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1. RESUMEN

Los residuos de piel de tiburén azul (Prionace glauca) son un problema para la
industria pesquera nacional, ya que, debido a la naturaleza de sus escamas vy al
mecanismo de accién de los equipos industriales, no puede ser procesada en forma
de harina, por lo que debe ser desechada y enterrada tal cual fue extraida.

El presente estudio buscé desarrollar hidrolizados a partir de dichos residuos,
empleando y comparando dos formas de degradacion biolégica: Lactobacillus
plantarum ATCC® 8014™* con una concentraciéon de 1,5 x 108 células/ml y enzima
comercial FPH Novozymes adicionada al 0,33% y 0,5%.

En primer lugar, se realiz6 un andlisis de la composicion quimica proximal de la
materia prima, para su posterior comparacion con los hidrolizados resultantes. La
misma fue obtenida de dos plantas procesadoras de pescado, ubicadas en los
Departamentos de Montevideo y Lavalleja, Uruguay. Se midieron diariamente valores
de pH y °Brix, sumado a una minuciosa inspeccién de los hidrolizados. Del andlisis de
los resultados se desprende que la enzima comercial actué en menor tiempo (24
horas), en comparaciéon con Lactobacillus plantarum, el cual requirié de un periodo de
7 dias para la hidrolisis completa.

Las muestras inoculadas con Lactobacillus plantarum fueron afectadas por el grupo
con inéculo 5%, ya que presentaron una diferencia significativa de p=0,013 en
comparacion con el inéculo 10% y de p=0,027 en comparacion con las muestras
tratadas con el inoculo 15%. Por otro lado, no hubo diferencia significativa entre las
muestras tratadas con indculo 10% y 15% (p=0,83). Por su parte, las muestras
inoculadas con enzima comercial respetaron un valor constante de pH 6.

A su vez, de las muestras tratadas con Lactobacillus plantarum, la que presenté menor
variacion de valores de pH es la que trabajo con un in6culo de 10%, obtuvo un
promedio de 4,22 £ 0,12, y un valor minimo de 4,09 y un maximo de 4,40.

Respecto a las muestras tratadas con un 15% de in6culo, obtuvieron un valor minimo
de 4,03 y un maximo de 4,75, con un promedio de 4,24 £ 0,24. Por ultimo, las muestras
tratadas con inéculo 5% presentaron un promedio de 4,68 £ 0,61, un valor maximo de
6,05 y un minimo de 4,33.

En cuanto a las caracteristicas fisicas, el hidrolizado logrado con la enzima comercial
fue un producto liquido, color &mbar claro y con olor amoniacal suave; en cambio el
hidrolizado obtenido por Lactobacillus plantarum fue una mezcla pastosa, de color
marrén oscuro y con olor a fermento. En la composicion quimica proximal del
hidrolizado obtenido con Lactobacillus plantarum se obtuvieron los siguientes
resultados: humedad 69,5 + 2,6%, proteinas 19,5 + 2,9%, cenizas 10,5 + 0,1% y
grasas 0,10%. Mientras que el obtenido por enzima comercial present6 humedad
90,44 + 0,6%, proteinas 10,5 + 0,6% y cenizas 0,64 £ 0,01%.

Tras la realizacién de entrevistas a veterinarios de plantas procesadoras de pescado,
se evaluod la posible aplicacion de los métodos planteados en esta tesis a nivel de la
industria pesquera en Uruguay, llegandose a concluir que el método elegido por la
mayoria de ellos es el enzimatico, y, aunque la mayor parte de los encuestados no
cuenta con los equipos necesarios para su implementacion, estan dispuestos a
adquirirlos si el costo de produccion es menor al actual método de disposicion de
residuos. En ese sentido, tras un analisis econdmico de los métodos, se logré
determinar que el costo de produccion de hidrolizados es sustancialmente mayor que
el de disposicion de residuos para compostaje.



Finalmente, los resultados del presente estudio confirmaron la posibilidad de obtener
hidrolizados de piel de tiburon azul por accion de in6culos de Lactobacillus plantarum
ATCC® 8014 ™* asi como por el uso de enzima comercial FPH (Novozymes).



2. SUMMARY

Blue shark (Prionace glauca) skin wastes are a problem for the national fishing
industry, since, due to the nature of its scales and the mechanism of action of industrial
equipment, it cannot be processed in the form of flour, for what must be discarded and
buried as it was extracted.

The present study sought to develop hydrolysates from said residues, using and
comparing two forms of biological degradation: Lactobacillus plantarum ATCC® 8014
™ *with a concentration of 1,5 x 108 cells/ml and commercial enzyme FPH Novozymes
added at 0,33% and 0,5%.

In the first place, an analysis of the proximal chemical composition of the raw material
was carried out, for its subsequent comparison with the resulting hydrolysates. It was
obtained from two fish processing plants, located in the Departments of Montevideo
and Lavalleja, Uruguay. PH and ° Brix values were measured daily, in addition to a
thorough inspection of the hydrolysates. From the analysis of the results, the
commercial enzyme acted in a shorter time (24 hours), compared to Lactobacillus
plantarum, which required a period of 7 days for complete hydrolysis.

The samples inoculated with Lactobacillus plantarum were affected by the group with
inoculum 5%, since they presented a significant difference of p = 0,013 compared to
the inoculum 10% and p = 0,027 compared to the samples treated with the inoculum
15%. On the other hand, there was no significant difference between the samples
treated with 10% and 15% inoculum (p = 0,83). For their part, the samples inoculated
with commercial enzyme respected a constant value of pH 6.

In turn, of the samples treated with Lactobacillus plantarum, the one that presented the
least variation in pH values is the one that worked with an inoculum of 10%, obtained
an average of 4,22 £ 0,12, and a minimum value of 4,09 and a maximum of 4,40.
Regarding the samples treated with 15% inoculum, they obtained a minimum value of
4,03 and a maximum of 4,75; with an average of 4,24 + 0,24. Finally, the samples
treated with inoculum 5% presented an average of 4,68 + 0,61, a maximum value of
6,05 and a minimum of 4,33.

Regarding the physical characteristics, the hydrolyzate obtained with the commercial
enzyme was a liquid product, light amber color and with a mild ammonia odor; On the
other hand, the hydrolyzate obtained by Lactobacillus plantarum was a pasty mixture,
dark brown in color and with an odor of ferment. The following results were obtained
in the proximal chemical composition of the hydrolyzate obtained with Lactobacillus
plantarum: humidity 69,5 + 2,6%, proteins 19,5 + 2,9%, ashes 10,5 + 0,1% and fats
0,10%. While that obtained by commercial enzyme presented humidity 90,44 + 0,6%,
proteins 10,5 + 0,6% and ash 0,64 + 0,01%.

After conducting interviews with veterinarians of fish processing plants, the possible
application of the methods proposed in this thesis at the level of the fishing industry in
Uruguay was evaluated, reaching the conclusion that the method chosen by most of
them It is enzymatic, and, although most of those surveyed do not have the necessary
equipment for its implementation, they are willing to purchase it if the production cost
is lower than the current waste disposal method. In this sense, after an economic
analysis of the methods, it was determined that the cost of producing hydrolyzates is
substantially higher than that of disposing of waste for composting.

Finally, the results of the present study confirmed the possibility of obtaining
hydrolysates from blue shark skin by the action of inoculum of Lactobacillus plantarum
ATCC® 8014 ™ * as well as using commercial enzyme FPH (Novozymes).



3. INTRODUCCION

La industria de procesamiento de pescado genera una gran cantidad de residuos
cuando se tratan como desechos y no como subproductos recuperables. Estos
representan una importante fuente de contaminacion ambiental y costos asociados al
llenado de tierras o descomposicién con escaso beneficio generado, lo que hace
necesario su aprovechamiento con el fin de minimizar los impactos econémicos y
ambientales (Shan, Franco y Zhang, 2013; Kuley et al., 2019).

En Uruguay, una de las principales especies exportadas dentro de los productos
pesqueros, es el tibur6n azul (Prionace glauca). En los dltimos afios, esta especie
ocupa el cuarto lugar en términos de toneladas siendo Brasil el principal pais destino
adquiriéndolo en presentacion de producto congelado (DINARA, 2016; DINARA, 2017;
DINARA, 2018; DINARA, 2019).

Desde el afio 2002, el tiburén azul es ingresado al pais en régimen de admision
temporaria para su reprocesamiento, procediendo de diferentes zonas de captura.
(Benitez, Dragonetti, Friss de Kereki, Aycaguer y Varela, 2009).

A nivel mundial los tiburones son explotados para consumo de su carne fresca,
congelada, seca, salada o ahumada; de sus aletas para producir sopa; de aceite de
higado utilizado en la industria cosmética y farmacéutica, por ser rico en vitamina A,
vitamina D y escualeno; de sus dientes y vértebras para la produccion de joyeria y
artesanias; y de su piel con la que se realizan bolsos, carteras y zapatos; y como dato
anecdotico, un procesador de pequefia escala en Java occidental ha llegado a
producir galletas de piel de tiburén (Domingo, Forselledo, Miller y Passadore, 2008;
Kim, 2014).

A nivel nacional, las plantas que reprocesan tiburén azul realizan la extraccion de la
piel del mismo (desollado o cuereado), lo cortan en trozos o rodajas y lo congelan IQF
(Individual Quick Freezing) (Benitez et al., 2009).

En cuanto a los residuos de piel de tiburon azul, debido a la naturaleza de sus
escamas y al mecanismo de accion de los equipos industriales, no puede ser
procesada en forma de harina, por lo que debe ser desechada y enterrada tal cual fue
extraida, proceso llevado a cabo por empresas habilitadas para tal fin (Bioterra es un
ejemplo).

Actualmente, debido al exceso de los residuos antes mencionados, surge la necesidad
de utilizar nuevas tecnologias limpias, simples y que tiendan a disminuir el impacto
ambiental. Una alternativa a ello es producir un hidrolizado biolégico a partir de un
agente fermentativo, Lactobacillus plantarum, el cual resulta de una sencilla
manipulacion y requiere de sustratos facilmente obtenibles, como azucares y melazas
(Wiki, Panné Huidobro y Manca, 2006). Ademas, es posible utilizar enzimas para la
hidrolisis de proteinas de la piel de tiburdn, las cuales son obtenidas a partir de
microorganismos del género Bacillus y Aspergillus. Las mismas son utilizadas en
diversos procesos industriales de la elaboracion de alimentos, ya sea como
ingredientes alimentarios con propiedades funcionales especificas o0 por razones
fisiol6gicas o médicas; mejoran el valor nutricional, el costo, el sabor, la solubilidad y
la funcionalidad de los alimentos (De Man, Finley, Hursty Lee, 2018).
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1. Tiburdn azul (Prionace glauca)
4.1.1. Introduccién

El tiburon azul (Prionace glauca, Linnaeus 1758) es una especie perteneciente a la
familia Carcharhinidae ubicada dentro de la clase Chondrichthyes (Tabla 1), es decir,
gue poseen mandibula y esqueleto cartilaginoso (Pough, Heiser y Janis, 1996). A su
vez, al pertenecer a la subclase Elasmobranchii, se caracterizan por su método de
osmorregulacion, el mismo depende de mantener altos niveles tisulares de urea, lo
gue constituye importantes consecuencias en el procesamiento de la carne (Durga,
Poojaben, Raj y Yagnesh, 2020).

Los condrictios son los vertebrados mas antiguos, de hecho, habitan la Tierra desde
hace 400 millones de afios, segun Grogan y Lund (2004), peces morfolégicamente
similares a los tiburones de hoy en dia coexistian con los dinosaurios.

Los peces cartilaginosos varian desde planctivoros hasta depredadores de la cuspide
de la cadena tréfica, como son los tiburones; y a su vez, presentan todas las formas
reproductivas existentes, desde oviparos hasta viviparos placentarios (Snelson,
Roman y Burgess, 2008).

Segun FAO (1994) y Compagno (2008), existen cerca de 1.160 especies de
condrictios (aproximadamente 350 de ellas son tiburones), de las cuales cerca de un
2.5% habitan aguas oceanicas mar adentro, lejos de las plataformas continentales. A
pesar de que las aguas oceanicas son menos productivas y presentan menor
diversidad y disponibilidad de alimentos en comparacion con aguas costeras, existen
zonas calientes con alta productividad y mejores indices de biomasa y diversidad; las
mismas se asocian a remolinos y montes submarinos (Worm, Lotze y Myers, 2003).
En ese sentido, la capacidad de migrar largas distancias para adaptarse a las
condiciones supone una caracteristica fundamental para la supervivencia de las
especies, por ejemplo, el recurso en estudio (Prionace glauca), es capaz de realizar
grandes migraciones transoceanicas (Kohler y Turner, 2008).

Tabla 1. Taxonomia del tiburon azul (Prionace glauca)

Taxonomia

Reino Animal

Phylum Chordata

Clase Chondrichthyes

Sub clase Elasmobranchii

Super orden Euselachii

Orden Carcharhiniformes

Familia Carcharhinidae

Género Prionace

Especie Prionace glauca (Linnaeus, 1758)

Fuente: Sistema Integrado de Informacion Taxonémica (ITIS).
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4.1.2. Biologia

El tiburdn azul posee un cuerpo delgado con aletas pectorales largas, su color es azul
indigo en el dorso, azul metélico en los flancos y blanco en su zona ventral; su tamafio
es relativamente grande, llegando algunos ejemplares a alcanzar los 380 cm de
longitud, con aparente similitud entre hembras y machos (Fig. 1) (Nakano y Stevens,
2008).

Su alimentacién consiste en pequefios peces pelagicos y cefalopodos, en especial
calamares; aunque eventualmente se han hallado en su estomago crustaceos
pelagicos, pequefios tiburones e incluso aves marinas. Si bien pueden alimentarse
durante todo el dia, son especialmente activos durante la noche, con un pico de
actividad al atardecer a través de movimientos desde la superficie hacia el fondo, que
pueden llegar a alcanzar los 600 m de profundidad (Clarke, M.R., Clarke, D.C., Martins
y da Silva, 1996; Nakano y Stevens, 2008).

En cuanto a su reproduccion, es una especie vivipara placentaria, con un periodo
gestacional que va de 9 a 12 meses, luego del cual paren cerca de 30 crias de 35 a
50 cm de longitud, durante la primavera y principios del verano. Las zonas de cria se
ubican en areas de transicion en donde abunda el alimento para los juveniles. La
maduracion de los ejemplares ocurre a los 4 a 6 afios en los machosy alos 5 a 7 afios
en el caso de las hembras. Se ha constatado que las hembras adultas poseen un ciclo
reproductivo estacional, mientras que machos y hembras subadultos son sexualmente
activos todo el afio (Nakano y Stevens, 2008).

Figura 1: Tiburdn azul (Prionace glauca). Fuente: FAO, 2018.
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4.1.3. Distribucién mundial

El tiburon azul es una especie oceanica epipelagica ampliamente distribuida en los
océanos del mundo, entre 50°S y 60°N de latitud, aungue no exclusivamente (Fig. 2).
Abunda en el Océano Pacifico oriental y en el Océano Atlantico, donde se concentra
en montes submarinos (FAO, 1994; Nakano y Stevens, 2008).

Si bien prefiere aguas relativamente frias, entre 7 y 16°C, tolera muy bien las aguas
templadas, tropicales y subtropicales que rondan los 20°C (Compagno, 1984; Nakano
y Stevens, 2008).

Nakano y Stevens (2008) sugieren que la especie escasea en aguas ecuatoriales y
aumenta con la latitud, y a su vez, que el tamafo disminuye a medida que aumenta la
latitud.

160° 140° 120° 100° 80° 60° 40° 20° 0° 20° 40° 60° 80° 100° 120° 140° 160°

O 0L 0 0§

NS 0E

0L

40° 60° 80° 1009 120° 140° 160°
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Distribution Map

Figura 2: Mapa de distribucion mundial. Fuente: FAO, 2018.

Debido a que es una especie con alta actividad migratoria, sigue patrones de
movimiento complejos relacionados con la época del afo, reproduccion vy
disponibilidad de alimentos (Nakano y Stevens, 2008).

La migracion de la especie varia segun se encuentre en el Océano Pacifico o en el
Océano Atlantico.

En el Océano Pacifico, el mercado de tiburén azul es muy limitado, pero se han
registrado migraciones de hasta 9.200 km.

Basado en estudios de mercado, se proponen los siguientes modelos de migraciones
segun el sexo de los tiburones (Fig. 3 y Fig. 4) (Nakano y Stevens, 2008):

La especie se aparea en verano, a una latitud de entre 20 y 30°N. Las hembras
prefiadas viajan hacia el norte a la denominada zona de partos, donde permaneceran
hasta el proximo verano, momento en que ocurren los nacimientos. Luego migran
hacia la zona de cria, a una latitud de entre 35 y 45°N (limite subartico), en donde
converge abundante disponibilidad de alimentos para el crecimiento de los jévenes.
Durante 2 a 5 afios, hasta que alcanzan los 135 a 200 cm de longitud, las hembras
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permanecen en la zona de cria, al norte de la misma y en el Golfo de Alaska (Fig. 3).
En cambio, los machos, permanecen durante 2 a 4 afios (hasta que alcanzan los 135
a 200 cm de longitud) en la zona de cria y al sur de la misma (Fig. 4).

Finalmente, los adultos migran hacia la zona ecuatorial, al sur del &rea de cria.
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Figura 3: Mapa de migraciones de hembras de tiburén azul en el Pacifico norte
(Nakano y Stevens, 2008).

E
E
3
E
E
3

140°E 160°E 180° 160°W 140°W

s

1 Y PP e P fm

Nursery ground Subadult

20°N

0° £

llllllllIlllllllllllllllllllllllllllIlllll

Figura 4: Mapa de migraciones de machos de tiburdon azul en el Pacifico norte
(Nakano y Stevens, 2008).

Nakano y Stevens (2008) se basan en estudios de mercado de tiburon azul para
sugerir que se dan amplios movimientos migratorios transatlanticos que siguen los
sistemas de corrientes oceanicas. En este sentido, establecen los siguientes modelos
de migraciones segun la época del afio en el Océano Atlantico (Fig.5 y Fig. 6):
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A fines de verano, otofio e invierno, los ejemplares jévenes de ambos sexos, las
hembras subadultas y los machos adultos, migran mar adentro siguiendo la Corriente
del Golfo, algunos llegan hasta el Mar Caribe, otros incluso lo hacen hasta Sudamérica
(Fig. 5). Las hembras recientemente apareadas se trasladan a la costa, mientras que
algunos ejemplares migran hacia el Atlantico oriental.

Durante la primavera, migran hacia la costa desde la Corriente del Golfo, siguiendo la
plataforma continental.

En invierno, las hembras adultas se ubican en el Atlantico oriental, en el area de las
Islas Canarias y la costa africana, a unos 27 a 32°N; muchas de ellas son gestantes,
mientras que mas hacia el norte se encuentran los machos, hembras jovenes y
subadultos. Entre los 32 y 35°N se encuentra la zona de apareamiento, y se pueden
hallar algunos machos inmaduros en alta mar. Las zonas de cria se encuentran en el
Mar Mediterraneo y frente a la Peninsula Ibérica, alli permanecen los tiburones
jovenes hasta alcanzar unos 130 cm de longitud, momento en el que se unen a las
migraciones extensivas de los ejemplares adultos.

50°N

Mainly juvenile and
subadult females

30

20

10

Figura 5: Mapa de migraciones de tiburén azul en el Atlantico norte durante otofio -
invierno (Nakano y Stevens, 2008).
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Figura 6: Mapa de migraciones de tiburon azul en el Atlantico norte durante
primavera - verano (Nakano y Stevens, 2008).

4.1.4. Importancia comercial

La pesqueria de palangre pelagico destinada a la captura de atunes y pez espada
apresa en forma incidental una gran cantidad de tiburones oceanicos, siendo el tiburon
azul la especie mas capturada (Nion, 1999). A su vez, en el Océano Pacifico
septentrional es capturado incidentalmente en la pesqueria del calamar gigante
(Dosidicus gigas) con redes de deriva en las que queda atrapado mientras intenta
atacar a los calamares gigantes. Eventualmente puede ser capturado con linea y
anzuelo, arrastres pelagicos y arrastres de fondo (FAO, 1994).

En cuanto a la pesca intencional, el principal objetivo es la obtencion de aletas para
su consumo en sopas. Hong Kong y Guangzhou (China) son los mercados y centros
de consumo de aleta de tiburon mas grandes del mundo. China, incluyendo a Hong
Kong, es el primer importador a nivel mundial de aletas de tiburdn, y es el principal
consumidor de sopa de aleta de tiburon. En 2020 se recolectaron y analizaron recortes
de aletas de tiburon del mercado de aletas, arrojando como resultado que la especie
mas predominante es el tiburén azul, con una proporcion de 36.11% en Guangzhou y
de 39.01% en Hong Kong (Cardefiosa, Fields, Babcock, Shea y Feldheim, 2020).

En menor medida son explotados para consumo de su carne fresca, congelada, seca,
salada o ahumada; cuyo obstaculo en la industria es su olor y sabor amoniacal
originado en la descomposicion de la urea.

Eventualmente son explotados para la obtencidén de aceite de higado utilizado en la
industria cosmética y farmacéutica por ser rico en vitamina A, vitamina D y escualeno;
y ocasionalmente de sus dientes y vértebras para la produccion de joyeria y artesanias
(Domingo et al., 2008; Kim, 2014).

Segun FAO (2018) los paises que consumen carne de tiburén azul con asiduidad son
Espafia, Brasil, Francia e Italia.
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En la Tabla 2 se expresa la produccion de captura global entre los afios 2012 a 2016,
siendo estos los ultimos datos registrados por el organismo internacional Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO).

Tabla 2: Produccién de captura global de Tiburén Azul (Prionace glauca) 2012 — 2016.

Afo Toneladas
2012 135.977
2013 139.485
2014 120.006
2015 105.937
2016 112.066

Fuente: FAO (2018)

4.1.5. Situacion nacional

Desde el afio 2002, el tiburon azul en presentacion HGT (Headed, Gutted, Tailless)
congelado es ingresado al pais en régimen de admision temporaria para su
reprocesamiento. La procedencia de éste varia segun los buques factoria, los buques
chinos y taiwaneses capturan en el Océano indico y los buques espafioles en el
Oceéano Atlantico y costa africana. Por su parte, el organismo que se encarga del
control de los productos en admision temporaria es el Laboratorio Tecnologico del
Uruguay (LATU) (Benitez et al., 2009).

En la Tabla 3 se expresan las toneladas y valores en miles de ddlares de la
exportacion de tiburon azul en los ultimos 5 afios, desde Uruguay.

Tabla 3: Exportacion de tiburén azul (Prionace glauca) en los ultimos 5 afios

Afo Miles USD Toneladas
2015 10.928,00 5.199,00
2016 7.662,00 3.537,00
2017 9.890,00 4.359,00
2018 11.395,00 4.343,00
2019 8.275,00 2.939,00

Fuente: DINARA
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En Uruguay, las plantas que reprocesan tiburon azul realizan la extraccion de la piel
del mismo (desollado o cuereado), lo cortan en trozos o rodajas y lo congelan IQF
(Individual Quick Freezing) (Benitez et al., 2009).

Actualmente, las empresas que procesan tiburon azul en Uruguay son 5, de las cuales
se pudo acceder a la informacion de 2 de ellas, como se expresa en la Tabla 4.

Tabla 4: Produccién nacional de tiburon azul (Prionace glauca)

Cantidad
Volumen de piel y
de : restos Rendimiento :
L Presentaciones de corte Destino
Planta produccion (%) .
elaboradas anual : ., delapiel
anual (kg - estimado
2018) (kg -
2018)
1 899.478 Postas y lomos 171.329 83-85% Bioterra**
2 1.761.118 Postas y lomos 360.711 83% Bioterra**
Total 2.660.596 532.040

*Rendimiento de pelado de tiburon HGT

**Bjoterra: empresa dedicada a la recoleccion de residuos destinados a insumos para
diversos procesos industriales.

Fuente: Crosi, comunicacion personal.

4.1.6 Piel de tiburén azul

La piel del tiburon azul es gruesa, constituida por dos capas, con escamas presentes
sé6lo en la capa superficial (Blanco, Vazquez, Pérez-Martin y Sotelo, 2017).

Las escamas placoides poseen una estructura similar a los dientes, con cavidad
pulpar central, vasos sanguineos, dentina y capa externa de esmalte (Pough et al.,
1996; Durga et al., 2020). Dichas escamas cumplen la funcién de reducir la turbulencia
causada por el flujo de agua sobre la superficie del animal, lo que aumenta la eficiencia
en la natacion y, ademas, le confieren una cubierta aspera que les brinda mayor
flexibilidad y proteccién a las agresiones externas. Sumado a ello, la piel de las
hembras es aproximadamente 3 veces mas gruesa que la de los machos, lo que les
permite soportar las mordeduras de éstos durante el cortejo (Compagno, 1984; Pough
et al., 1996; Nakano y Stevens, 2008; Durga et al., 2020).

Por lo tanto, si se tiene en cuenta la naturaleza de las escamas y los mecanismos de
accion de los equipos utilizados en la industria, es habitual que los residuos de la piel
de tiburén azul no puedan ser procesados en forma de harina, motivo por el cual son
desechados y enterrados tal cual fueron extraidos.
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En cuanto alas propiedades fisico quimicas de la piel de tiburén azul, Rodriguez-Diaz,
Kurozawa, Netto, y Hubinger (2011) establecieron que la piel de tiburon azul es una
fuente importante de proteina, con un bajo contenido lipidico, lo que lo hace deseable
parala separacion de la fraccidn soluble en los hidrolizados. A su vez, el alto contenido
de cenizas se justifica por la presencia de tejidos arrugados insolubles en la superficie
de la piel, es decir, las escamas placoides (Tabla 5).

Tabla 5: Comparacion de la composicion quimica de piel de tiburén azul

Contenido (%) R.D L.LM.S.A S
Humedad 78,3+1,0 78,9 76,03 + 8,3
Cenizas 11,7 £ 0,4* 3,7 424 +24
Proteina 85,6 + 0,4* 16,8 22,79 £9,7
Grasas 3,6 +0,4* 0,2 0,24 +0,3

R.D Rodriguez-Diaz et al. (2011).
L..M.S.A Laboratorio Industrial Montevideo (2011).
S Sousa, Vazquez, Pérez-Martin, Carvalho y Gomes (2017).

*Base seca.
4.2. Hidrolizados de pescado

En Uruguay, la tecnologia de los hidrolizados de pescado fue desarrollada e
investigada por el profesor Victor H. Bertullo desde la década de 1950 hasta los afios
70. En 1956, Bertullo y Pérez descubrieron una levadura proteolitica Saccharomyces
platensis que actia sobre el musculo de pescado (con el agregado de melaza como
fuente energética) e hidroliza la molécula proteica a polipéptidos y aminoéacidos libres.
Asimismo, Victor H. Bertullo aisl6 una levadura proteolitica de origen marino de la
superficie del higado de merluza (Merluccius hubbsi) y adaptada a un bios que resalté
sus propiedades proteoliticas, a la cual denominé Hansenula montevideo. Esta
levadura es capaz de hidrolizar las proteinas de pescado en sus componentes
basicos, es decir péptidos y aminoéacidos (Bertullo, 1975).

Los hidrolizados (ensilados) de pescado se definen como proteinas de pescado que
se descomponen en péptidos de diferente tamafio (Shan et al.,2013). El ensilado de
pescado es un subproducto semiliquido o pastoso elaborado a partir de residuos de
la industria pesquera, caracterizado por una alta digestibilidad y compuesto por
proteinas de alto valor biolégico, para el cual se requiere una metodologia
relativamente facil y de bajo costo (Bello, 1994; Copes, Peciller, del Hoyo y Garcia
Romero, 2006).

El ensilado de desechos de pescado es una técnica antigua, amigable con el medio
ambiente, segura y tecnolégicamente mas simple y econémica que procesos como la
produccion de harina (Bertullo, 1975; Kim, 2014).
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Durante el proceso se produce una disminucion del pH a valores cercanos a 4, lo cual
permite la activacion de las enzimas propias del pescado, produciendo su autdlisis.
Como consecuencia se modifican caracteristicas intrinsecas que inhiben el desarrollo
de bacterias del deterioro y patégenas, esto le confiere al producto una conservacion
prolongada en el tiempo a temperatura ambiente (Copes et al., 2006).

La aplicacion mas importante que surge de los ensilados de pescado es su utilizacion
como fuente de nitr6geno en la formulacion de dietas de especies productivas como
cerdos, aves y peces (Bertullo, 1989). Benitez, Ibarz y Pagan (2008), sugirieron que
una de las grandes aplicaciones de los hidrolizados de proteinas en humanos es su
utilizacién como fuente de nitrdgeno en la formulacion de dietas enterales destinadas
a la alimentacién de adultos enfermos y/o nifios.

Los hidrolizados de pescado pueden ser obtenidos por diferentes métodos, dentro de
los cuales se pueden mencionar: quimico y biologico.

4.2.1 Hidrolizados quimicos

El ensilado quimico es un producto semiliquido obtenido de la mezcla de pescado
entero o partes del mismo con un &cido o alcali. Generalmente se utilizan acidos como
el formico, clorhidrico, sulfarico, propionico o mezclas de ellos como por ejemplo
acético y férmico, formico y sulfrico y propionico y sulfurico (Bello, 1994; Copes et
al., 2006). A nivel quimico, la utilizacion de acido formico permite obtener ensilados
de pH 4 a 4,5y es capaz de impedir el crecimiento de microorganismos del deterioro
sin necesidad de neutralizacion final. Los acidos minerales como el clorhidrico o el
sulfrico son mas econdémicos, su manipulacién es mas riesgosa, se utiliza menos
cantidad y es necesaria la neutralizacion final del producto antes del consumo (Bello,
1994).

Copes et al. (2006) realizaron ensayos para obtener ensilados de pescado que les
permitan desarrollar un suplemento dietario proteico de alto valor bioldgico para ser
utilizado en microemprendimientos de acuicultura. Para los mismos utilizaron residuos
de pejerrey (Odontesthes bonariensis) como ser cabezas, troncos y visceras, asi
como filetes defectuosos y pescados enteros. El pescado fue picado con maquina
manual (picadora de carne) y acidificado con 2,8% de acido férmico; se mezclo y se
dejoé 24 horas a temperatura ambiente para su posterior lectura de pH. Debido a que
el acido formico no fue suficiente para alcanzar un pH 4, debieron adicionar una
solucion de acido sulfurico al 20% gradualmente hasta llegar a un pH 4 que se
mantuvo durante 30 dias.

Pese a que es un método sencillo que no requiere equipos e infraestructura
sofisticada, presenta importantes desventajas como un alto costo econémico, riesgos
para los operadores asociados a la manipulacion de los acidos y que los tratamientos
guimicos afectan la calidad nutricional de los péptidos obtenidos (Bello, 1994; Benitez
et al., 2008).

20



4.2.2 Hidrolizados biolégicos
4.2.2.1 Agentes microbianos

En busca de un método con mayores ventajas que el quimico, surgen los hidrolizados
con agentes microbianos.

Se han detectado grupos microbianos utilizados en el ensilaje, entre los cuales se
sefialan bacterias acido-lacticas (BAL) como Streptococcus lactis y Lactobacillus
plantarum; mohos y levaduras como Aspergillus oryzae flavus, Saccharomyces
platensis y Hansenula montevideo (FAO, 1989).

Las bacterias &cido-lacticas (BAL) son un grupo heterogéneo de bacterias que crecen
en presencia de oxigeno, y como via de obtencion de energia fermentan hidratos de
carbono (glucosa y lactosa), dando como producto final &cido lactico (Schleger y
Zaborosch, 1997).

Segun Schleger y Zaborosch (1997) y Kuley et al. (2019), las BAL se clasifican en
homofermentativas (dan como producto final acido lactico puro o casi puro, hasta un
90%) y heterofermentativas (dan como producto final acido lactico, acido acético,
etanol y dioxido de carbono).

Las BAL disminuyen los valores de pH hasta niveles menores a 4,5 impidiendo el
crecimiento de otras bacterias anaerébicas (Schleger y Zaborosch, 1997; Kuley et al.,
2019). En ese sentido, respecto a la accion conservadora y esterilizante de dichas
bacterias, se las utiliza frecuentemente en la industria alimenticia, por ejemplo, las
BAL que se obtienen de materiales vegetales, poseen un elevado uso en la industria
de alimentos de origen animal.

Con respecto a los requerimientos para el correcto desarrollo de las BAL, Hofvendahl
y Hahn-Hagerdal (2000) recomiendan proporcionar el medio M.R.S (deMan, Rogosa,
Sharpe Broth) debido a que son microorganismos cuya biosintesis es muy limitada. A
Su vez, sugieren algunos parametros de interés para que produzcan la fermentacion,
como una temperatura de entre 25y 35°C, proporcionar sustratos energéticos como
melaza y asegurarse de que el pH sea inferior a 5,7.

Una de las BAL mas utilizada para producir ensilados de pescado es Lactobacillus
plantarum, la misma es una bacteria gram positiva, no esporulada, homofermentativa,
proveniente de plantas intactas y en descomposicion (Schleger y Zaborosch, 1997).

La fermentacién es un proceso microbiano con un impacto ambiental positivo; es la
biotecnologia mas util para resolver la utilizacién de los desechos de pescado en la
industria de procesamiento del mismo, en parte porque los microorganismos
constituyen una fuente inagotable de compuestos quimicos utiles, se requiere una
sencilla manipulacion de los agentes, posee bajo costo econdmico y presenta la
posibilidad de trabajar con diferentes cepas de BAL segun disponibilidad (Bello, 1994;
Singh nee” Nigam y Pandey, 2009; Kuley et al., 2019).

En cuanto a los carbohidratos, son una fuente de nutrientes de carbono para el cultivo
de los microorganismos, algunos de ellos, como la melaza, la sacarosa y el almidén,
son utilizados casi universalmente como fuente de carbohidratos renovables en los
procesos de fermentacion, y su principal ventaja es que tienen un bajo costo
econdmico (Singh nee” Nigam y Pandey, 2009). La melaza puede ser obtenida de
cafia o de remolacha, y es un licor madre separado de la sacarosa cristalizada (Singh
nee” Nigam y Pandey, 2009).
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Dos fendmenos independientes, pero estrechamente relacionados entre si, dominan
el proceso de ensilaje biolégico. Por un lado, acidificacion y reduccion del pH por
accion de las BAL, medible a través de la valoracion de pH; y por otra parte hidrolisis
por accion de las enzimas proteoliticas, medible a través de la consistencia, liquido
exudado y compuestos nitrogenados.

Al aumentar la hidrdlisis proteica, se producen compuestos nitrogenados (péptidos,
aminoacidos, aminas, etc.) que afectan la capacidad buffer del medio, aumentando el
pHy forzando a que las BAL produzcan mayor cantidad de acido lactico para restaurar
el pH del medio. Por ello la importancia de la disponibilidad de una fuente de energia
para las bacterias (Bello, 1994).

Cuando el &cido lactico es dominante, se obtiene un ensilaje de muy buena calidad,
debido a sus propiedades antimicrobianas y a su capacidad para disminuir el pH
rapidamente, inhibiendo el crecimiento de microorganismos patdégenos y de
putrefaccién (Castillo, Sanchez y Ochoa, 2019; Kuley et al., 2019).

Victor Bertullo, el precursor de los ensayos de hidrolizados de pescado a nivel
nacional, experimenté principalmente con dos levaduras proteoliticas Saccharomyces
platensis y Hansenula montevideo obteniendo ensilados de pescado estables a
temperatura ambiente por largo tiempo (Bertullo, 1975).

Respecto a la aplicacion de BAL, Areche, Berenz y Leon (1989) utilizaron bacterias
del yogur Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus para producir la
fermentacion de residuos de sardina (Sardina pilchardus) con sacarosa (azucar de
cafa). Los residuos de sardina (cabezas, visceras y columna vertebral) se sometieron
a coccion a 100°C durante 30 minutos. Algunas muestras se incubaron a 40°C por 48
horas y otras a temperatura ambiente (18°C a 28°C) durante 7 dias. Para determinar
la participacion exclusiva de las bacterias del yogur en la fermentacion, se esterilizaron
los residuos de pescado y la sacarosa en autoclave a 115°C por 15 minutos y se
mezclaron en condiciones asépticas con el inéculo del yogur. En paralelo se
prepararon ensilados en condiciones normales, es decir, sin esterilizar, utilizandose la
misma formulacién y tiempo de incubacion.

Por otro lado, Enrique Bertullo (1989) utilizO Hansenula montevideo con el fin de
destinar los ensilados a la alimentacion de cerdos. Para ello trabajé con “Vieja del
Agua” (Loricaria spp.) que fue vertida en piletas y se le adicion6 15% de melaza y los
cultivos liquidos de Hansenula montevideo al 0,1%; la mezcla se agité diariamente de
forma manual.

Basandose en los ensayos de Areche et al. (1989), Berenz (1994) sugirieron un
ensilado biolégico utilizando desechos del procesamiento de sardina (Sardina
pilchardus) que fueron lavados, cocidos y molidos y posteriormente se les adicioné
5% de yogur y 10% de melaza.

Por su parte, Bello (1994) propuso ensayos con pescado entero y residuos de los
mismos, con diferentes microorganismos como Lactobacillus plantarum ATCC 8014,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus, Candida lipolytica, entre otros, y con sustratos
como fuente de carbohidratos se utilizaron harina de maiz, yuca, almidén, avena y
melaza. Durante este trabajo se realizaron diferentes pruebas para determinar las
proporciones minimas de sustrato e in6culo microbiano necesarios para desarrollar
ensilados estables y viables. El progreso, la eficiencia y la estabilidad del proceso
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fueron valorados a través de parametros como acidez, pH, consistencia, nitrégeno no
proteico, liquido exudado, humedad, grasa, proteina, cenizas y recuento de
microorganismos.

En 2007, Dragonetti, Friss de Kereki, FernAndez, Varela y Costa, siguiendo los
lineamientos del Prof. Dr. Victor Bertullo, desarrollaron ensilados biol6gicos de
residuos de “caracol negro” (Adelomenon brasiliana) mediante la hidrolisis biol6gica
con Hansenula montevideo. El preparado se mantuvo a temperatura ambiente (entre
18°C y 20°C) con agitacion manual periddica. A las 12 horas evidenciaron una
marcada fermentacién y a las 48 horas obtuvieron un ensilado acido de color y olor
caracteristico, estable a temperatura ambiente con un tenor proteico similar al de la
materia prima (17% a 18%).

4.2.2.2 Enzimas

La hidrdlisis enzimatica es un tipo de hidrolizado biolégico que utiliza enzimas para
romper los enlaces peptidicos de las proteinas de desechos de productos frescos, por
lo que son utilizadas luego del procesamiento (Kim, 2014).

Las enzimas mas utilizadas para digerir los desechos de pescado son las proteasas.
La hidrolisis enzimatica presenta diferentes ventajas como ser la especificidad de
accion de la enzima, lo que posibilita el control de las caracteristicas en el producto
final. Las condiciones de reaccion suaves en las que tiene lugar la digestion de las
proteinas permiten obtener un producto soluble de elevada calidad, ya que el musculo
no es sometido a valores extremos de temperatura y pH, ni a la accién de compuestos
guimicos (disolventes organicos, bases o acidos) que pudieran afectar el valor nutritivo
del producto final. Por otro lado, la no destruccién de aminoacidos esenciales hace
gue la proteina retenga su valor nutritivo mejor que los hidrolizados acidos y basicos
(quimicos) tradicionales. Y por dltimo la inactivacion de la enzima por calentamiento
haciéndose innecesaria su eliminacion del medio de reaccion. Por todo ello, la
hidrolisis enzimatica aparece como una de las tecnologias mas extendidas para la
obtencion de hidrolizados proteicos a partir de subproductos de la pesca
(Aurretkoetxea y Perera, 2001).

Como antecedente de enzimas proteoliticas de origen vegetal utilizadas en ensilados
de pescado, se pueden citar a la papaina y a la bromelina, obtenidas de frutas como
la papaya y el anana (Berenz, 1999).

En cuanto a las enzimas proteoliticas de origen animal utilizadas en la industria
alimentaria, son proteasas pancreaticas, si bien cada vez estan adquiriendo mayor
importancia las de origen bacteriano o fungico, principalmente las obtenidas a partir
de los géneros Bacillus y Aspergillus. Los preparados de enzimas suelen ser mezclas
de las mismas que generalmente se venden en estado liquido o en polvo. Las
principales variables que determinan el resultado de la reaccién son temperatura, pH,
relacion enzima/sustrato y tiempo de reaccion. Los primeros 3 factores inciden en la
velocidad de reaccidon y pueden afectar la especificidad de la enzima. El tiempo de
reaccion solamente determina el grado final de hidrdlisis (Benitez et al., 2008).

Estas proteasas se clasifican segun su origen, (animal, vegetal, bacteriano o fungico)
0 segun su modo de accion catalitica (endo- o exo-actividad). Las endoproteasas
hidrolizan enlaces peptidicos dentro de la cadena de la proteina, y las exoproteasas,
por el contrario, eliminan aminoacidos terminales de las proteina (Benitez et al., 2008).
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La temperatura del hidrolizado depende de la temperatura Optima de la proteasa
utilizada, generalmente trabaja en un rango de 60 a 71°C; en cuanto al pH, la mayoria
de las proteasas trabajan en valores cercanos a la neutralidad, condicion que también
existe en el organismo de los peces (Goldhor y Regenstein, 2007).

Actualmente, se encuentran disponibles comercialmente muchas proteasas de grado
alimenticio; con respecto al valor econémico, se puede afirmar que las endoproteasas
son mas econdmicas que las exoproteasas (Goldhor y Regenstein, 2007; Kim, 2014).
Segun Rao, Tanksale, Ghatge y Deshpande (1998), para este tipo de aplicaciones lo
mas adecuado consiste en la utilizacion de enzimas proteasas de origen microbiano
frente a las de origen vegetal o animal, por su mayor estabilidad frente a la temperatura
y pH, mayor rendimiento y menor costo de produccién. Ademas, son de eleccion las
enzimas con actividad endoproteasa, de manera que sean hidrolizados los enlaces
peptidicos internos, dando lugar a péptidos de diferentes tamafios (Aurretkoetxea y
Perera, 2001).

La hidrdlisis enzimética de los desechos de la pesca ha recibido mayor atencion en
los ultimos afios debido a su eficacia en la recuperacion de péptidos solubles con alto
valor nutricional. Ademas, se han constatado posibles aplicaciones de los hidrolizados
de proteinas para la prevencion y el tratamiento de la hipertension, la
hipercolesterolemia, las alergias alimentarias y el cancer debido a su actividad
inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina, su contenido de péptidos de
bajo peso molecular y sus propiedades antioxidantes (Benitez et al., 2008; Rodriguez-
Diaz, Tonon y Hubinger, 2014).

Aurretkoetxea y Perera (2001) preseleccionaron 4 enzimas comerciales en funcion del
tipo de actividad (endoproteasas), referencias bibliograficas y recomendaciones de los
propios fabricantes. Los ensayos se realizaron con residuos tunidos cocidos y
diferentes concentraciones de enzima: 1%, 3% y 5%. Una vez obtenido el hidrolizado,
se lo sometio a secado en estufa a vacio a 90°C.

Por su parte, Rodriguez-Diaz et al. (2011) realizaron hidrolizados enzimaticos de piel
de tiburén azul congelada con algo de carne adherida y una endoproteasa comercial:
Protamex (Novozymes). Los experimentos se realizaron en diferentes condiciones, pH
6.8 a 8, relacion enzima/sustrato 1% a 5% y temperatura 45 a 65°C. Una vez afiadida
la enzima, mantuvieron el pH constante mediante la adicion de 1 N de NaOH.
Finalmente llevaron la mezcla a 90°C durante 10 minutos a fin de inactivar la enzima.

En 2019, Calle y Gutiérrez propusieron hidrolizados por método enzimatico en calamar
gigante (Dosidicus gigas) con una enzima comercial: DELVOLASE®. Se realiz6 la
molienda de la materia prima y se le adicion6 agua y 3,2% de la enzima. Se inactivd
la enzima elevando la temperatura hasta 90°C por 10 minutos y finalmente el
hidrolizado resultante se sometié a secado por aspersion con el objetivo de
deshidratarlo.
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5. HIPOTESIS

Se pueden obtener hidrolizados de piel de tiburén azul (Prionace glauca) mediante la
accion de indculos de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014™* (CL3052) asi como
por el uso de una enzima comercial: FPH (Novozymes) como tecnologias para
aprovechar los residuos de la misma.

6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar dos métodos de degradacion biolégica: Lactobacillus plantarum ATCC®
8014™* y enzima comercial: FPH (Novozymes) como agentes productores de

hidrolizados de piel de tiburén azul (Prionace glauca).

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener hidrolizados con la piel de tiburon azul (Prionace glauca) utilizando
Lactobacillus plantarum.

e Obtener hidrolizados con la piel de tiburén azul (Prionace glauca) empleando
una enzima comercial (proteasa).

e Determinar la composicion quimica de los dos tipos de hidrolizados.

e Explorar la posibilidad de que estos procesos sean utilizados en la industria
pesquera nacional.
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7. MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de la Unidad Académica de Ciencia
y Tecnologia de Productos Pesqueros, ex Instituto de Investigaciones Pesqueras
“Prof. Dr. Victor H. Bertullo” (Udelar — Facultad de Veterinaria).

Se utilizé piel de tiburdn azul (Prionace glauca) provista por dos plantas procesadoras
ubicadas en los Departamentos de Montevideo y Lavalleja, Uruguay. La misma se
transportd al laboratorio congelada en bolsas plasticas y se almacené en freezer
(-18°C) hasta su posterior procesamiento.

Se realizaron dos ensayos con repeticiones: uno con Lactobacillus plantarum ATCC®
8014 ™* (CL3052) con tratamientos experimentales 5%, 10% y 15% y otro con una
enzima comercial FPH (Novozymes) con tratamientos experimentales 0,33% y 0,5%.
Se estudio la accion de estos agentes sobre el sustrato (piel de tiburén), controlando
diariamente pH, temperatura y caracteristicas de la piel de tiburén azul (grado de
degradacion a la inspeccion visual).

Por otro lado, se realiz6 una encuesta a los veterinarios responsables de todas las
plantas procesadoras de piel de tiburén azul habilitadas al momento de este estudio,
con el fin de recabar informacion de la situacién y equipamiento actual para la posible
produccion de hidrolizados en dichas plantas.

A fin de evaluar los cambios fisico-quimicos como consecuencia del uso de estos
procesos, se realizaron analisis de composicion quimica de la materia prima y de los
dos tipos de hidrolizados obtenidos con Lactobacillus plantarum ATCC® 8014 ™*
(CL3052) y con la enzima comercial FPH Novozymes. Los mismos fueron realizados
en el laboratorio del Departamento de Cienciay Tecnologia de Alimentos de Facultad
de Quimica (Udelar) y en el Laboratorio Cristar Zerbi.

7.1. Reconstitucion de cepas liofilizadas de Lactobacillus plantarum ATCC®
8014™* (CL3052) y cultivo starter

Se rehidraté el loop en un tubo de ensayo con 1 ml de Tryptic Soy (T.S.) y se incub6
durante 20 minutos a 36°C (hasta la completa disolucién de su capa protectora y
liberacién de las bacterias). Posteriormente se inocul6 en 500 ml de caldo deMan
Rogosa Sharpe Broth (M.R.S. Broth) segun protocolo “Stock Culture Maintenance”
(Anexo 1) recomendado por ATCC®, obteniendo asi el cultivo starter (el caldo M.R.S
Broth es selectivo y especifico para Lactobacillus).

Finalmente, se incubd en estufa de cultivo (Daihan Scientific ThermoStable IG - 50) a
37°C durante 48 horas para lograr el desarrollo bacteriano en el medio.

Del cultivo starter se tomaron 10 ml con micropipeta y se colocaron en 90 ml de agua
peptonada (100 ml total), posteriormente se realizaron diluciones en base 10 y por
duplicado. Las diluciones 108 y 10° se inocularon en placas estériles en profundidad
con deMan Rogosa Sharpe Agar (M.R.S Agar) y se incubaron a 37°C durante 48 horas
para el posterior recuento de colonias, lo que permiti6 medir la concentracién
bacteriana del in6culo. Finalmente se realiz6 la medicion por turbidimetria con escala
estandar de Mc Farland, para la cual se colocaron 2 ml de agua destilada en un tubo
de ensayo, posteriormente se tomaron dos colonias de una de las placas sembradas
en (M.R.S Agar), y con ansa se colocaron en el tubo de ensayo. Luego se agité y se
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midié con la escala Mc Farland obteniendo un inéculo cuya concentracién bacteriana
fue de 1,5 x 108 células/ml (estandar 5).

7.2. Ensayo con Lactobacillus plantarum ATCC® 8014™* (CL3052)

Se trabajo con 8 muestras que fueron divididas en 3 submuestras y se prepararon de
la siguiente manera:

Se cortd la piel de tiburén azul en trozos y se coloc6 0,500 kg en cada uno de los 3
vasos de Bohemia. Posteriormente se adiciond 15% v/v de melazay 15% v/v de agua
destilada a cada uno y se agit6 con varilla para homogeneizar.

En uno de los vasos de Bohemia, se colocaron 25 ml (5%) del in6culo (L. plantarum
en medio M.R.S Broth); en el segundo se adicionaron 50 ml (10%) del in6culo (L.
plantarum en medio M.R.S Broth); y en el tercero se colocaron 75 ml (15%) del inéculo
(L. plantarum en medio M.R.S Broth). Posteriormente se homogeneiz6 y se midio el
pH inicial.

Finalmente se llevaron las muestras a estufa a 36°C y se midieron los parametros de
interés diariamente (pH y grado de degradacion a inspeccion visual).

Los ensayos se incubaron en estufa a 36°C durante 12 dias controlando
periodicamente el proceso de degradacion y parametros de interés.

Como control en cada ensayo se utilizé un vaso de Bohemia con 0,500 kg de piel de
tiburon azul, 15% de melaza y 15% de agua destilada. El mismo se mantuvo en estufa
a 36°C durante su viabilidad.

7.3. Ensayo con enzima comercial FPH (Novozymes)

Se trabajo con 2 muestras de piel de tiburon azul que fueron divididas en 4
submuestras y se prepararon de la siguiente manera:

En cada muestra se cort6 la piel de tiburén en trozos y se colocé 0,500 kg en cada
vaso de Bohemia de vidrio (4 en total).

En 2 de los vasos se agregaron 0.5 litros de agua destilada y en los otros 2 se agrego6
1 litro de agua destilada.

Posteriormente se llevo a 85°C durante 10 minutos y se dejé enfriar hasta alcanzar
50°C, para luego inocular 5,0 ml de enzima en cada vaso, lo que corresponde a 0,33%
y 0,5% de enzima en los vasos de Bohemia de 1 litro y 0.5 litros de agua destilada
respectivamente.

Se agitd mecanicamente y se midio el pH inicial.

Posteriormente se llevé a estufa a 55°C por 24 horas y se midié pH e indice de
refraccion con refractbmetro (Atago® — Master Refractometer). Finalmente se
mantuvo a temperatura ambiente controlando los parametros de interés.
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7.4. Recoleccién de datos
El instrumento de recoleccion de datos utilizado esté representado en el Anexo Il.
Todas las variables de respuesta se midieron durante 12 dias, las mismas fueron:

pH: se midi6 diariamente con pHmetro (Atago® Digital pH Meter), se sumergié el
instrumento en cada hidrolizado y se anotaron los valores, entre cada medicion se
lavé el instrumento con agua destilada.

En los tratamientos experimentales con L. plantarum, se busco llegar a valores iguales
o inferiores a 4,5 (Kuley et al., 2019; Castillo et al., 2019). En el caso de enzima
comercial, se esperaron valores cercanos a 6, segun recomendaciones del laboratorio
de origen (Novozymes).

indice de refraccion: en el caso de los ensayos con enzima comercial, se midio el
indice de refraccion con refractdmetro. Para ello se tom6 una muestra de cada
hidrolizado con pipeta, y se coloco en la cAmara del refractdmetro para la lectura del
valor correspondiente. Los valores esperados para los hidrolizados son = 8 °Brix, lo
gue indicaria la maxima concentracion de solidos en el medio.

Olor: se registré diariamente la percepcion olfativa mediante escala de intensidad de
olor ordinal, a saberse:

1. Sui generis

2. Fermento

3. Amoniacal suave
4. Amoniacal fuerte
5. Putrido

Sobrenadante: se comprob6 ausencia o presencia de sobrenadante mediante
observacion visual, el cual se registré en el cuadro “Observaciones” de la planilla de
recoleccion de datos, y se midio con la siguiente escala:

0 Ausencia

1 Escaso
1,5 Intermedio
2 Moderado

2.5 Abundante

Sedimento: se comprobd ausencia o presencia de sedimento mediante observacion
visual, el cual se registrd en el cuadro “Observaciones” de la planilla de recoleccion
de datos y se midi6 con la siguiente escala:

0 Ausencia

1 Escaso
1,5 Intermedio
2 Moderado

2,5 Abundante
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Grado de degradacion: se comprob6 el grado de degradacion mediante observacion
visual, el cual se registré en el cuadro “Observaciones” de la planilla de recoleccion
de datos y se midi6 con la siguiente escala:

0 Ausencia
1 Escaso
1,5 Intermedio
2 Moderado
2,5 Abundante
3 Completo

7.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos para la variable pH se realiz6 mediante
test de Kruskal-Wallis y test de U Mann-Whitney. Para determinar la normalidad de
los datos, se utilizé el test de Shapiro-Wilk. Cabe destacar, que dichos analisis se
realizaron con el software estadistico Past.

Por otra parte, los datos de degradacion de los hidrolizados con Lactobacillus
plantarum se analizaron mediante un test no paramétrico, el Analisis de Varianza
para medidas repetidas de Friedman seguido, cuando se encontraron diferencias
significativas, del test de Nemenyi. Para ambos test se considero un nivel de
significacion del 5% (a=0,05).
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8. RESULTADOS
8.1. pH

En comparacion con las muestras tratadas con Lactobacillus plantarum, las muestras
adicionadas con enzima comercial no mostraron variaciones de pH, las mismas
respetaron un valor constante de 6 (Fig. 7).

A su vez, de las muestras tratadas con Lactobacillus plantarum, la que presenté menor
variacién de valores de pH es la que trabaj6 con un in6culo de 10%, obtuvo un
promedio de 4,22 + 0,12, y un valor minimo de 4,09 y un maximo de 4,40.

Respecto a las muestras tratadas con un 15% de in6culo, obtuvieron un valor minimo
de 4,03 y un maximo de 4,75; con un promedio de 4,24 + 0,24. Finalmente, las
muestras tratadas con inéculo 5% presentaron un promedio de 4,68 + 0,61, un valor
maximo de 6,05 y un minimo de 4,33.

Por su parte, las variaciones de pH fueron afectadas por el grupo, las muestras
tratadas con in6culo del 5% presentaron una diferencia significativa de p=0,013 en
comparacién con el indculo 10% y de p=0,027 en comparaciéon con las muestras
tratadas con el inoculo 15%.

Ademas, no existio diferencia significativa entre las muestras tratadas con indculo 10%
y 15% (p=0,83).

Enzima

Indculo 15% |H —

Indculo 105 )D]—{
Indculo5 )|| {

40 45 5.0 5.5 6.0 6.5 iy
pH

Figura 7: Cambios de pH en ensayos con Lactobacillus plantarum y enzima comercial.
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8.2. Inspeccidén de las muestras

8.2.1. Ensayos con Lactobacillus plantarum

Del analisis de la inspeccion puede desprenderse que el inéculo 10% y el inéculo 15%
se comportan fisicamente igual.

La muestra control debié desecharse por el grado de putrefaccion, pero se observa
gue mientras se mantuvo viable, no alcanz6 los parametros que alcanzaron las
muestras inoculadas con Lactobacillus plantarum.

Con respecto a las muestras inoculadas con un 5%, las mismas tienden a mantener
niveles menores a los observados con muestras 10% y 15%.

1. Olor

El primer dia las muestras presentaron un olor amoniacal fuerte que fue disminuyendo
conforme al transcurso del tiempo, ya desde el cuarto dia en adelante el olor era a
fermento (Tabla 6).

En cuanto al control, el primer dia presentd un olor amoniacal fuerte, que fue
tornandose desagradable y putrefacto, hasta el cuarto dia en que se descarto debido
a su putrefaccion.

Tabla 6: Evolucion diaria del olor en muestras inoculadas con Lactobacillus
plantarum y control

Muestras Control

Dia 1l
Dia 2
Dia 3
Dia 4
Dia 5
Dia 6
Dia 7
Dia 8
Dia 9
Dia 10
Dia 11
Dia 12

NDNNMNNMNNNNMNDNDNOWDS

* 0k % F k% F ok X O1O1 D

(*) El control se descarté debido a su putrefaccion.
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2. Comportamiento fisico

Pudo establecerse que todas las muestras presentaron el mismo nivel de
sobrenadante durante el desarrollo de los hidrolizados, y que las muestras inoculadas
con 10% y 15% de Lactobacillus plantarum presentaron mayor cantidad de sedimento
en comparacion con las muestras tratadas con 5% de in6culo (Fig. 8 y Fig. 9). El
mismo era negro, de aspecto arenoso brillante.

En cuanto al hidrolizado, desde el dia 7 se alcanzé el mayor grado de degradacién en
las muestras tratadas con 10% y 15% de in6culo, el cual se mantuvo hasta el descarte
de las mismas. Por su parte, las muestras tratadas con inéculo 5%, desarrollaron un
grado de degradacion sustancialmente menor al alcanzado por los inéculos 10% vy
15% (Fig. 10). A su vez, existi6 diferencia significativa entre el indculo 5% vy los
indculos 10% y 15%, pero no existié diferencia significativa entre los in6culos 10% y
15% (Tablas 7 y 8).

Tabla 7: Comparacion de la degradacién lograda cada dia en los hidrolizados
de piel de tiburdn azul con diferentes dosis de indculo (Lactobacillus plantarum)

Dia 5% 10% 15% Nivel de significacion
1 8 8 8 n.s.
2 8 8 8 n.s.
3 162 31° 33P p<0,05
4 162 31° 33P p<0,05
5 162 40P 40P p<0,05
6 162 40P 40P p<0,05
7 162 47° 46° p<0,05
8 162 48P 47° p<0,05
9 162 46° 48P p<0,05
10 162 47° 47° p<0,05
11 162 47° 48P p<0,05
12 162 48P 48P p<0,05

Se muestran los rangos acumulados de las ocho repeticiones para cada dia.

Los datos fueron analizados mediante el Test de Friedman seguido del Test de Nemenyi
(a=0,05).

En la misma linea, letras iguales implican no diferencias significativas (p>0,05), mientras que
letras diferentes implica diferencias significativas (p<0,05) entre esos tratamientos
experimentales.
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Tabla 8: Estudio de la evolucién diaria (siete dias) de la degradacién lograda
en los hidrolizados de piel de tiburon azul con diferentes dosis de indculo
(Lactobacillus plantarum)

Dosis Dias
1 2 3 4 5 6 7
5% 82 82 16° 16° 16° 16° 16°
10% 82 82 31b 31b 40¢ 40¢ 479
15% 82 82 33b 33b 40° 40° 469

Se muestran los rangos acumulados de las ocho repeticiones para cada dosis
comparandolos a lo largo de los primeros siete dias del estudio.
Los datos fueron analizados mediante el Test de Friedman seguido del Test de Nemenyi

(a=0,05).

En la misma linea, letras iguales implican no diferencias significativas (p>0,05), mientras que
letras diferentes implica diferencias significativas (p<0,05) entre esos tratamientos
experimentales.
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Figura 8: Evolucion del sobrenadante en las diferentes muestras.
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Figura 9: Evolucién del sedimento en las diferentes muestras.
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Figura 10: Evolucién del grado de degradacion en las diferentes muestras.
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8.2.2. Ensayos con enzima comercial

1. Olor

El primer dia las muestras presentaron un olor amoniacal fuerte correspondiente a 4
escala ordinal de intensidad de olor, a partir del segundo dia, el olor se torné amoniacal
suave.

2. Comportamiento fisico
Luego de una incubacion a 55°C durante 24 horas, las muestras se encontraban
completamente hidrolizadas, de aspecto liquido, color ambar claro, y con abundante
sedimento negro brillante.

3. Indice de refraccion
Las muestras con volumen de 500 ml presentaron mayor indice de refraccion, es decir,
mayor porcentaje de solidos en la muestra. En cambio, en muestras de 1000 ml, si
bien disminuyen los valores de indice de refraccion, se mantienen dentro de los

parametros esperados (=8 °Brix) para los hidrolizados (Tabla 9).

Tabla 9: Medicion de indice de refraccion en las diferentes muestras

Submuestra Volumen agua (ml) °Brix
SM1 500 13
SM2 500 12
SM3 1000 8,5
SM4 1000 8
SM5 500 12
SM6 500 10
SM7 1000 8
SM8 1000 8
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8.3. Hidrolizados

Respecto al tiempo requerido para la completa degradacién de la materia prima, es
considerablemente menor al emplear la enzima comercial en comparacion con la
aplicacion de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014™*, con un tiempo de 24 horas
contra 7 dias respectivamente.

En cuanto a la matriz, los hidrolizados obtenidos con Lactobacillus plantarum ATCC®
8014 ™* eran pastosos de color marrén oscuro, mientras que por accién de la enzima
comercial FPH (Novozymes) se obtuvieron hidrolizados liquidos de color &mbar claro
con sedimento negro brillante.

8.4. Composicion quimica proximal

Tabla 10: Composicién quimica proximal de los diferentes ensayos

0/100 g Piel Hidrolizado enzima os% Hidrolizado bacteria 10%
Humedad (30 +0,6) (90,44 + 0,6) (69,5 * 2,6)
Cenizas (5,2 +0,3) (0,64 + 0,01) (10,5 + 0,1)
Proteina (27,08 £ 0,3) (10,5 + 0,6) (19,5 + 2,9)

Grasas <0,10 - 0,10

Nota: los datos se presentan con sus respectivos desvios estandar.
Los andlisis fueron realizados en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos de Facultad de Quimica (Udelar) y en el Laboratorio Cristar Zerbi.

Se obtuvo un rendimiento proteico de 72% en el hidrolizado microbiano y de 38,77%
en el hidrolizado enzimatico.

8.5. Encuesta

La encuesta realizada a los veterinarios responsables de todas las plantas
procesadoras de piel de tiburon azul habilitadas al momento de este estudio arrojo
gue 4 de los 5 encuestados considera que el método de hidrolizado por enzima
comercial seria el mas aplicable en la industria pesquera uruguaya.

A su vez, solo 1 de los encuestados cuenta con los equipos necesarios para llevar a
cabo dicho procedimiento, pero los 5 estarian dispuestos a invertir en los recursos
necesarios para desarrollar la tecnologia si la misma presenta menor costo econémico
gue el actual método de disposicién de residuos (Anexo llI).
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A partir de las encuestas surgié un gran interés por determinar si el costo de producir

hidrolizados compite con el costo de la actual disposicion de residuos.

En ese sentido, se comenzaron averiguaciones para llegar a la informaciéon, que

resultan en lo siguiente:

Disposicién de residuos para compostaje:
Empresa: USD 7 / tonelada

Flete: USD 15 / tonelada

Total: USD 22 / tonelada

(Benitez, comunicacion personal)

Hidrolizado con enzima FPH (Novozymes):
USD 719,8 / tonelada

(Uval, comunicacion personal)
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9. DISCUSION

Los residuos de piel de tiburon azul (Prionace glauca) suponen una problemética para
la industria pesquera nacional, ya que, debido a la naturaleza de sus escamas y al
mecanismo de accién de los equipos industriales, no puede ser procesada en forma
de harina, por lo que debe ser desechada y enterrada tal cual fue extraida.

En ese sentido, el presente estudio desarrollo hidrolizados a partir de dichos residuos,
empleando y comparando dos formas de degradacion bioldgica: Lactobacillus
plantarum ATCC® 8014 ™* y enzima comercial FPH (Novozymes).

En los ensayos realizados con Lactobacillus plantarum, fueron significativamente mas
eficientes los indculos de 10% y 15%, siendo los mismos completamente degradados
desde el dia 7, donde se logré un hidrolizado pastoso, de color marrén oscuro y olor
a fermento. En cuanto a los ensayos realizados con enzima comercial, a las 24 horas
se obtuvo la competa hidrdlisis resultando en un hidrolizado liquido, color ambar claro
y de olor amoniacal suave. Cabe destacar que, en ambos casos, los hidrolizados
presentaron sedimento negro brillante que se corresponde con las escamas de la piel
de tiburon.

En términos de pH, las muestras adicionadas con enzima comercial no presentaron
variaciones, respetaron un valor constante de 6, siendo este el esperado segun las
recomendaciones del laboratorio de origen. En comparacion con el pH de 7,1 obtenido
en el trabajo de Rodriguez-Diaz et al. (2011), quienes también utilizaron como sustrato
piel de tiburdn azul, es posible asociar esa diferencia a las distintas enzimas utilizadas
en ambos trabajos.

Por su parte, en cuanto a las muestras inoculadas con Lactobacillus plantarum, las
variaciones de pH fueron afectadas por el grupo, las muestras tratadas con inéculo
del 5% presentaron una diferencia significativa de p=0,013 en comparacion con el
inéculo 10% y de p=0,027 en comparacion con las muestras tratadas con el inéculo
15%. Por otro lado, no hubo diferencia significativa entre las muestras tratadas con
in6culo 10% y 15% (p=0,83). A su vez, de las muestras tratadas con Lactobacillus
plantarum, la que presenté menor variacion de valores de pH es la que trabaj6é con un
inéculo de 10%, obtuvo un promedio de 4,22 + 0,12, y un valor minimo de 4,09 y un
maximo de 4,40. Respecto a las muestras tratadas con un 15% de indculo, obtuvieron
un valor minimo de 4,03 y un maximo de 4,75; con un promedio de 4,24 + 0,24,
Finalmente, las muestras tratadas con indculo 5% presentaron un promedio de 4,68 +
0,61, un valor maximo de 6,05 y un minimo de 4,33. En ese sentido, es posible
asociarlo con la produccion de &cido lactico por parte de Lactobacillus plantarum, el
cual disminuye el pH rapidamente inhibiendo el desarrollo de microorganismos
patogenos (Kuley et al., 2019; Castillo y col, 2019). Ademas, los resultados coinciden
con lo establecido por Schleger y Zaborosch (1997) y Kuley et al. (2019), quienes
afirman que las BAL disminuyen los valores de pH hasta niveles menores a 4,5.

Se comprobd que al emplear Lactobacillus plantarum, se obtiene el hidrolizado
esperado con inéculos de 10% y 15%, logrando las caracteristicas deseadas con una
menor variacion de pH en el tiempo el inéculo de 10%. Esto puede compararse con el
resultado obtenido por Bello (1994), quien determind como agente mas eficiente y
recomendable Lactobacillus plantarum ATCC® 8014™* a una concentracion de 1 a
5%. Cabe destacar que la materia prima utilizada por Bello (1994) es pescado entero,
ello facilita el proceso de hidrélisis teniendo en cuenta que en el presente estudio se
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utilizé materia prima de compleja degradacion.

En cuanto al sustrato energético para las bacterias, la proporcion de melaza de un
15% sugerida por Bello (1994) y Bertullo (1989) demostro ser suficiente para obtener
los hidrolizados en el presente trabajo.

Ademas, se comprobd que no es necesaria la coccion de la materia prima a 100°C
durante 30 minutos como sugieren Areche et al. (1989), ya que la disminucion de pH
por accién del &cido lactico producido por Lactobacillus plantarum ATCC® 8014™*
inhibe el desarrollo de microorganismos patdégenos y del deterioro (Kuley et al., 2019;
Castillo y col, 2019).

Por su parte, Bertullo (1989) utiliz6 como indculo una levadura marina proteolitica,
Hansenula montevideo en un porcentaje de 0.1 %, siendo éste sustancialmente menor
al utilizado en este trabajo, con un inéculo ideal de Lactobacillus plantarum ATCC®
8014™* de 10% y 15%. Si bien Bertullo (1989) logr6 una completa hidrélisis a
temperatura ambiente (18°C a 20°C), en el presente estudio la cepa utilizada es
incapaz de trabajar en esas condiciones, necesitando 36°C de temperatura de
incubacion.

El disefio planteado para los ensayos con enzima comercial permitié establecer que
los resultados optimos de hidrolizado se obtienen al utilizarla adicionada al 0,5%. Este
valor es considerablemente menor al que sugieren Aurretkoetxea y Perera (2001), que
es de 5% y también menor al que plantean Calle y Gutiérrez (2019) de 3,2%, esto
puede deberse a la diferencia en las enzimas utilizadas en los diferentes trabajos. En
cuanto a la relacion agua/materia prima, Calle y Gutiérrez (2019) sugieren una parte
de agua cada dos partes de materia prima, en cambio los mejores resultados en estos
ensayos se obtuvieron con una relacion 1:1.

Con respecto al tiempo requerido para el método enzimatico, en comparacion con el
trabajo de Aurretkoetxea y Perera (2001), quienes lograron el hidrolizado enzimatico
en 30 minutos, el tiempo empleado en el presente estudio es mayor (24 horas). Esto
puede deberse a que la materia prima que utilizaron Aurretkoetxea y Perera (2001)
son residuos cocidos, lo que facilita la hidrdlisis enzimatica, y a su vez, la enzima que
utiliza es diferente a la empleada en el presente estudio.

En cuanto al hidrolizado obtenido con enzima comercial, la composicion fue humedad
90,44 + 0,6%, proteinas 10,5 + 0,6% y cenizas 0,64 + 0,01%. El trabajo de Rodriguez-
Diaz et al. (2011) con piel de tiburén azul obtuvo la siguiente composicion quimica:
humedad 94,8 + 0,3%, proteina 76,9 + 1,9 % (base seca), cenizas 13,5 + 1,9 (base
seca) y grasa no detectable.

Considerando que Aurretkoetxea y Perera (2001) obtuvieron un hidrolizado con
humedad 34,8% y proteinas 31,3%; y que Calle y Gutiérrez (2019) lograron un
hidrolizado con humedad 4,47%, proteina 79,22%, cenizas 4,10% y grasas 4,3%; es
posible asociar estas incongruencias con la diferencia en la materia prima utilizada,
en el presente trabajo se utilizaron residuos de piel de tiburén azul, mientras que
Aurretkoetxea y Perera (2001) utilizaron residuos tanidos cocidos y Calle y Gutiérrez
(2019) emplearon calamar gigante cocido. Ademas de que utilizaron diferentes
enzimas, es de gran consideracién el hecho de que sometieron los hidrolizados a
secado, en el caso de Aurretkoetxea y Perera (2001) por estufa, y Calle y Gutiérrez
(2019) por aspersion.

Por su parte, la composicién quimica del hidrolizado obtenido con Lactobacillus
plantarum en el presente trabajo fue: humedad 69,5 + 2,6%, proteinas 19,5 + 2,9%,
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cenizas 10,5 +£0,1% Yy grasas 0,10%. Teniendo en cuenta que la composicion obtenida
por Bello (1994) es humedad 65%, proteinas 16%, cenizas 7% y grasas 2%; y que la
composicion obtenida por Areche et al. (1989) es humedad 62,33%, proteinas
18,74%, cenizas 5,17% y grasas 11,4%; es posible inferir que, pese a que se utilizo
diferente materia prima, se obtuvo un hidrolizado de caracteristicas similares a las
obtenidas por los autores antes mencionados.

Teniendo en cuenta que la composicién quimica inicial de la piel de tiburén azul fue:
humedad 30 + 0,6%, proteinas 27,08 * 0,3%, cenizas 5,2 + 0,3% y grasas < 0,10%;
es posible determinar que el método microbiano obtuvo un rendimiento proteico de
72%, mientras que el método con enzima comercial recuperd un 38,77% de proteinas.
Considerando de Rodriguez-Diaz et al. (2011) obtuvieron un hidrolizado enzimético
con un 89,3 + 1% de rendimiento proteico, es posible que este parametro sea
dependiente del agente utilizado.

Con respecto a las encuestas, en donde 4 de los 5 encuestados prefirieron el método
enzimatico sobre el microbiano, los mismos expresaron que su preferencia por el
método enzimatico se basa en el menor tiempo de hidrdlisis de la materia prima, lo
gue facilita su implementaciéon y reduce la necesidad de contar con una gran
infraestructura. A su vez, si bien solo 1 de los encuestados cuenta con los equipos
necesarios para la produccion de hidrolizados, los 4 restantes expresaron estar
dispuesto a adquirirlos segun la relacion costo/beneficio que dicha produccién genere.
En ese sentido, los 5 manifestaron que justifica la inversion en recursos para
implementar el sistema de hidrdlisis si el costo es menor al de la disposicion de
residuos que manejan actualmente.

Pese a que los costos de produccion de un hidrolizado enzimatico superan
sustancialmente los de disposicion para compostaje (719,8 USD / tonelada vs. 22 USD
/ tonelada, respectivamente), es recomendable analizar las posibles aplicaciones del
hidrolizado resultante con el fin de obtener una remuneracion y solventar los gastos
de produccion, es decir, transformar los residuos de tiburén azul en un subproducto
de la industria.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio confirman la posibilidad de obtener hidrolizados
de piel de tibur6n azul (Prionace glauca) por accion de inéculos de Lactobacillus
plantarum ATCC® 8014 ™* (CL3052) y de enzima comercial FPH (Novozymes).

Se determind como agente mas eficiente enzima comercial FPH (Novozymes)
adicionada al 0,5%, logrando la completa hidrélisis en 24 horas a 55°C. Dato que va
acorde con la opinion de expertos del sector, respecto a que el método enzimético
seria el mas viable para su implementacion en la industria pesquera.

En cuanto a Lactobacillus plantarum ATCC® 8014 ™* (CL3052), se establecié que

trabaja eficientemente a una concentracion entre 10% y 15%, a 36°C, logrando un
hidrolizado estable en 7 dias.
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12. ANEXOS

ANEXO |

PROTOCOLO “Stock Culture Maintenance” ATCC®

Stock Culture Maintenance
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ANEXO I

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

\ Fecha: \ Responsable/s:
Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
pH/°Brix/método
Olor
Observaciones

Comentarios
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ANEXO Il

ENCUESTA DE VIABILIDAD INDUSTRIAL

El objetivo del trabajo fue desarrollar hidrolizados de piel de tiburon azul (Prionace
glauca) empleando dos formas de degradacion biolégica: Lactobacillus plantarum
ATCC® 8014 ™* (CL3052) y una enzima comercial: FPH Novozymes. Se utilizo
materia prima proveniente de dos plantas procesadoras uruguayas, agua destilada,
melaza e inéculos de Lactobacillus plantarum y de la enzima comercial para realizar
los ensayos en el laboratorio de la unidad académica de ciencia y tecnologia de los
productos pesqueros, ex Instituto de Investigaciones Pesqueras “Prof. Dr. Victor H.
Bertullo”.

Se midieron diariamente los valores de pH y °Brix (en el caso de la enzima), y se
realizé una minuciosa inspeccion visual de los hidrolizados.

De los resultados obtenidos experimentalmente se desprende el siguiente resumen:

Ensayo experimental

Lactobacillus plantarum | Enzima comercial
Piel tiburdn azul 0,500 kg 0,500 kg
Agua 100 ml 500 ml
Inéculo 50 ml 5ml
Melaza 98 gr -
Estufa inicial 36°C / 48 horas 85° C /10 min
Temperatura 36°C 55°C
Tiempo hidrolisis 7 dias 1 dia

Tener en cuenta que para realizar el hidrolizado por ambos métodos es necesario
contar con estufa, y para emplear Lactobacillus plantarum lo recomendable es
capacitar al personal idéneo para que pueda reconstituir e inocular las cepas.

1. ¢Qué tan viable considera estos métodos?
2. A su parecer, ¢ Cual de los dos métodos seria mas aplicable en la industria?

3. ¢Actualmente cuentan con los equipos necesarios para llevar a cabo esta
propuesta?

4. Sila respuesta anterior fue negativa, ¢ Considera usted que vale la pena
invertir recursos en implementar un sistema de hidrdlisis de residuos?
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