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RESUMEN

Se caracterizaron varios recursos pesqueros infrautilizados (especies de bajo interés, residuos
de la industria transformadora...) seleccionando uno de ellos segin su composicion, volumen y
disponibilidad para la obtencién de proteina de alta calidad apta para dietas de alevines de do-
rada o rodaballo. Como tecnologia de extraccion se emple6 la hidrolisis enzimatica, cuyas con-
diciones de proceso permiten obtener un producto final de alto valor nutritivo. Se ensayaron
cuatro enzimas comerciales determinando su actividad y se seleccion6 aquélla de mejor relacion
actividad/coste. Finalmente, se optimizaron las condiciones de obtencién del hidrolizado y se
compard la digestibilidad in vitro de la proteina obtenida con la de un producto no tratado.
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ABSTRACT
Recovery of underutilised fishery resources to improve fish meal for aquaculture

Several underutilised fishery resources were analysed, including low market value species and fish pro-
cessing byproducts, and then one was selected due to its composition, amount and availability for high qual-
ity protein production for juvenile gilthead sea bream and turbot diets. Among the available extraction tech-
nologies, enzymatic hydrolysis was selected, since the resulting final product has high nutritional value. Four
commercial enzymes were tested to determine their activity, and the one with the best activity/cost relationship
was chosen. Finally, the conditions for hydrolysate production were optimised, and in vitrodigestibility of the
protein obtained was compared with that of an untreated product.

Keywords: Fish protein, hydrolysate, digestibility, fish meal, enzymes.

INTRODUCCION

La extensa linea costera con la que cuenta
nuestro pais, junto con la alta tasa de consumo de
pescado y la progresiva reduccion de capturas por
nuestra flota, le otorgan un alto potencial para la
acuicultura. La industria de la piscicultura marina

se caracteriza por un desarrollo espectacular du-
rante los Gltimos diez anos. En 1998 la produc-
cion de peces marinos alcanzoé las 11296 t, siendo
la dorada Sparus auratus Linnaeus, 1758 la especie
predominante (6330 t) seguida del rodaballo
Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758) (1850 t)
(Basurco y Larrazabal, 1999).
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El objetivo de este trabajo es obtener proteina
de alta calidad a partir de recursos infrautilizados
para incluirla en piensos de acuicultura. En con-
creto, se parte de un producto de bajo valor anadi-
do, como es la harina de pescado obtenida a partir
de residuos de la industria transformadora, y se in-
troduce la hidrélisis enzimatica en el proceso de
produccion con lo que aumentaria su calidad nu-
tricional (digestibilidad).

En este sentido, uno de los aspectos mas impor-
tantes en la produccion de peces de acuicultura es
su alimentacion, tanto desde el punto de vista de los
costes, como de la influencia en la calidad del pro-
ducto. Concretamente, el componente mas crucial
es la proteina. Representa el ingrediente mas caro
de los piensos y su excrecion es responsable de la
sobrecarga de nitrégeno del medio ambiente. Por
tanto, mejorando la digestibilidad de la proteina se
contribuye a una mejora del rendimiento de los pe-
ces 'y a una reduccion del coste de produccion y del
impacto de la piscicultura sobre el medio ambiente.

Por otra parte, para la obtencién de proteina se
plantea el aprovechamiento de recursos pesqueros
infrautilizados (subproductos de la pesca, etc.) lo
que permitiria reducir el esfuerzo pesquero al me-
jorar la utilizacion de las materias primas pesqueras.

Existen diferentes estrategias para recuperar la
proteina del pescado. Por un lado, se encuentran
los concentrados de proteina que se obtienen por
purificacion de la fraccion proteica, eliminando en
mayor o menor grado los demas componentes me-
diante desengrasado, secado, etc. Por otro, los hi-
drolizados de proteina, que se obtienen mediante
tratamientos que solubilizan la proteina, liberando
péptidos de menor tamano y aminoacidos libres
que posteriormente son recuperados. En este tipo
de aplicaciones, se opta por la hidrolisis debido a
que este tratamiento da lugar a un producto final
de mayor digestibilidad que la proteina no tratada
(Bouchez y Azzi, 1991).

Una de las tecnologias mas extendidas para la
obtencion de hidrolizados proteicos a partir de
subproductos de la pesca es la hidroélisis enzimati-
ca, debido a las ventajas que presenta frente a los
métodos quimicos (Diniz y Martin, 1997). Asi, se
pueden encontrar referencias en la bibliografia de
gran variedad de enzimas que se utilizan para estos
fines partiendo de materias primas diferentes, co-
mo, por ejemplo, residuos de tinidos (Sampedro,
Lopez-Benito y Pastoriza, 1986; Raghunath, 1993),
capelan Mallotus villosus (Muller, 1776) (Shahidi,
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Han y Synowiecki, 1995), sardina Sardina pilchardus
(Walbaum, 1792) (Quaglia y Orban, 1987), aren-
que Clupea harengus Linnaeus, 1758 (Hoyle y
Merritt, 1994), subproductos del procesado de lan-
gostinos (Baek y Cadwallader, 1995), etcétera.

MATERIAL Y METODOS
Caracterizacion y seleccion de la materia prima

Se identificaron y cuantificaron los principales
recursos pesqueros potencialmente utilizables para
la obtencion de proteina, tomando como ambito
de referencia la Comunidad Autonoma del Pais
Vasco. Entre ellos se consideraron la sardina, los re-
siduos de la industria conservera de tinidos, la ca-
balla, Scomber scombrus Linnaeus, 1758, el estornino
o mackarel, Scomber japonicus Houttuyn, 1782, y la
bacaladilla, perlita o lirio, Micromesistius poutassou
(Risso, 1826). Se seleccion6 el mas adecuado te-
niendo en cuenta su composiciéon fisicoquimica,
volumen generado, disponibilidad y grado de apro-
vechamiento actual.

Seleccion de enzimas

Se preseleccionaron cuatro enzimas comerciales
con el objetivo de evaluar su actividad enzimatica y
poder seleccionar aquélla de mayor eficacia, en-
tendida como la mayor relacién actividad/coste,
para utilizarla en la obtenciéon del hidrolizado de
proteina. La preseleccion se realizo en funcion del
tipo de actividad (endoproteasa), ésta se obtuvo de
referencias bibliograficas conocidas sobre aplica-
ciones similares y de recomendaciones de los pro-
pios fabricantes. Las enzimas preseleccionadas fue-
ron: Bioproteasa LA450 (Gygyc Biocon), Delvolase
(Gist-Brocades), Novozym FM 2,0L y Alcalase 2,4L
(Novo Nordisk).

La actividad proteolitica se determiné sobre la
materia prima seleccionada para cada una de las
enzimas, a 55°C y 0,2 % de la solucién de la enzi-
ma, mediante la determinacién del nitréogeno solu-
ble en acido tricloroacético (TCA) 0,3 M, segun el
método de Baek y Cadwallader (1995). Ademas, se
realiz6 un seguimiento de la reaccion a lo largo del
tiempo (3 h) para tres concentraciones de enzima
(0,2%, 0,5% y 1,0 %) mediante la determinacion
del grado de hidrolisis (Baek y Cadwallader, 1995).
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Obtencién del hidrolizado proteico
Materia prima

Para la obtencion del hidrolizado de proteina se
seleccionaron los residuos cocidos de tinidos des-
tinados a la elaboraciéon de harinas de pescado
(piel, colas, espinas y migas).

Procedimiento

Consiste basicamente en aplicar sobre la materia
prima la enzima seleccionada en las condiciones
optimas de tiempo y concentracion. Se ensayaron
diferentes concentraciones de la enzima seleccio-
nada, 1%, 3% y 5 % para determinar la concentra-
ciéon 6ptima con la que se logra el grado de hidré6-
lisis deseado en el producto final. Finalizada la
reaccion, se toma 1 g de muestra, para la determi-
nacion del grado de hidrélisis, y se procede al se-
cado en estufa a vacio a una temperatura de 90 °C.
Por ultimo, el hidrolizado seco se muele para obte-
ner un polvo de un tamano maximo de particula
de 2 mm.

Meétodos analiticos

Los hidrolizados proteicos resultantes se caracte-
rizan mediante el analisis del contenido en protei-
nas por el método Kjeldahl (Cunniff, 1995); la me-
dida del grado de hidrolisis por el método de Baek
y Cadwallader (1995); y la determinacién de la di-
gestibilidad in vitro mediante el procedimiento mul-
tienzimatico pH estable (Pedersen y Eggum, 1983).

Aumento del porcentaje de proteina en
el producto. Ensayo de cribado

Se evalu6 la eficacia de tres mallas de diferente
luz (0,5 cm, 1 cm y 2 cm) con el objetivo de incre-
mentar el porcentaje de proteina en la harina de
pescado eliminando las espinas en diferente pro-
porci6on antes del molido final. Se toman lotes de
2 kg y se realiza la operacion de cribado por tripli-
cado para cada uno de los tamices. Se recogen las
dos fracciones resultantes de la separacion y se ano-
tan sus pesos para calcular el rendimiento de la
operacion de cribado y estudiar la relacion existen-
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te entre el porcentaje de espinas retenido por la
criba y el contenido en proteina sobre extracto se-
co (PSES) de la harina sin espinas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo de actividad enzimatica

Las posibilidades que se presentan a la hora de
elegir una enzima para la obtenciéon de un hidroli-
zado de proteina de pescado son multiples. Existe
una gran variedad de enzimas segin atendamos a
su origen, tipo de reaccion catalizada, naturaleza
del centro catalitico, especificidad de sustrato, etc.,
pero para este tipo de aplicaciones lo mas adecua-
do consiste en la aplicaciéon de enzimas proteasas
con las siguientes caracteristicas:

— Origen microbiano, frente a las de origen ve-
getal o animal, por su mayor estabilidad frente
a la temperatura y el pH, mayor rendimiento y
menor coste de produccion (Rao et al., 1998).

— pH 6ptimo basico, ya que estas proteasas pre-
sentan una mayor actividad que las neutras
(Baca, Pena-Vera y Diaz-Castaneda, 1991; Baek
y Cadwallader, 1995).

— Actividad endoproteasa, de manera que sean
los enlaces peptidicos internos los susceptibles
de ser hidrolizados dando lugar a péptidos de
diferentes tamanos.

Las cuatro enzimas ensayadas cumplen estos re-
quisitos. La actividad enzimatica para cada una de
las cuatro enzimas ensayadas se determiné me-
diante la lectura de absorbancia que produce el ni-
trogeno soluble en TCA 0,3 M, liberado como pro-
ducto de la actividad proteolitica de la enzima
correspondiente sobre la materia prima en las con-
diciones de ensayo establecidas. Los valores de ac-
tividad enzimatica y la relacion actividad/coste ob-
tenidos para cada una de las enzimas ensayadas se
presentan en la tabla I.

Tal como puede observarse, los valores de acti-
vidad obtenidos son similares para las cuatro enzi-
mas ensayadas, siendo el mas elevado el consegui-
do con Delvolase, aunque cualquiera de ellos seria
adecuado para la aplicaciéon propuesta. De todas
formas, atendiendo al criterio establecido, se se-
leccion6 la enzima para la que la relacion activi-
dad proteolitica/coste fue mayor. Asi, la enzima se-
leccionada para su empleo en la obtenciéon de los
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Tabla I. Actividad enzimatica y relacion actividad/coste de las enzimas ensayadas. (U): mg N soluble en TCA 0,3M/min/g MP.

Enzima Coste (PTA/g) (€/g) Actividad enzimatica (U/g) Actividad/coste (U/PTA) (U/€)
Bioproteasa LA450 2700 (16,23) 14,583 5,40 (0,032)
Delvolase 3115 (18,72) 15,800 5,07 (0,030)
Novozym FM2,0L 2800 (16,83) 13,432 4,79 (0,029)
Alcalase 2,4L 4000 (24,04) 15,504 3,88 (0,023)

hidrolizados de proteina fue Bioproteasa 1.LA450
(Gygyc Biocon).

Determinacién del tiempo 6ptimo de hidrolisis

El estudio del desarrollo de la reaccion a lo lar-
go del tiempo para cada una de las cuatro enzimas
seleccionadas permitié6 conocer como evoluciona-
ba el grado de hidroélisis a lo largo de tres horas de
reaccion. Los resultados obtenidos se presentan en
las figuras 1, 2, 3y 4.

El comportamiento observado para cada una de
las cuatro enzimas en las diferentes concentracio-
nes sigue una pauta similar. Se observa un primer
tramo de maxima pendiente entre los 0 y 10 min,
en el cual se produce el incremento de grado de hi-
drolisis mas fuerte, y a partir de ese momento el
grado de hidroélisis sigue aumentando pero en me-
nor grado, es decir, la liberacion de nitrégeno solu-
ble en TCA 0,3 M se produce de forma mas lenta.

Por otro lado, el tiempo de hidrélisis 6ptimo se
determiné considerando el intervalo minimo ne-
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Figura 1. Evolucion del grado de hidrolisis (DH) para tres
concentraciones de Bioproteasa LLA450 (Gygic Biocon).

Figura 3. Evolucion del grado de hidroélisis (DH) para tres
concentraciones de Novozym FM 2,0L. (Novo Nordisk).
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Figura 2. Evolucion del grado de hidrolisis (DH) para tres
concentraciones de Delvolase (Gist-Brocades).

90

Figura 4. Evolucion del grado de hidrolisis (DH) para tres
concentraciones de Alcalase 2,41. (Novo Nordisk).
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cesario para obtener el maximo grado de hidroli-
sis. En el caso de la enzima seleccionada (Biopro-
teasa LA450) el mayor grado de hidrélisis se logra
durante los primeros 30 min de reacciéon. Poste-
riormente, el grado de hidrolisis contintia aumen-
tando, pero mas lentamente. El conseguir un gra-
do de hidroélisis elevado en un periodo de tiempo
relativamente corto es de gran interés ya que facili-
ta la aplicacion de la operacion a escala industrial y
la fabricacién en régimen continuo.

Optimizacion de la concentracion de la enzima

En cuanto al ensayo de diferentes concentracio-
nes de enzima (Bioproteasa LA450),1%, 3 % y 5 %,
los grados de hidrolisis conseguidos fueron los que
se recogen en la tabla II. Ademas del grado de hi-
drolisis también se recogen los resultados obtenidos
para el contenido proteico y digestibilidad in vitro,
variables establecidas para caracterizar los hidroli-
zados de proteina.

Atendiendo a los resultados, la concentracion de
enzima seleccionada fue la del 5% para la que se
consigue aproximadamente un grado de hidrolisis
del 35 %, ya que se sabe que los alevines de peces
necesitan un aporte de nutrientes altamente asimi-
lables que se pueden conseguir, por ejemplo, con
la pre-digestion de las proteinas mediante hidroli-
sis enzimatica (Masakata, 1996; Wee, 1992).

Por otra parte, de la medida de digestibilidad se
desprende que los hidrolizados no presentan una
digestibilidad mayor que la materia prima no trata-
da. Este hecho puede deberse al propio método de
medida de la digestibilidad. El método multienzi-
matico se basa en digerir la harina en una solucion
de tres enzimas y en estimar la digestibilidad in vi-
tro mediante la determinaciéon de la cantidad
NaOH necesaria para mantener el pH en 8, es de-
cir, los hidrégenos desprendidos al romperse los
enlaces de hidrogeno intramoleculares de las pro-
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teinas. Como las muestras a analizar ya estaban par-
cialmente hidrolizadas (es decir, rotos muchos de
estos enlaces), es normal que desprendan menor
cantidad de hidrégeno que una muestra no hidro-
lizada, por lo que, segiin este método, su digestibi-
lidad seria menor.

Por tanto, el método multienzimatico no resulta
adecuado para determinar la digestibilidad in vitro
de muestras ya hidrolizadas. A menudo las medidas
de digestibilidad in vitro no se corresponden con el
valor real en caso de realizar el ensayo in vivo. Asi,
Clancy et al. (1995) comprobaron que, a pesar de
que la digestibilidad puede evaluarse por diferen-
tes analisis in vitro, las medidas resultantes de estos
no proporcionan valores que permitan predecir la
digestibilidad in vivo de la proteina ensayada. El en-
sayo de la digestibilidad in vivo se hace, pues, im-
prescindible.

Finalmente se estableci6 el procedimiento para
la obtencion del hidrolizado de proteina con la en-
zima, condiciones de tiempo, concentracion de
temperatura y pH 6ptimos, tal como se representa
en la figura 5.

Optimizacién de la operacién de cribado

Los resultados de rendimiento obtenidos para el
ensayo de las diferentes cribas se presentan en la ta-
bla III.

A partir de los rendimientos obtenidos se obtuvo
una funcién cuadratica, que relaciona el porcenta-
je de cribado de espinas con la cantidad de protei-
na presente en el producto final, mediante una es-
timacion por minimos cuadrados ordinarios de la
serie en logaritmos. De esta forma se obtuvo la fun-
cién recogida en la figura 6, en la que se puede ob-
servar que a medida que aumenta el porcentaje de
espinas retirado aumenta el porcentaje de proteina
en la harina hasta un maximo a partir del cual em-
pieza a descender. Este descenso probablemente es

Tabla II. Grado de hidrélisis, contenido proteico y digestibilidad in vitro para cada porcentaje de enzima ensayada.
(PSES): proteina sobre extracto seco.

Bioproteasa LA450 Bioproteasa LA450 Bioproteasa LA450 Harina de pescado
1% 3% 5% (sin hidrolizar)
Grado de hidrolisis (%) 10,37 24,33 34,58 0
Proteina (%) 35,6 31,6 31,3 50,5
Humedad (%) 31,0 36,7 34,8 9,8
PSES (%) 51,5 49,9 48,1 56,0
Digestibilidad (%) 82,9 82,4 82,0 83,9
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Residuos cocidos de tunidos
(piel, espinas, detasy carne)
H 56,3 %, P 27,8 %, G 2,2 %, C 13,4 %

v

Aguay NaOH —» ADICION de AGUA y AJUSTE pH
05M (1:0,25y pH 8,5)

v

CALENTAMIENTO
(bafio termostético a 55 °C)

v

ADICION DE LA ENZIMA
(Bioproteasa LA450 5 % p/p)

v

HIDROLISIS ENZIMATICA
(30 min; agitacion; pH 8,5)

.

DETERMINACION de N
SOLUBLEenTCA 0,3M

v

SECADO
Estufaavacio a90 °C
(humedad final < 5 %)

v

Cribado de espinas

Bioproteasa —
LA450

A

MOLIDO
(Tamafio méaximo 2 mm)

!

Harina de pescado hidrolizada

—» 1 gde hidrolizado

Figura 5. Procedimiento y condiciones de
reaccion para la obtencion del hidrolizado
de proteina.

debido a que la separacion de espinas conlleva tam-
bién una retirada de las proteinas que constituyen
el hueso. Por tanto, el porcentaje 6ptimo de retira-
da de espinas seria, aproximadamente, del 15 %.

Tabla III. Rendimiento obtenido en el ensayo de cribado.

(Rendimiento): (peso de harina cribada/peso de harina sin

cribar) X 100. (PSES): proteina sobre extracto seco en la ha-
rina obtenida.

Criba de malla Rendimiento (%) PSES (%)
75,69 64,43
Luz 0,5 cm 76,60 63,10
75,38 64,74
80,22 61,98
Luz 1 cm 81,60 63,15
76,28 52,68
86,76 58,24
Luz 2 cm 85,54 61,43
88,77 62,25
92

Con este porcentaje se logra un aumento del con-
tenido en proteina (SES) del 5 %, es decir, se pasa
de una harina de pescado con el 58,5 % en protei-
na (SES) a otra con aproximadamente el 64 %, con

Proteina sobre extracto seco (%)

60 -
59 | Polinémica (cribado)

4 y = -0,0252x + 0,7405x + 58,256 °
58 2 _

R?=0,5215

57 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30

Cribado (%)

Figura 6. Efecto del cribado de espinas sobre el aumento de
proteina en la harina de pescado.
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la consiguiente revalorizacion de la harina de pes-
cado de partida. Por tanto, habria que recurrir a la
criba de 2 cm para eliminar espinas en un 15 % ya
que con ella se consigue incrementar un 5% el
contenido de proteina (SES) aunque a costa de re-
ducir el rendimiento de produccién un 15 %.

CONCLUSIONES

La enzima seleccionada para la obtencion del hi-
drolizado fue Biproteasa LLA450, y los 6ptimos de
concentracion de la enzimay el tiempo de reaccion
(para conseguir un producto con un 35 % de grado
de hidrdlisis) fueron el 5% y 30 minutos, respecti-
vamente. En estas condiciones se verifico que el
procedimiento propuesto es valido para la obten-
cion de dicho hidrolizado de proteina. Por otra
parte, el ensayo de digestibilidad in vitro mediante
el método multienzimatico no result6é adecuado pa-
ra medir la digestibilidad de las muestras parcial-
mente hidrolizadas, lo que hace necesario estudiar
otras formas de relacionar la hidrolisis proteica con
una mejor asimilabilidad de este componente, por
ejemplo, mediante la determinacion de la digesti-
bilidad pépsica (Clancy et al, 1995). De todas for-
mas, es necesario llevar a cabo el estudio de la di-
gestibilidad in vivo para este producto mediante un
ensayo de alimentacion con alevines de dorada o
de rodaballo. Finalmente, la eliminacion de espinas
en la proporcion adecuada permite obtener una
harina de pescado con un contenido en proteina
sobre extracto seco superior al 60 %, lo que pro-
porciona un valor anadido al producto de partida.
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