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RESUMEN

La investigacion tiene como objetivo optimizar la extraccion de coldgeno a partir de escamas
de pescado, evaluando la influencia de la temperatura y la concentracion enzimatica en la
eficiencia del proceso. Se emple6 un disefio experimental factorial con temperaturas de 60
°Cy 90 °C, y concentraciones de enzimas del 5 %, 10 % y 15 %. Los resultados evidenciaron
que la combinacion de 60 °C y 5 % de enzima logré un rendimiento del 27.92 %, lo que
demuestra la eficiencia del método propuesto. Se realizaron analisis fisicoquimicos y
microbiologicos del colageno obtenido, determinando parametros como pH, viscosidad y
contenido proteico, ademas de pruebas para detectar mohos, levaduras y Escherichia coli.
Los datos confirmaron que supuestamente el colageno extraido cumple con los estandares
de calidad para aplicaciones industriales en sectores como el alimentario, cosmético y
farmacéutico. Este estudio destaca la importancia del aprovechamiento de subproductos
pesqueros, promoviendo un modelo de produccion sostenible y alineada con la economia
circular. La investigacion no solo optimiza el proceso de extraccion, sino que también aporta
conocimientos para futuras aplicaciones del colageno marino en la industria. Los hallazgos
obtenidos pueden servir como base para mejorar metodologias y desarrollar productos

innovadores a partir de esta biomolécula de alto valor comercial.
Palabras clave:

Colageno, Escamas de pescado, Método, Industria.



ABSTRACT

The research aims to optimize collagen extraction from fish scales by evaluating the
influence of temperature and enzyme concentration on process efficiency. A factorial
experimental design was used with temperatures of 60 °C and 90 °C, and enzyme
concentrations of 5 %, 10 %, and 15 %. The results showed that the combination of 60 °C
and 5 % enzyme achieved a yield of 27.92 %, demonstrating the efficiency of the proposed
method. Physicochemical and microbiological analyses of the obtained collagen were
performed, determining parameters such as pH, viscosity, and protein content, in addition to
tests to detect molds, yeasts, and Escherichia coli. The data confirmed that the extracted
collagen supposedly meets quality standards for industrial applications in sectors such as
food, cosmetics, and pharmaceuticals. This study highlights the importance of utilizing
fishery byproducts, promoting a sustainable production model aligned with the circular
economy. The research not only optimizes the extraction process but also provides insights
for future industrial applications of marine collagen. The findings can serve as a basis for
improving methodologies and developing innovative products from this high-value

biomolecule.
Keywords:

Collagen, Fish scales, Method, Industry.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el aprovechamiento de los subproductos de la industria pesquera ha
adquirido gran relevancia debido a la creciente necesidad de desarrollar procesos sostenibles
y de reducir el impacto ambiental. Uno de los subproductos mas abundantes y subutilizados
son las escamas de pescado, las cuales contienen una alta proporcion de coldgeno, una
proteina con un amplio potencial en diversas industrias, incluyendo la alimentaria,
farmacéutica y cosmética (Martinez, 2020). La optimizacion de la extraccion de colageno a
través de escamas de pescado permite mejorar su eficiencia y calidad, garantizando una

mayor viabilidad comercial y un menor desperdicio de recursos naturales.

El coldgeno es una macromolécula fundamental estructural de los tejidos conectivos de los
vertebrados. Su extraccion de fuentes marinas, como las escamas de pescado, ofrece
beneficios en comparacion con las fuentes convencionales de coldgeno bovino y porcino,
debido a su mayor biodisponibilidad y menor probabilidad de padecer enfermedades
zoondticas (Alzamora Jorge et al., 2019). Ademas, la estructura del colageno marino se
asemeja a la del coldgeno humano, lo que simplifica su asimilacion y su empleo en usos
médicos y estéticas (Gamez Beatriz, 2024). No obstante, los procedimientos tradicionales
de extraccion tienen restricciones en términos de rendimiento y calidad del producto

adquirido, lo que requiere la aplicacion de nuevas estrategias de optimizacion.

En este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo optimizar el proceso de
extraccion de coladgeno a partir de escamas de pescado, evaluando diferentes condiciones de
temperatura y concentracion enzimatica para determinar las condiciones mas eficientes. Para
ello, se empleara un diseflo experimental que permita comparar el rendimiento del coldgeno
obtenido, asi como sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas, asegurando su

calidad y seguridad para su aplicacion industrial.

Adicionalmente, esta investigacion se alinea con las tendencias actuales de la bioeconomia
circular, que promueve el aprovechamiento integral de los recursos naturales y la
minimizacion de residuos. La valorizacion de las escamas de pescado se utiliza como insumo
para la obtencion de coldgeno representa una oportunidad para la diversificacion de
productos y la reduccidon de la contaminaciéon ambiental. Asimismo, se espera que los
hallazgos de este estudio sirvan como base para futuras investigaciones en el campo de la

biotecnologia aplicada a la industria pesquera y alimentaria.



Ademés de los beneficios técnicos y econdmicos, la optimizacion de este proceso contribuye
a la gestion sostenible de los residuos pesqueros, promoviendo una economia circular y
reduciendo la contaminacion ambiental. Al maximizar el aprovechamiento de estos
subproductos, se genera valor agregado a la industria pesquera y se fomenta el desarrollo de
productos innovadores con alto potencial comercial. En paises con una fuerte actividad
pesquera, como Ecuador, la implementacion de procesos eficientes para la extraccion de
colageno podria fortalecer el sector agroindustrial y abrir nuevas oportunidades en mercados

internacionales (Piguave Dayanna, 2021).

Este estudio se estructura en diversos capitulos que abordan los aspectos fundamentales del
problema de investigacion. En el primer capitulo, se presenta la problematizacion, objetivos
y justificacion del estudio. Posteriormente, en el capitulo dos, se desarrolla el marco teorico,
donde se incluyen conceptos claves relacionados con el coldgeno, sus fuentes, métodos de
extraccion y aplicaciones industriales. En el capitulo tres, se describe la metodologia
empleada para la experimentacion, incluyendo el disefio experimental, los procedimientos
de extraccion y los analisis realizados. Finalmente, los resultados obtenidos y su respectiva
discusion se presentan en el capitulo cuatro, donde se analizan las implicaciones de los

hallazgos y se plantean posibles mejoras en el proceso de extraccion de colageno.

A través de esta investigacion, se espera generar informacion valiosa que contribuya al
desarrollo de nuevas tecnologias para el aprovechamiento eficiente de los subproductos
pesqueros, impulsando la sostenibilidad y la innovacién en la industria agroindustrial. Se
pretende que los resultados obtenidos no solo beneficien a la comunidad cientifica, sino que
también sirvan como referencia para empresas del sector que buscan mejorar sus procesos

de produccion y reducir su impacto ambiental.



CAPITULO1
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problematizacion

1.1.1. Planteamiento del problema

La presente investigacion abord6 el problema de optimizar el proceso de extraccion de
colageno a partir de escamas de pescado para su aplicacion en el ambito industrial. Si bien
las escamas de pescado contenian una cantidad significativa de colageno, los métodos
actuales de extraccion no siempre lograban maximizar la eficiencia ni la calidad del producto
obtenido. Este reto técnico demandaba el desarrollo de procedimientos mas efectivos y
rentables que permitieran obtener coldgeno con propiedades Optimas para diversas

aplicaciones industriales.

Mas alla de los aspectos técnicos, la extraccion de coldgeno a partir de las escamas de
pescado planteaba preocupaciones ambientales relevantes. La industria pesquera generaba
grandes volumenes de residuos organicos, incluyendo las escamas, que a menudo se
desechan sin un aprovechamiento eficiente. Estos residuos representaban una carga
ambiental importante si no se gestionaban adecuadamente, contribuyendo a la
contaminacion y al desperdicio de valiosos recursos naturales (Piguave, 2021). La
optimizaciéon del proceso de extraccion de coldgeno no solo busca maximizar el
aprovechamiento de estos residuos, convirtiéndolos en recursos utiles, sino también reducir
el impacto ambiental asociado a la industria pesquera en Ecuador al promover practicas mas

sostenibles y circulares.
Diagnéstico

Actualmente, la industria pesquera enfrento un desafio significativo con la gestion de
residuos, especificamente las escamas. En este sentido, se realizd una investigacion cuyo
objetivo fue optimizar la extraccion de colageno a través de escamas de pescado, en una
area aun no explorada. Con los resultados, se propuso proporcionar soluciones tanto

medioambientales como industriales para aprovechar mejor este recurso.

Prondstico

Si no se resuelve o estudia adecuadamente la optimizacién de la extraccion de colageno de
las escamas de pescado, los residuos pesqueros seguirdn acumuldndose sin un
aprovechamiento eficiente, generando un impacto ambiental negativo. Esto limitaria el

potencial de la industria del colageno, retrasaria el desarrollo de tecnologias sostenibles y
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afectaria su rentabilidad, dificultando la adaptacion a normativas medioambientales mas

estrictas.

1.1.2. Formulacion del problema

(Como se optimizo eficientemente la extraccion de coldgeno a partir de escamas de pescado

para maximizar su aprovechamiento en la industria?
1.1.3. Sistematizacion del problema

(Cuales fueron los métodos mas eficientes para la extraccion de colageno de escamas de

pescado?
(Qué caracteristica fisico quimico tuvo el colageno obtenido de la escama de pescado?

(Cuales fueron los resultados esperados en un analisis microbiologico realizado al colageno?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

e Optimizar el proceso de extraccion de colageno a partir de escamas de pescado para

maximizar su rendimiento y calidad.
1.2.2. Objetivo Especifico

e [Establecer la combinacion de factores (Temperatura y enzimatica) que permita obtener

mayor rendimiento.

e Caracterizar las propiedades fisicas y quimicas (pH, Viscosidad, Proteina), presente en

el colageno.

e [Evaluar el colageno extraido de las escamas de pescado mediante analisis

microbioldgico.



1.3. Justificacion

Esta investigacion busca no solo resolver los retos técnicos asociados con la extraccion de
colageno de escamas de pescado, sino también abordar las preocupaciones ambientales
mediante la implementacion de practicas innovadoras y sostenibles. Al hacerlo, se espera
generar conocimientos y soluciones que no solo beneficien a la industria, sino que también
promuevan un uso mas responsable de los recursos naturales y una gestion mas eficiente de

los residuos organicos en el sector pesquero (Solari & Cordova, 2024).

Para abordar estos desafios, es crucial implementar soluciones que optimicen el proceso de
extraccion de colageno desde una perspectiva técnica y ambiental. En términos técnicos, se
deben investigar y desarrollar métodos de extraccion que maximicen tanto el rendimiento
como la calidad del coldgeno obtenido, utilizando técnicas como el tratamiento enzimatico
o térmico adaptadas a las caracteristicas especificas de las escamas de pescado. Esto
garantizara que el colageno extraido sea adecuado para su uso en aplicaciones industriales

exigentes (Kimura et al., 2019).

Desde una perspectiva ambiental, es fundamental implementar practicas de gestion de
residuos que promuevan la economia circular. Esto implica revalorizar las escamas de
pescado como recursos utiles en lugar de desperdicios, contribuyendo asi a la reducciéon del
impacto ambiental de la industria pesquera. Estrategias como el reciclaje de subproductos y
la optimizacion de los procesos de extraccion no solo beneficiaran a las empresas al mejorar
la eficiencia y reducir costos, sino que también fortalecerdn su compromiso con la

sostenibilidad ambiental (Coppola et al., 2020).



CAPITULO 11

FUNDAMENTO TEORICO



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Colageno

El coldgeno es una de las proteinas méas presentes en la matriz extracelular, representa
aproximadamente el 25 - 30% de todas las proteinas de los seres vivos animales (Alzamora
et al.,, 2019). Este componente es esencial en todos los tejidos conectivos del cuerpo
(mdsculos, dientes, huesos y piel), aunque se concentra principalmente en los tejidos
vinculados a la piel, los huesos y también se halla en el tejido intersticial de casi todos los

organos (Alzamora et al., 2019).

El colageno se compone de tres cadenas de aminoacidos vinculadas o triple hélice,
otorgandole una elevada resistencia mecanica y habilidad para retener humedad (Solari &
Cordova, 2021). El colageno tiene la tarea primordial de preservar la estructura de los tejidos
animales y potenciar la fuerza, resistencia y flexibilidad de estos tejidos (Herrera et al.,
2019). El colageno que se encuentra en la piel, huesos, cartilagos y escamas de vertebrados
e invertebrados marinos, es mas biodisponible en comparacidon con el colageno bovino o
porcino, posee una capacidad de absorcion superior (hasta 1.5 veces mas eficaz en el cuerpo),
y una circulacion mas acelerada en la sangre gracias a su bajo peso molecular y al reducido
tamafio de las particulas (Cobefia et al., 2022). Ademas, el colageno marino posee
propiedades antioxidantes, lo que ayuda a combatir el estrés oxidativo y el envejecimiento
celular, favoreciendo la regeneracion de los tejidos y mejorando la elasticidad de la piel

(Cobenia et al., 2022).

Desde una perspectiva industrial, el coldgeno marino se ha convertido en una alternativa
sostenible al coldgeno bovino y porcino debido a su obtencion a partir de subproductos de
la industria pesquera, reduciendo asi el desperdicio de biomasa y fomentando el
aprovechamiento de recursos naturales. Su uso en la industria cosmética, alimentaria y
biomédica ha aumentado significativamente en los ultimos afios, ya que ha demostrado
poseer propiedades beneficiosas en tratamientos antienvejecimiento, regeneracion osea y

cicatrizacion de heridas (Vélez & Fernandez, 2024).

La similitud del colageno marino con el coldgeno bovino y porcino en términos de
composicion de aminoacidos y biocompatibilidad lo hace una excelente opcidon para

aplicaciones en salud y estética. Su extraccion y purificacién continuan siendo areas de



investigacion activa, con el fin de mejorar su rendimiento y eficiencia en diversas

aplicaciones industriales y médicas (Vélez & Fernandez, 2024).

2.1.2. Tipos de colagenos

Es conocido que existen 19 clases de colageno, desde el tipo I hasta el XX, aunque en otros
textos se mencionan 26 tipos de coldgeno genéticamente diferentes, que difieren
significativamente en su complejidad y en la variedad de su estructura (Torrez, 2019). Cada
uno de estos tipos de colageno esta localizado en un sitio distinto del organismo y posee
propiedades particulares. El colageno fibrilar, que representa aproximadamente el 90% del
total, es la familia de colageno mas numerosa, que comprende el colageno de los tipos I, 11,

III, V y XI (Alzamora et al., 2019).

El colageno tipo I, que es el mas comun y mas investigado, constituye mas del 90% de la
masa organica de los huesos, y es el predominante en la piel, los tendones, ligamentos, la
cornea y numerosos tejidos conectivos (Cordero & Garcés, 2019). El colageno tipo II es
particularmente presente en el cartilago, el cuerpo vitreo y el nicleo pulpar; constituye el
elemento principal del cartilago hialino y también define caracteristicas biomecanicas
similares al colageno tipo I (Cordero & Garcés, 2019). El colageno tipo III es un componente
relevante de las fibras reticulares en los tejidos intersticiales de los pulmones, el higado, la
dermis y el bazo (Cordero & Garcés, 2019). Se considera al tipo V 'y XI como una subfamilia
del colageno fibrilar ya que se combinan con los tipos previamente mencionados y crean
condiciones particulares, como la combinacion del colageno tipo V con el tipo I y III,
aportando a la matriz orgénica de los huesos, el higado, los pulmones, la placenta y la cornea

(Anzueta, 2020).

2.1.3. Fuentes marino de colageno

2.1.3.1. Escamas

Las escamas son: "laminas duras, con mayor o menor flexibilidad, que dibujan una amplia
serie de lineas concéntricas y de estrias radicadas, que se entrelazan como las tejas de un
tejido, como si fueran tejas de un tejido" formado el exoesqueleto de los peces (Rico, 2022).
Las escamas son huesos de tejido conjuntivo fibrilar de origen dérmico que se encuentran
en una bolsa epidérmica de tejido conjuntivo fibrilar. Son el resultado del exoesqueleto de

los primitivos Ostracodermos y los Peces Placodermos (Cobefia et al., 2022).
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Tanto el exterior como el interior se encuentran revestidos por una capa de osteoblastos, que
se encuentran activos en los margenes de la escama y causan su crecimiento constante (Rico,
2022). Las escamas de pescado representan un volumen significativo de desechos
provenientes de las industrias que transforman el pescado. La investigacion realizada por
Elango y colaboradores, (2014), propone que el colageno extraido de las escamas de los

peces tiene caracteristicas propias del coldgeno de tipo I (Cobeiia et al., 2022).

Las escamas de pescado representan una fuente sostenible y econdmica de colageno, ya que
son un subproducto abundante de la industria pesquera. Su aprovechamiento no solo reduce
el desperdicio, sino que también contribuye a la economia circular. Ademas, el colageno
marino tiene ventajas sobre el bovino o porcino, como una mayor aceptacion cultural y

menor riesgo de transmision de enfermedades (Rico, 2022).

2.1.3.2. Pargo

Los pargos son peces demersales de gran relevancia socioecondémica en las actividades
pesqueras artesanales de las provincias de Esmeraldas, Manabi y Guayas, debido a la oferta
y demanda en el mercado local y global. EI pargo es un pez de costumbres bentdnicas,
clasificado dentro del grupo de predadores de tamafio medio, por lo que habita en terrenos
rocosos y coralinos (Delfin, 2024).

Su cuerpo y aletas son de tonalidad roja intensa; el vientre es de tonalidad rosada o blanca
(Delfin, 2024). Pargo Rojo, tal vez el mas famoso de todos, es famoso por su resplandeciente
color rojo y su carne solida. Es una especie frecuente en Ecuador y es altamente apreciada

tanto en el &mbito deportivo como comercial (Delfin, 2024).

2.1.4. Métodos de extraccion de colageno

Existen varios métodos para extraer colageno a partir de escamas de pescado. Aqui te

menciono algunos de los mas comunes:

e Método de extraccion acido: Este método implica el uso de acidos diluidos, como acido
acético o acido clorhidrico, para disolver las escamas de pescado y liberar el colageno.
Luego, el colageno se separa de la solucidon mediante técnicas de filtracion y

precipitacion (Giraldo, 2019).
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e Método de extraccion alcalino: En este método, se utilizan soluciones alcalinas, como
hidréxido de sodio o hidroxido de calcio, para desmineralizar y solubilizar las escamas
de pescado. Posteriormente, el colageno se separa de la solucion alcalina y se purifica

mediante técnicas de precipitacion y lavado (Gaikwad & Kim, 2024).

e Método de extraccion enzimatico: En este método, se utilizan enzimas proteoliticas,
como la pepsina o la tripsina, para descomponer las proteinas no colagenas presentes en
las escamas de pescado y liberar el colageno. Una vez liberado, el colageno se separa y

purifica mediante técnicas de centrifugacion y filtracion (Gaikwad & Kim, 2024).

e Meétodo de extraccion en medio de alta presion: Este método implica el uso de altas
presiones para desnaturalizar las proteinas no coldgenas presentes en las escamas de
pescado y liberar el colageno. El colageno luego se separa y purifica mediante técnicas

de centrifugacion y filtracion (Gaikwad & Kim, 2024).

2.1.5. Importancia del colageno en la industria
e Industria alimentaria

El colageno obtenido de las escamas de pescado posee un enorme potencial que facilita su
uso en industrias de la alimentacion (Anzueta, 2020). De acuerdo con sus caracteristicas
fisicoquimicas y tecnoldgicas, puede utilizarse como aditivo alimentario natural, para la
creacion de recipientes biodegradables, como revestimiento comestible y como material para
encapsular (Anzueta, 2020). En la industria alimentaria, actia como espesante y mejora la
textura y calidad de los productos. Es un ingrediente clave en jaleas, gelatinas, asi como en
embutidos y carnes curadas, donde mejora la textura y el contenido de humedad de los
productos (Rajabimashadi et al., 2023). Ademas, su capacidad para formar redes de gel y
mejorar la estabilidad de emulsiones lo hace un componente valioso en productos lacteos,
postres y alimentos procesados. Asimismo, se investiga su uso en la produccion de
suplementos proteicos y nutracéuticos, donde su alto contenido en aminoacidos esenciales
contribuye a la regeneracion del tejido muscular y articular en el organismo (Rajabimashadi

etal., 2023).
e Industria cosmética

El colageno es ampliamente utilizado en productos antienvejecimiento debido a su capacidad

para mejorar la elasticidad de la piel y reducir las arrugas. Su alta biocompatibilidad lo
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convierte en un ingrediente ideal para cremas, mascarillas y otros productos topicos.
Ademéds, su capacidad de retencion de agua ayuda a mantener la hidratacion de la piel,
previniendo la resequedad y la formacion de lineas de expresion. En la formulacion de
productos capilares, el colageno contribuye a la reparacion de la fibra capilar, mejorando la
resistencia y el brillo del cabello. Su incorporacion en sérums y tratamientos faciales permite
la regeneracion celular y la proteccion contra agentes externos como la contaminacién y los

rayos UV (Sionkowska et al., 2020).
¢ Industria farmacéutica

En la industria farmacéutica, el coldgeno es un componente esencial en la fabricacion de
biomateriales, debido a su compatibilidad con los tejidos humanos y su capacidad de
favorecer la cicatrizacion de heridas y regeneracion celular. Se utiliza en la produccion de
apositos para quemaduras, implantes médicos y en la ingenieria de tejidos para la
regeneracion Osea y cartilaginosa (Xu et al., 2021). Su aplicacion en farmacos y suplementos
nutricionales permite el tratamiento de enfermedades articulares como la osteoartritis,
promoviendo la regeneracion del cartilago y reduciendo la inflamacion. También se investiga
su uso en la encapsulacion de medicamentos, ya que su estructura proteica permite una
liberacion controlada de compuestos activos, mejorando la biodisponibilidad y eficacia

terapéutica de los fArmacos (Zhu et al., 2022).

2.1.6. Renina

La quimosina es una enzima proteasa de tipo aspartica presente en el cuajo, producida
naturalmente por las vacas en el abomaso, que corresponde a la cuarta cdmara de su
estdbmago. Sin embargo, también puede obtenerse por métodos biotecnologicos mediante
ADN recombinante en organismos como Escherichia coli, Aspergillus niger var, awamori y
Kluyveromyces lactis (EcuaRed, 2020). Las enzimas producidas de esta manera se conocen
como quimosinas obtenidas por fermentacion (FPC, por sus siglas en inglés). Segtin la Union
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), esta enzima industrial
pertenece al grupo de las aspartil endopeptidasas y se clasifica con el nimero EC 3.4.23.4

(Calvo, 2020).

2.1.6.1. Caracteristicas de la rennina
La quimosina se sintetiza inicialmente como pre-pro-quimosina, una forma precursora que

incluye 58 aminoécidos adicionales respecto a la enzima activa y que carece de actividad
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proteolitica. En el estdbmago, esta molécula se libera como pro-quimosina, una forma aun
inactiva, que se activa tras la eliminacion de un fragmento de 42 aminodacidos, luego de
haberse separado previamente 16 aminoacidos. Este proceso da lugar a la quimosina activa,
con un peso molecular aproximado de 30.700 (Calvo, 2020). Al igual que otras enzimas, la
quimosina puede auto digerirse si se encuentra en condiciones que favorecen su actividad.
Sin embargo, su actividad puede inhibirse de forma reversible mediante altas
concentraciones de cloruro de sodio, lo que permite conservarla en estado inactivo. Al
disminuir la concentracion de sal durante su uso, la enzima recupera su funcionalidad

(EcuaRed, 2020).

2.1.7. Proteina

Todas las proteinas son polimeros formados por la unién de monémeros conocidos como a-
aminoacidos. La prolina, un aminoacido de estructura ciclica, presenta propiedades similares
a las de aminoéacidos alifaticos como la alanina y la glicina. Una caracteristica particular de
la prolina es su capacidad para modificarse quimicamente una vez incorporada a las

proteinas, convirtiéndose en 4-hidroxiprolina (Luque, 2019).

Las proteinas presentan cuatro niveles de organizacion estructural: primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria. La estructura primaria corresponde a la secuencia lineal de
aminodcidos determinada por la informacion genética contenida en el ADN. Esta secuencia
es fundamental, ya que condiciona el plegamiento tridimensional de la proteina y, por tanto,
su funcion bioldgica. Alteraciones en la secuencia de aminodcidos pueden ocasionar cambios
en la conformacion estructural, lo que podria afectar negativamente su actividad funcional

(Luque, 2019).

En los niveles superiores de organizacion, se forman interacciones como los enlaces de
hidrégeno entre el grupo amino de un residuo y el grupo carboxilo de otro, contribuyendo
asi a la estabilidad de las estructuras secundaria y terciaria. La cadena polipeptidica se alarga
mediante enlaces especificos que permiten la adopcion de dos posibles conformaciones
espaciales, conocidas como estructura secundaria de una proteina. Estas conformaciones son

la a-hélice y la B-hoja plegada (Luque, 2019).

La a-hélice se caracteriza por formar una estructura geométrica en espiral, altamente
uniforme, en la que cada vuelta completa incluye aproximadamente 3,6 aminoacidos. Esta

configuracion se estabiliza mediante puentes de hidrogeno que se establecen entre el
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hidrogeno del grupo amino de un enlace peptidico y el oxigeno del grupo carboxilo del
cuarto aminoacido sucesivo en la cadena. Dentro de las proteinas estructurales que presentan

este tipo de conformacion se encuentran, entre otras, el colageno, la queratina y la elastina

(Luque, 2019).

2.1.7.1. Propiedades de las proteinas

Las proteinas son biomoléculas altamente complejas y fundamentales en el &mbito celular,
ya que estan presentes en todas las células vivas en gran cantidad. Estan formadas
principalmente por hidrégeno, carbono, oxigeno y nitrogeno; algunas también contienen
azufre y, dependiendo de su estructura, pueden incluir elementos como fésforo, calcio,
hierro, zinc o molibdeno. En cuanto a su solubilidad, la mayoria son solubles en agua o en
soluciones salinas, mientras que solo una minoria puede disolverse en solventes organicos

(Luque, 2019).
e Capacidad amortiguadora

Las proteinas poseen cardcter anfotero, lo que significa que pueden actuar como acidos o
bases segun las condiciones del entorno. Esta propiedad les permite ceder o captar protones

(H*) del medio, lo cual contribuye a mantener el equilibrio del pH (Luque, 2019).
e Solubilidad

Cuando las proteinas adoptan una estructura globular y compacta, tienden a disolverse en
agua. Esto se debe a la presencia de grupos radicales (-R) libres en los aminoacidos que las
componen, los cuales interactian formando enlaces débiles con las moléculas de agua,

facilitando asi su solubilidad (Luque, 2019).
e Desnaturalizacion

Cuando las proteinas se exponen a factores externos como variaciones de pH, temperaturas
elevadas o cambios en la salinidad, sus estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria pueden
desestabilizarse y romperse. Como resultado, solo permanece intacta la estructura primaria,
que corresponde a la secuencia lineal de aminoacidos que componen la proteina. Esta
secuencia es Unica para cada proteina y es lo que le confiere sus propiedades especificas

(Luque, 2019).
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e Especificidad

La especificidad es una de las caracteristicas mas distintivas de las proteinas. Cada
organismo tiene la capacidad de sintetizar proteinas Unicas, lo que significa que incluso entre
individuos de la misma especie pueden existir diferencias proteicas. Esta diversidad no se
observa en los lipidos, que tienden a ser estructuralmente iguales entre especies. La
especificidad proteica se debe a las multiples combinaciones posibles entre los aminoacidos,

las cuales estan determinadas por el ADN de cada ser vivo (Luque, 2019).
e Estructura

Las proteinas estan formadas por cadenas de a-aminoacidos, que actian como unidades
monoméricas en estos polimeros bioldgicos. Uno de estos aminodcidos, la prolina, presenta
una estructura ciclica y comparte propiedades con aminoécidos alifaticos como la alanina y
la glicina (Luque, 2019). Una caracteristica notable de la prolina es su capacidad de sufrir
modificaciones quimicas después de su incorporacion a una proteina, transformandose en 4-

hidroxiprolina, como se muestra en el grafico correspondiente (Luque, 2019).
Figura 1.

Formula estructural de la prolina y la hidroxiprolina.

CO0" CO0"
I
& H & H
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YH,N CH, OH FH N CH_
]\ / ’ 3 \ ; z
H,C — C~H HC — C-H
2 \Q . OH
> H"
= Residuo de Prolina Hidrociprolina

Fuente: (Luque, 2019).

Las moléculas proteicas presentan cuatro niveles de estructuracion: primaria (secuencia),
secundaria (plegado local), terciaria (plegado global) y cuaternaria (asociacion de multiples
cadenas). En el primer nivel de estructuracion, la secuencia de aminoacidos se determina por
el ADN del gen correspondiente a cada proteina. La estructura primaria es esencial, ya que
define el disefio tridimensional que adoptara la proteina. Cualquier alteracion en el orden de
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los aminoacidos puede modificar la estructura tridimensional y en consecuencia, afectar su
funcion biologica (Luque, 2019). Una vez ensamblada la cadena de aminoécidos, se inician
interacciones entre los diferentes aminoacidos, lo que permite la formacion de enlaces de
hidrégeno entre el atomo de hidrogeno de un aminodcido y el oxigeno carboxilo de otro

(Luque, 2019).

Estas uniones causan que la cadena polipeptidica se alargue y adopte dos posibles estructuras
espaciales, las cuales conforman lo que se conoce como la estructura secundaria de una
proteina. Estos dos ajustes estructurales son la a-hélice y la B-hoja plegada. La a-hélice se
caracteriza por su forma geométrica en espiral, bastante regular, donde cada vuelta de la
hélice esta compuesta por 3,6 aminoacidos. Esta estructura se mantiene unida mediante
enlaces de hidrogeno entre el hidrogeno del grupo amino del enlace peptidico de un
aminoacido y el oxigeno del grupo carboxilo del cuarto residuo que se encuentra mas alla en
la secuencia. Ejemplos de proteinas que adoptan esta estructura incluyen al coldgeno, la

queratina y la elastina (Luque, 2019).

2.1.7.2. Clasificacion de las proteinas
a. Proteinas simples

Las proteinas simples son aquellas que estan compuestas inicamente por aminoacidos o sus

derivados. Entre ellas se incluyen:

e Albuminas

¢ Glutelinas

e Prolaminas

e Histonas

e Protaminas (Luque, 2019).

b. Proteinas compuestas

Las proteinas son compuestos que, ademds de aminoacidos, incluyen elementos organicos o
inorganicos denominados grupos prostéticos en su estructura. La clasificacion de las
proteinas conjugadas se realiza en funcion de los grupos prostéticos que las componen

(Luque, 2019).

e Nucleoproteinas
¢ Glucoproteinas
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e Fosfoproteinas

e Cromoproteinas

e Lipoproteinas

e Metaloproteinasas
e Hemoproteinas

e Flavoproteinas

c. Proteinas fibrosas

Se indica que las proteinas fibrosas estan formadas por cadenas paralelas de polipéptidos
que se enrollan alrededor de un mismo eje, lo que da lugar a una estructura denominada
"microfibra". Estas proteinas desempefian un papel fundamental en la constitucion del tejido

conectivo en los organismos vivos (Luque, 2019).

e Colageno
e Elastina

e (Queratinas

d. Globulares

Se indica que estas son cadenas polipeptidicas que se entrelazan entre si, formando esferas
o glébulos compactos (Luque, 2019). Dentro de estas estructuras, se encuentran los

siguientes 15 componentes:
e Enzimas
e Anticuerpos

2.1.8. Baio maria

El bafio de Maria es un dispositivo utilizado en laboratorios para realizar diversos
procedimientos, como examenes seroldgicos, incubaciones, aglutinaciones, inactivaciones,
asi como procesos en los campos biomédico, farmacéutico e incluso industrial.
Generalmente se emplea agua como medio de transferencia de calor, aunque también puede

utilizarse aceite, dependiendo del tipo de aplicacion (Quino, 2021).

2.1.8.1. Usos

Este procedimiento comenzd a utilizarse en operaciones relacionadas con la alquimia, la

quimica y la industria farmacéutica, entre otras, donde era necesario calentar de forma
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gradual y controlada recipientes como vasos de precipitados, probetas o matraces
Erlenmeyer que contenian liquidos sensibles al calor (Loren, 2021). Con el tiempo, esta
técnica se ha ampliado a nuevos usos, incluso en el tratamiento de residuos, y actualmente

se aplica en diversos ambitos, como:

e El sector alimentario, por ejemplo, para la elaboracion de dulce de leche a partir de
leche condensada (véase también: coccion al vapor).
e El ambito estético, permitiendo calentar cera depilatoria sin necesidad de fuentes de

calor intensas (Loren, 2021).

2.2. Marco referencial

El colageno derivado de fuentes marinas se distingue por sus excepcionales propiedades
bioactivas, superando al colageno de origen terrestre. Estudios recientes han revelado que el
colageno obtenido de escamas de pescado presenta una mayor biodisponibilidad y es mas
compatible con la piel humana, caracteristicas que lo convierten en un recurso especialmente

valioso para las industrias alimenticia, cosmética y farmacéutica (Barzkar et al., 2023).

Ademas, su utilizacion contribuye a la reduccién de residuos en la industria pesquera,
promoviendo una economia mas circular y sostenible (Rajabimashadi et al., 2023).
Investigaciones llevadas a cabo han evidenciado que hay entre 27- 29 clases de colageno,
siendo el tipo I el més utilizado debido a su mayor disponibilidad. Se encuentra en tejidos,
piel, huesos, dermis, tendones, ligamentos y cornea. Su estructura se compone de una triple
hélice representada en tres cadenas o (al-al1-a2) de cerca de 1000 residuos de aminoacidos
(Anzueta, 2020). Hay escasas investigaciones en las que se haya empleado la proteina de las
escamas de pescado para propdsitos alimenticios, farmacéuticos o cosméticos, debido a la
limitada innovacién en los métodos de extraccion de este. Entre las alternativas de mejora
se encuentran el uso de enzimas, como la renina, también conocida como quimosina, con el
objetivo de expandir nuevas invenciones y su mejora (Lopez & Almeida, 2019). La
temperatura tiene un impacto significativo en la eficiencia de extraccion de colageno.
Temperaturas mas bajas (11-25 °C) parecen ser mas efectivas para la hidrolisis acida,
mientras que temperaturas moderadas (50 °C) son Optimas para la extraccion asistida por

ultrasonido (Quintero & Zapata, 2019).
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CAPITULO 111
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion

En este trabajo investigativo se realizd la parte experimental en el laboratorio
agroalimentario y se llevaron a cabo los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos en el
laboratorio de Bromatologia, ubicado en el “Campus La Maria de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo”, en el km 7 122 de la via Quevedo-Mocache, provincia de Los Rios,

Ecuador.

Figura 2.

Ubicacion geogrdfica de la Universidad Técnica Estatal De Quevedo-Campus "La Maria"

INIAP-Pichilingue
> - -~
ol 4 X .
Universidad . Tecnica ;
Estatal’de'Quevedo. 2
. Vivero “Hermanos

3 . X VIDAL VELIZ

e

“~

= . VIVERO
YAGROFORESTAL

Nota: Tomando de Google Maps.

3.1.1. Materia prima

La materia prima principal fue la escama de pescado, que se obtuvo en el mercado de

mariscos “La Iguana” ubicada en el centro de la ciudad de Quevedo.
3.2. Tipo de investigacion

Esta investigacion se llevd a cabo de manera experimental, donde se analizaron dos

elementos de estudio, el factor A (Alta temperatura) y el factor B (Enzimatica).
3.2.1. Investigacion experimental

En este estudio se utilizaron técnicas o métodos experimentales para optimizar la extraccion
de colageno a partir de escamas de pescado. Se modificaron variables concretas, tales como
la concentracion de enzimas, la temperatura y el tiempo de reaccion, con el objetivo de
examinar sus impactos en la eficiencia y calidad del colageno adquirido. Los experimentos

se llevaron a cabo en un laboratorio bajo condiciones reguladas, lo que facilito la
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identificacion de las condiciones ideales para optimizar la eficacia del procedimiento y

asegurar un producto de excelente calidad.

3.2.2. Investigacion bibliografica

Se recopil6 informacion de fuentes cientificas, como publicaciones, libros y tesis vinculadas
con la obtencion de colageno y la utilizacion de desechos pesqueros. Este tipo de estudio
brind6 un solido marco tedrico acerca de las caracteristicas del colageno, los métodos de
extraccion empleados en investigaciones anteriores y su uso en el sector industrial. La
revision bibliografica facilité la comparacion de los descubrimientos experimentales con la

bibliografia existente, respaldando los resultados logrados en el estudio.
3.3. Métodos de investigacion

3.3.1. Método deductivo-inductivo

A través de este procedimiento, se contrastaron los resultados de las variables fisicoquimicas
con la caracterizacion del colageno obtenido de las escamas de pescado. Se empled un disefio
factorial AxB para evaluar los factores y tratamientos considerados en la investigacion.
Mediante los enfoques deductivo e inductivo, se lograron establecer los resultados y

formular conclusiones y recomendaciones alineadas con los objetivos del estudio.

3.3.2. Método analitico

Mediante el método analitico, se determinaron las condiciones ideales para optimizar el
desempefio y la calidad del coldgeno obtenido. Esto se logré a través de un andlisis
exhaustivo de las propiedades fisicoquimicas y de desempefio del coldgeno, teniendo en
cuenta los diferentes métodos de extraccion empleados (enzimatico, térmico y combinado),

lo que facilit6 el andlisis sistematico y exhaustivo de cada variable.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

Los datos recopilados para esta investigacion se obtuvieron de diversas fuentes, incluyendo
articulos cientificos, libros, tesis y reglamentos. Esto evidencia que el estudio se desarrolld
sobre una solida base cientifica y normativa, lo que garantiz6 la validez y el rigor del trabajo

realizado.
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3.5. Diseiio de la investigacion

Se planted un disefio factorial de AxB, conformado por dos factores: Temperatura (Factor A)
con dos niveles: 90 °C y 60 °C, y la concentracion de la enzima renina (Factor B) con tres
niveles: 5 %, 10 % y 15 %. Se establecieron 6 tratamientos con 3 repeticiones cada uno, lo

que dio un total de 18 unidades experimentales.

3.5.1. Factores de estudio

La siguiente tabla presenta los factores de estudio que influyen en la extraccion de colageno
a partir de escamas de pescado, los cuales son: Factor A (Temperatura) y Factor B (Enzima).
El Factor A consta de dos niveles, al (90 °C) y a2 (60 °C), mientras que el Factor B presenta
tres niveles, bl (5 %), b2 (10 %) y b3 (15 %). En total, esta investigacion considera cinco
niveles experimentales, los cuales permitiran analizar la influencia de la temperatura y la

concentracion enzimadtica en la eficiencia de extraccion de colageno.

Tabla 1.

Factores de investigacion que participan en la obtencion de colageno a partir de escamas

de pescado.
Factores Simbologia Niveles
al 90°C
Factor A (Temperaturas)

a2 60 °C
bl 5%

Factor B (Enzima) b2 10 %
b3 15 %

Elaborado por: Autora.
Tabla 2.

Muestra las combinaciones de los tratamientos propuestos para la obtencion de coldgeno.

Tratamiento Descripcion
albl 90 °C con 5 % de enzima.
alb2 90 °C 10 % de enzima.
alb3 90 °C 15 % de enzima.
az2bl 60 °C 5 % de enzima.
az2b2 60 °C 10 % de enzima.
az2b3 60 °C 15 % de enzima.

Elaborado por: Autora.
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Modelo Matematico

Yijk= u + Ai + Bj + (AB) ij +R1 + Eijk

Donde:
u= Efecto global

Ai = Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Temperatura); i =1,

Bj = Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Enzima); j=1,.....B

(AB) ij = Efecto de la interaccion entre los factores A, B.

R1= Efecto de la replicacion del experimento; 1=1,...... r

Eijk = Error experimental asociado a la k-ésimo réplica del tratamiento con el i-ésimo nivel

de la temperatura y el j-ésimo nivel de la enzima.

3.6. Instrumentos de investigacion
3.6.1. Manejo del experimento

3.6.1.1. Diagrama de flujo de proceso de elaboracion de colageno

Escamas > Recepcion
Pesado 1
Bicarbonato de sodio Lavado
Agua destilada
v
Escurrido
H20 3000 g > Coccién
i 90 °C y 60 °C
Extraccion

l
@
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@
i

Filtrado
v
Enzimaal 5%,10% _ Protedlisis
y15%
v
Bafio maria

'

Analisis fisicoquimico

A4

Analisis
microbiologico

:

Envasado

l

Almacenado > 3°C

Elaborado: Autora

3.6.1.2. Descripcion del proceso de extraccion de colageno

e Recepcion: En esta etapa, se obtuvo la materia prima (escamas de pescado), las cuales
fueron categorizadas y guardadas en un lugar apropiado para prevenir su deterioro.

e Pesado I: Se pesaron las escamas de pescado para determinar la cantidad necesaria
que se emplearia en el procedimiento de extraccion. Este procedimiento fue crucial
para establecer la eficacia de la extraccion y los resultados de colageno logrados.

e Lavado: Las escamas de pescado fueron inicialmente sometidas a un proceso de
limpieza utilizando agua potable apta para el consumo. Posteriormente, se
desinfectaron con una solucion de bicarbonato de sodio a una concentracion variable

de 5 a 10 g/L, ajustada en funcién del nimero de escamas presentes. Este proceso de

25



desinfeccion se realizdé durante un periodo de 30 min. Una vez transcurrido este
tiempo, las escamas fueron nuevamente lavadas con agua destilada con el fin de
eliminar cualquier residuo de bicarbonato de sodio, asi como otras impurezas
presentes.

Escurrido: Después del lavado, se realizé un escurrido de las escamas ya limpias.
Coccion: Las escamas, ya lavadas, se sometieron a un proceso de coccidén a una
temperatura de 90 °C durante 1 hrs y luego a 60 °C durante 2 hrs. La coccion tuvo
como objetivo ablandar las escamas y liberar el coldgeno contenido en ellas.
Extraccion: En esta etapa, se llevo a cabo la extraccion propiamente dicha del
colageno. Se empled un método de licuado para la extraccion del colageno.
Filtrado: Una vez extraido el coldgeno, se realiz6 un filtrado para separar los sélidos
(como residuos de escamas) de la solucion liquida que contenia el colageno disuelto.
El filtrado asegurd la eliminacién de impurezas y particulas no deseadas, obteniendo
una solucidon mads clara y pura del coldgeno.

Protedlisis: El coldgeno extraido se mezcld con la primera concentracion de enzima,
que fue del 5 %. Después de la adicion de la enzima, la mezcla se agitd6 de manera
constante durante 30 min a una temperatura de 45 °C para asegurar que la enzima se
distribuyera uniformemente en la solucién. Durante este tiempo, la velocidad de
agitacion fue moderada para evitar el sobrecalentamiento o la degradacion del
coldgeno. Posteriormente, se continué el procedimiento utilizando las
concentraciones de enzima al 10 % y 15 %, siguiendo el mismo protocolo empleado
para la concentracion inicial del 5 %.

Bafio maria: Durante la etapa de bafio maria, se controld la temperatura del colageno
para no exceder los 70 °C, evitando su desnaturalizacion. El coldgeno permanecio en
el bafio maria entre 30 minutos y 1 hora, lo que permitié su disolucién y
homogenizacion.

Envasado: El coldgeno ya homogenizado se envasé en envases apropiados,
asegurando que estuviera en condiciones Optimas para su almacenamiento.
Almacenado: Finalmente, el coldgeno envasado se almacend en condiciones
adecuadas de temperatura y humedad, generalmente en un ambiente refrigerado o

congelado, para preservar sus propiedades y evitar su descomposicion o deterioro.
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3.6.1.3. Balance de materia

Escamas 2000 g——» Recepcion
2000 g
Pesado
5090 g
‘ ‘ Impureza y residuos:
Bicarbonato de sodio 90 g Lavado —3000g
Agua destilada 3000 g
2090 g '
Pierde el 2 % de
Escurrido 5, 2090g=418¢
i 20432 ¢ Pérdida por
R Coceic evaporacion = 10 %
H,0 3000 g > oceion > de50482g=
i T— 90 °C 504.82 ¢
45434 ¢ .
Extraccion / filtrad Residuos so6lidos=
xtraccion / filtrado 50 % de 4543 4 g =
2271.7 g
2717 g
Enzimaal 5 % = 113.59 .
g — Protedlisis
238529 ¢ Pérdida por
Bario maria evaporacion = 60 %
de 2385.29 g =
1431.174 ¢
954.116 g
Perdida por
Envasado — _
envasado =
l 533.316¢g
Almacenado L » 42080¢g
Elaborado: Autora
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3.6.2. Analisis fisicoquimico del colageno ya extraido
a) Determinacién de pH

El pH del coldgeno obtenido se establecio de acuerdo con el método definido en el CE 853,
2016, que regula los procedimientos para valorar la calidad y seguridad de los productos
alimenticios derivados de animales. Para ello, se prepard una muestra de colageno disuelto

en agua destilada, y posteriormente, se evalu6 el pH utilizando un instrumento calibrado.
b) Establecimiento de la viscosidad

La viscosidad del colageno obtenido fue evaluada conforme a las directrices establecidas en
la ASTM D2196-20, que especifica los procedimientos para la medicion de la viscosidad de
fluidos utilizando un viscosimetro de rotacion. Para determinar la resistencia al flujo de la
solucion, se empled un viscosimetro Brookfield con una aguja nimero S62, operando a una
velocidad de 0.3 RPM. Los resultados obtenidos se expresaron en centipoise (cP), que es la

unidad estandar para medir la viscosidad.
¢) Determinacion de proteina

Se establecio la cantidad de proteina presente en el colageno mediante el método Kjeldahl,
de acuerdo con la NTE INEN 1334-2, 2011. Este procedimiento se fundamento en calcular
el nitrégeno total existente en la muestra. El proceso inici6 con la digestion de la muestra
con acido sulfurico concentrado, lo que permite descomponer la proteina y liberar el
nitrogeno en forma de amoniaco. Posteriormente, el amoniaco liberado fue destilado y

titulado con una solucion estandar de acido clorhidrico (HCI) de concentracion conocida.

La cantidad de proteina en la muestra se determino utilizando la siguiente férmula:

(VHCI — Vb) x1.401 * NHCL = F
G.muestra

Proteina =

Siendo:

1.401= Peso atomico del nitrégeno.

NHCL= Normalidad de acido clorhidrico 0.1 N
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F = Factor de conversion (6.25)
VHCI = Volumen del 4cido clorhidrico consumido en la titulacién
Vb = Volumen del blanco (0.1)
3.6.3. Analisis microbioldgico del colageno ya extraido
a) Determinacion de moho y levadura

Para identificar la existencia de hongos y levaduras en el colageno, se aplicé el método
establecido en la NTE INEN 1529-8, 2016, que define los métodos microbiolédgicos para la
determinacion de estos microorganismos en alimentos. La muestra se cultivé en un medio
apropiado (usualmente, agar nutritivo) y se incub6 a 25 °C durante un periodo de 24 - 48

hrs. La cuenta de las colonias se realiz6 mediante la formula:

Numero de colonias contadas

Concentracion de hongos y levaduras = -
Volumen de muestra inoculada

b) Determinacién de E. Coli

Para identificar Escherichia coli, se aplicé el procedimiento definido en la INEN ISO 16654,
2014. Se utilizo el medio de cultivo apropiado (como el agar MacConkey) y la muestra se
incubo a 37°C durante 24 horas. Si se observaba un crecimiento distintivo, se confirmaba
mediante exdmenes bioquimicos. La cantidad de E. coli se determinaba mediante la siguiente

férmula;

Numero de colonias * fd

Concentraciénde E. coli (UFC /100 mL o UFC/g) = Volumen

Donde N es el nimero de colonias de E. coli observadas y V es el volumen de muestra usado

en el cultivo o peso de la muestra inoculada.

3.7. Tratamiento de los datos

A través de este procedimiento se evalud el grado de calidad del coldgeno obtenido. En caso
de que se presente una variacion significativa entre las interacciones de los factores
empleados, se aplico un analisis estadistico utilizando el ANOVA (Anélisis de varianza) y la

prueba de significancia de Tukey, con el fin de determinar el tratamiento mas adecuado,
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considerando un nivel de significancia del 5 %. Estos andlisis se realizaron en el software

estadistico STATGRAPHICS Centurién XVIII version 19.3.03.

Tabla 3.

Esquema del analisis

Suma de
Fuente de _ Cuadrados Razon de
L Cuadrados Grados de Libertad ) )
Variacion Medios (CM) Varianza (F)
(SS)
A-1 CM(A)=SS CM(A)/CM
FA SS (A)
2-1=1 (A)/(A) (Error).
B-1 CM(B)=SS CM(B)/CM
FB SS (B)
3-1=2 (B)/(B) (Error).
Interaccion (a-1) (b-1) CM(AB)=SS CM (AB)/CM
SS (A*B)
A*B (2-1) (3-1)=2 (AB) / (A*B) (Error).
r-1
Replicas SC (R CM (R
p R) Yy R)
CM (Error) =
Ab(n-1)
Error SS (Error) SS (Error) /
6(3-1)=12
(Error)
abn-1
Total SS (Total)
18- 1=17

Nota: Factor A: Alta temperatura; Factor B: Enzima

Elaborado por: Autora.

3.7.1. Variable de estudio

Variables independientes (factores controlados o manipulados):
e Temperatura

e Enzimatico (renina)

Variables dependientes (resultado o efecto observado):

a. Analisis Fisico — Quimico

e pH (CE 853, 2016).
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e Viscosidad (D2196 — 20, 2020)
e Proteina por el método kjelhal (NTE INEN 1334-2, 2011).
b. Analisis microbiologico

e Control de Moho y Levadura (NTE INEN 1529-8, 2016).

Escherichia coli O157 (UNE-EN ISO 16654, 2023).

3.8. Recursos humanos y materiales

Tabla 4.

Equipos, Materiales y materia prima e insumos utilizados en la investigacion

Recursos humanos

Tesista: Elvia Rossie Pin Mencias
Tutor: Ing. José Vicente Villarroel Bastidas
Materia prima Insumos
e Agua destilada
Escamas de pescado e Bicarbonato de sodio
e Enzimarenina
Equipos Materiales

e Tubos de ensayo

e Mascarilla

e Autoclave
e Espéatulas
e Estufa )
e Cofia
e Incubadora _
_ e Tamiz
e Licuadora o
e Placas petrifilm
e pH metro

e Filtros de papel
e Olla de acero inoxidable o

e Vasos de precipitados
e TermOmetro

) e Bandejas
e Agitador
o Guantes
e Mandil

Elaborado por: Autora.
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3.8.1. Presupuesto

Tabla S.

Presupuesto para la realizacion del proyecto de investigacion

RECURSOS Unidad Cantidad Valor (USD) Total (USD)
RECURSOS HUMANOS
Trabajo del estudiante horas 240 2.5 $600
Trabajo del tutor horas 160 4.5 $720
Subtotal 1: $1.320
RECURSOS FISICOS
Materiales e insumos
Escamas de pescado kg 4 1 S6
Agua destilada litro 1 1 $1.25
Bicarbonato de sodio kg 0.03 0.5 $2.00
Enzima renina kg 1 21 $41.00
Aparatos o equipos
Estufa horas de uso 6 40 $240.00
Olla de acero inoxidable horas de uso 2 2 $8.00
Termdmetro horas de uso 1 1 $10.00
Autoclave horas de uso 1 40 $240.00
Licuadora horas de uso 1 30 $30.00
pH metro horas de uso 1 70 $70.00
Incubadora horas de uso 1 30 $30.00
Agitador horas de uso 1 350 $300.00
Espatulas horas de uso 1 2 $3.00
Tamiz horas de uso 2 2 $5.00
Placas petrifilm horas de uso 40 80 $80.00
Filtros de papel horas de uso 20 30 $25.00
Vasos de precipitados horas de uso 30 60 $50.00
Bandejas de acero horas de uso 2 2 $4.00
inoxidable
Servicios
Analisis Microbioldgicos muestras 18 60 $360.00
Analisis fisicoquimico muestras 18 60 $400.00
Materiales de oficina
Computadora 1 1 900 $900.00
Impresiones ante proyecto 1 45 $45.00
Subtotal 2: $2.850,3
Imprevistos 10 %: $285,03
Total: $4.170,3
i 0000
FINANCIAMIENTO Aporte de la
UTEQ $3.470,25

Elaborado por: Autora.
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CAPITULO IV
RESULTADO Y DISCUSION



4.1. Resultados de rendimiento

e Determinar el rendimiento de coligeno extraido a 90 °Cy 60 °C

Masa de colageno extraido

Rendimiento (%) = 100
Masa de escamas de pescado

Ecuacion 1. Formula para determinar el rendimiento

Tabla 6.

Rendimientos

Temperatura Concentracion Masa de Masa de Rendimiento
N° F(30C) de Enzimas Escamas de Colageno (%)
(%) Pescado (g)  Extraido (g) 0

Tl 90 5 2000 420.80 21.04
T2 90 10 2000 435.72 21.79
T3 90 15 2000 441.80 22.09
T4 60 5 1589 443.68 27.92
TS5 60 10 1589 439.72 27.67
T6 60 15 1589 432.87 27.24

Elaborado por: Autora.
Interpretacion de resultado

En la Tabla 6 se presentan los rendimientos obtenidos durante el proceso de extraccion de
colageno de escamas de pescado, en funcion de dos variables clave: la temperatura (°C) y la
concentracion de enzimas (%). El rendimiento de colageno, calculado como el porcentaje de
la masa de coladgeno extraido respecto a la masa inicial de escamas de pescado, muestra una

variabilidad significativa segun las condiciones experimentales.

A una temperatura de 90 °C, el rendimiento de colageno extraido vari6 significativamente
con la concentracion de enzimas. El rendimiento aumenté del 21.04 % al 22.09 % al
incrementarse la concentracion de enzimas de 5 % a 15 %. Aunque el rendimiento mejora
con la mayor concentracion enzimatica, no alcanza un nivel 6ptimo en comparacion con las

condiciones a 60 °C.

A 60 °C, el rendimiento de coldgeno extraido mostrd una tendencia notablemente mas alta.

A una concentracion de enzimas del 5 %, se alcanzé un rendimiento del 27.92 %, y al
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aumentar la concentracion al 15 %, el rendimiento alcanzé el 27.24 %, lo que indica que una
menor temperatura y una concentracion enzimatica favorecen la extraccion del colageno de

manera mas eficiente.

Ademés, la consistencia del rendimiento a concentraciones del 5 %y 10 % (27.92 %y 27.67
%, respectivamente) sugiere que, en estas condiciones. Esto sugiere que, en las condiciones
experimentales evaluadas, la combinacidon de una temperatura mas baja y una concentracion
de enzimas favorece la eficiencia del proceso de extraccion de posiblemente colageno. Estos
resultados son especialmente relevantes dado que el posiblemente colageno extraido es en
su forma hiimeda, lo cual influye en las propiedades finales del producto y su potencial para

aplicaciones industriales.
Discusion

En el presente estudio, se observo que el rendimiento de supuestamente colageno a 90 °C es
notablemente inferior al que se alcanzé a 60 °C. Este comportamiento es consistente con
otros estudios que sugieren que las altas temperaturas pueden desnaturalizar proteinas y
afectaron la eficiencia del proceso de extraccion. De hecho, investigaciones previas han
reportado que temperaturas superiores a los 70 °C pueden dafiar la estructura del colageno,
reduciendo la cantidad que se puede extraer. Sin embargo, en este estudio, a 90 °C se obtuvo
un rendimiento mas bajo incluso con una mayor concentracion de enzimas, lo que indica que
las altas temperaturas no siempre mejoran la extraccion, a pesar de la mayor disponibilidad

enzimatica.

Por otro lado, los resultados obtenidos a 60 °C son mdas acordes con investigaciones
anteriores que indican que temperaturas mas bajas (entre 50 - 60 °C) favorecen la extraccion
de colageno debido a que preservan mejor la estructura de las proteinas (Vimal et al., 2024).
A temperaturas mas bajas, las enzimas pueden actuar de manera més eficiente sin causar la
desnaturalizacion de las proteinas, lo que resulta en un mayor rendimiento. En este contexto,
los rendimientos obtenidos a 60 °C (27.92 % a 5 % de enzimas y 27.67 % a 10 % de enzimas)
son comparables a los reportados en estudios que han utilizado condiciones similares, como
los de (Solari & Cérdova, 2021), donde se obtuvieron rendimientos superiores al 10 %

utilizando temperaturas de 60 °C con diferentes concentraciones enzimaticas.

Un aspecto interesante es que los rendimientos de coldgeno no aumentan significativamente

mas alla del 27.67 % a una concentracion de enzimas del 10 %, lo que sugiere que el proceso
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de extraccion puede estar cerca de su eficiencia maxima bajo estas condiciones. Esto
coincide con lo reportado por (Cobefia et al., 2022), que encontraron que después de un cierto
umbral de concentracion enzimatica (alrededor del 10 %), los rendimientos no aumentan
considerablemente, sino que permanecen estables, indicando que la extraccion ha alcanzado

su punto de saturacion.

Segun el estudio de rendimiento realizado por (Jaimes et al., 2020) de obtencion del
colageno de las escamas mediante extraccion con agua utilizo dos tipos de temperatura 88
°C y 90 °C los cuales el obtuvo un rendimiento de 31,11 % de coldgeno a través de este
método aplicado, confirmo que los niveles de obtenciéon pueden ser mayor al 10 % de

coldgenos de otros estudios realizados.
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4.2. Resultados del analisis de varianza de los analisis fisicoquimicos

Tabla 7.

Recopilacion de datos

o Concentraci Escaldad Repeticion Viscosida E. Moh Levadur Protein
N ones 0 es pH d (cP) Coli 0 a(mL) a(mL)
(mL) (mL)

T1 5%de 4,5
enzima 90 °C 1 9 4740 0 0 412 0,8756
T2 10% de 4,6 1,57612
enzima 90 °C 1 3 4780 0 0 580 5

T3 15%de 50
enzima 90 °C 1 1 61020 0 0 1296  0,35025

T1 5%de 4,8
enzima 90 °C 2 4 2220 0 0 436 2,45175
T2 10% de 1,92637
enzima 90 °C 2 45 4644 0 0 500 5

T3 15%de 4,5
enzima 90 °C 2 8 4112 0 0 824 0,35025

T1 5%de 4,7
enzima 90 °C 3 2 3274 0 0 204 0,7005
T2 10%de 4,6 1,22587
enzima 90 °C 3 8 4539 0 0 576 5

T3 15%de 4,7
enzima 90 °C 3 5 62500 0 0 168 1,401

T1 5%de 54
enzima 60 °C 1 0 1107 0 0 168 1,05075
T2 10%de 53 1,22587
enzima 60 °C 1 6 1580 0 0 336 5

T3 15%de 53
enzima 60 °C 1 9 34400 0 0 120 1,401

T1 5%de 4,6
enzima 60 °C 2 2 1110 0 0 332 1,05075

T2 10%de 4,4
enzima 60 °C 2 7 1560 0 0 824 1,0407

T3 15%de 4,6
enzima 60 °C 2 3 35300 0 0 1200  1,21475

T1 5%de 4,3
enzima 60 °C 3 5 1201 0 0 500 1,91256

T2 10%de 4,4
enzima 60 °C 3 9 1590 0 0 204 0,35025

T3 15%de 4,4
enzima 60 °C 3 2 35600 0 0 176 0,7005

Elaborado por: Autora.

Se analiz6 el impacto de la concentracion de enzima en las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiologicas del coldgeno extraido, evaluando el pH, la viscosidad, y la presencia de

moho, levadura y Escherichia coli. Se trabajo con tres niveles de enzima (5 %, 10 % y 15
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%), manteniendo las temperaturas constantes a 90 °C y 60 °C, con periodos de reaccion de 1
y 2 horas. Cada tratamiento se repitid tres veces para asegurar la fiabilidad de los resultados.
4.2.1. Variable del pH

Tabla 8.
Anadlisis de Varianza para pH - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

Factor A 0,0382722 1 0,0382722 0,44 0,5208

Factor B 0,0356778 2 0,0178389 0,21 0,8169

Replicas 0,910078 2 0,455039 5,27 0,0274

INTERACCIONES

AB 0,0148111 2 0,00740556 0,09 0,9185

RESIDUOS 0,864189 10 0,0864189

TOTAL (CORREGIDO) 1,86303 17

Elaborado por: Autora.

Interpretacion de resultado

En la tabla 8 de analisis de varianza (ANOVA) para el pH, se observo que las réplicas
presentaron un valor-p de 0,0274, lo que indicéd que tuvieron un efecto significativo sobre la
variabilidad del pH, dado que el valor-p fue menor que el nivel de significancia cominmente
utilizado de 0,05. Por otro lado, los factores A (Factor A), B (Factor B) y la interacciéon AB
tuvieron valores-p mayores a 0,05, lo que sugiri6 que no tuvieron un efecto significativo en
el pH en este experimento. Ademas, los residuos presentaron una suma de cuadrados
considerable, lo que podria haber indicado variabilidad no explicada por los factores

analizados.

En general, el pH se mantuvo relativamente estable a lo largo de la mayoria de las pruebas,
sin presentar grandes fluctuaciones. Como se observo en las pruebas realizadas a 60 °C
durante 2 horas, los valores mas elevados de pH correspondieron a las repeticiones con una
concentracion enzimatica del 5 % (5,40) y del 10 % (5,36). Esto sugiere que una temperatura
moderada y una mayor concentracion de enzima favorecieron un ambiente mas estable, lo

que permiti6 que el pH se mantuviera en niveles ligeramente superiores.

La enzima utilizada en este estudio fue la renina, la cual acttia de manera 6ptima en un rango
de pH de 3.5 a 5.5 (Gomes, 2021). Su presencia pudo haber contribuido a la estabilidad del

pH a temperaturas mas bajas, asegurando condiciones favorables para el desarrollo del
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proceso. Sin embargo, como se reflejo en el andlisis de varianza, la concentracion de la
enzima no mostré un efecto significativo sobre la variabilidad del pH. Por otro lado, cuando
la temperatura se incrementd a 90 °C durante 1 hora, se observé una disminucion en los
valores de pH, los cuales oscilaron entre 4,59 y 5,01, dependiendo de la concentracion de
enzima empleada. A pesar de esta tendencia, el analisis estadistico indicé que la temperatura
no tuvo un efecto significativo sobre la variabilidad del pH, lo que sugiere que otros factores

podrian haber influido en esta disminucion.
Discusion

Uno de los resultados clave de la investigacion fue la estabilidad del pH en la mayoria de las
pruebas, con valores mas altos observados a 60 °C durante 2 horas, especialmente en las
condiciones con 5 % de enzima (5,40) y 10 % de enzima (5,36). En comparacién con
estudios previos, se han reportado tendencias similares en la extraccion de colageno a partir
de subproductos de pescado, donde temperaturas moderadas favorecen un pH mas estable
debido a una menor desnaturalizacion de las proteinas y menor formacion de compuestos

acidos secundarios (Jafari et al., 2020).

Por otro lado, a 90 °C durante 1 hora, el pH disminuy6 a valores entre 4,59 y 5,01, lo que
podria deberse al efecto de la temperatura mas alta en la degradacion térmica de las proteinas
y la posible liberacion de grupos carboxilicos, contribuyendo a una mayor acidez. Estudios
como el de (Karolay et al., 2024), han encontrado que temperaturas elevadas pueden inducir
cambios en la estructura del coldgeno, aumentando la formacion de péptidos mas pequeios

y generando un entorno mas acido.

Las diferencias observadas con investigaciones previas pueden atribuirse a factores como la
especie de pescado utilizada, el tipo de enzima aplicada y las condiciones especificas del

proceso (pH inicial, tiempo de incubacion, y presencia de otros compuestos en la matriz).

39



Figura 3.

Resultado de las variaciones en las medias entre los tratamientos a través del test de

significacion Tukey en el andlisis de pH.
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Interpretacion de graficos

Los graficos presentaron diferencias significativas entre los niveles del factor A y su impacto
en el pH del producto, destacando los tratamientos que ocasionaron cambios
estadisticamente significativos. Asimismo, se presentd el andlisis del factor B, lo que
permitid observar cémo las variaciones entre sus niveles afectaron el pH, lo cual resulto
crucial para la estabilidad y calidad del producto. Finalmente, se evidencio6 la interaccion
entre los factores A y B, demostrando que la variacion del pH dependid de la combinacion
de ambos factores, lo que requirié un ajuste cuidadoso de las condiciones experimentales,
especificamente la temperatura y la concentracion (enzima renina), para asegurar un
rendimiento 6ptimo. En particular, se observo un aumento en el pH a 60 °Cy 15 %, lo que
sugiere que la combinacién de estas condiciones podria haber favorecido una mayor
liberacion de compuestos alcalinos o alterados el equilibrio 4cido-base del sistema,
generando un incremento en el pH. Este fendmeno resalta la importancia de controlar las
variables involucradas, ya que pequefias modificaciones pueden tener un efecto considerable

en las caracteristicas finales del producto (Jafari et al., 2020).
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4.2.2. Variable de viscosidad

Tabla 9.

Analisis de Varianza para Viscosidad - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Factor A 8,1839E7 1 8,1839E7 0,45 0,5189
B:Factor B 5,22264E9 2 2,61132E9 14,26 0,0012
C:Replicas 3,89758E8 2 1,94879ES8 1,06 0,3810
INTERACCIONES

AB 2,32318E7 2 1,16159E7 0,06 0,9389
RESIDUOS 1,83088E9 10 1,83088ES8

TOTAL (CORREGIDO) 7,54835E9 17

Elaborado por: Autora.
Interpretacion de resultado

El anélisis de varianza (ANOVA) para la viscosidad evidencio que el factor B (concentracion
enzimadtica) tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la viscosidad del coldgeno
extraido, dado que su valor-p (0,0012) fue menor a 0,05. Esto indica que los niveles de
concentracion enzimatica influyeron de manera determinante en las variaciones de
viscosidad observadas. En contraste, el factor A (temperatura) y la interaccion AB no
mostraron efectos significativos (valor-p = 0,5189 y 0,9389, respectivamente). Asimismo,
las réplicas tampoco presentaron un impacto notable (valor-p = 0,3810), lo que sugiere que

la variabilidad experimental fue controlada adecuadamente.

Los resultados muestran que la concentracion enzimatica fue el factor determinante en la
viscosidad del colageno extraido. A una concentracion del 15 %, se alcanzaron los valores
mas altos de viscosidad, especialmente a 90 °C, con 62.500 cP en la tercera repeticion. Esto
se atribuye a la mayor actividad enzimdtica a temperaturas elevadas, lo que favorece la

hidrdlisis de los enlaces proteicos y aumenta la solubilizacion del colageno.
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Por otro lado, a 60 °C, la viscosidad fue menor en los niveles de 5 % y 10 % de enzima,
alcanzando valores tan bajos como 1.107 cP, lo que podria explicarse por la menor eficiencia
de la enzima a bajas temperaturas. Sin embargo, con 15 % de enzima, la viscosidad aumento
a 35.600 cP, lo que sugiere que el tiempo prolongado de escaldado compens6 la menor

temperatura y permitié una extraccion mas efectiva del colageno.
Discusion

Comparando estos resultados con estudios previos, se observa un comportamiento similar
en investigaciones sobre hidrolisis enzimatica del colageno. Jafari et al. (2020) reportaron
que temperaturas superiores a 80 °C maximizaban la actividad enzimatica, lo que promovia
una mayor solubilizacién de los componentes estructurales y un incremento en la viscosidad
del coldgeno extraido. Esto concuerda con los hallazgos de este estudio, donde la mayor

viscosidad se registrd a 90 °C con un 15 % de enzima.

Sin embargo, Gaikwad & Kim (2024) indicaron que, a temperaturas superiores a 95 °C, la
actividad enzimdtica disminuye drasticamente debido a la desnaturalizacion de la enzima, lo
que reduce la eficiencia del proceso. Esto sugiere que, aunque 90 °C fue una condicion
Optima en este caso, existe un umbral critico donde el aumento de temperatura deja de ser

beneficioso.

En contraste, la disminucion de la viscosidad a temperaturas menores también ha sido
observada en estudios previos. Jafari et al. (2020) senalaron que temperaturas inferiores a 70
°C limitaban significativamente la actividad enzimatica, reduciendo la solubilizacion de los
compuestos responsables de la viscosidad. Este hallazgo respalda los resultados de este

estudio, donde las viscosidades fueron considerablemente menores a 60 °C.
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Figura 4.

Resultado de las variaciones en las medias entre los tratamientos a través del test de

significacion Tukey en el analisis de viscosidad.
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Interpretacion de graficos

Se analiz6 la influencia de los factores A y B sobre la viscosidad del producto, encontrandose
diferencias significativas entre los niveles de ambos factores, lo que reflej6 cambios en la
textura y consistencia. Las interacciones entre los factores sugieren que la viscosidad no
puede predecirse unicamente a partir de los factores individuales, sino que debe analizarse

en conjunto. La elevada variabilidad observada a 15 % y 90 °C sugiere que, en estas
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condiciones, la viscosidad es altamente sensible a pequefias fluctuaciones en los parametros
experimentales. Esto podria deberse a la desnaturalizacion térmica, ya que a 90 °C las
estructuras moleculares pueden alterarse, modificando la capacidad del fluido para mantener
su viscosidad. Ademas, los efectos de concentracion a 15 % hacen que la interaccion entre
moléculas sea mas pronunciada, lo que puede generar variabilidad en las mediciones. La
inestabilidad del sistema también podria influir debido a efectos de segregacion de fases o

formacion de agregados, causando dispersion en los datos.

El descenso abrupto de la viscosidad de 60,000 a 4,000 cP se debe a diversos factores, como
la pérdida de estructura interna del sistema, ya que a altas temperaturas y concentraciones la
matriz polimérica o proteica puede colapsar, reduciendo la resistencia al flujo. Ademas, la
alteracion de los enlaces intermoleculares a 90 °C hace que la energia térmica sea suficiente
para debilitar las interacciones intermoleculares, disminuyendo drasticamente la viscosidad

(Jafari et al., 2020).

4.2.3. Variable de proteina

Tabla 10.

Andlisis de Varianza para Proteina - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS
PRINCIPALES

A:Factor A 0,207746 1 0,207746 0,59 0,4603
B:Factor B 0,615927 2 0,307963 0,87 0,4468
C:Replicas 0,133703 2 0,0668515 0,19 0,8301
INTERACCIONES

AB 1,1513 2 0,575652 1,63 0,2432
RESIDUOS 3,52265 10 0,352265

TOTAL (CORREGIDO) 5,63133 17

Elaborador por: Autora.
Interpretacion de resultado

En el andlisis de varianza (ANOVA) para la proteina, los resultados indicaron que los efectos
principales de los factores A y B, asi como sus interacciones (AB), no fueron
estadisticamente significativos, ya que los valores p fueron mayores que 0.05 (0,4603,

0,4468 y 0,2432, respectivamente). Ademas, el valor p para las réplicas también fue alto
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(0,8301), lo que sugiri6 que no hubo diferencias significativas en las medias de los
tratamientos. El residuo mostr6 una variabilidad significativa, pero en general, no se pudo
concluir que los factores considerados tuvieran un impacto significativo en el contenido de

proteina en el estudio.

Los resultados obtenidos en la extraccion de proteina del colageno a partir de escamas de
pescado mostraron que la mayor cantidad de proteina se obtuvo con una concentracion del
5 % de enzima a 90 °C durante 1 hora en la segunda repeticion (2,45175). A esta temperatura,
la concentracion del 10 % de enzima también mostrd buenos resultados (1,576125 en la
primera repeticion y 1,926375 en la segunda), pero la concentracion del 15 % presento

valores mas bajos de proteina en la mayoria de las repeticiones.

A 60 °C durante 2 horas, la extraccion de proteina fue mas estable, con un aumento en la
cantidad extraida en la repeticion con 5 % de enzima (hasta 1,91256 en la tercera repeticion).
Sin embargo, los resultados con 10 % y 15 % de enzima variaron, alcanzando valores mas
bajos en algunas repeticiones, lo que sugirié6 que una mayor concentracion de enzima no
necesariamente mejoraba la extraccion bajo estas condiciones. El tratamiento con 5 % de

enzima a 90 °C durante 1 hora fue el mas eficiente.
Discusion

Los resultados obtenidos en la extraccion de proteina del colageno a partir de escamas de
pescado muestran que el tratamiento mas eficiente alcanzo6 un contenido de proteina de 2,45
%, lo que indica una extraccion significativa en comparacion con otros tratamientos. Este
hallazgo es consistente con estudios previos que reportan valores similares de recuperacion
proteica en procesos enzimaticos optimizados. Cedefio Campuzano et al. (2025) encontraron
que el rendimiento de proteina extraida oscilé entre 2,3 % y 2,7 %, con condiciones de

temperatura y tiempo comparables a las utilizadas en el presente estudio.

En comparacion con los datos de Vélez & Ferndndez (2024), quienes reportaron una
extraccion de proteina entre 2,1 % y 2,8 % utilizando temperaturas superiores a 80 °C, los
valores obtenidos en este estudio son consistentes y respaldan la idea de que temperaturas
elevadas favorecen la desnaturalizacion del coldgeno y facilitan su conversion en proteina
soluble. Sin embargo, estudios como el de Jafari et al. (2020) han sugerido que valores

superiores al 3 % de proteina pueden lograrse con optimizacion adicional en la concentracion
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enzimatica y el pH, lo que indica que aiin hay margen de mejora en los parametros del

Pproceso.

A temperaturas mas bajas, como 60 °C durante 2 horas, la extraccion de proteina fue mas
estable, alcanzando un maximo de 1,91 %. Esto se asemeja a los hallazgos de Chalen
Moreano et al. (2024), quienes reportaron que un procesamiento prolongado a temperaturas
moderadas permitié obtener valores de proteina entre 1,8 % y 2,0 %. No obstante, la
variabilidad observada en los tratamientos con valores mas altos sugiere que un tiempo de
exposicion prolongado podria generar una degradacion parcial de la estructura proteica,

reduciendo la eficiencia de la extraccion.

En general, los resultados indican que las condiciones 6ptimas para la obtencion de proteina
en este estudio se alinean con hallazgos previos, reforzando la importancia de la temperatura
y la concentracion de enzima y el tiempo en la eficiencia del proceso. Futuras investigaciones
podrian enfocarse en ajustar otros parametros, como el pH y la agitacion, para maximizar

ain mas la recuperacion de proteina.
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Figura 5.

Resultado de las variaciones en las medias entre los tratamientos a través del test de

significacion Tukey en el analisis de proteina.
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Interpretacion de figuras

El grafico mostré que el factor A tuvo un impacto significativo en el contenido proteico del

producto, permitiendo identificar las condiciones que favorecieron una mejor retencion o

48



extraccion de proteina, como aquellas que optimizaron la temperatura o el tiempo de
procesamiento. En cuanto al factor B, este afectd la calidad proteica al influir en la
concentracion, destacando que ciertos niveles de estos componentes fueron cruciales para
maximizar la proteina en los productos funcionales o enriquecidos. Finalmente, el analisis
de la interaccion entre ambos factores reveld que, en caso de presentarse interacciones, fue
necesario ajustar tanto el factor A como el factor B para lograr una maximizacion eficiente

del contenido proteico, garantizando asi una mejor calidad en el producto final.

4.3. Resultados del analisis de varianza de los analisis microbiologico.

Tabla 11.

Andlisis de Varianza para Levadura - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS
PRINCIPALES

A:Factor A 71694,2 1 716942 0,57 0,4663
B:Factor B 251141, 2 125571, 1,00 0,4002
C:Replicas 436645, 2 218323, 1,75 0,2235
INTERACCIONES

AB 47511,1 2 23755,6 0,19 0,8298
RESIDUOS 1,24962E6 10 124962,

TOTAL (CORREGIDO) 2,05661E6 17

Elaborado por: Autora.
Interpretacion de resultado

En el analisis de varianza para la levadura, se observo que tanto los efectos principales como
las interacciones no presentaron diferencias significativas, ya que los valores p (0,4663 para
el Factor A, 0,4002 para el Factor B, 0,2235 para las réplicas y 0,8298 para la interaccion
AB) fueron mayores que el umbral de significancia comun de 0,05. Esto indic6 que los
factores y sus interacciones no afectaron de manera estadisticamente significativa el

comportamiento de la variable estudiada.
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El andlisis microbioldgico se realizd para evaluar la presencia de microorganismos
patdgenos o contaminantes en las muestras, como E. coli y moho, lo cual es crucial para
asegurar la seguridad del producto final. La coccion en el proceso de hidrolisis enzimatica
se realizo a temperaturas controladas para eliminar estos microorganismos y garantizar que
el producto fuese seguro para el consumo. En cuanto a la levadura, su presencia durante la
hidrolisis enzimatica puede atribuirse a varios factores, como la temperatura y la
concentracion de enzima utilizada en el proceso. A 90 °C durante 1 hora, las concentraciones
de levadura aumentaron conforme aumentaba la concentracion de enzima, lo que sugiere
que, en estas condiciones, el crecimiento de levadura fue favorecido por la activacion de las
enzimas. Sin embargo, a temperaturas mas bajas (60 °C durante 2 horas), los valores de
levadura fueron considerablemente mas bajos, indicando que estas condiciones fueron mas
eficaces para limitar su crecimiento. Esto puede ser relevante en contextos donde se desee

controlar la presencia de levadura en el producto final.
Discusion

Este hallazgo es consistente con estudios previos que han analizado la efectividad de la
hidrolisis enzimatica en la reducciéon de microorganismos en productos derivados de
pescado. Investigaciones como las de (Cafiamero et al., 2022) han demostrado que el
tratamiento termico a temperaturas superiores a 80 °C es eficaz para eliminar E. coli y mohos
en matrices alimentarias, asegurando la seguridad microbiologica del producto. La ausencia
de estos microorganismos en nuestras muestras confirma la eficacia de este tratamiento

térmico durante la hidrolisis, alineandose con los resultados de estos estudios.

Sin embargo, en cuanto a la levadura, nuestros resultados presentan un comportamiento
variable. Estudios como el de (Moral et al., 2019) sugieren que la presencia de enzimas
proteoliticas en medios acuosos puede generar condiciones favorables para el crecimiento
de levaduras, debido a la liberacion de compuestos nitrogenados que actlian como sustrato
para su proliferacion. En nuestro caso, la tendencia observada a 90 °C durante 1 hora sugiere
que a mayor concentracion de enzima, mayor crecimiento de levaduras. Esto podria
atribuirse a una mayor disponibilidad de nutrientes en el medio, lo que concuerda con la

literatura.

Por otro lado, el escaldado a 60 °C durante 2 horas resulté en una menor concentracion de

levaduras. Esto puede deberse a que una exposicion prolongada a temperaturas moderadas
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afecta de manera més uniforme a la viabilidad de estos microorganismos, evitando su

recuperacion posterior.

Figura 6.

Resultado de las variaciones en las medias entre los tratamientos a través del test de

significacion Tukey en el analisis de microbiologico (Levadura).
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Interpretacion de graficos

Se analiz6 el impacto de los factores A y B sobre la actividad de levaduras. Los resultados
mostraron que el factor A influy6 en la reduccion o control del crecimiento de levaduras,
mientras que el factor B afectd la estabilidad microbioldgica del producto. Ademas, se
identificaron interacciones significativas entre ambos factores, revelando que ciertas
combinaciones de niveles eran cruciales para el control adecuado de los microorganismos

en el producto.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

Este estudio demostré que el rendimiento obtenido corresponde a la fraccion soluble del
colageno, recuperada mediante un proceso de precipitacion. Se observd que una temperatura
de 60 °C y una concentracion enzimatica del 5 % fueron 6ptimas, alcanzando un rendimiento

del 27.92 %. Aunque el calor favorece la extraccion, un exceso puede degradar el coldgeno.

La caracterizacion del colageno extraido en términos de pH, viscosidad y contenido de
proteina, mostro que la combinacion de temperatura y niveles enzimatico tiene una
influencia significativamente en sus propiedades fisicoquimicas. Estos hallazgos pueden
servir de base para futuras investigaciones orientadas a mejorar la estabilidad del producto

final.

El estudio microbiologico reveld que el método de extraccion empleado permitié la
obtencidn de un producto libre de agentes patdogenos como Escherichia coli y mohos, lo que
asegura su viabilidad para aplicaciones industriales. No obstante, se observo que
temperaturas superiores a los 90 °C y concentraciones enzimaticas elevadas favorecieron el
crecimiento de levaduras, lo que resalta la importancia de mantener condiciones dptimas
tanto en el procesamiento como en el almacenamiento del producto para prevenir la

proliferacion de microorganismos indeseables.

53



5.1. Recomendaciones

Se sugiere llevar a cabo un estudio que permita detectar la presencia de colageno en el
extracto obtenido, ya que esto permitiria verificar la efectividad del procedimiento de

extraccion y asegurar que el compuesto obtenido corresponde realmente a colageno.

Implementar un sistema de produccidon escalable basado en las condiciones Optimas
identificadas (60 °C, 5 % de enzima). La aplicacion de estas condiciones garantiza un
rendimiento maximo y un producto de alta calidad, lo que puede incrementar la viabilidad
econdmica y la competitividad en el mercado de productos derivados del colageno. Ademas,

contribuye a la sostenibilidad al reutilizar residuos pesqueros.

Realizar estudios adicionales sobre la estabilidad y las aplicaciones del colageno extraido.
Evaluar la estabilidad del coldgeno en diferentes condiciones de almacenamiento y su
desempefio en productos finales permitira ampliar sus aplicaciones industriales (cosméticos,
farmacéuticos y alimentarios) y asegurar su funcionalidad a largo plazo. Esto también
ayudard a posicionar el colageno como un ingrediente competitivo frente a otros tipos en el

mercado.
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CAPITULO VII
ANEXO



7.1.

Anexo de la fase experimental

Anexo 1. Recepcion Anexo 2. Pesado
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Anexo 4. Toma de temperatura de 90 °C
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Anexo 6. Extraccion Anexo 7. Filtrado y envasado
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Anexo 8. Colageno

Anexo 9. Prueba de centrifugacion
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Anexo 10. Dilucion de muestra Anexo 11. Pruebas microbiologica
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Anexo 14. Anélisis de viscosidad Anexo 15. Anélisis de pH
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