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I.- RESUMEN 
 

La industria reductora de especies marinas, genera contaminación y 

desperdicio de proteínas potencialmente útiles; para evitarlo, se usan métodos 

de evaporación y ultrafiltración (UF). El presente trabajo tuvo como finalidad 

presentar una alternativa al tratamiento de agua de cola (AC) y contribuir en la 

reducción del impacto ambiental producida por este tipo de efluentes y al 

mismo tiempo evaluar la potencialidad química, nutricional y funcional de las 

proteínas recuperadas, aplicando centrifugación complementaria y modificación 

del pH. Se trató AC por centrifugación complementaria, seguida de ajuste de 

pH y ultrafiltración. Se realizaron varios experimentos para seleccionar agentes 

alcalinos y ácidos para producir los cambios de pH en el ACC a tratar. El 

tratamiento alcalino por si mismo no fue satisfactorio para la reducción de la 

demanda bioquímica y química de oxigeno (DBO5, DQO). Sin embargo la 

combinación del tratamiento en condiciones alcalinas con el ácido seguido de 

una centrifugación resultó en la recuperación del 60% de los compuestos 

nitrogenados presentes (proteínas, péptidos y aminoácidos). El efluente final 

bajo estas condiciones mostró transmitancias del 70% y reducciones del 85% 

en DBO5 y DQO. No obstante estas características el efluente final resultó con 

un pH de 1.5, factor limitante para la eliminación del efluente generado. Las 

características del efluente final derivado de un tratamiento de múltiples etapas 

(centrifugación-ajuste de pH-ultrafiltración), mostraron que antes de la UF, con 

el tratamiento TCA-NaOH se removieron 81±22% y 66±12% de DBO5 y DQO 

respectivamente, mientras que con HCl-NaOH 81.0±20% y 66.0±12%. La UF (1 

kDa) en el tratamiento con TCA resultó en un 99% y 90.2% de remoción para 

DBO5 y DQO, respectivamente. Se recuperaron fracciones sólidas (HCl FI1, FI2 

y TCA FI1, FI2) de ambos tratamientos; las cuales se evaluaron química, 

nutricional y funcionalmente.  Los mejores resultados se encontraron utilizando 

el TCA en el tratamiento. Las fracciones TCA FI1 y  FI2 presentaron una 

composición de 76.0±4% y 16.9±3.1 de proteína, 12.0±6.2% y 2.9±1.9% de 

grasa, 7.9±2% y 75.4±2.6 de cenizas respectivamente. TCA FI2 y FI1 resultaron 

ser buenas fuentes de Ca++, Mg++, P-3, K+ y aminoácidos esenciales. 

Adicionalmente presentaron digestibilidad in vitro mayor al 85% y capacidades 

de emulsificación comparables con los controles utilizados. Los resultados de 

 x



 xi

este estudio sugieren que el tratamiento propuesto puede ser una alternativa 

tecnológica factible para el tratamiento del AC y al mismo tiempo los sólidos 

recuperados podrían tener potencial para poder ser utilizados como 

ingredientes alimentarios. 
 



II.- INTRODUCCIÓN 
 

En diversas partes del mundo (Perú, Chile, Ecuador, España, etc.) se 

encuentran en operación plantas productoras de harina de pescado. El 

proceso de fabricación sigue las mismas operaciones, donde se captura al 

pescado fresco y se convierte en harina para múltiples propósitos (ej. 

Alimentación acuícola, animales terrestres y nutrición humana). Las especies 

que normalmente se capturan con esta finalidad son la sardina (Sardinops 

sagax caerulea), Macarela (Scomber japonicus), anchoveta (Engraulis 

mordax, Cetengraulis mysticetus,) y arenque (Clupea pallasii pallasii)  

(Goycoolea y col., 1997; Guerrero y col., 1998). La pesca en Sonora 

representa aproximadamente el 61 % de la captura nacional de sardina. Del 

total de capatura (387,530 ton), el 73% fue representado por sardina, 

macarela y anchoveta principalmente; de los cuales 216,566 ton se 

destinaron a la industria harinera (Conapesca, 2005).  

La elaboración de harina de pescado demanda grandes volúmenes 

de agua durante el proceso, generando a la vez grandes cantidades de 

subproductos como agua de cola (AC) y aceite de pescado. El AC contiene 

una gran cantidad de materia orgánica y, en la mayoría de los casos, esta se 

descarga directamente al mar (Irlanda-Francis, 2002; López-Ríos  y 

Lechuga-Anaya, 2001; Miller y col., 2001; Roeckel y col., 1996; Wu y col., 

2002). 

En una planta procesadora, el método más común de producción de 

harina y aceite de pescado básicamente consiste en el cocinado a vapor, 

prensado y secado. El licor obtenido durante el prensado pasa a través de 

un decanter para eliminar sólidos y posteriormente se somete a un proceso 

de centrifugación, de donde se obtiene aceite de pescado sin refinar y AC 

entera. (Green y col., 1976). El AC es una emulsión de aceite en agua, en el 

cual el aceite es acompañado por proteínas y otros materiales orgánicos. La 

composición del AC puede variar dependiendo de la especie de pescado, 

época de captura, estado fisiológico, condiciones de almacenamiento del 

mismo y del manejo operacional de la planta harinera (Castillo y col., 1987; 
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Del Valle  y Aguilera, 1990; Del Valle  y Aguilera, 1991; Goycoolea y col., 

1997; Guerrero y col., 1998)).  

El alto contenido de proteínas y sólidos suspendidos añade un 

especial interés en la implementación de técnicas de recuperación de sólidos 

con el fin de optimizar el proceso de producción a un bajo costo; además de 

reducir la posibilidad de contaminación de las bahías. 

Por medio de la sedimentación y centrifugación puede removerse una 

fracción de material proteico y aceite. En algunas industrias se ha 

implementado el proceso de evaporación al vacío del AC, del cual se 

recupera una fracción llamada solubles de pescado. Sin embargo, el proceso 

no es del todo eficiente debido a la composición del AC, por lo que se 

requiere de un tratamiento previo, ya sea químico o biológico para poder 

modificar de alguna manera el material soluble, grasa emulsificada y 

partículas coloidales que no pueden recuperarse por medio de centrifugación 

y sedimentación (Civit y col., 1982; Del Valle  y Aguilera, 1990; Prakash  y 

Sengupta, 2003).  

Se han propuesto numerosos métodos para la recuperación de 

proteínas simultáneamente con el tratamiento del AC. Entre ellos se 

menciona la modificación del pH combinado con el calor (Civit y col., 1982); 

combinación del pH con coagulantes (Castillo y col., 1987; Guerrero y col., 

1998) y combinación de pH con quitosano (Afonso  y Borquez, 2002). 

Indudablemente los cambios de pH modifican la solubilidad de las 

proteínas. No obstante, es indispensable la optimización minuciosa del pH 

para poder recuperar gran parte de ellas. Estudios preliminares realizados a 

la fecha en el Laboratorio de Productos Pesqueros de la Dirección de 

Tecnología de Alimentos de Origen Animal (DTAOA) en CIAD A.C. 

Hermosillo, indican que las proteínas en solución/suspención del AC 

modifican su comportamiento como respuesta a los cambios de pH. Por lo 

que el presente estudio contempló el tratamiento de AC a diferentes pH, 

modificando con ello el comportamiento del contenido proteico en la misma, 

promoviendo su precipitación y con ello una eficiente separación por medios 

físicos (centrifugación y ultrafiltración). 
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III.- HIPOTESIS 
 

La acción combinada de centrifugación y modificación de pH en agua 

de cola (AC), promoverá la recuperación de sólidos con propiedades 

funcionales y generará efluentes que cumplan con los niveles de pH, DBO5 y 

DQO dictados por la NTE-CCA-028/90. 
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IV.- OBJETIVOS 
 

Objetivo General 
 
Generar efluentes que cumplan con los niveles de pH, DBO5 y DQO dictados 

por la Norma Técnica (NTE-CCA-028/90) y evaluar química, nutricional y 

funcionalmente los sólidos recuperados  del AC tratada por centrifugación y 

modificación de pH. 

 

Objetivos Específicos 
 
Seleccionar a los agentes alcalinos y ácidos para generar los cambios de pH 

en el AC. 

 

Determinar el pH óptimo de recuperación de sólidos y agregación de las 

proteínas en AC centrifugada (ACC) que ayuden en la generación de 

efluentes que cumplan con la norma NTE-CCA-028/90. 

 

Caracterizar química, nutricional y funcionalmente los sólidos recuperados y 

el efluente generado producto del tratamiento. 

 

Caracterizar el efluente final generado por la industria y compararlo con la 

composición del efluente final obtenido en el laboratorio. 
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V.- ANTECEDENTES 
 

 
Impacto ambiental de los efluentes de la industria reductora 

 La problemática ambiental perturba o afecta a todas las comunidades 

humanas. Uno de los problemas ambientales más serios y perjudiciales es la 

contaminación. Esta puede ser en el agua, suelo, aire y en efectos en la 

salud del ser humano. Se considera que si se llegan a afectar los tres 

primeros, los seres vivos que ahí habitan se verán directamente 

perjudicados y, aunque solo se viertan contaminantes en alguno de ellos, se 

puede dañar los demás por interdependencia (Mérida y col., 1997). El 

principal impacto de los efluentes de la industria pesquera es la 

contaminación, debido a que gran parte de los efluentes líquidos son de 

naturaleza orgánica y en algunos casos son vertidos directamente al mar. El 

impacto ambiental causado por  estos efluentes dependerá de su naturaleza 

física, composición química, volumen eliminado y temperatura a la que son 

vertidos al ambiente. La composición de los efluentes líquidos de la industria 

es altamente variable. Esta depende principalmente de las condiciones 

higiénicas sanitarias y de las condiciones de operación de la planta 

(Fernández y col., 2003) 

Los principales efluentes líquidos provenientes de la industria 

reductora son: el agua de succión o de bombeo, que se refiere al agua que 

transporta los pescados desde el puerto hacia la planta; la sanguaza, que es 

originada por la liberación de agua con sangre producto de la presión del 

pescado entero durante su almacenamiento en grandes volúmenes; y 
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finalmente, el AC que es la fase residual acuosa proveniente de la 

centrifugación del licor de prensa  previamente decantado (Ahumada y col., 

2004; Cabrera, 1999; Del Valle  y Aguilera, 1990; Fernández y col., 2003; 

Kameya, 2005; López  y Lechuga, 2001; Majluf y col., 2007). La importancia 

en el ambiente de estos efluentes líquidos es que pueden causar 

desequilibrio en las propiedades físicas, químicas y biológicas en el 

sedimento y agua de mar. Estas propiedades se ven afectadas por cambios 

en la salinidad, disminución de oxígeno disuelto, aumento de la DBO5, 

incremento de nutrientes (P,N), alta carga de sulfuros y amonio en 

sedimentos e incremento de la temperatura, lo cual pueden llevar a un 

proceso de eutrofización (Cabrera, 1999; 2001)  

El impacto en el paisaje marino se manifiesta con la presencia de 

residuos de aceites y grasas, y sólidos en suspensión, dando mala 

apariencia. En lo referente al impacto en el hombre, éste se manifiesta por la 

aparición de  enfermedades del sistema respiratorio y digestivo, así como 

enfermedades alérgicas, infecciosas y parasitarias y, aunque estos eventos 

podrían estar asociados a actividades industriales pesqueras, aún no hay 

estudios epidemiológicos que lo confirmen. No obstante lo anterior, se ha 

reportado un incremento en las patologías antes mencionadas cuando las 

fábricas pesqueras entran en actividad (Cabrera, 2001; Majluf y col., 2007). 

Con respecto a la problemática generada por efluentes como el AC, 

en México existen regulaciones nacionales que controlan el desecho de este 

tipo de contaminantes emitiendo normas técnicas o en su caso normas 

oficiales, como es el caso de la Norma Técnica NTE-CCA-028/90 que 
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establece los límites máximos permisibles de los parámetros de los 

contaminantes, para las descargas de aguas residuales provenientes de la 

industria de la preparación y envasado de conservas de pescados y 

mariscos y de la industria de producción de harina de pescado en cuerpos 

receptores. Dicha norma es considerada como de carácter obligatorio para el 

responsable de las descargas de las aguas residuales y emite entre otros, 

los siguientes parámetros que son de gran relevancia y se estarán tratando a 

lo largo este trabajo: pH (unidades de pH) de 6 a 9 y Demanda Bioquímica 

de Oxígeno (DBO5) de 200-400 mgO2/L.  Manejando 

 

Importancia del Agua de Cola (AC) 

 

En una planta procesadora, el método más común de producción de 

harina y aceite de pescado básicamente consiste en el cocinado a vapor, 

prensado y secado del pescado. El licor obtenido durante el prensado se 

somete a un proceso de decantación y luego de centrifugación, de donde se 

obtiene aceite de pescado sin refinar y AC entera. Por lo tanto, el AC es el 

producto resultante de la centrifugación del líquido resultante del decanter 

(Green y col., 1976). Es una emulsión de aceite en agua, en el cual es aceite 

es acompañado por proteínas y otros materiales orgánicos. El AC se 

considera como un sistema complejo de partículas insolubles (0.1-100μm), 

coloides (0.1-1μm), glóbulos de grasa (0.1-10μm), proteínas (1-100 KDa) y 

iones disueltos. Por lo general, su composición es: sólidos totales (8-10%), 

proteína (5-7%), grasa (0.3-0.6%), cenizas (1.8-2.3%) y un pH de 6 a 7. No 
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obstante, esta pueden variar dependiendo de la composición inicial de la 

especie, de las condiciones de almacenamiento del pescado y de las 

condiciones de operación de la planta (Castillo y col., 1987; Del Valle  y 

Aguilera, 1990; Del Valle  y Aguilera, 1991; Goycoolea y col., 1997; Guerrero 

y col., 1998). 

El AC generada del proceso de reducción representa 

aproximadamente el 60% del peso total del pescado utilizado como materia 

prima. Esto es de suma importancia, puesto que además de poseer una gran 

cantidad de materia orgánica, el AC en la mayoría de los casos se descarga 

directamente al mar, lo que ha llegado a provocar contaminación de bahías, 

como en Galicia (España) (Wu y col., 2002); en la Región VIII de Chile 

(Roeckel y col., 1996) y en las bahías de Chancay y Ferrol en Perú (Cabrera, 

2001; Guillén y col., 1998) y de Ensenada, (B.C), Guaymas y Yavaros 

(Sonora) en México (Miller y col., 2001). Particularmente en la bahía de 

Guaymas se vierten al año cerca de 8,756 ton de sólidos que corresponden 

aproximadamente a 120 mil ton de AC; mientras que en Yavaros se vierten 

cerca de  26,100 ton (Irlanda, 2002; López  y Lechuga, 2001). 

Aunado a los problemas de contaminación, en las plantas reductoras 

que no tratan el AC puede haber pérdidas económicas al no recuperar los 

sólidos presentes. Al respecto, una planta con capacidad de procesar 50 ton 

sardina/hora, generará cerca de 30 ton de AC por hora. Si en una temporada 

se producen 60,000 ton de AC, se podrían recuperar aproximadamente 

4,800 ton de sólidos, tomando en cuenta que el AC contiene 8% de sólidos, 

esto representaría una producción complementaria de 5,328 t de harina; si el 
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costo por tonelada de harina es de alrededor de 1000 USD (Josepeit, 2007), 

entonces se estarían perdiendo o recuperando mas de 5 millones de dólares 

en una temporada (Bimbo, 2002; Cuadros-Dulanto, 1994; Dornier  y 

Bennasar, 1991).  

Actualmente se han implementado métodos para la recuperación de 

sólidos (proteínas), simultáneamente con el tratamiento del AC; algunos de 

éstos se describen en la siguiente sección. 

 

 

Procesos de Recuperación de Sólidos de AC 

 
Los procesos de recuperación se dividen en unidades de proceso y 

operaciones unitarias. Las unidades de proceso comprenden la adición de 

sustancias químicas o biológicas, mientras que las operaciones unitarias son 

aquellas en las que predominan las fuerzas físicas. En la industria pesquera 

se emplean ambas para la remoción de sólidos suspendidos y disueltos 

(Tchobanoglous y col., 2003c). A continuación se presenta una descripción 

general de los métodos industriales que están documentados para la 

recuperación de sólidos.  

 

Evaporación 

 La evaporación es utilizada con el fin de recuperar sólidos 

provenientes del AC. En esta se eliminan grandes cantidades de agua 

concentrándola para finalmente someterla a un proceso de secado. Lo 

anterior requiere de calor normalmente en forma de vapor, parámetro de 
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suma importancia en el consumo de energía. El consumo de vapor es de 

0.65 kg, 0.45 kg y de 0.35 kg por kg de agua evaporada en evaporadores de 

doble, triple y cuadruple efecto respectivamente. Esto evidencia que los 

evaporadores de múltiple efecto son más económicos que los de una sola 

etapa. No obstante, el factor que finalmente determina que tanto va a 

concentrarse el agua de cola sin tener problemas operativos es su 

viscosidad, la cual aumenta en las etapas finales de la concentración. La 

concentración máxima de sólidos del AC en la etapa final de la evaporación 

puede ser de 30 a 50%.  

Como se mencionó anteriormente, esto eleva drásticamente la 

viscosidad del AC, llegando en algunos casos a valores superiores a los 500 

cP, lo cual se asocia normalmente con problemas operacionales de 

taponamiento de tuberías y como consecuencia la interrupción del flujo de 

fluidos. Por lo anterior es importante la mayor eliminación posible de los 

sólidos mediante procesos previos a la evaporación (Del Valle  y Aguilera, 

1990; F.A.O, 1986), o bien dar un tratamiento previo para la reducción de la 

viscosidad como lo es el tratamiento enzimático. Se han propuesto 

tratamientos enzimáticos previos a la evaporación con el fin de reducir la 

viscosidad al hidrolizar las proteínas de alto peso molecular. Con el proceso 

enzimático utilizando proteasa de Cucurbita fiscifolia (calabaza) se ha 

logrado reducir la viscosidad del AC y aumentar la concentración de sólidos 

por evaporación a mas del 50% (Schaffeld y col., 1989). Resultados 

similares se obtuvieron con enzimas alcalasa y neutrasa (Jacobsen  y 

Rasmussen, 1984). A nivel industrial, el uso de estas enzimas aumento la 
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capacidad de evaporación del AC en un 74% comparada con AC no tratada 

(Jacobsen, 1985). 

  
 

Precipitación Fisicoquímica 

La precipitación química involucra la adición de sustancias químicas para 

alterar el estado físico de los sólidos disueltos y suspendidos y facilitar con 

ello su remoción por sedimentación. Durante varios años se han utilizado 

diferentes sustancias como precipitantes. El grado de clarificación obtenida 

depende de la cantidad de químicos utilizados y del cuidado que se tenga en 

el control del proceso. Por medio de la precipitación es posible obtener un 

efluente claro y libre de materia en suspensión (Schaffeld y col., 1989). Los 

ácidos y bases son agentes precipitantes muy efectivos en la recuperación 

de proteínas en solución acuosa. La acidificación no sólo precipita proteínas, 

sino también elimina las cargas negativas de los grupos carboxilos de 

moléculas grasas y con ello conduce a la reducción en la solubilidad del 

aceite de pescado (Del Valle  y Aguilera, 1990). 

(Welsh  y Zall, 1979), precipitaron proteínas de pescado en aguas 

residuales ajustando su pH al punto isoeléctrico (pH=3.8-4.9), donde la 

solubilidad de las proteínas generalmente disminuye como resultado de la 

desnaturalización. En otra investigación, se colectó proteína precipitada a pH 

4 a partir de agua de desecho en la producción de almeja. Los resultados 

demostraron que la precipitación de proteínas con H2S04 10 N es 

relativamente simple y eficiente para reducir la carga orgánica del agua 
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residual, además de recuperar una gran cantidad de proteína (Hang y col., 

1980). 

Las proteínas en solución acuosa también pueden precipitarse por 

medio de tratamiento térmico y ajuste de pH. En un estudio realizado en AC 

de arenque del atlántico (Brevoortia tyrannus) se reportó la máxima 

recuperación de sólidos a pH 4 y temperatura de 60-80°C (Castillo y col., 

1987); mientras que en AC proveniente de fábricas de harina pescado en 

Mar de la Plata Argentina, la mayor recuperación de sólidos fue a pH 5.8 y 

temperaturas entre 60-65°C (Civit y col., 1982). En AC de fábricas de harina 

de pescado en Chile se encontró la menor solubilidad de sólidos a un pH 5 y 

a una temperatura de 90°C (Del Valle  y Aguilera, 1990). En agua de cola de 

fábricas de harina de pescado en Galicia, España, se obtuvo un 80% de 

remoción de sólidos a pH 8 (Guerrero y col., 1998). La recuperación de la 

mayor cantidad de sólidos en AC representa una de las etapas primarias del 

tratamiento de este efluente. Sin embargo, en ocasiones la eliminación de 

pequeñas partículas coloidales no es del todo eficiente, por lo que se 

requiere formar aglomerados mayores lo cual haría más sencilla su 

eliminación por procesos como sedimentación y centrifugación. Para formar 

dichos aglomerados, de manera que puedan removerse más fácilmente, se 

han utilizado diferentes agentes floculantes/coagulantes.  

Para comprender el papel que ejercen los floculantes/coagulantes en 

la remoción de partículas coloidales, es importante conocer las 

características de las partículas encontradas en el agua de desecho o AC 

tales como: a) tamaño y concentración, b) forma y flexibilidad, c) 
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propiedades de superficie, incluyendo características eléctricas, d) 

interacciones partícula-partícula y, 5) interacciones solvente-partícula 

(Tchobanoglous y col., 2003a). 

Con el objetivo de recuperar la mayor cantidad de sólidos se han 

propuesto una diversidad de agentes floculantes/coagulantes como las sales 

cationicas divalentes y trivalentes. Se han propuesto también polímeros 

cargados (polielectrolitos), incluyendo gomas y derivados polisacáridos de 

plantas (alginatos, carrageninas, carboximetilcelulosa) y de animales 

(quitosano) (Del Valle  y Aguilera, 1990). En  un estudio realizado con el 

efluente resultante del enlatado de camarón, se encontró la mayor eficiencia 

con dos sales utilizadas como agentes coagulantes. Con cloruro férrico, se 

obtuvo un 87% de claridad (transmitancia) en el efluente después de 30 

minutos de reposo a un pH 6.6; mientras que con sulfato férrico, se obtuvo 

un 63% en el mismo tiempo a un pH 5.8 (Toma  y Meyers, 1975). Doce años 

más tarde, se utilizaron lodos activados (impact 150) con el fin de recuperar 

sólidos provenientes de AC de arenque del atlántico (Brevoortia tyrannus); 

en este experimento, se logró recuperar alta cantidad de sólidos 

consiguiéndose transmitancias hasta de un 99% (Castillo y col., 1987). 

En un experimento donde se emplearon efluentes producto del 

procesamiento de langostino, se observaron resultados favorables en la 

recuperación de sólidos a un pH de 6. La concentración de sólidos 

suspendidos y turbidez disminuyeron en un 97% y 83% respectivamente; la 

reducción en la demanda química de oxígeno (DBO) fue de un 45% (No  y 

Meyers, 1989a). Por otra parte, se demostró también que el quitosano es un 
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excelente sustrato polimérico para una alta recuperación de un gran número 

de aminoácidos (excepto alanina y cisteina) en efluentes provenientes del 

procesamiento de langostino a pH entre 8 y 10 (No  y Meyers, 1989b). 

Guerrero y col. (1998), recuperaron 97% y 75% de proteínas utilizado 

poliacrilato de sodio y quitosano respectivamente, en AC de la industria 

reductora en Galicia España (Guerrero y col., 1998). 

 

Sistemas a base de  membranas 

La filtración involucra la separación de partículas y materia coloidal de 

un líquido. El papel de la membrana es servir como una barrera que permite 

el paso de ciertos constituyentes y el de retener otros. Los procesos de 

separación por membranas incluyen la microfiltración (MF), ultrafiltración 

(UF), nanofiltración (NF), osmosis reversa (OR), diálisis y electrodiálisis (ED) 

(Tchobanoglous y col., 2003b). En la MF y UF existen diferentes 

configuraciones del proceso; una de ellas, es por medio de sistema de 

filtración de membrana en flujo cruzado. Este tipo de membrana tiene 

aplicación en la industria pesquera aunque no es muy frecuente su uso. 

Algunas de sus aplicaciones es en el tratamiento de aguas residuales, 

recuperación de proteínas y en la producción de hidrolizados y concentrados 

de proteína de pescado; así como en las diferentes etapas de la línea de 

procesamiento de camarón, en donde la concentración de proteína en aguas 

residuales varía de 0.1% a 0.6% y al aplicar el proceso de UF se ha logrado 

concentrar por encima del 6%, recuperando con ello gran cantidad de 

proteínas (Almas, 1985).  
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También se ha validado experimentalmente el tratamiento de AC por 

medio de UF, lográndose concentrar los sólidos totales hasta un 42%, con lo 

cual se  demostró que esta tecnología puede competir con el evaporador, de 

forma ventajosa ya que la limpieza de la membrana es mas fácil y rápida que 

la del evaporador (Hart  y Souires, 1985).  

La MF y UF también se han utilizado para recuperar proteínas del 

efluente proveniente del procesamiento de surimi. La producción de surimi 

puede verse incrementada hasta en 1.7% añadiendo la proteína recuperada 

por MF, sin la disminución de las propiedades funcionales de este material 

proteico. El uso de UF provee también la posibilidad de reciclar el agua del 

proceso. Sin embargo, las proteínas obtenidas presentaron un considerable 

color oscuro y olor fuerte (Lin y col., 1995). Una aplicación más de la MF y 

UF fue en efluentes de industrias harineras en Chile, donde se observó que 

la UF redujo la cantidad de materia orgánica y permitió la recuperación de 

gran cantidad de material proteico; sin embargo, el estudio recomendó el uso 

de nanofiltración (NF) con el fin de aumentar la recuperación de proteínas de 

esos efluentes (Afonso  y Borquez, 2002). La NF se utilizó en efluentes del 

procesamiento de surimi, mostrando que esta tecnología es capaz de reducir 

la demanda química de oxígeno en un 93% y los sólidos totales en un 87% 

(Wu y col., 2002).  

En los procesos de separación de sólidos por medio de membranas 

es muy común el taponamiento de las superficies de las membranas, ya 

sean de MF, UF, NF u OR. En años recientes se han propuesto nuevas 

tecnologías de membranas, las cuáles teóricamente no son susceptibles al 
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taponamiento por partículas finas o moléculas orgánicas muy grandes. La 

membrana Donnan o Diálisis Donnan es una de ellas, en el que se genera 

un gradiente de potencial electroquímico a través de una membrana 

intercambiadora de iones (Prakash  y Sengupta, 2003). 

 

Sistemas por flotación 

El BAF (Bubble Accelerated Flotation system) o sistema de flotación 

por burbujas de aire, tiene como base fundamental  la tecnología tipo ASH 

(air sparged hydrocyclone). Básicamente consiste en dos etapas: la primera, 

es la aireación del agua de desecho en una cámara donde se forman 

pequeñas burbujas que colisionan entre ellas y atrapan al mismo tiempo los 

sólidos contaminantes; la segunda etapa, consiste en la separación de los 

sólidos agregados en las burbujas (aerofloculos) en tanques de separación. 

Por medio de esta tecnología se han obtenido buenos resultados en la 

remoción de sólidos suspendidos en aguas residuales de la industria 

pesquera en Ensenada, B.C. (México), lográndose reducir hasta un 79% de 

la demanda química de oxígeno (DQO). Sin embargo, los contaminantes 

solubles y coloidales menores a 1 micrón no pudieron removerse 

eficientemente (Miller y col., 2001). 

En el tratamiento de efluentes de la industria pesquera también se ha 

utilizado el sistema conocido como flotación por aire disuelto (DAF, por sus 

siglas en inglés). Durante esta operación se eliminan no sólo el aceite o 

grasa sino también sólidos suspendidos. En este sistema el efluente es 

presurizado en un tanque cerrado, después pasa a través de una válvula de 
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reducción de presión, posteriormente pasa al tanque de flotación, donde 

debido a la reducción repentina de la presión se forman pequeñas burbujas 

de aire del orden de 50-100 micrones de diámetro; las burbujas tienden a 

subir y es entonces que los sólidos suspendidos, partículas de grasa se 

adhieren a la superficie de la burbuja  acarreándolos a la superficie. Es muy 

común usar sustancias químicas para aumentar la eficiencia del proceso 

(González, 1996). Este método has sido utilizado durante el procesamiento 

del salmón de la planta Salmon Processing Factory Laschinger en Alemania, 

donde se han llegado a reducir en un 77% los niveles de DQO y en un 72% 

los niveles de DBO5 (Huber technology Inc., 1997). 

 

Potencial de Los Subproductos de la Industria Pesquera como Ingredientes 

Funcionales y Suplementos Nutricionales 

 

 Es conocido que del 50 al 60% de la captura de especies marinas se 

destina para consumo humano; la otra parte, no sólo se utiliza como 

subproducto, sino que también gran parte se elimina como desecho. Por 

ello, en los últimos años ha habido un creciente interés por esta área de 

investigación. Los subproductos se han visualizado como una fuente 

potencial de productos de valor agregado, en lugar de desechos. Dichos 

subproductos contienen fracciones con valor como: proteínas, lípidos, 

vitaminas y minerales. La fracción mayoritaria de los subproductos es 

utilizada en alimento para ganado, mediante la producción de harina y aceite 

de pescado; no obstante, la mejor rentabilidad la brindan los productos 
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destinados para consumo o uso humano como: enzimas extraídas y 

purificadas, péptidos bioactivos y biopolímeros para aplicaciones 

biotecnológicas o farmacéuticas (Asbjorn, 2004; Rustad, 2003). 

Con respecto a los nutrientes, como las proteínas, estudios realizados 

en Alaska mostraron que los hidrolizados derivados del arenque (Cuplea 

harengus) son fuente potencial de péptidos y aminoácidos de calidad y que 

estos hidrolisados poseen color agradable, propiedades antioxidantes, 

solubilidad, absorción de grasa y estabilidad de la emulsión (Sathivel y col., 

2003).  

Las investigaciones en esta área han demostrado las bondades de los 

subproductos de origen marino, como es el caso de los polvos de proteínas 

solubles e insolubles de halibut (Atheresthes stomias) y arenque (Cuplea 

harengus) con potencial para utilizarse como ingredientes funcionales, 

complementos nutricionales y emulsificantes (Sathivel y col., 2004; Sathivel y 

col., 2005).  De igual forma, el AC proveniente de subproductos (cabezas, 

colas, visceras y piel) de abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma) y 

salmón (Onchorhynchus), posee características nutricionales y funcionales 

para poder emplearse como mejoradores de sabor en piensos para animales 

y acuacultura (Bechtel, 2005).  Adicionalmente a lo anterior, se evaluaron 

polvos proteicos provenientes de proteínas solubles de cabezas, colas, 

vísceras, piel y mezclas de recortes de abadejo de Alaska (Theragra 

chalcogramma). Los resultados mostraron que el contenido de aminoácidos 

de todos los polvos proteicos excedían los requerimientos para humanos 

concluyendo que este tipo de polvos proteicos pueden ser usados en la 
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industria de alimentos debido a sus propiedades funcionales y nutricionales 

(Sathivel  y Bechtel, 2006).  

Aunado a lo anterior, el colágeno ha demostrado poseer potencial en 

la industria farmacéutica y de alimentos, por lo que la demanda de éste y de 

la gelatina por la industria alrededor del mundo es considerable y sigue 

creciendo. Al respecto, los subproductos del procesamiento de la industria 

pesquera son una fuente potencial de colágeno y la gelatina es empleada 

como aditivo para aumentar la textura, capacidad de retención de agua, 

capacidad de retención de aceite, estabilidad durante el cocinado, capacidad 

de emulsificación y espumeo en numerosos productos alimenticios. La 

calidad y aplicación específica del colágeno y gelatina extraídos está 

altamente relacionada con sus propiedades funcionales y su pureza. No 

obstante, durante la extracción de colágeno de subproductos marinos se 

presenta abundancia de pigmentos y presencia de olores a pescado. 

Adicionalmente, se ha reportado que el colágeno de organismos marinos no 

forma geles fuertes, con lo cual se restringe su potencial de aplicación. Sin 

embargo, puede ser utilizado en aplicaciones industriales como micro-

encapsulador, en pegamentos de secado rápido y cubiertas sensibles a la 

luz. También hay un mercado en la industria de cosméticos como 

ingrediente activo en shampoos con proteínas.  

El uso de colágeno y gelatina de pescado también han generado 

nuevas aplicaciones en la industria de alimentos y en culturas donde no se 

acepta este tipo de productos provenientes de mamíferos, además, que 

debido al hallazgo de la encefalopatía espongiforme bovina (BSE), el 
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consumidor se ha vuelto más exigente y consiente de su salud, por lo que se 

está aceptando de mejor manera la fuente de colágeno y gelatina 

proveniente de fuentes marinas (Kim  y Park, 2005; Kim  y Mendis, 2006; 

Rustad, 2003). 

Otro componente muy importante derivado de fuentes marinas es la 

protamina, la cual es un péptido básico que contiene más del 80% de 

arginina. Esta se ha encontrado en los testículos de mas de 50 especies de 

pescado y se ha utilizado como agente antibacterial en el procesamiento de 

alimentos. Se ha demostrado que muchas proteínas poseen actividad 

antioxidante y los hidrolizados de pescado no son la excepción (Kim y col., 

2001; Kim  y Mendis, 2006; Rustad, 2003). Aunado a lo anterior, se ha 

reportado que los péptidos de pescado son capaces de mejorar 

significativamente la disponibilidad de absorción del calcio en sistemas 

biológicos (Kim  y Mendis, 2006).  Los subproductos de pescado son 

utilizados en muchas industrias y sus aplicaciones comerciales se han 

expandido año con año. Sin embargo, su aplicabilidad como compuestos 

bioactivos y valor nutracéutico no ha sido estudiado lo suficiente, lo que hace 

necesario futuras investigaciones al respecto para dar una aplicación en la 

promoción de la salud del humano (Kim  y Mendis, 2006). 

 Uno de los productos principales derivados del pescado es la 

manufactura de harina de pescado. Esta un alimento muy popular para 

animales (ganado bovino, porcino, aves y acuacultura) debido a su alto valor 

nutricional. Normalmente, la harina procesada correctamente posee un alto 

nivel de aminoácidos esenciales (especialmente lisina), vitaminas del 
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complejo B, colina, niacina, ácido pantoténico, riboflavina y minerales que 

incluyen al calcio, cobre, hierro, fósforo y otros minerales traza. La 

popularidad de la harina de pescado también es atribuible a la baja cantidad 

de fibra y a la forma tan fácil de obtenerla. La calidad nutricional y 

digestibilidad de la harina son afectadas por la composición y calidad de la 

materia prima y las condiciones del proceso. Aunque se han reportado 

diferencias en el contenido de proteínas en harinas de pescado de diferentes 

orígenes, el perfil de aminoácidos sigue siendo similar. Este perfil es análogo 

al requerido para el crecimiento del ganado bovino. El empleo de harina de 

pescado tiene ventajas significativas en la suplementación de dietas 

animales siempre y cuando se tome en cuenta el estado del animal y la 

calidad de los ingredientes dietarios (Hussein  y Jordan, 1991; Ockerman  y 

Hansen, 2000; Sandbol, 1993) 
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VI.- MATERIALES Y METODOS 
 

Materia Prima 

 
Se tomaron muestras de AC y agua del condensador directamente del 

proceso de producción de harina de sardina en la empresa Propeguay S.A. 

de C.V., en la ciudad de Guaymas, Sonora. El AC provenía de diferentes 

mezclas de pelágicos comúnmente utilizados para la elaboración de harina, 

entre las que se cuentan: sardina monterey (Sardinops sagax caerulea), 

anchoveta californiana (Engraulis mordax), anchoveta del pacifico 

(Cetengraulis mysticetus) y macarela (Scomber japonicus). El agua del 

condensador considerada por la industria como el efluente final listo para 

eliminar al mar fue muestreado directamente de la salida del evaporador. Se 

realizaron un total de 7 muestreos de AC y 4 de agua del condensador 

durante el periodo 2005-2006. La colección de las muestras se llevó a cabo 

en recipientes de plástico provistos de tapón de rosca, con capacidad 

mínima de 2 L. Los recipientes fueron colocados en hielo dentro de una 

hielera para ser enfriados y trasladados al laboratorio de calidad de 

productos pesqueros del Centro de Investigación en Alimentación y 

Desarrollo A.C. (CIAD). Cada uno de los recipientes fue etiquetado con el 

nombre del producto, hora, fecha y sitio del muestreo.  

 

Estrategia Experimental 

 
La estrategia experimental estuvo dividida en dos etapas. La primera 

comprendió: Tratamiento del AC para generar AC centrifugada (ACC), 

aplicación de los tratamientos experimentales al ACC, medición de la 

demanda bioquímica de oxígeno (DBO5), demanda química de oxígeno 

(DQO) y % de transmitancia, composición proximal (ACC, sólidos 

recuperados y efluentes generados), medición de radio hidrodinámico por 

dispersión de luz, nitrógeno de bases volátiles totales (BVT-N) y de 

trimetilamina (TMA-N). En la segunda etapa se realizó la caracterización 
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química y funcional de los sólidos recuperados por medio de cuantificación 

de proteína, aminoácidos, perfil electroforético, cuantificación de colágeno, 

medición de índice de blancura y su estabilidad, solubilidad, capacidad de 

emulsificación, estabilidad de la emulsión y finalmente digestibilidad in Vitro.  

 

Tratamientos 
 Los tratamientos se aplicaron en el siguiente orden: Una 

centrifugación complementaria al AC, como operación unitaria adicional, 

utilizando una centrifuga refrigerada Beckman modelo J2-21 (GMI, Inc., 

Minnesota, USA) a 14,300xg/12.5 min/20°C, seguido de ajustes de pH en 

del ACC. Durante esta parte del tratamiento se realizaron estudios 

preliminares con el objetivo de seleccionar al agente alcalinizante y los 

tratamientos experimentales finales, mismos que serán detalladas mas 

adelante. El efluente final resultante del tratamiento químico de ajuste de pH  

fue sometido a UF. 

 

Estudios Preliminares. Se llevaron a cabo con el fin de seleccionar el mejor 

agente alcalinizante para la recuperación de sólidos, así como el pH óptimo 

de remoción de sólidos. Se evaluaron varios agentes alcalinizantes como 

Ca(OH)2 5N, NaOH 5N, Na2CO3 5N y cal común al 5% (Figura 1). El rango 

de pH evaluado fue de 7 a 9.5, con intervalos de 0.5 unidades. Una vez 

ajustado el pH, se volvió a centrifugar con las condiciones antes descritas. 

Después de esta centrifugación se obtuvieron dos fracciones, las cuales se 

nombraron fracción insoluble (FI1) y Fracción soluble (FS1). Se determino la 

composición proximal de ambas fracciones y la transmitancia (%) a la FS1. 

Se seleccionó al mejor agente alcalinizante y se prosiguió con la segunda 

parte de la etapa preliminar para establecer las condiciones de mayor 

recuperación de sólidos.  

 
Tratamientos Experimentales.  Se realizaron dos experimentos con ajustes 

de pH en la zona alcalina y ácida, con el fin de seleccionar el de mejor 

resultado en cuanto a la composición proximal del efluente final generado 
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(FS2). En la zona ácida se empleó HCl (ácido clorhidrico 6M) y TCA (acido 

tricloroacético al 10 y 40%). El primer tratamiento consistió de la adición de 

NaOH al ACC seguida de una centrifugación con las condiciones 

anteriormente descritas (Figura 2); la fracción soluble obtenida en este punto 

se denominó FS1. Esta se trató seguidamente con TCA al 10% relación 1:2 y 

en otra corrida con HCl y se centrifugó de nueva cuenta. Las fracciones 

obtenidas se denominaron FI2 y FS2; se les determinó su composición 

proximal a ambas y en el caso de la FS2 tambien su transmitancia (%), DBO5 

y DQO. 

El segundo tratamiento (Figura 3) consistió primeramente en una 

acidificación del ACC utilizando HCl y TCA en dos experimentos por 

separado. Seguido de lo anterior, se aplicó una centrifugación con las 

mismas condiciones descritas anteriormente. Las FI y FS obtenidas se 

denominaron FI1 y FS1. Esta última se ajustó a pH alcalino y se centrifugó 

para finalmente obtener las FI2 y FS2, las cuáles se analizaron 

posteriormente. De los dos tratamientos mencionados se seleccionó el de 

mejores resultados. A la FS2 se le determino además su radio hidrodinámico, 

BVT-N  y TMA-N. Las fracciones insolubles se evaluaron química y 

funcionalmente. 

La FS2 con mejores características composicionales se sometió a UF, 

concluyendo con ello la estrategia del tratamiento experimental 

(centrifugación-ajuste de pH-UF). Para la UF se utilizaron membranas de 

celulosa regenerada PLAC Prep/Scale TFF 6 ft2 de 1 y 5 kDa MWCO 

(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Las condiciones de operación de 

presión y velocidades de flujo para ambos experimentos fueron  de 1.2-1.3 

bar y 20 ml/min respectivamente, utilizando una bomba peristáltica de 

velocidad variable Monostat Preston (Barnant Co., Barrington, IL), a pH 

8.5/25°C.  Las muestras se colectaron en modo de loop abierto   
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AC 

∅
ACC SED14,300 g 

12.5 min/20°C 

Agentes Alcalinos *

∅
FI1 FS1

14,300 g 
12.5 min/20°C

 

 

 

* Ca(OH)2  NaOH 5N, Na2CO3 5N y cal común al 5%  

 

AC: Agua de cola. ACC: Agua de cola centrifugada. SED: Sedimentos. 
FI1: fracción Insoluble del tratamiento con los agentes alcalinos. FS1: 
Fracción Soluble del tratamiento con los agentes alcalinos.  
 

 

 

Figura 1. Diagrama de flujo de los tratamientos aplicados en el estudio 

preliminar. 
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∅

NaOH 5N

∅

ACC SED
14,300 g 
12.5 min a 20°C 

FI1 FS1

14,300 g 
12.5 min a 20°C

TCA 

∅
FI2 FS2

14,300 g 
12.5 min a 20°C 

AC 

 

 
 
AC: Agua de cola. ACC: Agua de cola centrifugada. SED: Sedimentos. 
FI1: fracción Insoluble del tratamiento con NaOH. FS1: Fracción Soluble 
del tratamiento con NaOH. TCA : Ácido Tricloroacético. 
 
 
 
 

 

Figura 2. Diagrama de flujo del primer tratamiento experimental 
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∅
ACC SED14,300 g 

12.5 min/20°C 

AC 

TCA al 40 % o  HCl 5N

∅
FI1 

FS1
14,300 g 
12.5 min/20°C

NaOH 5 N

∅
FI2

UF 

FS2
14,300 g 
12.5 min/20°C 

 

 
AC: Agua de cola. ACC: Agua de cola centrifugada. SED: Sedimentos. 
FI1: fracción Insoluble derivada del tratamiento con TCA o HCl . FI2: 
Fracción insoluble derivada del tratamiento con NaOH. FS1: Fracción 
soluble derivada del tratamiento con TCA o HCl. FS2 : Fracción soluble 
derivada del tatamiento con NaOH  
 
 
 

Figura 3. Diagrama de flujo del segundo tratamiento experimental 
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Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) 

 Se midió según la Norma Mexicana NMX-AA-028-SCFI-2001 

(Dirección General de Normas, 2001a). Esta se basa en medir la cantidad de 

oxígeno que requieren los microorganismos para efectuar la oxidación de la 

materia orgánica presente en aguas naturales y residuales, y se determina 

por la diferencia entre el oxígeno disuelto inicial y el oxígeno disuelto al cabo 

de cinco días de incubación a 20°C. Para la determinación del oxígeno 

disuelto (OD) se uso  un oxímetro Thermo Orion modelo 410, provisto de un 

electrodo Orion 97-08 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). 

 

Demanda Química de Oxígeno (DQO) 

 Se cuantificó según la Norma Mexicana NMX-AA-030-SCFI-2001 

(Dirección General de Normas, 2001b). La muestra se colocó a reflujo con 

H2SO4 concentrado (con 15 g de sulfato de plata disuelto por cada litro de 

ácido) con un exceso conocido de dicromato de potasio (K2Cr2O7). Se utilizó 

una chaqueta de calentamiento Electrothermal EMV1000/CEMK5 (Barnstead 

Internacional, Dubuque, Iowa, USA). Después de la digestión, el dicromato 

no reducido se midió por titulación con sulfato ferroso amoniacal y calculó la 

materia oxidable en términos de oxígeno equivalente. 

 

Transmitancia 

 Se utilizó un espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 3B (Perkin 

Elmer Inc., Waltham, Massachusetts) a 575 nm, usando agua destilada 

como blanco (Castillo y col., 1987). 

 

pH 

  La medición se efectuó de manera directa sobre el AC, ACC y los 

efluentes generados en el laboratorio. Para ello, se utilizó un potenciómetro 

Corning  modelo 240 (Corning, New York, USA)  
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Radio hidrodinámico (RH) 

El RH del AC, ACC y FS2 se estimó por medio de la técnica de 

dispersión de luz (Juarez y col., 2007). Las mediciones se llevaron a cabo 

utilizando un sistema de correlación digital ALV-5000 (Langen-GmbH, 

Düsseldorf, Germany) provisto de un set de control de temperatura de 25 ± 

0.1 °C. La luz incidente proveniente de un laser de argón fue polarizada 

verticalmente a λ0 = 632 nm (30 mW); la luz dispersada se midió a 90°. El RH 

se obtuvo en muestras diluidas a través de la relación de Stokes-Einstein:  

D0 = kBT/6πηRH, donde kB es la constante de Boltzmann, T la temperatura 

absoluta, η la viscosidad del solvente, y D0 el coeficiente de difusión a 

dilución infinita. Todas las mediciones fueron hechas por triplicado, cada una 

registrada en un intervalo de tiempo de 30 s y promediadas con el software 

del mismo equipo (ALV 5000/E/WIN Software). 

 

Composición Proximal 

 Se llevó a cabo sobre las muestras liofilizadas de los 7 muestreos 

realizados, así como también en los sólidos recuperados producto de los 

tratamientos y en los efluentes generados durante el tratamiento. La 

determinación del contenido proteico se efectuó utilizando un analizador de 

nitrógeno total Leco FP-528 (Leco Corp., Saint Joseph, MI). El factor de 

conversión a proteína fue 6.25 y se reportó restándole el valor del nitrógeno 

no proteico (NNP) contenido en la muestra. La cuantificación de lípidos se 

llevó a cabo mediante el método 920.85 (AOAC, 2000). Para cuantificar 

cenizas, se tomaron 2 g de muestra liofilizada de los sólidos recuperados y 

10 g de muestra del la fracción soluble generada. Estas se sometieron a 

incinerar a 550°C previa pre-incineración, según el método 938.08 (AOAC, 

2000). La humedad y sólidos totales se realizaron por el método de estufa a 

105°C, según el método 950.46 (AOAC, 2000).  

 La determinación de NNP se llevó a cabo  añadiendo TCA al 10% a la 

muestra. Esta se homogenizó y centrifugó (2000xg/4°C/15 min). Al 

sobrenadante se le cuantificó la cantidad de nitrógeno (Woyewoda y col., 

1986).  
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Perfil de aminoácidos 

La cuantificación de aminoácidos se realizó en muestras liofilizadas 

de AC, ACC y los sólidos recuperados por el tratamiento (FI). Las muestras 

se hidrolizaron con HCl 6M a 150°C por 6 h, aplicando vacío a los tubos de 

hidrólisis. Una vez hidrolizadas se evaporaron y se suspendieron y 

mantuvieron en buffer de citrato de sodio 0.2M (pH 2.2) hasta su análisis. 

Los aminoácidos se cuantificaron utilizando un cromatógrafo de líquidos de 

alta presión (HPLC) Hewlett Packard Modelo GMBH acoplado a un detector 

de fluorescencia (Hewlett-Packard Co., Waldbron, Alemania). Se utilizó el 

método de derivatización en precolumna de (Lindroth  y Mopper, 1979) con 

modificaciones (Vázquez y col., 1995). Para ello se tomaron 200 μL del 

extracto diluido (1:10) agua + 200 μL de estándar interno (ácido L-α-amino 

n-butírico) y 600 μL de agua HPLC. De esta nueva solución se tomaron 250 

μL y se colocaron en un jeringa provista con un filtro de 0.22 micras, para 

después adicionar 250 μL de una solución de OPA (O-Phtaldialdehido) [(10 

mg de OPA + 250 μL de metanol + 37.5 μL de solución Brij 35 + 25 μL de β-

mercaptoetanol, aforada a 10 mL con buffer de borato de potasio (pH 10.4)]. 

La mezcla se filtró y el liquido filtrado se colocó en un tubo Eppendorf ámbar 

de 1.5 mL. La muestra se derivatizó durante 2 min a 20°C, para 

posteriormente inyectarla al cromatógrafo provisto de un loop de 20 μL. La 

separación de aminoácidos se llevó a cabo en una columna de fase reversa 

(Varian, Inc.,  Palo Alto, CA) C18 octa-decil dimetilsilano de 10 cm x 4.6 mm 

I.D. y un tamaño de partícula de 3 μm conectada a una precolumna (3 cm x 

4.6 mm de diámetro) empacada con el mismo material. En la separación 

cromatográfica se utilizó un gradiente con un flujo de 2 mL/min de 2 

eluyentes (A: metanol 100%; B: 10% metanol, 90% de buffer de acetatos, pH 

7.3). El área producida por la fluorescencia de los aminoácidos se registró e 

integró por el programa Chem Station (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, 

CA). Los aminoácidos se identificaron y cuantificaron de acuerdo al tiempo 

de retención y áreas comparadas con un estándar de aminoácidos. El 

contenido de triptofano y cisteina no fueron cuantificados. 
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Contenido de aminoácidos libres 

  Esta se llevó a cabo en AC, ACC y FS2 obtenidas durante los 

tratamientos. Para obtener el extracto, la muestra se homogenizó con TCA al 

10%, seguida de una centrifugación a 10,000 X g/15 minutos. El 

sobrenadante se utilizó para la cuantificación de aminoácidos, la cual se 

llevó a cabo de la forma anteriormente descrita (Lindroth  y Mopper, 1979; 

Vázquez y col., 1995). 

 

Contenido de Colágeno 

 Se realizó mediante la cuantificación de hidroxiprolina y prolina. El método 

consistió en una hidrólisis ácida (HCl 6M) de la muestra liofilizada y 

desgrasada en un tubo de hidrólisis con vacío a 150°C por 6 h. La muestra 

se evaporó y se suspendió en buffer de citrato de sodio 0.2M (pH 2.2). La 

derivatización  previa a la cuantificación por HPLC se realizó haciendo 

reaccionar la muestra disuelta en buffer de boratos (pH 10.4) con el 7-cloro-4 

nitrobenzo-2 oxa-1,3-diazol (NBD-Cl), para obtener un alto nivel de 

fluorescencia. La cuantificación se efectuó por HPLC con una columna RP 

C18 octadecil-dimetilsilano de 10 cm x 4.6 mm I.D. y tamaño de partícula de 

3 μm, acoplado a un detector de fluorescencia (330-418 nm). El contenido 

de colágeno se obtuvo mediante extrapolación utilizando el factor de 

conversión de 7.25 (Vázquez y col., 2004). En la separación cromatográfica 

se utilizó un gradiente con un flujo de 2 mL/min de 2 eluyentes (A: metanol 

100%; B: 10% metanol, 90% de buffer de acetatos, pH 7.3). El área 

producida por la fluorescencia de los aminoácidos se registró e integró por el 

programa Chem Station (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA). Los 

aminoácidos se identificaron y cuantificaron de acuerdo al tiempo de 

retención y áreas comparadas con un estándar de hidroxiprolina y prolina. El 

contenido de triptofano y cisteina no fueron cuantificados. 
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Contenido de Minerales 

 La determinación de calcio (Ca++), magnesio (Mg++), potasio (K+), 

fósforo (P3-), sodio (Na+) y Zinc (Zn++) se realizó en muestras de AC, ACC y 

sólidos recuperados producto del tratamiento. Se utilizó el método de 

espectrofotometría de emisión por plasma inducido – acoplado (ICP-OES, 

por sus siglas en inglés), según la Norma Mexicana NMX-AA-051-SCFI-2001 

(Dirección General de Normas, 2001c). Se utilizó un equipo Perkin-Elmer 

Optima 2100 DV  acoplado a un automuestreador AS-93 (PerkinElmer, Inc. 

Alle Rechte vorbehalten, Germany). Para la digestión de la muestra se utilizó 

un sistema acelerado de reacción por microondas a temperatura de 210ºC 

con un equipo MARS Xpress (CEM Corporation, Matthews, NC). 

 

Medición del color 

 Se midió color a AC, ACC y  FI. La medición se llevó a cabo en 

muestras liofilizadas. Las tomas se hicieron sobre fondo blanco, con un 

espesor aproximado de 2 mm. Se empleó el sistema de colorimetría tri-

estímulo en moda de reflectancia, utilizando un un colorímetro portátil Konica 

Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japón). Se obtuvieron 

los valores de “L” (luminosidad), “a” (matiz rojo-verde) y “b” (matiz amarillo-

azul). A partir de estos valores se calcularon el ángulo de matiz (Ө) y el 

índice de blancura (IB) mediante, las siguientes fórmulas: 

Ө = Arctang (b/a) 

IB= 100- [(100-L)2 + a2 + b2]½ 

 

Estabilidad al índice de blancura 

 Se evaluó en AC, ACC y FI. La medición se realizó en muestras 

liofilizadas; las tomas se hicieron sobre un fondo blanco, con un espesor 

aproximado de 2 mm. El almacenamiento para evaluar la estabilidad fue por 

cuatro meses a temperatura ambiente (25ºC), en frascos cerrados de 

plástico opacos y bajo la oscuridad. Se empleó el sistema de colorimetría tri-

estímulo en moda de reflectancia, utilizando un un colorímetro portátil Konica 
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Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japón). El IB se 

calculó mediante la fórmula anteriormente descrita. 

 

Perfil Electroforético 

Se llevó a cabo por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida 

con duodesil sulfato de sodio (SDS-PAGE), utilizando marcadores 

específicos (Laemmli, 1970). Se prepararon geles discontinuos de 0.75 mm 

de grosor, de 12% para el gel de separación y 4% para el de inyección. Se 

inyectaron 60 µg de proteína y 5 µg de estándar de amplio rango (Bio-Rad-

161-0317). Para la corrida se utilizaron una cámara y fuente de poder Bio-

Rad Power Pao 3000 (Bio-Rad Lab., Hercules Ca), a 15 mA por gel. La 

tinción de las bandas se llevó a cabo utilizando azul de comassie. 

 
Digestibilidad in vitro 

 La digestibilidad proteica aparente se llevó a cabo por medio de la 

técnica de multienzimas (Hsu y col., 1977), con modificaciones (Saterlee y 

col., 1979). Se utilizaron muestras liofilizadas  las cuales se pasaron por una 

malla número 80.  A 10 mL de agua destilada se le añadieron 6.25 mg de 

proteína/mL y se dejaron hidratar al menos 1 h con agitación constante. Se 

equilibro la solución de enzimas (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.) 

conteniendo 1.6 mg de tripsina, 3.1 mg de quimotripsina y 1.3 mg de 

peptidasa por mL de agua destilada  a 37°C y pH 8. Después de esto la 

solución con enzimas se mantuvo en hielo. La muestra también se equilibro 

a pH 8 y 37°C, para seguidamente añadirle el pull de enzimas. A los 10 

minutos de la reacción, se adiciono una solución de proteasa (7.95 mg/ml) 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.) y se aumentó la temperatura del baño 

a 55 C. A los 9 minutos de reacción, la temperatura se llevó a 37ºC. Se 

registró el pH del hidrolizado (pH a los 20 minutos), después de 10 minutos 

que la muestra recibió la proteasa bacteriana. La digestibilidad in vitro de la 

proteína se calculó usando la siguiente ecuación:  
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% Digestibilidad = 234.84-22.56 (X) 

   Donde: 

   X= pH después de los 20 minutos de incubación  

         
Para cada grupo de muestras se corrieron controles de caseinato de sodio y 

albúmina de huevo 

 

Solubilidad del Nitrógeno 

 La solubilidad del nitrógeno proteico de los sólidos recuperados se 

realizó mediante la metodología propuesta por (Morr y col., 1985), con 

ligeras modificaciones. 10 mg de muestra liofilizada se dispersaron en 1 mL 

de NaCl 0.1 M a diferentes valores de pH (3, 5, 7, 9 y 11), ajustando con 

NaOH o HCl. La suspensión  se agitó durante 1 h a 25°C y posteriormente 

se centrifugó a 2,560 x g/30 min. Al sobrenadante se le cuantificó la 

contenido de nitrógeno utilizando un analizador de nitrógeno total Leco FP-

528 (Leco Corp., Saint Joseph, MI) (Gbogouri y col., 2004; Sathivel  y 

Bechtel, 2006).El porciento de solubilidad del nitrógeno en las muestras se 

calculó como:  

 Contenido de nitrógeno en sobrenadante  
 
         Contenido de nitrógeno total   

X 100 % Solubilidad = 

 
 

Capacidad de Emulsificación (CE) 

 La CE se midió por el método de titulación con aceite y resistencia 

eléctrica (Webb y col., 1970), con modificaciones (Sathivel  y Bechtel, 2006). 

Se disolvieron y homogenizaron 200 mg de muestra liofilizada en NaCl 0.1 

M. Se colocó un electrodo YSI 556 MPS (Multi Probe System; Yellow 

Springs, OH) en la solución y se procedió a homogenizar (60% de output) 

hasta conseguir una resistencia eléctrica (ohms) constante. El output de la 

homogenización se aumentó al 100% e inmediatamente se inició con la  

adición de aceite de soya “Purela” (Escuintla, Guatemala C.A.) contenido en 

un embudo de separación a un flujo constante de 0.5 ml s-1, generando una 
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emulsión a 25°C. Al tiempo de presentarse un aumento en la resistencia e 

inversión de fase observable, se interrumpió el flujo del aceite. Esta 

evidencia fue considerada como el punto máximo de la capacidad de 

emulsificación. Se midió el volumen de aceite emulsificado y el valor de CE 

se expresó como mL de aceite emulsificado por 200 mg de proteína.   

 
Estabilidad de la emulsión (EE) 

La EE se evaluó acorde con la metodología de Yatsumatsu 

(Yatsumatsu y col., 1972) modificada por Sathivel y Bechtel (2006). Se 

disolvieron 500 mg de muestra liofilizada en 50 mL de NaCl 0.1 M; 

seguidamente se adicionaron 50 mL de aceite de soya “Purela”. La mezcla 

se homogenizó al 100% de output durante 2 minutos para formar la 

emulsión. Una vez formada la emulsión se tomaron alícuotas de 25 mL y se 

transfirieron a una probeta graduada, donde se dejaron reposar durante 15 

minutos a 25ºC. A los 15 minutos se registró la lectura del volumen acuoso 

observado. El por-ciento de EE se calculó como: 

   

    

   

Volumen total-volumen acuoso  
 
             Volumen total 

% EE= X 100 

 
 

Diseño de experimentos y análisis estadístico 

 

 El diseño de experimentos consistió en un diseño completamente al 

azar. Se realizaron siete muestreos y los tratamientos se aplicaron 4 veces 

(n=4); los análisis se llevaron a cabo por duplicado. Se aplicó un análisis de 

varianza de un sólo factor (ANOVA) y comparación múltiple de medias por 

Duncan, cuando fue necesario. Para todas las estadísticas se utilizó un nivel 

de significancia del 5% y el programa NCSS versión 5.1 (Kaysville, UT). 
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VII.- RESULTADOS Y DISCUSIONES 
 

 Los resultados obtenidos de este trabajo de investigación se 

mostrarán a continuación. El esquema empleado en el escrito es por medio 

de manuscritos para publicación, los cuáles representan un total tres. El 

primer manuscrito por orden de aparición se titula “The effect of a 
complementary centrifugation and pH shift treatment applied to stick-
water from a fishmeal plant on the compositional characteristic of the 
final effluent”, el cual fue enviado a la revista Bioresource Technology y 

actualmente está bajo revisión, el número de asignación es BRT 07-77. 

El segundo manuscrito se titula “Compositional and 
physicochemical characterization of a final effluent derived from a 
novel multiple stages treatment of fishmeal stick-water”, enviado 

también a la revista Bioresource Technology y con número de asiganación 

BRT 07-174, en estatus de revisión.  

 Finalmente el tercer manuscrito fue titulado “Properties of recovered 
solids from stickwater treated by centrifugation and pH shift”, enviado a 

la revista Food Chemistry, el cual se encuentra en estado de revisión bajo 

número de asignación FOODCHEM-D-07-02429.  

 Se anexan a continuación los e-mails de recibo y número de 

asignación de la casa editorial. 

 Al finalizar la presentación de los manuscritos se presentan las 

conclusiones generales del trabajo, seguidas por la bibliografía empleada en 

esta investigación. 

De: Steve Ricke <sricke@uark.edu> 
Asunto: Re: reviewers for BRT 07-77 manuscript 
Fecha: Mon, 21 May 2007 05:54:26 -0500 
A: Celia Olivia Garcia Sifuentes <celia_olivia@estudiantes.ciad.mx> 

  

*This message was transferred with a trial version of CommuniGate(r) 
Pro* 
X-CIAD A.C.-MailScanner: Found to be clean 
X-CIAD A.C.-MailScanner-From: sricke@uark.edu 
 
Thank you for this list of potential reviewers. 
Sincerely, 
SC Ricke-editor 
 

http://estudiantes.ciad.mx:8100/Session/1800-ij2mAmT9gi90i01BEKOv/MessagePart/INBOX/2394-H.txt�
http://estudiantes.ciad.mx:8100/Session/1800-ij2mAmT9gi90i01BEKOv/MessagePart/INBOX/2394-P.txt�
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At 12:37 PM 5/19/2007, you wrote: 
Dear. Dr. Ricke, Now Dr. Pacheco is providing the name and postal 
adress of 4 potential U.S. reviewers who have expertise in this 
reseach area for the manuscrit number BRT 07-77. 
thanks in advance for your atention 
Dr. Subramaniam Sathivel 
Fishery Industrial Technology Center 
118 Trident Way 
Kodiak, AK 99615-7401 
Phone: (907) 486-1535 
Fax: (907) 486-1540 
sathivel@sfos.uaf.edu 
 
Dr. Peter J. Bechtel 
USDA-ARS Scientist 
233 O'Neill Building 
P>O> Box 757220 
SFOS/UAF 
Fairbanks, AK 
99775 USA 
office fax 907-474-7204 
office phone 907-474-2708 
Email. bechtel@sfos.uaf.edu 
 
Dr. Don Kramer 
Professor, Seafood Quality Specialist 
Phone: 907.274.9695 
Fax: 907.274.5242 
E-mail: afdek@uaa.alaska.edu 
Marine Advisory Program 
1007 W 3rd Avenue #100 
Anchorage, AK 99501 
 
Dr. Michael T. Morrissey 
Director. 
Director of OSU Seafood Laboratory 
Professor, Department of Food Science and Technology 
Oregon State University (Food Science) 
Marine Dr. Room 253. Astoria, Oregon. 97103 
Tel: (503) 325 4531. Fax: (503) 325 2753 
e-mail: Michael.Morrissey@oregonstate.edu 
 
Dr. Steven C. Ricke 
Donald "Buddy" Wray Food Safety Endowed Chair 
and Director of the Center for Food Safety and Microbiology, IFSE 
Food Science Dept. 
University of Arkansas 
2650 North Young Avenue 
Fayetteville, AR 72704-5690 
TEL: (479)575-4678 
FAX: (479) 575-6936 
Email: sricke@uark.edu 
Web: http://www.foodscience.uark.edu/ricke.html -- Este mensaje ha 
sido analizado por MailScanner 
en busca de virus y otros contenidos peligrosos, 
y se considera que está limpio. 
 

http://estudiantes.ciad.mx:8100/Redirect/www.foodscience.uark.edu/ricke.html
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De: Steve Ricke <sricke@uark.edu> 
Asunto: potential reviewers for BRT 07-174 
Fecha: Sat, 10 Nov 2007 11:30:43 -0600 
A: rpacheco@ciad.mx 

  

 
 
 
 
Dear Author, 
 
I have received your manuscript BRT 07-174 “Compositional 
and physicochemical...."and am having difficulty finding 
qualified reviewers from the editorial board of Bioresource 
Technology.  Therefore, I would greatly appreciate if you could 
provide the names and complete postal addresses of 4 to 5 
potential U.S./Canadian reviewers who have expertise in this 
research area and would have no conflict of interest with the 
authors.  Please use the above BRT number in all 
correspondence regarding your manuscript. Thank you for your
submission of this manuscript. 
 
Sincerely, 
 
S.C. Ricke, Editor-in-Chief Bioresource Technology 
 
Dr. Steven C. Ricke 
Donald "Buddy" Wray Food Safety Endowed Chair 
and Director of the Center for Food Safety, IFSE  
Food Science Dept. 
Division of Agriculture 
University of Arkansas 
2650 North Young Avenue 
Fayetteville, AR 72704-5690 
TEL: (479)575-4678 
FAX: (479) 575-6936 
Email: sricke@uark.edu 
Web: http://www.foodscience.uark.edu/ricke.html  

Dr. Steven C. Ricke 
Donald "Buddy" Wray Food Safety Endowed Chair 
and Director of the Center for Food Safety, IFSE  
Food Science Dept. 
Division of Agriculture 
University of Arkansas 
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Abstract 

Stick-water (SW) produced by a sardine fishmeal plant in Northwestern 

Mexico was centrifuged (CSW) and the recovered effluent was treated for 

adjustments at acidic and alkaline pH’s. Centrifugation of the SW removed 

93% of its initial lipid content. The alkaline treatment by itself was not 

satisfactory for the reduction of neither the biochemical oxygen demand 

(BOD5) nor the chemical oxygen demand (COD). However, the combination 

of alkaline and acid treatments followed by centrifugation resulted in a 

recovery of 60% of the total nitrogen compounds present (proteins, peptides, 

amino acids) and more than the 30% of the ash content in the CSW. The 

final effluent showed a 70% transmittance and a reduction above the 85% for 

the BOD5 and COD levels (from 57,0000 mg/L to 4,900 mg/L for BOD5 and 

from 166000 mg/L to 23,000 mg/L for COD) as compared with the untreated 

SW.   

Key words: Stickwater, recovering of solids, centrifugation and pH 

adjustment. 
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1. Introduction 

The untreated wastewater from the fish industry is a potential source 

of environmental contamination of shorelines and bays, reason by which 

such effluents must be treated before reaching the sea. In addition to reduce 

pollution, the treatment could be designed to recover suspended or dissolved 

solids with both economic and nutritional value (Ahumada et al., 2004; López 

and Lechuga, 2001; Miller et al., 2001; Roeckel et al., 1996). 

Several by-products of great importance are generated during the wet 

process of fishmeal production, such as oil and stick-water (SW). The later 

alone could represent up to 60% of the initial raw material directed towards 

the process (Organización Panamericana de Salud, 2002). To avoid 

unloading the SW to the sea and causing contamination, several treatments 

such as evaporation and ultra-filtration (UF) have been implemented. 

However, those processes are not sufficiently efficient because the presence 

of soluble material, emulsified fat and colloidal particles in the SW are 

normally associated with operational problems such as plugging of ducts and 

pipes and interruption fluid pass, reasons by which a treatment of the SW 

previous to its evaporation/UF process is necessary. For those treatments, 

both biological and chemical protocols could be implemented (Ahumada et 

al., 2004; Del Valle and Aguilera, 1990; Jacobsen and Rammussen, 1984; 

Miller et al., 2001; Schaffeld et al., 1989). 

This study was focused in the treatment of the SW generated by a 

fishmeal production plant in Northwestern Mexico by adding a 

complementary centrifugation as an additional unitary operational step to its 
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regular commercial operation routine along with further pH adjustments in 

both the alkaline and acidic zones of the new so-called centrifuged SW 

(CSW). The aim was to generate effluents with low ecological impact and to 

characterize the recovered solids. 

2. Methods 

2.1 Stick-water (SW) 

SW samples were collected directly from the sardine reduction 

process in a fishmeal production plant located in Guaymas, Sonora, Mexico. 

The SW samples were from different mixes of sardine related species 

commonly used by the collaborating plant, such as Monterey sardine 

(Sardinops sagax caerulea), Californian anchovy (Engraulis mordax), Pacific 

anchovy (Cetengraulis mysticetus) and Chub mackerel (Scomber japonicus). 

After sampling, the SW was immediately transported to the laboratory for 

further analyses. The complementary centrifugation of the sampled SW was 

carried out in a centrifuge Beckman model J2-21 at 14,300 × g/12.5 

min/20°C, and the effluent named centrifuged stick-water (CSW).  

2.2 Preliminary study 

In order to select the best alkali agent for solids recovery a preliminary 

study was carried out with evaluating several chemical agents [5N Ca(OH)2, 

5N NaOH, 5N Na2CO3 and 5% lime]. The flow diagram for this part of the 

study is shown in Figure 1. The pH range investigated in the alkaline zone 

was from 7.0 to 9.5 at 0.5 pH unit intervals. Once treated, the CSW was 

centrifuged again under the conditions previously mentioned. After 

centrifugation two fractions were obtained: a soluble fraction (SF) and an 
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insoluble fraction (IF). Both fractions were analyzed for solids, protein and 

ash percents; additionally, SF was analyzed for BOD5, COD and % 

transmittance.  

2.3 Experimental treatment 

The CSW was treated with 5N NaOH and centrifuged as mentioned 

above. After centrifugation the SF thus obtained was further acidified with 1:2 

10 % trichloroacetic acid (TCA) and centrifuged again obtaining a new IF and 

SF. This later fraction was considered the final effluent generated. The flow 

diagram of the experimental treatment is outlined in Figure 2. 

2.4 Analytical techniques 

A Corning pH meter model 240 was used for all pH measurements. 

Nitrogen content was carried out by using a Leco FP-528 nitrogen analyzer 

(Leco Corp., Saint Joseph, MI). Solids, moisture, protein, lipid and ash were 

calculated following the AOAC procedures AOAC, 2000a, b. Percent of light 

transmittance was measure using a spectrophotometer Perkin Elmer Lamda 

3B, at 575 nm with distilled water used as a blank as recommended by 

Castillo et al., 1987). Finally, chemical oxygen demand (COD) and 

biochemical oxygen demand (BOD5) were carried out according to the 

Mexican Norms (NMX) applied to industrial effluents (Dirección General de 

Normas, 2001a, b).  

 

3. Results and Discussion 

After centrifugation of the SW three different constituent layers were 

obtained: 1) A floating layer (3.9±0.3% w/w) of emulsified fat (EF), 2) an 
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intermediate liquid layer (87.5 ± 2.8% w/w), named centrifuged stick-water 

(CSW) and 3) a bottom layer (9.4±0.8% w/w) of sediments (SED). The 

composite average composition for both SW and CSW is shown in Table 1. 

Data indicated a pronounced variation in composition for the SW samples 

taken during the study. This variation is due to the nature of the raw material 

used by the participating plant for the production of the fishmeal in a given 

run (Valdez, 2006). 

The fishmeal composition, as well as that of the derived stick-water, 

varies depending of factors such as fish species and species mixes, season, 

physiological condition of fish, etc. (Bandarra et al., 1997; Bechtel, 2005; Del 

Valle and Aguilera, 1991; Sathivel et al., 2005). Protein content ranging from 

70 to 86 % (d.w.) for SW derived from the processing of Alaska pollock 

(Theragra chalcogramma) and salmon (Oncorhynchus sp) was reported 

(Bechtel, 2005; Sathivel et al., 2005); also,  a composition (d.w.) of 65% 

protein, 23% fat and 16.4% ash for menhaden (Brevortia gunteri) SW were 

reported (Castillo et al., 1987). Results in Table 1 also shows the impact of 

the complementary centrifugation step (CCS) in the initial chemical 

composition of SW. Remarkably, a significant difference (p<0.05) in fat 

content was observed between SW and CSW. After the CCS the CSW still 

contains 57%, 64% and 82%, of the total solids, protein and ash, 

respectively, of those initially present in the SW, but only 5% of the lipid. The 

lower variation of the compositional data for CSW as compared with that of 

SW indicated that the CCS yields a more uniform effluent compositional-wise 

regardless of the initial source, meaning major technological advantages for 
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its treatment as well as for the maintenance of the involved processing 

equipment. Additionally, data for DBO5 and DQO reflects the significant effect 

(p<0.05) of the CCS in the removal (approximately 50%) of both organic and 

inorganic material. Results also indicated that most of the organic material 

dissolved or suspended in the CSW is protein.   

In order to promote the separation of the solids present in the CSW, 

several alkali agents were evaluated [NaOH, Na2CO3, Ca(OH)2, common 

lime] as a preliminary study following the diagram outlined in Figure 1. From 

those agents, the best over-all results in terms of recovered solids and 

protein from IF1 and SF1 transmittance were for Ca(OH)2 and lime (Table 2). 

From those results, it was decided to use the former compound in the second 

part of preliminary study as the alkalinizing agent.  

Data in Table 3 shows the effect of adjusting the pH of CSW with 

Ca(OH)2 on the relative chemical composition of the SF1 (Figure 1). Results 

indicated that regardless of the pH, most of the protein (>74%) and ash (> 

72%) remained in the SF1. A similar behavior in menhaden (Brevortia 

gunteri) SW exposed to pH changes, with an 80-89 % of protein still 

remaining in the supernatant (SF) after treatment was reported (Castillo et 

al., 1987). 

The compositional data for SF1 (Table 3) agreed with the high levels of 

BOD5 (organic dissolved material) and COD (total organic and inorganic 

material) well above the maximum level allowed by the correspondent 

Mexican environmental regulation for industrial effluents of 200-400 mg/L and 

400-480 mg/L, respectively (Procuraduría Federal de Protección al Medio 
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Ambiente, 1997). Maximal removals for BOD5 and COD were 61.2% and 

74.6%, respectively. Removal of 18 % in COD levels in SW  produced by a 

fishmeal plant in Spain treated by NaOH (pH 7.1) was  reported (Guerrero et 

al., 1998). Since quality of industrial effluents are mainly evaluated in terms 

of BOD5 and COD, over-all results indicate that Ca(OH)2 work the best in the 

7-7.5 pH range, however showing by itself a low efficiency that need to be 

improved with additional treatments. Based in these results and in the fact 

that using large quantities of Ca(OH)2 may cause a drawback due to possible 

crust formation in the industrial equipment used, it was decided to replace 

Ca(OH)2 by NaOH as the alkali agent in the final experimental treatment 

outlined in Figure 2.  

For the experimental treatment, the initial alkaline pH adjustments 

(7.0-9.5) of SW were complemented by an acid addition to the SF1 to bring 

its pH to pH 1.5 and to observe its effect on the proximal composition, BOD5 

and COD levels and % transmittance. The compositional characteristic of 

SF2 is shown in Table 4. Complementing the alkaline pH adjustment of SW 

with the acidic adjustment of SF1 results in effluents (SF2) with a 

transmittance > 65% and decrements >89% for BOD5 and >83% for COD 

with respect to the untreated SW. The COD value reported by Guerrero et 

al., 1998) mentioned elsewhere, represent less than 78% of our results for 

SF2. On the other hand, and similar to our results, reductions from 70 to 80% 

in the COD levels of the SW generated by a fishmeal plant in Northwestern 

Mexico using an air flotation system and removals of 78% in BOD5 levels 
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from wash water of a fish industry in Algeria using ultrafiltration were reported 

(Mameri et al., 1996; Miller et al., 2001). 

Table 4 shows that the removal of protein and ash in SF2 were 

approximately 50% and 36% higher than in SF1. Results indicated that the 

complementary pH adjustment in the alkaline zone of CSW followed by the 

adjustment of SF1 in the acid one (Figure 2), highly improved the total 

recovery of organic matter in the IF (IF2 vs. IF1) (data not shown), resulting 

also in a major reduction in BOD5 and COD levels and increments in % of 

transmittance for the SF (SF2 vs. SF1) (Tables 3 and 4).   

Compositional characteristics along with the % of transmittance of 

SF2-pH 7.0+1.5 shown in Table 4, indicated that at this stage of the research 

those experimental conditions constitute the most convenient treatment. 

However, further work is required for a better improvement of the final 

effluent composition. 

 

4. Conclusions 

The proposed experimental treatment demonstrated its potential for 

the significant reduction of pollution that could result from the release of 

untreated SW directly to the marine environment.  Although the final effluent 

(SF2) did not fulfill the corresponding NOMs, complementary strategies on 

studies presently under way are being established for improving the process 

to obtain better effluents and maximize solids recoveries.  
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Fig. 1. Flow diagram of the preliminary study to define the experimental alkali 

treatment.  
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CSW SED14,300 g 
12.5 min a 20°C 

IF1 SF1

14,300 g 
12.5 min a 20°C

SW 

 

 

 

* 5N Ca(OH)2, 5N NaOH, 5N Na2CO3 or 5% lime 

SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SED: Sediments. IF: Insoluble 
fraction. SF: Soluble fraction. T: Transmittance percent 
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Fig. 2. Flow diagram of the experimental treatment for stick-water.   
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5N NaOH add

∅
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SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SED: Sediments. IF: Insoluble 
fraction. SF: Soluble fraction. T: Transmittance percent. TCA: Trichloroacetic acid 
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Table1. Chemical composition, BOD and COD of stick-water (SW) and 

centrifuged stick-water (CSW). 
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 SW CSW 
pH 5.8 ± 0.3 ------- 
% Total solids 9.5 ± 2.7 a 5.4 ± 0.7b 
% Protein 4.7  ± 1.3 a 3.0  ± 0.3 b 
% Ash 1.7  ± 0.1 a 1.4  ± 0.3 b 
% Lipid 1.8  ± 1.6 a 0.1  ± 0.1 b 
BOD5 (mg O2/L) 48,083 ± 11,106 a 24,961 ± 8,051 b 
COD (mg O2/L) 152,194 ± 25,110 a 82,273 ± 24,267 b 

 

 

 

 

 

Values are the mean ±  SD of seven samples (n = 7) taken in different months. Figures in  
the same row with different superscript are significantly different (p<0.05)             
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Table 2. Evaluation of different alkali agents for solids removal from CSW 

(preliminary studies) 
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Alkali agents  NaOH  Ca (OH)2 Na2CO3 Lime 
% Solids recovered in IF1*     
pH 7 0.12 0.37 0.09 0.35 
pH 7.5 0.26 0.66 0.24 0.71 
pH 8 0.44 0.81 0.29 0.92 
pH 8.5 0.45 1.02 0.4 1.17 
pH 9 0.45 1.04 0.45 1.07 
% proteín in IF1**     
pH 7 44.2 35.2 39.1 36.0 
pH 7.5 36.9 36.0 38.8 33.1 
pH 8 37.4 34.1 34.4 33.6 
pH 8.5 34.1 31.9 33.4 32.8 
pH 9 34.6 33.1 33.6 34.1 
%  Transmitance of SF1      
pH 7 0.7 2.2 0.5 2.5 
pH 7.5 0.8 12.5 0.5 18.7 
pH 8 4 30.2 1.1 26.6 
pH 8.5 9.6 44.2 2.1 55 
pH 9 9.5 18 5.9 30.2 

IF= Insoluble fraction. SF= Soluble fraction. * g solids/100 g CSW. ** Dry 
basis.  
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Table 3. Relative proximal composition, BOD5, COD and % transmittance of 

centrifuged stick-water and soluble fractions from the preliminary alkali 

treatments.  
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 Protein 
(%) 

Lipid 
(%) 

Ash
(%)

BOD5 
(mg O2/L) 

COD 
(mg O2/L) 

%T 

SW 100 100 100 57000 166000 0 
CSW 79.7 2.5 91.2 22128 82400 1 

SF1-pH 7.0 76.9 nd 85.0 22128 42601 2 
 SF1-pH 7.5 76.0 nd 86.2 23181 42070 12 
SF1-pH 8.0 75.5 nd 82.5 26342 81081 30 
SF1-pH 8.5 75.0 nd 72.5 22128 147990 44 
SF1-pH 9.0 74.7 nd 88.7 23181 148320 18 
SF1-pH 9.5 74.2 nd 85.0 23181 144365 2 
SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SF: Soluble fraction. 
T: Transmittance percent 
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Table 4. Relative proximal composition, BOD5, COD and % transmittance of 

centrifuged stick-water and soluble fractions from the experimental 

treatments.  
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 Protein
(%) 

Lipid 
(%) 

Ash 
(%) 

BOD5 
(mg O2/L) 

COD 
(mg O2/L) 

%T 

SW 100 100 100 57,433 166,000 0 
CSW 72.7 0.98 92.1 17,600 64,646 1 

SF2-pH 7.0+1.5 35.9 nd 47.3 3,986 14,700 72 
SF2-pH 7.5+1.5 38.0 nd 49.7 6,270 23,324 72 
SF2-pH 8.0+1.5 38.0 nd 76.4 6,600 27,676 68 
SF2-pH 8.5+1.5 42.3 nd 50.3 4,780 23,710 67 
SF2-pH 9.0+1.5 35.9 nd 50.9 5,200 25,656 65.7 
SF2-pH 9.5+1.5 35.9 nd 44.8 5,970 23,480 72.3 

SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SF: Soluble fraction. 
T: Transmittance percent 
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Abstract 

Compositional and physicochemical characteristics of a final effluent derived 

from a novel multiple stages treatment of fishmeal stick-water were 

evaluated. Treatment basically consisted in complementary centrifugation 

step followed by pH adjustment (1.5-TCA or 2.5- HCl and 8.5-NaOH) and 

ultrafiltration (UF). Before the final UF, the TCA-NaOH treatment removed 

43.1±15%, 99.5±0.5%, 81.2±22% and 62.4±12% of protein, fat, BOD5 and 

COD respectively. The solid fractions recovered after the acidic and alkaline 

treatments had a proximate composition of 76.0±4% and 16.9±3.1 of protein, 

12.0±6.2% and 2.9±1.9% of fat, 7.9±2% and 75.4±2.6 of ashes respectively. 

The complementary effect of UF (1kDa MWCO) resulted in an overall 99% 

reduction of BOD5 and 90.2% of COD. The results of this study suggest that 

the proposed strategy could be a technology-wise feasible alternative to deal 

with the stick-water from fishmeal operations worldwide generating effluents 

with better compositional characteristic. 
 

 

Key words: Stickwater, pH adjustment, solids recovering 
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1. Introduction  

Three main liquid by-products effluents are generated during the 

fishmeal production: bail water, blood water and stick-water (SW). The SW is 

of foremost importance because the extensive volumes generated, 

representing about 60% of the processed fish weight with a composition 

comprising from 6 to 10% of solids (Fernández et al., 2003; Organización 

Panamericana de Salud, 2002). In practice, these solids are reincorporated 

into the fishmeal during the drying process, even though they could be 

recovered and used for human consumption as food ingredients of high 

nutritional value thus adding more value to this by-product. 

SW is a complex system of suspended soluble and insoluble particles, 

fat globules, dissolved inorganic ions and proteins. Its chemical composition 

is highly variable and depends of the fish species, storage characteristics and 

operating plant conditions (Bechtel, 2005; Goycoolea et al., 1997; Guerrero 

et al., 1998) Nowadays, this effluent is either reprocessed by the fish meal 

industry, which recovers these solids by using a multiple stages evaporator, 

thus improving fishmeal yields or is discarded to the sea provoking serious 

contamination. The former process is not efficient due to the increase in 

viscosity as evaporation advance, causing operational problems such as 

plugging of pipes and interruption of fluid pass (Jacobsen, 1985). 

Recently, the manufacturing of membranes have been increase and it 

application depend of the industry needs. Successful applications have been 

reported in sea water desalination, the sugar and dairy industry, beverages 

and egg products (Afonso and Borquez, 2002; Daufin et al., 2001; Kimura et 
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al., 2006). Reviews of applications of cross flow membrane technology in the 

fishing industry, such as in applications of fish protein recovery had been 

presented (Afonso et al., 2002). Special membranes of low molecular weight 

cutoff (LMWCO) are employed in ultrafiltration (UF) and nanofiltration (nF) 

processes, although their use are not profitable in some cases (Afonso and 

Borquez, 2002; Fernández et al., 2003). Membrane filtration is an alternative 

method used by the fish industry for the recovering of solids from effluents. 

However, if an UF unitary operational step is going to be used by the 

fishmeal industry to treat SW, a previous treatment is required to avoid 

problems associated with membrane clogging.  

The objective of this research was to evaluate a SW treatment 

previous to its UF by means of an additional centrifugation and pH 

adjustments steps to avoid membrane clogging and to generate an effluent 

with a low contaminant charge. 

 

2. Methods 

2.1 Stick-water (SW) 

SW was collected directly from the sardine reduction process in a 

fishmeal plant located in Guaymas, Sonora, Mexico. Samples came from four 

different seasonal sardine batches captured during the years 2005 and 2006. 

Each batch from which SW was produced contained a mixture of several 

pelagic species commonly used by the fish industry to produce fishmeal such 

as South American pilchard (Sardinops sagax caerulea), Californian anchovy 

(Engraulis mordax), Pacific anchovy (Cetengraulis mysticetus) and Chub 
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mackerel (scomber japonicus). Samples were taken on 4 L containers, iced 

on coolers and immediately transported to the laboratory for further analyses 

 

2.2 Treatment 

Treatment consisted in a complementary centrifugation as an 

additional unitary operational step to the traditional process to yield the new 

so-called centrifuged SW (CSW). Subsequently, this CSW was submitted to 

pH adjustments and further centrifugations steps and finally ultra-filtrated. 

The experimental protocol for treatment is outlined in Fig. 1. 

Centrifugations were carried out in a centrifuge Beckman model J2-21 

at 14,300 × g/12.5 min/20° C. pH adjustments of CSW were carried out by 

using 40% trichloroacetic acid (TCA) (adjustment to pH 1.5) and 5N HCl 

(adjustment to pH 2.5). After the acidic adjustment, the CSW was centrifuged 

(same conditions as mentioned above) to separate the soluble (SF1) and 

insoluble (IF1) fractions. The pH of the collected SF1 from the acidic 

treatments was adjusted to 8.5 with 5N NaOH followed by a final 

centrifugation under the previously mentioned conditions to generate a newly 

soluble (SF2) and insoluble (IF2) fractions.   

This final SF was collected and ultra-filtrated through two different UF 

regenerated cellulose cartridges membranes (PLAC Prep/Scale TFF 6 ft2 

Unit, 1 kDa MWCO) (Millipore Corporation, Billerica, MA) at 1.2-1.3 bar, 

cross flow velocity of 20 mL/min, pH 8.5 and 25°C, using a Monostat Preston 

variable speed peristaltic pump (Barnant Co., Barrington, IL).   
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2.3 Analytical techniques 

A Corning pH meter model 240 was used for all pH measurements. 

Nitrogen content was carried out by using a Leco FP-528 nitrogen analyzer. 

Protein content was calculated as percent nitrogen times 6.25; lipids content 

by goldfisch method (Dirección General de Normas, 2000); moisture, total 

solids and ash were determinate by the procedures of the AOAC (AOAC, 

2000). Biochemical oxygen demand (BOD5) and the chemical oxygen 

demand  (COD) were carried out according to the  Official Mexican Norms 

applied to industrial effluents (Dirección General de Normas, 2001; Dirección 

General de Normas, 2001). Dissolved oxygen for both techniques was 

measured using an oxymeter Thermo Orion model 410 A with a dissolved 

oxygen electrode Orion 97-08 (Fisher Scientific, Waltham, MA). Total volatile 

bases (TVB-N) were measure following the method proposed by Woyewoda 

et al. (1986).  

 Percent of light transmittance was measure using a 

spectrophotometer Perkin Elmer Lamda 3B (Perkin Elmer Inc., Waltham, 

MA), at 575 nm with distilled water used as a blank (Castillo et al., 1987). The 

hydrodynamic radius, RH (size) of SW, CSW and SF obtained from the stick-

water treatment was estimated with the dynamic light scattering (DLS) 

technique (Juarez et al., 2007). Measurements were performed using an 

ALV-5000 digital correlator system (Langen-GmbH, Germany) fitted with a 

temperature control set at 25 ± 0.1 °C. The incident light was vertically 

polarized with a λ0 = 632 nm argon laser (30 mW), and the scattered light 

was measured at 90°. The hydrodynamic radius, RH, was obtained for diluted 
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samples through the Stokes-Einstein relation D0 = kBT/6πηRH, where kB is 

the Boltzmann constant, T the absolute temperature, η the viscosity of the 

solvent, and D0 the diffusion coefficient at infinite dilution. All measurements 

were conducted in triplicate, each one recorded in a time interval of 30 s and 

averaged with the software of the instrument (ALV 5000/E/WIN Software) 

 

3. Results and Discussion 

The effect of centrifuging was significant (p<0.05) for all compositional 

parameters (Table 1). Data indicated a high compositional variation among 

SW samples due to the nature of raw material used in a given run for the 

production of fishmeal. It is known that fishmeal composition, as well as that 

of its derived stick-water, varies depending of factors such as fish species 

and species mixes, season, physiological condition of fish, etc. (Bandarra et 

al., 1997; Bechtel, 2005; Del Valle and Aguilera, 1991; Sathivel et al., 2005) 

The detected variation was highly diminished for CSW indicating that 

centrifugation yields a more uniform effluent compositional-wise regardless of 

the initial composition of the source. This fact represents a major 

technological advantage for any additional implemented operational step for 

SW treatment as well as for the maintenance of the involved processing 

equipment.  

After centrifugation the CSW still contains 60%, 58% and 81% of the 

initial total solids, protein and ash, respectively, present in the SW, but only 

7% of the lipid. Additionally, data for DBO5 and DQO reflects the significant 

effect (p<0.05) of centrifugation in the removal of both organic and inorganic 
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material. Results also indicated that most of the organic material dissolved or 

suspended in the CSW is protein.   

Protein content (dry weight basis) from 70 to 86 % in SW derived from 

the processing of Alaska pollock (Theragra chalcogramma) and salmon 

(Oncorhynchus sp)(Bechtel, 2005; Sathivel et al., 2005) and 65% protein, 

23% fat and 16.4% ash from that of menhaden (Brevortia gunteri)(Castillo et 

al., 1987) were reported.  Our results were from 10 to 30% lower in protein, 

3% in fat, but 3.4% higher in ash. Those differences could be explained in 

terms of the fish species and the whole-fish to by-product ratio used for 

fishmeal manufacturing. 

Chemical composition of IF1 and IF2 (Figure 2) indicated that the 

former is high in protein (69.7 - 76.7%) and fat (12.1 - 13.9 %), whereas the 

later high in ash (72.9 – 75.4 %) but low in fat (2.9 – 3.3 %). Due to its high 

protein content, the solids recovered by acid precipitation could have a high 

potential for their use as a food ingredient source both nutritional and 

functional-wise. Further studies are currently underway to evaluate the 

nutritional value and functionality of both acid and acid-alkali IF (IF1 and IF2).  

Results showed an unexpected behavior of protein precipitation with 

regard to the pH of the environment. It is supposed that extreme pH 

promotes protein solubility instead of its precipitation. This fact could be 

explained in terms of the high content of ions (cations and anions) present in 

solution and how they could interact to each other and with the prevalent 

charged surface of protein at a given pH thus promoting its precipitation 

(Jenkins and Snoeyink, 1999; Kelleher et al., 2004; Kim et al., 2005; 
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Tchobanoglous et al., 2003).  Likewise, further studies are currently 

underway to clarify in more detail the observed protein precipitation 

mechanism.     

Table 2 shows the combined effect of treatments in the relative 

proximal composition and other physicochemical parameters of the effluents. 

A decrease of 99, 93, and 63% in BOD5, COD and protein respectively, was 

achieved after applying 1 kDa MWCO UF with a cellulose membrane. 

Transmitance data, as another pollution indicator, also indicate the 

pronounced effect of treatments in the improvement of the effluent clearness.  

The organic matter that still remained in the final effluent (470 mg O2/L) was 

in compliance with levels allowed by the Mexican norm for this type of 

materials (400 mg O2/L). Results indicated that chemical treatments by 

themselves were not sufficient for the removal of enough organic material 

without the use of UF. Similar to our results, a protein removal from 63 to 

82% using a 1 kDa MWCO ceramic membrane was reported for wastewater 

from a fish meal plant (Afonso and Borquez, 2002). On the other hand, 

reductions of only 70-80% in COD levels for SW were achieved using an air 

flotation system (BAF) (Miller et al., 2001).  

HR data (Table 2) shows how the particle sizes in SW decreased as 

the treatment protocol was applied. Data indicated that the acidic/alkaline 

treatments, as compared with complementary centrifugation, had a foremost 

impact in the removal of the bigger sized particles in SW, generating an 

effluent (SF2) with a HR ranging from 0.21 to 0.19.  Further treatment of SF2 

through UF improves its particle size composition suggesting a highly soluble 
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and low M.W. of the protein material in that effluent.  The measure of particle 

size is used to understand and control the removal of the suspend particles in 

a given fluid material (Rattanakawin, 2005). Our results indicated that HR is a 

useful parameter for the design and control strategies of a water treatment 

process. Our results could also help to define a better criteria for membrane 

selection in future studies. 

A sample of final industrial effluent (wastewater ready to be eliminate 

to the environment) generated by the collaborating processing plant taken 

directly from the condenser contained 0.08% of TN and 5 mg N-TVB/100 g 

sample. Since the process involved (evaporation) does not allow for the 

presence of protein in that effluent, the results suggested that detected 

residual BOD5 of 352 mgO2/L derived form N-TVB. On the other hand, the 

experimental final effluent after UF treatment still contains some protein 

considering the initial load in SW (Table 2).  Based in the total nitrogen (TN) 

content of 0.22% (Table 4) and the non proteic nitrogen (0.12%) observed in 

this effluent along with the MWCO of the UF membrane (1 kDa), it could be 

concluded the presence of very low M.W. protein/polypeptides in 

concentration ≤ 0.625 % along with some volatile bases (3.56 mg/100g 

sample) to give a BOD5 of 456 mgO2/L.  

 

4. Conclusions 

 Significantly reduction of chemical components clearly pointed out that 

the proposed treatment strategy is technically suited to accomplish the aim 

goals.  It was demonstrated its potential to significantly reduce pollution that 
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could be generate by this effluent if not properly treated. In addition, proximal 

composition of recovered solids suggests the need of focusing new research 

for the evaluation of their nutritional and functional properties for further use 

as food and feed ingredient. 
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Figure 1 

 

 

 

∅
CSW SED14,300 x g 
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SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SED: Sediments. IF: Insoluble fraction. SF: 
Soluble fraction. TCA: Trichloroacetic acid 
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Figure 2 
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Table 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SW CSW 

pH 5.8 ± 0.3 n.d. 
Total solids 

(%) 
9.2 ± 1.9 a 5.5 ± 1b 

Protein 
(%w/w) 

5.2  ± 1.6 a 3.0  ± 0.3 b 

Ash 
(%w/w) 

1.6  ± 0.1 a 1.3  ± 0.3 b 

NPN (%w/w) 0.6 ± 0.2 0.4 ± 0.1 
Fat 

(%w/w) 
1.4  ± 0.6 a 0.1  ± 0.1 b 

BOD5 
(mg O2/L) 

43,510 ± 12,241 a 27,000 ± 9,628 b 

COD 
(mg O2/L) 

146,672 ± 31,144 a 85,799 ± 28,108 b 

n.d. = not determined. NPN: Non proteinc nitrogen 
Values are means ± SD for samples taken in different month (n= 7) 
 Means with the same superscript in each row are equals (p≥0.05) 

 

 

 

 

 



Table 2 
 
 
 
 

  
 
 

Sample  Protein 
(%) 

Ash 
(%) 

Fat 
(%)

BOD5 
(mg/LO2) 

COD 
(mg/LO2) 

T  
(%) 

HR 
(μm)

SW 100 100 100 43,510 ± 12,241 146,672 ± 31,144 0 2.5 
CSW 61±13 79±17 7±4 27,000 ± 9,628 85,799 ± 28,108 0.1 2.1 

FS2 (HCl treated) 53±13 115±12 2.4 4,934±3,720 39,237±15,361 82.8 0.19 
 FS2 UF (1kDa) (HCl treated) 40±17 111±6 n.d 471 12,037 98.5 0.09 

 SF2 (TCA treated) 57±15 115±12 1.5 5,383±3,467 34,837±9,999 93.3 0.21 
 SF2 UF (1kDa) (TCA treated) 37±21 104±16 n.d 456 10,484 98.1 0.04 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Values are means ± SD of for samples taken in different month (n = 4). 
SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SF: Soluble fraction. T: Transmittance percent. HR: Hydrodynamic radius.  
BOD5= Biochemical oxygen demand; COD= chemical oxygen demand. 
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Table 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sample TN N-TVB BOD5 
Plant sample (water from 

condenser) 
0.08±0.01 5±2 352±45 

Experimental sample: TCA (pH 
1.5)-NaOH (pH 8.5) + UF 1kDa  

0.22 3.6 456 

Values are means ± SD of for samples taken in different month (n = 4) 
TN= total nitrogen; N-TVB= total volatile bases; BOD5= Biochemical oxygen 
demand. 
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 Abstract 

The sardine fishmeal process generates pollution and waste with 

potentially useful protein. In this study sardine stickwater (SW) from fishmeal 

operation was submitted to a complementary centrifugation step followed by a 

pH adjustment (acidic + alkalinic) to recover solids for their compositional, 

functional and nutritional properties evaluation. Solid fractions (IF1 and IF2) had 

a chemical composition of 76 ± 4 % and 16.9 ±3.1 % of protein, 12 ± 6.2 % and 

2.9 ± 1.9 % of fat, 7.9 ± 2 % and 75.4 ± 2.6 % of ash, respectively. IF1 and IF2 

were good sources of Ca++, Mg++, P3-, K+ and essential amino acids. IF2 was 

whither than IF1 but less color stable over time. Solubility of proteins from IF1 

and IF2 was higher than that of commercially used materials such as egg 

albumin and sodium caseinate. IF1 chemical, nutritional and functional 

characteristics suggest its potential used as food/feed compositional ingredient. 

 

 

Key words: Stickwater, pH adjustment, solids recovering 
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1. Introduction  

Only 50 to 60% of the worldwide marine catch is used for human 

consumption, the rest is not just used as by-product but also eliminated as 

waste. Nowadays fish by-products are seen as a potential resource of value-

added products instead of waste, reason by which there are an increasing 

interest in this area of research. 

Marine by-products contains valuable protein and lipids as well as some 

vitamins and minerals Fish by-products are mainly used for feed production as 

fish meal and oil (Hussein & Jordan, 1991; Ockerman & Hansen, 2000; Sandbol, 

1993); however its profitability is rather low. Better profits are obtained by 

making products for industrial use and human consumption such as biopolymers 

for pharmaceutical and biotechnological, extracting and purifying enzymes and  

bioactive peptides (Asbjorn, 2004; Rustad, 2003). Stick-water and fish by-

products may also serve as a good source of desirable peptide and amino acids 

to be added as food and feed ingredients to impart desirable technological 

properties (color, antioxidant, solubility, fat absorption, emulsification stability, 

etc.)(Sathivel et al., 2003). Protein powders from Alaska pollock by-products 

(Theragra chalcogramma) had been evaluated for their nutritional and 

rheological properties and proved to be a source that exceeded the adult human 

requirement for amino acids and an excellent emulsifier and thus to possess a 

high potential to be used by the food industry (Sathivel & Bechtel, 2006).  
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At present, research on fish by-products utilization continues extensively 

with the purpose of finding applications as functional ingredients. The main 

objective of this study was to elaborate and characterize freeze-dried powders 

from solids recovered by centrifugation and a pH shift treatment from sardine 

stick-water. 

  

2. Methods 

2.1 Stick-water (SW)  

SW was collected directly from the sardine reduction process in a 

fishmeal plant located in Guaymas, Sonora, Mexico. Samples were obtained 

from four different seasonal batches in the period from 2005 to 2006 , each of 

them containing a mixture of several pelagic species commonly used by the fish 

industry to produce fishmeal such as South American pilchard (Sardinops sagax 

caerulea), Californian anchovy (Engraulis mordax), Pacific anchovy 

(Cetengraulis mysticetus) and Chub mackerel (scomber japonicus). Samples 

were taken on 4 L containers, iced on coolers and immediately transported to 

the laboratory for further analyses 

 

2.2 Treatment  

Treatment consisted in a complementary centrifugation as an additional 

unitary operational step to the traditional process to yield the new so-called 
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centrifuged SW (CSW). Subsequently, this CSW was submitted to pH 

adjustments. The experimental protocol for treatment is outlined in Fig. 1. 

To recover solids centrifugations were carried out in a centrifuge 

Beckman model J2-21 at 14,300 × g/12.5 min/20° C. pH adjustments of CSW 

were carried out by using 40% trichloroacetic acid (TCA) (adjustment to pH 1.5) 

and 5N HCl (adjustment to pH 2.5). After the acidic adjustment, the CSW was 

centrifuged (same conditions as mentioned above) to separate the soluble (SF1) 

and insoluble (IF1) fractions. The pH of the collected SF1 from the acidic 

treatments was adjusted to 8.5 with 5N NaOH followed by a final centrifugation 

under the previously mentioned conditions to generate a newly soluble (SF2) 

and insoluble (IF2) fractions.  IF1   and IF2 were freeze-dried and placed in plastic 

containers until analyzed.  

 

2.3 Analytical techniques  

2.3.1 Proximal composition 

Nitrogen content was carried out by using a Leco FP-528 nitrogen 

analyzer Protein content was calculated as percent nitrogen times 6.25; lipids 

content by goldfisch method (Dirección General de Normas, 2000); ash was 

determinate following the procedure of the AOAC (AOAC, 2000), while moisture 

and total solids by the AOAC methodology (AOAC, 2000).  
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2.3.2. Minerals  

 Ca++ Mg++, Zn++, Na+ K+ and P3- quantification was determined for stick-

water (SW), centrifuged stick-water (CSW), insoluble fraction-1 (IF1) and 

insoluble fraction-2 (IF2) samples. Samples for analyses were ashed overnight 

at 550ºC. Ashes were digested overnight in an aqueous solution containing 10% 

(v/v) hydrochloric acid and 10% (v/v) nitric acid in a MARS Xpress digestor 

system (CEM Corporation, Matthews, NC). Digested solutions were diluted as 

needed and analyzed for above mentioned ions by inductively coupled plasma 

optical emission spectroscopy (ICP–OES) on a Perkin Elmer Optima 2100 DV 

(PerkinElmer, Inc. Alle Rechte vorbehalten) connected to auto sampler AS-93 

 

2.3.3. Amino acid analysis 

The amino acid analysis was carried on freeze-dried samples. All samples were 

hydrolyzed with 6N HCl at 150ºC for 6 h in vacuum tubes. Samples were 

evaporated under vacuum at 65ºC and suspended with 2 mL of 0.2 N sodium 

citrate buffer (pH 2.2).  The amino acids were quantified using a Hewlett 

Packard Model GMBH HPLC system with a fluorescence detector (Hewlett-

Packard Co., Waldbron, Germany). Precolumn derivatization method was used 

(Lindroth & Mopper, 1979; Vázquez, Morón & González, 2004).  An aliquot of 

200 μL of the diluted sample (1:10) was taken + 200 μL of internal standard (L-

α-amino n-butiric acid) and 600 μL of water. From the last solution 250 μL was 

filtered through a 22 μm aqueous filter followed by the addition of 250 μL of OPA 

(O-Phthaldialdehyde) [(10 mg de OPA + 250 μL de methanol + 37.5 μL of 35 Brij 

solution  + 25 μL de β-mercaptoethanol. Then borate potassium buffer (pH 10.4) 

was added to reach 10 mL]. Exactly two min after mixing the sample was 
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manually injected on to the column of the HPLC system with a 20   μL loop 

(Varian, Inc., Palo Alto, CA). The amino acid separation was carried out in a 

reverse phase column 10 cm x 4.6 mm ID, C-18,  3 μm particle size, 100 Aº 

(Varian, Inc.,  Palo Alto, CA) connected to a pre-column (3 cm x 4.6 mm ID) 

packaged with the same material. Mobile phase (A) was prepared with 100% 

methanol and (B) was 10% methanol, 90% sodium acetate buffer (pH 7.3). Peak 

areas produced by amino acid fluorescence were registered in a Chem Station 

(Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA) software. The identification of amino 

acids was done by using a retention time comparison with standards. 

Tryptophan and cystein content were not determined. 

 

2.3.4 Free Amino acids content  

Free amino acids were quantified in SW, CSW and SF2. Sample was mixed in 

TCA, followed by a centrifugation at 10,000 X g/15 min. The supernatant was 

used for amino acids quantification. Amino acids derivatization and 

quantification were carried out by the conditions described for amino acid 

content (Lindroth et al., 1979; Vázquez, Caire, Higuera-Ciapara & Hernandez, 

1995). 

 

2.3.5 Total collagen content 

The collagen was determined in SW, CSW and IF1 and IF2 by reverse-

phase chromatography coupled to a NBD-Cl fluorometric detector for the 

quantification of proline and hydroxyproline. The sample was hydrolyzed with 

HCl 6 M in a vacuum hydrolysis tube at 150 (±5)ºC for 6 h in a vacuum reaction 

system. Samples were evaporated under vacuum at 65 (±1)ºC and suspended 

with 2.0 mL 0.2N sodium citrate buffer (pH 2.2).  A 250 μL aliquot of hydrolyzed 

simple was diluted to 1.0 mL with 0.4 M borate buffer (pH 10.4). 250 μL of the 

dilution was mixed with 250μL of NBD-Cl (7-cloro-4-nitro-benzo-2-oxa-1,3-

diazol, C6H2ClN3O3) solution (2.0 mg/mL in methanol) and heated for 5 min at 
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60 (±1)ºC in a closed screw capped vial. The reaction was stopped by adding 50 

μL of HCl 1M and cooled immediately at 0ºC for 30 min and 20 μL injected into 

the column.  Proline and hydroxyproline separation was carried out in a reverse 

phase column 10 cm x 4.6 mm ID, C-18,  3 μm particle size, 100 Aº (Varian, Inc.,  

Palo Alto, CA), connected to a precolumn (3 cm x 4.6 mm ID) packaged with the 

same material. Mobile phase (A) was methanol HPLC grade. Peak areas from 

proline and hydroxyproline fluorescence were registered in a Chem Station 

(Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA) software. Identification and 

quantification were using retention time comparison with external standards 

(Vázquez et al., 2004). Total collagen content (mg/g) was determined by 

multiplying the hydroxyproline content by 7.25 (Vázquez et al., 2004).  

 

2.3.6. Electrophoretic profile  

A sodium dodecyl-sulphate (SDS-PAGE) 12% poliacrylamide gel system 

was used (Laemmli, 1970).  Discontinuous 0.75 mm gels were prepared. 60 and 

5 µg of protein and standard (broad range standard Bio-Rad-161-0317) 

respectively, were injected. Electrophoresis assays were carried out in a Bio-

Rad Power Pao 3000 (Bio-Rad Lab., Hercules CA), using 15 mA per gel. 

Proteins were visualized with coomassie blue staining.   

 

2.3.7. Color 

Color was measured in SW, CSW, IF1 and IF2. Measurement was carried 

out on freeze-dried samples. Color samples was determined using a Minolta 

Chromameter Konica Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc., Japan) and 

reported as “L”, “a” and “b” values. “L” describes the lightness of the sample, “a” 
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intensity in red (a > 0), and “b” intensity in yellow (b > 0). Whiteness and hue 

angle (Ө) were calculated according to the following formulas: 

Ө = Archtang (b/a) 

Whiteness 100- [(100-L)2 + a2 + b2]½ 

 

2.3.8 Whiteness stability 

 It was carried out on SW, CSW, IF1 and IF2 freeze-dried samples over a period 

of four months at 25ºC. Samples were storage in closed plastic containers in 

dark conditions. Whiteness was calculated according to the formula previously 

mentioned.  

 

2.3.9 Solubility  

The solubility of freeze-dried samples were carried out at different pH (Morr et 

al., 1985). A 10 mg of sample was dispersed in 10 mL of 1M NaCl at 25ºC and 

different pH values (3,5,7,9,11) adjusted with NaOH or HCl. The suspensions 

was stirred for 1 h and centrifuged at 2,560 x g for 30 min. The supernatant was 

used to quantify total nitrogen by using a Leco FP-528 nitrogen analyzer (Leco 

Corp., Saint Joseph, MI) (Gbogouri, Linder, Fanni & Parmentier, 2004; Sathivel 

et al., 2006).  Solubility percent in each simple was calculated as:  

 

% Solubility = 

         

Supernatant nitrogen content  
 
         Total nitrogen content    

x  100 
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2.3.10 Emulsifying capacity (EC) 

 EC was measured by the oil titration method (Webb, Ivey, Craig, Jones & 

Monroe, 1970) modified by (Sathivel et al., 2006). SW, CSW, IF1 and IF2 

samples (200 mg) were dissolved in 20 mL of 0.1 m NaCl solution. An 

homogenizer ultra turrax model T–25 basic (Ika Works, Inc., Wilmington, NC) 

with a disposable 9.5 mm tube was immersed in the solution sample. A 

separator funnel filled with 100% pure soybean oil (Purela, Escuintla, 

Guatemala) was placed above the beaker. An electrode connected to a 

multimeter (YSI 556 MPS, Multi Probe System; Yellow Springs, OH), was 

immersed in the solution to measure the electrical resistance (ohms) of the 

emulsion at 25ºC. The solution was first stirred at 60% output to make a 

homogenized solution and get a constant resistance reading. The ohmmeter 

output was then increased to 100% and the oil was immediately dispensed from 

the separator funnel into the beaker with a 0.5 mLs-1 flux, generating oil-in-water 

(O/W) emulsion. A sudden increase in resistance was observed when the oil 

capacity of the sample emulsion reached a maximum value and the emulsion 

collapsed to form water-in-oil (W/O) emulsion. At that point, oil delivery was 

stopped and the oil volume measured. EC values were expressed as mL of 

emulsified oil per 200 mg of protein. 
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2.3.11 Emulsifying stability (ES) 

ES was evaluated by the oil addition  technique (Yatsumatsu, Sawada & 

Moritaka, 1972) modified by (Sathivel et al., 2006). A 500 mg of sample was 

transferred into a 250 mL beaker and dissolved in 50 mL of 0.1 M NaCl, and 

then 50 mL of soybean oil (Purela, Escuintla, Guatemala) was added. The 

homogenizer was immersed into the mixture and operated for 2 min at 100% 

output to make an emulsion. From the emulsion, three 25 mL aliquots were 

immediately taken and transferred into three 25 mL graduated cylinders. The 

emulsions were allowed to stand for 15 min at 25ºC and then the aqueous 

volume was read. ES (%) was calculated as [(total volume – aqueous 

volume)/total volume]* 100. 

 

2.3.12 In vitro Digestibility 

 Apparent protein digestibility was carried out by the multienzyme 

technique (Hsu, Vavak, Satterlee & Miller, 1977), with modifications (Saterlee, 

Marshall & Tennyson, 1979). An aliquot of 6.25 mg/mL of protein (sample) was 

hydrated in 10 mL of water in a digestibility tube. The temperature of the mixture 

was equilibrated at 37ºC. After that 1 mL of enzymes solution (1.6 mg/mL of 

trypsin, 3.1 mg/mL of chymotripsin and 1.3 mg/mL of peptidase) was added to 

the sample and with stirred thoroughly. At exactly 10 min from the time the 

enzymes solution was added, 1 mL of a bacterial protease (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO) solution (7.95 mg enzyme/mL) was also added and the 

 



 96

temperature increased to 55ºC. After 9 min temperature was brought back to 

37ºC. At exactly 10 min after the sample had received the bacterial protease (1 

min back into the 37ºC water bath), the pH of the hydrolisate sample was 

measured and recorded; continuously for 20 min pH. In vitro protein digestibility 

of the sample was the calculated using the following equation:  

% Digestibility= 234.84-22.56 (X) 

 

Where: X is the pH at 20 min of reaction 

Sodium caseinate and egg albumin were used as controls.  

 

3. Results and Discussion 

3.1 Proximal composition 

Chemical composition of insoluble fractions 1 (IF1) and 2 (IF2) are shown 

in Figure 2. The acid fractions (IF1) had up to 50% more protein and 10% more 

fat than the alkali ones (IF2) but 68% less ash. The IF2 fraction had higher ash 

content because of the added NaOH to raise pH and recover protein. Due to its 

content of up to 70% of protein, the solids recovered by acid precipitation could 

have a high potential as a food ingredient source. In addition, for each 100 g of 

SW, solids recovered from the HCl (pH 2.5)/NaOH (pH 8.5) treatment were 1.9 ± 

0.63 and 1.4±0.2 g with a moisture of 74 ± 2.7 and 78.2 ± 0.8 % for IF1 and IF2, 

respectively, while for TCA (pH 1.5)/NaOH (pH 8.5) treatment were 2.3 ± 1 and 
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1.2 ± 0.2 g of solids with a moisture of 75 ± 3 and 79 ± 0.8 % for IF1 and IF2, 

respectively. 

The fishmeal composition, as well as that of the derived stick-water, 

varies depending of factors such as fish species and species mixes, season, 

physiological condition of fish, etc. (Bandarra, Batista, Nunes, Empis & Christie, 

1997; Bechtel, 2005; Del Valle & Aguilera, 1991; Sathivel, Bechtel, Babbitt, 

Prinyawiwatkul & Patterson, 2005a). Protein content ranging from 70 to 86 % 

(d.w.) for SW derived from the processing of Alaska pollock (Theragra 

chalcogramma) and salmon (Oncorhynchus sp) was reported (Bechtel, 2005; 

Sathivel et al., 2005a); also,  a composition (d.w.) of 65% protein, 23% fat and 

16.4% ash for menhaden (Brevortia gunteri) SW were reported (Castillo, Rao & 

Liuzzo, 1987).  

 

3.2 Minerals content 

One of main fishmeal chemical characteristics is its mineral content which 

can vary depending on the bone extraction during the process. The more 

common macro-elements found are Ca++, Mg++ and P3-. For shrimp aquaculture 

feed the maximum Ca++ content of meal must be 2.3%, whereas that for P3-

around 0.6 % (Martínez, 1999; Sandbol, 1993). Table 1 shows the relative 

mineral composition. The major minerals were Mg++, K+, Na+ and P3-. Similar 

results were reported for Alaska pollock (Theragra chalcogramma) stick-water 
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(Bechtel, 2005) and protein powders from different fish species (Sathivel et al., 

2006).  

IF1 presented a remarkably lower mineral composition than IF2; 

nevertheless, its Ca++, Mg++ and P3- contents are enough for the requirements of 

some fish species (salmon, carp, herring and catfish) (Sathivel et al., 2005a). 

For IF2 with 70% more ash than IF1, the major minerals were P3- and Mg2+, 

exceeding both the nutritional requirements for the above mentioned species 

(Comitee of Animal Nutrition, 1993). A matter balance applied for minerals 

indicated 97, 77 and 54% recovery for Mg++, Ca++ and P3- respectively from their 

initial content in SW. The recovery of minerals indicates their promoted 

precipitation under the pH shift experimental conditions. Evidence of minerals 

precipitation at alkaline pH has been reported (Jenkins & Snoeyink, 1999; 

Tchobanoglous, Burton & Stensel, 2003). 

 

3.3 Amino acid content 

 Table 2 shows the amino acid content of SW, CSW, TCA-IF1 and HCl-IF1. 

As shown, all samples had similar amino acid profile. High content of aspartic 

and glutamic acids, histidine, arginine and proline were found; similar 

composition were reported in different seafood by-products (Sathivel et al., 

2006; Sathivel, Bechtel, Babbitt, Prinyawiwatkul, Neggulescu & Reppond, 2004; 

Sathivel et al., 2003; Sathivel et al., 2005a; Sathivel, Smiley, Prinyawiwatkul & 

Bechtel, 2005b). Essential amino acid content for all samples were higher than 
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recommended values for human adults (Albert, 1991); high levels of lysine and 

leucine were found suggesting the potential of the recovered IF1 and IF2 as a 

nutritional food ingredient. Our results confirmed the evidence valid for more  

than 50 years about the usefulness of fish by-products in the formulation of 

animal feed (Hulan & Proudfoot, 1987; Lassen & Bacon, 1946; Lassen, Bacon & 

Dunn, 1949; Lassen, Bacon & Dunn, 1951; Zarkadas, 1986). 

 

3.4 Free amino acids content 

 Free amino acids in marine products fluctuate among the species. i.e., 

taurine, proline and alanine are among the major free amino acids in 

crustaceans. Histidine and taurine are the most abundant amino acids in some 

spicies of fish; migratory fish such as tuna and mackerel are high in free 

histidine. Taurine in fish muscle is probably derived from cysteine. Different 

genera of the same species may not contain the same amount of taurine. Higher 

taurine content leads to more active Maillard reaction during fish drying 

(Sikorski, Kolakoska & Sun, 1990).  

Study results shows that the most abundant amino acids were histidine 

and taurine (Table 3). Similar results were reported for an effluent produced by 

cooking of jumbo squid (dosidicus gigas) mantle muscle (Rosas, 2007), Usually 

seafood contains high levels of taurine and some species histidine. Taurine has 

been considered as a possible beneficial component in functional foods 

(Elvevoll, 2007). Additionally, have been reported that free amino acids 
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(glutamic acid, serine, glycine, ariginine, leucine and lysine) and peptides are 

the major contributors to the taste of seafoods (Metusalach, Brown & Shahidi, 

2000; Ocaño-Higuera, 2003). Thus, due to SW contains 36% of flavour related 

compounds; this one, per se could be a potential source as an alternative food 

taste agent. Additionally the total SF2, SW and CSW free amino acids content 

could be as a recovered potential source of free amino acids. i.e. Guaymas, 

Sonora, México, produced around 120,000 ton of SW by work season, 

considering the total free amino acids content, probably could be recover around 

15% of it (more less 18,000 ton). 

 

3.5 Collagen content 

Proline (Pro) and hydroxyproline (HPro) was measured to visualize the 

presence of gelatin from connective tissue degradation. The HPro content was 

used for calculating the collagen content in gelatin by using the 7.25 factor 

recommended by Váquez-Ortiz, (2004). The content of HPro and Pro (% w/w) 

were similar to those reported by Sathivel and Bechtel (2005) (1.6 - 2.3 g/100 g) 

in flour from fish wastes. Sathivel and Bechtel (2006) also reported values of 

HPro and Pro (mg/g of protein) from skeletons, heads, viscera and mixtures of 

cod and Alaska pollock wastes similar to ours. HPro levels found SW is 

indicative of the connective tissue being transformed into gelatin by the thermal 

process involved. The presence of HPro in IF1 indicates that gelatin is 

precipitated along with other proteins. 
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Considering that SW contains 54.8 % of proteins (dry weigh), the results 

indicate that 20.6% of this content was collagen in its gelatin form. This result 

was expected because SW came not only from muscle but also from heads, 

skin, viscera and bone. Values up to 65% of collagen in the protein fraction has 

been reported in the solid waste derived from the processing of Pacific whiting 

(Merluciuss productus) into surimi (Kim & Park, 2004). Our results suggest that 

SW could be a source of collagen for industrial use (food, cosmetics, pharmacy, 

etc.). However, collagen content in SW depend on the mixture fish/waste 

composition destined to fishmeal production.  

 

3.6 Electrophoretic profile 

SDS-PAGE gel electrophoresis under reduced conditions was used to 

determine molecular weight (MW) of the major proteins recovered from SW, 

CSW and IF1. As shown in Figure 3, SW and CSW showed bands with MW in 

the range from 37 to 370 kDa. There is high protein/peptide material in the low 

MW range of the gel, which could indicate some protein degradation. IF1 

showed bands from 300 to 20 to kDa, while IF2 from 300 to 100 KDa. Results 

suggest that bands with MW above 150 kDa could be the result of protein 

covalent aggregation. Bechtel (2005) reported bands of 39, 120 and 198 kDa in 

pollock/cod stickwater while Sathivel and Bechtel (2006) reported protein 

patterns of 10, 19, 44, 132 y 205 kDa in Alaska pollock protein powders. 
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3.7 Color and whiteness  

Color is affected by several factors including species, process, particle 

size, fat content and moisture. Hemoglobin (Hb) and myoglobin (Mb) are the 

more abundant hemo-proteins in dark muscle and blood. The color tone of fish 

muscle depends on the Mb/Hb ratio in muscle (Richards & Hultin, 2002; Sohn, 

Taki, Ushio, Kohata, Shioya & Ohshima, 2005). The experimental L, a, b 

average values obtained for SW were 47.8 ± 1.5, 3.1 ± 0.2 and 15.1 ± 1.5, 

respectively. After centrifugation (CSW) approximately 99% of fat and 24% of 

proteins were eliminated from SW yielding average values of L, a and b of 78 ± 

1, 1.7 ± 0.3 and 20.7 ± 0.5 respectively. Color-wise our  results are lighter and 

slightly yellower than those reported by Bechtel (2005) for SW obtained from 

lean species (L =  70.7, a = 2.0, b = 20.3). Results indicated the relevant impact 

on color of the complementary centrifuging step proposed, as well as the effect 

of sample source (fish type and mixtures) on color.   

Whiteness index provides a total evaluation of the color. A study of the 

whiteness stability of SW (solids), CSW (solids), IF1 and IF2 was carried out 

Significant difference (p<0.05) with respect to the first month was observed in 

SW and CSW, after this period no changes (p≥0.05) were detected indicating 

color stability (Figure 4). With respect to IF1, color remained stable during the 

whole storage period, while IF2 presented instability only during the first month, 

afterward remained stable. There aren't reports about fishmeal whiteness 

stability; however, higher taurine content leads to more active Maillard reaction 
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during fish drying (Sikorski et al., 1990) and IF2 contains more content of this 

amino acid than IF1. No correlation between whiteness and proteins or lipids 

content was observed. On the whole, IF2 was 30% whiter than IF1.  

 

3.8 Solubility 

 The interest in replacing artificial ingredients by natural ones has 

been increasing lately. In this way, the use of proteins as functional agents could 

be very favorable to the food industries. Solubility can be defined as the percent 

of the total amount of protein contained in the food material that can be 

extracted by water or salt solution at specified conditions. Protein solubility is a 

prerequisite step for gelation, emulsification, binding and some other functional 

processes of the protein (Feng & Hultin, 1997; Kolakoski, 2001; Vieira, Biasutti, 

Capobianco, Afonso & Silvestre, 2006). Figure 5 shows the solubility results. 

Protein denaturation during processing can contribute to decrease solubility. 

Higher solubility in the pH range from 5 to 9 and lower at pH 3 and 11 was 

observed for the TCA-IF2 and HCl-IF2 recovered solids. TCA-IF1 and HCl-IF1 

presented more solubility in the pH range from 5 to 11. Solubility of proteins from 

IF1 and IF2 was higher than the observed for commercially used materials such 

as egg albumin, sodium caseinate and soy protein concentrate (Sathivel et al., 

2003). A range of protein solubility from 27 to 42 % was reported for white fish 

by-products (Sathivel et al., 2005a), and from 54 to 69% for Alaska Pollock, 

salmon and cod (Bechtel, 2005). 
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pH influences the charge of protein side chains (acid and basic groups); 

consequently, proteins generally exhibit their minimum solubility in their iso-

electric point. Additionally, the salting-in effect can be described as further salt 

binding by the protein’s hydrophilic domain allowing resolubilization by increased 

protein charge, resulting in a large protein-protein electrostatic repulsion term 

(Feng et al., 1997; Kolakoski, 2001; Vieira et al., 2006). Low solubility at pH 1 

and 4 and high solubility in the pH range from 6 to 12 were found for salmon 

muscle protein hydrolysates (Kristinsson & Rasco, 2000), also a high solubility 

at pH up to 6 for salmon by-products hydrolysates were reported (Gbogouri et 

al., 2004). Our results were similar with those studies. 

 

3.9 Emulsifying capacity (EC), emulsifying stability (ES) and Digestibility 

 Proteins are the most important biopolymers used as ingredients in 

food emulsions, since they have the ability to stabilize emulsions. This is of great 

relevance since many natural and processed foods are either partly or fully 

emulsions (Vieira et al., 2006). Table 4 shows the EC, ES and in vitro 

digestibility results. CSW by itself contains better EC and ES than controls. Even 

tough TCA-IF2 and HCl-IF2 displayed very good EC, they showed low stability 

conferring use limitations for these fraction. This result may be due to the 

presence of Ca++ and Mg++ salts, since minerals cause emulsion instability 

(Yixing, Russ & Lloyd, 2007). Overall, the TCA IF1 showed the best emulsifying 

related properties, even better than those reported in the literature for several 
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fish materials. EC of 57 and 59% were reported for Arrowtooth flounder protein 

powders  as well as EC and ES from 29 to 34.5 and 65 to 77%, respectively, for 

protein powders from Alaska pollock by-products (Sathivel et al., 2005a, 2006).  

Usually, the digestibility requirements for aquaculture nutrition is up to 

85% (Martínez, 1999; Sandbol, 1993).  In the present study IF1 had up 88%. 

Additionally, the protein and amino acid content of IF1 suggest its potential use 

for animal feed. Similar digestibility values were observed for anchovy, deboned 

white fish and Atlantic menhaden (Ezquerra, Garcia-Carreño, Civera & Haard, 

1997) and herring meals (Luzzana, 2001). Values from 5 to 7% higher than 

those from our study were reported by Bechtel (2005).   

   

4. Conclusions 

 Results indicate that solids recovered from SW treatment present by 

themselves extraordinary compositional, nutritional and functional attributes. 

Due to the mineral, protein (collagen included) and essential amino acids 

content in IF1, results suggest its potential use as food and feed functional and 

nutritional ingredient. Although IF2 was whiter than IF1, the better chemical 

composition and whiteness stability of the latter confers to it remarkable 

attributes as food/feed ingredient.  
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Table 1  

 

 SW CSW IF1 IF2 

Mg++ (%) 0.4 0.2 0.1 10.4 

Ca++ (%) 0.2 0.2 0.04 3.0 

P3- (%) 1.1 1.6 0.9 14.4 

K+ (%) 2.8 4.3 0.6 5.3 

Na+ (%) 4.3 6.6 1.0 3.7 

Zn++ (mg/kg) 40 30 0.6 0.2 

SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. IF: Insoluble fraction 
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Table 2 

Amino 
acids 

SW CSW TCA 
IF1 

TCA 
IF2 

HCl 
IF1 

HCl 
IF2 

EAA 

Asp 56.1 40.8 46.5 175.9 53.8 79.7  

Glu 87.4 73.6 75.3 316.9 80.9 234.1  

Ser 18.4 12.7 13 17.6 14.2 17.0  

  His* 78.8 52.6 18.3 51.0 15.5 28.1  

Arg  71.9 49.4 25.6 59.9 34.5 39.9  

Gly  19.3 15.1 13.6 17.2 14.1 22.7  

Thr*  52.5 39.6 33.8 47.4 30.1 34.3 9 

Taurine 40.0 35.2 2.3 25.9 5.8 14.2  

Ala 50.1 40.0 34.0 48.9 43.0 36.2  

Tyr 10.3 7.0 5.9 8.5 6.7 16.9  

Met* 13.4 11.0 10.0 15.6 10.3 19.3 17 

Val* 27.6 19.2 18.2 25.7 21.5 15.6 13 

Phe* 17.9 12.5 19.5 22.0 28.9 13.5  

Ile* 18.3 12.7 18.0 24.5 20.0 10.9 13 

Leu* 37.6 28.0 40.9 41.6 75.8 32.1 19 

Lys* 31.7 41.7 58.8 76.2 115.6 58.9 16 

Pro 76.1 60.9 27.3 Nd 20.2   

HyP 28.3 20.6 9.0 nd 6.4   

Data expressed as mg of aminoacid per g protein. Tryptophan and cysteine  
were not determined. SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. IF: Insoluble  
fraction. EEA: Essential aminoacid requeriments for adult human 
* Essential amino acid 
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Table 3 

Amino 
acids 

SW 
 

CSW 
 

TCA 
SF2 

TCA 
SF2 UF 

HCl 
SF2 

HCl 
SF2 UF 

Asp 1.9 1.8 2.1 1.6 2.3 1.6 

Glu 4.5 4.1 5.4 4.5 5.5 6.6 

Ser 1.3 1.1 1.7 1.3 1.4 1.3 

  His 20.5 23.8 32.8 50.6 31.9 62.0 

Arg  2.2 1.9 3.0 2.3 2.7 2.9 

Gly  2.1 1.6 2.5 1.4 2.2 2.1 

Thr  3.7 2.3 4.9 1.2 4.0 1.8 

Taurine 14.9 20.4 25.7 32.8 23.1 42.7 

Ala 5.7 5.4 7.8 7.5 7.5 6.0 

Tyr 2.2 1.8 2.6 1.5 8.8 2.0 

Met 2.2 1.2 2.5 1.1 2.6 2.0 

Val 2.7 2.4 3.5 2.6 3.5 2.9 

Phe 2.2 1.8 3.1 1.5 2.8 1.8 

Ile 2.1 1.6 2.6 1.6 2.6 1.6 

Leu 4.2 3.6 5.6 3.6 5.5 4.1 

Lys 9.6 7.8 10.9 6.5 9.9 9.9 

total 81.9 82.6 116.8 121.9 110.4 151.5 

Data expressed as mg of aminoacid per g of sample (dry weigh). Tryptophan and  
cysteine were not determined. SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SF: soluble 
fraction. 
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Table 4 

 
 

sample Digestibility 
(%) 

Emulsifying capacity 
[mL oil (200 mg)-1 

protein] 

Emulsifying 
stability 

(%) 
SC 91.6 ± 1.6 95.5 100 
EA 95.6 ± 1.3 75.8 98 

CSW 82.1 ± 0.3 116.5 100 
TCA-IF1      90.9 ± 2.0 101 ± 10 100 ± 0.5 
TCA-IF2 71.5 ± 0.6 299 ± 5 62 ± 5 
HCl-IF1 88.0 ± 2.7 52.4 ±2 84 ± 4 
HCl-IF2 72.4 280.7±4 56 ± 3 

SC: sodium caseinate. EA: Egg albumin. SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water.  
IF: Insoluble fraction. 
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Figure 1 
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SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. SED: Sediments. IF: Insoluble fraction. SF: 
Soluble fraction. TCA: Trichloroacetic acid. 
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Figure 2 
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Figure 4 
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Figure 4 

 

30

40

50

60

70

80

90

1 2 3 4

storage time (months) 

w
hi

te
ne

ss
 (%

)

SW CSW TCA IF1
HCl IF1 TCA IF2 HCl IF2

 

SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. IF: Insoluble fraction. Data are the 
Mean of n = 4. 
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Figure 5 
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SW: Stick-water. CSW: Centrifuged stick-water. IF: Insoluble fraction.  
SC: sodium caseinate. EA: Egg albumin. Data are average of n = 2. 
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VIII.- CONCLUSIONES FINALES 
 

El tratamiento alcalino por si mismo no mostró reducción satisfactoria de 

los niveles de DBO5 y DQO.  

 

La combinación del ajuste de pH en ambas zonas (ácida-alcalina) junto 

con la UF resultó en valores de DBO5 y pH en el efluente generado en el 

laboratorio, comparables tanto con la norma como con los resultados obtenidos 

por medio de evaporación. No así para DQO. 

 

Es de suma el control satisfactorio de la calidad y condiciones del 

proceso para poder disminuir la presencia de aminoácidos libres y N-BVT que 

finalmente contribuyen con los niveles de DBO5. 

 

El mejor tratamiento fue al utilizar el TCA y NaOH, dicho tratamiento no 

influyó en las características composicionales, nutricionales y funcionales de los 

sólidos recuperados. No obstante, desde el punto de vista de la seguridad 

alimentaria y manejo de reactivos a nivel industrial es más factible la utilización 

del HCl. 

 

Se evidencia que no hay formación de agregados proteicos derivados del 

tratamiento propuesto que de alguna pudieran influir en la formación de 

barreras de taponamiento en las membranas de UF y en la pérdida de 

funcionalidad. 

 

Queda demostrado el potencial de los sólidos recuperados para ser 

utilizados en formulaciones para alimentación animal, humana, así como 

también como ingrediente de valor agregado donde implique la preparación de 

emulsiones. 
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