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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccién de pescado.
Campo de la invencion

La presente invencion estd relacionada con las técnicas empleadas en la industria del procesamiento de alimentos,
y mds particularmente, se encuentra relacionada con un procedimiento para la obtencién de un extracto gelificable de
proteinas a partir de agua de coccién de pescado.

Antecedentes de la invencion

Los principales factores estructurales que condicionan la rentabilidad del sector pesquero y, en particular, de las
empresas de productos enlatados son la concentracion de la distribucion en los grandes centros y la escasez de pescado,
que han elevado, en los tltimos afios, el precio de modo alarmante.

Asimismo, en esta industria existe un bajo rendimiento del proceso de elaboracién de conservas, que no llega a
mads del 50%, toda vez que se presentan mermas que ocurren especialmente en las etapas del corte, coccidn y pelado.

Se ha pensado que una posibilidad para mejorar el rendimiento global en la fabricacién de conservas de pescado
seria aprovechar las pérdidas que se producen antes del envasado, preferiblemente, a partir del material que se pierde
en las distintas etapas del proceso de elaboracidn, entre ellas, sin duda, una de las mds importantes es el contenido
proteico presente en las aguas de coccion del pescado que se enlata.

En un industria paralela, que es la industria carnica terrestre, un procedimiento tecnoldgico que ha sido aplicado
con €xito, desde mucho tiempo atrés, ha sido la inyeccién en el misculo de animales de sangre caliente de una salmuera
a fin de evitar pérdidas por deshidratacién asi como para incrementar la jugosidad de la carne, la cual se vuelve mas
tierna y sabrosa. A pesar de las ventajas de esta tecnologia, en el caso de las especies de pescado no se ha aplicado de
forma exitosa.

En particular, las aguas de coccién de la industria de envasados de pescado se caracterizan por ser salmueras
resultantes del proceso de coccién y contienen, por ello, tanto trozos de carne de pescado asi como proteinas sarco-
plasmaticas y alguna miofibrilar solubilizada y, en mayor proporcién, gelatina que resulta de la fusién del coldgeno a
la temperatura del proceso. Debido a ello, presentan una elevada carga organica que representa fuerte impacto conta-
minante. Por estas razones, existe una gran necesidad de recuperar las proteinas de dichas aguas de coccidn.

Siendo asi, se desea fuertemente optimizar los procesos de elaboracién de conservas y, de forma paralela, des-
arrollar nuevos productos y presentaciones que permitan incrementar el rendimiento global en el procesamiento del
pescado.

Sumario de la invencion

El objeto de la presente invencidn es recuperar proteinas gelificables a partir de las aguas de coccion de pescado,
para ello se ha creado un procedimiento que comprende basicamente dos etapas, la primera de ellas es ultrafiltrar
el agua de coccién para obtener un concentrado; y, la segunda etapa es diafiltrar dicho concentrado para obtener, en
el retenido de la diafiltracidn, el extracto gelificable de proteinas, que esencialmente son proteinas de coldgeno. La
diafiltracién en una operacién en la cual se adiciona agua al volumen del retenido a fin de mantener constante su
volumen.

Mediante el proceso de la presente invencion, se logra obtener un extracto susceptible de ser aprovechado en otros
productos, lo que significa que se incrementa el rendimiento del proceso.

El procedimiento es aplicable para las aguas de coccién de cualquier especie de pescado, siendo preferiblemente
su utilizacion en las aguas de coccién de ttinidos.

Breve descripcion de las figuras

Para complementar la descripcidn que se estd realizando y con objeto de ayudar a una mejor comprension de las
caracteristicas del invento, se acompafia como parte integrante de esta descripcion, un juego de dibujos, en donde con
cardcter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

La figura 1, es una grafica de la concentracién de proteinas obtenida en el retenido de la diafiltracién en funcién
del diavolumen (mL) y la membrana utilizada (membrana de 10 kDa (@), membrana de 30 kDa (m) y membrana de
100 kDa (A)).
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La figura 2, es una grafica de la concentracién de fésforo obtenido en el retenido de la diafiltracién en funcién del
diavolumen (mL) y la membrana utilizada (membrana de 10 kDa (@), membrana de 30 kDa (®) y membrana 100 kDa

(A)).

La figura 3. es una gréfica de la concentracién de nitrégeno obtenido en el retenido de la diafiltracién en funcién
del diavolumen (mL) y la membrana utilizada (membrana de 10 kDa (@), membrana de 30 kDa (m) y membrana 100
kDa (A)).

Descripcion detallada de la invencion

Para desarrollar el procedimiento de la presente invencién, las aguas de coccién del pescado son sometidas a
ultrafiltracién empleando membranas de 10 a 100 KDa preferiblemente, de tal manera que se obtiene un concentrado
de proteinas retenidas. Posteriormente, se realiza una diafiltracién del concentrado para obtener, en el retenido de la
diafiltracion, el extracto gelificable de proteinas, que son esencialmente proteinas de coldgeno. De forma similar que
la ultrafiltracion, la diafiltracion se realiza con membranas de 10 a 100 kDa preferiblemente.

Mais particularmente, la diafiltracidn consiste en adicionar agua al retenido para mantener su volumen constante,
en realizaciones preferidas de la invencidn, se adiciona una cantidad de agua de tal manera que el volumen permeado
con respecto al volumen del concentrado inicial guarda una relacién mayor a 0 y hasta 5.

Tanto la ultrafiltracién, asi como la diafiltracién se pueden realizar con membranas bien conocidas en el arte,
preferiblemente, ambas etapas se realizan con membranas espirales de polisulfona.

En la diafiltracién, se retienen como minimo un 60% de las proteinas gelificables, un minimo el 65% del fésforo
y un minimo el 65% del nitrégeno, con lo cual se logra un extracto gelificable de alto valor proteico que puede ser
aprovechado.

De manera particular, las aguas de coccién provienen del agua de coccidn de pescados tinidos, pero el procedi-
miento puede ser aplicado a las aguas de coccidn de cualquier especie.

De acuerdo con el procedimiento descrito, a continuacién se ilustran ejemplos del mismo, los cuales no son limi-
tativos de la presente invencion.
Ejemplo 1

La obtencién del extracto gelificable de proteinas a partir de las aguas de coccién de atin, denominadas de aqui
en adelante como “ACA”, comprendi6 dos fases: una primera de ultrafiltracion y la segunda de diafiltracién. Ambas
etapas se llevaron a cabo utilizando 3 tipos de membranas espirales de polisulfona, con 0,5 m* de superficie y de 10,

30y 100 kDa, en un montaje con recirculacion total.

La diafiltracion es un proceso en el que se mantiene constante el volumen del retenido, adicionando agua al mismo
caudal con que se elimina el filtrado. En estas condiciones y definiendo:

C: Concentracién de un soluto permeante en el retenido, con C, como valor inicial.

f: Coeficiente de filtracion del soluto. Se f =1, el soluto filtra como disolvente (sale en el filtrado a la misma
concentracién que tiene el retenido).

D: Diavolumen relativo: volumen total de agua adicionada/volumen (constante) de retenido.

La diafiltracién se puede formular en términos de una cinética de primer orden:

dC .
—= fC
dD / (1)

ecuacion que, integrada y teniendo en cuenta las condiciones:

C=Cpexp (-fD) [11
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Generalmente, tiene mds interés considerar el coeficiente de retencién s del soluto, en vez del f de filtracién y, una

VezZ que:

s =1-f; la ecuacién anterior se transforma en:
C=Coexp [- (1-s) *D) [1a]

pudiendo el valor de s variar entre O (el soluto filtra como disolvente) y 1 (no filtra). La misma ecuacién es aplicable

a las cantidades de Q de soluto y, en cualquier caso, conviene utilizar valores normalizados (%):

C=100*exp [- (1-s) *D] [1b]

Dos magnitudes que tienen interés en un proceso de diafiltracién son:
Qp: Porcentaje de soluto eliminado por un diavolumen relativo dado. En que Q=100 en [1b]:

Q=100exp [-(1-s)*D]; y como Op=100-Q
Qp=100-100%exp [-(1-5)*D]; Qo=100[1-exp [-(1-5)*D] [2]

Dq:Diavolumen relativo necesario para eliminar un porcentaje del soluto.

Qy i Qy

D=100(1-eF):=2 _|=—¢': |- =2,
0 ( ) 100 100
Q ln(l—%é [3]
In={1-=&|=F=—(1-5)*D,; Dy=——
( loo] (1297 Bos Po =7
Solutos polidispersos

Un soluto polidisperso es un soluto que presenta un peso molecular variable dentro de un intervalo, como ocurre en

biopolimeros (glucégeno, quitina, etc.). Si el valor de s varia a lo largo del intervalo de pesos moleculares, el modelo de
la ecuacidn [1a] no describe el proceso, que, en principio, requiere la suma de una serie de ecuaciones. Generalmente
es suficiente la suma de dos:

C =Cy expl~(1-s,)* D]+ C,, expl-(1—s,)* D] [4]

Si en un determinado intervalo de pesos moleculares (representado por Cy,) excede el valor de corte, no filtrard, y

s=1:

C=Cy +C, exp[— (] -5 )* D]
C=Cy +(100-C, )exp[-(1-s,)* D] [5]

El parametro Cy, representa el porcentaje de soluto no permeante presente y el significado de s, es el del coeficiente

de retencidn especifica del soluto permeante.
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Etapa de ultrafiltracion

En las membranas de 10, 30 y 100 se realizaron ultrafiltraciones de acuerdo con la manera que se indica a conti-
nuacion

e en el caso de la membrana de 10 kDa, un volumen inicial de 5 L se concentré hasta 970 mL,
e cn la de 30 KDa, un volumen inicial de 10 L se concentr6 hasta 890 mL, y
e en el caso de la membrana de 100 kDa, un volumen de inicial de 5 L se concentrd hasta 650 mL.
Los resultados anteriores representan basicamente solutos polidispersos, o sea, homo o heteropolimeros que pueden
presentarse en un intervalo de tiempo, relativamente amplio, de masas moleculares. En estas condiciones, resulta
razonable suponer que el soluto incluye dos categorfas de moléculas: las que pasan por la membrana y las que no

pasan.

Por lo que se realiz6 la diafiltracién, con recirculacién total, pero adicionando al retenido un caudal de agua
destilada equivalente al caudal de permeado con el fin de mantener constante el volumen.

Los datos obtenidos de la concentracion de proteinas, fésforo y nitrégeno se puede observar en las figuras 1, 2 y
3, correspondientes al balance del soluto, como porcentajes de las concentraciones iniciales. Al analizar las gréficas
se observa que estos porcentajes se ajustan al modelo planteado en la ecuacién 5. Los ajustes fueron satisfactorios en
todos los casos de las membranas utilizadas.

Concentracion de Proteinas

En la tabla 1 se muestran las principales estimaciones paramétricas correspondientes a los resultados de la fase de
diafiltracién para las proteinas (%) ajustadas al modelo de la ecuacidn [5].

TABLA 1
Membrana 10 kDa 30 kDa 100 kDa
K1+k2=100
k1 96,51 92,43 65,22
Sy 1,000 0,996 0,996
k2 3,492 7,568 34,78
Sz 0,332 0,411 0,228

Un valor nulo de s, indicaria que la fraccién permeante no encuentra restricciones a su transferencia. En estas
condiciones, un diavolumen aproximado de 3 (o sea, una relacién entre el volumen permeado y el volumen inicial)
serfa suficiente, en teoria, para que el proceso termine a nivel asintético. En el caso de membrana de 10 kDa se puede
verificar que esto realmente acontece (ver figura 1). En el caso de membrana de 30 y de 100 kDa el nivel asint6tico
no se alcanza con el diavolumen utilizado. Dada la bondad del ajuste al modelo de la ecuacién [5], sin embargo, aun
siendo extrapolaciones, se pueden aceptar los porcentajes que se especifican en la tabla 1.

Segtn las estimaciones perimétricas,
e en la membrana de 10 kDa se retiene un 96,5% de proteinas,
¢ en la membrana de 30 kDa se retiene un 92,43% y por ultimo

e en la membrana de 100 kDa se retiene un 65,2%.
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Un valor de s; (coeficiente de retencién del retenido) diferente de uno, como es el caso de la membrana de 30 y de
100 kDa, significa que si se continuase diafiltrando, se acabarfan por perderse todas las proteinas.

5 Fosforo

En la tabla 2, se presentan la principales estimaciones paramétricas correspondientes a los resultados de la fase de
diafiltracién para el fésforo (%), ajustados al modelo de la ecuacién [5].

10
TABLA 2
10 kDa 30 kDa 100 kDa
15
K1+k2=100
k1 72,48 87,55 67,32
20
Sy 1,000 1,000 1,000
k2 27,52 12,45 32,68
25 S 0,064 0,402 0,000
30
Tal como se observa, la membrana que mejor retiene es la de 30 KDa, una vez que retiene casi un 88%. En la
membrana de 10 kDa se retiene un 72,5% de fésforo, que queda completamente retenido en la membrana (s,=1) y el
27,5% sal en el permeado con pocas restricciones a la transferencia como se ve en el valor de 5,=0,064, muy préximo
de cero.
35

Por tltimo, el valor nulo de s, en la membrana de 100 kDa, significa que el 32,7% que se pierde no encuentra
cualquier restriccion a su transferencia.
40 Nitrégeno

En la tabla 3, se presentan las principales estimaciones paramétricas correspondientes a los resultados de la fase de
diafiltracién para el nitrégeno (%) ajustados al modelo de la ecuacién [5].

. TABLA 3
10 kDa 30 kDa 100 kDa
50
K1+k2=100

k1 86,92 88,73 65,95
55 Sy 1,000 1,000 1,000

k2 13,08 11,26 34,05
60 S2 0,198 0,601 0,065
65 En el caso del nitrégeno, la membrana de 30 kDa también retiene un porcentaje mds elevado, cuando comparado

con la membrana de 10 y de 100 kDa, y lo que se pierde (11,26%) tiene bastante dificultad en su transferencia por la
membrana.
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Ejemplo 2
Andlisis de la composicion cualitativa y cuantitativa de las materias primas y los diferentes retenidos de ultrafiltracion

Para este objeto se utilizaron las siguientes materias primas que se indican en la tabla 4.

TABLA 4

Composicion inicial de las aguas de coccion de atiin

1 Dia 2 Dias 3 Dias

Salinidad (g/L) - 8,6 19,00
Proteinas (g/L) - 23,20 51,60
Fosforo Total (mgl/L) - 41,13 80,00
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B) Composicion final lograda

La composicion final se refiere al agua de coccién de 3 dias en las distintas membranas de ultrafiltracion.

TABLA 5

Composicion final del agua de coccion de 3 dias en las membranas de 10 kDa, 30 kDa y 100 kDa

10 kDa 30 kDa 100 kDa
Inicial Final Inicial Final Inicial | Final
Salinidad (g/L) 19,0 0,35 19,0 0,53 19,0 | 0,10
Proteinas (g/L) 50,31 366,28 51,02 134,07 54,63 | 17,88
Fésforo total (mg/L) 37,0 7,00 86,0 13,0 73,0 5,00
Volumen (L) 5,00 0,97 10,0 0,89 5,0 0,65
Factor concentracion. 5,16 11,2 7,70
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Ejemplo 3
Punto de fusion y dureza o fuerza del gel obtenido a partir de las aguas de coccion de atiin

5 El punto de fusién y la dureza del gel se determinaron partiendo de una solucién acuosa del extracto llevada hasta
el 6,67% de concentracion de proteinas.

TABLA 6
10
Valores de los puntos de fusion y dureza para las diferentes membranas de Ultrafiltracion del agua de
coccion de 3 dias
15 Membranas UF (kDa) Punto de Fusién (°C) Dureza (Bloom nominal)
100 20,2 22
30 19,6 91
20
10 18,8 40
Porcino: Tipo A. Sigma G-2500. Bloom nominal ~ 300
25

Bovino: Tipo B. Sigma G-6650. Bloom nominal ~ 75

En este caso se esperaria que la dureza del gel obtenido con la membrana de 10 kDa fuese superior a la dureza del
30 gel de 30 y de 100 kDa, una vez que el la membrana de 10 kDa apenas se pierde un 3,5% de proteinas, pero en la
realidad esto no ocurre. Una explicacion posible para este hecho, es que en la membrana de 10 kDa quedan retenidas

las moléculas grandes y pequefias con peso molecular superior a 10 kDa, pudiendo formarse un gel mas diluido.

A la vista de esta descripcion y juego de figuras, el experto en la materia podrd entender que las realizaciones de
35 lainvencién que se han descrito pueden ser combinadas de mdltiples maneras dentro del objeto de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencién de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccidn de pescado;
el procedimiento estado caracterizado porque comprende:

a) ultrafiltrar el agua de coccién obteniendo un concentrado; y,
b) diafiltrar el concentrado para obtener, en el retenido de la diafiltracion, el extracto gelificable de proteinas.

2. Procedimiento para la obtencion de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccion de pescado,
segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la ultrafiltracién se realiza con membranas de 10 a 100 kDa.

3. Procedimiento para la obtencién de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccién de pescado,
seglin la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque la diafiltracién se realiza con membranas de 10 a 100 kDa.

4. Procedimiento para la obtencion de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccién de pescado,
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque, en la diafiltracion, se adiciona agua al retenido
para mantener su volumen constante.

5. Procedimiento para la obtencién de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccién de pescado,
seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la relacién entre el volumen permeado con
respecto al volumen del concentrado inicial es mayor a O y hasta 5.

6. Procedimiento para la obtencién de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccién de pescado,
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la ultrafiltracién o la diafiltracion se realiza con
membranas espirales de polisulfona.

7. Procedimiento para la obtencion de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccién de pescado;
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque las proteinas del extracto son esencialmente
proteinas de coldgeno.

8. Procedimiento para la obtencién de un extracto gelificable de proteinas a partir de agua de coccién de pescado;
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque las aguas de coccién provienen de especies
tinidas.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200931170

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2005115176 Al (NORCAPE BIOTECHNOLOGY) 08.12.2005
D02 SAXENA et al. Advances in colloid and interface science, 2009 2009
D03 DEL ROSARIO, E.J y DULDULAO, F.D. Desalination, 1988. 1988
D04 AFONSO, M.D. y BORQUEZ, R. Desalination, 2002. 2002
D05 SIMON, A. et al. Desalination, 2002. 2002

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud de patente se refiere a un procedimiento para obtener un extracto a partir de agua de coccidn del pescado que
comprende someter el agua de coccion a una ultrafiltracion (UF) para obtener un concentrado y diafitrar este concentrado
para obtener, en el retenido de la diafiltracién, un extracto proteico gelificable.

Con este procedimiento se obtienen proteinas valiosas, a la vez que se evita la contaminacion del medioambiente con
aguas de coccion de pescado.

Novedad y actividad inventiva (art. 6 y 8 de LP)

Ninguno de los documentos citados en el estado de la técnica describe el mismo procedimiento de la invencién, por lo que
se considera, que las reivindicaciones 1 a 8 de la solicitud de patente, cumplen el requisito de novedad

El documento D1 divulga un procedimiento de obtencién de productos valiosos a partir de pescado o productos marinos. En
este procedimiento se recuperan las proteinas, tanto del agua de coccion de los pescados como de la hidrélisis de los
desechos, utilizando la ultrafiltracion para concentrar las proteinas. El extracto retenido en la membrana de ultrafiltracion
contiene proteinas gelatinosas que pueden ser aprovechadas por sus propiedades aglutinantes en otros alimentos (pagina
13, lineas 17- 23; figuras 1y 10; reivindicaciones 7 y 12).

Otros documentos describen la utilizacién de la ultrafiltracion para concentrar las proteinas valiosas que se pierden en los
procedimientos de las diferentes industrias pesqueras. Por ejemplo, el documento D2 en su apartado 5.1.2.3, cita al
posibilidad de utilizar UF en la recuperacion de aguas de la fabricacion de harina de pescado y surimi, asi como, en la
industria de la fabricacién de la gelatina. En el documento D3 se utilizan membranas de polisulfona de 66kDa para
concentrar el agua de coccion de los tunidos y evitar con ello la contaminacion del medioambiente. Se recuperan
aproximadamente el 95% de las proteinas. El documento D4 es un articulo que revisa los procedimientos conocidos en el
estado de la técnica que utilizan ultrafiltracion para concentrar las aguas residuales de las industrias pesqueras con objeto
de, por un lado, evitar la contaminacion del medio ambiente con dichas aguas y por otro, recuperar las proteinas de alto
valor que dichas aguas contienen.

Se considera el documento D1 como el documento mas cercano al estado de la técnica, ya que mediante el procedimiento
de ultrafiltracion descrito en D1 se obtiene un extracto proteico rico en proteinas gelatinosas a partir de agua de coccién. La
diferencia entre D1 y la solicitud es que, en ésta, el retenido obtenido tras la ultrafiliracion se somete a una diafiltracion. El
producto final contiene de un 65,2 a un 96,5% de la proteina inicial, dependiendo del tamafio de poro de la membrana.

El problema técnico a resolver por la invencién seria una mejora en el sistema de extraccion de las proteinas del agua de
coccién mediante ultrafiltracion.

La diafiltracion es un método que ya se ha utilizado para refinar las gelatinas obtenidas de productos marinos por medio de
ultrafiltracion, ya que permite mejorar el producto, eliminando gran proporcion de sales (ver documento D2 y D5). En
consecuencia, el tratamiento por diafiltracion seria una eleccién obvia para un experto en la materia que quisiera mejorar o
refinar el extracto proteico gelatinoso obtenido de las aguas de coccion mediante el procedimiento descrito en D1.

En consecuencia, teniendo en cuenta la combinacion de ensefianzas de los documentos D1 y D2, las reivindicaciones 1-
4,6,7 carecen de actividad inventiva. De la misma manera, la combinacién de documentos D1 y D5, afecta a la actividad
inventiva de las reivindicaciones 1-5, 7 y 8.
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