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aa : Aminoacidos
FPH : Hidrolizado de proteinas de pescado
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RESUMEN

Se considera realizar esta investigacion, con el objetivo general de evaluar la
digestibilidad de las proteinas obtenidas a partir de residuos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) mediante hidrélisis enzimética en el departamento de Puno a una
altitud de 3827 msnm, con los objetivos especificos siguientes: a. Determinar la dosis
Optima de enzima y el tiempo de hidrolizado para la digestibilidad de proteinas obtenidas
a partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), b. Medir la digestibilidad
in vitro de los hidrolizados a partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
Respecto al andlisis estadistico, para el primer objetivo se utilizo el disefio completamente
al azar con arreglo factorial axb+1, que correspondié a 6 tratamientos mas un testigo y 3
réplicas por cada tratamiento, para la comparacién de medias se aplico la prueba de Tukey
al 5% de probabilidad de error para determinar si existe diferencia significativa entre los
tratamientos y para el segundo objetivo se aplico el andlisis de varianza y la prueba de
Tukey al 5% de probabilidad de error para determinar si existe diferencia significativa.
Los resultados obtenidos fueron: a. La dosis éptima respecto a enzima y tiempo de
hidrolizado fue obtenida en el tratamiento 6 con 0.55% de Corolase 8000 y tiempo de 190
min, no obstante, considerando la relevancia, el tratamiento 1 con 0.25% de Corolase
8000 y tiempo de 130 min influye significativamente sobre la histamina, b. Respecto a la
digestibilidad in vitro del hidrolizado de visceras de trucha arco iris dio como mejor
resultado el tratamiento 6 con 0.55% de Corolase 8000 y tiempo de 190 min, obteniendo

un sobresaliente 95.16% de digestibilidad.

Palabras clave: Digestibilidad in vitro, enzima, hidrdlisis, histamina, viscera de trucha.
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ABSTRACT

This research is considered to be carried out, with the general objective of evaluating the
digestibility of proteins obtained from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) waste
through enzymatic hydrolysis in the department of Puno at an altitude of 3827 meters
above sea level, with specific objectives: a. Determine the optimal dose of enzyme and
hydrolysis time for the digestibility of proteins obtained from rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) viscera, b. Measure the in vitro digestibility of hydrolysates from
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) viscera. Regarding the statistical analysis, for the
first objective, the completely randomized design with axb+1 factorial arrangement was
used, which corresponded to 6 treatments plus a control and 3 replications for each
treatment. For the comparison of means, the Tukey test was applied to the 5% probability
of error to determine if there is a significant difference between the treatments and for the
second objective, the analysis of variance and Tukey's test were applied at 5% probability
of error to determine if there is a significant difference. The results obtained were: a. The
optimal dose with respect to enzyme and hydrolyzate time was obtained in treatment 6
with 0.55% of Corolase 8000 and a time of 190 min. However, considering the relevance,
treatment 1 with 0.25% of Corolase 8000 and a time of 130 min influences significantly
on histamine, b. Regarding the in vitro digestibility of the hydrolyzate of rainbow trout
viscera, the best result was treatment 6 with 0.55% of Corolase 8000 and a time of 190

min, obtaining an outstanding 95.16% of digestibility.

Keywords: In vitro digestibility, enzyme, hydrolysis, histamine, trout viscera.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

En el Pery, el cultivo de la trucha (Oncorhynchus mikiss) es importante en el
desarrollo econémico y social del pais, siendo principalmente extraida en los
departamentos de Huancavelica, Junin y Puno. En 2021 se comercializ6 39, 360 TM
como fresco, en ese mismo afio la trucha represent6 el 76, 4% en la venta de recursos
hidrobiolégicos procedentes de la actividad acuicola (PRODUCE, 2021) por
consecuencia se genera el mal manejo de los desechos orgénicos, que incluyen visceras,
piel, cola, cabeza, espinazos y desechos de desembarcaderos pesqueros artesanales.
(FAOQ, 2014) estima que se elaboran 70 millones de TM de pescado fileteado, congelado,

enlatado o curado a nivel mundial.

La region Puno se caracteriza basicamente por ser una zona potencial de actividad
acuicola, generalmente por la truchicultura con una produccién actual que bordea las
44,845 Tm/afio (Ramirez et al., 2018), que a su vez genera derivados de este producto
bandera, como son los filetes, conservas, entre otros mas. Esta produccién genera
enormes cantidades de subproductos ricos en proteinas, como la viscera, cabezas, aletas,
huevas, espinas, pieles etc. Sin embargo, solo el 40% de la produccion de la industria de
procesamiento de pescado se destina al consumo humano directo, mientras que el 60% se
destina a residuos. Estos subproductos presentan compuestos con importantes

propiedades nutricionales, funcionales y bioactivos (Dekkers et al., 2011).

El hidrolizado enzimético de proteinas hasta péptidos o aminoacidos por accion
de enzimas proteoliticas se utilizan ampliamente en la tecnologia alimentaria por sus
propiedades nutricionales o funcionales como la solubilidad, el poder emulsificante y la

capacidad espumante (Benitez et al., 2008). Los hidrolizados de proteina de subproductos
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acuicolas, poseen un excelente equilibrio en aminoacidos, buena digestibilidad y rapida
absorcion, presentan ciertas propiedades tecno-funcionales (He et al.,, 2013). Sin
embargo, la mala gestion de los desechos de la trucha conduce a la formacién de aminas
biogénicas, que son compuestos nitrogenados no proteicos, los alimentos con altas
concentraciones de aminas biogénicas tienen un impacto en la facilidad de digestion del
alimento, por eso es necesario darle un valor agregado para su correcto aprovechamiento
de los beneficios como las proteinas presentes, para asi utilizarse como un sustituto de

harina de pescado para la alimentacion animal (Benitez et al., 2008).

Conocer los parametros adecuados de hidrélisis enzimatica en los residuos de
trucha permitird la adecuada obtencion de hidrolizado ya que estas se utilizan como
suplementos alimenticios y como ingredientes funcionales, ademas ayudan en términos
econdémicos y ambientales, ya que los productos que se extraen son beneficiosos para la
alimentacion animal, como harinas, aceites, productos farmacéuticos y abonos. Sin
embargo, la calidad nutricional de las proteinas y los aminoacidos se ven afectadas por
los primeros procesos de hidrélisis quimica y extraccion con solventes organicos. Para
lograr procesos de hidrolisis mas controlados, se han venido aplicando cada vez mas
enzimas comerciales para la obtencién de hidrolizados proteicos a partir de residuos de

pescado (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

Esta investigacion sugiere realizar tratamientos de hidrdlisis a los residuos
obtenidos a partir del procesamiento de truchas para evaluar la digestibilidad de la

proteina hidrolizada.
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1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la digestibilidad de las proteinas obtenidas a partir de residuos de trucha

arco iris (Oncorhynchus mykiss) mediante hidrolisis enzimatica.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la dosis Optima de enzima y el tiempo de hidrolisis para la
digestibilidad de proteinas obtenidas a partir de visceras de trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss).

e Medir la digestibilidad in vitro de los hidrolizados a partir de visceras de trucha

arco iris (Oncorhynchus mykiss).
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CAPITULO 11
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Valerio et al., (2023) maximizé el impacto de la temperatura, el tiempo y la dosis
de enzimas en el grado de hidrélisis y como el nivel de amargor de los hidrolizados de
anchoveta (Engraulis ringens). Usando el método de superficie de respuesta, una
anchoveta sin cabeza, piel, cola o visceras fue sometida a dos etapas de hidrolisis
enzimatica. Primero, se examin0 la enzima Corolase 8000. El proceso fue optimizado
con (60.1°C, 93.4 min y 1.68% de enzima), lo que permiti6 el grado de hidrélisis mas alto
hasta el 12.8%. Después, se utilizd la enzima Corolase 7089, que aumenté el grado de
hidrolisis (14,8%) y redujo la cantidad de amargor (3,8) al funcionar a 49,1°C durante

54,3 minutos y con 0,472% de enzima.

Roldan A. et al., (2021) elabor6 utilizando una anchoveta sin cabeza para realizar
un hidrolizado de proteina en polvo y evaluar sus caracteristicas fisico-quimicas,
sensoriales y microbioldgicas. Se evaluaron siete proteasas comerciales durante el
proceso de hidrdlisis. Protex 6L y Protamex con Flavourzyme 1000L fueron las proteasas
comerciales con el GH% maés alto sobre las proteinas de anchoveta. A las dos horas de
proceso, las dosis de Protamex 0,2% y Flavourzyme 1000L de 0,4% alcanzaron los
mayores valores de pH referencia (11,50) y grado de hidrdlisis (39,0%) en relacion al

peso de la materia prima.

Vasquez Mazo, (2020) realiz una investigacion in vitro de las condiciones ideales
(pH y temperatura) que maximizan la actividad proteolitica de Alcalasa 2,4L en la

hidrolisis de visceras de trucha arco iris. A un pH de 8,5y 60 °C, se descubrié que las
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condiciones de operacion ideales maximizan el grado de hidr6lisis. Después de 6 horas

de hidrolisis, los niveles de hidrolisis eran 5,45% (m/v), 0,72 UA/g.

Zapata et al., (2019) compard el grado de hidrdlisis de visceras de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). En cuanto Alcalasa 2.4L presentdé GH maés altos por cual se
optimizo en funcion de temperatura y pH, lo que resultd en un GH méaximo del 24% a pH
8,5y 45°C. Los resultados indican que el modelo se realizo satisfactoriamente el grado
de hidrolisis en los niveles examinados (R2 = 0,96). El grado de hidrolisis esta
influenciado por varios factores, incluido el pH, la temperatura, el tipo de enzima, la
velocidad de agitacion, la escala de trabajo y la presencia de desventaja en el reactor. La

hidrolisis enzimatica de un sustrato especifico requiere esta informacion.

Lavid, (2019) evaluo la digestibilidad de los residuos de la pesca, sometidos a un
procesos de hidrdlisis enziméatica empleado una proteasa comercial. La digestibilidad in
vitro, dando como resultado de 50ppm enzima y 180 min con mayor grado de
digestibilidad. Se evidencio sobre la histamina que 20 ppm enzimay 120 min el de mejor
comportamiento. Por lo tanto, los restos de pescado deben hidrolizarse con una dosis de

enzima de 50 ppm por un tiempo de 180 minutos.

Osorio & Llerena, (2018) el hidrolizado producido es una buena fuente de proteina
y aminoacidos, aportando especificamente aminoécidos esenciales como la lisina y
leucina por lo que este tipo de productos, representan una alternativa mas sustentable que

la produccion de harina de pescado.

Flores Jalixto, (2017) utiliz6 subproductos de trucha para crear un biofertilizante
liquido y describo el producto obtenido fisica y quimicamente. La proteasa se utiliz6 para

realizar la hidrolisis enzimatica. Se registraron niveles de nitrégeno de 12057 mg/L, 953
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mg/L y 4230 mg/L, respectivamente. La cantidad total de proteinas y aminoacidos fue

de 6,2 g/100 g y 3,8 g/100 g, respectivamente.

Shahidi & Ambigaipalan, (2015) estos procesos han mostrado ventajas que se
relacionan con las caracteristicas generales de las enzimas utilizadas, tales como mayor
selectividad de sustratos, realizacion de procesos en condiciones térmicas menos drasticas
y facilmente controlables, lo que minimiza el desarrollo de reacciones secundarias
alterantes manteniendo, por lo tanto, el valor nutricional del producto. Asi, se han
empleado en la hidrolisis de subproductos de enzimas de pescado como Flavourzyme,

pronasa, Neutrasa, protamex, pancreatina, pepsina, papaina y termolisina.

Ovissipour et al., (2012) estudiaron la hidrdlisis quimica y enzimética de visceras
de esturion persa (Acipenser persicus), encontrando que los hidrolizados enziméticos
proporcionan mayor extraccion de proteina en comparacion con los hidrolizados

quimicos.

Taylor et al., (2010) la hidrolisis enzimética es uno de los métodos mas populares
para extraer subproductos acuicolas porque ofrece una variedad de ventajas, incluidas
condiciones de reaccion méas suaves y una alta especificidad de enzima por el sustrato.
Ademaés, produce hidrolizados sin dejar restos de disolventes orgédnicos o productos

quimicos toxicos.

2.2. LATRUCHA

La Trucha arco iris cuyo nombre cientifico es Oncorhynchus mykiss esta especie
es muy valorada tanto comercialmente como para la crianza en acuicultura en la region
sur del Peru. Fue importada de los Estados Unidos hace mas de 75 afios y se ha adaptado

su héabitat en nuestras aguas. Es una especie epipelagica que vive en aguas frias, rios y
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lagos. Su cuerpo es alargado, comprimido, engrosado en el centro y tiene una cabeza y

cola cubiertas con escamas.

El nombre de trucha arco iris denominada por la peculiar coloracion que posee

como se muestra en la Figura 1, por lo que es oscura en el dorso, verde azulada y blanca

que posee en el vientre. Sus vetas son negras y la franja de sus flancos es naranja o rojiza

(Martinez, 2017).

Figura

La truc

1

ha arco iris y su coloracién caracteristica.

2.1.1. Composicion quimica y nutricional

Tabla 1

Composicién quimica y nutricional

Componentes Promedio%
Humedad 75.8
Grasa 3.1
Proteina 19.5
Minerales 1.2
calorias 105

Fuente: (Macebo, 2015).
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2.2.2. Descripcion taxonomica

La clasificacion taxondémica de la trucha se muestra segun: (Behnke,

1992).

Reino : Animal
Filo : Chordata
Subfilo: Vertebrada

Clase : Actinopterygii

Orden : Falconiformes

Familia: Salmonid

Género: Salmo, oncorhynchus, Salvelinus

Especie: Mykiss

N. cientifico: Oncorhynchus mykiss

N. comun: Trucha, Trucha arco iris, Trucha arcoiris

2.2.3. Produccién de la trucha arco iris

En el Perd la produccién de trucha en los ultimos afios ha crecido
significantemente, pasando de 40 946,49 TM en el afio 2014 a 51 580, 59 TM en
el 2021 informo la oficina de Estudios Economicos del Ministerio de la
Produccion. Por lo que esta especie dulceacuicola es la mas importante, cultivada
especialmente en las zonas alto andinas que debido a sus recursos hidricos de
Optimas condiciones han favorecido dicho crecimiento (FAO, 2018). Segun el

ministerio, la zona de Puno es el principal productor del Peru.
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Figura 2
Peru: Extraccion de recursos hidrobioldgicos de origen continental segun

region, 2021

19.4;19%
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m LORETO
W UCAYALI
m PUNO
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Fuente: (PRODUCE, 2021).

En el afio 2021, se produjeron 51 580, 59 TM de los cuales se vendieron
al consumo interno, 39 360 TM al mercado externo, con Alemania, Portugal y
Canada como paises de destino principales. El cultivo de la trucha se realiz
mediante la importacién de ovas embrionadas por los paises de EE UU.,
Dinamarca, Inglaterra y Chile con un total de 225 315 millares en el 2016
(PRODUCE, 2016). La cosecha y posterior comercializacion de la trucha se
realiza a partir de los 25 cm de talla y entre 250 a 350 g de peso unitario

(FONDEPES, 2014).

La venta interna de los recursos hidrobioldgicos de la acuicultura se
muestra en la Figura 2, la venta interna de trucha de 39 360 TM en 2021 represent6
el 76,4% de los recursos hidrobioldgicos vendidos internamente. Ademas , su
extraccion fue llevada a cabo principalmente por los departamentos de Puno con

32704 TM, Pasco con 5 751 TM Y Huancavelica 5 164 TM (PRODUCE, 2021).
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Figura 3

Venta interna de recursos hidrobioldgicos procedentes de la acuicultura.
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m LANGOSTINO
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B CONCHA DE ABANICO
B OTROS

19.4; 76.4%

Fuente: PRODUCE 2021.

2.3. PROCESAMIENTO DE TRUCHA ARCO IRIS

La region Puno es, segun el ministerio, el mayor productor en el Perud por lo que
en el 2014 producia 27 183 TM, pero en el 2021 incremento a 32 704 TM (PRODUCE,
2021) lo cual la consolida como lider en la actividad acuicola del pais, debido a las
mejores condiciones para el cultivo, menores costos y el incremento de la demanda en la

region.

La trucha tiene diferentes formas de presentacion para ser comercializada que generan
subproductos. Segun (Fuentealba 2004 mencionado por Flores Jalixto, 2017) los

productos mas identificados en base a trucha arco iris son:

e Trucha eviscerada, trucha congelada, filetes empacados al vacio interfoliados en
cajas.

e Trucha fresca entera refrigerada, trucha eviscerada deshuesada y corte mariposa.
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e Trucha ahumada, filete ahumado en caliente o filete ahumado en frio.

El aceite y las harinas son subproductos de los desechos de la trucha, y se esta
estudiando el aprovechamiento como una alternativa de sus proteinas a partir del
hidrolizado enzimatico reemplazando la harina de pescado como suplemento para

alimentacion animal.

2.4. RESIDUOS DE LA TRUCHA

2.4.1. Definicién

Los subproductos del pescado son aquellos productos de las materias
primas que, por razon de especie, tamafio, calidad o disponibilidad de procesos de
elaboracion, no resultan adecuados para el consumo directo por el hombre

definido por (Windsor & Barlow, 1984).

También denominados residuos y los coproductos del pescado son las
partes que se extraen del pescado antes de que llegue al consumidor final para
aumentar la calidad, reducir el peso de embarque para su transporte o aumentar el
valor del producto principal del pescado, el masculo. Se le llama coproductos a la
sangre, visceras, cabeza, espinas, piel, aletas y cola del pescado (Ramirez, 2007a,

mencionado por Cavieres, 2010).

2.4.2. Residuos del procesamiento de trucha

El procesamiento de la trucha requiere la remocién de los sub productos
que estan conformados por aquellas partes del pez que no paseen un valor
comercial, estos son: piel, escamas, huesos, visceras, aletas y agallas, estos

procesos generan aproximadamente 15, 000 TM de residuos organicos al afio, por
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lo que no reciben un proceso en su totalidad al final de la produccion (PRODUCE,

2017).

Figura 4

Partes de los residuos de trucha

Fuente: (Quispe & Gutierrez, 2019).

La trucha produce solamente alrededor del 50% de materiales comestible
en forma de filetes. El esqueleto, la cabeza, las visceras, las escamas, las aletas y
otros desechos tienen una cantidad de proteina similar a la del filete y rara vez se

aprovechan (Windsor & Barlow, 1984).

Segun Martines, (2003) las especies como las salmonidas experimentan
una pérdida en peso del 28% en los productos congelados, del 38% en la
conservacion en trozos (incluyendo esqueleto y piel) y del 60% en la conservacion

de pescado desmenuzado. Las disminuciones en porcentaje se deben a los
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desechos primarios producidos en estas industrias, los cuales estdn compuestos en

un 60% por desechos sélidos y el 40% restante por aguas residuales.

2.4.3. Rendimiento de los subproductos de trucha

El rendimiento de los subproductos de trucha est4d conformado por:

visceras (8%), Cabeza (12%), esquelon (3,1%) y piel (1,2%) (Cavieres, 2010).

El fileteo mecénico de 100 kg de trucha (Oncorhynchus mykiss) tiene
rendimientos de 40 kg de filetes y 60 kg de subproductos, los cuales estan
constituidos aproximadamente de 20 kg de carne y un poco de aceite de pescado

(Torres et al., 2006).

Tabla 2

Composicién fisica y rendimiento de la trucha

. 0)
COMPOSICION RENDIMIENTO (%)

FISICA EVISCERADO FILETEADO
Cabeza - 9,2
Agallas 2,6 2,6
Visceras 6,9 6,9
Higado 34 3,4
Gonadas 0.4 0,4
Espinazo y Cola - 6,2
Aletas - 2,2
Orejetas - 2,3
Sangre y otros 2,2 2,2
Parte comestible 84,5 64,6

Fuente: (Vilca, 1999 mencionado por Flores Jalixto, 2017).
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2.4.4. Composicion fisico quimica de los subproductos de trucha

La composicion quimica de la cabeza, la espina y la cola de la trucha es
similar: El 70% es humedad, el 15% es proteinay el 11% es grasa. Los intestinos
contienen un alto contenido lipidico correspondiente a un 35%, un bajo contenido
de humedad cerca de 56% y un contenido de proteina cerca del 8% (Kotzamanis

et al., 2001).

Los acidos grasos omega-3 tienen como propiedades antiinflamatorias y
antitrombdticas, como también son capaces de disminuir los factores de riesgo de
algunas enfermedades como cardiovasculares y diabetes (Casas et al., 2014

mencionado por Lavid, 2019).

Los residuos de pescado no solo contienen acidos grasos de alto valor
nutricional, sino que también presentan un porcentaje significativo de proteinas.
Desde el punto de vista nutricional la caracteristica més importante de las
proteinas del pescado es que contienen todos los aminoacidos esenciales para la
vida, la misma manera que las proteinas de la leche, la carne y el huevo son de un
elevadisimo valor biol6gico y tienen la caracteristica de poseer una buena
digestibilidad (Traverso & Avdalov, 2014 mencionado por Lavid, 2019). Sin
embargo, lo més importante es conocer la composicion de aminoacidos de la
proteina para hidrolizar, ya que de esta dependerd mucho en qué medida y con
qué facilidad puede ser hidrolizada la proteina por cierta proteasa; como es el caso
de las sutilisimas, las cuales tienen una amplia especificidad, pero con preferencia
por los aminoacidos hidrofobicos (exceptuando la prolina), por lo tanto, es de

esperar que las proteinas con un alto contenido de aminoacidos hidrofébicos se
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hidrolicen mas facilmente con este tipo de enzimas (Adler-Nissen, 1986

mencionado por Vasquez Mazo, 2020).

Tabla 3

Composicién proximal de subproductos de diversas especies acuicolas

Proteina Grasa Humeda Ceniza

Especie Subproductos

(%) (%)  d(®) (%)
Catla (Catla )
catla) Visceras 8,5 12,5 76,2 2,5
Trucha Arcoiris
(Oncorhynchus Musculo 20,3 6,2 71,2 1,9
mykiss)
Trucha Arcoiris
(Oncorhynchus Visceras 15 13 71,7 2,7
mykiss)
Tilapia roja Cabeza,
(Oreochromis esqueleto y 14,6 5,5 66,6 8,9
niloticus) cola
Tilapia roja
(Oreochromis Esqueleto 50,6 30,6 65,3 15,3
nilotica)
Salmon del
Atlantico Visceras 8 44 60 1
(Salmo salar)
Esturién chino
(Acipenser Mdusculo 15,2 3,2 74,9 1,0
sinensis)

Fuente: (Vasquez Mazo, 2020).

2.4.4.1 Visceras

Durante el proceso de trucha, las visceras se extraen para prevenir su

descomposicion, finalmente siendo desechadas o puestas en fuentes hidricas. El
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5% al 11% del peso corporal del pescado de agua dulce estd compuesto por
visceras. Su composicion quimica promedio de las visceras de trucha es de 67%
agua, 10% proteina, y 3% minerales (Bermudez et al., 1999). Otros subproductos
como las agallas, las escamas y los huesos no se convierten en un problema directo
debido a que estos residuos acompafian al pescado hasta que éste es

comercializado (Martines, 2003).

Las visceras son uno de los subproductos que contienen estos nutrientes
valiosos. Estas incluyen un conjunto de 6rganos, entre los que estan intestinos,
higado, vejiga natatoria, estbmago y gonadas, que comprenden aproximadamente
entre el 12 al 20% del peso total del pescado (Bougatef, 2013). Se estima que
actualmente mas de 20 millones de toneladas de visceras de pescado se producen
a nivel mundial por afio, sin embargo, la mayoria de las veces son descartadas,
ocasionando problemas ambientales, o son subutilizadas para elaborar productos
de bajo valor comercial, como alimentos para animales o fertilizantes

(Arvanitoyannis, 2014).
2.4.4.2 Colas y aletas

Con respecto a la obtencién de pegamentos y gelatinas a partir del pescado
se realiza por el tratamiento de tejidos conjuntivos y pieles, es decir, de aquellas
estructuras en cuya composicion interviene la sustancia colagena (Alvarez, 2008,

mencionado por Churacutipa Mamani, 2016).
2.4.4.3 Cabezas y espinas

La abundancia de calcio mineral se acumula inicialmente en los esqueletos
0 espinas de los peces, cuyo contenido varia segun la especie. El contenido medio

de calcio de los mariscos y pescados es del 30%. Las cabezas y los desechos de
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camaron permiten fabricar una harina que contiene el 30% de proteinas, esto
representa el 30% del peso vivo del animal (Maroto, 2010, mencionado por

Churacutipa Mamani, 2016).

2.5. HIDROLISIS

La propiedad fundamental de un hidrolizado, el grado de hidrdlisis, determina sus
demas caracteristicas y su posible uso. Se define como el porcentaje de enlaces peptidicos
rotos en relacion a la proteina original (Benitez et al., 2008). Sigue demostrando que el
grado de hidrdlisis final depende mucho de las condiciones utilizadas, que incluyen la
temperatura'y pH del sustrato, la relacién entre enzima y sustrato, como tambien el tiempo
de incubacién con la concentracion de sustrato. La naturaleza de la enzima, caracterizada
por su actividad especifica y tipo de actividad, es otro factor que también determinara el
grado de hidrolisis. Por lo tanto, no solo el grado de hidro6lisis afecta el tipo de enzima
utilizada, sino también el tipo de péptidos producidos. Para su uso en la alimentacion, los
hidrolizados se pueden dividir en: hidrolizados con bajo grado de hidrdlisis entre el 1% y
el 10% para mejorar las propiedades funcionales; hidrolizados con diferentes grados de
hidrdlisis para su uso como saborizantes; e hidrolizados extensivos con grado de hidrolisis

superior al 10% para su uso en alimentacién especializada (Benitez et al., 2008).

2.5.1. Hidrdlisis proteica de subproductos acuicolas

La propiedad fundamental de un hidrolizado, el grado de hidrdlisis,
determina sus demas caracteristicas y su posible uso. El objetivo principal de la
hidrolisis es aumentar la recuperacion de proteinas y el rendimiento de
componentes valiosos, con propiedades diferentes a la proteina original (Aspevik

etal., 2017).
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El material utilizado para producir hidrolizados proteicos puede ser
animal, vegetal o bacteriano. No obstante, es importante destacar que, en los
paises desarrollados, las proteinas de la leche, especificamente las caseinas y las
proteinas del lactosuero, son el sustrato mas utilizado. Esto se debe principalmente
a su amplia disponibilidad como producto de su industria, su alto valor nutricional
y su bajo costo de produccion. Las proteinas de soja, trigo y arroz son los vegetales
mas utilizados. Ademéas se utilizan como sustrato proteinas de pescado,
provenientes de los subproductos de la industria pesquera, principalmente en

paises orientales, como Japon o Corea (Viogque & Millan, 2005).

La hidrolisis es un proceso de separacion de la grasa y los nutrientes en la
materia organica (Bossio, 2007 mencionado por Flores Jalixto, 2017). Sigue
demostrando que las condiciones utilizadas, como la concentracién de sustrato, la
relacion entre la enzima y el sustrato, el tiempo de incubacidn con las condiciones
fisicoguimicas de la temperatura y el pH, determinan el grado de hidrdlisis final,
la procedencia, naturaleza de la enzima, es otro factor que también va a determinar
el grado de hidrdlisis. Por lo tanto, la naturaleza de la enzima empleada no solo
afecta el grado de hidrdlisis, sino también el tipo de péptidos producidos. El
producto final es de mayor digestibilidad que la proteina no tratada (Bouchez y

Azzi, 1991 mencionado por Flores Jalixto, 2017).

2.5.2. Tipos de hidrdlisis

El proceso de hidrolisis puede ser efectuada ya sea por métodos quimicos
(tratamiento acido o alcalinos) o como también por métodos bioquimicos

(utilizando enzimas proteoliticas), ya sea que se encuentren en los tejidos de los
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subproductos (autolisis) o se agreguen enzimas comerciales para acelerar el

proceso (Aspevik et al., 2017).

La hidrdlisis quimica: Es un método relativamente simple y econémico
para separar las proteinas de los subproductos de pescado, no obstante, el método
quimico es un proceso dificil de controlar y afecta la calidad nutricional de los
elementos resultantes. Generalmente este tipo de hidrolisis de proteinas se realiza
a condiciones de pH muy bajo o alto y a temperaturas que oscilan entre los 100 a
120 °C, ocasionando productos con cualidades nutricionales reducidas y con poca
funcionalidad (H. G. Kristinsson, 2006). Hoy en dia apenas se utiliza la hidrdlisis
quimica debido a sus efectos perjudiciales sobre la calidad nutricional del
hidrolizado, ya que se destruyen L-aminoacidos, y se forman D-aminoacidos y
compuestos tdxicos como Lisinoalanina, que al ser consumidos pueden causar

dafio al rifion (Vioque & Millan, 2005).

La hidrdlisis bioldgica: Hidrolizado de proteinas de pescado (FPH) se
produce hidrolizando enlaces peptidicos con enzimas. Esta accién puede ser
realizada por enzimas proteoliticas presentes en los propios animales, como son
las enzimas viscerales y el musculo del pescado (proteasas enddgenas), o por la
adicién de enzimas de otras fuentes (proteasas exdgenas) (Hordur G. Kristinsson
& Rasco, 2000). La hidrdlisis alcalina destruye los aminoécidos argininay cisteina
y la hidrolisis acida elimina el triptéfano y desamina los aminoacidos serina y
treonina (Guadix, 2000). siendo la via enzimética la mas ventajosa y son los méas
comunmente empleados en el aprovechamiento de subproductos acuicolas, debido
a que en el proceso hay mayor testigo y selectividad, ademas éste es menos

drastico y genera un producto de mayor valor nutricional, por que presentan
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numerosas ventajas en comparacion con la hidrélisis quimica, tales como las

siguientes (Martinez-Medina et al., 2018).

Las condiciones de reaccién mas suaves se presentan a temperaturas

inferiores a 100 °C y un pH cercano a la neutralidad.

e Alta especificidad de reaccién porque las enzimas tienen una mayor
especificidad por el sustrato y no producen degradacion hidrolitica a través
de reacciones de racemizacion.

e Se pueden controlar facilmente mediante el ajuste de pH y la temperatura o
concentracion de enzima las velocidades de reaccion.

e Una vez que se alcanza el grado deseado de transformacion las enzimas se

inactivan facilmente.

Diversos estudios han evaluado la utilizacién de los subproductos
acuicolas como fuente de proteinas para producir hidrolizados, como por (Opheim
et al., 2015), sobre la hidrolisis de las visceras, esqueleto y cabeza de salmén del
Atlantico (Salmo salar), mostraron que los hidrolizados a partir de estos
subproductos, contiene altos niveles de proteinas, con un alto valor nutricional y
potenciales péptidos bioactivos, debido a un mayor porcentaje de aminoacidos
como &cido glutamico, acido aspartico y lisina. Es asi como estudiaron la
hidrolisis quimica y enzimatica de visceras de esturion persa (Acipenser persicus),
encontrando que los hidrolizados enzimaticos proporcionan mayor extraccion de
proteina en comparacion con los hidrolizados quimicos. Por otra parte (Silva et
al., 2014), evaluaron las visceras y carcasa de tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) como fuente de hidrolizados de proteina, encontrando que su
composicién aminoacidicay el perfil lipidico, les permitia ser usados como fuente

de proteinas en dietas para animales de granja. Los estudios realizados por
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(Opheim et al., 2015), sobre la hidrélisis de las visceras, esqueleto y cabeza de
salmon del Atlantico (Salmo salar), mostraron que los hidrolizados a partir de
estos subproductos, contiene altos niveles de proteinas, con un alto valor

nutricional y potenciales péptidos bioactivos.
2.5.3. Hidrdlisis enzimatica de proteinas

El proceso de hidrélisis enzimatica ha surgido recientemente como el
proceso de eleccion debido a sus suaves condiciones de reaccion, a la calidad
superior del producto y a su funcionalidad, estos procesos enziméticos se han
demostrado a escala de laboratorio y a pequefias escalas, pero no en pleno
funcionamiento a escala industrial, debido probablemente a los altos costos de las
enzimas (He et al., 2013). Este proceso produce la ruptura de los enlaces
peptidicos por medio de la accién catalitica de proteasas, consumiéndose una
molécula de agua por cada enlace roto, liberando grupos carboxilo y amino, los
cuales, pueden estar mas o menos ionizados dependiendo del pH de la reaccion
(Adler-Nissen, 1986), como se muestra en la Figura 5 hidrélisis enzimética de un

enlace peptidico.

Figura 5

Hidrdlisis enzimética de un enlace peptidico
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La hidrolisis enzimatica disminuye el peso molecular de las proteinas,

generando una serie de compuestos intermedios, encerrados en la secuencia
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primaria de la proteina original, como proteasas y peptonas, liberando finalmente
péptidos de menor peso molecular y con mayor cantidad de grupos ionizables, los
cuales poseen propiedades nutricionales, como buena digestibilidad y absorcion
rapida, ademas de propiedades funcionales y actividades bioldgicas mejoradas en

comparacion a la proteina nativa (Adler-Nissen, 1979).

La hidrdlisis enzimatica presenta indudables ventajas frente a la tradicional
hidrolisis quimica, &cida o alcalina, entre las que caben mencionar las siguientes

(Guadix, 2000):

e Selectivo la aparicién de productos de degradacion es poco comun porque
las enzimas son especificas para un tipo de enlace especifico. Por otro lado,
los ataques &cidos y basicos tienen poca selectividad y son dificiles de
controlar, lo que provoca productos que se degradan y estos pueden ser
toxicos. La hidrolisis enzimatica transcurre generalmente en el intervalo de
40° a 60°C y pH comprendido entre 4-8.

e Los &cidos o bases fuertes que se utilizan en los procesos de hidrdlisis
guimica se neutralizan posteriormente, lo que aumenta significativamente el
contenido de sales del producto.

e No se produce degradacion de los componentes y se mantiene el valor
nutritivo.  Es asi que la a hidrdlisis alcalina destruye los aminoacidos
arginina y cisteina, y la hidrolisis &cida elimina el triptéfano y desamina los

aminoacidos serina y treonina (Guadix, 2000).

Enzimas proteasas como alcalasa, pepsina, tripsina, papaina, bromelina y
pancreatina estan en general son las mas utilizadas. Por ejemplo la hidrolisis

enzimatica de residuos con alcalasas permite extraer el 74% de las proteinas
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solubles en fase acuosa, la cual se puede separar con facilidad del contenido

lipidico de los residuos (Chalamaiah et al., 2012).

En los casos de hidrolisis enzimatica, se debe agregar base diluida para
mantener el pH en el dptimo de la enzima. Para completar la hidrdlisis proteica,
la enzima puede ser inactivada mediante el calor, la reduccion del pH o ambos. O
también puede extraerse del medio a traves de la filtracion, donde la proteina

finalmente precipita (Chalamaiah et al., 2012).

Se ha comprobado que a altos grados de hidrdlisis los productos obtenidos
con mezclas de proteasas presentaban la mejor composicion en cuanto a mayor
porcentaje de fraccion de bajo peso molecular (Guadix, 2000), lo que permite una
alta digestibilidad ya que los conocimientos del mecanismo de la absorcion
intestinal indican que los di- o tripéptidos se absorben con mayor facilidad
(Grimble et al., 1986). Es necesario separar o desnaturalizar la enzima y trabajar
en condiciones asépticas para evitar separar contaminacion microbiana de la
mezcla reaccionante para evitar la contaminacién microbiana de la mezcla
reaccionante y las condiciones de temperatura y pH. La hidrolisis enzimética
transcurre generalmente en el intervalo de 40 a 60°C y pH comprendido entre 4-8

(Guadix, 2000).
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Figura 6
Esquema general del aprovechamiento de residuos de pescado para obtencion

de hidrolizados enziméaticos
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Fuente: (D. Espinoza & Castillo, 2022)

2.5.4. Las propiedades funcionales y nutricionales de los hidrolizados.

Dado que estos desechos son una importante fuente de nutrientes, también
se pueden utilizar para producir hidrolizados. Al ser hidrolizados estos desechos
ocurre una disminucion en el tamafio de péptidos modificando las caracteristicas
funcionales de la proteina, por lo que se consideran proteinas de alta calidad

(Hordur G. Kristinsson & Rasco, 2000).

En general, la hidrolisis enzimética de las proteinas de los alimentos
mejora la solubilidad de las proteinas, como también el proceso de hidrolisis
aumenta la adsorcion de humedad por parte de la proteina. Esto debido a que la
absorcién de agua esta relacionada con el nimero de grupos idnicos presentes, los
cuales aumentan como resultado de la rotura del enlace peptidico (Grimble et al.,

1986).

43

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Desde el punto de vista nutricional, la hidrélisis enziméatica mejora la
digestibilidad de las proteinas y facilita su absorcion intestinal sin perder su valor
nutricional. Por lo tanto, uno de los usos mas importantes de los hidrolizados de
proteinas es como fuente de nitrégeno en la formulacion de dietas (Grimble et al.,

1986).

Un hidrolizado de proteinas para formar parte de una dieta enteral debe

cumplir lo siguiente:

e Que sean osmoticamente equilibrado.
e Que sea hipoalergénico.
e Presente valor nutritivo alto, comparable al de la proteina de partida.

e Tener un sabor agradable (Grimble et al., 1986).

Por ello no es conveniente que estas dietas estén constituidas solo por
aminoacidos libres, ya que esto las hace hiperosmoéticas, provocando secrecién
intestinal y diarrea. Ademas, los conocimientos actuales del mecanismo de la
absorcién intestinal indican que lo di o tripéptidos de absorben con mayor

facilidad que los aminoacidos libres (Grimble et al., 1986).

Los hidrolizados de pescado se definen como proteinas de pescado que se
descomponen en péptidos de diferentes tamafios hasta aminoacidos (He et al.,
2013). Una hidrolisis proteica es un proceso quimico o enzimatico que busca
producir una serie de péptidos de menor tamafio a partir de una proteina. Cuando
se rompe la mayor cantidad de enlaces peptidicos posibles, el proceso de hidrolisis
es mas efectivo. Esta propiedad se conoce como grado de hidrélisis (GH).
Enzimas proteoliticas pueden ser utilizadas como catalizadoras del proceso de

hidrolisis generando ademas de la ruptura de los enlaces peptidicos, otros
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beneficios al producto final que bien pueden ser a la salud, a la alimentacion o a

la tecnologia de alimentos (Hleap Zapata & Gutiérrez Castafieda, 2017).

Para que el hidrolizado se utilice con éxito en alimentos, debe tener buenas
propiedades funcionales. El tamafio y las caracteristicas quimicas de las proteinas
hidrolizadas afectan su funcionalidad, por lo que es necesario controlar la
especificidad de la enzima y el grado de hidrodlisis de la reaccién si se quiere
producir un hidrolizado con propiedades mejoradas. Un aumento en la solubilidad
mejora muchas de las propiedades funcionales de las proteinas. La solubilidad de
las proteinas miofibrilares se incrementa con la hidrolisis enzimatica ya que
conduce a péptidos mas pequefios y grupos aminos y carboxilos expuestos
permitiendo una mayor interaccion con el agua, estos incrementos en solubilidad
y su aplicacion en un rango de pH, entre 4-8 permite la aplicacion de los
hidrolizados en una mayor variedad de alimentos (Suarez, 2010). La formacion
de peéptidos hidrofébicos juega un papel importante en el desarrollo de la
sensacion de amargura en estos, y existe una relacion entre el grado de hidrdlisis,
los péptidos generados y el desarrollo de la amargura. Un equilibrio adecuado
entre la actividad de la exopeptidasa y la endoproteasa es una forma de controlar
el desarrollo del sabor amargo. La hidrolisis de las proteinas del pescado también
puede mejorar el sabor del pescado, lo que lo convierte en otra aplicacion

importante.

2.6.4.1 Propiedades nutricionales de los hidrolizados de

residuos de pescado

El contenido de aminoacidos indispensables de una proteina y su

digestibilidad conocida son dos factores que deben tenerse en cuenta al evaluar su
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calidad. ElI comportamiento del organismo se puede predecir utilizando el perfil
de aminoacidos. Las propiedades nutricionales de la hidrolisis reflejan por
ejemplo su digestibilidad aumentada y alergenicidad disminuida cuando se las
compara con las proteinas parentales (Benitez et al., 2008). La composicion de
aminoacidos de una proteina, sus proporciones y la cantidad de nitrégeno
necesaria para el crecimiento, la sintesis y la reparacién de los tejidos dependen
de su valor nutricional. La digestibilidad es el otro factor que afecta la utilizacion
de las proteinas alimenticias y las modifica de manera diferente. Cuando el
nitrégeno consumido se absorbe por completo, la digestibilidad sera igual a 100

(FAO, 1994 mencionado por Lavid, 2019).

2.5.5. Calidad de proteinas obtenidas de residuos de pescado

Actualmente, una parte de los desechos solidos de la pesca se utiliza para
producir productos proteicos como harina de pescado y ensilado de desechos,
donde se extrae una gran cantidad de acidos grasos. La calidad de la harina varia
segun con la variedad de pescado que se utiliza, el grado de frescura de la materia
prima, como las condiciones del proceso de elaboracion que afectan la
digestibilidad de las proteinas ya que cuando las proteinas son expuestas a
temperaturas muy elevadas, la digestibilidad de las proteinas se reduce evitando
que las moléculas proteicas sean desdobladas por las enzimas digestivas (Romero

etal., 1994).

Se conoce que en cuanto la calidad de proteinas de algin alimento esta
determinada fundamentalmente por el tipo y calidad de aminoacidos que la
forman y por su digestibilidad. La dieta es esencial para obtener los aminoacidos

esenciales, ya que el cuerpo no puede producirlos por si mismo. El analisis de
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proteina cruda no indica la digestibilidad de un suplemento de proteina. Por
supuesto, si una fuente de proteina ha sido procesada inadecuadamente y no puede
ser bien digerida por el animal contribuird muy poco a su crecimiento y a la
produccién (FAO, 1986). El producto final es de mayor digestibilidad que la

proteina no tratada (Aurrekoetxea & Perera, 2002).

La digestibilidad es considerada uno de los componentes més cruciales en
la evaluacion efectiva de los ingredientes y un requisito para las formulaciones de
dietas bioldgicas y econdémicamente Optimas. La composicion quimica del
ingrediente, las necesidades de la especie y la digestibilidad son parametros para
determinar el valor nutricional de los insumos y dietas utilizados en la

alimentacion acuicola ( Lavid, 2019).

La composicién quimica de un alimento juega un papel importante en su
valor nutricional y en la capacidad del cuerpo para digerir y absorber sus
nutrientes y energia. La creacion de dietas basadas en estos dos criterios es
fundamental para lograr raciones nutricionalmente efectivas y con un menor
impacto ambiental. Se creia que la combinacion de conocimientos sobre la
composicion quimica y la digestibilidad de un ingrediente a utilizar en la
formulacién. una receta permite realizar calculos precisos sobre su contribucion
en términos de nutrientes y energia, asi como estimar la cantidad de material no
digerible que se eliminard con las heces. Es de muy importancia conocer los
coeficientes de digestibilidad ya que permite viabilizar la inclusion de una gran
variedad de productos y subproductos de la agroindustria en raciones alimenticias
dirigidas para peses (Dekkers et al., 2011). La digestibilidad es afectada por dos
de los principales factores de calidad que deben ser considerados en las harinas de

pescado utilizadas en alimentos para acuacultura: el tipo de materia prima, en
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particular pescado entero o subproductos, latemperaturay el tiempo de exposicion
al calor durante el procesamiento de secado (Pike & Hardy, 1997 mencionado por

B. Rust, 2002).

Cuando el contenido de ceniza en las harinas de pescado aumenta, la
digestibilidad de la proteina disminuye. El contenido de ceniza también variara
segun la especie de pescado y si se usa pescado entero o subproductos. El
contenido de ceniza de las harinas de pescado entero generalmente oscila entre el
10y el 20%. Los subproductos de pescado con huesos suelen tener un contenido
de cenizas superior al 17%. Si el contenido de ceniza es superior del 23%, la
calidad de aminoacidos de la proteina es probablemente disminuida (Romero et
al., 1994). Sin embargo, el principal problema con la calidad de la proteina se
presenta con la aplicacion de calor de manera excesiva durante el secado dado que
la calidad de la proteina puede disminuir por efectos combinados de temperatura

y del tiempo de exposicion (Pike & Hardy, 1997 mencionado por B. Rust, 2002).

Sin embargo, el principal problema con la calidad de la proteina se
presenta con la aplicacion de calor de manera excesiva durante el secado, dado
que la calidad de la proteina puede disminuir por efectos combinados de

temperatura y del tiempo de exposicion (Pike y Hardy, 1997).

2.6 DIGESTIBILIDAD

2.6.1. Aspectos generales

La determinacion de la cantidad de un alimento supone la obtencién de la
digestibilidad, o un nutriente en particular, que no se degrada ni absorbe durante
su paso por el aparato digestivo. Se trata de una fase importante de la utilizacién

de los nutrientes (Bondi, 1989). Es uno de los parametros utilizados para medir el
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valor nutricional de los distintos ingredientes destinados a alimentacion acuicola,
debido a que no basta que la proteina u otro elemento se encuentre en altos
porcentajes nutricional en el alimento o en sus ingredientes, sino que debe ser
digerible para que pueda ser asimilado, en consecuencia, aprovechado por el
organismo que lo ingiere (Manriquez ,1993). Segun Guillaume et al. (2004) los
tres objetivos de los estudios de digestibilidad los estudios en la acuicultura son
mejorar nuestra comprension de los usos potenciales de los nutrientes, mejorar la
calidad de los alimentos para los peces y, por Gltimo, reducir la cantidad de
residuos agricolas para que la calidad del medio ambiente en general y del agua
en particular puede ser preservado. La acuicultura tiene como objetivo mejorar
nuestra comprension de los usos potenciales de los nutrientes, mejorar la calidad
de los alimentos para los peces y, por ultimo, reducir la cantidad de residuos
agricolas para preservar la calidad del medio ambiente en general y del agua en

particular.

La digestibilidad del alimento recientemente ha tomado gran interés para
los acuicultores debido a la necesidad de disminuir los alimentos contaminantes
(Cho et al., 1993; 1994; Lee y Lawrence, 1997). La utilizacién de datos de
digestibilidad de los ingredientes permitira desarrollar alimentos mas apropiados
y menos contaminados permitiran desarrollar alimentos méas apropiados y menos

contaminados (Cho et al., 1993; 1994; Lee y Lawrence, 1997).

Existen métodos de control quimicos, biolégicos y microbiolégicos.
Dentro de los quimicos se encuentran los métodos de digestibilidad in vitro y en
los bioldgicos los métodos de digestibilidad in vivo. (Carrillo, 1994), menciona
que todas estas técnicas estan dirigidas fundamentalmente, a conocer tres

caracteristicas de los ingredientes que son:
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e Composicién quimica
¢ Biodisponibilidad de nutrientes

e Digestibilidad

La determinacion de la digestibilidad es esencial no solo para formular
dietas a bajo costo, sino que ademas es muy util para la investigacion de
requerimientos nutricionales, seleccion de ingredientes con valor nutritivo
potencial (en relacién con la calidad de la materia prima), y formulacion de dietas
que minimicen la contaminacién del agua (Brown, 1989; Akiyama et al. 1991;
Hagen et al 1993a; Mendoza, 1993; Romero y Manrrique, 1993). El uso de los
datos de digestibilidad de un ingrediente es esencial para la formulacion de una
dieta con un bajo indice de contaminacion sin riesgo para el medioambiente (Lee
y Lawrence, 1997). Hsu et al. (1977), indican que, al seleccionar el método méas
adecuado para la determinacion de la digestibilidad in vitro, se debe de tener en
cuenta las siguientes caracteristicas: el método debe ser simple y répido, arrojar
resultados reproducibles, poseer una alta correlacion con algun método in vivo, y

ser lo suficientemente sensible para detectar los efectos debido al procesamiento.

2.6.2. Factores que influyen en la digestibilidad

Tres factores principales que influyen en la digestién: los alimentos
consumidos y el grado de susceptibilidad a los efectos de las enzimas digestivas;
la actividad de las enzimas; y la duracion de la exposicion a esas enzimas. A su
vez, los factores principales son influidos por multiples factores secundarios

(Hepher, 1988 mencionado por Espinoza, 2017). Estos factores son explicados:

a. Especie: Un mismo alimento administrado a diferentes animales, no

siempre seré digerido a un mismo nivel, lo que muestra la importancia del efecto
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del animal sobre la digestibilidad (McDonald et al., 2006). Sin embargo, que en
los peces se observan a menudo, valores muy similares en especies, incluso
zoologicamente diferentes; es asi un salmoénido, un robalo y un turbot digerian

casi de la misma forma las proteinas de la harina de pescado (Au y Bidart, 1992).

b. Edad del pez: La edad de los peces también es un factor en el que se
presenta diferencias de digestibilidad, lo cual se explica por la menor actividad
enzimatica de los peces jovenes (Steffens, 1987). Sin embargo, Blanco (1995)
sefiala que la digestibilidad de la proteina es mayor en los peces de menor edad,
ya que sus necesidades de crecimiento son mayores y, por lo tanto, su capacidad
de absorcion también es mayor. EI mismo autor menciona que, en termos
digestivos, peces de mayor edad o talla utilizan mejor la grasa, por lo cual los méas

jévenes no dietarian de la grasa.

c. Composicion y procesamiento del alimento: (Hepher 1988
mencionado por Espinoza, 2017), menciona que los alimentos de origen vegetal
son digeridos en menor grado que los de origen animal, ya que las células
vegetales poseen una pared celular que les da gran resistencia y dificulta la
penetracion de las enzimas digestivas. Espinoza, (2017) demostré que la
digestibilidad de los lipidos depende de la composicion y el nivel de saturacién de
estos, disminuye al aumentar el nimero de dtomos de carbono en la cadena de
acido graso y se incrementa con el numero de dobles enlaces. Por otro lado, a
mayor contenido de fibra bruta, disminuye la digestibilidad de los compuestos
organicos (Buxade, 1994). Sin embargo, la digestibilidad también puede ser
afectada por la forma del alimento y como se le procese. (Hepher, 1988

mencionado por Espinoza, 2017) demostr6 que la molienda, coccidn, y el proceso
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de extrusién mejoran la digestibilidad de la proteina y el almidén, pero no de las

grasas.

d. Condiciones medioambientales: Segun (Guillaume et al., 2004), Se ha
Se ha demostrado que elevar la temperatura del agua donde se encuentran los
peces mejora el contenido mejora la digestibilidad del componente graso de la
dieta del mismo modo, la digestibilidad del almidon depende de la temperatura
del agua, siendo generalmente mayor en agua tibia que en agua fria. La
temperatura del agua también puede influir sobre la digestibilidad de la proteina
(Steffens, 1987), por ejemplo, en trucha arco iris se observé mejor digestibilidad
aparente de la proteina cruda a 15 ° C mientras que, para la carpa comdn y la

tilapia del Nilo, a 25 ° C (Watanabe et al.; mencionado por Augusto et al., 2006).

2.6.3 Digestibilidad in vitro

Anderson et al. (1993) Sugieren que los mejores métodos para medir la
calidad el mejor de un ingrediente son las evaluaciones bioldgicas, ya que las
determinaciones in vitro llevan a cabo reacciones mas dramaticas que las que
ocurren durante la digestion natural de los organismos, liberando nutrientes que
de otro modo no estarian disponibles y, por lo tanto, normalmente no describe con

precision la calidad de un ingrediente.

Las diferencias encontradas entre los resultados de los métodos de
digestibilidad in vitro e in vivo pueden ser debidas a que in vivo se presentan una
serie de factores que son muy dificiles de simular en los métodos in vitro, por
ejemplo: el pH exacto al que ocurre la digestion, la actividad microbiana existente
en el tracto intestinal del organismo, los movimientos mecanicos del estbmago e

intestino, factores medioambientales que contribuyen al estrés, estado fisioldgico
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y edad del organismo en el cual se efectia el estudio, la presencia de factores
antinutricionales que no pueden ser determinados por los métodos de
digestibilidad in vitro (Nieto, 2003) incluso los métodos utilizados para la colecta
de las heces, el tipo de marcador utilizado, la perdida de nutrientes de las heces o
del alimento, etc. (Leavitt, 1981) Ademas, hay que tener en cuenta que en algunos
de los métodos in vitro, se utilizan enzimas heterologas (Flores Jalixto, 2017)y en
algunos casos se emplean sistemas uni-cnzimaticos (A.O.A.C., 1990) y no multi-
enzimaticos como ocurre in vivo, por lo que los métodos in vivo resultan més

sensibles para diferenciar entre dos digestibilidades muy parecidas.

Nieto, (2003) menciona que Los métodos que determinan la digestibilidad
proteica son los mas utilizados entre los que miden la digestibilidad in vitro, ya
que las proteasas son las enzimas mas activas y que existen analogas comerciales
de vertebrados. Las enzimas proteoliticas empleadas, las condiciones de digestion
(pH, temperatura, tiempo de hidrélisis) y las maneras de evaluar la digestion de
las proteinas son los Unicos diferenciales de todos estos métodos. En 1994 Carrillo
realizd un resumen de los métodos cominmente empleadas con el fin de
determinar la digestibilidad in vitro (Tabla 4). Sin embargo, en su resumen, lo
hacen no ninguna mencién de la modificacion de la técnica de digestibilidad con
pepsina que sugiere la modificacion a la técnica de digestibilidad con pepsina que
sugiere la "Estacion de Investigaciones Torry" la cual es una modificacion a la
metodologia propuesta por la A.O.A.C. en 1990. Los estudios de las enzimas
digestivas de la hepatopancreas de algunos crustaceos (Nieto, 2003) indican que

las principales enzimas digestivas son:

e Leucina-aminopeptidasa

e Colagenasa
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e diy tri-peptidasas

e Tripsina

e Quimiotripsina

e Carboxipeptidasa Ay B

e Proteasa alcalina de bajo peso molecular

e Enzimas bacterioliticas

De lo antes visto, hay que resaltar la ausencia de pepsina y considerar que
los camarones a diferencia de Los vertebrados, no tienen estbmago verdadero,
ademas de no poseer células secretoras de &cido, por lo que su digestion se lleva
a cabo en un pH basico o neutro (con pH's 6ptimos que fluctian desde 0 hasta 11).
La ausencia de sistema acido de digestion es compensando por la gran capacidad
de reduccion mecanica de los ingredientes por medio del molino géastrico (Nieto,
2003). Otro punto importante de mencionar es que la tripsina es la principal
proteasa digestiva, constituyendo hasta 6.1% de las proteinas solubles de la
hepatopéancreas, y lleva a cabo del 40 al 50% de la protedlisis digestiva total y
también la diferencia de la tripsina de los vertebrados, la tripsina de los crustaceos
tiene la capacidad de atacar a proteinas desnaturalizadas, pero, al igual que la de
estos, es sensible al inhibidor tripsico de la soya, ademéas esta enzima presenta

varias iso-enzimas (Nieto, 2003).

Tabla 4
Comparacion de algunos métodos para determinar la digestibilidad in vitro de

proteinas

) Duracion de Control de la )
Enzimas ) o ) o Referencia
la hidrolisis Hidrolisis
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Erepsina
) . Akeson y Stahmmann,
Pepsina 9-27 horas Aminoacidos
1964.
Pepsina
18h Nitrd Furuya, Sakamoto y
ido i i -8 horas itrégeno
Contenido intestinal 9 Takahashi, 1979.
de cerdo
Tripsina
o ) Disminucion del
Quimiotripsina 10 minutos H Hsu et al. 1977.
Y
Peptidasas
) Nitrogeno alfa-  Schroeder, Jacobellis y
Pancreatina 2-48 horas ) )
amino Smith, 1961.
o i Deshpamde y Nielsen,
Tripsina 2 horas Proteina soluble
1987.
Pepsina o _
372h Nitrogeno alfa- Denton y Elvehjem,
5 -72 horas
Polvo de pancreas y amino 1953
duodeno
Contenido intestinal Amino&cidos y
] 11,5 horas o Grabner, 1985.
de salmén péptidos
Homogenado de
hepatopancreas de 4 horas Proteina soluble Lany Pan, 1993.

camaron.

Fuente: Carrillo, 1994

2.6.3.1 Estudios de digestibilidad in vitro

Numerosos métodos in vitro fundamentados en la digestibilidad de las
proteinas han sido desarrollados empleando proteinas. Sin embargo, la mayoria
han sido establecidos para peces u otras especies, y en algunos de los que se
desarrollaron para camaron no se ha establecido su correlacion con la
digestibilidad in vivo ni la sensibilidad de las técnicas para detectar diferencias de

calidad.
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(Eid & Matty, 1989) evaltan la digestibilidad in vitro, con el método de
pH drop (estimacion indirecta de digestibilidad midiendo la disminucién de pH),
en diferentes proteinas utilizando extractos intestinales de carpa, y obtienen una
alta correlacion entre métodos in vivo e in vitro por lo que este método tiene la
desventaja de que si la muestra contiene mucha grasa la liberacion de acidos
grasos durante la digestion interfiere con la caida del pH, ademas de que la caida
del pH hace a las enzimas menos eficientes lo cual va en detrimento de la

sensibilidad.

Anderson et al. (1993), evaltan harinas de pescado de diferente calidad
para el salmon del Atlantico (Salmo salar) y utilizan el método de digestibilidad
in vitro con pepsina corregida por la solubilidad de la proteina en acido descrita
por el A.O.A.C., utilizando una solucién de 0.2% de pepsina y la modificacion de
este método descrita por el laboratorio de Tony utilizando una solucion de pepsina
al 0.0002%, asi mismo utilizan el meétodo multi-enziméatico de pH-Stat
(estimacidn indirecta de la digestibilidad midiendo la cantidad de NaOH necesaria
para mantener el pH constante) descrito por Pedersen y Eggum (1983) y
encuentran que el método del AOAC no es sensible a las diferencias de calidad de
las harinas y que no se correlaciona con los métodos in vivo, el método Torry
modificado y el pH-Stat se correlacionan bien con la digestibilidad in vivo y son
sensibles a las diferencias de calidad de la proteina. Es por ello que estos métodos
se podrian utilizar en camaron, sin embargo, como se menciond anteriormente

este organismo carece de pepsina y de digestion acida.
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2.7. SUSTRATOS

La eleccion de una fuente proteinica para el proceso de hidrolisis generalmente se
basa en el uso final del hidrolizado y el valor obtenido agregado con respecto al sustrato

de partida.

El interés por las proteinas de pescado comenzo en los afios 60 y ha persistido
desde entonces. El desarrollo de sabores extrafios es el principal obstaculo en la
preparacion de productos funcionales a partir de proteinas de pescado. Sin embargo,
mediante modificacion enzimatica se obtiene productos interesantes tanto funcional como
organolépticamente (Groninger, 1973; Spinelli et al., 197, mencionado por Antonio

Maria, 2001).

La calidad de una proteina puede ser determinada por una variedad de parametros,
incluida la eficiencia proteica (PER: relacion entre ganancia en peso corporal y peso de
proteina consumida), el valor biolégico (BV: proporcion de proteinas absorbidas para
mantenimiento y/o crecimiento), la digestibilidad (D: porcentaje de proteinas retenidas)
y la utilizacién neta de proteinas (NPU: proporcion de proteina ingerida que es retenida).
Una proteina que carece de uno 0 mas aminoacidos esenciales tendria un NPU de cero,
mientras que la proteina ideal tendria un NPU de 100 (Groninger, 1973; Spinelli et al.,

197, mencionado por Antonio Maria, 2001).

Generalmente, el sustrato se selecciona de acuerdo con el uso final que se le quiere
proporcionar al hidrolizado y al valor agregado que se le dara a aquella proteina de partida
(Guadix, 2000). Por ejemplo, el colageno y la gelatina se utilizan con frecuencia para
crear geles transparentes si se desea obtener hidrolizados con caracteristicas gelificantes
y emulsificantes. Asi mismo, cuando se busca un hidrolizado como fuente de nitrégeno
para alimentacién animal, se usan proteinas microbianas o provenientes de pescado, 0
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como también si su finalidad es utilizarse para la preparacion de alimentos infantiles o
dietas enterales, se usa las proteinas de lactosuero, las cuales son ricas en cisteina (Benitez
et al., 2008). Los preparados enzimaticos normalmente se venden en estado liquido o

como polvos (Benitez et al., 2008).

2.8. ENZIMAS

Las enzimas son proteinas que se encuentran una variedad en la naturaleza y han
sido utilizadas a lo largo del tiempo. El uso de este método para extraer compuestos
bioactivos es una alternativa a los métodos de extraccion tradicionales que utilizan
solventes y es mas ecoldgico tambien teienen ventajas sobre los tratamientos quimicos
porque son catalizadores altamente especificos, funcionan en condiciones de reaccion
moderadas, lo que significa menos desperdicio de los subproductos y menos consumo de
energia. Por lo tanto, las enzimas pueden utilizarse en el pre tratamiento de los residuos,
la extraccion de compuestos e incluso en la modificacion y sintesis de nuevas moléculas

a partir de los compuestos bioactivos (Puri et al., 2012).

Las enzimas comerciales de grado alimentario se suministran generalmente en
forma liquida o en pellets secos, lo que facilita y protege su manejo. La presentacién de
varias enzimas individuales en un preparado también es Gtil en muchos casos. En algunos
casos, solo se utiliza el componente principal; Sin embargo, si los demas componentes no

provocan reacciones no deseadas, esto no es un problema.

Para aumentar el valor y la disponibilidad de las proteinas, se utilizan enzimas
para aumentar la recuperacion de proteinas hidrolizadas de huesos o pescado. En el
pescado, la mayor parte del aceite esta asociado con proteinas, de forma que la adicién de
proteasa incrementa en el rendimiento de aceite y de grasas (Wiseman, 1991 mencionado
por Flores Jalixto, 2017).
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El uso de enzimas especificas y la seleccion de condiciones de hidrolisis, como
tiempo, temperatura y pH, pueden mejorar las propiedades funcionales de los FPH. La
hidrdlisis parcial se puede lograr de esta manera. Existe un namero de diferentes enzimas
proteoliticas (comerciales) que pueden ser usadas para la produccion de hidrolizados

(Liceaga-Gesualdo & Li-Chan, 1999).

2.8.1 Enzimas endogenas

Las enzimas digestivas de los mismos pescados son responsables de un
proceso autolitico. Es simple y no tiene costos, el producto final de la hidrolisis
autolitica es un liquido viscoso rico en aminoacidos libres y péptidos pequefos.
Dado que los peces son generalmente de aguas mas bien heladas y estas enzimas
trabajan normalmente a bajas temperaturas, se producen estas hidrolisis
autoliticas. La condicion fisioldgica del pescado y la forma en que se procesan los
subproductos determinan la actividad de las enzimas enddgenas en los
subproductos. La desventaja es que es un proceso menos reproducible que el
proceso que se produce con la adicion de enzimas comerciales, debido a que la
actividad de estas enzimas es variable de pez a pez y también depende de como se

aislaron estas enzimas (Aspmo et al., 2005).

2.8.2 Enzimas exdgenas

La hidrolisis se vuelve mas reproducible y controlable si se agregan
enzimas exogenas. Por lo tanto, se han probado varias enzimas proteoliticas
comerciales sobre una variedad de sustratos de pescados. La accion enzimatica
sobre la proteina de pescado es inicialmente superficial. Actualmente las enzimas
comerciales preferidas para las principales investigaciones son proteasas de
preparacion bacteriana, tales como Alcalasa, Neutrasa, y Protamex (nombres de
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proteasas bacterianas comerciales), pero también las proteasas de plantas, como
la papaina (comercialmente llamada Corolase L-10), tienen buenos rendimientos

en los resultados (Aspmo et al., 2005).

Las proteasas se pueden clasificar en proteasas alcalinas, neutras y acidas
segun su rango de pH ideal. Las proteasas acidas son mas activas entre pH 2 y 6,
con una composicion tipica de 380 a 420 aminoacidos y una variedad de restos de
aminoacidos que sirven como sitio activo. Las proteasas asparticas, algunas
cisteinas proteasas y metaloproteasas son los principales miembros de este grupo.
Como su nombre lo indica, las proteasas neutras funcionan mejor a valores de pH
cercanos a la neutralidad. Las proteasas neutras incluyen la cisteina proteasas,
metaloproteasas y algunas serinas proteasas. Finalmente, las proteasas alcalinas
tienen una alta actividad entre pH 8 a 13 y contienen aproximadamente de 420 a
480 residuos de aminoacidos su cadena, siendo las serina proteasa las mas

representativas de este grupo (Martinez-Medina et al., 2018).

Las proteasas pueden clasificarse segun (Guadix, 2000).

e Origen: Animal, vegetal, bacteriano o fungico

e Accidn catalitica: Endo proteasas, si rompen en el interior de las cadenas
peptidicas, y exoproteasas, si separan aminoacidos de los extremos de las
cadenas peptidicas.

e Naturaleza del sitio catalitico: Las endoproteasas pueden ser
serinproteasas, cisteinproteasas, metaloproteasas, aminoproteasas,

carboxiproteasas o dipeptidasas (Guadix, 2000).

Las proteasas usadas en la hidrolisis enzimatica permiten la recuperacion

de proteinas de la sangre, visceras y huesos provenientes mataderos, en la
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decoloracion de la hemoglobina y el procesado de los desechos de pescados
(Ward, 1983, mencionado por Flores Jalixto, 2017) se clasifican en endoproteasas
0 exoproteasas, segun corten los enlaces peptidicos del interior de la cadena
aminoacidica o los enlaces de los extremos amino y carboxilo terminal (Vioque
& Millan, 2005). Las endopeptidasas rompen los enlaces peptidicos al interior de
la proteina generando péptidos pequefios, pero muy pocos aminoacidos libres
(Suarez, 2010). En la Figura 7, cuya fuente es de (Vioque & Millan, 2005) se

detalla esta clasificacion.

Figura7

Clasificacion de proteasas segun el enlace que cortan

Exopeplidasa Endopeplidasa Exopeplidasa

D

Las exopeptidasas cortan los aminoacidos del final de la molécula de
proteina, creando una combinacion de aminoacidos y péptidos grandes y
pequefios. Por otro lado, las endopeptidasas escinden dentro de la molécula de
proteina, creando péptidos relativamente grandes (Maduefio, 2014 mencionado

por Flores Jalixto, 2017).

Las enzimas que se utilizan para hidrolizar proteinas de pescado
comparten al menos una caracteristica: son de grado alimenticio, y si son de origen
bacteriano, el organismo productor debe ser no patogénico. La eleccion de la
enzima es usualmente determinada por una combinacion de eficacia y economia

(Hordur G. Kristinsson & Rasco, 2000). Un factor importante en la eleccién de la

61

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente

esta tesls



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

0 las enzimas es el uso que se le quiera dar al producto, ya que las caracteristicas

organolépticas y funcionales del producto son cruciales en aplicaciones

alimenticias. Proteasas comerciales de grado alimentario disponibles en el

mercado.

Tabla b

Caracteristicas de las proteasas comerciales

. Rango Temperatur  Especifici
Fuentes Enzima de pH a (°C) dad
Pepsina 1,5-2,5 35-50 Endo
Tripsina 7-9 30-60 Endo
Aminales
Quimiotripsina 8-9 45-55 Endo
Pancreatina 7,5-8,5 35-50 Endo/Exo
Alcalasa 2.4 L 6,5-8,5 55-70 Endo
Flavourzime
1000L. 55-7,5 50-55 Endo/Exo
Neutrasa, 5,5-7,5 45-55 Endo
Corolasa 7089 55-7,5 <60 Endo
Microbianas
Corolasa PN-L 5,0-8,0 <50 Endo/Exo
Corolasa LAP 6,0-9,0 <70 Exo
Umamizyme, 7,0* 45* Endo/Exo
Protamex 55-7,5 35-60 Endo
Papaina 50-7.0  65-80 do/
Vegetales
Bromelina 3090  50-60 do/
Fuente: (D. Espinoza & Castillo, 2022).
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2.9. HI

histami

2.8.2.1 Corolasa 8000

Es una preparacion de enzima proteasa alcalina fungica, termotolerante,
de calidad alimentaria, ideal para hidrolizar proteinas en condiciones ligeramente
alcalinas. Especificamente, es una serina endoproteasa (termomicolina) y también
puede describirse como una endopeptidasa. Corolasa 8000 y su enzima
constituyente no estan modificados genéeticamente. EI componente enzimatico se
produce mediante la fermentacion de un microorganismo modificado
genéticamente, que se elimina y no esta presente en el producto final (Jesus &

Almeida, 2011).

Corolasa 8000 se puede utilizar para muchos tipos de hidrolisis de
contenedor IBC proteinas, independientemente de si son de origen vegetal o
animal. Se puede utilizar para lograr un alto grado de hidrélisis. Puede hidrolizar
una amplia gama de proteinas a un pH neutro y por encima de él tambien usarse
solo 0 en combinacion con otras proteasas 0 actividades enziméticas. Las
aplicaciones tipicas incluyen la hidrdlisis del gluten de trigo, la proteina de soja,
la gelatina y las proteinas de la leche, el reciclaje de cortes de carne y la
recuperacion de proteina de pescado a partir de subproductos. El producto cumple
con las especificaciones de pureza del Comité Conjunto FAO/ OMS de Expertos
en Aditivos Alimentarios (JECFA) y del Codex de Productos rango de pH: 6,0—

10 y rango de temperatura: hasta 80°C (Jesus & Almeida, 2011).

STAMINA

La descomposicion de la histidina libre produce la amina bidgena histamina. La

na en la harina proporciona un indice bastante correlacionado con la medida en

que la materia prima esta deteriorado por ello que el agua de cola se separa con la histidina
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y la histamina después del pescado ser prensado, y también es un indice de frescura de

los solubles incorporados. Estos componentes tienen una alta solubilidad en agua. Por

esta razon, el contenido de histamina sera menor en una harina en la que no se hayan

adicion

mencio

ado los solubles de pescado que en una harina completa (Tanikawa, 1985,

nado por Churacutipa Mamani, 2016).

2.9.1. Toxicidad de la histamina

El desarrollo de reacciones alérgicas esta relacionado con la intoxicacion
por histamina, y la gravedad de la intoxicacion esté relacionada con la cantidad de
esta amina consumida, la sensibilidad del consumidor y se cree que también
podria influir en la presencia de otros compuestos producidos por accién
bacteriana, que actia como “potenciadores de toxicidad". Entre los posibles
potenciadores estan la trimetilamina, el dxido de trimetilamina y otras aminas
bidgenas (Alberecht Ruiz y Salas Maldonado, 2013, mencionado por Silva Ortiz,
2003). Todavia no se ha establecido la dosis toxica minima de histamina para
humanos, pero en la mayoria de los casos el nivel encontrado en pescados
asociados a esta intoxicacion es por encima de las 200 ppm y mas comunmente
por encima de 500 ppm (Yeannes, 1995; Alberecht Ruiz y Salas Maldonado, 2013
mencionado por Silva Ortiz, 2003) Respecto a la harina de pescado, los valores
de histamina superan las 1000 o 1500 ppm, en una harina comun, mientras que
una harina de alta calidad contiene menos de 500 ppm de histamina (Zaldivar,
1992; Diaz, 1996). Al evaluar el contenido de histamina en una harina, es
importante tener en cuenta su contribucion a la masa total de alimentos a
consumir; por lo tanto, la harina de pescado que se suministra un 10% a la
preparacion de un alimento balanceado solo aportara un décimo a la dieta del

animal que lo consume. Es decir que, si la harina contiene 250 ppm de histamina,
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el alimento tendra s6lo 0.25% (Alberecht Ruiz y Salas Maldonado, 2013
mencionado por Silva Ortiz, 2003). Por otro lado, si bien hay una relacion directa
entre la aparicion de la intoxicacion y la presencia de altas concentraciones de
histamina, ain no se conoce con precision el agente causal en si de esta
intoxicacion y considerar la histamina como Unico indicador de toxicidad no
resulta arbitrario, ya que existen otras aminas bidégenas y ain mas toxicas que la
histamina e incluso una determinada amina biégena puede tener distinta accién
sobre una especie y otra, por ejemplo, la histamina puede ser mas toxica en la

alimentacion de peces que en la de cerdos (Zaldivar, 1992).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

Esta investigacion se efectud en el Departamento de Puno, ubicado en las
coordenadas: Latitud sur de 13°66'00" y 17°17'30" y una longitud oeste de 71°06'57" y
68°48'46" del meridiano de Greenwich, y a una altitud de 3810 metros sobre el nivel del

mar.
Se utilizaron los siguientes laboratorios:

e Laboratorio de postcosecha de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial
de la Universidad Nacional del Altiplano Puno donde se realiz6 la hidrolisis
enzimatica de las visceras de trucha arco iris, evaluando el pH y controlando la
temperatura.

e Laboratorio nutricional de la Escuela Profesional de Nutricion Humana de la
Universidad Nacional del Altiplano Puno donde se realiz6 el analisis proximal
analizando la proteina, grasa, humedad y cenizas.

e Laboratorio microbiolégico de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad Nacional del Altiplano Puno donde se realizé la determinacion de

histamina y la digestibilidad in vitro de la proteina hidrolizada.
3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL
3.2.1. Materia prima

Los subproductos utilizados fueron derivados del eviscerado de trucha

arco iris como, intestino, estomago, higado, corazén y sangre, proceso realizado

66

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

en Piscifactoria de los Andes ubicado en Salcedo- Puno. Las visceras en estado

fresco fueron colocadas dentro de un envase PET en una cantidad de 3kg, las

cuales fueron trasportadas al laboratorio de la Escuela Profesional de Ingenieria

Agroindustrial de la Universidad Nacional del Altiplano Puno.

3.2.2. Materiales

Probetas de 250 mL, marca Pyrex

Pipetas de 5.10 mL, marca Pyrex

Pipetas volumétricas de 10 mL marca Pyrex

Vasos precipitados de 1000 mL marca Pyrex

Baldes de plasticode 1 L

Papel aluminio

Papel filtro Whatman N° 02

Pinzas

Crisoles de porcelana

Tubos de ensayo de vidrio borosilicato 3.3con tapa rosca
Gradillas de acero inoxidable

Jarras de platico graduadas “DURAPLAST”

Balanza milgranero electronica. Capacidad de 0.0001g a 3kg
Cocinilla

Bafo maria

Bureta de25 mL

crondémetros

Cuchara inoxidable

Guantes quirdrgicos
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Barbijo descartable

Botellas pet de 1.5 L

Mortero

Espectrofluorémetro de 2-5 mg/kg

Envases de PET 500 mL, 1000 mL

Probeta graduada capacidad 50 mL y 100 m

Pipeta automatica 100-1000 UL

3.2.2. Equipos

Equipo de extraccion SOXHLET

Equipo de destilacion micro-KJEDAHL

Balanza electronica, precision 0,01 g, modelo CAMRY EHA701
Bafio termostatico con agitacion, marca Memmert

Termdmetros digital marca Checker HANNA, rango de -10 a 150°C
Refrigeradora Marca LG y COLDEX capacidad 265 L

pH metro electrodo Bluenline 21PH, marca SChott

Cocina semi industrial Fadicc Diva de 2 hornillas

Lector de ELISA Stat Fax 2100, marca AWARENESS Technologyinc

3.3.2. Reactivos

Enzima proteasa comercial Corolase 8000, marca Dresden
Acido fosforico 85% de pureza, marca Innophos

Hidroxido de sodio 98.0% de pureza, marca CHR HANSEN
(EDTA) é&cido etilendiaminotetraacético 0.5M, marca Diproquim

Eter dietilico, marca Merck
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e Acido clorhidrico al 0.02N

e Glicerina p.a. 99,85% de pureza, marca J. T. Bake

¢ Indicador azul de bromofenol, marca Merck

e Metanol p.a. 99,8% de pureza, marca Sigma

e Acido acético glacial p.a. 99,9% de pureza, marca J. T. Bake

e Etanol absoluto 99,8% de pureza, marca Merck

e Sulfato de cobre (I1) pentahidratado p.a. 99,0% de pureza, marca Merck
e Solucion patron pH 4

e ELISA Microwells manobind Inc.
3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.3.1. Elaboracién del hidrolizado de visceras de trucha arco iris

Las visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) fueron sometidos
a un pretratamiento para evitar que la grasa presente pueda ocasionar una rancidez
oxidativa en los hidrolizados segun lo recomendado por (Benjakul et al., 2014).
Se tomo 1 kg de viscera por muestra para el proceso de desengrasado por
calentamiento buscando ademas inactivar las enzimas enddgenas (pepsina,
tripsina, quimotripsina, colagenasa, elastasa) (Bougatef, 2013). Posteriormente, se
realizé un enfriamiento a -20°C, para separar la grasa sobrenadante en forma

solida de la fase acuosa, asi como se observa en la Figura 8.
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Figura 8

Proceso de extraccion de grasa de las visceras de trucha arco iris.

Aceite

Proteina

3.3.2. Diagrama de flujo experimental del hidrolizado enzimatico

El flujo experimental para la elaboracion de hidrolizado enzimético de

visceras de trucha arco iris se muestra en la Figura 9
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Figura 9

Diagrama de flujo del experimento: Hidrolizado de visceras de trucha arco iris

RECEPCION DE LAS
VISCERA DE TRUCHA

<

8-9 pH

72°C ———p PASTEURIZADO }—> Aceite

NaOH
30a50ml ' ( AJUSTE DEL pH

<

Enzima Corolase 8000:
0.55% ,
0.35% C HIDROLIZADO

0.25%

\—/

130190 min *
Espinas,
( PRENSADO )—» osos 3
* residuos
RPM: 10 000 —»CCENTRlFUGADo e Aceite
Acido
FosféricoHC EVAPORADO )—> pH>4
80-90°C
( ENVASADO )
T° Ambiente
ALMACENAD 202550

Fuente: Empresa Lago Verde E.I.R.L (2020).

3.3.2. Descripcion del proceso

Recepcion de las visceras de trucha: Se utilizaron visceras de trucha arco

iris en una cantidad de 1 kg por muestra, residuos que provinieron del fileteado de
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trucha con piel. Se consider0 el estado fresco para conservar su calidad y obtener
baja cantidad de aminas biogénicas para que no afecta la calidad del producto

terminado.

Pasteurizado: Se realiz6 en un vaso precipitado de marca Pyrex de una
capacidad de 1 It en la pre coccion, llegando a la temperatura de 72°C para obtener

una letalidad del 90% de los microorganismos.

Ajuste del pH: A una temperatura de 60°C se afiadi6 30 a 50 mL hidroxido
de sodio 1M para obtener un pH no mayor a 8.5 y que en la etapa de hidrolizado

ayude a actuar mejor la enzima.

Hidrolizado: A la muestra se le adicion6 la enzima Corolase 8000 al
0.25%, 0.35% y 0.55%, para favorecer la hidrolisis de proteinas de acuerdo a las
dosis propuestas en las formulaciones, este proceso se efectudé con agitacion
constante durante el tiempo establecido para cada tratamiento a una temperatura

constante de 50 a 70°C.

Prensado: El producto ya hidrolizado se pasé a prensado mecanico para
separar los sélidos y liquido. El liquido hidrolizado con contenido de proteinas de

bajo peso molecular se paso a la centrifuga.

Centrifugado: El liquido se llevo a la centrifuga a 10 000 rpm durante 10
minutos, que mediante fuerza mecénica separ6 el aceite y los sélidos gruesos

obtenidos por la prensa.

Evaporado: El liquido sin aceite ni sélidos gruesos se pasé nuevamente a
los vasos precipitados para su concentracion utilizando una temperatura de 80 a

90° C, al término de esa etapa se enfrio hasta 20°C, posterior a ellos se adiciond
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acido fosforico 10 a 15 ml hasta obtener un pH menor a 4 para asi evitar la

descomposicion del hidrolizado.

Envasado: El producto se envaso en tachos de polietileno debidamente
lavados para evitar la proliferacion de microorganismos. Posteriormente se
analizo el porcentaje de histamina, digestibilidad y anélisis proximal para la

presente investigacion.

Almacenamiento: El producto terminado una vez obtenido el hidrolizado

enzimatico fue previamente envasado y almacenado a temperatura ambiente.

3.4. FACTOR DE ESTUDIO

3.4.1 Para el primer objetivo: Determinar la dosis 6ptima de enzima y el
tiempo de hidrdlisis para la digestibilidad de proteinas obtenidas a

partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Factor de estudio

- Dosis de enzima (0.25%, 0.35%, 0.55%).

- Tiempo de hidrolisis (130 y 190 min).

3.4.2. Para el segundo objetivo: Medir la digestibilidad in vitro de los
hidrolizados a partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus

mykiss).

Factor de estudio

- Dosis de enzima (0.25%, 0.35%, 0.55%).

- Tiempo de hidrélisis (130 y 190 min).
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3.5. VARIABLE DE RESPUESTA

3.5.1. Para el primer objetivo: Determinar la dosis 6ptima de enzima y el
tiempo de hidrdlisis para la digestibilidad de proteinas obtenidas a

partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Variable de respuesta

e Analisis proximal (Proteina, Grasa, Ceniza y Humedad)

e Histamina (mg/kg)

3.5.2 Para el segundo objetivo: Medir la digestibilidad in vitro de los
hidrolizados a partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus

mykiss).

Variable de respuesta

e 9% de digestibilidad in vitro

3.6. METODO DE ANALISIS

3.6.1. Formulacion de tratamientos

La investigacién consistio en seis tratamientos considerando los factores
en estudio dosis de enzima Corolase 8000 y tiempo de hidrolisis, ademas se
considerd un testigo, todos tuvieron tres repeticiones para cada tratamiento, esto

produjo 21 unidades experimentales, como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6

Formulaciones de los tratamientos ejecutados

REPETICIONES

DOSIS TIEMPO
TRATAMIENTOS [ I i

(%) (Min)
T-1 0.25 130
T-2 0.25 190
T-3 0.35 130
T-4 0.35 190
T-5 0.55 130
T-6 0.55 190
T-7 Testigo Testigo

Fuente: Elaboracion propia.

3.6.2. Determinacion del pH

Se utiliz6 un electrodo Bluenline 21PH de marca SChott para muestras
semisolidas, que se acopla a un potenciometro SChott de Alemania. Se utilizaron
soluciones buffer con una calibracion de pH de 4.0 y 9.0. Se insert6 el electrodo
del potenciémetro en la muestra durante 1 min. El electrodo se retir6 de la muestra
y posteriormente se colocd en un vaso precipitado con agua destilada, luego se

enjugd. (AOAC 981.12/90).

3.6.3. Determinacion de analisis proximal

La composicion proximal del hidrolizado de visceras de trucha arco iris
fue determinada segin los métodos analiticos segin la AOAC, (1990). Se

determinaron la proteina, grasa, ceniza y humedad.
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3.6.3.1 Determinacion de proteinas

La determinacion de proteina total se realizo por el método Kjeldahl, para
ello se pesa aproximadamente 0,5 gr de muestra , luego afiadiendo 2,5 mL de acido
sulfurico concentrado, esto se llevd hasta una solucion incolora, se dejé enfriar y
luego se destila con la solucion de hidroxido de sodio al 40% en un volumen de
aproximadamente de 15 mL, el destilado se obtuvo en un matraz de 100 mL
conteniendo 5 mL de indicador para proteinas, hasta llegar a un cambio de color
rojo a verde, lo cual indica que termino el proceso de destilacion. Finalizando se
valoré con una solucion de &cido clorhidrico de concentracion 1N, hasta un
cambio de color rojo. Se calcul6 el contenido de nitrogeno y se multiplica por el

factor proteico 6,25 para expresar el porcentaje de proteina (AOAC, 960.52).

N = GastoHCl x N x megN
B w

x 100

%Proteina=N x f

Donde:

GastoHCl = Volumen gastado de &cido clorhidrico

N = Normalidad del H2SO4

meqN= Meq de Nitrogeno

W = Peso de la muestra

f = Factor de conversién
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3.6.3.2 Determinacién de Grasa

La determinacion de grasa se efectud por el método Soxhlet, esta estsa
determinado por extraccion directa con éter de petroleo como solvente: en un
sobre de papel filtro se coloca 3 gr de muestra, este se introduce en tubo Soxhlet.
Luego en un balon de 250 mL se afiadié 160 mL de solvente hexano, se ensamblo
el equipo junto con el refrigerante sobre una cocinilla eléctrica, se extrae los
lipidos por un tiempo de 2 a 4 h, al cabo de ese tiempo se retird el sobre y se
recupera solvente hasta que solo quede los lipidos extraidos en el balon, luego se
llevd a una estufa a 60°C para la evaporacion completa del solvente, se pesa el
balon que contiene la grasa y se determind el contenido por diferencia de peso

(AOAC, 1920.039).
P - P,
% Grasa = 3 x 100

Donde:
P1 = Es el peso del vaso con el residuo de grasa de la muestra
P2 = El peso del vaso vacio
P = El peso de la muestra empleada
3.6.3.3 Determinacion de ceniza.

La determinacion de grasa se realiz6 por el método de incineracion de
materia organica en una mufla: en un crisol de porcelana de 15 mL de peso
conocido, se peso 2 gr de muestra, luego se coloca en una mufla a 600 °C por un

tiempo de 2 h, al término del tiempo se retir6 y col6 en un desecador hasta su
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enfriamiento registrando su peso final, y por diferencia se calcula el contenido de

cenizas (AOAC 942.05).
% Cenizas =

Donde:
Po = Es el peso del crisol vacio
P1 = Es el peso del crisol con la muestra
P, = El peso del crisol con las cenizas
3.6.3.4 Determinacion de Humedad

La determinacion del porcentaje de humedad se utiliz6 secado por estufa:
En una balanza analitica se pesé aproximadamente 3 gr de muestra y se colé en
una estufa a 72°C por 72 h, al término del tiempo se tapo el recipiente y se col6 en
un desecador por un tiempo de 5 min, luego se registré el peso final y el porcentaje

de humedad se determiné por diferencia de pesos (AOAC 930.15).

P, — P
% Humedad = x 100

P;
Donde:
Pi = Es el peso inicial de la muestra
Ps = Es el peso final de la muestra
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3.6.4. Determinacién de histamina

Para la determinacion de la histamina se ejecutd el método de ELISA
utilizando el Kit VERATOX con el equipo Espectro fluorometro con un periodo
de 1hy el limite de cuantificacion de 2-5 mg/kg. Este método esta especificamente
disefiado para realizar un analisis cuantitativo de la histamina en especies y harinas
de pescado. La extraccion de histamina para su evaluacion se llevd a cabo
mediante una técnica sencilla utilizando agua. Todos los reactivos necesarios para
su realizacion estan incluidos en el kit. Al ser un test cuantitativo, aunque
visualmente se pueda tener una idea del resultado, fue necesario el uso de un lector

de ELISA para poder cuantificar correctamente. (Arciniega Alvarado, 2017).

3.6.5. Determinacion de la digestibilidad de la hidrolisis enziméatica.

3.6.5.1 Método Torry Modificado

Preparacion de muestra por el método de prediccidn de digestibilidad in

vitro:

Se prepararon muestras entre 0,5y 1 g del alimento a ser evaluado, estos
deben estar finamente molidas con particulas de un diametro menor a 1 mm, se
depositaron en un matraz Erlenmeyer de 50 mL, en cada serie de muestras se

incluy6 un blanco (Hervera et al., 2007).

a. Primera etapa: simulacion de la digestion géstrica:

Se adicionaron 25 mL de fosfato buffer (0,1 M, pH 6) a cada matraz que
contenia la muestra. Se mezcl6 mediante agitacién magnética suave con el fin de
facilitar la dilucién de las proteinas (Hervera et al., 2007); se adicionaron 10 mL

de &cido clorhidrico 0,2 My se ajustd hasta un pH de 2 por medio de soluciones
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de acido clorhidrico 1 My de hidréxido de sodio 1 M; posteriormente se adiciona
1 mL de solucién de pepsina preparada recientemente, que contiene 10 mg de
pepsinay 1 mL de solucién de cloranfenicol (0,5 g en 100 mL de etanol). Con el
fin de evitar crecimiento bacteriano durante la incubacion los matraces fueron
cerrados con un tapdn de caucho y las muestras se incubaron en una cdmara de
temperatura controlada termostaticamente a 39 °C durante 2 h con agitacion

magnética suave y constante (Boisen & Fernandez, 1995).

b. Segunda etapa: simulacion de la digestion postgastrica:

Después de la incubacion los matraces fueron enfriados a temperatura
ambiente, se adicionaron 10 mL de fosfato buffer (0,2 M, pH 6,8) y 5 mL de
hidréxido de sodio 0,6 M; se ajusto el pH a 6,8 por medio de soluciones 1 M de
acido clorhidrico y 1 M de NaOH, se adiciond 1 mL de solucion de pancreatina
recientemente preparada que tuvo 100 mg de pancreatina en polvo, se cerré el
matraz y se incubd de nuevo a 39°C durante 4 h con agitacion constante (Hervera

etal., 2007).

c. Filtracion:

Después de completar la segunda etapa de incubacion, se enfriaron los
matraces y se agregaron 5 mL de &cido sulfosalicilico al 20%. Las proteinas, que
se han solubilizado, pero no digerido, se dejaron precipitar durante 30 min a
temperatura ambiente. El residuo que queda de este proceso, se recolectd en una
unidad filtradora usando crisoles de filtro de vidrio y se transfiri6 a un crisol con
agua; después se realizaron dos lavados consecutivos de 3 min de duracion cada

uno con 10 mL de etanol al 96% y dos veces con 10 mL de acetona al 99% durante
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3 min, con el fin de remover la grasa de la fibra, por Gltimo, al residuo indigerido

se le determinaron los nutrientes que se desean evaluar (Hervera et al., 2007).

] ] , .. _ N. residual Insol. en dcido — N.residual Insol.en solucién con pepsina
% Dig.corregida por el acido™ - P x 100
N.residual Insol. en acido

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

3.7.1. Para el primer objetivo: Determinar la dosis 6ptima de enzimay el
tiempo de hidrolisis para la digestibilidad de proteinas obtenidas a

partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos generados en la investigacion se
utilizo el programa InfoStat-Statistical software version 20201 y se realizaron las

siguientes pruebas:

Para el analisis proximal (proteina, grasa, ceniza, humedad), se realiz6 la

validacion estadistica con una desviacion estandar.

Para la histamina se consideré un DCA con arreglo factorial de AxB+1
(enzima: 0.25, 0.35 y 0.55%, tiempo: 130 y 190 mas el testigo) y 3 repeticiones
para cada tratamiento dando un total de 21 unidades experimentales, con un 95%
de intervalo de confianza para determinar si existe diferencias significativas y para
seleccionar el mejor tratamiento, se aplicé la comparacion maltiple prueba de
Tukey. El nivel de significancia fue de P<0.05% de probabilidad de error. Cada

tratamiento se detalla en la Tabla 7.
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Tabla 7

Disefio experimental de la presente investigacion

PARAMETROS PARA LA HIDROLISIS ENZIMATICO

ENZIMA TIEMPO
TRATAMIENTOS

(%) (min)

T-1 0.25 130
T-2 0.25 190
T-1 0.25 130
T-2 0.25 190
T-1 0.25 130
T-2 0.25 190
T-3 0.35 130
T-4 0.35 190
T-3 0.35 130
T-4 0.35 190
T-3 0.35 130
T-4 0.35 190
T-5 0.55 130
T-6 0.55 190
T-5 0.55 130
T-6 0.55 190
T-5 0.55 130
T-6 0.55 190
T-7 - -

T-7 - -

T-7 - -
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3.7.2. Para el segundo objetivo: Medir la digestibilidad in vitro de los
hidrolizados a partir de visceras de trucha arco iris (Oncorhynchus

mykiss).

Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos generados en la investigacion se
utilizé el programa InfoStat-Statistical software version 20201 y se realizaron la

siguiente prueba.

Para la digestibilidad se considero un DCA con arreglo factorial de AxB+1
(enzima: 0.25, 0.35 y 0.55%, tiempo: 130y 190 y el testigo) y 3 repeticiones cada
tratamiento dando un total de 21 unidades experimentales, con un 95% de
intervalo de confianza para determinas si existe diferencias significativas y para
seleccionar el mejor tratamiento, se aplicé la comparacién multiple se aplicé la
prueba de Tukey. El nivel de significancia fue de P<0.05% de probabilidad de

error. Los tratamientos son los mismos de la Tabla 7.
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CAPITULO 1V
RESULTADOS Y DISCUSION

En el procedimiento de hidrolizado se requiere controlar el pH, por lo que en el

experimento se control el pH cuyos resultados se observan en la Tabla 10 del Anexo.

4.2. ANALISIS PROXIMAL DE LAS VISCERAS DE TRUCHA ARCOIRIS

(Oncorhynchus mykiss) Y SUS HIDROLIZADOS ENZIMATICOS.

Se realizo el andlisis proximal, los resultados obtenidos de proteina, grasa, ceniza
y humedad se muestran en la Tabla 8, observandose que el porcentaje nutricional de los
tratamientos de hidrolizado enzimético y el patron a partir de visceras de trucha arco iris
varia segun el porcentaje de enzima y el tiempo de hidrolizado enzimético, cuyos cambios

se deben también por el desengrasado que realizé.

Tabla 8
Resultados promedios y desviacion estandar del anélisis proximal de la viscera

de truchay el hidrolizado enzimatico.

ANALSIS PROXIMAL (%)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

PROTEINA 13.54+0.30 14.03+0.24 13.04+0.40 14.26+0.49 13.69+0.28 15.89+0.11 10.17+0.12
GRASAS 8.36x0.29  8.72+0.30  9.28+0.25  8.46+0.27 9.59+0.29 9.76+0.37 24.03+0.68
CENIZAS 5.3+0.31 5.26+£0.28  6.44+0.19 5.13+0.22 5.38+0.27 4.69+0.26  3.15+0.03

HUMEDAD 71.32+0.20 69.01+0.37 70.56+0.28 68.33+0.14 69.71+0.14 67.34+0.07 64.50+0.20
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4.2.1 Determinacion de la proteina

En la Figura 10, se muestra el porcentaje de proteina de la viscera de
truchas arco iris y los hidrolizados enzimaticos, mostrandose una diferencia
significativa entre el T7 (testigo), con respecto a los hidrolizados enzimaticos del

T1al T6.

Figura 10

Determinacion de la proteina de la viscera de trucha arco iris y los hidrolizados

enzimaticos

18.00 -

16.00 o

14.00 - ET1

12.00 - ™

10.00 + mT3

x

8.00 - T4

6.00 1 mT5

4.00 - mTe
mT7

2.00 -

0.00 -

PROTEINA

Realizando la prueba comparativa con Tukey en el la Tabla 12 del Anexo,
se observa que los tratamientos en concentrado de proteina, paso de un 10,17% en
las visceras sin tratamiento (testigo) a 13.54% T1, 14.03% T2, 13.04% T3,
14.26% T4, 13.69% T5 y 15,89% T6, este ultimo tratamiento obtuvo mayor
porcentaje de proteina en cuanto a las visceras con tratamiento de hidrolizado
enzimatico. Sin embargo, el contenido de proteina de las visceras frescas fue
inferior al reportado por (Taheri et al., 2013) para la misma materia prima el cual
fue del 15%, mientras que (Vasquez Mazo, 2020) determiné el porcentaje de

proteina de visceras de trucha arco iris obteniendo 8,13% y (Bermudez et al.,
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1999) determino el porcentaje de proteina de 10%. Esto puede deberse a que el
analisis proximal de los érganos animales varia con respecto al tamafio, madurez
sexual del pescado, condiciones nutricionales, temperatura de crecimiento y
temporada de pesca (Souza et al., 2020). No obstante, la variacion de andlisis
proximal del hidrolizado va depender de la materia prima, las caracteristicas de la
enzima, las condiciones de concentracion y de proceso utilizadas (Opheim et al.,
2015). La hidrolisis desde el punto de vista nutricional mejora la digestibilidad de

las proteinas y facilita la absorcion intestinal segin (Grimble et al., 1986).

4.2.2 Determinacion de la grasa

En la Figura 11, se muestra el porcentaje de grasa de la viscera de trucha
arco iris y los hidrolizados enzimaticos, mostrandose una diferencia significativa

entre el T7 (testigo), con respecto a los hidrolizados enzimaticos del T1 al T6.

Figura 11

Determinacion de la grasa de la viscera de trucha arco iris y los hidrolizados

enzimaticos
30.00 =
a
25.00 + 1
24.03 mTl
20.00 + P
mT3
X 15.00 A
mT4
10.00 mT5
HT6
5.00 =77
0.00
GRASAS
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Realizando la prueba comparativa con Tukey en el la Tabla 14 del Anexo,
se observa que los tratamientos en el proceso de desengrasada y centrifuga logro
disminuir el porcentaje de lipidos, al pasar de un 24.03% de las visceras de trucha
arcoiris sin tratamiento (testigo) a un 8.36% T1, 8.72% T2, 9.28% T3, 8.46% T4,
9.59% T5y 9.76% T6, considerando el minimo valor que corresponde al T1, T4
y T5 alcanzandose una disminucién aproximada del 65%, lo cual es menor al
porcentaje de disminucion encontrado por (Hleap Zapata & Gutiérrez Castafieda,
2017), en el proceso de desengrasado de visceras de tilapia roja (Orechromis sp.).
Encontrando también inferior al reportado por (Taheri et al., 2013) para la misma
materia prima el cual fue del 13% de lipidos, mientras que (Vasquez Mazo, 2020)
determind el porcentaje de lipidos de visceras de trucha arco iris obteniendo
25.40%. Sin embargo, el contenido de lipidos analizados se encuentran dentro de
los rangos reportados para otros hidrolizados de visceras de pescados (Villamil et

al., 2017).

4.2.3 Determinacion de la ceniza

En la Figura 12, se muestra el porcentaje de ceniza de la viscera de trucha
arco iris y los hidrolizados enzimaticos, mostrandose una diferencia significativa
entre el tratamiento 7 (testigo), con respecto a los hidrolizados enzimaticos del T1

al T6.
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Figura 12

Determinacion de la ceniza de la viscera de trucha arco iris y los hidrolizados

enzimaticos
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CENIZAS

Realizando la prueba comparativa con Tukey en el la Tabla 16 del Anexo,
se observa que los tratamientos para la determinacidn de cenizas, pasd de un
3.16% en la viscera sin tratamiento (testigo) a un 5.3% T1, 5.26% T2, 6.44% T3,
5.13% T4, 5.38% T5y 4.69% T6, considerando el maximo valor que corresponde
al T3, alcanzandose un aumento aproximado del 85.59%. Sin embargo, el
contenido de ceniza de las visceras frescas fue mayor al reportado por (Taheri et
al., 2013) para la misma materia prima el cual fue del 2.73%, mientras que
(Vésquez Mazo, 2020) determiné el porcentaje de ceniza de visceras de trucha
arco iris obteniendo 1.92%. El alto contenido de cenizas se debe a que tenian
mucha residuos y espinas. También esto puede deberse principalmente a la
cantidad de hidroxido de sodio adicionado para mantener constante el pH en el
proceso de hidrolisis. Sin embargo, el contenido de ceniza se encuentran dentro

de los rangos reportados para otros hidrolizados de visceras de pescados (Villamil
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et al.,, 2017). Si el contenido de cenizas es superior al 23% la calidad de

aminodcidos de proteina es probable que disminuya segun (Romero et al., 1994).

4.2 .4 Determinacion de la Humedad

En la Figura 13, se muestra el porcentaje de ceniza de la viscera de trucha
arco iris y los hidrolizados enzimaticos, mostrandose una diferencia significativa

entre el T7 (testigo), con respecto a los hidrolizados enzimaticos del T1 al T6.

Figura 13
Determinacion de la humedad de la viscera de trucha arco iris y los

hidrolizados enziméaticos
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HUMEDAD

Realizando la prueba comparativa con Tukey en el la Tabla 18 del Anexo,
se observa que los tratamientos en porcentaje de humedad, pasé de un 64.5% en
la viscera sin tratamiento (testigo) a un 71.32% T1, 69.01% T2, 70.56% T3,
68.33% T4, 69.71% T5 y 67.34% T6, el cual se encuentran dentro del rango de
humedad (60 — 72%) reportado para algunas visceras de especies acuicolas, como
salmon (Salmo salar) (Opheim et al., 2015) y trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) (Taheri et al., 2013) para la misma materia prima el cual fue del 71.65%,
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mientras que (Vasquez Mazo, 2020) determiné el porcentaje de Humedad de
visceras de trucha arco iris obteniendo 62.42%. Sin embargo, esto puede deberse
a que la composicién proximal de los 6rganos animales varia con respecto al
tamafo, el sexo del pescado, condiciones nutricionales, temperatura de
crecimiento, temporada de pesca y otros factores (Souza et al., 2020) y (Huss,

1988).

4.4. HISTAMINA

De acuerdo al ANVA de Tabla 19 del Anexo los factores tiempo y dosis de

enzima, ademas de su interaccion presentan significancia.

Realizando la prueba comparativa con Tukey de la Tabla 20 del Anexo, el factor
dosis de enzima en la hidrolisis para la variable histamina fue significativa, segun la
Figura 14 el factor dosis de enzima de 0.35 y 0.55% de los tratamientos T3, T4, TS5y T6
tienen mayor cantidad de histamina, pero el factor con dosis de enzima de 0.25% de los
tratamientos T1 y T2 tiene el mejor desempefio en cuanto al contenido de histamina por

Ser menores.

Figura 14
Prueba de significancia de Tukey para la Histamina en funcion de la dosis de enzima

35.00 - C
30.00 A
25.00 A a
20.00 -
15.00 4

10.00 -

HISTAMINA mg/kg

5.00 -

0.00

0.25% 0.35% 0.55%
DOSIS DE ENZIMA
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Realizando la prueba comparativa con Tukey de la Tabla 21 del Anexo, el factor

tiempo de hidrolisis fue significativo. En la Figura 15 el factor tiempo de hidrdlisis de

190 min tienen mayor cantidad de histamina, pero el factor tiempo de hidro6lisis de 130

min tiene el mejor desempefio en cuanto a la cantidad de histamina por ser menor.

Figura 15

Prueba de significancia de Tukey para la Histamina en funcion del tiempo de

hidrolizado
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HISTAMINA mg/kg

5.00
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130 min

190 min
TIEMPO HIDROLIZADO

De acuerdo al ANVA de Tabla 19 del Anexo, con el nivel de significancia del 5%,

se puede afirmar que la interaccion entre los factores dosis de enzima y tiempo de

hidrolisis afecta de forma diferenciada la histamina en el hidrolizado de visceras de trucha

arco iris. En la Figura 16, respecto a la interaccion de los factores muestra que el T1

(enzima 0.25% Yy tiempo 130 min) tuvo un mejor comportamiento sobre la histamina ya

que sus valores son menores comparados con los demas tratamientos, realizando la

prueba comparativa con Tukey de la Tabla 22 del Anexo.
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Figura 16

Prueba de significancia de Tukey para la Histamina en funcion de la interaccion
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ENZIMA VS TIEMPO

De acuerdo al ANVA de la Tabla 19 del Anexo, el contraste tratamientos vs él

testigo fue significativo. Respecto al contraste, en la Figura 17 se muestra que los factores

dosis y tiempo tuvieron influencia en los tratamientos, por lo que el valor de los

tratamientos fue mayor que el testigo.

Figura 17

Comparacion del testigo (T7) vs tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6)
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Respecto a la histamina (Tabla 9 del Anexo) se obtuvo 26.07 mg/kg promedio
para los tratamientos y 16.02 mg/kg para el testigo; encontrandose muy por debajo de los
limites permisible, ya que para este tipo de hidrolizados se utiliza materias primas en
Optimas condiciones, el consumo humano de pescado fresco no puede superar los 100
mg/k (SANIPES, 2016). La baja cantidad de histamina en el hidrolizado de proteina de
anchoveta en polvo fue atribuida a la materia prima utilizada de manera adecuada, asi
como a las buenas condiciones de proceso durante el proceso de elaboracion. Hleap
Zapata & Gutiérrez Castafieda, (2017) Indican que los usos y aplicaciones de una proteina
hidrolizada con una composicion final de ciertos péptidos dependeran del material de
partida del que se origina la proteina , la enzima o enzimas utilizadas , los parametros de

la reaccion de hidrdlisis y el grado de hidrélisis alcanzado. .

Segun (Ricque-Marie et al., 1998) demostraron que la frescura de la materia prima
indicada en términos de visceras no tratadas en la materia prima debe ser menos de 300
mg/ kg o por la suma del contenido de las aminas en el producto final menos de 2000
mg/kg es un parametro de calidad que debe ser considerado cuando se seleccionan harinas
de pescado para alimentos de camaron. Huss, (1988), indica que se encontr6 histamina
en los ensilados preparados con residuos crudos de trucha, eso indicaria la presencia del

aminoacido histidina.

En el presente estudio, todos los tratamientos tuvieron niveles de histamina
inferiores a los limites méximos permitidos para el consumo humano (menos de 200 mg
de histamina por kilogramo de pescado). Los valores de histamina obtenidos en esta
investigacién fueron inferiores a los reportados por (Albrecht y Salas,2013 mencionado
por Silva Ortiz, 2003) de 549 mg histamina/kg (15 dias de almacenado el ensilado al
ambiente) y 708 mg histamina/kg (90 dia de almacenamiento al ambiente). También

SANIPES (2010) indica que en los productos de la pesca procedentes de especies de
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pescados asociados a un alto contenido de histidina considera 200mg/kg como valor
limite. El limite maximo para el consumo humano de productos de pesca que han sido
sometidos a un tratamiento de maduracion enzimatica en salmuera producidos a partir de
especies de pescados con un alto contenido de histidina es de 400 mg/kg. La Comunidad
Europea indica un limite maximo de histamina de 100mg/kg, mientras que la FDA (Food
Drug Administration) indica que, para el consumo humano, los niveles no deben superar
los 50mg/kg para el pescado y los 200mg/kg para el pescado enlatado. En harina de
pescado se establecen niveles promedios méaximos de histamina segun el tipo de harina:
stper prime (250mg/kg), prime (600mg/kg) y estandar (por encima de 600mg/kg)
(Fernandez, 2002). En Chile en un principio se consideraron 1500 mg/kg como valor
limite, para una harina de pescado de buena calidad, luego este valor se rebaj6 hasta 1000
mg/kg, sin embargo, algunos paises plantean un maximo de 300 mg/kg, cifra que se

estima baja y dificil de lograr en forma regular en el producto chileno (Zaldivar, 1992).

4.5. DIGESTIBILIDAD

De acuerdo al ANVA de la Tabla 24 del Anexo, los factores tiempo y dosis de

enzima, ademas de su interaccion presentan significancia.

Realizado la prueba comparativa con Tukey de la Tabla 25 del Anexo, el factor
dosis de enzima en la hidrdlisis para la variable digestibilidad fue significativa, segin la
Figura 18 el factor dosis de enzima del T6 con 0.55% tuvo mayor porcentaje de
digestibilidad, sin embargo, el factor dosis de enzima del T1 con 0.25% tuvo el menor

desemperio en cuanto al porcentaje de digestibilidad por ser menor.
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Figura 18

Prueba de significancia de Tukey para las diferentes dosis de enzima.
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Realizando la prueba comparativa con Tukey de la Tabla 26 del Anexo, el factor

tiempo de hidrolisis no fue significativo entre los tiempos de hidrdlisis, es decir son

iguales a un nivel de significancia de 5% como se muestra en la Figura 19, a pesar de que

en el ANVA demostro significancia (Tabla 23 del Anexo), por lo que consideramos que

ambos tiempos son adecuado, se eligio el tiempo de 130 min.

Figura 19

Prueba de significancia de Tukey para el tiempo del hidrolizado
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De acuerdo al ANVA de Tabla 24 del Anexo, con el nivel de significancia del 5%,
se puede afirmar que la interaccion entre los factores dosis de enzima y tiempo de
hidrolisis afecta de forma diferenciada la digestibilidad en el hidrolizado de visceras de
trucha arco iris. En la Figura 20, respecto a la interaccion de los factores muestra que el
tratamiento T5 (enzima 0.55% y tiempo 130 min) y el T6 (enzima 0.55% y tiempo 190
min) tuvieron un mejor comportamiento sobre la digestibilidad ya que sus valores son
mayores comparados con los demas tratamientos, realizando la prueba comparativa con
Tukey de la Tabla 27 del Anexo, tomando como mejor tratamiento al T6 por su mayor

porcentaje de digestibilidad de un 95.16%.

Figura 20

Prueba de significancia de Tukey para la digestibilidad en funcion de la interaccion
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De acuerdo al ANVA de la Tabla 24 del Anexo, el contraste tratamientos vs él testigo fue
significativo. Respecto al contraste, en la Figura 21 se muestra que los factores dosis y
tiempo tuvieron influencia en los tratamientos, por lo que el valor de los tratamientos fue

mayor que el testigo.
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Figura 21

Comparacion del testigo (T7) vs tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6)
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Respecto a la digestibilidad (Tabla 9 del Anexo), se consider6 como mejor
tratamiento al T6 (enzima 0.55% vy tiempo 190 min) mostrando un mejor
comportamiento, se obtuvo un promedio de digestibilidad de 66.65% para él testigo y un
promedio de 94,2% para los 6 tratamientos, siendo T5 (enzima 0.55% y 130 min) con
94,91% y T6 (enzima 0.55% y 180 min) con 95,16% los tratamientos con mayor
digestibilidad. Los tratamientos con menos dosis de enzima como es el tratamiento
T1 (enzima 0.25 y 130min) y T2 (0.25% y 130 min) presentaron menor porcentaje de
digestibilidad, estos resultados son respaldados por el estudio realizado por (Andrea et
al., 2016), donde evidencio en la hidrolisis enzimatica de visceras de tilapia roja que a
mayor tiempo de reaccion se obtiene mayor grado de hidrdlisis y que la mayor velocidad
de reaccion se alcanza durante las tres primeras horas de hidrdlisis. Al respecto,
(Bourgeois y Le Roux 1986), la velocidad de hidrolisis estd relacionada con la
concentracion de la enzima, como lo hacen todas las reacciones enzimaticas; Sin
embargo, solo a partir de una cierta concentracion es posible la autodigestion de la

proteasa, lo que provoca un efecto antagonista. (Rebeca et al., 1991) lograron la hidrolisis
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de Mugil cephalus mediante el uso de tres enzimas proteoliticas bacterianas con

concentraciones que oscilaban entre el 0y el 1%.

Segun Lavid, (2019) encontraron una digestibilidad de 96.92% en 3 h siendo esta la dosis
méas alta de proteasa, no obstante Pefia (2008) y Omote (2012) hicieron hidrolisis
enzimatica de Pota (Dosidicus gigas) y encontraron mas péptidos solubles a
concentraciones de proteasa de 0,5% (p/v) y 0,7% (p/v). Segun Bourgeois y Le Roux
(1986), existe una proporcidn entre la reaccion enzimatica y la concentracion de enzimas.
Esto se encuentra en linea con los hallazgos ya que los tratamientos T4 (enzima 0.35% y
190 min) y T6 (enzima 0.55% y 190 min) obtuvieron una mayor dosis de enzima a un
mayor tiempo de hidrélisis presentan mayor digestibilidad. Por otro lado, Vasquez Mazo,
(2020) encontraron que las partes del pescadopartes de Rodaballode Rodaballo
(Scophthalmus maximus) sometidas a hidrolisis con alcalasa tuvieron una alta tasa de
digestion (>83%), contenido de proteina soluble (>62 g/L), grado de hidrolisis (30-37%)
y digestibilidad. En (Scophthalmus maximus) sometido a hidrélisis con alcalasa tuvo una
alta tasa de digestion (>83%), contenido de proteina soluble (>62 g/L), grado de hidrolisis
(30-37%), digestibilidad en casi completo (superior al 92%), un gran perfil de
aminoacidos, perfil de aminoacidos y una elevada actividad antihipertensiva y
antioxidante. La utilizacién de diferentes técnicas y materias primas utilizadas en la
elaboracion de los hidrolizados biologicos, muestran mucha divergencia en su
composicion (Padilla-Pérez, 2006). Por esta razén existen controversias entre autores
sobre la eficiencia alimenticia; ya que hay quienes aseguran que la digestibilidad del
hidrolizado es cerca del 100% y de la harina de pescado fluctta entre 75 y 80% (Padilla-
Pérez, 2006). Por otro lado, Baca et al. (1991), obtuvieron concentraciones de proteina
entre 70 y 85% al hidrolizar salmén eviscerado con enzimas bacterianas. Sin embargo,

durante los procesos normales de produccién los residuos se someten a temperaturas
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elevadas que generan reacciones quimicas que reducen la digestibilidad de las proteinas,
la biodisponibilidad de aminoéacidos, acidos grasos esenciales y ademas se pueden formar
compuestos tdxicos que perjudican la calidad de los productos terminados (Chalamaiah

etal., 2012).

Villarreal-Cavazos et al., (2008) reporté para harinas de pescado un promedio de
digestibilidad in vitro del 74% datos que concuerda con el reportado por (Nieto, 2003) a
pesar de que las harinas de pescado eran diferentes, la harina de menhaden registré una
digestibilidad in vitro del 81,7% siendo superior. El conocimiento de los coeficientes de
digestibilidad viabiliza la inclusién de una gran variedad de productos y subproductos de
la agroindustria en raciones para peces (Meurer et al., 2003). Al respecto, Badui (2006)
Menciona que la temperatura aumenta la energia cinética de las moléculas, eso que
provoca un incremento en la velocidad de las reacciones enzimaticas; Sin embargo, esto
solo sucede en el intervalo donde la enzima se establece. La exposicion de la enzima a
una temperatura equivalente al limite superior de su rango operativo resultd en su

desensibilizacion y, en consecuencia, en la pérdida de su capacidad catalitica.

Fagbenro & Jauncey, (1995) report6 que el Corolase 8000 presenta ventajas por
su menor precio y mejor resultados para el rompimiento de cadenas proteicas. Ademas,
proporciona capacidad ligante, lo que mejora la estabilidad y las caracteristicas
sensoriales del hidrolizado y los alimentos que lo contienen. La enzima Corolase 8000
presenta una actividad bastante inespecifica, pero con cierta preferencia por los
aminoacidos hidrofobicos alanina, tirosina y fenilalanina cuando estan presentes en
sustratos de moléculas pequefias (BRENDA, 2016). No obstante, la hidrdlisis obtenida
tiene una digestibilidad mejorada, lo que demuestra sus propiedades nutricionales y

reportado por el porcentaje de digestibilidad.
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V. CONCLUSIONES

e Ladosis Optima para el contenido de enzimay tiempo en el hidrolizado enzimético
fue el tratamiento 6 con 0.55% de Corolase 8000 y tiempo de 190 min, no
obstante, considerando la relevancia, el tratamiento 1 con 0.25% de Corolase 8000
y tiempo de 130 min influye significativamente sobre la histamina.

e Ladigestibilidad in vitro del hidrolizado de visceras de trucha arco iris dio como
mejor resultado el tratamiento 6 con 0.55% de Corolase 8000 y tiempo de 190
min, obteniendo un sobresaliente porcentaje del 95.16% de digestibilidad,
mientras que el tratamiento 1 con 0.25% de Corolase 8000 y tiempo de 130 min

obtuvo solamente el 93.14% de digestibilidad.
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VI. RECOMENDACIONES

e Usar residuos de pescado fresco o congelados para evitar que las aminas
biogénicas afecten la calidad del producto final.

e Se sugiere utilizar la tecnologia de elaboracion de hidrolizado para producir dos
subproductos de alta calidad nutricional: aceite y proteina soluble.

e Realizar el estudio de hidrolisis a partir de cabeza, cola y frescos de trucha arco
iris.

e Realizar el estudio del uso alternativo de los subproductos para ensilados como
fuente complementaria en alimentacion animal.

e En la hidrolisis enzimatica, utilizar hidroxido de potasio KOH en lugar de KOH
porque el NaOH aumenta el contenido de sales y el KOH aumenta el contenido

de K en el hidrolizado proteico.
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ANEXOS

A. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA LA DIGESTIBILIDAD, PH E

HISTAMINA

Tabla 9

Resumen de promedios de las caracteristicas de hidrolizados de visceras de

trucha
DIGESTIBILIDAD oH HISTAMINA
% mg/100g
Dosis de enzima (ppm)
25 93.31 3.71 22.06
35 94.25 3.69 25.85
55 95.03 3.82 30.03
Tiempo de hidrolisis (min)
130 94.08 3.71 25.49
190 94.31 3.77 26.65
Tratamientos
0.25% y 130 min 93.14 3.69 21.32
0.25% y 190 min 93.48 3.74 22.80
0.35% y 130 min 94.21 3.70 25.64
0.35% y 190 min 94.30 3.69 26.06
0.55% y 130 min 94.91 3.76 29.50
0.55% y 190 min 95.16 3.89 31.09
Promedio 94.2 3.75 26.07
testigo 66.65 6.33 16.02
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B. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE PH DEL HIDROLIZADO DE

VISCERAS DE TRUCHA ARCO IRIS.

Tabla 10

Resultado de la evaluacion del pH del hidrolizado de visceras de trucha arco iris

Resultados de pH (min)
30 50 70 90 110 130 150 170 190
T1R1 6.38 648 841 84 811 815 33
T1 T1R2 6.6 6.64 855 83 843 841 4.03
T1R3 6.64 654 8.75 848 854 84 375
TiR1 6.05 6.15 843 8.76 871 855 879 885 894 3.76
T2 T2R2 6.01 6.15 831 848 842 8.44 861 858 8.7 3.89
T2R3 6.38 6.4 831 835 848 855 8.65 871 8.69 3.56
T3R1 6.77 656 811 832 83 831 3.83
T3 T3R2 6.81 642 812 8.35 882 8.88 3.64
T3R3 6.74 6.39 845 855 8.61 8.7 3.64
T4R1 712 656 7.58 8.15 835 83 837 851 856 3.98
T4 T4R2 6.95 6.8 745 825 836 8.33 834 8.37 845 3.29
T4R3 6.15 6.03 748 7.95 813 824 829 835 831 38
T5R1 514 511 728 7.94 813 828 4.12
T5 T5R2 6.51 7.37 855 834 837 839 3.9
T5R3 6.43 647 748 7.89 811 8.25 3.27
T6R1 6.15 6.1 778 795 794 791 788 794 745 41

TRATAMIENTOS

T6 T6R2 6.25 6.2 697 795 812 792 79 7.71 785 3.71
T6R3 6.21 6.18 6.79 7.84 825 795 787 7.76 7.94 3.85
T7R1 6.14
T7 T7R2 6.15
T7R3 6.69
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C. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DEL ANALISIS

PROXIMAL DE LA VISCERAS HE HIDROLIZADO DEL TRUCHA

Tabla 11
Resultados del analisis proximal (proteina, grasa, humedad) de los 6

tratamientos del hidrolizado enzimatica y el testigo de visceras de trucha

ANALSIS PROXIMAL

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

13.38 1415 1259 14.8 13.89  15.77 10.05
PROTEINA 13.89 13.76 1335 14.13 1335 1591 10.16
1335 1419 1319 1385 13.73 1598 10.29

8.68 9.06 9.28 8.68 8.68 9.41 23.75
GRASAS 8.28 8.52 9.53 8.53 8.28 9.72 24.81
8.11 8.58 9.03 8.16 8.11 10.15 23.54

4.95 4.95 6.24 4.89 5.33 4.95 3.15
CENIZAS 5.39 5.33 6.46 5.33 5.14 4.68 3.18
5.56 5.5 6.62 5.17 5.68 4.44 3.12

7129 6942 7043 6849 6957 6741 64.73
HUMEDAD 7114 68.89 70.37 68.3 69.73  67.28 64.36
7153 6872 70.88 68.21 69.84 67.33 64.42

Tabla 12

ANVA para las proteinas del testigo y el hidrolizado de visceras de trucha

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 53.71 6 8.95 96.38 0.0001
Error 1.3 14 0.09
Total 55.01 20
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Tabla 13
Resultado de la prueba de comparacion de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para la proteina

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.84968
Error: 0.0929 gl: 14

TRATAMIENTO Medias n E.E.

T6 15.89 3 0.18 a
T4 14.26 3 0.18 b
T2 14.03 3 0.18 b
T5 13.66 3 0.18 b c
T1 13.54 3 0.18 b c
T3 13.04 3 0.18 c
T7 10.17 3 0.18 d
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.05)
Tabla 14

ANVA para la grasa del testigo y el hidrolizado de visceras de trucha arco iris

F.V. SC al CM F p-valor
TRATAMIENTO 600.01 6 100 703.87 0.0001
Error 1.99 14 0.14
Total 602 20
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Tabla 15
Resultado de la prueba de comparacion de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para la grasa

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.03166

Error: 0.1249 gl: 13

TRATAMIENTO Medias n E.E.

T7 24.28 2 0.25 a

T6 9.76 3 0.2 b

T3 9.28 3 0.2 b c
T2 8.72 3 0.2 c
T4 8.46 3 0.2 c
T1 8.36 3 0.2 c
T5 8.36 3 0.2 c

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 16

ANVA para las cenizas del testigo y el hidrolizado de visceras de trucha arco

iris
F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 17.69 6 2.95 50.9 0.0001
Error 0.81 14  0.06
Total 18.5 20
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Tabla 17
Resultado de la prueba de comparacion de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para las cenizas

Test: Tukey Alfa=0.05
DMS=0.67097

Error: 0.0579 gl: 14

TRATAMIENTO Medias n E.E.

T7 3.15 3 0.14 a
T6 4.69 3 0.14 b
T4 5.13 3 0.14 b c
T2 5.26 3 0.14 b c
T1 5.3 3 0.14 b c
TS5 5.38 3 0.14 c
T3 6.44 3 0.14 d
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes
(p>0.05)
Tabla 18

ANVA para la humedad del testigo y el hidrolizado de visceras de trucha arco

iris
F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 93.12 6 15.52 326.94 0.0001
Error 0.66 14 0.05
Total 93.79 20
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Tabla 19
Resultados de la prueba de comparacion de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para la humedad

Test: Tukey Alfa=0.05
DMS=0.60745

Error: 0.0475 gl: 14

TRATAMIENTO Medias n E.E.

T7 645 3 013 a
T6 6734 3 0.3 b

T4 6833 3 0.3 c

T2 69.01 3 0.3 d

TS5 6971 3 0.3 e

T3 7056 3 0.13 f

T1 7132 3 013 g

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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D. RESULTADO DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LA HISTAMINA

Tabla 20
Resultados del analisis de varianza (ANVA) de la histamina del hidrolizado de

visceras de trucha arco iris

F.V. SC al CM F p-valor
ENZIMA 204.03 2 102.02 637.63 0.0000 **
TIEMPO 6.1 1 6.1 38.13 0.0001 **
ENZIMA*TIEMPO 1.24 2 0.62 3.88 0.0458 ~*
Factores vs Testigo 259.61 1 259.61 1653.39 0.0001 **
Error 2.2 14 0.16
Total 473.18 20
Tabla 21

Resultados de la prueba de comparacién de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para la histamina en funcion a la dosis de enzim

Test: Tukey Alfa=0.05
DMS=0.60444

Error: 0.1600 gl: 14

ENZIMA Medias n E.E.
0.55% 30.3 6 0.1 a
0.35% 25.85 6 0.1 b
0.25% 22.06 6 0.1 c

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.05)
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Tabla 22
Resultados de la prueba de comparacion de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para la histamina en funcién al tiempo de hidrolizado

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.40442
Error: 0.1600 gl: 14

TIEMPO Medias n E.E.
130 min 25.49 9 0.08 a
190 min 26.65 9 0.08 b

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 23
Resultados de la prueba de comparacién de Tukey con un 95% con una
significancia de (p<0.05), para la interaccion de tiempo vs tiempo en funcion a

la histamina

Test: Tukey Alfa=0.05
DMS=1.07122

Error: 0.1600 gl: 14

ENZIMA TIEMPO Medias n E.E.

0.55% 190 min 31.09 3 014 a

0.55% 130 min 295 3 0.14 b

0.35% 190 min 26.06 3 0.14 c

0.35% 130 min 2564 3 0.14 c

0.25% 190 min 228 3 0.14 d
0.25% 130 min 2132 3 0.14 e

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

E. RESULTADO DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LA DIGESTIBILIDAD
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Tabla 24
Resultados del andlisis de varianza (ANVA) de digestibilidad del hidrolizado de

visceras de trucha arco iris.

F.V. SC gl CM F p-valor
ENZIMA 897 2 4.49 29.93 0.0000 **
TIEMPO 023 1 0.23 153 0.0001 **
ENZIMA*TIEMPO 0.05 2 0.02 0.13 0.0001 **

Factores vs Testigo 1951.09 1 1951.09 126804 0.0001 **

Error 215 14 0.15
Total 1962.5 20
Tabla 25

Resultados de la prueba de comparacién de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para la digestibilidad en funcion a la dosis de enzima

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.58524

Error: 0.1500 gl: 14

ENZIMA Medias n E.E.
0.55% 95.03 6 0.01 a
0.35% 94.26 6 0.01 b
0.25% 93.31 6 0.01 c

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 26

Resultados de la prueba de comparacion de Tukey con un 95% con una
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significancia de (p<0.05), para la digestibilidad en funcion al tiempo de

hidrolizado

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.39158

Error: 0.1500 gl: 14

TIEMPO Medias n E.E.
190 min 94.31 9 0.01 a
130 min 94.09 9 0.01 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 27

Resultados de la prueba de comparacion de Tukey con un 95% con una

significancia de (p<0.05), para la interaccion de tiempo vs tiempo en funcion a

la histamina

Test: Tukey Alfa=0.05

DMS=1.03721
Error: 0.1500 gl: 14

ENZIMA TIEMPO Medias n E.E.
0.55% 190 min 95.16 3 0.02
0.55% 130 min 94.91 3 0.02
0.35% 190 min 94.3 3 0.02 b
0.35% 130 min 94.21 3 0.02 b
0.25% 190 min 93.48 3 0.02 b c
0.25% 130 min 93.14 3 0.02 c

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p

> 0.05)
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F. RESULTADOS DEL ANALISIS PROXIMAL DE LAS VISCERAS E

HIDROLIZADO DE TRUCHA ARCO IRIS.

Universidad Nacional del Altiplano — Puno @
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD 0
ESCUELA PROFESIONAL DE NUTRICION HUMANA 0;
LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE LOS
ALIMENTOS

INFORME DE LABORATORIO

ASUNTO : ANALISIS PROXIMAL DE HIDROLIZADO VICERAS DE TRUCHA
SOLICITANTE : ANADINE ZENAIDA MAMANI CATACORA

DNI 71456146
TESIS : “EVALUACION DE LA DIGESTIBILIDAD EN LA PROTEINAS OBTENIDAS A

PARTIR DE VISCERAS DE TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)
MEDIANTE LA HIDROLISIS ENZIMATICA”

MUESTRA : HIDROLIZADO DE VICERAS DE TRUCHA
PROCEDENCIA : PUNO
MOTIVO : EJECUCION DE TRABAJO DE INVESTIGACION

FECHA DE RECEPCION : 13/01/2023

EXAMEN UNIDADES | TP T1 T2 T3 T4 TS T6
PROTEINA % 1017 |13.54 |14.93 |13.04 |14.26 |13.69 |15.89
GRASA % 2403 |836 |872 928 |846 [9.59 |9.76
HUMEDAD % 6450 |75.62 |75.01 |75.56 |68.33 |74.71 |67.34
CENIZA % 315 |530 |526 |6.44 |513 538 |[4.69

,  Consta por el presente informe de laboratorio que el Bach. ANADINE ZENAIDA MAMANI
CATACORA, ha efectuado el anilisis proximal de alimentos; para determinacién de proteina
mediante el método Kjeldahl y para determinacién de grasa por el método Soxhlet, para de
terminacion de humedad secado por estufa al vacio y para de determinacién de ceniza mediante el
método AOAC 942.05 gravimetria de la tesis titulada “EVALUACION DE LA DIGESTIBILIDAD EN LA
PROTEINAS OBTENIDAS A PARTIR DE VISCERAS DE TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)
MEDIANTE LA HIDROLISIS ENZIMATICA”.

Puno, 06 de ma ggl

=
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G. RESULTADO DEL ANALISIS DE HISTAMINA Y LA DIGESTIBILIDAD

IN VITRO DEL HIDROLIZADO DE VISCERAS DE TRUCHA ARCO

IRIS.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

INFORME DE LABORATORIO
SOLICITANTE: Bach. ANADINE ZENAIDA MAMANI CATACORA
PRODUCTO: HIDROLIZADO DE VISCERAS DE TRUCHA
IDENTIFICACION: HISTAMINA Y DIGESTIBILIDAD
CANTIDAD: 21 MUESTRAS
PRESENTACION: FRASCO PET
PROCEDENCIA: MUESTRA PROPORCIONADA POR EL TESISTA:

FECHA DE RECEPCION EN EL LAB.:
FECHA DE INICIO DE ANALISIS:
FECHA DE TERMINO DE ANALISIS:

16 DE ENERO DEL 2023
16 DE ENERO DEL 2023
27 DE ENERO DEL 2023

fTEMS TRATAMIENTO MUESTRA HISTAMINA DIGESTIBILIDAD

(mg/kg) (%)
01 = R 21.63 93.12
' 21.59 93.17
R3 2073 93.12
PROMEDIO 21.32 93.14
02 R 22.89 93.51
A% R2 22.19 93.48
R3 2271 93.44
: PROMEDIO 2280 9348

03 - RI 25.87 94.20
R2 25.63 9421
R3 25.42 94.23

PROMEDIO THe
04 i RI 26.12 94.25

R2 26.09 T
R3 25.98 94.35
PROMEDIO 26.06 94.30
05 R1 29.35 94.89
L R2 29.48 94.91
e R3 29.67 94.93
PROMEDIO 29.50 94.91
06 RI 31.18 95.16
Te R2 30.94 95.17
R3 3115 95.14
PROMEDIO 31.09 95.16
07 = R 16.81 67.70
R2 15.11 66.63
CONITEL R3 16.14 65.63
PROMEDIO 16.02 66.65

El presente informe de laboratorio se efectud la determinacion de la histamina por el método de
“ELISA” y digestibilidad por el método de “Torry Modificado™ del producto hidrolizado de visceras
de trucha presentado por la Bach. Anadine Zenaida Mamani Catacora por la ejecucion de la tesis
titilada “Evaluacion de la Digestibilidad en las Proteinas Obtenida a Partir de Visceras de Trucha Arco
Iris (Oncorhynchus Mykiss) Mediante la Hidrolisis Enzimatica”.

0 Lorgio Palacios Frisancho
DNI: 01225964
JSTA ADMINISTRATIVO FMH. VA nn;u,,j
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H. PANEL FOTOGRAFICO DEL PROCESO DE HIDROLIZADO DE

VISCERAS DE TRUCHA ARCO IRIS.

Fotografia 1

Materia prima de 1kg en pretratamiento

Fotografia 3 Fotografia 2

Separacion de grasa Proceso de hidrolizado.
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Fotografia 5 Fotografia 4

Control de pH y temperatura Proceso de secado de hidrolizado

Fotografia 6

Tratamientos (T1, T2, T3) respecto a los hidrolizados enzimaticos
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Fotografia 7

Tratamiento (T4, T5, T6) respecto a los hidrolizados enziméticos

Fotografia 9 Fotografia 8
Muestras para la determinacién de grasa y Determinacion de la grasa del hidrolizado
proteina enzimatico
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Fotografia 11 Fotografia 10
Determinacion de la Proteina del Determinacion de cenizas del
hidrolizado hidrolizado

Fotografia 13 Fotografia 12
Los 21 tratamientos para la Determinacion de ceniza
determinacion de digestibilidad in

vitro
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Fotografia 14
Determinacion de la histamina para el hidrolizado de visceras de trucha arco

iris mediante ELISA

Fotografia 15
Muestras para la determinacion de histamina y la digestibilidad in vitro del

hidrolizado enzimatico de visceras de trucha arco iris
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identificado con DNI 71456146 en mi condicion de egresado de:
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Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de.investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacién o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cédigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso
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Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tinico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos. los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que serdn incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrasena.
restriccion o medida tecnoldgica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacién alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y. en consecuencia. en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias.
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacion con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracién ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Per(
determinen, a nivel mundial, sin restriccién geogréfica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del piblico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.
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