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RESUMEN

Se utilizaron las enzimas proteoliticas papaina y bromelina para elaborar dos hi-
drolizados proteinicos a partir de pepitona (Arca zebra), con la finalidad de obtener
productos de alto valor nutritivo destinados al consumo humano.

Con miras a lograr la mayor eficiencia del proceso hidrolitico, se estudiaron las
condiciones optimas de hidrolisis de cada enzima sobre este sustrato. Se concluyo que
la came de pepitona debe ser homogenizada en la relacion de 1:2 con respecto al
medio diluyente, obteniéndose un homogenizado cuyo valor de pH esta comprendido
entre 6.4 y 6.5, con un contenido de nitrogeno total de 0.979/o (p/v).

En funcion del rendimiento de nitrégeno soluble, se encontré que los parametros
optimos de hidrolisis son: dos horas a 400C para ambas enzimas, a un pH de 7 para
la papaina, y a pH natural 6.4 para la bromelina, asi como una concentracion de enzi-
ma de 0.2 y 0.3 (g enzima/100 g de carne) para la bromelina y 1a papaina, respectiva-
mente,

INTRODUCCION

Debido a la calidad de las proteinas de los productos alimenticios de
origen animal, su consumo es recomendable en la nutricion humana. La
obtencion de concentrados proteinicos solubles de pescado constituye
una alternativa importante gracias a la excelente composicion de amino-
acidos que ofrecen, lo que unido a sus caracteristicas funcionales, permi-
ten utilizarlos en 1a elaboracion de diferentes alimentos terminados.

En Venezuela, donde los recursos pesqueros son importantes, la uti-
lizacion de moluscos como la pepitona —que es un recurso que se consi
dera subexplotado en el pais— representa una expectativa promisoria

Manuscrito modificado recibido: 18—6—85.

1 Miembro del Departamento de Tecnologia de Alimentos, Facultad de Ciencias
de la Universidad Central de Venezuela, Apartado 47097, Caracas 1041-A,
Venezuela.



VOL. XXXV (DICIEMBRE, 1985) No. 4 667

para la elaboracion de concentrados proteinicos resultantes de la proteoli-
sis enzimatica. La explotacion en mayor escala de este molusco se inicio
principalmente a partir de 1960 (1), y ha ido en aumento progresivo du-
rante los Gltimos afios (2).

Como consecuencia de lo expuesto, se llevd a cabo el trabajo aqui
descrito, cuya finalidad fue determinar las condiciones Optimas de hidroli-
sis, empleando la carmne de pepitona como sustrato y, papaina y bromelina
como enzimas proteoliticas.

MATERIALES Y METODOS

La pepitona (Arca zebra) fue capturada en la localidad de El Morro de
Chacopata, Peninsula de Araya, Estado Sucre, Venezuela. Luego, se trans-
port6 a los laboratorios del Departamento de Tecnologia de Alimentos de
Ia Universidad Central de Venezuela en Caracas, donde fue procesada tal
como lo indica la Figura 1, para utilizacion de su carne.

PEPITONA

Agug —————p PRECOCCION
(4 min a 960C)

PELADQ ~——————p Valvas y desperdicios

DESINTEGRACION
Agua destilada —p Y
HOMOGENIZACION

Enzima —p HIDROLISIS

CALENTAMIENTO
{20 min, 800C)

ENFRIAMIENTO
(250C +20C)

FILTRACION ————p Solidos insolubles
{vacio)

CENTRIFUGACION ——p Sélidos insolubles
(2,000 rpm, 15 min)

FIGURA 1

Procesamiento de la pepitona (Arca zebra)
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La desintegracion y homogenizacion de la carne, en una relacion de
carne a agua de 1:2 (determinada previamente como la mas adecuada), se
realizd en una licuadora marca Osterizer, Modelo 045021. Los homogeni-
zados fueron dispuestos en fiolas de 500 ml, donde se determinaron los
parametros optimos de hidrolisis que se detallan a continuacion.

1. Tiempo Optimo de Hidrolisis

Un grupo de homogenizados se incubd por diferentes periodos de
tiempo (0, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas) a una temperatura controlada de 350C,
con agitacion constante en agitadores eléctricos marca New Brunswick
Scientific Company, Modelo V.S., y a un pH de 6.4 (pH natural). Las en-
zimas se adicionaron en cada fiola como solucion al 10/o, recién prepara-
da, hasta una concentracion final de 0.050/0 (peso de enzima/peso de car-
ne). La hidrolisis se detuvo inactivando la enzima a 800C durante 20
minutos por inmersion de las fiolas en agua hirviendo.

2. pH Optimo de Hidrdlisis

Un grupo de homogenizados se ajustd a diferentes valores de pH (5.0,
5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0, 8.5 y 9.0), utilizando para ello icido sulfirico con-
centrado (d = 1.8) o hidroxido de sodio al 600/o, segin se requirid. Las
mediciones de pH se hicieron en un potenciometro Corning Scientific
Instrument, Modelo S. La enzima se agregd a cada fiola en las mismas
condiciones que se especifican en el punto 1. Los frascos se incubaron du-
rante seis horas a una temperatura controlada de 400C, utilizando baiios
de aceite con agitador marca American Optical, Modelo 406015. El pro-
ceso hidrolitico se detuvo en la forma ya mencionada en el punto 1.

3. Temperatura Optima de Hidrolisis

Un grupo de homogenizados se incubd a diferentes temperaturas cons-
tantes (300C, 350C, 400C, 450C, 500C y 600C). Las temperaturas de
hidrolisis fueron reguladas en baiios de aceite con el agitador marca Amer-
ican Optical, Modelo 406015, ya citado. La hidrolisis se llevo a cabo a un
pH de 7 para el caso de las fiolas incubadas con papaina y a un valor de
pH de 6.4 (pH natural) en el de las fiolas incubadas con bromelina, por
haberse determinado éstos como optimos para cada enzima. El tiempo de
hidrolisis fue de seis horas para cada enzima, la cual fue afiadida a cada
fiola, deteniéndose la hidrolisis en 1a misma forma que se especifica en el
punto 1.

4. Relacion Optima de Enzima/Sustrato

Un grupo de homogenizados se incubd durante seis horas a los valores
de pH y de temperatura optimos para cada enzima. A partir de la concen-
tracion de enzima al 19/o, dicha concentracion se fijo en los siguientes
valores: 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 (peso enzima/peso carne).

Estas pruebas se hicieron en duplicado, utilizando como enzimas pro-
teoliticas papaina (Merck Art. 7147, actividad 1:350 de poder digestivo
relativo a la albimina de huevo), y bromelina (BDH Biochemicals, activi-
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dad 1,200 GDU/g). Se compard la eficiencia de la hidrolisis para cada en-
zima.

5. Grado de Hidrolisis

La fraccion de nitrogeno soluble obtenida en cada hidrolizado fue
separada por filtracion a vacio en un embudo Buchner, empleando papel
de filtro Whatman No. 1. Luego se llevo a cabo una centrifugacion poste-
rior a 2,000 rpm en una centrifuga marca DAMON/IEC Division, Modelo
CRU-5000, con cabezal International IEC 259 5/77.

En este sobrenadante se determind el contenido de nitrogeno soluble
total por el método del micro-Kjeldahl de la AOAC (3), el cual se utilizo
como criterio para establecer el rendimiento obtenido en la hidrolisis. Se
realizaron entonces los siguientes analisis: peso total de la fase liquida,
proteina soluble precipitable (4 y 5), contenido de solidos totales por
evaporacién previa del agna en bafio de maria, y posterior evaporacion
total en estufa al vacio a 800C.

Los contenidos de humedad, cenizas, grasa y nitrogeno total fueron
determinados de acuerdo con los métodos de la AOAC (3). Los carbohi-
dratos se determinaron por diferencia.

6. Pruebas Adicionales

a. Se llevo a cabo una hidrolisis en condiciones optimas con las dos enzi-
mas, y se compard el rendimiento con el alcanzado por la actividad
remanente de las enzimas naturales del molusco, al incubar un homo-
genizado a pH natural (6.4—6.5) durante dos horas a 400C, sin adicio-
nar las proteasas.

b. Se invirtié la fase de separacion de solidos solubilizados en la hidroli-
sis, realizando primero la centrifugacion y luego, la filtracion, al con-
trario de como lo indica la Figura 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evaluacion de la Composicion Quimica de la Carne de Pepitona (Arca
zebra)

Los resultados del analisis quimico de la carne, que se muestran en la
Tabla 1, evidencian que el contenido proteinico (nitrogeno total x 6.25)
en esta especie es considerablemente alto, y superior a los valores notifi-
cados para moluscos (6), encontrandose dentro de los valores limites
citados para las pepitonas de esta especie capturadas en otras zonas de
Venezuela (7). Lo mismo aplica al contenido de grasa y de humedad.

2. Fijacion de los Parametros Optimos de Hidrolisis

a. Homogenizacion. La relacion de peso de camne a volumen de
agua 1:2 demostro ser la mas adecuada, ya que se obtiene asi una perfecta
uniformidad del cuerpo del homogenizado, sin observarse separacion de
fases por exceso de diluciéon, ni rigidez del homogenizado que podria
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TABLA 1

ANALISIS PROXIMAL DE LA CARNE DE PEPITONA (Arca zebra)

Composicion (g/100 g) Carne de pepitona
Humedad 76.26
Cenizas 1.17
Grasa 2.68
Proteina (N x 6.25) 17.53
Carbohidratos 2.36

Los valores notificados son el promedio de determinaciones realizadas por triplicado,

limitar la difusion de las moléculas de enzima y disminuir la efectividad
del proceso hidrolitico. Esta relacion 1:2 (peso/volumen) ha sido infor-
mada como la mas adecuada en otras oportunidades (4).

b. Efecto del tiempo sobre el rendimiento de la bidrolisis. La desin-
tegracion avanzada de las proteinas del sustrato implica periodos prolon-
gados de tiempo que pueden ocasionar un incremento inadecuado en los
costos de elaboracion. Por otra parte, en ocasiones es conveniente evitar
un aumento excesivo del fraccionamiento de los péptidos obtenidos en la
hidrolisis proteinica (8). El criterio utilizado mas comiinmente es la me-
dicion de la tasa de hidrolisis, sin considerar el grado de digestion obte-
nido (9). En relacion a esto ltimo, los resultados obtenidos (Figura 2)
sefialan que durante las dos primeras horas de hidrolisis con bromelina,
se obtuvo un rendimiento en nitrégeno soluble aproximado de 440/o
(p/v), mientras que al cabo de ocho horas se llega a 470/0 (p/v), tan sdlo
un 30/0 de aumento luego de seis horas mas. Para la hidrélisis con pa-
paina ese aumento después de seis horas es de aproximadamente 50/o, lo
que evidencia que en ambos casos las dos primeras horas producen la efi-
ciencia mixima de hidrdlisis.

La marcada disminucion en la tasa de solubilizacion a medida que
transcurre el tiempo, se atribuye a una o mas de las siguientes causas:
a) la aproximacion al estado de equilibrio en la reaccion hidrolitica; b) la
formacion de productos inhibidores, y c) la desactivacion enzimatica por
la via de la autdlisis, siendo mas importantes los dos primeros factores
(10).

En esta experiencia pudo demostrarse que existe una similitud entre
el comportamiento de la papaina y el de la bromelina frente a la proteina
de la pepitona en el tiempo, evidenciandose que la bromelina es mas
eficiente que la papaina en cuanto a su capacidad de solubilizar el nitro-
geno de la proteina de este molusco. Otros autores (11) han encontrado
que la bromelina es superior a la papaina en sus estudios de hidrolisis de
pescado, aunque en sus experiencias los investigadores en cuestion indican
la necesidad de utilizar un agente reductor para lograr una efectividad
real de la bromelina.

c. Efecto del pH sobre el rendimiento de la bidrolisis. En una célula,
la actividad de una enzima ante el pH esta influenciada no sélo por los
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Rendimiento de nitrégeno soluble (% p/p)

~—=——— Bromelina
Papaina
101 p
o 1 2 4 6 8 24
Tiempo de hidrolisis (horas)

FIGURA 2

Efecto del tiempo sobre el rendimiento de la hidrolisis. Temperatura = 320C;
pH = natural (6.4-6.5); nivel inicial de sustrato = 355.87 mg/ml; razon de enzima a
nivel inicial de sustrato = 0.050/0 (p/p). Contenido de nitrogeno total del homogeni-
zado = 0.970/0 (p/v). Constituye el 1000/0

cambios que ocurren en la ionizacion de 1a molécula de enzima, del sustra-
to o del complejo enzima-sustrato (12), sino también por el efecto que el
pH tenga sobre las demas enzimas de la célula. Asi, la respuesta observada
sera el resultado global de la actividad de todas esas enzimas frente a ese
determinado valor de pH (13). Es importante sefialar aqui esta considera-
cion, puesto que en el presente trabajo pudo demostrarse que si existe
una ligera actividad remanente de las enzimas naturales de la carne de
pepitona luego de realizada la precoccion.

Los resultados del estudio del efecto del pH sobre la eficiencia de las
proteasas ensayadas, que ilustra la Figura 3, evidenciaron un valor maximo
de rendimiento de hidrolisis cuando las condiciones de pH se ajustan a 7
al emplear la papaina, y un rango casi constante de maxima actividad
cuando el pH varia entre 6.0 y 8.5 al emplear la bromelina. Se concluye
asi, que para esta enzima el valor de pH natural del homogenizado (6.4~
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FIGURA 3

Efecto del pH sobre el rendimiento de la hidrolisis. Temperatura = 32°C; tiempo =

6 horas; nivel inicial de sustrato = 355.87 mg/ml; razon de enzima a nivel inicial de

sustrato = 0.05%/o (p/p). Contenido de nitrogeno total del homogenizado = 0.97%/o
(p/v). Constituye el 100°/o

6.5) es el adecuado. Estas condiciones de pH cercanas a la neutralidad
también han sido encontradas como Optimas por varios investigadores en
sus trabajos con papaina y bromelina para hidrolizar la proteina del pesca-
do (8, 14-16).

d. Efecto de la temperatura sobre el rendimiento de la bidrolisis. Los
resultados de esta experiencia que se presentan en la Figura 4, evidencia-
ron que ambas enzimas tienen un 6ptimo de actividad catalitica a 40°C,
mientras que a 45°C se aprecia el menor rendimiento. Segin los autores
(12), esta Gltima es la temperatura a la cual se inactivan muchas enzimas
normalmente empleadas en el procesamiento de alimentos. Por encima de
40°C-50°C la mayoria de las proteinas son cada vez mds inestables y co-
mienzan a desnaturalizarse (13).

También en esta experiencia pudo comprobarse que ambas enzimas
presentan un comportamiento muy similar ante la temperatura de hidro-
lisis, siendo la bromelina la enzima con mas capacidad de solubilizar la
proteina de pepitona.

e. Efecto de la concentracion de enzima sobre el rendimiento de la
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Efecto de la temperatura sobre el rendimiento de la hidrolisis. Tiempo = 6 horas;
pH natural (6.4-6.5) para la bromelina, y pH 7 para la papaina; nivel inicial de sustra-
to = 355.87 mg/ml; razon de enzima a nive! inicial de sustrato = 0.05%/o (p/p). Conte-

nido de nitrogeno total del homogenizado = 0.97%/o (p/v). Constituye el 100°/o

bidrolisis. En un proceso hidrolitico, en el momento en el que la cantidad
de enlaces peptidicos disponibles a la enzima obligue a una situacion en la
que el sustrato se convierta en un factor limitante para la reaccion, se ten-
dra una velocidad constante de reaccion, a pesar de que se aumente signi-
ficativamente la concentracion de la enzima. En este caso, la especificidad
de la enzima es el motivo limitante del proceso hidrolitico, ya que no se
conoce ninguna enzima capaz de hidrolizar todos los tipos de enlaces pep-
tidicos que contienen las proteinas. Para lograr esto seria necesario em-
plear mezclas de enzimas con varias especificidades diferentes (17). Por
otro lado, la posible interaccion de las enzimas con las particulas solidas
del sustrato pueden ocasionar, por un efecto de adsorcion de la enzima, un
leve incremento de la tasa de solubilizacion, o ninguno.

Una de estas o ambas pueden ser el motivo por el cual a partir de una
concentracion de 0.29/o, si se usa bromelina, y de 0.39/0 si se usa papaina,
no se aprecie un incremento importante en la cantidad de nitrogeno solu-
ble como consecuencia de la hidrolisis, tal como se observa en la Figura 5.

Ajeno a ello, los resultados obtenidos evidencian una vez mas, la
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FIGURA 5

Efecto de la concentracion de enzima sobre el rendimiento de 1a hidrélisis. Tempe-
ratura = 40°C; tiempo = 6 horas; pH natural (6.4-6,5) para la bromelina y pH 7 parala
papaina; nivel inicial de sustrato = 355.87 mg/ml. Contenido dé nitrégeno total del

homogenizado = 0.97%/0 (p/v). Constituye el 100°/o

mayor efectividad de la bromelina sobre la papaina como enzima proteo-
litica de la proteina de la pepitona.

f. Inversion de la fase de separacion de solidos solubles. Realizando
1a centrifugacion se agiliza la filtracion posterior, reduciéndose el tiempo
de procesamiento. Sin embargo, esta modificacidon ocasiona un menor ren-
dimiento de nitrogeno total en el sobrenadante (aproximadamente 169/o
menos p/v). Considerando que el interés fundamental de esta investigacion
fue obtener el mayor contenido posible de nitrogeno soluble en el produc-
to (sobrenadante), se concluye que la secuencia apropiada es la que se
indica en la Figura 1.
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SUMMARY

DETERMINATION OF THE PROCESSING CONDITIONS FOR PREPARING A

PEPITONA (Arca zebra) HYDROLYSATE FOR HUMAN CONSUMPTION

For the purpose of obtaining two protein hydrolysates from pepitona (Arca

zebra), to be used as nutritional ingredients in accepted food items destined for human
consumption, the enzymes bromelain and papain were studied.

The effect of adding each of these proteases, on the rate of hydrolysis and conver-

sion extent of insoluble pepitona protein to soluble nitrogen, were examined. Distilled
water was added to the raw material to give a 2:1 ratio of solvent to pepitona, and
mixed to produce a slurry at a pH of 6.4-6.5, with a total nitrogen value of 0.97%0
(w[v).

Optimum conditions of hydrolysis were found to be two hours at 40°C for both

enzymes, at a pH of 7 and 0.3 g enzyme/100 g pepitona for papain, and a 0.2 g en-
zyme /100 g pepitona at pH 6.4 normally found in pepitona in the case of bromelain.

10.

11,
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