.0 y se utilizaron las enzimas
endogenas presentes en el homogeneizado de cefalotérax de camardn. En la mezcla
total de reaccion se utilizo el 4 % de proteina como sustrato, el tiempo total de reaccion
fue de 1 hr, para medir el grado de hidrdlisis se registro la cantidad de base consumida
cada 5 min.

El grado de hidrdlisis se define como: el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados (h)
entre el nimero de enlaces peptidicos totales por unidad de peso (hyy), expresado en
porcentaje. El grado de hidrdlisis se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion de

Adler-Nissen (Adler-Nissen, 1986).

Formula (2). o= BN 0

(Mp)e XN
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Donde B es el total de la base consumida (ml), Nb la normalidad de la base, Mp la masa
de la proteina en g, y se empleo un valor de h= 7.7. El valor de a se determina

utilizando el algoritmo de la siguiente férmula.

1

Férmula (3) o= W

Donde a es el promedio del grado de disociacion de los grupos a-NH,, pK es el valor

promedio del pK de los grupos a-amino liberados durante la hidrdlisis.

Se estableci6 obtener los hidrolizados de proteina con un 3 % de grado de
hidrolisis La reaccion de hidrélisis enzimatica se llevo a cabo a una temperatura de 50
°C y aun pH de 8.0 y se utiliz6 las enzimas endogenas presentes en el homogeneizado
de cefalotorax de camaron. La reaccion de hidrolisis se detuvo bajando la temperatura
hasta 4 °C después de 15 min para el lote sin metabisulfito, y a los 25 min en el caso del
lote tratado con tal aditivo. Posteriormente la mezcla hidrolizada se sometié a una
centrifugacion a 10,000 x g por 20 min a 4 °C y seguidamente se recupero la fraccion

del sobrenadante, la cual posteriormente fue liofilizada.

5. 7. Capacidad de formacion de espuma y su estabilidad

La formacién de espuma y su estabilidad se determin6 de acuerdo al método de
Rudin (Wilde y Clark, 1996). Este método consistid en preparar una solucion al 3% de
proteina y agitarla-batirla durante 1 minuto utilizando un impulsor de propela para
incorporar aire a la mezcla. La capacidad de formacion de espuma se determind con
base en el resultado del incremento del volumen inicial; la estabilidad de la espuma se

calculé como el porcentaje del volumen remanente después de 60 minutos de reposo a
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temperatura ambiente. Se empleé como control albumina de huevo, la cual es

reconocida como excelente espumante (Matringe y Col., 1999).

5. 8 Capacidad de formacion de emulsion y su estabilidad

La capacidad de emulsion se determind empleando el método de Swift (Hill,
1996). Se prepard una mezcla de proteina, agua y aceite, dando una proporcion de 0.3%
de proteina y 15.5% de aceite vegetal, y se agit6d utilizando un impulsor de propela a
maxima velocidad durante 30 segundos. Seguidamente se centrifugd a 5000 X g por 5
minutos en una centrifuga Eppendorf 5804R (Brinkman Instruments Inc., Hamburg,
Germany) con rotor SS-34. El volumen de la emulsion generada se registrd para cada
muestra, la capacidad de emulsion se determino de acuerdo al resultado de la relacion
del volumen de la emulsién formada respecto al volumen total inicial del sistema. La
estabilidad de la capacidad de formacion de emulsion se determind de acuerdo al
volumen de emulsion remanente después de un tratamiento térmico (80 °C por 30

minutos. Se empleo como control albumina de huevo.

5. 8 Caracterizacion de proteinas por SDS-PAGE

La caracterizacion por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) se realizé por medio del
uso de geles de gradiente de poliacrilamida (7.5 % al 15 %) de 1.5 mm de espesor, bajo
condiciones desnaturalizantes y reductoras. La electroforesis se desarrolldé en una
camara vertical (Hoefer, Inc, modelo SE 260) a corriente constante (15 mA por gel). Se
emplearon estandares de peso molecular: de 14 a 97 kDa. Las bandas de proteinas

fueron reveladas por tincién con una solucion de azul brillante de Coomasie R-250. Se
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elimino el exceso de colorante con una solucion de lavado (metanol 40%; acido acético
7%). La digitalizaciéon de las imagenes se realizd6 empleando un escaner UMAX

2100XL.

5. 9. Andlisis estadistico

Se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) no paramétrica y la prueba de
Kruskal-Walis para determinar diferencias significativas (P < 0.05) en los experimentos
a un 95 % de confiabilidad.

Todos los andlisis fueron evaluados por triplicado. Se realizd el analisis de las
interacciones entre los lotes utilizados (con y sin metabisulfitos de sodio) y los
concentrados de proteina obtenidos. Se corrobor6 la homogeneidad de varianzas de los
datos por la prueba de Barlet, con el fin de identificar tanto las poblaciones de datos con
comportamiento normal, asi como las que no lo presentaban. Para los andlisis no
paramétricos se empleo la Prueba de Multirango para determinar cual de las medias fue
significativamente diferente de las demas (95 % de confiabilidad). Se utilizaron
comparaciones de graficas de caja y bigote para determinar cual de las poblaciones fue
significativamente  diferente de las demds (95 % de confiabilidad). El programa

utilizado fue Statgraphics® Plus V. 5. 0.
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6. RESULTADOS

6. 1 Analisis quimico-proximal

La humedad de los homogeneizados de cefalotorax de camardn Litopenaeus
vannamei de ambos lotes: con y sin metabisulfito de sodio (CM y SM), fue de 72.87 %;
y de acuerdo al analisis quimico-proximal el contenido de proteina total fue del 59 %
para el lote CM y 60 % en el caso del lote SM (Tabla 2). El cefalotérax de camarén esta
cubierto por el exoesqueleto, éste ultimo estd conformado por quitina, por lo cual se
determind el contenido de nitrogeno correspondiente a este polimero; y de acuerdo a la
formula descrita en la seccion de materiales y métodos se calculd el contenido de
proteina corregida, el cual para el lote CM fue de 28.57 % y de 29.85 % en caso del lote
SM. El contenido de proteina entre los lotes de cefalotorax no presentd diferencias

significativas (P > 0.05).

Tabla II. Andlisis quimico-proximal del homogeneizado de cefalotéorax de camardn
Litopenaeus vannamei.

Con Na,S,0;5 Sin Na;S,0s
(%) Hi Hi
Proteina total 59.00% +0.67 60.00% +0.38
Proteina corregida 28.57% +1.02 29.85% +0.59
Quitina (nitrogeno total) 4.90% +0.15 4.76% +0.04
Humedad 1.42% £0.16 2.01° £026
Lipidos 1537° 026 14.47% +025
Cenizas 14.56% +0.24 14.35% +0.15

Hi: Homogeneizado inicial; Proteina corregida = (% de N total - % de N quitina);
Na,S,0s: metabisulfito de sodio. La comparacion de realizé entre columnas, las letras
iguales indican que no existe diferencia significativa (P > 0.05).
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6. 2 Solubilidad de proteinas a diferentes condiciones de pH

En el proceso de solubilizacion/precipitacion (pH-shift process) se requiere
conocer la solubilidad de las proteinas que son expuestas a diferentes condiciones de
pH; el patrén de solubilidad de las proteinas miofibrilares ha sido ampliamente
estudiada (Hultin y Kelleher, 1999; Hultin y Kelleher, 2000; Hultin, 2002; Undeland et
al., 2002; Kristinsson y Liang, 2006) y la cual se presenta en una tipica forma de “U”.
Cabe destacar, que éste es el primer trabajo en el que se pretende obtener concentrados
de proteina con el proceso de solubilizacidon/precipitacion, a partir de lo que es conocido
como “desecho” de la industria camaronera; por lo que en el presente trabajo fue
necesario evaluar la solubilidad de las proteinas con respecto al pH. Asi mismo fue
importante evaluar si la proteina de los cefalotorax de camarén que estuvieron

expuestos al metabisulfito de sodio presenta alguna diferencia en solubilidad.

Para conocer los anterior se construy6 una grafica de solubilidad en un rango de
pH de 2.0 a 12.0, en la cual identificaron los puntos de pH en donde se presenta la
maxima y minima solubilidad de las proteinas; en la Figura 2 se puede apreciar que la
solubilidad de las proteinas tanto en el rango alcalino como en el acido esta por encima
de 10 mg/ml, siendo a pH de 7.0 donde se presentd la maxima solubilidad (15.23 mg/ml
de proteina soluble) en el caso del lote tratado con metabisulfito de sodio. Y a los
valores de pH de 2.0, 7.0, 8.0 y 9.0 la solubilidad de las proteinas fue significativamente
mayor (P < 0.05) en las muestras del lote tratado con metabisulfito de sodio con
respecto a las que no fueron tratadas con dicho aditivo. Asi mismo se observo que a pH
de 4.0 se presenta una solubilidad de proteinas de 5.54 mg/ml para el lote SM y de 5.31

mg/ml en el caso del lote CM. A este pH de 4.0 la mayoria de las proteinas presentes en
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el homogeneizado de cefalotérax de camaron que se encontraban solubles a pH alcalino,
alcanzan su punto isoeléctrico; sin embargo, ciertas proteinas se mantienen aun solubles

apH de 4.0 (Fig. 2).

Solubilidad de Proteinas
20
=
S
(@)]
£
©
£
(O]
S
o
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH
Sin metabisulfitos de sodio m Con metabisulfitos de sodio \

Figura. 2. Solubilidad de proteinas sometidas a diferentes condiciones de pH.

Para corroborar lo observado en la evaluacion cuantitativa, se realizd un gel de
electroforesis de poliacrilamida, en el cual se observo a diferentes pH's el perfil de
bandeo de las proteinas presentes en el homogeneizado de cefalotérax de camardn, en el
cual se pudo identificar que las proteinas solubles se encuentran en un rango de
aproximadamente 90 kDa hasta 10 kDa (Fig. 3). Asi mismo se observo que a partir del
pH de 5.0 hasta el pH de 12.0 las proteinas que se encuentran entre 66.0 y 97.0 kDa
estan presentes en mayor proporcion con respecto a lo que se tiene a los pH's de 2.0, 3.0
y 4.0. Por otra parte se observo que en el rango de pH 4cido el perfil de bandeo de las
proteinas presentes en el rango de 45.0 y 14.4 kDa se encuentran en mayor proporcion

con respecto a las que se observan en el lado alcalino (Fig. 3).
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molecular; Carriles 2-12. Valores de pH a los que fue sometido; a) Lote no tratado con

metabisulfito de sodio, b) Lote tratado con metabisulfito de sodio.

6.3 Obtencion de concentrados de proteina por el proceso de

solubilizacion/precipitacion (pH-Shift process)

El homogeneizado de cefalotorax de camardn es rico en quitina, pigmentos y
proteinas, por lo cual para separar a las proteinas presentes en este homogeneizado se
realizd el ajuste del pH inicial de la mezcla a un valor 7.0, siendo que a este pH se
favorece la interaccion de grupos ionizables de las proteinas con el agua, por lo que se
ve reflejado en el incremento de la solubilidad de las moléculas de proteinas; esto se
llevo a cabo de acuerdo a lo observado en la curva de solubilidad (Fig. 2). Después de
ajustar el pH de la mezcla del homogeneizado por medio de centrifugacion la fraccion
de interés (proteinas solubles a pH 7.0) fue separada del material insoluble (quitina,
pigmentos y otros tejidos). Se observé que al ajustar el pH de la muestra inicial al 7.0, la
mezcla de proteinas present6 una coloracion obscura (café) tipica del homogeneizado de

cefalotérax de camardn. Sin embargo, al realizar el ajuste a pH 4.0 la coloraciéon de la
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muestra cambio a uno mas claro que el observado a pH 7.0 (Fig. 4). Una vez ajustado el
pH a 4.0 la muestra se someti6 a un proceso de centrifugacion de la cual se recuperd dos
fracciones: una en forma de pasta color rosaceo (proteina precipitada) y otra fraccion
acuosa con proteina aun soluble (Fig. 4).

La mayor parte de las investigaciones donde se ha empleado el proceso de
solubilizacion/precipitacion se han enfocado en la proteina precipitada que se obtiene al
final de este proceso (en forma de pasta como se observa en la Fig. 4) ya que la fraccion
del sobrenadante contiene menos del 15 % de proteina. Sin embargo en este trabajo con
cefalotorax de camardn, después de la precipitacion de las proteinas a pH 4.0 y su
posterior centrifugacion, se obtuvieron dos fracciones (Fig. 4); ya que de las proteinas
que se mantienen solubles a pH 7.0, el 70 % se recupero6 en forma de precipitado y el 30

% restante se mantuvo soluble a pH 4.0.

Precipitaciéon
Ajuste pH 4.0; HCI 2M

h

Fraccion Centrifugacion
pI‘ECIpItada (10.000 a a 4°C por 20 min)

Figura 4. Diagrama de la obtencion de los concentrados de proteina mediante el proceso
de solubilizacion/precipitacion.
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En la fraccion no soluble se encuentran presentes quitina, pigmentos y
complejos de proteina-quitina y proteina-pigmentos, este material insoluble puede
someterse a una posterior hidrolisis enzimadtica y recuperar hidrolizados de proteina,
pigmentos y quitina; de tal manera que se optimice el aprovechamiento total de todas
las moléculas presentes en el homogeneizado de cefalotorax de camardn y por tanto

proporcionar valor agregado a este desecho de la industria del camarén.

De acuerdo a lo observado durante la obtencion de un concentrado de proteina
mediante el proceso de solubilizacion/precipitacion, se decidid evaluar las propiedades
funcionales de dos fracciones que se obtuvieron al final del proceso; asi mismo se
consider6 caracterizar funcionalmente la fraccion de proteina soluble a pH 7.0; por lo
que para cada lote de homogeneizado se obtuvo tres concentrados de proteina, los

cuales fueron etiquetados como se indican a continuacion.

1) Ps pH 7.0 correspondiente a la fraccion proteica soluble a pH 7.0
2) PP proteina precipitada
3) Ps pH 4.0 fraccion proteica soluble a pH 4.0

4) Fns fraccion no soluble de la primera fase de centrifugacion

De la lista anterior unicamente los tres primeros fueron caracterizados
funcionalmente y la Fns fue recuperada y guardada para un uso futuro en la obtencion
de otros componentes de interés. En las Figuras 5 y 6 se muestra en le recuadro rojo los
concentrados de proteina después de haber sido liofilizados, fuera del recuadro se

muestra el producto liofilizado de la fraccion no soluble a pH 7.0.
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Ps pH 4.0

Figura 5. Concentrados de proteina derivados del lote de cefalotorax de camardn,
tratado con metabisulfito de sodio. PS: proteina soluble a pH 7 y soluble a pH 4.0; PP:
proteina precipitada a pH 4.0; Fns: fraccion no soluble.

Fns PP PspHA40

Figura. 6. Concentrados de proteina del lote de cefalotérax de camaron sin metabisulfito
de sodio. PS: proteina soluble a pH 7 y soluble a pH 4.0; PP: proteina precipitada a pH
4.0; Fns: fraccion no soluble.
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Los concentrados de proteina difieren en sus caracteristicas sensoriales de color,
claramente se observa que la coloracion de Ps pH 7.0 es un rosa palido; el concentrado
de proteina PP presenta una tonalidad rojiza y Ps pH 4.0 tiene un color rosaceo. Estas
diferencias de coloracion puede deberse a los pigmentos que se encuentran presentes en
la materia prima que se empleo (cefalotérax de camaron), cabe mencionar que al
realizar el ajuste del pH durante el proceso de solubilizacion/precipitacion también se
observé el cambio de coloracion cuando la fraccién acuosa se aproximaba al punto de

pH de menor solubilidad.

6. 3. 1 Rendimientos del proceso de solubilizacién/precipitacion

De acuerdo a la concentracion de proteinas solubles cuantificadas por el método
de Biuret, se puede observar (Tabla 3), que independientemente del lote (con o sin
metabisulfito de sodio) no hay diferencia significativa en términos de rendimiento del
proceso en las etapas de solubilizacion, precipitacion y en el rendimiento total. Asi
mismo se evalu6 el rendimiento con base a la materia prima empleada, de los dos
concentrados que se obtuvieron al final del proceso de solubilizacion/precipitacion. No

se encontro diferencia (P > 0.05) entre los lotes de cefalotérax analizados.
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Tabla I1I. Rendimientos del proceso de solubilizacién/precipitacion

Rendimientos de recuperacion de proteina (%o)

Fuente Solubilidad Precipitacion Total
CM 48%+523 732+£5.5 352+ 6.3
SM 55%+53 66 +£5.5 372+ 6.3

CM: lote con metabisulfito de sodio; SM: lote sin metabisulfito de sodio. La
comparacion se realizo entre filas, las letras similares indican que no existe diferencia
significativa (P > 0.05).

Tabla I'V. Rendimientos del proceso en base a la materia prima utilizada.

Rendimientos en base a la materia prima empleada (%o)

Fuente PP Ps pH 4.0
CM 20.01%+3.5 23.02%+2.5
SM 19.60% £ 6.1 25.90%+3.7

PP: proteina precipitada; Ps pH 4.0: proteina soluble a pH 4; CM: lote con metabisulfito
de sodio; SM: lote sin metabisulfito de sodio. La comparacion se realizé entre filas, las
letras similares indican que no existe diferencia significativa (P > 0.05).

6. 4 Obtencién de concentrados de proteina por el método de hidrdlisis enzimatica

La funcionalidad de las proteinas se ve afectada por el grado de hidrolisis de las
mismas, sin embargo algunas requieren ser hidrolizadas para incrementar sus
propiedades funcionales. La mayoria de los trabajos en los que se han obtenido
hidrolizados de proteina a partir de desechos de la industria del camardn realizan una
hidroélisis extensiva, de hasta un 12 % de grado de hidrdlisis; sin embargo en ninguno de
los trabajos previos se ha reportado la evaluacion de la propiedad sensorial de sabor de

los hidrolizados obtenidos a partir de desechos del camardn, pues se sabe que una
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hidrdlisis extensiva puede generar péptidos muy pequefios y ocasionar que el
concentrado final posea un sabor amargo.

En el presente trabajo se evaluo el grado de hidrélisis del homogeneizado de
cefalotorax de camaron sin la adicion de enzimas en la mezcla de reaccion; y de acuerdo
a la grafica 7, se observo que a 28 °C el maximo de hidrélisis enzimatica fue del 2 % y
se mantuvo constante después de los 30 min, este comportamiento fue similar en ambos
lotes evaluados (CM y SM). La cinética de hidrdlisis a 50 °C mostr6 un
comportamiento diferente, ya que el grado de hidroélisis alcanzado fue del 6 % para el
lote SM y del 5 % en el caso del lote CM. El grado de hidrolisis establecido en este
trabajo para evaluar las propiedades funcionales de los hidrolizados de proteina fue del
3 %; el cual, en el caso del lote SM se obtuvo a los 15 min después de iniciar la
reaccion, y para el lote CM el 3 % de grado se hidrdlisis se obtuvo a los 25 min de haber

iniciado la reaccion (Fig. 7).

——SM50C —e—CM50°C
—A—SM28°C —m—CM28°C

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo (min)

Figura 7. Hidrolisis enzimatica del homogeneizado de cefalotérax de camaron
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La hidrolisis enzimatica que se observo en la figura anterior se corrobord de
manera cualitativa por medio de geles de electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE);
en la Figura 8 se observa que a 28 °C el perfil de bandeo de las proteinas que se
encuentran en el extracto inicial se mantienen visualmente sin un cambio durante el

tiempo en la que se lleva acabo la reaccion (0-60 min).

Con Na,S,0; Sin Na,S,0,

- YT 1=

KDa,~ K Da

970 97.0
66.0 66.0

45.0 45.0

30.0 30.0

201 & 20.1

14.4 144

Mw Ei 0 5 10 15 20 25 30 40 50 60

LMWEi 0 5 10 15 20 25 30 40 50 60

28°C

Figura 8. Perfil electroforético de las proteinas durante la reaccion de hidrélisis
enzimatica realizada a 28 °C; Na,S,05: metabisulfito de sodio.

En la figura 9 se muestra el perfil electroforético del producto de la hidrolisis
enzimatica realizada a 50 °C; en la cual se pudo apreciar el decremento en la intensidad
de bandeo de las proteinas que se encuentran presentes al inicio de la reacciéon con
respecto a las que se observan a partir de los 25 min en el caso del lote CM, y a los 15
min para el lote SM. Se puede distinguir que en los ultimos minutos del tiempo de
reaccion decrece significativamente la intensidad de bandeo de las proteinas con
respecto a las que se observan en los primeros minutos de la reaccion de hidroélisis, sin
embargo es mucho mas notable en las bandas de proteina que se encuentran presentes

en el rango de 97.0 a 35.0 kDa.
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Figura 9. Perfil electroforético de las proteinas durante la reaccion de hidrdlisis
enzimatica realizada a 50 °C. El rectangulo en rojo indica el tiempo en el que se alcanzo
el 3 % de grado de hidrdlisis; Na,S,0s: metabisulfito de sodio.

Después de establecer el tiempo necesario para alcanzar el 3 % de grado de
hidrolisis, se procedi6 como se muestra en la Figura 10 (diagrama de flujo del proceso
de hidrélisis enzimatica), a obtener el hidrolizado de proteina. El producto resultante
después de la liofilizacion se muestra en la Figura 11, en la cual se observa que la
coloracion de estos concentrados es de un tono café claro; el porcentaje de humedad de
estos hidrolizados de proteina fue del 12.68 % para el correspondiente al lote CM y de

10.83 para el lote SM.



Hidrdlisis enzimatica
(3 %)
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Homogeneizado +Agua dd
(4 % de Proteina)
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Figura 10. Diagrama de flujo para la obtencion del hidrolizado de proteina.

-

Con Na,S,0, Sin Na,S,0;

Figura 11. Concentrado de hidrolizado de proteina
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6. 4. 1 Rendimientos del proceso de hidrolisis enziméatica.

El célculo del rendimiento de el proceso de hidrdlisis enzimatica se realizd con
base a 1 kg de materia prima empleada; del cual se recupera en forma de concentrado el
47.5 % para el lote CM y del 45.6 en el caso del lote SM. No se identifico diferencias
entre lotes evaluados (P > 0.05). Al final de este proceso se obtuvo una fraccion no
soluble que puede ser aprovechada posteriormente para obtener quitina y pigmentos con

alto valor comercial.

Materia prima . .
Hidrdlisis enzimatica —_———  HD3

— 7 Centrifugacion o
kg Liofilizacién 475 %.—CM
l 45.6 %.----SM

Fraccién no
soluble

44.5%.---CM
42.1%.---SM

Figura 12. Rendimiento del proceso de hidrolisis enzimdtica en base a la materia prima
empleada. CM: lote con metabisulfito de sodio; SM: lote sin metabisulfito de sodio;
HD-3: hidrolizado de proteina. No se identifico diferencias entre lotes evaluados (P >
0.05).

6. 5 Contenido de proteina de los concentrados de proteina

Los concentrados de proteina obtenidos mediante la hidrolisis enzimatica
contienen entre el 60 % y 75 % de proteina (Tabla 5); lo cual es cercano a lo
previamente reportado (75 % y el 90 %) en los trabajos de Ruttanapornvareesakul y
colaboradores y de Duarte y Netto (Ruttanapornvareesakul y et al; 2005; Duarte y

Netto, 2006). Con respecto al contenido de proteina en los concentrados, no se
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observaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los lotes tratados y no tratados
con metabisulfito de sodio; sin embargo, el concentrado obtenido por hidrolisis
enzimdatica (DH-3) presenté un porcentaje de proteina significativamente mayor con
respecto a los concentrados Ps pH 7.0, PP y Ps pH 4.0; sin embargo a pesar de esto el
concentrado DH-3 no es necesariamente la mejor opciéon con respecto a los
concentrados de proteina obtenidos por el proceso de solubilizacidon/precipitacion, ya
que en términos de escalamiento a nivel piloto y/o industrial, se deberan tomar en
cuenta otros factores, tales como el andlisis de costo-beneficio derivado de la
produccion de hidrolizados de proteina, asi como el mercado potencial para este

producto y las caracteristicas sensoriales y reologicas del producto final.

El proceso de solubilizacion/precipitacion requiere inicamente del uso de HCI,
para realizar los cambios de pH necesarios y asi obtener concentrados con un alto
contenido de proteina, a diferencia de los hidrolizados de proteina que requieren, el uso
de calor y en algunas ocasiones de la adicion de enzimas para su obtencién y un método
eficiente para detener la hidrdlisis una vez que se ha alcanzado el grado de hidrolisis
previsto y que no modifique las caracteristicas del producto. Estos puntos pueden
considerarse como una ventaja del proceso de solubilizacion/precipitacion (pH-shift)
para la obtencidén de concentrados proteicos a partir de cefalotérax de camardn, con

respecto a la hidrolisis enzimatica.
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Tabla V. Andlisis quimico-proximal de los concentrados de proteina.

Con Na2S20s5 Sin NagS205

Ps pH PP Ps pH DH-3 Ps pH PP Ps pH DH-3

7.0 4.0 7.0 4.0
Proteina 69 60 68 75 70 60 68 74
+0.10 +0.13 +0.25 +0.30 +0.13 +0.16 + 020 +£047
Humedad  7.32 3.52 9.44 11.85 5.63 3.11 7.79 10.83
+0.33 +0.28 +0.04 +0.56 +0.20 +0.17 £ 0.10 *1.16

Ps pH 7.0: concentrado de proteina soluble pH 7.0; PP: concentrado de proteina
precipitada a pH 4.0; Ps pH 4.0: concentrado de proteina soluble a pH 4.0, DH-3:
hidrolizado de proteina; Na,S,0s: metabisulfito de sodio.

6. 6. Composicion de aminoéacidos de los concentrados de proteina

A diferencia de los concentrados de proteina obtenidos por el proceso de
solubilizacion/precipitacion, los hidrolizados de proteina carecen de dos aminodcidos
esenciales: Histidina (His) y Valina (Val) (Tabla 6); esta deficiencia esta relacionada a
la escasa concentracion en la que se encuentran en el homogeneizado inicial, en el caso
del aminoacido His la concentracién inicial fue de 0.59 gr de AA/100 gr de muestra para
el lote CM y de 0.43 gr de AA/100 gr de muestra para el lote SM. El total de la
concentracion inicial de Val fue de 0.12 gr de AA/100 gr de muestra, para ambos lotes
evaluados.

Por otra parte el hidrolizado de proteina obtenido en este trabajo (con un 3 % de
grado de hidrolisis), presentd menor concentracion en el perfil de aminoacidos (gr de

AA por cada 100 gr de producto) con respecto a los hidrolizados de proteina que se
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obtuvieron a partir de cefalotérax de camardn sometidos a una hidrolisis extensiva (12
% de grado de hidrolisis, a 50 °C durante 12 h) (Ruttanapornvareesakul et al., 2005).
Sin embargo, la proporcion de los aminoacidos contenida en los concentrados de
proteina obtenidos con el proceso de solubilizacion/precipitacion, fue mayor con
respecto a los concentrados que fueron sometidos a hidrélisis enzimatica, en particular

Ps pH 7.0 y Ps pH 4.0.

Tabla VI. Composicion de aminoacidos de los concentrados de proteina obtenidos a
partir de cefalotérax de camaron Litopenaeus vannamei.

Con NapS20s5 Sin NapS20s5

gr de AA/ 100 gr. de concentrado grde AA /100 gr. de concentrado

PspH70 PP  PspH40 DH-3 PspH7.0 PP  PspH4.0 DH-3

Esenciales

His 0.80 0.50 1.08 0.00 0.90 042 1.05 0.00
Ile 2.80 1.91 3.35 3.14 285 .72 3.27 2.85
Leu 4.56 341 5.76 429 496 3.06 5.65 4.16
Lys 6.03 480 5.98 3.74 6.52 4.44 5.66 3.17
Phe 2.85 2.05 3.72 3.74  1.76 1.83 3.73 3.03
Thr 2.32 1.71  2.89 230 2.56 1.54 2091 2.31
Val 1.36 0.15 0.16 0.00 2.08 0.10 0.17 0.00
No esenciales

Ala 4.36 3.75 4.59 8.59 4.66 321 3.6l 7.29
Arg 3.45 3.04 2382 2.01 3.69 2.54 3.19 1.94
Asp 5.99 431 7.53 5.58 6.28 3.80 7.58 5.74
Glu 8.26 6.65 9.05 8.38 9.03 6.10 8.8l 8.41
Gly 3.98 4.12  2.71 443 454 359 243 3.92
Tyr 2.19 1.58 2.84 1.80 2.42 1.45 2.82 1.82
Pro 4.54 523 3.52 6.87 5.28 4.68 3.83 7.11

Ps pH 7.0: concentrado de proteina soluble pH 7.0; PP: concentrado de proteina
precipitada a pH 4.0; Ps pH 4.0: concentrado de proteina soluble a pH 4.0, DH-3:
concentrado de hidrolizado de proteina; Na,S,0s: metabisulfito de sodio.
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6. 7 Evaluacion de las propiedades funcionales de superficie.

6. 7. 1 Capacidad de formacion de espuma y estabilidad.

Las espumas pueden considerarse como dispersiones de burbujas de gas
(generalmente aire) en una fase continua; la funciéon de las proteinas es reducir la
tension interfacial orientando sus grupos hidrofilicos hacia el exterior de la burbuja en
contacto con el agua, y los grupos hidréfobos hacia el interior, con el aire. En el
presente trabajo se evalu6 la capacidad de formacion de espuma de los concentrados de
proteina obtenidos por el método de solubilizacion/precipitacion y por el método de
hidrolisis enzimatica; esta propiedad funcional evaluada varié de forma individual entre
los concentrados de proteina obtenidos por ambos métodos. La capacidad de formacion
de espuma que present6 el concentrado Ps pH 7.0 es de 141.11 % (CM) y 136.67 %
(SM); para PP de 105.56 % (CM y SM); de Ps pH 4.0 fue de 524.44 % (CM) y 302.22
% (SM); y por ultimo el hidrolizado de proteina presentd un 115.56 % (CM) y de

133.33 % (SM) de capacidad de formacion de espuma (Fig. 13).

Por otra parte se puede observar en la Figura 13 que la capacidad de formacion
de espuma del concentrado de proteina Ps pH 4.0 fue significativamente mayor
(P < 0.05) con respecto a los otros concentrados de proteina. Entre lotes no se observo
diferencias significativas (P > 0.05), excepto en el caso del concentrado de proteina Ps

pH 4.0 CM.

La capacidad de formaciéon de espuma de las proteinas es importante, sin
embargo no todas las que se producen son estables; algunas de ellas tienen una duracion

momentanea y tienden al colapso; otras presentan una permanencia mas prologada, tal
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es el caso de la albimina de huevo. La estabilidad de la espuma formada fue de 46.5 %
(CM) y 52.11 % (SM) para el concentrado proteico Ps pH 7.0; 50 % (CM y SM) para
el concentrado PP; para la fraccion proteica Ps pH 4.0 fue del 36.8 % (CM)y 31.57 %
(SM); y en el caso del concentrado de hidrolizado proteico la espuma formada se
colapsd. Asi mismo como se puede observar en la Figura 14 que en la estabilidad de la
espuma formada no hubo diferencia significativa entre lotes. Como control se empleo
albumina de huevo, que resultd significativamente mas estable (P < 0.05) que los

concentrados de proteina obtenidos en este trabajo.

600

500 - BCM ®@SM

400 -
300 o

200 -
100 -

Capacidad de Espuma %

PspH7.0 PP Ps pH4.0 HD Control

Concentrados de proteina

Figura. 13. Capacidad de formacion de espuma. CM: lote con metabisulfito de sodio;
SM: lote sin metabisulfito de sodio; control: albumina de huevo en polvo. Ps pH 7.0:
concentrado de proteina soluble pH 7.0; PP: concentrado de proteina precipitada a pH
4.0; Ps pH 4.0: concentrado de proteina soluble a pH 4.0, DH-3: hidrolizado de
proteina.
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Figura 14. Estabilidad de la capacidad de formacion de espuma. CM: lote con
metabisulfito de sodio; SM: lote sin metabisulfito de sodio; Control: albimina de huevo
en polvo; Ps pH 7.0: concentrado de proteina soluble pH 7.0; PP: concentrado de

proteina precipitada a pH 4.0; Ps pH 4.0: concentrado de proteina soluble a pH 4.0,
DH-3: hidrolizado de proteina.

6. 7. 2 Capacidad y estabilidad de formacién de emulsién.

Otra propiedad funcional importante de las proteinas es su capacidad de formar
emulsiones; por esta razon, para lograr mejores resultados se requiere de cierta
hidrofobicidad que permita que las moléculas de proteina migren a la interfase aceite-
agua de la emulsion y se retengan alli para reforzar el sistema y darle mayor rigidez y
estabilidad. La capacidad de formacion de emulsion que presentd el concentrado de
proteina soluble a pH 7.0 fue de 19.33 % CM y 20 % SM; para el caso de PP fue de 22
% CM y 20 % SM; para el concentrado de proteina soluble a pH 4.0 fue 24.67 % CM y
23.33 % SM; y para el hidrolizado de proteina fue del 20 % CM y SM. Los porcentajes
de formacion de emulsién de los concentrados de proteina, se encuentran cercanos al
del control que fue del 35 %. De acuerdo a los analisis estadisticos realizados no se
presenta diferencia significativa (P > 0.05) de esta propiedad funcional entre los dos

lotes evaluados (Fig. 15).
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Figura 15. Capacidad de formacion de emulsion. CM: lote con metabisulfito de sodio;
SM: lote sin metabisulfito de sodio; control: albumina de huevo en polvo; Ps pH 7.0:
concentrado de proteina soluble pH 7.0; PP: concentrado de proteina precipitada a pH
4.0; Ps pH 4.0: concentrado de proteina soluble a pH 4.0, DH-3: hidrolizado de
proteina.

La estabilidad de la emulsion es importante para poder ser empleado en la
industria de tecnologia de alimentos. El concentrado proteico soluble a pH 7.0 fue el
que presentd menor estabilidad, siendo del 10.37 % CM y 13.13 SM %; el concentrado
proteico PP presento una estabilidad de 42.42 % CM y 30 % SM; en el caso de Ps pH
4.0 fue de 54 % CM y 88.64 % SM; el hidrolizado proteico presento significativamente
(P <0.05) mayor estabilidad, ya que presentd 96.67 % CM y 80 % SM. Entre lotes la

diferencia en su estabilidad (Fig. 16) no fue significativa (P > 0.05).
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Figura 16. Estabilidad de la capacidad de formacion de emulsion. CM: lote con
metabisulfito de sodio; SM: lote sin metabisulfito de sodio; control: albiimina de huevo
en polvo; Ps pH 7.0: concentrado de proteina soluble pH 7.0; PP: concentrado de

proteina precipitada a pH 4.0; Ps pH 4.0: concentrado de proteina soluble a pH 4.0; DH-
3: hidrolizado de proteina.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 La proteina como molécula de interés, presente en el cefalotérax de camaréon

El contenido de proteina inicial es un dato relevante que se debe conocer para la
realizacion del presente trabajo; ya que la materia prima utilizada para la obtencion de
concentrados de proteina es el cefalotorax de camardn y éste contiene proteinas (50-65
%), quitina (11-32 %) y pigmentos (Ballaile, 1983; Shahidi, 1991; Ibrain,1999). El
contenido de proteina de los homogeneizados de cefalotérax de camaron se determind
en base al nitrogeno total y posteriormente se corrigié con el factor de proteina de 6.25.
La cantidad de proteina encontrada, se aproxima a lo reportado por Mizani y col. para
P. semisulcatus (63.9 %) (Mizani et al., 2005) y por Coward y col. en P. indicus (64.1)
(Coward et al., 2006), Andrade y colaboradores reportaron 50.27 % de contenido total
de proteina para L. vannamei (Andrade et al., 2007), en contraste con Holanda y Netto,
que reportaron un contenido de proteina del 39.42 % para Xiohopenaeus kroyeri
(Holanda y Netto 2006). Dichas diferencias entre el contenido de proteina que se
reportan; radica no solo en la especie, estadio de vida en la que se encontraba el
camaron, o region geografica en la que se cultivo o cosecha, sino que en alguno casos
no consideran el contenido de quitina presente en la region del cefalotérax del camaron.
En este estudio, se corrigid el contenido de proteina restando el contenido de nitrégeno
aportado por en el material quitinoso del cefalotérax de camardn resultando un valor de
28.57 % para el lote con metabisulfito de sodio (CM) y de 29.85 % para el lote sin
metabisulfito de sodio (SM); sin diferencias significativas entre ellos (P > 0.05), lo cual
es aproximado a lo reportado anteriormente por Holanda y Netto (Holanda y Netto

2006).
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7. 2 Solubilidad de proteinas del cefalotérax de camarédn con respecto al pH

Los cambios en la solubilidad de las proteinas pueden ser obtenidos por efecto
del pH, ya que las proteinas adquieren una carga neta positiva o negativa, lo que resulta
en una repulsion entre ellas y una hidratacion de los residuos cargados, provocando a su
vez un incremento de la solubilidad (Damodaran, 1996; Yongsawatdigul y Park, 2004).
Esta propiedad funcional de las proteinas es de gran importancia, ya que tienen una
influencia directa sobre la capacidad de formacion de emulsion, de espuma y
gelificacion (Vojdani, 1996; Belitz, et al., 2004). Se observé que el comportamiento de
solubilidad de las proteinas presentes en el cefalotorax de camardon difiere a lo
comunmente observado con proteinas miofibrilares de algunas especies de peces, de
calamar y con proteinas de origen vegetal en el caso de cacao blanco
(Thawornchinsombut y Park, 2003; Kim et al., 2005; Kristinsson y Liang, 2006;
Kristinsson e Ingadottir, 2006; Carvalho et al, 2006; Palafox, 2008). La discrepancia en
la solubilidad de las proteinas miofibrilares con respecto a lo observado en el presente
trabajo, podria atribuirse a la naturaleza misma de las proteinas presentes en el
homogeneizado de cefalotérax de camardn.

A pH de 4.0 se alcanzo el punto isoeléctrico (pI) de algunas de las proteinas que
se encuentran en el homogeneizado de cefalotérax de camaron; sin embargo se observo
que también a este pH se mantienen solubles otras proteinas, lo cual concuerda con lo
que se observo a pH 4.0 con las proteinas presentes en el suero de la leche (Severiny
Xia, 2006). Las proteinas estan relacionadas con las propiedades funcionales y que son
las més importantes en el suero de la leche, son la B-lactoglobulina y la a-
lactoalbumina; las del musculo de peces y calamar, es la miosina; sin embargo en el

homogeneizado de cefalotérax de camardn no se ha demostrado su prevalencia.
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Se sabe que los iones presentes en una sal, interactian con las cargas opuestas
de las proteinas, lo cual disminuye las interacciones electrostaticas entre las moléculas
de las proteinas y por tanto incrementan la solubilidad de las mismas (Vojdani, 1996),
asi mismo se ha observado con proteinas miofibrilares que la adicion de bajas
concentraciones molares de NaCl (10 mM), incrementa la solubilidad de las proteinas
(Thawornchinsombut y Park, 2003). El metabisulfito de sodio actuia como agente
reductor por lo que retrasa el proceso de melanizacion, sin embargo al ponerse en
contacto con el agua, se disuelve formando sus respectivos iones; lo anterior podria
considerarse para entender lo observado en la curva de solubilidad de proteinas, ya que
las muestras del lote de cefalotorax de camardn tratadas con metabisulfito de sodio
presentan mayor cantidad de proteina soluble en algunos valores de pH, siendo
significativamente superior a pH 7.0. Mizani y col. (Mizani et al., 2005) observaron que
al utilizar 0.200 nmol/L de metabisulfitos de sodio para extraer proteina de cefalotorax
de camar6n, recuperaron un 48.7 % de proteina y con la utilizaciéon de la enzima
Alcalasa se recuperd 45.1 % de proteina; ellos atribuyen a estas diferencias a que el
metabisulfito de sodio reduce los enlaces disulfuro y por tanto se ve reflejado en un

incremento en la solubilidad de las proteinas.

7.3 Procesos de solubilizacion/precipitacion y de hidrdlisis enzimatica, y la

obtencién de concentrados de proteina

Al procesar el camar6n para el consumo humano, se generan grandes toneladas
de desechos y éstos pueden ser aprovechados para la recuperacion de concentrado e
hidrolizados de proteina, pigmentos y quitina (Armenta et al., 2002;

Ruttanapornvareesakul et al., 2005; Holanda y Netto, 2006). El método cominmente
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aplicado para recuperar la proteina presente en el homogeneizado de cefalotorax de
camaron, ha sido la hidrdlisis enzimatica; éste método requiere la adicion de una mezcla
de enzimas, de un periodo de hidrolisis de hasta 12 hr y la aplicacion de calor (Armenta
et al., 2002; Ruttanapornvareesakul et al., 2005; Holanda y Netto, 2006). Sin embargo,
con el proceso de solubilizacidén/precipitacion solo se requiere de la utilizacion de acido
o base (HCl o NaOH) y el tiempo que dura el proceso para obtener la pasta de un
concentrado de proteina es de aproximadamente 1 h, la temperatura en la que se lleva a
cabo el proceso es de 4 °C y las proteinas recuperadas no sufren de hidrolisis alguna
(Hultin, 2002).

De acuerdo al calculo del rendimiento en base a la materia prima empleada, para
la recuperacion del hidrolizado de proteina fue de 47.5 % CM y de 45.6 % SM, en
contraste con el proceso de solubilizacién/precipitacion el rendimiento de la obtencion
de los concentrados PP y Ps pH 4.0, fue de 43.03 % CM y de 45.5 % SM; con lo cual
puede observarse que en ambos procesos se recupera mas del 40 % del total de la
materia prima utilizada. Por lo anterior puede sugerirse que el proceso de
solubilizacion/precipitacion es una alternativa viable para la obtencion de concentrados
de proteina.

En términos de contenido de proteina que se determind en los concentrados de
proteina que se obtuvieron por los procesos de hidrolisis enzimatica y de
solubilizacion/precipitacion; el hidrolizado presento un contenido mayor de proteina (75
% CM y 74 % SM), con respecto a los concentrados Ps pH 7.0 (69 % CM y 70 % SM),
PP (60 % CM y SM) y Ps pH 4.0 (68 % CM y SM). En contraste con otros trabajos
(Ruttanapornvareesakul et al., 2005; Mizani et al., 2005; Holanda y Netto, 2006) el

contenido de proteina reportado para el hidrolizado obtenido con la adicion de enzimas
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ha sido de aproximadamente del 77 %; lo cual es cercano a lo que se obtuvo en el
presente trabajo para el hidrolizado, el cual se obtuvo sin la adicion de otras enzimas. Se
han realizado trabajos con desechos de camarén en los que se emplea el método de
ensilado para la produccién de hidrolizados de proteina; en estos se han reportado que el
producto final contiene alrededor de 30 % y 39.9 % de proteina. (Plascencia et al.,
2002; Oliveira et al., 2006).

A diferencia del proceso de ensilado y de hidrdlisis enzimatica, el proceso de
solubilizacion/precipitacion consiste de dos pasos generales, la solubilizacion de la
maxima cantidad de proteinas y la posterior precipitacion de las proteinas por punto
isoeléctrico (Hultin y Kelleher, 1999), ademas no se requiere de la utilizacion de calor,
y el tiempo de duracion del proceso es corto. Asi mismo se pueden recuperar
concentrados de proteina con un contenido de proteina mayor al de los ensilados. Por
otra parte los hidrolizados de proteina obtenidos en este trabajo, presentaron un
contenido de proteina cercano a lo reportado por Ruttanapornvareesakul y

colaboradores (2005), Mizani y colaboradores (2005), y Holanda y Netto (2006).

7. 4 Perfil de aminoacidos y propiedades funcionales de los concentrados de

proteina

Las proteinas estdn compuestas por aminodcidos y estos pueden clasificarse en
términos nutricionales en esenciales y no esenciales. Los concentrados de proteina que
se obtuvieron en este trabajo contienen un balance de aminodcidos cercano a lo
reportado para ensilados (Plascencia y et al.2002), asi como para los hidrolizados de
proteina (Ruttanapornvareesakul et al., 2005). Sin embargo a diferencia de los

concentrados Ps pH 7.0, PP y Ps pH 4.0, el hidrolizado de proteina presentd una
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deficiencia en el contenido de dos aminoacidos esenciales (His y Val); la ausencia de
dichos aminoacidos en el hidrolizado de proteina obtenido en este trabajo va en
desacorde a lo reportado por otros autores (Plascencia y et al., 2002;
Ruttanapornvareesakul et al., 2005; Mizani et al., 2005; Coward et a., 2005), dicha
discrepancia puede deberse a que en el homogenado inicial el contenido de estos
aminoacidos se encontraba en muy bajas concentraciones (His: 0.59 gr./ 100 de
concentrado para el lote CM y de 0.43 gr / 100 de concentrado para el lote SM; para

Val: 0.12 gr/ 100 de concentrado para ambos lotes CM y SM).

Se encontré que el contenido de aminoacidos hidrofilicos presentes en el
concentrado Ps pH 4.0 es mayor con respecto a los concentrados Ps pH 7.0, PP y DH-3;
al utilizar el indice de hidrofobicidad propuesto por Kyte-Doolittle (1982), el
concentrado Ps pH 4.0 fue el que resulté contener mas aminoacidos hidrofilicos. Lo
anterior puede relacionarse con las caracteristicas observadas al momento de obtener los
concentrados de proteina; ya que precisamente Ps pH 4.0 al estar en contacto con el
ambiente, éste rapidamente se hidrataba. Dichas caracteristicas deben considerarse para

dirigir el producto al mercado adecuado.

La evaluacion de las propiedades funcionales de los concentrados de proteina,
mostrd que el concentrado Ps pH 4.0 presentd6 mayor capacidad de formacion de
espuma con respecto a los otros concentrados, sin embargo fueron mas estables Ps pH
7.0 y PP; la espuma formada por el hidrolizado de proteina se colapsé a los pocos
minutos de haberse formado. La pobre estabilidad que se presenta se debe muy

probablemente a que las interacciones entre los grupos hidrofilicos de las proteinas y los
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grupos hidrofébicos con la burbuja de aire, es muy débil. La comparacion de la
capacidad de formacién de espuma y su estabilidad de los concentrados de proteina que
se obtuvo en el presente trabajo, no es posible ya que éste es el primer reporte de las
evaluaciones de propiedades funcionales de superficie. Los cuatro concentrados
preparados en esta investigacion mostraron una alta capacidad de formacion de
emulsion. Esto coincide con la proporcion de aminoacidos hidrofobicos presentes en
los concentrados, dicha concentracion fue mayor en los concentrados Ps pH 4.0 y en
DH-3, lo anterior tiene una relacion directa con la capacidad y estabilidad de emulsion
de estos concentrados. Para confirmar lo observado en este trabajo, se requiere mayor
investigacion respecto a la evaluacion de la superficie hidrofobica, asi como la
caracterizacion de las principales proteinas presentes en los concentrados proteicos

obtenidos.
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8. CONCLUSIONES

El proceso de solubilizacion/precipitacion es una alternativa para obtener
concentrados proteicos a partir de los desechos generados por la industria camaronera;
ya que gracias a ello se puede separar de forma facil y rapida a las proteinas de otras
moléculas. En la primera fase de centrifugacién se obtuvieron las proteinas que se
encontraban solubles a pH 7.0 y otra fraccion que no fue soluble estd compuesta por
quitina, lipidos, y quitina asociada a proteinas; esta fraccion puede ser sometida a una
hidrolisis enzimatica para recuperar quitina, pigmentos ¢ hidrolizados proteicos,

aprovechando en su totalidad los desechos generados por la industria camaronera.

Los concentrados de proteina obtenidos por medio del proceso de
solubilizacion/precipitacion, poseen caracteristicas que pueden ser aprovechadas en la
industria de la tecnologia de alimentos. Otra caracteristica que se observo durante el
proceso de obtencion de los concentrados de proteina, es la coloracion que presentan, la
cual va de un color rosa a un color café claro, estas diferencias parecen deberse a la
adicion de metabisulfito de sodio, los cuales se han utilizado para evitar el proceso de
oscurecimiento enzimatico conocido como melanosis, pues cabe recordar que en el
homogeneizado del cual se partié se encontraban enzimas, como la polifenoloxidasa, la
cual esta involucrada en el proceso de melanizacion. Se pueden emplear los cefalotorax
de camarén con o sin metabisulfito de sodio, sin embargo habra que realizar
evaluaciones sobre la cantidad remanente de este aditivo al final del proceso de
obtencién de los concentrados proteicos para poder determinar si la materia prima

tratada con este aditivo es apropiada para consumo humano y/o animal.
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El contenido de proteina de los concentrados obtenidos por el proceso de
solubilizacion/precipitacion, es aproximado al del concentrado obtenido por hidrélisis
enzimatica; lo que sugiere que el primer proceso puede ser una alternativa tecnoldgica
para la rapida recuperacion de concentrados de proteina. Por otra parte el porcentaje de
humedad de los diferentes concentrados de proteina, nos indica el potencial

aprovechamiento de dichos productos.

De acuerdo al perfil de aminoacidos los concentrados de proteina pueden ser utilizados
como aditivos alimentarios o como fuente de proteina animal. Con informacion
generada y a las caracteristicas observadas de los concentrados de proteina obtenidos en
esta investigacion, estos pueden ser empleados ya sea como aditivo alimentario en la
industria de tecnologia de alimentos, asi como en la industria de fabricacion de

alimentos para animales, principalmente organismos marinos.
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