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RESUMEN

La amazonia y la gran biodiversidad que posee, hace que la industria y
academia busquen estrategias para sacar al mercado productos beneficiosos
para la salud del ser humano. Una de las actividades que mas contribuyen a
la economia local de nuestra zona es la pesca artesanal, y genera residuos
como piel, escamas, espinas, etc., que no son usados provechosamente. En
ese sentido la investigacion, pretendié extraer colageno tipo | a partir de
escamas de Prochilodus nigricans (Boquichico), y Megaleporinus trifasciatus
(Lisa), con el fin de darle un valor agregado a los desechos generados,
disminuyendo la contaminacién ambiental, y dando una fuente para el
desarrollo de productos nutracéuticos. El estudio fue de tipo experimental, se
utilizo un disefio factorial con niveles, aplicando un disefio completamente al
azar (DCA). La extraccion se dio por hidrolisis mixta, utilizando acido acético
y pepsina a temperaturas de 15 y 20 °C para la extraccion. El colageno
obtenido fue caracterizado por el contenido de proteinas y espectrofotometria
infrarroja por transformada de Fourier — FTIR. Los resultados dicen, que el
colageno extraido a partir de escamas de Lisa a temperatura de 15°C tiene el
mayor porcentaje de proteina de 26,68 + 1,08%. Al analizar la estructura del
colageno, mediante el FT-IR, los datos de las bandas detectadas del colageno
de escamas de peces de rio, coinciden con los datos de la muestra padron,
bandas de absorcidén que corresponde al enlace peptidico caracteristico de
colageno tipo I. Concluyendo que es posible extraer colageno tipo | a partir de
escamas de especies hidrobiologicas amazonicas, para Ssu posterior

aplicacion en la industria, medica, farmacéutica y alimentaria.

Palabras clave: colageno tipo I, escamas, peces de rio, FTIR, proteinas,

bandas de absorcion.
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ABSTRACT

The Amazon and the great biodiversity it possesses, makes industry and
academia look for strategies to bring beneficial products to the market for
human health. Artisanal fishing is one of the main economic activities in our
region, and generates waste such as skin, scales, bones, etc., which are not
used profitably. In this sense, the research sought to extract type | collagen
from scales of Prochilodus nigricans (Boquichico), and Megaleporinus
trifasciatus (Lisa), in order to give added value to the waste generated,
reducing environmental pollution, and giving a source for the development of
nutraceutical products. The study was of an experimental type, a factorial
design with levels was used, applying a completely randomized design (DCA).
Extraction was by mixed hydrolysis, using acetic acid and pepsin at
temperatures of 15 and 20 °C for extraction. The collagen obtained was
characterized by protein content and Fourier transform infrared
spectrophotometry — FTIR. The results show that the collagen extracted from
Lisa scales at a temperature of 15°C has the highest protein percentage of
26.68 = 1.08%. When analyzing the structure of collagen, by means of FT-IR,
the data of the detected bands of collagen from river fish scales coincide with
the data of the standard sample, absorption bands that correspond to the
characteristic peptide bond of type | collagen Concluding that it is possible to
extract collagen type | from flakes of Amazonian hydrobiological species, for

its subsequent application in the medical, pharmaceutical and food industry.

Keywords: type | collagen, scales, river fish, FTIR, proteins, absorption

bands.
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INTRODUCCION

La Amazonia Peruana es reconocida a nivel mundial por contar con una
inmensa biodiversidad tanto en flora como en fauna silvestre, hasta la
actualidad ha venido ayudando a la subsistencia del poblador amazonico,
siendo de vital importancia debido a que forma parte de las actividades
econdémicas y de alimentacion, especialmente en paises en desarrollo como

el nuestro, que dependen directa o indirectamente de ella (1).

Asimismo, la pesca ocupa un lugar importante en las actividades sociales y
econémicas de la region Loreto, sustenta casi el 90% de la dieta de las
diferentes poblaciones riberefias siendo este su principal fuente de proteina
animal, la pesca de subsistencia abarca aproximadamente el 75% a nivel
familiar en pequefias embarcaciones (canoas) y e indumentaria sencilla
(flechas, anzuelos, atarrayas) y la pesca comercial aproximadamente el 25%
usa embarcaciones de mayor tamafio con equipos mucho mas sofisticado (2).
En Loreto el consumo per capita de pescado en kg fue de 51.6 al 2014 (3).
Segun el ex presidente del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana (lIIAP) Luis Campos Baca la poblaciéon amazonica en el afio 2018

consumié un promedio de 80 mil toneladas de pescado (4).

Tan solo el consumo y la venta de pescados al por menor traen consigo una
gran cantidad de residuos como la cola, las escamas, las aletas. Estos
desechos van directo a la basura convirtiéendose en un gran foco de
contaminacién ambiental. Dichos desperdicios debido al alto contenido
proteico y su completa composicién de aminoacidos esenciales (5) pueden
ser utilizados para futuros procesos industriales para el ambito biomédico y
cosmético tales como: la obtencién de colageno, hidrolizados de gelatina,
harinas, alimentos funcionales para promocion de la salud, formular alimentos

de consumo animal, suplementos etc. (6).

Las escamas en su superficie tienen una capa Osea que consta
aleatoriamente de fibrillas de colageno (6), demostrando que el en el pescado,
no solo se encuentra en la piel y huesos, sino que gran parte se encuentra
en las escamas (7). Por tal motivo, el desarrollo de este trabajo de

investigacion, brindara datos sobre el proceso de extraccion de colageno de



escamas de peces de agua dulce, a través de una metodologia experimental,
dicho esto considero que de esta forma se puede generar un mayor valor a la
cadena productiva pesquera. Adicional a esto, el aislamiento y la
estandarizacion de parametros para la produccion de estas nuevas sustancias
con esta materia prima, permitirdn el desarrollo y mejoramiento de las
industrias como la farmacéutica, alimentaria y la de productos cosméticos. En
tal sentido la presente investigacion propone centrarse en la obtencién de
colageno tipo | a partir de escamas de peces amazonicos que provienen de
rios de la amazonia peruana, utilizando hidrolisis Mixta (acida y enzimética) a
temperaturas de 15°C y 20°C como parametros de extraccion, asimismo la
identificacion del tipo de coldgeno mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR).



CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes

Chen et al. (8), en el 2022, en China, desarrollaron un estudio con el
objetivo de caracterizar composicional y estructuralmente colageno tipo |
soluble en pepsina de las escamas de corvina roja (Sciaenops ocellatus). El
colageno soluble en pepsina tipo | (PSC tipo 1) se purificd con éxito mediante
ultrafiltracion hidrofilica (UF). El proceso de purificacién de coldgeno fue
evaluado por andlisis SDS-PAGE, mediante analisis prote6mico y
secuenciacion Isoform (Iso-Seq), se confirmo que se trataba de la PSC tipo |,
gue contenia cadenas de colageno a 1 y a 2 como componentes individuales,
con ausencia de otras proteinas. Se verificd que el PSC tipo | eran monémeros
de colageno no desnaturalizados con una estructura de triple hélice integrada
mediante cromatografia de filtracion en gel (GFC), cromatografia de
intercambio iénico (IEC), HPLC de fase inversa (RP-HPLC), FTIR, ionizacion
por desorcion laser asistida por matriz-tiempo de vuelo/espectrometria de
masas (MALDI-TOF/MS) y andlisis de composicion de aminoacidos.
Concluyendo que se obtuvieron por primera vez las estructuras primarias

precisas del PSC de tipo | con una cobertura de péptido coincidente del 100%.

Garcia-Sifuentes et al (9), en el 2021, en México, realizaron una
investigacion con el objeto de extraer y evaluar el colageno soluble en acido
(ASC) y soluble en pepsina (PSC) a partir de una mezcla de derivados de
diferentes especies. Se analizaron la composicion quimica, el perfil de
aminoacidos, el perfil electroforético, el infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR), la temperatura-entalpia de desnaturalizacién y la solubilidad de
ambos. La ASC y la PSC obtuvieron unos resultados respectivos del 48,6% y
el 38,8% de proteinas, asi como del 7% y el 6% de hidroxiprolina. La
estructura de triple hélice no se vio afectada por el procedimiento de
extraccion, como muestran el perfil electroforético y el espectro FTIR. El perfil
electroforético revelo la existencia de bandas de colageno de tipo | (1, 2y ),
mientras que el espectro FTIR revel6 los grupos funcionales del colageno
(amida A, B, I, Il 'y lll). Tanto el ASC como el PSC alcanzaron su
desnaturalizacion completa a temperaturas de 38,27 y 38,07 grados Celsius,

respectivamente. A un pH de 5, la solubilidad del ASC era la mas baja,

3



mientras que a un pH de 9, la solubilidad del PSC era la més alta. Ambas
formas de colageno se extrajeron eficazmente y, debido a las propiedades
estructurales Unicas de cada una, ofrecen una opcion de sustitucion potencial

para su uso en los sectores alimentario, biomédico y farmacéutico.

Hamdan et al. (10), en el 2019, en Malasia, ejecutaron un trabajo de
aislamiento y caracterizacion de colageno de materiales de desecho de
Sardinella Fringescale (Sardinella Fimbriata), utilizando la extraccion soluble
en acido (ASC) y soluble en pepsina (PSC). Los colagenos se caracterizaron
en términos de concentracion de proteina, estructura, solubilidad y
propiedades morfologicas. Reportando resultados de rendimiento de 7,48 +
4,84% para ASC y 0,94 + 0,22% PSC. Las concentraciones de proteina para
ASC y PSC fueron significativamente (p < 0.05) menor que el colageno
comercial (de escama de tilapia). Se evidenciaron bandas funcionales amida
A (3400-3440 cm-1), amida Il (1400-1600 cm-1) y amida Il (1200-1500 cm-1)
1) similares al colageno comercial. El estudio morfologico mostré que el
colageno tenia una forma escamosa Yy fibrilar estructura. Por lo mencionado,
el colageno extraido de fringescale sardinella demostro potencial de uso como

colageno alternativo de fuentes marinas.

Md Zin et al (11), en Malasia, en el afio 2019, realizaron un estudio
extraccion de colageno y gelatina de escamas de diferentes pescados de
agua dulce. Se extrajo colageno y gelatina solubilizados en acido de las
escamas de tres especies diferentes de peces de agua dulce, kelah
(Tombroides), tilapia (Oreochromis niloticus) y el pez cabeza de serpiente
(Channidae) y se caracterizé con respecto a la proteina por el método de
Bradford y por peso molecular usando SDS-PAGE. Los resultados muestran
absorbancia de proteina de 0.018 en escama de tilapia, 0.017 pez kelah y
0.011 de pez cabeza de serpiente. Para la gelatina, las escamas de pez
cabeza de serpiente mostraron la mayor cantidad de concentracién de
proteina total seguida por tilapia y pescado kelah con 0.467, 0.144 y 0.037
Mg/uL por g, respectivamente. Los resultados de SDS-PAGE de las tres
especies fueron identificados como un coladgeno tipo 1 (peso molecular
aproximadamente de 95 a 130 kDa). En cuanto a la gelatina, solo la gelatina

de pez cabeza de serpiente se identific6 como tipo 1 (peso molecular



aproximadamente de 95 a 130 kDa), mientras que los otros dos peces de agua
dulce no mostraron una banda clara debido a la alta viscosidad de la gelatina
producida. Se puede decir que los peces investigados en este estudio tienen
un potencial para ser la fuente alternativa de colageno y gelatina.

Chinh et al. (12), 2019, en Vietnam, llevaron a cabo una exploracién
sobre caracterizacion del colageno derivado de escamas de peces Carpa
tropical de agua dulce y su secuencia de aminoacidos. Para la extraccion se
realiz6 una hidrolisis acida a 4°C. El colageno obtenido de las escamas de
pescado es colageno tipo |, y tienen cadenas a1, a2 y B en estructura con el
tipo cadena de (a1)2a2 y la secuencia de aminoacidos del colageno purificado
es similar al colageno extraido del comun europeo carpa Cyprinus carpio. Por
ende, el colageno obtenido se puede utilizar como una fuente alternativa de

colageno en fotografia, alimentacion, campos farmaceéuticos, etc.

Alzamora et al. (13), en el 2019 elaboraron una investigacion con el
fin de extraer colageno a partir de escamas de mero (Acanthistius pictus), para
otorgarle un valor agregado a los residuos marinos de su localidad. para dicho
procesos las escamas fueron sometidas a tres continuos lavados con agua
potable y uno final con una solucion sanitizante para liberar las impurezas, ya
una vez limpias las escamas prepararon mezclas (escama-agua) en
diferentes proporciones 1:2; 1:4; 1:6, a distintas temperaturas el primer
tratamiento entre 35-40°C y el segundo a 85°C. El método de extraccion fue
sélido-liquido. Llegando a la conclusion de que los parametros evaluados
(temperatura y proporciones escama/agua) se obtiene un valor uniforme de
60% de colageno, lo que comprueba el valor proteico de la escamas de mero

(Acanthistius pictus).

Barrenechea (5), en el 2019 hizo un trabajo de investigacion con el
objetivo de estudiar el proceso de extraccion de colageno a partir de piel de
Paiche (Arapaima gigas). Determinando que para el macerado la
concentracion adecuada de hidroxido de potasio fue de 1N en una
relacionl:5(piel/solucion) por 12h, aqui se observé el desprendimiento de
escamas Y la hinchazon de la piel. Durante la neutralizacién de piel de Paiche
ya macerada se indujo a diferentes cantidades de lavados cada uno con

duracion de 10 minutos, para eliminar el hidroxido y neutralizar la piel,

5



concluyendo que después de 8 lavados se disminuyé el pH hasta 7,14. Y para
la etapa de extraccion, se probaron 3 temperaturas, 50°C, 60°C y 70°C; para
establecer la validez estadistica se propuso un disefio de bloques
completamente al azar y para saber que tratamiento fue el mejor se utilizé un
Test de Tukey; concluyendo que la mejor opcion de T° fue de 70°C con un
tiempo de extraccién de 3h; haciendo que la piel de paiche sea una materia
prima que se puede aprovechar para la extraccion del colageno.

Ramon (14), 2018, en Brasil, desarroll6 una investigacion para extraer
y caracterizar colageno de piel de paiche (Arapaima gigas). La extraccién
estuvo dividida en dos etapas el pretratamiento y la extraccion, todo el proceso
se llevé a cabo a 20°C. Tras la extraccion se caracterizd el producto mediante
SDS PAGE, FTIR, temperatura de desnaturalizacion y solubilidad. Los
resultados muestran que el rendimiento obtenido fue del 27,8% y mediante
electroforesis en gel de poliacriiamida (SDS PAGE) se determind que el
colageno obtenido es tipo I, asimismo el colageno presentd mayor solubilidad
relativa a pH 3 y una disminucion de la solubilidad a partir del 3% de
concentracion NaCl. El estudio llego a la conclusién, que es posible obtener
colageno a 20°C a partir de la piel del paiche, con las caracteristicas tipicas

del colageno tipo | comercial.

Tan y Chang (15), en el 2018, realizaron un estudio titulado
“Aislamiento y caracterizacion del colageno extraido de la piel del bagre de
canal (Ictalurus punctatus)” se investigd la solubilidad de las proteinas, el
potencial zeta, el dicroismo circular y la fuerza del gel del colageno extraido
mediante tres métodos para determinar las condiciones O6ptimas de
extraccion, mostré que los colagenos extraidos con diferentes métodos tenian
diferentes patrones de proporcion de proteinas, a pesar de que la masa
molecular de las subunidades de colageno era similar, 123 y 113 KDa para a
1y cadenas a 2, 226 KDa para la cadena B y 338,5 KDa para la cadena v,
respectivamente. Los colagenos de piel de bagre de canal eran colagenos
tipicos de tipo | y podrian tener aplicaciones en las industrias alimentaria,

médica y cosmética.

En el 2017 Olantunje y Denloye (16), hicieron un estudio donde

estudiaron la cinética de extraccion de colageno hidrolizado de las escamas
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de corvina (Pseudotolitus alarga) que comunmente estan en las aguas
marinas de Nigeria; trabajaron con una temperatura entre 60 y 100°C. El
rendimiento general aument6 a medida que aumenta la temperatura, el mayor
rendimiento se produjo entre 90 y 100 ° C, lo que indica que la temperatura
tiene un efecto significativo en el rendimiento, asi como la cinética. Estos
hallazgos son relevantes en la evaluacién predictiva, asi como el disefio y
optimizacion de procesos de extraccion de coldgeno hidrolizado de escamas
de pescado, ademas que la extraccién hidrotermal es menos complicado y
menos costoso en términos de costo de materiales(16).

Zhang et al. (17), en el 2017, desarrollaron un estudio “Péptidos de
colageno marino de la piel de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus):
caracterizacion y evaluacién de la cicatrizacion de heridas” in vitro e in vivo,
cuyos resultados mostraron que los péptidos de colageno marino tienen un
efecto significativo sobre el cierre de herida por tratamiento con péptidos del

colageno marino, y también podian mejorar el proceso de cicatrizacion.

Quintero y Zapata (18), en el 2017, realizaron un estudio para evaluar
el efecto de temperatura y concentracion de hidrolizante en la extraccion de
colageno soluble en acido a partir de tres partes anatdmicas de tilapia roja:
escamas, espinas y piel. Para la extraccion de colageno se utilizaron valores
de temperatura de 10°C y 20°C, y concentraciones de acido 0.10, 0.30, 0.40
y 0.70M. Dando como resultado que a 25°C y 0.4M de NaOH en hidrolisis
basica, se obtiene mayor liberacion de colageno. Ademas de la posibilidad de
alcanzar el maximo porcentaje de colageno en la hidrolisis acida con una
solucion de 0,7M a temperatura de 11,0°C para las escamas. El trabajo
concluye que es posible optimizar el proceso de extraccion de colageno a
partir de escamas, espinas y pieles de tilapia roja, en funcién de la temperatura

y concentracion de los agentes quimicos utilizados.

Huang et al. (19), En el afio 2016, ejecutaron un trabajo para aislar y
caracterizar colageno de escamas de pescado de tilapia (Oreochromis sp.)
mediante un novedoso proceso de extrusion-hidroextraccion”, las muestras de
escamas extruidas tuvieron un rendimiento de extraccion de proteinas 2-3
veces mayor que el de las muestras de escamas no extruidas. Todos los

extractos contenian hidroxiprolina (61-73 residuos/ 1000 residuos) e
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hidroxilisina (5-6 residuos / 1000 residuos) y fueron identificados como
colagenos de tipo | por electroforesis FTIR, SDS-PAGE, y analisis de
distribucién de peso molecular. Los estudios fisicoquimicos revelaron que los
colagenos extraidos podrian tener aplicaciones prometedoras en las

industrias alimentaria, médica y cosmética.
1.2 Bases Tedricas

1.2.1 Especies en estudio

1.2.1.1 Boquichico (Prochilodus nigricans)

Figura 1: Boquichico (Prochilodus nigricans)

El boquichico es un pez que puede llegar a medir hasta 50 centimetros
de longitud. Tiene un color gris azulado en el dorso, un poco mas claro en los
costados, y plateado en el vientre, con bandas tenues en el dorso y aleta
caudal, la boca es terminal con labios en forma de ventosa, con dientes
cérneos moviles implantados en los labios que le permiten "lamer” el perifiton
(alimento vivo pegado a piedras, palos, etc.), asi como obtener su alimento
del fondo. Esto le permite obtener su alimento de dos maneras diferentes.
Alcanza la madurez sexual al afio, reproduciéndose al inicio de la crecida de
los rios, la tradicion de su consumo en la region, y su adaptabilidad al
cautiverio lo hace un excelente pez para su cultivo como compafiero de otra
especie principal. Emigra en grandes cardumenes en épocas de estiaje para

alimentarse, y emigra al inicio de la crecida para reproducirse (20).



1.2.1.2 Lisa (Megaleporinus trifasciatus)

Figura 2: Lisa (Megaleporinus trifasciatus)

Megaleporinus trifasciatus (Lisa), pez omnivoro, habita en aguas
dulces con Temperatura templado — célidas; se encuentran en la Cuenca
Amazénica de Pera y Brasil. De tamafio mediano que puede llegar a medir
hasta 40cm de longitud, presenta color gris oscuro en el dorso y gris claro
ventralmente, posee 3 bandas transversales negras a los lados del tronco, de
la cual la mas resaltante es aquella ubicada entre las aletas dorsal y ventral,
una mancha negra redonda en la base del pedunculo caudal y area opecular
naranjas; cuenta con 6 dientes con borde, linea lateral con 40 a 43 escamas.
Suele situarse en rios y lagunas de aguas blancas o negras, Migran largas
distancias por rios caudalosos en cardumenes, donde son capturados. Esta
es una especie representativa de los desembarques, por lo que tiene un

impacto importante econémicamente (21).



1.2.2 Escamas de pescado

Figura 3: escamas de lisa y boquichico

Las escamas son un componente caracteristico de los peces y
pueden ser de varios tipos, existen los placoides en tiburones y rayas, también
estan los ganoides, cicloideas, ctenoideas. Las escamas también son
utilizadas en los estudios cientificos para determinar la edad del pez,
utilizando los anillos concéntricos que estos presentan. Los peces se
distinguen por la presencia de estas estructuras; sin embargo, no todos los
miembros de este grupo de animales las tienen, y los peces también carecen
de ellas en algunos periodos de su desarrollo. En el caso de los alevines, no
se desarrollan hasta que los alevines alcanzan una longitud de dos a tres
centimetros; en cambio, en los galaxidos, aplochiténidos y peces gato, faltan
por completo, mostrando, en consecuencia, el cuerpo desnudo y estando

protegidos Unicamente por la piel (22).
1.2.3 Proteinas

Las proteinas son polimeros, y los a-aminoacidos son los monémeros
gue se unen para producirlas. La prolina, que es un ejemplo de aminoacido
ciclico, nos interesa especialmente porque tiene muchas de las propiedades

de los aminoacidos alifaticos como la alanina y la glicina. Una vez incorporada
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a las proteinas, la prolina puede sufrir una transformacion quimica que da

lugar a la formacion de 4-hidroxiprolina (23).

El nivel fundamental de organizacion estructural de las moléculas
proteicas es la secuencia, seguida del nivel secundario para el plegamiento
local, el nivel terciario para el plegamiento global y el nivel cuaternario para el
acoplamiento de multiples cadenas. El orden de los aminoacidos en cada
proteina viene determinado por la secuencia de ADN del gen que la codifica
en el nivel mas basico de la estructura. La forma tridimensional de la proteina
viene determinada en su mayor parte por su estructura principal, por eso es
tan importante. Cualquier cambio en el orden de los aminoacidos en la
secuencia provocara un cambio en la estructura tridimensional de la proteina,

gue a su vez tendra un efecto en la funcion bioldgica de la proteina (23).

Existe la posibilidad de que se formen enlaces de hidrégeno entre los
atomos de hidrogeno del grupo amino de un aminoacido y los atomos de
oxigeno del grupo carboxilo de otro aminoacido. Gracias a estos enlaces, la
cadena polipeptidica puede plegarse, lo que da lugar a una de las dos
disposiciones espaciales que componen lo que se conoce como estructura
secundaria de una proteina. Estas dos disposiciones se denominan -hélice y
-hoja plegada, respectivamente. La hélice se distingue por la formacion de una
espiral geométrica muy uniforme en la que cada vuelta esta compuesta por
3,6 aminoécidos. Esta estructura da nombre a la hélice. Estos puentes de
hidrogeno se forman entre el hidrogeno del grupo amino de un enlace
peptidico formado por un aminoacido y el oxigeno del grupo carboxilo del
cuarto residuo situado delante de la hélice. Estos puentes de hidrégeno son
los responsables del mantenimiento de la hélice. Hay 11 proteinas
estructurales incluidas en esta categoria, entre ellas el colageno, la queratina

y la elastina (24).

11



1.2.3 Colageno

Figura 4: coldgeno de escama de peces amazonicos.

El colageno es la molécula mas antigua de la matriz extracelular, asi
como la proteina mas abundante en el organismo. La conservacion evolutiva
del colageno se puede ver a partir de su amplia utilizacion en muchos tejidos
diferentes en todo el reino animal. La molécula de colageno tiene una
estructura de triple hélice ensamblada por células a través de un proceso
complejo y elaborado de varios pasos, la biosintesis de
colageno. La estructura helicoidal esta reforzado por una red de enlaces de
hidrogeno que mejoran significativamente la estabilidad térmica y contribuyen
a la elasticidad de la molécula. Este capitulo proporciona una descripcion
general de la estructura, la evolucion, la biosintesis y las relaciones estructura-
funcién de la molécula de colageno y analiza los modelos de elasticidad
basados en la dinAmica molecular y de polimeros y como predicen los
cambios en la rigidez después de mutaciones puntuales en la estructura de la
proteina primaria de colageno que se producen en la osteogénesis imperfecta
(25).

Debido a sus caracteristicas antigénicas minimas y a su buena
adhesion celular directa, el colageno de tipo | se ha utilizado ampliamente
como biomaterial en la construccion de estructuras de ingenieria tisular y

sistemas de vendaje de heridas, esto se debe a su amplia disponibilidad (26).

El colageno se distingue sobre todo por su extraordinaria resistencia,
como demuestra el hecho de que una fibra de 1 milimetro de diametro puede

soportar una fuerza de entre 10 y 40 kg (27). Su principal funcion es la de
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soporte estructural y celular. La molécula de coldgeno tiene una estructura
compleja de forma helicoidal, formado principalmente por glicina, prolina y
hidroxiprolina. Las cualidades mecanicas del coladgeno son atribuibles tanto a
su composicion biomecéanica como a la disposicion de las moléculas que lo

componen (27).

Se compone de tres cadenas polipeptidicas denominadas -cadenas,
dos -cadenas idénticas que se clasifican como 1(l) y una -cadena separada
gue se marca como 2(l). Estas tres cadenas se enrollan sobre si mismas para
crear una supercadena de 300 nm de longitud, 1,5 nm de didmetro y 300 kDa

de peso molecular (28).
1.2.3.1 Tipos de colageno

El colageno, compuesto mas importante del tejido conectivo y
elemento estructural de gran relevancia en organismos multicelulares. Esta
compuesto por 27 tipos encontradas en los tejidos conectivos del cuerpo, los
cuales se clasifican por su tamafo, funcion y distribucion. Por ejemplo, el
colageno de Tipo I, Il y 1ll, son los mas abundantes y los responsables de la

fuerza del tejido, su elasticidad y capacidad para retener agua.

El porcentaje de colageno en el cuerpo humano es el siguiente: En los
tendones (80 a 90%), piel (50 a 70 %), cartilago (50-70 %), arterias (10 a 25
%), pulmon (10%), higado (4%) y hueso desmineralizado (90%).

Tabla 1: Tipos de colageno
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Tipo

Descripcion

Tipo | Huesos, tendones, piel (80-85% de todo el colageno)

Tipo I Esclerdtica, cartilagos

Tipo Il Piel, aorta, pulmén, tejidos fetales (10% de todo el colageno)

Tipo IV Cornea, glomeérulos renales, laminas basales (2-4% de todo el
colageno)

Tipo V Huesos, tendones, vasos sanguineos

Tipo VI Vasos sanguineos, placenta, piel fetal

Tipo VI Membrana corio-amniotica

Tipo VIII | Endotelios

Tipo IX Cartilagos, cérnea y retina

Tipo X Cartilagos

Tipo XI Cartilagos

Tipo XII Cartilagos

Fuente: Torra et al. (29)

Por ello, es importante indicar algunos datos importantes referentes a

los tipos de colageno, tales como

e Colageno Tipo I: Proporciona rigidez a la traccion para tendones y

fascia en los 6rganos. En los huesos, define extensas propiedades

biomecéanicas con respecto a la carga rodamiento, resistencia a la

traccion y rigidez torsional.

e Colageno Tipo II: Son esenciales para la sintesis y reconstruccion del

tejido conectivo sobre todo el cuerpo. Segun los informes, este tipo de

colageno ayudar a reducir la destruccion del coladgeno dentro el

cuerpo, puede proporcionar actividad antiinflamatoria y puede mejorar

la flexibilidad de las articulaciones.

e Colageno Tipo lll: Es un componente importante de fibras reticulares

en el tejido intersticial de los pulmones, higado, dermis, bazo y vasos.
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La molécula también a menudo contribuye a fibrillas mixtas con
colageno tipo | y también es abundante en tejidos elasticos.

e La mayoria de los carbohidratos del colageno se encuentran unidos
al grupo hidroxilo de la hidroxilisina en forma del disacarido Glu-Gal..
La proporcion de carbohidratos que se encuentra en los colagenos
fibrilares es bastante modesta (oscila entre el 0,5y el 1% en los tipos
| 'y Ill), pero esta proporciéon es mucho mayor en los coladgenos no
fibrilares (14% en el tipo 1V) (30).

1.2.4 Colageno tipo |

El colageno nativo tipo | se puede extraer de diferentes fuentes, sin
embargo, la principal fuente de extraccion es la bovina debido a su
disponibilidad y biocompatibilidad. El colageno puede extraerse de diversos
tejidos, como huesos, tendones, tejido pulmonar e incluso tejido conjuntivo.

Este proceso puede tener lugar en todo el cuerpo (31,32).

Se han desarrollado fuentes alternativas para la extraccion de
colageno nativo que no son de origen bovino o porcino a partir de tendones y
piel ovinos (33); tejido de pescado, como espinas, piel y escamas o
subproductos de pescado de desecho, u otras fuentes, como piel de pollo,

pato y conejo (34).

1.2.5 Colageno como fuente de compuestos activos beneficiosos para

la salud humana

El colageno segun algunos autores presenta compuestos activos que
realizan actividad antioxidante y antimicrobiana, por lo que también puede ser
utilizada como ingrediente funcional en complementos alimenticios (7,35,36).
Los hidrolizados de colageno pueden unir iones de calcio, mejorando su
biodisponibilidad, por lo tanto, el colageno puede usarse en ingredientes de
alimentos funcionales en el manejo de las deficiencias de minerales (37,38).
El colageno actia como anticoagulante porque ayuda a disminuir el dafio en
células y tejidos originado por las bajas temperaturas, por lo que podria ser
atil en alimentos que requieran almacenamiento en frio o temperaturas bajo
cero (39).

15



El uso de hidrolizados de colageno de pescado en productos carnicos
como las hamburguesas de bufalo dio como resultado un mayor contenido de
proteina, un contenido de grasa mas bajo, una aceptabilidad sensorial similar
y una mejor textura en comparacion con las hamburguesas de bufalo sin

colageno (40).
1.2.5.1 Principios activos del colageno

El ecosistema acuatico, sigue siendo una reserva sin explotar de
compuestos bioactivos, que tienen un potencial considerable para
proporcionar ingredientes novedosos para el desarrollo de productos
benéficos para la salud del ser humano. Se han analizado varias fuentes de
colageno debido a su amplia variedad de aplicaciones, como el coladgeno de
vacas y cerdos. Sin embargo, el colageno de mamiferos se ha visto limitado
por enfermedades como la encefalopatia espongiforme bovina (BSE) y otras
limitaciones religiosas. De ahi que el colageno de pescado ha llamado la
atencion de la comunidad investigadora porque es facil de extraer, tiene un
alto nivel de contenido de colageno, excelentes propiedades de absorcion,
bajo peso molecular, biocompatibilidad, poco riesgo de transmision de
enfermedades de animales a humanos, contaminacion ambiental
insignificante y menos preocupaciones éticas y religiosas, lo que lo convierte
en recurso ideal para el desarrollo de productos para mejorar la salud humana
(41).

El colageno es una proteina importante en el organismo vivo que
produce la estructura de huesos, cartilagos, capsulas -cartilaginosas,

articulaciones, tendones, piel, cabello y ufias (41).

En biomedicina, el colageno sirve principalmente como transportador
de farmacos, material de ingenieria de tejidos, sutura quirdrgica absorbible,
relleno 6seo, material osteogénico, agente hemostéatico, inmovilizador de
enzimas y aposito para quemaduras/heridas. Se han investigado varias
fuentes de colageno debido a la amplia variedad de aplicaciones, como el
colageno de vacas y cerdos. Sin embargo, el colageno de mamiferos se ha
visto limitado por enfermedades como la encefalopatia espongiforme bovina

(BSE) y otras creencias religiosas (42).
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1.2.6 Colageno en laindustria alimentaria nutracéutica

Los tejidos del ser humano, dependen del coldgeno para la integridad
estructural y biolégica, asi como para la funcion y la fuerza. Los productos
hidrobiol6gicos son una parte importante de la dieta en muchas naciones.
Ademas, como fuente de proteinas, los pescados juegan un papel importante
como componentes funcionales que son esenciales para la salud humana. En
la industria 0 en las pesquerias locales, el procesamiento de los productos del
mar genera una gran cantidad (50-80 %) de subproductos no comestibles,
gque se descartan como desechos en varias partes del mundo. Estos
subproductos del procesamiento de pescados son fuentes ricas en varias
biomoléculas novedosas y valiosas, como el colageno y la gelatina. Asimismo
la utilizacion de estos productos de desechos, ayudan en la preservacion del
medio ambiente (43).

Mientras pasan los afos, la especie humana viene preocupandose
por mejorar su calidad de vida y sus condiciones de salud, por dicho motivo

busca consumir productos y alimentos saludables (44).

Siendo el colageno una proteina de origen animal, cuya funcién
principal es contribuir a la integridad estructural de los tejidos en los que se
encuentra presente y el cual al iniciar en la edad adulta comienza a disminuir;
es que ha habido un aumento en el interés de la aplicacion de colageno en
complementos alimenticios y en productos alimenticios tales como infusiones,
zumos, yogures, salchichas, gelatina, budines y asi como alimentos que
pueden utilizar alimentos con colageno afadido para tratamientos que
mejoran la elasticidad, firmeza de la piel y prevencion de enfermedades. Por
ejemplo la fibra de colageno estabilizada es utilizada como una alternativa
natural a los emulsionantes sintéticos para su usarlas en formulaciones acidas
de alimentos y bebidas o incluso utilizada como barrera protectora contra la
oxidacion (44). Asimismo, es importante afiadir que el colageno tiene un gran

impacto en el sector de nutricién deportiva.

Ademas, actualmente existen bebidas a base de colageno, las cuales
son una gran sorpresa y tendencia en el mundo, bebidas a base de colageno

de cacao, colageno de cappuccino e incluso bebidas energéticas a base de
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colageno las cuales promueven la capacidad natural del cuerpo para generar
tejidos grasos, reducir las arrugas y la flacidez de la piel. Demostrando que el
coldgeno es de vital importancia en las industrias de alimentos y bebidas,
aplicandose a suplementos dietéticos proteicos, en el procesamiento de
carnes, peliculas comestibles y recubrimientos de productos y aditivos
alimentarios para mejorar los productos calidad, agregando que ayuda a
mejorar la salud y el valor nutricional de los productos (30).

El coldgeno se ha utilizado en la preparacion de diferentes productos,
como productos carnicos, bebidas, sopas y otros. Ayuda a aumentar y
mantener sus propiedades sensoriales, quimicas y fisicas. Se han utilizado
también, en alimentos procesados como salchichas para reemplazar la grasa
de cerdo al 50% de nivel de reemplazo. Los resultados del producto final
tenian una mayor capacidad de retencion de agua, una mejor estabilidad
después de la coccidn y una textura mejorada, como la dureza y la
masticabilidad (45).

Los hidrolizados de colageno obtenidos a partir del pescado se
pueden agregar en bebidas como el jugo de naranja (2,5 %), y el producto
mostré una mejora en las propiedades nutricionales y funcionales con un
mayor contenido de proteinas, biodisponibilidad y baja viscosidad, asi como
alta solubilidad en agua (46). El desarrollo de una bebida lactea fermentada
utilizando suero de queso ricotta con colageno adicionado como ingrediente
funcional present6 baja sinéresis y sedimentacion, con buenas propiedades
fisico-quimicas y microbiologicas (47). Las bebidas lacteas que utilizan
colageno hidrolizado, pulpa de acai y queso mostraron mayor aceptabilidad
sensorial, afectando positivamente la viscosidad y presentando parametros
fisicoquimicos y microbiolégicos adecuados después de 28 dias de

almacenamiento (48).

El colageno de piel de bovino se utiliz6 en combinacién con almidon
modificado y goma guar en la elaboracion de jamones. La sinéresis mas baja
con una concentracion final de 2,0 % de colageno en el producto se informé

como el mejor tratamiento (49).
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1.2.7 El uso de residuos hidrobiolégicos (escamas) como cuidado del

medio ambiente.

Como resultado de procesamiento de la industria pesquera, la gran
mayoria del material de pescado se descarta o se convierte en aceite y harina
de pescado de bajo valor. A pesar de esto, las piezas desechadas estan llenas
de valiosas proteinas, vitaminas y minerales. Dado al crecimiento de la
poblacién mundial y el consumo conducen a que se produzcan mas desechos
de pescado cada afo, los desechos comerciales y domésticos representan
una cantidad significativa de estos subproductos. Ademas, los desechos de
pescado tienen efectos perjudicialesen el medio ambiente acuatico,
contribuyen a la contaminacion, emiten olores desagradables y se estan
convirtiendo en un tema de preocupacion publica. Es de gran importancia
examinar métodos de reutilizacion de desechos industriales y subproductos

de la industria pesquera (50)
1.2.8 Hidrolisis

La hidrolisis, proceso mediante el cual un compuesto se descompone
en compuestos mas simples y va acompafnado de la incorporacion quimica de
agua. Casi todos los tejidos contienen enzimas que catalizan la hidrolisis, pero
las concentraciones mas altas se encuentran en el higado. Las enzimas que
hidrolizan los ésteres se denominan esterasas, y muchas de estas enzimas
son relativamente inespecificas y aceptaran una amplia gama de sustratos
(51).

12.8.1 Hidroélisis acida

La extraccion por hidrolisis acida, suele aplicar para la extraccion de
colageno tipo | de tejidos de origen porcino o piel de pescado(52). El acido
acético es el reactivo mas comun para la extraccion de colageno por hidrolisis
acida. La concentracion de este acido afectarda el valor de pH final cambiando
la estructura y la interaccion electrostatica. También determina la solubilidad
y la capacidad de extraccion del tejido animal (53). La hidrolisis acida
desnaturaliza el colageno nativo y produce tres cadenas alfa en su forma

enrollada al azar. (33).
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La hidrdlisis puede proceder en varias etapas hasta que se elimine la
ultima molécula de agua coordinada. El proceso de hidrélisis puede
interrumpirse si en una etapa se produce un compuesto insoluble. La hidrolisis
ocurre mas facilmente con iones metélicos que polarizan fuertemente las

moléculas de agua coordinadas (54).
12.8.2 Hidrolisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica, un proceso que generalmente se lleva a cabo
bajo condiciones controladas (pH, temperatura, concentracion de sustrato y
actividad enzimatica), es el método mas comun para generar péptidos
bioactivos (55). La alta especificidad y la falta de solventes organicos
residuales y quimicos toxicos en las preparaciones peptidicas finales han
posicionado a la hidrolisis enzimatica como el proceso preferido en las
industrias alimenticia y farmacéutica para la produccion de péptidos bioactivos
(56).

12.8.3 Hidrolisis mixta

Una combinacion de tratamiento de hidrolisis acido y enzimatico
(mixto) produce un proceso de extraccion de colageno mas alto y mas
eficiente (33). La pepsina es uno de las enzimas mas utilizadas en el proceso
de extraccion de colageno, se puede obtener de la mucosa gastrica porcina.
Esta enzima afecta la region telopeptidica en la molécula de colageno
aumentando su solubilidad en un medio acido (36,37). Esta tecnologia se
puede aplicar en diferentes tejidos, como la piel de pescado y los tendones
bovinos, para producir concentraciones mas altas de colageno en tiempos de
extraccion mas cortos (59,60). Las condiciones previas al tratamiento, la
didlisis y la fuente de extraccion son los principales factores que determinan
las caracteristicas finales del colageno, como su peso molecular, composicion

de aminoacidos y estructura molecular (61).

1.2.9 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

FTIR son las siglas en inglés de "Espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier”, y en la espectroscopia IR se envia luz infrarroja a

través de una muestra. Parte de la radiacion infrarroja es absorbida por la
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muestra, mientras que la parte restante la atraviesa. El espectro obtenido es
una representacion de la absorcion y transmision moleculares, que juntas
proporcionan una huella molecular del material. Del mismo modo que no hay
dos huellas dactilares idénticas, no hay dos estructuras quimicas distintas que
puedan crear el mismo espectro IR. Por este motivo, la espectroscopia IR
puede utilizarse para una gran variedad de tipos de andlisis. Los picos de
absorcion de un espectro IR revelan la huella dactilar Unica de una muestra.
Estos picos corresponden a la frecuencia de las vibraciones que se producen

entre los enlaces de los &tomos que componen el material (62).

Dado que cada sustancia tiene su propia composicion quimica y, en
consecuencia, su propia configuracién de atomos, no hay dos compuestos
gue tengan el mismo espectro IR preciso. Por consiguiente, la espectroscopia
IR es capaz de producir una identificacién positiva (analisis cualitativo) de
todos los tipos diferentes de materiales. Ademas, la magnitud de un pico en
el espectro es un indicador directo de la cantidad de sustancia que contiene
(63).

1.2.9.1 Principio de funcionamiento

Las limitaciones de los equipos de dispersion inspiraron el desarrollo
de la espectrometria FTIR, que posteriormente se utilizé para superar dichos
limites. La lentitud del procedimiento de barrido fue el principal reto. En lugar
de medir cada frecuencia IR por separado, era necesario disponer de un
sistema que pudiera medirlas todas simultAaneamente. Se cre6 un metodo que
incluia el uso de un interferémetro, que es un instrumento Optico relativamente
sencillo. El interferémetro sélo generaba un tipo de sefial, que tenia las
frecuencias IR "mezcladas” entre si. El elemento temporal de cada muestra

se redujo, ya que la sefial se media en segundos (62).

Un espectrofotometro es el nombre del equipo de laboratorio que
calcula el espectro de absorcion de una sustancia. En comparacion con el
espectrofotometro convencional, el espectrofotometro por transformada de
Fourier es capaz de producir el espectro IR a un ritmo mucho mas rapido. El
aparato genera un haz de radiacion infrarroja que se emite desde una fuente

similar a un cuerpo negro brillante. Después, el haz se envia al interferémetro,
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gue es el componente responsable de la codificacion espectral. En un
interferometro, la recombinacién de haces con longitudes de trayectoria
variables produce un patron de interferencia conocido como interferograma.
Este patron de interferencia puede ser constructivo o destructivo. El haz esta
a punto de penetrar en el compartimento de la muestra cuando lo hace,
momento en el que la muestra absorberd determinadas frecuencias de
energia que son caracteristicas distintivas de la muestra del interferograma. A
continuacion, el detector realiza una medicion de la sefial Unica del
interferograma en términos de energia frente al tiempo para todas y cada una

de las frecuencias simultaneamente (64).
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Figura 5: Componente basico en el espectrometro infrarrojo de

transformada de Fourier. Fuente: Mohamed et al. (64)
1.2.9.2 FTIR y sus aplicaciones industriales

La posicion de FT-IR como una técnica util para la caracterizacion de
materiales industriales se ha establecido firmemente dentro de la ultima
década. FT-IR ha aportado méritos adicionales como alta sensibilidad, alta
precision, rapidez de medicidén, y amplia capacidad de procesamiento de
datos ademas de la intrinseca ventaja de la espectroscopia infrarroja, como la
amplia aplicabilidad, la no destructividad, la medicién en la atmoésfera
ambiental, la capacidad de proporcionar informacién estructural detallada y
una enorme base de datos. La introduccion de FT-IR a cambio la
espectroscopia infrarroja de una técnica de identificacibn de materiales a
granel a un sistema integral de caracterizacion materiales y ha abierto un
nuevo campo especialmente en estudios de superficie y microanalisis de

materiales industriales (65).

22



1.2.9.3 FTIR en laindustria de los alimentos

Desde 1940, la espectroscopia vibratoria se ha desarrollado y
utiizado para la caracterizacion de muchos materiales, especialmente
polimeros/biopolimeros, seguido de la caracterizacion de los componentes de
tejidos bioldgicos (66). La espectroscopia de infrarrojo son los procedimientos
de espectroscopia vibratoria mas comunes desarrollados para el analisis de
biomateriales mediante la aplicacion de espectroscopia vibratoria. Ambas
técnicas se han utilizado ampliamente para analizar biomateriales, polimeros
y tejidos; de hecho, se seleccionan con base en el problema dado bajo
estudio. Comparativamente, las técnicas de infrarrojos (IR) necesitan
preparaciones de muestras particulares, pero proporcionan muy buenas
relaciones sefial-ruido, la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR), también llamada infrarroja, es una poderosa técnica
ampliamente utilizada para investigar la naturaleza de varias sustancias, asi
como su comportamiento bajo numerosas condiciones. Espectros IR
demuestran los enlaces que existen en las especies moleculares de diferentes
muestras de alimentos, y por lo tanto, nos permite identificar las
caracteristicas vibracionales de sus atomos, asi como determinar su

identidad, impurezas, calidad y cambios (67).

1.2.9.4 Uso del FTIR para medir la calidad de colageno.

La orientacion de las moléculas de colageno es un determinante
importante de su funcionalidad en los tejidos conectivos. Existe un trabajo
considerable que utiliza FTIR para investigar las propiedades quimicas y
cristalogréficas de la bioapatita y el colageno. Como resultado, la posicién de
la banda de absorbancia de los principales grupos funcionales quimicos de
ambos materiales se comprende bien. En particular, es posible distinguir los
grupos funcionales asociados al carbonato (COs3), fosfato (POa4), y grupos
amida organicos, que producen distintas bandas de absorbancia. El tamafio
relativo de estas bandas es proporcional a la concentracién, lo que significa
gue FTIR puede usarse para rastrear cambios en la abundancia y alteracion

de minerales/colageno (68).
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1.3

Definicién De Términos Béasicos

Aguas Continentales: Agua dulce que se mantienen siempre sobre

o debajo de la superficie Terrestre, alejados de zonas costeras (69).

Colageno: Es la proteina mas prevalente en la matriz extracelular, es
también la proteina mas abundante de origen animal y representa
aproximadamente el 25-30% de todas las proteinas que se
encuentran en las criaturas animales. Es uno de los principales
componentes de todos los tejidos conectivos del cuerpo, incluidos los
musculos, los dientes, los huesos y la piel.(70).

Escamas de Pescado: Es una estructura del exoesqueleto, formada
por laminas rigidas mas o menos flexibles que trazan un gran nimero

de lineas conceéntricas y surcos radiculares (71).

Hidrolisis: la hidrdlisis es una reaccion que puede ocurrir entre el ion
metalico (M) y una o mas moléculas de agua en la esfera de
coordinacion (solvatacion), en la que se libera un proton (ion

hidrogeno) y la solucidn se vuelve acida (54) .

Megaleporinus trifasciatus: es un pez que habita en las aguas
dulces del Amazonas de Peru y Brasil. Viven en aguas templadas —

calientes (72).

Prochilodus nigricans: Es la especie hidrobiolégica mas pescada
por las flotas pesqueras comerciales en la Amazonia; como recurso,
es de gran importancia para el abastecimiento alimentario de la

region, asi como para su situacion socioeconoémica (73).

Proteina: Las células estan compuestas por mas de la mitad de su
peso seco en proteinas, que son macromoléculas complejas
esenciales para la estructura y la funcion de una célula. Las proteinas

pueden constituir mas de la mitad del peso seco de una célula (74).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1 Hipotesis

H1: Se logré extraer colageno tipo | a partir de escamas de
Megaleporinus trifasciatus (lisa) y Prochilodus nigricans (boquichico) por
hidrolisis mixta.

HO: No se logré extraer coldgeno tipo | a partir de escamas de
Megaleporinus trifasciatus (lisa) y Prochilodus nigricans (boquichico) por

hidrolisis mixta.
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3.1Variables y su operacionalizacion

VALORES DE
DEFINICION ESCALA DE MEDIO DE
VARIABLES TIPO INDICADORES ; LAS A
CONCEPTUAL MEDICION CATEGORIAS VERIFICACION
Variable Independiente
Tratamiento Es la temperatura que .
tErmico se utiliza para la Cuantitativa Temperatura Continua 15°C Base de datos
extraccion de colageno. 20°C
Es la escama de
Tipo de pescado utilizado en el £ de boauichi
i scama de boquichico
eEscamg proczso dle' extraccion | o antitativa Continua 100 gramos Base de datos
(Especie € colageno, Escama de lisa 100 gramos
hidrobiologica) | diferenciado por el tipo
de pescado amazonico.
Variable dependiente
Es la cantidad de
Porcentaje de roteina con la que Rendimiento (peso) Reporte de
,J P qu Cuantitativa P Continua % de proteina resultados de
Proteina cuenta el producto final Base seca andlisis

obtenido (colageno).
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA
4.1 Disefio metodoldgico

Para optimizar el proceso de extraccion del colageno de las escamas
de pescado, el presente estudio adopt6 un enfoque cuantitativo y experimental
con un alcance explicativo. El enfoque experimental se adoptd porque
manipulamos variables independientes y observamos los efectos sobre la
variable dependiente en una situacién de control; el alcance explicativo se
adopté porque la investigacion pretendia establecer una relacion causal entre
las variables de estudio.

4.2 Disefio experimental

Como puede observarse en la Tabla 2, el disefio de la investigacion
con el fin de optimizar la extraccion de colageno a partir de escamas de
pescado se llevo a cabo utilizando un disefio factorial con niveles y un disefio
completamente aleatorizado (DCA). Esto se hizo con el fin de evaluar la
importancia de dos factores, a saber, la especie (X1) y la temperatura (X2),
en las respuestas: porcentaje de proteina (%P). EI DCA consistira en 4
experimentos factoriales, y 6 repeticiones. Segun los célculos, se realizaran
un total de 24 ensayos para este proceso.

Tabla 2: Experimentos a realizar para la optimizacién de la extraccion de
colageno obtenido a partir de escamas de peces amazoénicos.

Temperatura (°C)

Especie
15 20
Boquichico Ex1 Ex2
Lisa Ex3 Ex4
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4.3 Disefio muestral
4.3.1 Seleccion del area o ambito de estudio

La presente investigacion tiene un desarrollo en el érea
Bromatoldgica, Nutricional y Biologica, y se enfoca en un sector muy poco
estudiado como son las especies hidrobioldgicas de nuestros rios amazonicos
y en la obtencién de una nueva sustancia con potencial funcional para
industrias como la farmacéutica, nutricional y de salud, para futuras
investigaciones. También decimos que el area de estudio son las ciencias

naturales, e innovacion tecnolégica.
4.1.1 Poblacion y muestra
Poblacion

Para el desarrollo del proyecto se utilizaron como poblacién 10 kg de
escamas de Megaleporinus trifasciatus (lisa) y Prochilodus nigricans

(boquichico).
Muestra

Como muestra se utilizaron aproximadamente 5 kg de escamas secas

de Megaleporinus trifasciatus (lisa) y Prochilodus nigricans (boquichico).
4.1.2 Criterios de inclusion y exclusién
Criterios de inclusidn

La materia prima (escamas) debieron cumplir las caracteristicas

adecuadas de frescura, textura, olor, color.
Criterios de exclusioén

Se excluyeron escamas de las especies en estudio, que no
cumplieron los parametros de evaluacion sensorial (Frescura, textura, olor,

color).
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4.4 Técnica e instrumentos de recoleccién de datos
Técnica
La técnica empleada fue el analisis experimental.
Instrumentos

Se utiliz6 como instrumentos de recoleccién de datos la ficha de

resultados, en donde se apuntaron todos los datos obtenidos.

Asimismo se utilizaron materiales como, colador para lavar las
escamas, guantes, agua potable, agua destilada, crisoles de ceramica, pinza
para crisol, probeta (5ml, 100ml, 1000ml), matraces de enlemeyer de 200ml,
bureta de 10ml, vaso precipitado de 200ml, Matraz de Enlemeyer de 250ml
tubos de ensayo de vidrio con tapa rosca estériles, placas petris estériles,
pipetas de 1ml —5ml (estériles), tubos falcon de 50ml, gradilla, asa de siembra,
algodon, fosforo, guantes, bata de laboratorio, cofia, rotulador indeleble, papel

toalla, cuaderno de apuntes.

También se utilizaron equipos, como, estufa, equipo kjeldahl,
incubadora, cabina de bioseguridad, recirculador de agua, homogenizador de
paleta, contador de colonia, mufla, equipo soxhlet, y espectrofotometro
infrarrojo, centrifuga refrigerada eppendorf 5804R, Liofilizador CHRIST —
Alpha 1-2LDplus.

4.5 Procedimientos experimentales
»  Caracterizacion de la materia prima

El proyecto utilizo como materia prima dos especies hidrobiologicas
(lisa y boquichico), las cuales fueron adquiridas en mercados de abasto de la
ciudad de Iquitos. Una vez adquiridas fueron trasladadas a la Planta piloto de
la Facultad de Industrias Alimentarias, donde fueron lavadas, para limpiar y
eliminar cualquier residuo externo, posteriormente se realiz6 la evaluacion
sensorial segun Balbuena (2014) (75), para asegurar la frescura de nuestra
materia prima. Una vez terminado el proceso de lavado y seleccionado estas

fueron secadas a temperatura ambiente para posterior uso.
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La materia prima fue analizada segun los métodos de la AOAC
(Association of Official Analytical Chemistry) (76), para determinar la cantidad
de proteinas, grasas, humedad y cenizas que contenian antes de ser
utilizados.

El analisis microbiolégico de la materia prima fue realizado teniendo
como referencia la NTS N° 071 - MINSA/DIGESA-V.01 (77). Este documento
establece las normas microbioldgicas de calidad e inocuidad sanitaria para
alimentos y bebidas destinados al consumo humano, y en su punto Xl es
donde se discuten los criterios microbioldgicos para productos hidrobiol6gicos
crudos (frescos, refrigerados, congelados, salados o ahumados en frio)
sugieren la identificacion de aerobios meséfilos a una temperatura de 30
grados centigrados, asi como de las especies Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Salmonella.

»  Obtencion de Colageno a partir de escamas de peces de agua

dulce de la amazonia peruana.
Extraccion mixta:

El colageno se obtiene segun el método descrito por Liu et al (2015)

(79) con algunas modificaciones tomadas de Rodriguez (2017) (80):

Previo al proceso de extraccion, las escamas fueron lavadas con agua
potable hasta eliminar residuos, enjuagadas con agua destilada 3 veces y
almacenadas a -18°C. El proceso de extraccion (Figura 1) comenzoé
configurando el Bafio Maria a la T° que deseamos para esta investigacion a
15°C y 20°C, como siguiente paso se descongeld, enjuago y secé de las
escamas a temperatura ambiente. Las escamas limpias y secas fueron
sumergidas en una solucién de EDTA 0,2M en la proporcion escama/solucion
1:10 p/v por 72h, con cambio/solucion c/12h; al término de cada diferente
solucion, las escamas fueron enjuagadas con agua destilada. Posteriormente
las escamas fueron sumergidas en NaOH al 0.1M (1:10 p/v) por 3h,
cambio/solucién ¢/30min. Seguidamente las escamas fueron sumergidas en
Alcohol Butilico al 10% por 20h, cambio/sol. ¢/10h; Luego las escamas fueron

sumergidas en Peréxido de Hidrogeno al 3% por 6h; Inicia propiamente la
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extraccion con Acido Acético al 0.05M por 72 h, cambio/solucién. c/24h;
Adicionamos Pepsina al 1% transcurrido las 48h del Acido. Una vez finalizado
el tiempo, se tapond la muestra ((Na2CO3 + NaHCO3) + NaCl) y se dejo
reaccionar por 24h; Por consiguiente, se filtré la mezcla con un tamiz de malla
metélica de 125 yum de didmetro, para excluir restos de escamas no disueltas.
La parte que aun quedo liquida del filtrado, se procedié a Salinizar con NaCl
y se dejo reaccionar por 24h para después volver a filtrar y obtener méas
muestra. Las mezclas resultantes de la filtracidén se llevaron a centrifugacion
a una 4°C con velocidad de 5000rpm por 45 minutos; A continuacion, Se llevé
a dializar la muestra centrifugada por un total de 72h, previo a colocar la
muestra en los sacos de didlisis, se solubiliza con el tipo de acido que se us6
para extraer y recién procedemos a cerrar los sacos y purificar con el acido
gue se extrajo por 48h y cambio de agua destilada con cambio cada 12h hasta
completar el tiempo. Se llevo a congelamiento por 24h a -57°C y para finalizar

se llevo a liofilizar la muestra con una presion de 0,021mbar a -55°C por 72h.
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Figura 6: Flujograma de extraccion de colageno a partir de escamas de
peces de rio

SECADO T° ambiente (escurrir bien)
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»  Optimizacion de la extraccion de colageno obtenido a partir de
escamas de peces de agua, mediante el porcentaje de proteina.

Para optimizar el proceso de extraccion de coldgeno obtenido a partir
de escamas de lisa y boquichico, se realizaron el andlisis de proteina de todos

los tratamientos realizados.

Utilizando un digestor y un destilador Behrotest K8-SR3 de
procedencia Alemana, se llevd a cabo la determinacién del contenido de
proteinas de acuerdo con los métodos descritos por la AOAC (2012) (76). En
primer lugar, se llevo a cabo la digestidn, que implicé el pesaje y la adicion de
0,1 gramos de muestra seca, 2 gramos de sulfato de potasio y 0,2 gramos de
sulfato de cobre a los tubos digestores. A continuacion, se afiadieron 5
mililitros de acido sulfarico concentrado y los tubos digestores se calentaron a
400 grados Celsius durante 90 minutos. Después, se observé una coloracion
verde transparente, y se dejo enfriar el globo a temperatura ambiente. En la
segunda fase, que fue la destilacion, se afiadieron 30 mililitros de agua
destilada y 10 mililitros de hidroxido de sodio con una concentracion del 38%
a los tubos que se habian enfriado para alcalinizar la solucién. A continuacion,
se introdujo el tubo en el destilador para que se liberara el amoniaco. A
continuacion, el amoniaco se recogié en un matraz que contenia 5 mililitros
de acido sulfarico 0,25 N, asi como 4 gotas de rojo de metilo como indicador.
Tras la destilacion de 5 mililitros de liquido, el resultado se valoré con 0,25 N
de hidroxido de sodio, y se utilizé el valor de 6,28 como factor de conversion
de nitrogeno en proteinas. Para calcular la cantidad de proteina se utilizaron

las siguientes formulas:

(Vol.de ac. sulfarico — gasto titulacion)x0.25x0.014 100
= x

%N
peso de la muestra

%P = %Nx6.28
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»  Caracterizacién estructural de colageno obtenido a partir de

escamas de peces de agua dulce mediante FT-IR

El colageno liofilizado fue caracterizado mediante la deteccion de los
movimientos vibracionales de los grupos moleculares presentes en el
coldgeno, utilizando el método de espectrofotometria infrarroja por
transformada de Fourier — FTIR, descrito por Matthaus (2008)(81). Las
sefiales se recogieron automaticamente en un rango de 4000 - 400 cm-1 a
una resolucion de 2 cm-1, con el fin de identificar los posibles grupos
funcionales y caracteristicas propias del colageno.

4.6 Procesamiento y andlisis de datos

Los datos recolectados fueron tabulados utilizando el programa
estadistico Microsoft Excel. Se utilizo el analisis de la varianza (ANOVA) para
determinar si existian o no diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de nuestros datos. Se compararon los promedios de cada tratamiento,
y se realizé una prueba estadistica de Tukey a un nivel de significacion de p
inferior a 0,05 en el programa estadistico RStudio Version 4.2.1, para
establecer el tratamiento optimo en cuanto al porcentaje de proteina. Por otro
lado, para identificar el tipo de colageno que se extrajo, se utilizo una técnica
conocida como espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
y los resultados se presentaron en forma de graficos que incluian curvas,

picos, etc.
4.7 Aspectos éticos

Debido a que la materia prima que formo parte de la investigacion fue
un remanente del procesamiento de pescado, y fue adquirida en los mercados
de abastos de la ciudad de Iquitos, no hubo ningan impacto en la ética o moral
de las personas como resultado de la presente investigacion. Siguiendo los
procedimientos de bioseguridad de los laboratorios de control de calidad,
ingenieria de alimentos y microbiologia de alimentos de la FIA-UNAP, en este
estudio se utilizaron reactivos regulados como acido sulfurico y acido acético,

entre otros.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1 Caracterizacién de la materia prima

» Analisis sensorial de frescura
Las especies hidrobiol6gicas utilizadas en el proyecto, fueron
evaluadas sensorialmente, para determinar su frescura. (Figura 7 y 8).

Figura 7: Analisis sensorial (frescura) de Prochilodus nigricans (boquichico).

NOMBRE DEL PESCADO Boquichico (Prochilodus nigricans)
FECHA DE PESCA 9/03/2021
FECHA DE SACRIFICIO 9/03/2021
ANALISIS SENSORIAL DE FRESCURA DE PESCADO
ITEMS CUMPLE (NO CUMPLE EVIDENCIA
PIEL (Color brillante y firme;
sl
Mucus transparente)
0JOS (Convexos, S|
Transparentes, y Brillantes)
BRANQUIAS (Rojas, bien S|
formadas y Brillantes)
APARIENCIA MUSCULAR
(Firme, Elastica, color |
uniforme)
OLOR MUSCULAR (Fresco a S|
rio)
VISCERAS (Firmes, bien o
definido, sin olor fétido)
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Figura 8: Analisis sensorial (frescura) de Megaleporinus trifasciatus (lisa).

NOMBRE DEL PESCADO Lisa (Megaleporinus trifasciatus)
FECHA DE PESCA 16/03/2021
FECHA DE SACRIFICIO 16/03/2021

ANALISIS SENSORIAL DE FRESCURA DE PESCADO

ITEMS CUMPLE [NO CUMPLE EVIDENCIA
PIEL (Color brillante y firme;
]
Mucus transparente)
0JOS (Convexos, g
Transparentes, y Brillantes)
BRANQUIAS (Rojas, hien g
formadas y Brillantes)
APARIENCIA MUSCULAR
(Firme, Elastica, color S|
uniforme)
OLOR MUSCULAR (Fresco a g|
rio)
VISCERAS (Firmes, bien "
definido, sin olor fétido)
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» Analisis proximal

Los resultados del andlisis proximal de las escamas de pescados
muestran valores bajos de humedad siendo la escama de lisa el que tiene
menos valor con un 13.29 £+ 0.60% y boquichico con un 14.36 + 0.32%.
También se observa que la escama de lisa tiene mayor contenido de proteina
y de ceniza, con valores de 36.59 + 1.3% y 38.48 £+ 3.0% respectivamente.
Con respeto al valor de los lipidos, la escama de lisa fue la que presento mayor
porcentaje, con valor de 1.26 £ 0.13% (Tabla 3 y Figura 6).

Tabla 3: Analisis proximal de las escamas de boquichico y lisa

Composicion centesimal de la materia prima

Materia prima Parametros
Humedad (%) Proteina (%) Lipido (%) Ceniza (%)
EB 14.36 £ 0.322 35.81+4.50° 0.27+0.012° 30.29+0.31°
EL 13.29 +0.60° 36.59 +1.35% 1.26 +0.13% 38.48 + 3.032

Promedio + desvio estadistico (n=3); EL: escama de lisa; EB: escama de boquichico. Nota:
Obsérvese que la presencia de varias letras en la misma linea indica una diferencia
estadisticamente significativa (p <0,05) entre las medias que se determinaron mediante la

prueba de Tukey.
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Figura 9: Porcentajes del andlisis de la composicion centesimal de escamas de peces de rio.
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»  Andlisis microbioldgico

Los resultados se muestran en la Tabla 4, segun la NTS N° 071 (77),
nuestra materia prima se encuentran dentro de los rangos permitidos, siendo

Optima para realizar el proceso de extraccion.

Tabla 4: Analisis microbioldgico de las escamas de boquichico y lisa

Indicadores =5 Escamas —
Meséfilos aerobios UFC/gr 1,2X10"3 2,2X10"3
Escherichia coli UFC/gr 0 0
Staphylococcus aureus UFC/gr <10 <10
Salmonella sp en 25 gramos Ausencia Ausencia

Promedio * desvio estadistico (n=3); EL: escama de lisa; EB: escama de boquichico.
4.2 Extraccion de colageno
4.2.1 Rendimiento de extraccion

La tabla 5 y la figura 2, muestran el porcentaje de rendimiento de
extraccion de colageno de escamas de boquichico y lisa. Donde el mayor
rendimiento lo reporta la especie boquichico con valores de 11.97+0.09% y

10.38+0.08% para 15°C y 20°C respectivamente.

Tabla 5: rendimiento de extraccién de colageno de boquichico y lisa

Especie
Temperatura (°C) Boquichico Lisa
15 11.97 +0.09PA 4.33+0.01*%
20 10.38 + 0.08"8 4,58 +0.0128

Promedio + desvio estadistico (n=3). Nota: Obsérvese que la presencia de varias letras
en la misma linea indica una diferencia estadisticamente significativa (p <0,05) entre las

medias que se determinaron mediante la prueba de Tukey.
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Figura 10: Porcentajes de rendimiento de colageno extraido a partir de escamas de
peces de rio.

4.2.2 Optimizacion de colageno

La optimizacion del proceso de extraccion, fue determinada con
respecto a la concentracion de proteina por el método Kjeldahl, donde el
tratamiento con mayor porcentaje de proteina (26.68+1.08%), fue el de lisa a
15°C, extraido con acido acético y pepsina. También se observa que a 20°C
con la misma especie arroja un porcentaje de proteina de 22.11+1.3% (Tabla
6).

Tabla 6: Optimizacion de la extraccion de colageno de escamas de boquichico

y lisa.
Especie
Temperatura (°C) Boquichico Lisa
15 18.49 £ 0.61 P~ 26.68 £1.08 A
20 11.85+0.41 "8 22.11+1.36 %

Promedio + desviacion estandar (n=3). Nota: Obsérvese que la presencia de varias letras en
la misma linea indica una diferencia estadisticamente significativa (p <0,05) entre las medias

gue se determinaron mediante la prueba de Tukey.
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4.2.3 Caracterizacion estructural de colageno de escamas de peces

de agua dulce, mediante el FT-IR.

El colageno obtenido del experimento (Ex 3) se caracterizé usando
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier FTIR, donde los
resultados fueron comparados con una muestra padrén de colageno bovino
tipo I. EI FTIR confirmo la presencia de los grupos funcionales caracteristicos
de colageno, donde los espectros FTIR de coldgeno obtenido de las escamas
de boquichico y lisa, presentaron bandas de absorcion en 3415, y 2918 cm-1
correspondiente a una vibracién de estiramiento del carbonilo (C=0) a lo largo
del esqueleto del polipéptido; 1635 para una amida terciaria; 1546 y 1238 cm-
1 que son caracteristicas de una vibracion de estiramiento C-N, con flexion
NH, es decir de una amida secundaria. La intensidad del estiramiento de este
grupo carbonilo, se debe al contenido de hidroxiprolina, siendo este un
marcador sensible de la estructura secundaria del grupo peptidico. La bandas
de absorcion presentado en nuestros resultados, corresponden al enlace
peptidico o enlace amida caracteristico de una proteina, responsables de la
estructura triple hélice, y coinciden con los datos de la muestra padrén,
confirmando que el colageno obtenido de escamas de peces de agua dulce

es colageno tipo | (Tabla 7).

Tabla 7: analisis FTIR de colageno de escama de peces de agua dulce y

colageno padron.

Banda Datos experimento (Cm-1) Datos padron (Cm-1)
Amida A
(Vibraciones de estiramiento N-H 3415 3298
con bandas de hidrégeno)
Amida B
(Vibracién de estiramiento N-H)
Amida |
(Vibracion, estiramiento de 1635 1636
carbonilo C=0)
Amida ||
(Vibracion en carbonilos C=0, 1546 1541
enlaces N-H)
Amida [lI
(Vibracién de estiramiento C-H)

2918 2922

1238 1233
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La figura 12 y 13 muestran el espectro infrarrojo por Transformada de Fourier
del colageno liofilizado de escamas de peces de agua dulce y de colageno
padroén.

100
90 —
Amida Il
=X
= 80 —
Amida | § Amidall
70 - Colageno padréo
60 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm™’

Figura 12: analisis FT-IR de colageno padron.
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Figura 13: analisis FT-IR de colageno extraido de escamas de peces de
agua dulce.
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CAPITULO V: DISCUSION

La industria pesquera es uno de los sectores alimentarios que
suministra una gran cantidad de alimentos a nuestra region. El pescado sigue
siendo uno de los alimentos mas comercializados en todo el mundo vy, al
mismo tiempo, la produccion pesquera se ha expandido rapidamente a escala
mundial (82).

Las escamas de pescado son desechos de procesamiento a granel,
representan alrededor del 4% del peso total del pescado. En los ultimos afos,
las sustancias fisiologicamente activas derivadas de productos acuaticos han
recibido una atencion considerable, ya que estos compuestos normalmente
no tienen riesgo de transmision de enfermedades. Ademas, muestra una alta
disponibilidad, mayor rendimiento y ofrece valor agregado a la industria de
procesamiento de pescado (83). Del andlisis proximal de escamas de
pescado, se obtuvo valores bajos de humedad siendo la escama de lisa el que
tiene menos valor (13.29 + 0.60%), seguida de boquichico (14.36+0.32%).
Con respecto al contenido de proteinas la escama de lisa tiene el mayor valor
(36.59+1.35%) y boquichico (35.81+4.50%). Igualmente, para cenizas se
reportd que la escama lisa 38.48+3.03% y boquichico 30.29+0.31%. El estudio
de Quintero y Zapata (84), sobre extraccion de colageno de escama de
tilapia, realizo el analisis fisicoquimico de la escama, donde reporta valores de
humedad (15.18+0.27%) y ceniza (32.08+£0.23%) similares al trabajo, para
proteinas (67.96+0.19%) sus resultados son superiores a nuestro trabajo
(36.59 + 1.35), explicado en parte por las diferencias de métodos de
cuantificacion de proteinas utilizados en ambos trabajos, cuantificacion de

hidroxiprolina por espectrofotometria y Kjeldahl.

El colageno, principal proteina estructural en los vertebrados y una
glicoproteina de la matriz extracelular (MEC) bien caracterizada. Hasta la
fecha, se identificaron diferentes tipos de colageno de varios tejidos animales
y cada tipo tiene una secuencia de aminoacidos y una estructura molecular
distinta. Entre estos, el colageno tipo | es el hidrocoloide macromolecular de
importancia comercial mas estudiado y utilizado ampliamente en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética, debido a su excelente

biocompatibilidad y débil antigenicidad (85).
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La técnica experimental empleada dio buenos resultados en la
extraccion de colageno a partir de escamas de pescado. Esta metodologia
experimental es una metodologia practica porque, ademas de proporcionar a
estos residuos cierto grado de relevancia, contribuye a minimizar la
contaminacién ambiental y nos libera de los 6xidos de trimetilamina (83)
producidos por la descomposicién bacteriana de dichos desechos (escamas).
Se logré obtener parametros de extraccion, siendo el mejor tratamiento con
acido acético més pepsina a 15°C en la especie Lisa, que reporto mayor
porcentaje de proteinas (26.68+1.08%). Dicha metodologia utilizada es
factible para extraer coldgeno de escamas de pescado de agua dulce. La
mayoria de autores revisados en los antecedentes utilizan temperaturas de
extraccion de 4°C, otros incluso recomiendan temperaturas por debajo de
15°C, sin embargo, los experimentos demostraron que la mejor temperatura
de extraccion es entre 15° y 20°C, al contrario, Aukkanit et al. (86) en su
extraccion de colageno de la piel del pescado ronco plateado (Haemulon
parra) a temperaturas de 4, 10, 20 y 28 °C, la extraccion a 10 -C dio el mayor
rendimiento de colageno, sin embargo la extraccion a 20 y 28 -C resultd en la
formacion de fragmentos peptidicos de bajo peso molecular, reduciendo el
rendimiento del colageno tipo I. Estos cambios del rendimiento de extraccion,
estan muy diferenciados, de acuerdo al origen del pescado (aguas frias y
templadas), en su estudio Takahashi y Yokoyama (87), menciona el hecho
gue las especies tropicales poseen mayor temperatura de desnaturalizacion

del colageno que de aguas frias o temperadas (87).

De la caracterizacién del colageno mediante el FT-IR, se consigue
obtener colageno de tipo |, donde las bandas de absorcién corresponden al
enlace peptidico o enlace amida caracteristico de una proteina, dato
confirmado con la muestra padréon (colageno bovino tipo 1), los datos
obtenidos de absorcion son 3415, y 2918 cm-1 lo que corresponde a vibracion
de estiramiento del carbonilo (C=0), 1635 para amida terciaria; 1546 y 1238
cm-1 que son caracteristicas de vibracion de estiramiento C-N, con flexion NH,
de una amida secundaria. Estudios reciente con resultados similares al
nuestro de Chien-Hui et al. (88), al realizar el analisis de FTIR de colageno

obtenido de escama de tilapia, sus resultado muestra que FSC y CCr tienen
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tres picos de absorcibn comunes de coldgeno tipo I, que son 1668 cm - 1
(Amides I, C doble enlace O), 1550 cm - 1 (Amides Il, NH) y 1245 cm - 1
(Amides 1ll, -CN), y también tienen picos de absorcion similares de
hidroxiapatita. Otro estudio de Sijin Chen et al. (89), quien estudio las
caracteristicas composicional y estructural de colageno tipo | obtenido de las
escamas de corvina roja (Sciaenops ocellatus), donde se muestran espectros
FTIR del PSC tipo I. Los recuadros muestran la banda de amida | en el rango
de 1600 a 1700 cm - 1, con componentes de banda ajustados y el porcentaje
de estructura secundaria. Estos resultados tienen un patron espectral similar
al colageno aislado de escamas de Sciaenops ocellatus estudiado por Chen
et al. (90) y el coladgeno de otras especies marinas reportado por Nagai et al.
(91) , como la amida B, amida Il, amida lll, y las bandas relacionadas con los
tripéptidos de colageno (Gly-Pro-Hyp). Entre estos, la relaciéon de absorcion
de IR fue de ~1,0 entre 1240 (amida Ill) y 1454 cm- bandas, y asi confirmé
gue el PSC tipo I mantuvo la triple hélice integrada de colageno y un alto grado
de estructura intermolecular. También tenemos el estudio de Chun-Yung et
al.(92), quien también caracterizo colageno obtenido de escama de tilapia, el
estudio revel6 que los espectros FTIR de colageno poseian cinco bandas de
adsorcion principales en la region de la banda de amida, incluidas 1644—-1653
cm - 1 (amida 1), 1541-1548 cm - 1 (amida Il), 1237-1239 cm - 1 (amida
1), 3304-3315 cm — 1 (amida A) y 2922-2940 cm - 1 (amida B), similares a
nuestro resultado. Por otro lado Pati et al. (93), quien extrajo colageno de
escama de Labeo rohita (Rohu) y Catla catla (Catla), reporto picos de los
espectros FTIR, que muestran una banda amida |, con frecuencias
caracteristicas en el rango de 1600 a 1700 cm - 1, se asocid principalmente
con vibraciones de estiramiento de los grupos carbonilo (doble en enlace
C=0) a lo largo del, que es una banda sensible marcador de la estructura
secundaria del péptido. Sankar et al. (94), caracterizo colageno de escamas
de pescado Lates calcarifer, el espectro IR del colageno o ha mostrado picos
de amida en 1676 y 1255 cm-1, que representan amida-l y -l
respectivamente, y picos en 1038 y 1176 cm-1 representan la flexion P-H y el
estiramiento del fosfato, respectivamente, lo que indica la presencia de sales
de calcio. El pico prominente en 2927 cm-1 y el hombro en 2861 cm-1

representan las vibraciones de estiramiento CH2-CH3, que son caracteristicas
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del colageno. También tenemos el estudio de Jaimes et al. (95), quien extrajo
colageno de escama de pomadasys incisus (roncador), mostrando el analisis
de FTIR, bandas de absorcion en 3273,8 cm-1 y 1631,2 cm-1 que significa
vibracion de estiramiento del carbonilo C=0, 1240,2 cm-1y 1114,6 cm-1 para
una amida terciaria, estas bandas de absorcién corresponden al enlace
peptidico o enlace amida caracteristico de una proteina. Asimismo tenemos
el estudio de Silvera (96), extrajo colageno de piel de tilapia, el estudio revelo
los espectros FTIR de colageno, en el nimero de onda a 3284.66 cm-1, lo que
indica la caracteristicas de la estructura triple hélice de colageno..
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

>

Se logro determinar los parametros para el proceso de extraccion del
colageno a partir de escamas de lisa y boquichico, obteniéndose que
el experimento (Ex3) tiene un mayor porcentaje de proteinas (26.68%)
con respecto a los deméas tratamientos.

Se determind el rendimiento de extraccion, encontrandose el mayor
rendimiento en la especie boquichico a 15°C y 20°C.

El andlisis de FTIR del colageno extraido de las escamas de peces de
rio, menciona que el colageno obtenido es colageno tipo I, con bandas
de absorcion que corresponden al enlace peptidico o enlace amida
caracteristico de una proteina. Los datos de las bandas detectadas en
nuestra muestra de colageno coinciden con los datos de la muestra
patrén, entonces se presume que, dentro de la composicion de
aminoacidos, nuestro colageno tiene aminoacidos como la prolina,
hidroxiprolina, y glicina, aminoacidos caracteristicos del colageno tipo
l.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

>

Los Egresados de La Facultad de Industrias Alimentarias realicen
futuras investigaciones con respecto a la extraccién de colageno de
escamas de peces de rio, donde se incluyan otras especies, otras
temperaturas, otros tipos de acidos a diferentes concentraciones.

Realizar la caracterizaciéon nutricional del colageno, donde se indique,
el porcentaje de proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, y

minerales.

Analizar el perfii de aminoacidos del coldgeno obtenido, para
determinar la composicion exacta de aminoacidos de los péptidos

presentes en el colageno.

Es importante realizar estudios en humanos, con respecto a la
efectividad de este en su salud, para futuras aplicaciones en el campo

de la industria alimentaria y farmacéutica,

Realizar una evaluacibn econ6mica con el fin de evaluar su

produccion a escala industrial.
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ANEXOS

HUMEDAD DE ESCAMAS CENIZAS DE ESFZAMAS
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Lavado y Secado a T° Ambiente de Escamas

DESMINERALIZACION CON EDTA (La solucién se torna color negro)
- 7 y - i

|

DESPROTEINIZACION con NaOH (solucién mucho mas clara con los cambios y escamas
comienzan a tornarse ligeramente amarillas)
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DESENGRASADO con Alcohol Butilico CLARIFICACION con Perdxido de Hidrégeno
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