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RESUMEN

En el Laboratorio de Nutricion Animal y Bromatologia de la Facultad de Ciencias
Pecuarias, de la ESPOCH, se extrajo colageno de escamas de pescado con
diferentes niveles de rennina (5, 10 y15%), utilizdandose 15 unidades
experimentales divididas en 3 tratamientos con 5 repeticiones, que se
distribuyeron bajo un DCA; los resultados se analizaron mediante ADEVA, vy la
prueba de Tukey. Encontrandose que los niveles de rennina no influyeron en la
composicién bromatoldgica, pero la conductividad fue mayor al utilizar 15 %
rennina. En la valoracién organoléptica del colageno no se observaron diferencias
estadisticas aunque numéricamente con el 5 % se obtuvo una mejor aceptacion
(12.50/15 puntos). Con el empleo del 15 % el costo de produccion fue menor
(0.09 USD/g) a su vez que presentd la mayor rentabilidad econémica (B/C de
1.43), por lo que se recomienda utilizar este nivel de rennina para la extraccion del

colageno de las escamas de pescado.

Palabras claves:

Extraccion, rennina, escamas de pescado, colageno.



ABSTRACT

At ESPOCH, Animal Science Faculty, Animal Nutrition and Bromatology
Laboratory, collagen from fish scale using different levels of Renin (5, 10 and 15%)
was extracted using 15 experimental units divided into three treatments with 5
repetitions that were distributed under a completely randomized design; the results
were analyzed through ADEVA and Tukey test. It was evidenced that the levels of
Renin did not influence in the Bromatological composition, but conductivity was
higher when using Renin at 15%. The collagen organoleptic valuation did not
reflect any statistical difference although numerically with renin at 5% it was
possible to obtain a better acceptance (12.50/15 points). With a use of 15% the
production cost was less (0.09 dollars/gram). At the same time a better economic
profitability was achieved (Cost/benefit 1.43), thus it is recommended to use this

level of renin to extract collagen from fish scale.

Key Words:

Extraction, renin, fish scales, collagen.
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l. INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones unidas para la Alimentacion y la Agricultura FAO
(2014), menciona que los recursos pesqueros se han convertido en uno de los
eslabones mas importantes en la economia de varios paises alrededor del
mundo. Se estima que la produccién mundial de recursos pesqueros es de
157969 millones de toneladas, de las cuales 86.2% son para consumo humano,
considerandose el restante 13.8%, 21700 millones de toneladas correspondiente

a desechos no alimentarios, como esqueletos, visceras y escamas.

La industria pesquera produce grandes volimenes de desperdicios, que pueden
ser utilizados como materia prima, para varios procesos industriales como la
obtencién de hidrolizados de gelatina, obtenida a partir de las pieles del pez gato,
como fuente potencial de alimentos funcionales para la promocion de la salud, asi
como también elaboracion de harinas de residuos de pescado que han sido
ampliamente utilizadas en alimentacion animal, debido a su elevado contenido
proteico y a su completa composicion de aminoacidos esenciales. Actualmente la
escama esté siendo usada como alimentacion en codornices con el fin de mejorar
la calidad de sus huevos, (Hurtado, N. y Libardo, V. 2013).

Las escamas representan aproximadamente el 5 % del peso vivo del pescado, las
cuales son ricas en proteinas como el colageno, siendo este principal componente
de las escamas, que puede ir del 41 al 84%. El contenido proteico depende de la
especie de pez; asi como la zona en la que hayan sido capturados o de la region
de cultivo y los alimentos que los organismos hayan consumido durante su vida,
(Wang, L. et al. 2008).

Existen pocos estudios en donde la proteina de las escamas de pescado ha sido
utilizada con fines alimenticios, farmacéuticos o en cosmetologia, debido a la
pobre innovacion de metodologias de extraccion del mismo, siendo la utilizacion
de enzimas las opciones de mejora en estas técnicas de obtencibn como la
pepsina y las proteasas utilizadas en investigaciones relacionadas con el tema,
dando paso al uso de otras enzimas como la rennina o llamada también

quimosina con el fin de ampliar nuevas inventivas y su mejoramiento.



Por lo mencionado anteriormente se plante6 la elaboracion del presente trabajo
de titulacién, en busca del potencial uso de las escamas en extraccion de
colageno, las mismas que en la actualidad son consideradas como desecho.
Procedimiento que llevard a cabo utilizando una enzima altamente comercial y
econdmicamente accesible, logrando de esta forma favorecer en la disminucion a
la contaminacion ambiental evitando que este subproducto que se desecha
indiscriminadamente genere la menor cantidad de impactos negativos al medio
ambiente, y a su vez obtener un beneficio dandole un uso potencial a esta materia

prima aun sin explotar.

Por lo que se plantearon los siguientes objetivos:

Extraer colageno de las escamas de pescado utilizando diferentes niveles de

rennina.

e Evaluar el efecto de diferentes niveles de rennina 5, 10, 15% en la extraccion

de colageno de las escamas de pescado.

e Evaluar la composicion fisicoquimica y organoléptica del colageno obtenido de

las escamas de pescado.

e Determinar el rendimiento escama-colageno, costo de produccion y su

rentabilidad.



Il REVISION DE LITERATURA

A. SITUACION PESQUERA EN EL PAIS

1. Caracteristicas del sector ecuatoriano

La captura de especies de géneros Thunnus (albacoras) y Katsuwomus (bonito
barrilete), junto a Coryphaena hippurus (dorado), y miembros de la familia
Istiophoridae (picudos) constituyen principalmente las especies que sustentan las
exportaciones de fresco congelado y conservas, asi como también sostienen en
gran medida el mercado interno. Por otro lado es de considerarse que dentro de
las operaciones pesqueras, un numero importante de tiburones es capturado
mediante el uso de técnicas artesanales e industriales (redes y palangres), que no

seleccionan el recurso a extraer, (Pro Ecuador, 2013).

Se estima que la pesca comercial de peces pequefios se inicio en la década de
los 60’s, posterior al colapso de la pesqueria de anchoveta (década 70°s) en
aguas peruanas, gran parte de embarcaciones con casco de acero y de mayor
autonomia fueron adquiridas por empresas ecuatorianas, lo que provoco un
significativo incremento de la capacidad de pesca de esta flota. Paralelamente se
desarrollé la ampliacion y mejoras en la infraestructura de las fabricas harineras y

conserveras ya existentes, (Pro Ecuador, 2013).

2. Ubicacién geoqgrafica del sector pesquero en el pais

El sector pesca tienen un amplio rango de operatividad, ya que se puede pescar
en toda extension costera del pais y también en la zona insular, Islas Galapagos.
Por eso en estas regiones se han desarrollado ciudades dedicadas a la pesca,

como es el caso de Manta, (Pro Ecuador, 2013).

3. Produccién nacional (en kilos o toneladas, superficie y rendimiento por

hectarea cultivada)

A continuacion (Cuadro 1) se describe de una manera mas detallada acerca de la



produccion pesquera nacional para los afios que van de 1980 al 2011, segun el
Instituto de Promocion y Exportaciones e Inversiones, datos que fueron

reportados en el afio 2013.

Cuadro 1. PRODUCCION DE PESQUERA EN EL ECUADOR

DATOS DE PRODUCCION DE PESCA EN EL ECUADOR

Miles de Toneladas

Afos 1980 1990 2000 2009 2010 2011
Produccion 639.50 | 366.60 | 657.80 717.00 | 671.10 | 817.40
Navegacion fluvial 0.50 1.90 9.70 39.60 48.80 49.30
Marino 639.00 364.70 648.10 677.40 622.30 768.10
Acuacultura 9.60 77.70 61.30 218.40 271.90 308.90
Navegacién fluvial 0.40 1.30 9.30 39.30 48.60 48.90
Marino 9.20 76.40 52.00 179.10 | 223.30 | 260.00
Capturado 630.00 | 288.90 | 596.50 498.60 | 399.20 | 508.50
Navegacion fluvial 0.20 0.60 0.40 0.30 0.20 0.40
Marino 629.80 288.30 596.10 498.30 399.00 508.10
TOTAL 3269.60

Fuente: Pro Ecuador (2013).

La actividad pesquera esta orientada a la extraccion de:

e Recursos transzonales y altamente migratorios (atunes principalmente)

e A las poblaciones de peces pelagicos pequefios (enlatados y harina de
pescado)

e Especies demersales o pesca blanca (productos fresco y/o congelado entero o

en filetes)

Algunas de las pesquerias tienen una mayor relevancia en términos de su
valoracion comercial, como por ejemplo la del camar6n y la del atin (tanto
industrial como artesanal), por la linea de productos que presentan para los

mercados nacional e internacional, (Pro Ecuador, 2013).

4. Contaminacion ambiental en el sector pesquero

En el Ecuador consumen grandes cantidades de diferentes especies de pescado,



generando a su vez enormes volimenes de desechos, que van del 50 al 70% del
peso inicial del pescado; produciendo malos olores y contaminacion; de estos,
mas del 30% lo constituyen la piel, escamas y hueso. Aproximadamente, el 5%
corresponde a las escamas de pescado, las cuales son ricas en proteinas, como
por ejemplo, el colageno. Debido a lo anterior, la utilizacion optimizada de estos
desechos, es una opcion prometedora, especialmente en la obtencion de

productos de valor agregado como la proteina, (Pati, F. 2010).

La industria dedicada al procesamiento de productos pesqueros genera una gran
cantidad de residuos, tales como pieles, espinas, escamas, visceras, cabezas y
restos de musculo; residuos que dependiendo de la especie y el tipo de
procesamiento pueden ser entre 30 y 50% del peso inicial. Sin embargo estos
desechos son una gran fuente de minerales, proteinas, grasa, pigmentos,
vitaminas, etc., por lo que una parte de los mismos se utiliza para la alimentacién
animal (peces, cerdos) y para la elaboracion de fertilizantes; la parte no
aprovechada constituye una importante fuente de contaminacion ambiental.
Ultimamente se han desarrollado diversas estrategias para utilizar los residuos de
pescados y mariscos, obteniendo productos de alto valor comercial tales como
coldgeno y gelatina procedentes de pieles, espinas y escamas; productos
reestructurados a partir de cortes de muasculo; lipidos y proteinas principalmente a
partir de visceras; hidrolizados y péptidos bioactivos, (Gémez, J. y Benitez, M.
2011).

Las espinas, pieles y escamas contienen grandes cantidades de colageno, que es
de gran interés para la industria, ya que esta proteina y sus hidrolizados tienen
caracteristicas deseables para diversas aplicaciones, tanto en el campo de la
alimentacion, como en el campo de la medicina y cosmética, (Gomez, J. y
Benitez, M. 2011).

B. ESCAMAS DE PESCADO

1. Definiciéon

Miranda, R. (2002), define a las escamas como "laminas duras, mas o menos



flexibles, que trazan un gran ndmero de lineas concéntricas y de estrias
radicadas, superpuestas como las tejas de un tejado" formadoras del

exoesqueleto de los peces.

Las escamas son huesos tegumentarios laminares de origen dérmico incluidos en
una bolsa epidérmica de tejido conjuntivo fibrilar, derivadas del exoesqueleto de
los primitivos Ostracodermos y los Peces Placodermos. Tanta la cara interna
como la externa estan cubiertas por una lamina de osteoblastos, activos en los
margenes de la escama que provocan su crecimiento continuo, (Miranda, R.
2002).

2. Composicién guimica

Segun los diferentes autores definen a la escama de pescado, como un

subproducto altamente proteico como citaremos a continuacion a varios de ellos

La escama de pescado contiene sustancias inorganicas como el fosfato de calcio
(hidroxiapatita) y el carbonato de calcio de potencial uso en la alimentacion
animal. La escama en estado crudo y procesado de cachama Yy tilapia contiene
40% de calcio y 10% de fésforo, (Gomez, J. y Benitez, M. 2011).

Por otra parte Quintero, J y Zapata, J (2016), al realizar un analisis para
determinar la composicion quimica de las escamas de tilapia roja obtuvieron

resultados que se aprecian en el Cuadro 2.

Cuadro 2. COMPOSICION BROMATOLOGICA DE ESCAMAS DE TILAPIA ROJA

COMPOSICION ESCAMAS
% Humedad 15.18
% Materia Seca 84.82
% Cenizas 32.08
% Proteina 67.96

Fuente: Gbmez, J. y Benitez, M (2011).



3. Tipos de escamas

a. Placoides

También llamadas denticulos dérmicos, las escamas placoides se encuentran en
los peces cartilaginosos: tiburones y rayas, a excepcién de las quimeras.
Estructuralmente, son homologas a los dientes de los vertebrados ("denticulo” se
traduce como "diente pequefio”), que tienen una pulpa dentaria central con vasos
sanguineos, rodeada por una capa cénica de dentina, que se encuentra en la
parte superior de una placa basal rectangular que descansa en la dermis. La capa
mas externa estd compuesta por Vitrodernia por la fusion de la capa media con la
sangre, una sustancia inorganica en gran medida similar al del esmalte dental.
Las escamas placoides no pueden crecer en tamafio, sino que se van afadiendo

a medida que aumenta el tamafio del pez, (Quintero, J y Zapata, J. 2016).

Los tiburones estan totalmente cubiertos por escamas placoides. Estas escamas
crean vortices pequefnos que reducen la resistencia para hacerles nadar de forma
mas eficiente y tranquila en comparacion con los peces 6seos. La cantidad de
cubricién de las escamas es mucho menor en rayas y quimeras. La textura
rugosa, como papel de lija de la piel de los tiburones y rayas, junto con su dureza,
la ha llevado a ser valorada como cuero. Se la suele llamar zapa y una de sus
muchas aplicaciones, por su resistencia a resbalar, se encontraba en la

fabricacion histérica de empufiaduras de espadas, (Sharpe, P. 2001).

b. Cosmoides

Sharpe, P. (2001) Indica que estas escamas cosmoides en los sarcopterigios:
celacantos y peces pulmonados, probablemente se derivaron de la fusion de
escamas placoides. Estan compuestas de una capa de denso hueso laminar
llamado isopedina, sobre la que se dispone una capa de hueso esponjoso con
vasos sanguineos. Las capas de hueso estan cubiertas por una sustancia similar
a la dentina llamada cosmina y un recubrimiento superficial exterior de

vitrodentina.



El celacanto tiene cuatro capas de escamas cosmoides. Las escamas del
celacanto actual estan modificadas por la pérdida de la capa de cosmina,
mientras que las escamas de peces pulmonados actuales estan modificadas por
la pérdida de la capa de dentina. Las escamas cosmoides aumentan de tamafio

segun va creciendo la capa de hueso laminar, (Sharpe, P. 2001).

C. Ganoides

Las escamas ganoides se encuentran en los esturiones, peces espatula, pejes
lagartos, amias calva y bichires. Se derivan de las escamas cosmoides, con una
capa de dentina en lugar de cosmina y una capa de sal inorganica del hueso
llamada ganoina, en lugar de vitrodentina. La mayoria tienen forma de diamante y

estan unidas por articulaciones tipo clavija 'y zocalo, (Mathews, C. et al. 2002).

En las agujas de mar, las escamas ganoides romboidales estan muy pegadas al
cuerpo y se unen con fibras para formar una armadura tipo cota de malla, fuerte
pero poco flexible. En los esturiones, las escamas se amplian en placas de
armadura en los laterales y atras, mientras que en la amia, las escamas se
reducen considerablemente en espesor para parecerse a escamas cicloides,
(Mathews, C. et al. 2002).

d. Cicloides y ctenoides

Las escamas cicloides y ctenoides se encuentran en los teledsteos, derivado de

los peces con espinas 0seas en sus aletas

Las escamas cicloides tienen bordes lisos, mientras que las escamas ctenoides
tienen dientes diminutos llamados ctenii en el borde posterior, lo que les da una
textura aspera, en forma de peine. Estas escamas casi no contienen hueso,
estando compuestas de una capa superficial que contiene hidroxiapatita y
carbonato de calcio y una capa mas profunda, compuesta en su mayoria de
colageno. El esmalte de los otros tipos de escama se reduce a crestas
superficiales y ctenii. La mayoria de los actinopterigios tienen escamas ctenoides.

En los peces planos, algunas especies tienen escamas ctenoides en el lado de



los ojos y escamas cicloides en el lado ciego, mientras que otras especies tienen
escamas ctenoides en los machos y escamas cicloides en las hembras, (Pérez, Z.
y Garcia, M. 2009).

A su vez, las escamas ctenoides pueden subdividirse en tres tipos:

e Escamas crenadas, donde el margen de la escama tiene muescas Yy

proyecciones.

e Escamas espinoides, donde la escama tiene espinas que se contindan con la

misma escama.

e Escamas ctenoides "verdaderas", donde las espinas en la escama son

estructuras diferentes.

Las escamas cicloides y ctenoides se superponen, haciéndolas mas flexibles que
las escamas cosmoides y ganoides. Crecen en tamafo a través de adiciones al
margen creando bandas de crecimiento estacional desigual llamados annuli.
Estas bandas se pueden utilizar para calcular la edad de los peces, al modo como
de manera similar se hace con los troncos de los arboles. Asi, varias bandas muy

espaciadas, indicaran un crecimiento rapido, (Pérez, Z. y Garcia, M. 2009).

4. Usos de las escamas de pescado en la industria

En la actualidad las escamas de pescado no son explotadas en nivel industrial,
destinandose sus usos a otros tipos de fines como en alimentacion animal calro
ejemplo es el caso de productores de avicolas en donde incorporan escamas de
pescado a la alimentacién de sus codornices quienes al buscar una mejora en los
huevos que las mismas producen, adicionan este subproducto en polvo en busca

de un mejoramiento de las cascaras de sus huevos,

Por otra parte las escamas son tan poco explotadas que en la actualidad en
nuestro pais se las usa como bisuteria, creando desde cadenas hasta pulseras y

aretes que son altamente comercializados en la zona costera del pais, no dandole
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un uso realmente relevante a este subproducto aun sin explotar, (Pérez, Z. y
Garcia, M. 2009).

C. PROTEINAS

1. Definiciones

Todas las proteinas son polimeros, y los a-aminoacidos son los monémeros que
se combinan para formarlas. Es de nuestro especial interés la prolina, un
aminodacido ciclico, que posee -caracteristicas similares a los aminoacidos
alifdticos como la alanina y la glicina. La prolina tienen la capacidad de
modificarse quimicamente una vez se ha ensamblado en las proteinas, para

convertirse en 4-hidroxiprolina, (Mathews, C. et al. 2002).

Las moléculas proteicas poseen cuatro niveles de organizacion estructural:
primaria (secuencia), secundaria (plegado local), terciaria (plegado global) y
cuaternaria (asociacion de varias cadenas). En el primer nivel de organizacion, la
secuencia de aminoacidos, viene dada por la secuencia de DNA del gen para
cada proteina. La estructura primaria es fundamental para la forma tridimensional
que tendr& la proteina. Cualquier modificacién en la secuencia de aminoacidos
podria ocasionar un cambio en la estructura tridimensional y afectara la funcién
biolégica de la proteina. Pueden formarse puentes de hidrogeno entre el
hidrégeno del amino de un aminoécido y el oxigeno del carboxilo de otro. A causa
de estas uniones la cadena polipeptidica se pliega, adoptando dos posibles
configuraciones espaciales que constituyen lo que se conoce como estructura
secundaria de una proteina. Estas dos configuraciones son las llamadas a-hélice
y B-hoja plegada, (Mathews, C. et al. 2002).

La a-hélice, se caracteriza por formar una estructura geométrica en espiral, muy
uniforme, en la que cada vuelta esta constituida por 3,6 aminoacidos. Esta hélice
se mantiene mediante puentes de hidrogeno entre el hidrégeno del grupo amino
del enlace peptidico de un aminoacido y el oxigeno del grupo carboxilo del cuarto

residuo mas delante de la hélice. Dentro de este grupo se pueden mencionar
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proteinas estructurales como el coldgeno, la queratina, elastina, (Mathews, C. et
al. 2002).

2. Propiedades de las proteinas

Las proteinas son las biomoléculas mas complejas, de todas las moléculas a nivel
celular, ademas son las mas abundantes y se encuentran en todas las células.
Todas las proteinas estan compuestas por hidrogeno, carbono, oxigeno y
nitrogeno. Algunas presenta azufre y dependiendo de su constitucion también
pueden contener fosforo, calcio, hierro, zinc y molibdeno. La mayor parte de las
proteinas son solubles en agua o soluciones salinas y son muy poco solubles en

disolventes organicos, (Pefa, A. 1995).

a. Capacidad amortiguadora

Las proteinas son anféteros es decir pueden comportarse como acido o como base
dependiendo las condiciones del medio y para esto ceden o adoptan protones (H+)
del medio, (Serrano, J. 2011).

b. Solubilidad

Al adoptar una forma plegada y esférica las proteinas se vuelven solubles en el
agua debido a los radicales (-R) libres pertenecientes a los aminoacidos que
conforman a la proteina, estos radicales al ser liberados forman enlaces débiles
con las moléculas de agua, (Serrano, J. 2011).

C. Desnaturalizaciéon

Las proteinas al estar expuestas a diferentes agentes como pH, calor, salinidad;
entre otros se producen un rompimiento en sus estructuras secundarias, terciarias
y cuaternarias permaneciendo solamente la estructura primaria. La estructura
primaria esta representada por la secuencia en linea de los aminoacidos que
forman a la proteina, esta secuencia es responsable de la diferenciacién de cada

proteina, (Serrano, J. 2011).
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d. Especificidad

La especificidad es la propiedad mas caracteristica de las proteina, cada individuo
es capaz de sintetizar sus propias proteinas de tal manera que dentro de una
misma especie se pueden encontrar diferencia a nivel de las proteinas entre los
diferentes individuos; lo que no sucede con los lipidos que son idénticos en todas
las especies. La especificidad de las proteinas es el resultado de las diversas
combinaciones entre los aminoacidos que lo conforman; el ADN perteneciente a
cada individuo es el encargado de definir las diferentes combinaciones, (Serrano,
J. 2011).

3. Estructura

(Mathews, C. et al. 2002) Indica que todas las proteinas son polimeros, y los a-
aminoacidos son los mondémeros que se combinan para formarlas. Es de nuestro
especial interés la prolina, un aminoacido ciclico, que posee caracteristicas
similares a los aminoacidos alifaticos como la alanina y la glicina. La prolina tienen
la capacidad de modificarse quimicamente una vez se ha ensamblado en las

proteinas, para convertirse en 4-hidroxiprolina, como se ilustra en el Gréfico 1.
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Gréfico 1. Formula estructural de la prolina y la hidroxiprolina

Las moléculas proteicas poseen cuatro niveles de organizacion estructural:
primaria (secuencia), secundaria (plegado local), terciaria (plegado global) y
cuaternaria (asociacion de varias cadenas). En el primer nivel de organizacion, la

secuencia de aminoacidos, viene dada por la secuencia de DNA del gen para
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cada proteina. La estructura primaria es fundamental para la forma tridimensional
que tendrd la proteina. Cualquier modificacion en la secuencia de aminoacidos
podria ocasionar un cambio en la estructura tridimensional y afectara la funcién
biologica de la proteina. A medida que la cadena de amino&cidos se va
ensamblando, empiezan a tener lugar interacciones entre los diversos
aminodcidos de la cadena. Pueden formarse puentes de hidrégeno entre el
hidrogeno del amino de un aminoacido y el oxigeno del carboxilo de otro,
(Mathews, C. et al. 2002).

A causa de estas uniones la cadena polipeptidica se pliega, adoptando dos
posibles configuraciones espaciales que constituyen lo que se conoce como
estructura secundaria de una proteina. Estas dos configuraciones son las
llamadas a-hélice y B-hoja plegada. La a-hélice, se caracteriza por formar una
estructura geométrica en espiral, muy uniforme, en la que cada vuelta esta
constituida por 3,6 aminoacidos. Esta hélice se mantiene mediante puentes de
hidrogeno entre el hidrogeno del grupo amino del enlace peptidico de un
aminoacido y el oxigeno del grupo carboxilo del cuarto residuo mas delante de la
hélice. Dentro de este grupo se pueden mencionar proteinas estructurales como

el colageno, la queratina, elastina, (Mathews, C. et al. 2002).

4. Clasificacion de las proteinas

a. Proteinas simples

Teijon, J. y Garrido, A. (2011), Indican que las proteinas que estan compuestas

Unicamente por aminoécidos o sus derivados. Dentro de estas tenemos a:

e Albuminas
e Glutelinas

e Prolaminas
e Histonas

e Protaminas
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b. Proteinas compuestas

Son las proteinas que ademas de estar compuestas por aminoacidos también
incluyen en su estructura componentes organicos o inorganicos denominados
grupos prostéticos. A las proteinas conjugadas se las denomina de acuerdo a los
grupos prostéticos que lo constituye, (Teijén, J. y Garrido, A. 2011).

¢ Nucleoproteinas

e Glucoproteinas

e Fosfoproteinas

e Cromoproteinas

e Lipoproteinas

e Metaloproteinas

e Hemoproteinas

e Flavoproteinas

c. Proteinas fibrosas

Teijon, J. y Garrido, A. (2011), Indican que son cadenas polipeptidicas paralelas
que se enrollan sobre un mismo eje formando una “microfibra”. Las proteinas

fibrosas son los componentes principales del tejido conjuntivo en los seres vivos.

e Colageno
e Elastina

e Queratinas

d. Globulares

Teijon, J. y Garrido, A. (2011), Sefalan que son cadenas polipeptidicas que se

enrollan entre si formando esferas o glébulos compactos dentro de estas
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tenemos:

e Enzimas

¢ Anticuerpos

D. COLAGENO

1. Definiciéon

Muyonga, D. (2008), reporta que el colageno es una de las proteinas mas
abundantes en la matriz extracelular son aquellas que pertenecen a la familia del
colageno, es la proteina mas abundante de origen animal que constituye
aproximadamente el 25 - 30% de todas las proteinas de los organismos animales,
es un componente importante de todos los tejidos conectivos del cuerpo
(musculos, dientes, huesos y piel) pero se concentra especialmente en los tejidos
asociados a la piel y los huesos y también se encuentra en el tejido intersticial de
practicamente todos los 6rganos, donde pueden contribuir a la estabilidad de los

tejidos y 6rganos, y mantener su estructura e integridad.

El colageno consta de tres cadenas de aminoacidos enlazadas o triple hélice, lo
que le confiere una alta resistencia mecanica y capacidad a la retencién de
humedad. La principal funcion del colageno es mantener la estructura de los
tejidos animales y mejorar la fuerza, resistencia y flexibilidad de los tejidos,
(Gelse, K. et al. 2003).

Stryer, L. (2008), por otro lado indica que el coladgeno es un conjunto de proteinas
fiborosas se encuentra formando la matriz de los huesos, dientes, cartilagos,
tendones ufias, piel y vasos sanguineos. La unidad fundamental del colageno es
el tropocolageno formado por tres cadenas de polipéptidos de similar tamafio
cada una de ellas es una hélice levigira y se van entrelazando entre si; el tipo de
cadena forma el tropocolageno determina el tipo de colageno. El colageno esta
formado por glicina 33%, prolina 12%, hidroxiprolina 20% e hidroxisilina 10%,

presente en solo algunas proteinas.
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Por otra parte Shoulders, M. y Raines, R. (2009), indican que el colageno es
probablemente la proteina mas abundante en el organismo de los vertebrados. Su
molécula consiste en tres cadenas polipeptidica helicoidales denominadas
cadenas a, cada una de éstas conformadas por aproximadamente 1000
aminoacidos. Estas cadenas se enrollan formando una triple hélice que se
mantiene mediante puentes de hidrégeno intermoleculares. Hasta el momento se
han identificado 46 diferentes cadenas polipeptidicas en vertebrados, las cuales
componen 28 diferentes tipos de colageno. Cada uno de estos tipos de colageno
lleva a cabo funciones especializadas en diversos tejidos y tienen modos
distintivos de organizacion supramolecular. Los mas abundantes forman la base
estructural de la piel, tendones, huesos y -cartilagos entre otros tejidos,
concentrandose en mayor proporcion los de tipo 1, 1l y I, siendo el colageno de

tipo | el predominante en la mayoria de animales.

2. Colageno como proteina estructural

La molécula de tropocolageno es la unidad basica de la fibra de colageno, es una
hélice triple de tres cadenas polipeptidicas, cada una de ellas con
aproximadamente 1000 residuos. Esta estructura helicoidal triple, es caracteristica
del colageno. Las cadenas individuales son hélices orientadas a la izquierdas, con
aproximadamente 3,3 residuos/vuelta. Tres de estas cadenas se enrollan unas
alrededor de las otras hacia la derecha, con enlaces de hidrogeno que se
extienden entre ellas, (Benitez, M. y Gomez, J. et al. 2008).

El examen del modelo revela que cada tercer residuo, que debe encontrarse
cerca del centro de la hélice triple, solo puede ser glicina. Cualquier cadena lateral
distinta de Gly seria demasiado voluminosa. La formacion de las hélices
individuales del tipo colageno también resulta favorecida por la presencia de
prolina o hidroxiprolina en la molécula de tropocolageno. Un conjunto que se
repite en la secuencia es la forma Gly-X-Y, donde X suele ser prolina e Y, prolina
o hidroxiprolina. Para realizar adecuadamente sus mdultiples funciones, el
colageno presenta un gran numero de variantes genéticas en los organismos

superiores, (Benitez, M. y Gomez, J. et al. 2008).
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El colageno es excepcional en su extensa modificacion de prolina a hidroxiprolina.
La mayoria de los enlaces de hidrogeno entre las cadenas en la hélice triple se
establecen entre protones amidas y oxigenos carbonilo, aunque los grupos —OH
de la hidroxiprolina también parecen participar en la estabilizacion de la
estructura. Las moléculas individuales de tropocoldgeno se empaquetan juntas
formando una fibra de colageno de una manera especifica. Cada molécula tiene
una longitud de aproximadamente 300 nm y se solapa con su vecina en
aproximadamente 64 nm, produciendo el aspecto caracteristico de bandas de las
fibras. Esta estructura proporciona una resistencia notable: las fibras de colageno
de los tendones tienen una resistencia comparable a la del cable de cobre de alta

resistencia, (Benitez, M. y Gémez, J. et al. 2008).

Parte de la dureza del coldgeno se debe al entrecruzamiento de las moléculas de
tropocolageno mediante una reaccion que utiliza las cadenas laterales de la lisina.
Algunas de las cadenas laterales de la lisina se oxidan para dar lugar a derivados
aldehidos, que, a continuacion, pueden reaccionar con un residuo de lisina o bien
unos con otros mediante una condensacion alddlica y deshidratacion para dar
lugar a un entrecruzamiento. Este proceso sigue a lo largo de la vida, y los
entrecruzamientos que se acumulan hacen que el coladgeno sea cada vez menos
elastico y mas quebradizo. El colageno tiene algunas variantes genéticas que
identifican los 26 tipos de colageno designados como tipo I-tipo XXVI. Los
diferentes tipos de colagenos se caracterizan por diferencias en sus propiedades
fisicas, debidas a sus diferencias en la secuencia de aminoéacidos, (Benitez, M. y
Gobmez, J. et al. 2008).

3. Caracteristicas fisico guimicas

Las fibras de colageno son fibras muy flexibles y presentan gran resistencia a la
tension. La ruptura de las fibras de colageno en los tendones de los seres
humanos se presenta al alcanzar una fuerza de cientos de kilogramos por
centimetro cuadrado y a pesar de ello solo llegan a alargarse un pequefio
porcentaje de su longitud original. Al desnaturalizar el colageno mediante un
proceso de ebullicion y posteriormente enfriandose en una solucién acuosa, se

convierte en gelatina, (Mathews, C. y Christopher, K. 2002).
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4. Tipos y familias

Se conocen 19 clases de colageno que estan designadas como tipo | al tipo XIX,
aunque en otros articulos se habla de 26 tipos de colageno genéticamente
distintos, que varian considerablemente en su complejidad y la diversidad de su
estructura (Bae, | et. 2008). Cada uno de estos tipos de colageno se encuentra en
un lugar diferente del cuerpo y con caracteristicas especificas. La familia mas
abundante de colageno con alrededor del 90% del total es el colageno fibrilar, el
cual incluye el colageno tipo I, II, 1ll, V y XI, (Gelse, K. et al. 2003).

El colageno tipo I, es el mas abundante y el mas estudiado, que forma mas del
90% de la masa organica de los huesos, y es el principal en la piel, los tendones,
ligamentos, la cérnea y muchos tejidos conectivos. Su funcion es la de
proporcionar rigidez y traccion en especial en los tendones y en la mayoria de
organos, y en los huesos, este define las propiedades biomecanicas de carga,

rigidez torsional y resistencia a la traccion, (Gelse, K. et al. 2003).

El tipo Il se encuentra especialmente en el cartilago, cuerpo vitreo y nucleo
pulposo; es el componente predominante del cartilago hialino, y ademas define
propiedades biomecanicas como el colageno tipo I. El colageno tipo Il hace parte
importante de las fibras reticulares en los tejidos intersticiales de los pulmones, el
higado, la dermis y el bazo. El tipo V y Xl se consideran una subfamilia del
colageno fibrilar pues se mezclan con los tipos mencionados anteriormente y
forman condiciones especificas, es el caso de la union del colageno tipo V con el
tipo 1y lll, contribuyendo a la matriz organica del hueso. El higado, los pulmones y
la placenta y en la cornea. El colageno tipo Il y el tipo Xl se distribuyen en el
cartilago articular, proveyendo estabilidad de torsién y fuerza de traccion a sus
tejidos, (Gelse, K. et al. 2003).

Otra familia del colageno esta comprendida por los tipos IX, XII, XIV, XIX, XXy
XXI, los cuales se distribuyen especialmente en el cartilago, cérnea y humor
vitreo (IX): ligamentos y tendones (XIl), la dermis, pared del vaso, placenta,
pulmones e higado (XIV); epitelio de la cornea, piel embrionaria, cartilago esternal

y tenddn (XX); pared de los vasos sanguineos (XXI) (Gelse, K. et. 2003). Existen
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otros tipos de coldgeno como el VI, llamado microfibrilar, que se encuentra en la
dermis, cartilago, placenta, los pulmones, la pared del vaso y en el disco
intervertebral. El tipo IV, que se encuentra en las membranas basales. Y el
colageno de anclaje tipo VII, ubicado especialmente en la piel, en la mucosa oral,
en el cuello uterino y en las uniones dermo — epidérmica, (Gelse, K. et al. 2003).

5. Fuentes de obtencién

La principal fuente de extraccion de coladgeno ha sido comunmente de los
residuos del beneficio de especies bovinas y de la piel, huesos y cartilagos de
cerdo, (Wang, L. et al. 2008).

Karim, A. y Brat, R. (2009), Mencionan que estas fuentes tradicionales de
coldgeno presentan dificultades y son inapropiados para muchos grupos
religiosos y étnicos debido a limitaciones socio-culturales. En el caso del judaismo
y el Islam se prohibe el consumo de productos relacionados con el cerdo, y para
los hindues se prohibe el consumo de productos relacionados con las vacas.
Existen otro tipo de limitaciones como son los costos de obtencién de colageno de
bovinos, ya que se ve afectado por el alto valor que tiene el levante de este tipo
de animales. Debido a la probleméatica anterior ha sido de gran importancia
encontrar fuentes alternativas de materia prima para la obtencion de colageno.
Entre las estudiadas se encuentran las que se pueden obtener del medio acuatico
como son la piel, huesos y escamas de pescado. Se han realizado diferentes
estudios para evaluar la funcionalidad del colageno de origen de pescado, se han
analizado las pieles de pescado de agua dulce y agua salada, piel de tiburén y
pieles de diferentes. Estos articulos se han concentrado en analizar el colageno
obtenido y en determinar las condiciones del mismo, también en la mayoria se
han propuesto procesos de obtencion del colageno a partir de las pieles de estas

especies, (Wang, L. et al. 2008).

0. Usos v aplicaciones

Bae, I. (2008) indica que gracias a las caracteristicas quimicas Uunicas, el

colageno se ha utilizado en diversos campos de la industria, con aplicaciones en
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materiales biomédicos, en medicina, la industria farmacéutica, cosmética y en
alimentos. Se han realizado diferentes estudios para demostrar la aplicabilidad del
coldgeno como biomaterial en la ingenieria de tejidos. Se han demostrado
aplicaciones en la ingenieria de tejidos cardiovascular con el desarrollo de un
“scaffold” de colageno, que tiene la funcién de permitir la adhesion celular y la
proliferacion de las células especificas del tejido a tratar También las esponjas de
colageno son usadas comunmente como biomaterial biodegradable, las cuales se
han empleado en implantes de tejido conectivo del hueso, protesis para la
regeneracion del nervio y apdsitos para heridas Se ha aplicado en la ingenieria de

tejido de cartilago y en la ingenieria de tejido 6seo, (Bitar, M. et al. 2007).

En la industria farmacéutica y cosmeética tiene gran importancia la aplicacion de
colageno, gracias a las bondades que esta proteina tiene. Se ha utilizado para la
prevencion y tratamiento de arrugas, en la produccion de parches para heridas y
en el desarrollo de medicamentos con liberacion de los principios activos, se han
desarrollado también productos como champu, acondicionadores y tratamientos

capilares a base de colageno, (Beltran, J. 2011).

Pomares, E. (2010), indica que desde hace pocos afios se ha empezado a
introducir en el mercado de los complementos nutricionales de uso oral, esta
aplicacion tiene ventajas frente al uso de cremas y lociones ya que el
complemento alimenticio penetra hasta las capas mas profundas de la piel,
gracias a que los aminoacidos que componen el colageno son absorbidos vy
utilizados para la regeneracion del tejido conjuntivo, en el desarrollo de este
producto se ha utilizado el colageno marino por su mayor disponibilidad en

contraposicion con el colageno tradicional de origen bovino.

En el campo alimenticio, existen otro tipo de aplicaciones, como galletas, bebidas
refrescantes, o aditivos para todo tipo de bebidas. Estos productos han inundado
principalmente el mercado japonés, con el objetivo de prevenir las sefiales de
envejecimiento y permitir que el consumo de colageno sea algo facil y delicioso.
Las empresas que fabrican estos productos son especialmente del Japon y

Espafia, (Pomares, E. 2010).
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Respecto al coldgeno para el tratamiento de heridas, se han desarrollado
productos como parches y apdsitos o0 gasas, los cuales tienen grandes beneficios
al momento de la cicatrizacion. Se ha evidenciado que la fuerza tensil de las
cicatrices se aumento en un 40% y también que acelera la reparacion tisular,
disminucién de la respuesta inflamatoria local, beneficia la capacidad para reducir
la carga bacteriana e incentiva la formacion de tejido conectivo. Lo anterior hace
evidente la importancia que tiene la produccion de colageno, ya que es una
materia prima importante para diferentes productos cosméticos y farmacéuticos y
también es componente importante de productos de mayor valor agregado como
los aplicados en la ingenieria de tejidos y el tratamiento de heridas. Para estas
aplicaciones tradicionalmente se ha empleado el colageno de origen bovino y
porcino, pero ya se han realizado diferentes analisis de la utilizacion de fuentes
diferentes como la piel de pescado, lo cual ha tenido resultados satisfactorios,
(Gonzalez, J. et al. 2004).

7. Formas de extraccion

Existen pocas formas de extraccion que se ha utilizado en varias investigaciones

mediante hidrélisis a continuacion se describen varias de ellas

a. Hidrdlisis para obtencion de gelatina

La gelatina es una proteina compleja que se obtiene mediante la hidrdlisis parcial
del colageno. La estructura de triple hélice del colageno se desintegra mediante la
destruccion de los puentes de hidrogeno y los enlaces hidrofébicos, seguido del
desenredo de las cadenas y la disociacién de las moléculas en componentes mas
pequefios provocando la solubilizacion del coldgeno. La gelatina, por tanto, esta
constituida por un conjunto de cadenas polipeptidicas que tienen un peso
molecular inferior al del colageno, y dependiendo de la especie y del proceso de
extraccion puede variar entre ~10 y ~300. Las cadenas de gelatina son altamente
solubles y dan lugar a la formacion de una red tridimensional en frio, resultado de
su tendencia a volver a formar parcialmente la estructura de coldgeno nativo. De

la extension en la formacion de enlaces y entrecruzamientos en la red dependera
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la fuerza del gel y la estabilidad térmica. Estos dos parametros son los principales

indicadores de la calidad de la gelatina comercial, (Mosquera, M. 2014).

Este biopolimero es ampliamente usado en la industria alimentaria, tanto por sus
propiedades funcionales, como por su elevado contenido en proteina. En el
campo de la medicina y farmacia, la gelatina es utilizada para mdultiples
aplicaciones como por ejemplo como hidrogeles, como matriz para implantes, en
micro esferas inyectables para la liberaciébn controlada de farmacos y para
infusiones intravenosas entre otras. En la industria farmacéutica la gelatina es
ampliamente usada para la fabricacién de capsulas blandas y duras, expansores
plasméaticos y en la fabricacion de apoésitos para el tratamiento de heridas,
(Mosquera, M. 2014).

Industrialmente, la gelatina se obtiene principalmente a partir de pieles y huesos
de cerdo y vacuno, siendo la piel de cerdo la principal fuente, ya que de esta
materia prima procede el 44% de la gelatina producida a nivel mundial; mientras
que solo alrededor del 1% de la produccién procede de especies distintas a la
porcina y vacuna. Sin embargo cada vez existe una mayor demanda de gelatinas
obtenidas de fuentes alternativas. Esto se debe a la preocupacién y reticencias
por parte de ciertos grupos de consumidores con respecto al uso de subproductos
procedentes de vacuno y porcino. Tanto el islamismo como el judaismo prohiben
el consumo de productos procedentes de porcino, asi como el hinduismo evita el
consumo de productos procedentes del cuerpo de la vaca. Si se analiza estos
tres sectores, juntos en 2010 representaron el 36.3% de la poblacion mundial, lo
que se traducia en 2.510°879.720 personas. Esto ha llevado a los investigadores
a buscar nuevas fuentes de colageno, para obtener gelatina de calidad, siendo la
principal alternativa, el colageno procedente de especies acuéticas, (Mosquera,
M. 2014).

b. Gelatina procedente de subproductos de la pesca
La produccion industrial de gelatina procedente de subproductos de la pesca ha

ido incrementando en los uUltimos afios. Esto responde a la creciente demanda de

gelatinas de fuentes distintas a las procedentes de especies terrestres, asi como
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a la gran cantidad de residuos ricos en coladgeno generados por la industria
pesquera. De estos, los recortes de pieles, espinas y escamas son las principales

fuentes de colageno, (Mosquera, M. 2014).

Sin embargo, la gran variedad de especies acudticas dan como resultado
gelatinas con muy diversas caracteristicas. Esto ha despertado el interés dentro
de la comunidad cientifica por caracterizar las gelatinas obtenidas de las
diferentes especies, tanto sus caracteristicas fisico-quimicas como sus
propiedades funcionales, ademas de optimizar las condiciones de extraccion, asi
como los rendimientos, de este modo, se ha notado que la composicién de la
molécula de colageno esta relacionada con la temperatura del habitat de donde
proceden las especies, de modo que las gelatinas extraidas a partir de especies
de aguas célidas tienden a poseer mejores propiedades reoldgicas y mayor termo
estabilidad que las gelatinas obtenidas a partir de especies de agua fria. Sin
embargo, la calidad de la gelatina dependera ademas del tipo de especie, de la
edad del animal, del tejido del cual se extrae la gelatina, ya sea piel, espinas o
escamas Yy principalmente del método de extraccion Al aplicar largos tiempos de
extracciobn, asi como altas temperaturas, aunque se obtienen mejores
rendimientos, producirdn una gelatina con un mayor nimero de cadenas cortas, lo
que se traduce en una gelatina de peor calidad. De igual forma,
independientemente de si el método de extraccion sea acido o basico, altas
concentraciones de acido o base tendran el mismo efecto, un mayor rendimiento
pero una gelatina de peor calidad. Es por esto que resulta importante la
optimizacion de los procesos de extraccion para cada especie y tipo de tejido,
(Mosquera, M. 2014).

c. Hidrolizados peptidicos a partir de colageno y gelatina

Al hidrolizar las proteinas se pueden mejorar diversas caracteristicas funcionales,
tales como la solubilidad, viscosidad, capacidad de agitacion y dispersion,
caracteristicas que brindan ventajas para el uso en muchos productos alimenticios

frente a las proteinas originales, (Benitez, M. y Gomez, J. et al. 2008).



24

Por otra parte, al hidrolizar una proteina se mejora su biodisponibilidad. Ademas,
muchos de los péptidos obtenidos producto de la hidrolisis poseen propiedades
bioactivas que pueden afectar numerosas funciones fisiolégicas en el organismo
La gelatina, que como se mencioné anteriormente es producto de la hidrolisis
parcial del colageno, tiene una larga historia como parte de la dieta humana.
Aunque existen evidencias de su uso en paises orientales como regulador de la
presion sanguinea, y para el tratamiento de hemorragias, el primer efecto
benéfico del coldgeno conocido en occidente fue publicado por la abadesa
alemana Hildegarda de Bingen en 1175, quien describi6 que el consumo de
gelatina mejora el estado de las articulaciones reduciendo el dolor. Actualmente
se ha descrito un hidrolizado procedente de colageno, obtenido por hidrolisis de
una gelatina farmacéutica con el uso de una enzima aprobada por la U.S. Food
and Drug Administration (FDA) como agente terapéutico de potencial utilidad en el

tratamiento de la osteoartritis y osteoporosis, (Mosquera, M. 2014).

Ademas, se ha descrito que la ingestién oral de péptidos de colageno afecta
varias funciones en el organismo, mostrando efectos positivos en el crecimiento
del cabello y sus propiedades, en la calidad de las ufas, asi como beneficios en
huesos y tendones. En los Ultimos afios se han descrito hidrolizados peptidicos y
péptidos procedentes del coladgeno con actividades antioxidante, antihipertensiva

y anticancerigena, (Mosquera, M. 2014).

d. Hidrélisis enziméatica

La hidrdlisis es un proceso quimico en el cual, una molécula se rompe en dos
partes como consecuencia de la adicion de una molécula de agua. La reaccion se
produce cuando uno de los fragmentos de la molécula original gana un ion
hidrégeno (H+) de la molécula de agua, mientras que el otro fragmento recoge el
grupo hidroxilo. Las enzimas son moléculas, en su mayoria de naturaleza
proteica, que catalizan las reacciones quimicas en los sistemas biologicos. Tienen
un gran poder catalitico y poseen un alto grado de especificidad respecto a sus
sustratos. Para su nomenclatura, se adoptd un sistema de identificacién en el que
a cada enzima se le asigha una serie de cuatro digitos, al que se ha llamado

namero de la EC (Enzyme Comission). El primer digito esta relacionado con la
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reaccion quimica que cataliza la enzima. El segundo digito de la nomenclatura
corresponde a la subclase de enzima; el tercer digito es una subdivision y ofrece
mas informacion con respecto al sustrato que utiliza la enzima; y finalmente el
cuarto digito indica el numero serial de la enzima en el grupo correspondiente Las
enzimas tienen la capacidad de catalizar reacciones quimicas de manera muy
especifica; es decir, su intervalo de accion se limita a un determinado tipo de
compuesto que debe reunir ciertas caracteristicas estructurales para que pueda

ser utilizado como sustrato, (Benitez, M. y Gémez, J. et al. 2008).

La reaccién de hidrélisis catalizada por una hidrolasa es lo que se conoce como
hidrélisis enzimatica. Las hidrolasas se dividen en 13 grupos dependiendo del tipo
de enlace sobre el que actuan. En la hidrolisis de proteinas se produce la ruptura
del enlace peptidico. Como resultado de la hidrdlisis enzimética de proteinas se
obtienen péptidos y aminodacidos; su composicion final dependera de la fuente
proteica, del tipo de enzima o enzimas utilizadas, de las condiciones de hidrolisis
y del grado de hidrolisis alcanzado en la reaccion. Sin embargo al hidrolizar las
proteinas no solo ocurre un cambio a nivel molecular, también se alteran sus
propiedades funcionales, tales como la solubilidad y estabilidad térmica, que se
incrementan al hidrolizar la proteina, asi como sus propiedades emulsificantes,
(Benitez, M. y GOémez, J. et al. 2008).

Ademas de alterarse sus propiedades reoldgicas, disminuyendo la viscosidad, se
incrementa considerablemente la osmolaridad en los hidrolizados y se modifican
sus propiedades organolépticas. Ciertos estudios han demostrado que al
reducirse el tamafio molecular de proteinas a péptidos y aminoacidos se reduce la
alergenicidad de las proteinas y se incrementa su digestibilidad. Cada una de
estas propiedades son aprovechadas en el campo de la alimentacion o de la
medicina en diferentes areas, tales como suplementos alimenticios para pacientes
con desordenes digestivos, alergias alimentarias, personas de avanzada edad,
deportistas. También se emplean como saborizantes, aditivos para modificar la
textura de ciertos alimentos, para la fabricacién de suplementos dietéticos para el
control de peso, fabricacion de piensos para nutricion animal, entre otros usos,
(Benitez, M. y Gémez, J. et al. 2008).
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Sin embargo los hidrolizados proteicos son mucho més que una fuente de
nitrdgeno para la dieta. Sirven para el incremento de la produccion de anticuerpos
monoclonales, ademas de incrementar la productividad de varios farmacos
terapéuticos producidos por células animales y microorganismos recombinantes.
También son utilizados en la fabricacion de vacunas y como coadyuvantes en las
mismas, en la fabricacion de probidticos, cultivos iniciadores (fermentos), en
fermentaciones industriales como fuente de compuestos nitrogenados, como
ingrediente en la fabricacién de medios para el cultivo de microorganismos, para
regular el crecimiento de plantas e incrementar su resistencia a plagas, y también
han sido utilizados en biorremediacién impulsando el crecimiento de ciertos

microorganismos. (Benitez, M. y Gdmez, J. et al. 2008).

E. RENNINA

1. Definiciones

Es una enzima proteasa aspartica encontrada en el cuajo. Es producida por las
vacas en el abomaso (la cuarta y ultima cadmara del estdbmago). La quimosina
bovina se puede producir de forma alternativa mediante ADN recombinante en E.
coli, Aspergillus niger var awamori y K. lactis; estas variedades se agrupan bajo el
nombre de quimosinas producidas por fermentacion (FPC por sus siglas en
inglés). La quimosina industrial es clasificada por la IUBMB (Unién Internacional
de Bioquimica y Biologia Molecular) como una proteasa del tipo
aspartilendopeptidasa con el nimero de identificacion EC 3.4.23.4, (Bello, A.
20009).

2. Tipos de rennina

a. Renninaobtenida del estdbmago bovino

Llamado también cuajo natural, esta quimosina extraida cortando del estomago
de los terneros, y cuajo sintético, descubierto hace una década y de presentacion
en pastillas: es guimosina obtenida a partir de procedimientos de sintesis quimica

sin usar el estdmago de terneros como materia prima.


https://es.wikipedia.org/wiki/Quimosina
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La accion de la quimosina es bien conocida por la industria lactea. Actla
directamente en un punto delimitado de la caseina con calcio. Al alterar dicha
molécula se inicia la formacion de un gel que atrapa la mayoria de los
componentes sélidos de la leche; este gel se contrae poco a poco ayudado por la
acidificacion previa de la leche por medio de bacterias acidolacticas, y al
contraerse va expulsando suero. Al cortar el gel en cubitos, se logra separar entre
un 50 y un 90% del contenido inicial del suero de la leche. La efectividad del cuajo
esta en funcion de la temperatura, la concentracion del sustrato (la leche),
concentracién de calcio y la acidez. Las temperaturas usuales de coagulacion
pueden variar entre los 28 °C y los 41 °C, aunque lo mas usual es una de 35 °C.
Segun el tipo de queso se pueden conseguir mezclas de leche con una acidez
que puede variar entre los 0,18% de acidez titulable hasta el 0.46%, (Bello, A.
20009).

b. Rennina producida por fermentacion

La quimosina producida por fermentacion esta presente en el mercado desde
1990. FPC es quimosina 100% producida por fermentacién de un substrato por
parte de un microorganismo, tiene exactamente la misma secuencia de
aminodacidos que la quimosina presente en el cuajo de ternero. La misma puede
ser producida por distintos microorganismo. El termino FPC es utilizado para
diferenciarse de los términos ingenieria genética y proteina ingenierizada que son
modificadas por mutacion, dando por resultado una quimosina no nativa. (Bello, A.
20009).

EC 3.4.23.4 Quimosina proteasa neonatal se encuentra en mamiferos. Se
caracteriza por tener una alta especificidad para coagular la leche y generalmente
una baja actividad proteolitica. Quimogen, también denominada proquimosina, es
convertida en enzima activa por tratamiento acido (activacion). Esto sucede a
través de la forma intermedia pseudoquimosin, a pH 2, cuando la velocidad de
activacion es rapida, que se convierte en quimosina a un alto pH. La quimosina de

ternero es encontrada en dos formas, Ay B, (Bello, A. 2009).

Algunas de las ventajas de producir quimosina recombinante para la produccion


https://es.wikipedia.org/wiki/Gel
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de quesos es la obtencion de un producto en mayor cantidad y con menores
pasos de purificacibn que permiten obtener un proceso con menores costos
productivos. A su vez, se logra una independencia en el proceso biotecnoldgico
de la obtenciébn de quimosina de origen animal, con los riesgos sanitarios
potenciales que puede ocurrir cuando se emplean productos animales para

consumo humano, (Bello, A. 2009).

3. Caracteristicas de larennina

La quimosina se sintetiza como pre-pro-quimosina, proteina que tiene en su
cadena 58 aminoacidos mas que la quimosina activa, y que no tienen actividad
proteolitica. Se secreta al estbmago como pro-quimosina, también inactiva, tras el
corte de 16 aminoacidos, y se transforma en el enzima activo por la eliminacion
proteolitica de otro fragmento de 42 aminoacidos, quedando con un peso
molecular de aproximadamente 30.700. La enzima, como todas las proteinas,
puede auto digerirse si se conserva en las condiciones en las que es activo.
Puesto que la quimosina se inactiva reversiblemente con concentraciones
elevadas de cloruro de sodio, se conserva en esta forma. Al disminuir la

concentracién salina al utilizarla, se reactiva, (Bello, A. 2009).

4. Aplicaciones de larennina

La rennina basicamente se usa en la fabricacion de quesos pero existen varios
tipos de obtenciones de rennina las cuales son usadas para diferentes

obtenciones queseras como:

Los cuajos de origen vegetal se han estado obteniendo a partir de infusiones de
flores tales como Cynara cardunculus o Gallum verum. Estos cuajos son
incapaces de competir industrialmente por lo que se han quedado relegados a la
obtencion de quesos tradicionales y su uso ha sido reducido a areas geograficas
determinadas. Los cuajos microbianos se obtienen fundamentalmente a partir de
los sobrenadantes de cultivos de microorganismos como Endothia, (Bello, A.
20009).
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Estos cuajos contienen proteasas poco especificas que provocan sabores
amargos y una disminucion en el rendimiento durante el proceso de elaboracion
de masas queseras. Los cuajos recombinantes comercializados se han obtenido,
hasta el momento, a partir de microorganismos recombinantes que contienen el
gen de la quimosina de Bos Taurus. Esta quimosina recombinante se comporta
de la misma manera que la obtenida a partir del prensado directo de cuajares con
la ventaja de que su uso evita ahora la aparicion de impurezas o de agentes
infecciosos, usado comunmente para elaboracion de quesos frescos. Este tipo de
quimosinas recombinantes deben ser activadas mediante un proceso de
autocatdlisis mediado por una simulacién del pH acido del estbmago del animal.
Solo entonces podrian ser empleadas para la elaboracion de queso, (Bello, A.
2009).



30

1. MATERIALES Y METODOS

A. LOCALIZACION Y DURACION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Nutricibn Animal y
Bromatologia de la Facultad de Ciencias Pecuarias, de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, ubicada en la Panamericana Sur Km 1% del canton
Riobamba, provincia de Chimborazo. A una altitud de 2850 m. s. n. m. con una
latitud de 01° 38’ 51” Sur y 78° 40’ 59” de longitud al Oeste. La misma que tuvo

una duracion de 90 dias.

En el cuadro 3, se detallan las condiciones meteorologicas de la zona de

influencia donde se realiz6 la investigacion.

Cuadro 3. CONDICIONES METEOROLOGICAS DE LA CIUDAD DE RIOBAMBA

Parametros Valores
Temperatura promedio, °C 13.50
Humedad relativa, % 60.50
Precipitacion, mm/afio 360.0

Fuente: Estacion Agro meteoroldgica de la Facultad de Recursos Naturales, ESPOCH (2017).

B. UNIDADES EXPERIMENTALES

Para la extraccion del colageno se utilizaron 15 unidades experimentales,
distribuidos en tres tratamientos con cinco repeticiones, siendo el tamafio de la

unidad experimental de 30 g cada una de ellas.

Ademas se tomaron muestras de 12 g de cada repeticion para los respectivos
andlisis bromatolégicos, fisico-quimicos y organolépticos. Donde se evaluaron las

caracteristicas organolépticas de los colagenos obtenidos.



C. MATERIALES, INSUMOS EQUIPOS E INSTALACIONES

1. En la elaboracion de harina de escama de pescado

a. Equipos

e Congelador
e Bascula
e Estufa

e Molino para harinas
b. Materiales

¢ Recipientes plasticos
e Fundas de basura

e Papel Aluminio

e Mandil

e Mascarilla

C. Materia Prima

e Escamas de pescado

2. En laextraccion del colageno de las escamas

a. Equipos

e Balanza analitica

e Daysill

e Congelador

e Liofilizador llzhim

e Selladora de fundas

e pH metro



Materiales

Fundas de biodigestibilidad
Espatulas

Balones aforados de 1000 ml
Pipetas

Peras de succion

Vasos de precipitacion
Papel aluminio

Varilla de agitacion

Plastico adherente

Tijeras

Botellas plasticas de 800 ml
Fundas plasticas

Agua destilada

Caja de cartén

Materia Prima

Harina de escama de pescado

Reactivos

Hidréxido de Sodio 3%

Acido Acético 3%

Rennina CHY - MAX

Para la limpieza

Desinfectante
Atomizador
Alcohol

32
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e Escoba

e Lava vajilla

4. De oficina

e Rotulos

e Libreta de apuntes
e Calculadora

e Etiguetas adhesivas
o Esferos de colores
e Computadora

e Tijeras

e Camara fotogréfica

e Marcador permanente

5. Instalaciones

e Laboratorio de nutricion animal y bromatologia de la FCP.

D. TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL

En la obtencién de colageno de las escamas de pescado se utilizaron diferentes
niveles de rennina (5, 10 y 15%), por lo que se contd con tres tratamientos
experimentales y cada uno de ellos con cinco repeticiones. Las unidades
experimentales se distribuyeron bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA) y

gue para su respectivo analisis se ajusto6 al siguiente modelo lineal aditivo:

Yi=p+Ti+ g
Doénde:

Yij = Valor del pardmetro en determinacion.
U = Media general.
Ti = Efecto de los niveles de rennina

€lj = Efecto del error experimental.
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En el Cuadro 4, se presenta el esquema del experimento empleado

Cuadro 4. ESQUEMA DEL EXPERIMENTO.

Niveles de o o _
. Caodigo Repeticiones T.U.E.* Total /Tratamiento
Rennina
5% T1 309 150 ¢
10 % T2 30g 150 g
15 % T3 309 150 g
Total g de harina de escama 450 ¢g

T. U. E. = Tamafio de la Unidad Experimental.

E.

Las mediciones experimentales consideradas

MEDICIONES EXPERIMENTALES

fueron las siguientes:

1.

Variables fisicas

pH,
Conductividad, %

Variables quimicas

Humedad, %
Materia seca, %
Proteina, %

Ceniza, %

Valoracién organoléptica

Color 5, puntos
Olor 5, puntos

Apariencia 5, puntos

dentro del proceso investigativo
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3. Anélisis econémico

Rendimiento escama-colageno,

Costo de produccion

Beneficio/costo

F. ANALISIS ESTADISTICOS Y PRUEBAS DE SIGNIFICANCIA

Los resultados experimentales se sometieron a las siguientes pruebas

estadisticas.

Andlisis de varianza (ADEVA), para las diferencias en las variables del andlisis

fisico quimico.

e Separacion de medias de acuerdo a la prueba de Tukey, al nivel de

significancia de P< 0.05.

» Para la valorizacion de las caracteristicas organolépticas, se utilizé la prueba

de Rating Test.

e Determinacion de las lineas de tendencia mediante el analisis de regresion

ortogonal en las variables que presenten diferencias estadisticas.

1. El esqguema del anélisis de varianza (ADEVA)

El esquema de andlisis de varianza (ADEVA), que se utilizé para el desarrollo de

la presente investigacion se reporta en el siguiente, (Cuadro 5).

Cuadro 5. ESQUEMA DEL ADEVA.

Fuentes de variacion Grados de libertad
Total 14
Tratamientos 2

Error 12
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G. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Programa sanitario

Limpieza y desinfeccién de las instalaciones, materiales y equipos a emplearse en
todo el proceso, para el lavado se realizd con detergente comercial y la
desinfeccién con la soluciéon de hipoclorito de sodio con el fin de prevenir la
presencia de algun agente patégeno en ambas instalaciones, en el Laboratorio de
Bromatologia y Nutricibn Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la
ESPOCH.

2. Obtencion de la harina de escama de pescado.

Para la elaboracion de la harina de escama de pescado se realizé los siguientes

pasos:

e Recoleccion de la materia prima: Se recolecté las escamas de pescado en
recipientes de plastico para su posterior limpieza.
» Lavado y desinfeccion: Se dio la limpieza pertinente de las escamas, las cuales

se sumergieron y fueron lavadas con agua purificada.

e Escurrimiento y pesaje: Las escamas se colocaron en cernidores plasticos por

30 minutos, para posteriormente determinar su peso.
e Secado: Se lo realiz6 ubicando las escamas en papel aluminio para
posteriormente proceder a colocar en la estufa a una temperatura de 60°C

durante 48 horas.

e Trituracion: Luego de haber desecado las escamas se procedié a molerlos,

obteniendo asi la harina.

e Empaque: La harina se coloco en fundas hasta su utilizacion.
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3. Extraccion de colageno de la harina de escama

Para la extraccion de colageno a partir de harina de escama empleando
diferentes niveles de rennina se baso en el diagrama de flujo que se presenta en

el grafico 3, cuya descripcion del procedimiento es el siguiente:

e Recepcion de materias primas y aditivos: En esta fase se verificO que la
materia prima esté adecuadamente homogenizada. Se recepto los aditivos que

se emplearon para el proceso.

e Enfundado y pesaje: Se pes6 15 muestras de harina de escama cada una de
30 gramos en bolsas de digestibilidad previamente codificadas para evitar

posteriores confusiones.

e Lavado: Se preparé una dilucion de hidréxido de sodio concentrado al 3%. Por
consiguiente se coloc6 una bolsa con 500 ml de la dilucion por compartimento

dentro del equipo Daysi Il este procedimiento fue llevado a cabo por 3 horas.

e Enjuagado: Para este paso se lavdo cada una de las bolsas de los
compartimentos del equipo con agua destilada hasta que la medida del pH
tomada del agua de lavado nos de igual medida que el agua destilada. Con la

finalidad de eliminar todos los residuos de Hidréxido de Sodio.

e Disolucion &cida: Consistié en la preparacion de una dilucion de acido acético
concentrado al 3%. Posterior a esto se coloc6 una bolsa y 500 ml de la dilucién

por cada uno de los compartimentos de Equipo Daysi Il.
e Reaccion Enzimética: Se afiadio la enzima rennina a cada una de las bolsas
junto con la dilucién acida y se dejé actuar durante 24 horas donde la enzima

comercial CHY-MAX se incubaré a una temperatura de 38 °C.

e Hidrolizado y almacenado: Se obtuvo un hidrolizado en &cido acético de
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colageno donde las muestras se almacenaron en botellas plasticas de 800 ml

dentro de un congelador a -4 °C.

e Liofilizado: Posteriormente se congelaron las muestras en los frascos del

equipo llzhin para ser colocados en el equipo durante 24 horas

e Almacenado: Una vez liofilizadas las muestras de colageno se procedié a
almacenarlas dentro de fundas para evitar la pérdida del mismo, conservado

posteriormente a una temperatura ambiente.
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Grafico 2. Diagrama del proceso de extraccién de coldgeno de las escamas de

pescado usando diferentes niveles de rennina.
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A continuacién (Cuadro 6), se sefialan las férmulas que se aplico para la presente

investigacion.

Cuadro 6. FORMULACION PARA LA EXTRACCION DE COLAGENO DE LAS
ESCAMAS DE PESCADO UTILIZANDO DIFERENTES NIVELES DE
RENNINA PARA CADA TRATAMIENTO (450 G ESCAMA).

T1 T2 T3

% % %
Materias Primas
Escama de Pescado 150 g 150 g 150 g
Rennina 125 mi 250 ml 375 mi
Agua destilada 2500 ml 2500 ml 2500 ml
Hidroxido de Sodio 1259 125¢ 125 g
Acido Acético 300ml 300ml 300 ml

H. METODOLOGIA DE EVALUACION

En el presente trabajo investigativo se realizé los analisis de laboratorio con la
finalidad de conocer la valoracion bromatoldgica y la valoracion organoléptica de
cada uno de los tratamientos obtenidos con la intencidn de identificar los mejores

resultados.

1. Valoracién fisica

Para determinar el pH y la conductividad del coladgeno, se tomaron 2 g de
muestra y se realizaron las pruebas con el pH metro para cada tratamiento en el
Laboratorio de Bromatologia y Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias
Pecuarias y Laboratorio de Instrumental de la Facultad de Ciencias de la
ESPOCH. En base a los resultados reportados se procedio a realizar los analisis
estadisticos y la interpretacion de los resultados. De acuerdo a lo citado por NTE
INEN 10523 (2014), para medicion de pH
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2.  Valoracion guimica

Para los analisis quimicos de del coldgeno se tomaron muestras de 2 g por
tratamiento y se analizaron en el Laboratorio de Bromatologia y Nutricion Animal
de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la ESPOCH, para determinar: humedad
(%), proteina (%), materia seca (%) y cenizas (%). En base a los resultados
reportados se realizaron los analisis estadisticos y la interpretacion de estos

resultados.

3. Valoracion organoléptica

Para la obtencion de los resultados organolépticos, se selecciono el panel de
catadores, los mismos que calificaron las muestras de colageno bajo los

siguientes parametros propuestos:

Color 5 puntos.

Olor 5 puntos.

Apariencia 5 puntos.

Total 20 puntos.

Para las evaluaciones sensoriales los degustadores cumplieron las siguientes

condiciones:

e Seleccion de 20 panelistas pertenecientes a la catedra de andlisis sensorial

¢ No haber comido ni ingerido bebidas alcohdlicas previas a la evaluacion.

¢ Individualidad entre cada uno de los panelistas mediante cubiculos Unicos.

Provisiones proporcionadas a los degustadores por el juez, antes de la

evaluacion:

e Para cada panelista, el cubiculo fue provisto de un vaso con café, con el fin de

evitar la mezcla de olores entre las muestras.
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e Se presentd a cada panelista las 3 muestras de colageno en polvo por
separado, un esfero gréafico y la hoja de evaluacion, (Anexo 1), donde se pidié
valorar las diferentes muestras en una escala numérica, de acuerdo a la escala
pre definido. Se repitié en cada sesién y una vez obtenidos los resultados se

procedi6 a los andlisis estadisticos de acuerdo a la prueba de Rating Test.

A continuacion en el Cuadro 7, se determina los parametros de calificacion para

los atributos sensoriales del colageno de las escamas de pescado.

Cuadro 7. PARAMETROS DE CALIFICACION PARA LOS ATRIBUTOS
SENSORIALES DEL COLAGENO DE LAS ESCAMAS DE
PESCADO UTILIZANDO DIFERENTES NIVELES DE RENNINA.

Descripcién Valoracion
Excelente 5
Muy bueno 4
Bueno 3
Regular 2
Malo 1

4. Anédlisis econémico

La variable se la evalu6 mediante el costo de produccion e indicador beneficio/
costo. El costo de produccion se determiné sumando todos los gastos en la
extraccion de colageno y dividirla para la cantidad total obtenida en cada uno de
los tratamientos. El beneficio/costo, se establecié dividiendo los ingresos totales

para los egresos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUCION

A. ANALISIS FISICO - QUIMICO DEL COLAGENO DE LAS ESCAMAS DE
PESCADO UTILIZANDO NIVELES DE RENNINA.

Los resultados del andlisis bromatolégico del colageno se reporta en el Cuadro 8,

gue se analiza a continuacion.

Cuadro 8. COMPOSICION PROXIMAL DEL COLAGENO USANDO
DIFERENTES NIVELES DE RENNINA.

Niveles rennina, %

Variables 0,5% 0,10% 0,15% E.E. Prob. Sig.

Humedad % 8.51 a 8.03 a 8.14 a 0.3535 0.6249 ns

Materia Seca % 91.49 a 91.97 a 91.86 a 0.3535 0.6249 ns

Proteina% 38.95 a 39.72 a 39.29 a 0.2855 0.4076 ns
Cenizas% 51.84 a 51.97 a 52.50 a 0.2741 0.3756 ns
pH 524 a 526 a 5.21 a 0.3578 0.6402 ns

Conductividad 44.76 a 53.58 b 62.80 ¢ 1.18E-06 6.95E-12 **

E.E.: Error Estandar.

Prob. >0,05: No existen diferencias estadisticas. (ns)

Prob. <0,05: Existen diferencias estadisticas. (*)

Prob. <0,01: Existen diferencias altamente significativas. (**)

Medias con letras diferentes difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey.

1. Contenido de humedad (%)

Los contenidos de humedad no variaron estadisticamente (P <0.05), por efecto
de los niveles de rennina empleados, aunque numéricamente existen pequefias
variaciones por cuanto estos fluctuaron entre 8.03 % de humedad en el colageno
obtenido con el 10 % de rennina a 8.51 % de humedad con el empleo de 5 % de
la enzima, en tanto que los otros grupos presentan valores entre los anotados
(Grafico 3), por lo que se establece que la utilizacion de esta enzima en la

extraccion del colageno no favorece a la retencion de humedad.
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Grafico 3. Contenido de humedad del colageno extraido de las escamas de

pecado con diferentes niveles de rennina.

Los contenidos de humedad del colageno encontrados al haberse obtenido
mediante liofilizacion confirma lo reportados por Holdsworth, S. (1998), quien
sefiala que para mantener las caracteristicas nutricionales de productos liofilizado
se realiza este proceso hasta estandarizar su contenido de humedad en el 15 %,
razén por la cual se justifica los valores reportados en esta investigacion,
mejorando asi la estabilidad de las muestras debido a su bajo nivel de humedad,
al igual que Ramirez, C et (2016), quien en su investigacion de cuantificacion de
proteina total de escamas de tilapia y pargo determina los valores de humedad
del 12.5 %.

2. Contenido de materia seca (%)

Los contenidos de materia seca del coldgeno de escamas de pescado
numéricamente variaron entre 91.49 y 91. 97 % de materia seca y que
corresponden al colageno con el empleo de 5y 10 % de rennina (Grafico 4), por
lo que estadisticamente se consideran iguales (P <0.05), y que establece que el
uso de esta de enzima no influye en el contenido de materia seca siendo el

proceso de liofilizacién el que mantiene constante el contenido de la misma, por
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cuanto Pérez, Z. y Garcia, M. (2009), indican que en la extraccion del colageno,
la materia seca permanece constante, por el proceso posiblemente de

deshidratacion mediante la liofilizacion
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Gréfico 4. Contenido de materia seca del colageno extraido de las escamas de

pecado con diferentes niveles de rennina.

Las respuestas encontradas del contenido de materia seca (91.49 a 91.97 %),
guardan relacién con los reportados por Sanchez, A., Arias J., Torres, W. et al.
(2014), quien al extraer colageno a partir de subproductos (pieles, escamas vy
huesos) de tilapia roja, posee un 93. 03 % de materia seca; ademas puede
indicarse que el colageno extraido de las escamas de pescado presentan ser
superiores a otras extracciones de especies acuaticas, por cuanto Quintero, J. y
Zapata, J. (2016), obtuvieron un 89,17 % correspondiente materia seca.

3. Contenido de Proteina (%)

Los contenidos de proteina encontrados en el colageno de las escamas de
pescado no fueron diferentes estadisticamente (P < 0.05) por efecto de los niveles
de rennina utilizados para su extraccion por cuanto los valores determinados

fueron de 38,95, 39,72 y 39,29 % que corresponden al empleo de niveles de 5,
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10 y 15 % de rennina respectivamente (Grafico 5), por lo que estos resultados
guardan relacion con el reporte de Wang, Y., & Regenstein, J. (2009), que indica
gue el colageno contiene entre 31y 54 % de proteinas; pero son inferiores con
los reportados por Ramirez, C. et (2016), quien al cuantificar el contenido de
proteina total de escamas de tilapia y pargo registré el 49,7 % ademas de que
sefiala que el contenido de nutrientes de las escamas depende de varios factores
como: la especie del pez, la estacion del afio, la zona en la que hayan sido
capturados, la regién de cultivo, asi como también de los alimentos que hayan

consumido durante su vida.
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Grafico 5. Contenido de proteina del colageno extraido de las escamas de

pecado con diferentes niveles de rennina.

No obstante, los datos del presente estudio son superiores al sefialado por
Cederio, I. Y Morales, V. (2015), quien al obtener el coldgeno de escamas de
pargo amarillo (lutjanus novemfasciatus), encontré un contenido del 25 %.
Considerandose por tanto que las diferencias entre los estudios citados con el

presente pueden deberse a las técnicas de extraccion utilizadas.
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4. Contenido de cenizas (%)

Los contenidos de ceniza de coldgeno de las escamas de pescado
numéricamente variaron entre 51.84 a 52.50 % que corresponden al uso de 5, 10
y 15 % de rennina (Grafico 6), variaciones que estadisticamente no son
significativas (P<0.05), por lo que se consideran similares y que permiten afirmar
gue el empleo de la enzima no influyd en el contenido de cenizas, ratificAndose
por lo tanto lo sefialado por Ramirez, C. et (2016), quien al realizar la
cuantificacion de proteina y cenizas de escamas de tilapia y pargo determiné que
la fraccidn inorganica del colageno es de 50.3 %, pudiendo ademas indicarse que
los contenidos de cenizas encontrados guardan relacion con el trabajo realizado
por Snyder, D. y Nilson, H. (2011), al obtener colageno de las escamas de

abadejo de Alaska registrd que este contenia el 50,9 % de cenizas.
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Grafico 6. Contenido de Cenizas del colageno extraido de las escamas de

pecado con diferentes niveles de rennina.

5. pH

El pH de el colageno extraido de las escamas de pescado, no vario
estadisticamente (P<0.05), por efecto de los niveles de rennina utilizados, por

cuanto en tos variaron entre 5.25 y 5.26 y que corresponden al empleo del 10 y 5
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%, (Grafico 7), de rennina, por lo que se establece que el coldgeno extraido es
ligeramente &cido, ademas por no haber resistido diferencias estadisticas se
considera que las variaciones encontradas puede deberse al método de
extraccion utilizado en la investigacion, por cuanto Ramirez, C et (2016), indica
gue el nivel de pH del colageno obtenido de tilapia y pargo fue de 3.12.Tomando
en consideracion los requisitos exigidos en la Norma Técnica Colombiana 3750
(2002), donde se indica que el pH del colageno debe presentar un valor maximo
de 6.0, por consiguiente los resultados obtenidos en el presente trabajo se

aproximan a esta referencia.
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Grafico 7. pH del colageno extraido de las escamas de pescado con diferentes

niveles de rennina.

6. Conductividad

En cuanto a la variable conductividad se pudo evidenciar que se registro
diferencias altamente significativas (P<0,01), por efecto de los diferentes niveles
de rennina empleados, alcanzandose la respuesta mas alta (64,1 uS/cm) al
emplear el 15% de la enzima, en tanto que el resultado mas bajo se registro con
el 5% de rennina que corresponde a 43,4 uS/cm. Por lo que mediante el andlisis

de regresion se establecié una tendencia lineal significativa, que establece que



49

a medida que se incrementa los niveles de rennina, la conductividad del colageno
se incrementa en 1.80 unidades, como se observa en el Gréafico 8. Los valores
registrados 5, 10 y 15% son inferiores con los descritos por Sanchez, J., Navarro,
C. et (2008), quienes describen que el hidrolizado de colageno debe alcanzar una

conductividad no superior a 500 pS/cm.
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Gréfico 8. Conductividad del coldgeno extraido de las escamas de pescado con

diferentes niveles de rennina.

B. ANALISIS SENSORIAL DEL COLAGENO DE LAS ESCAMAS DE
PESCADO UTILIZANDO DIFERENTES NIVELES DE RENNINA.

La calidad sensorial de un alimento es el conjunto de sensaciones
experimentadas por una persona cuando evalla dicho alimento, relacionandose
con las caracteristicas del producto tales como su aspecto, color, olor, sabor y
textura. Estos atributos influyen en la decision del consumidor ya que tienen un rol
fundamental en la aceptabilidad, existen productos ricos en nutrientes que no se
aceptan como alimentos por no satisfacer los requerimientos sensoriales de los
consumidores segun lo sefalan Carduza, F. et al. (2000). Los resultados en

cuanto al analisis sensorial del colageno se presentan en el (cuadro 9).
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Cuadro 9. VALORACION ORGANOLEPTICA DEL COLAGENO DE LAS
ESCAMAS DE PESCADO UTILIZANDO DIFERENTES NIVELES

DE RENNINA.
Niveles de rennina, %
Variables 5% 10% 15% E.E Prob. Sig.
Color, 5 puntos 450 A 425 a 433 a 03026 0.2360 ns
Olor, 5puntos 375 A 392 a 392 a 03333 0.1111 ns
Apariencia, 5puntos 425 A 400 a 4.08 a 0.3586 0.1680 ns
TOTAL 1250 A 1217 a 1233 a 0.9162 0.0441 ns

E.E.: Error Estandar.

Prob. >0,05: No existen diferencias estadisticas.

Prob. <0,05: Existen diferencias estadisticas.

Prob. <0,01: Existen diferencias altamente significativas.

Medias con letras diferentes difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey.

1. Olor, 5 puntos

En la apreciacion del olor del coldgeno de las escamas de pescado con diferentes
niveles de rennina, Las calificaciones que se les asignaron no fueron diferentes
estadisticamente (P<0.05), aunque numéricamente tuvieron una mayor
preferencia por el colageno con el 10 y 15 % de rennina, por que recibié una
calificacion de 3.92 puntos sobre 5 de referencia; en cambio el que recibié la
valoracion mas baja fue el coldgeno con el 5 % de enzima ya que le asignaron
3.75 puntos (Grafico 9)

Sin embargo estadisticamente son iguales, y que se confirma lo indicado por
Beltran, J., (2011), quien sefiala en su investigacion que obtuvo un colageno con
un olor propio ligeramente acido no desagradable debido al uso de acido acético
del 1% en su extraccion, guardando relacion con los resultados obtenidos en esta

investigacion.
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Grafico 9. Olor del colageno extraido de las escamas de pescado con

diferentes niveles de rennina.

2. Color, 5 puntos

Las respuestas de la valoracién del color de las muestras de coladgeno no
presentaron diferencias estadisticas (P<0.05), por efecto de los niveles de
rennina utilizados, por cuanto las calificaciones asignadas fueron entre 4.25y 4.50
puntos sobre 5 de referencia y que corresponden a el coldgeno obtenido con el 5y 10
% de enzima, respectivamente (Cuadro 9, Grafico 10), por cuanto todas las muestras
presentaron una coloracion blanca uniforme, sin que se altere este por la adicion de
rennina, si no que el color de este producto puede deberse por el contenido de
calcio que estas posean como lo describe Gomez, J. y Benitez, M. (2011), que
indica que la escama en estado crudo contiene el 40% de calcio por tal razon los
tres tratamientos tienden una coloracion blanquecina, ratificandolo con lo obtenido
por Beltran, J., (2011), donde obtuvo un colageno a partir de piel de tilapia, de un
color blanco sin ningun tipo de impureza, resultados que se ajustan a lo exigido
por la Norma Técnica Colombiana 3750, (2002).
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Gréfico 10. Color del colageno extraido de las escamas de pescado con

diferentes niveles de rennina.

3. Apariencia, 5 puntos

Los resultados de la valoracion de la apariencia del coldgeno de las escamas de
pescado con diferentes niveles de rennina no presentaron diferencias
significativas (P<0.05), por cuanto en la apariencia o aspecto, el color jugé un
papel importante ya que la muestra con el 5% de rennina present6 un color mas
blanco a diferencia de las muestras con el 10 y 15 % de enzima, caracteristica
gue se observd en las muestras de coldgeno evaluada, donde los panelistas
asignaron ligeramente una calificacion superior a las muestra con el 5 % de
enzima (4.25 puntos/sobre), en tanto que por el efecto del 10 y 15 % de rennina

variaron entre 4.00 y 4.08 puntos, como se observa en el Grafico 11.
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Gréafico 11.  Apariencia del colageno extraido de las escamas de pescado con
diferentes niveles de rennina.

4. Caracteristicas organolépticas totales, 15 Puntos

La valoracioén total de las caracteristicas organolépticas, de el colageno de las
escamas de pescado no se establecid diferencias estadisticas (P<0.05), entre los
niveles por efecto del uso de rennina, distinguiéndose superioridad numérica en el
5 % de enzima con un valor de 12.50 sobre 15 puntos, seguido por el nivel del 15
y 10 % que alcanz6 12,33 y 12,17 respectivamente, obteniendo una calificacion
de bueno para los tres niveles. Es decir que los resultados reportados por los
panelistas fueron calificados como aceptables como se presenta en el Gréfico 12.
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Gréfico 12. Valoracion organoléptica total (sobre 15 puntos), del coldgeno
extraido de las escamas de pescado con diferentes niveles de
rennina.

C. ANALISIS ECONOMICO

1. Costo de produccion

Al realizar el andlisis econémico tomando en consideracioén los gastos efectuados,
se establecié que los costos de produccion tienden a reducirse cuando se utiliza
los diferentes niveles de rennina, ya que al producir 115 g de colageno el costo
fue de 0.24 USD (Cuadro 10), es decir que en un kilogramo de colageno el costo
de produccién sera de 2.09 doélares para el nivel del 15 % y un mayor costo de
produccion para el tratamiento del 5 % que fue de 4.85 ddlares por kilogramo.
Economicamente representa un ahorro de 2.76 ddlares por cada Kg de colageno
producido entre el 5 % frente al empleo del nivel 15 % de rennina. Resultado que
se debe a que la harina se obtuvo en base a escama de pescado el cual es

considerado como un residuo de la industria pesquera.
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Cuadro 10. EVALUACION DEL BENEFICIO/COSTO DEL COLAGENO
EXTRAIDO DE LAS ESCAMAS DE PESCADO CON DISTINTOS
NIVELES DE RENNINA

Concepto Unidad u%g:tr(i)o Niveles de rennina
5% 10% 15%
Escamas gramos 1.35 0.45 0.45 0.45
Rennina mililitros 20.26 3.38 6.75 10.13
Agua mililitros 0.93 0.31 0.31 0.31
Hidréxido de sodio gramos 41.25 13.75 13.75 13.75
Acido acético mililitros 5.40 1.80 1.80 1.80
Mano de obra 4.50 1.50 1.50 1.50
EGRESOS TOTALES 21.19 24.56 27.94
Peso final, g 65.58 86.98 114.54
Rendimiento, % 43.72 57.99 76.36
Costo produccién./g, dolares 0.32 0.28 0.24
Precio de venta, dblares/g 0.09 0.09 0.09
INGRESOS TOTALES 22.95 30.44 40.09
BENEFICIO/COSTO 1.08 1.24 1.43

2. Rendimiento Escama/Colageno

Para obtener colageno de las escamas de pescado utilizando diferentes niveles
de rennina, se us6 30 gramos en cada uno de los niveles, una vez obtenido el
colageno se liofilizé y se obtuvo un rendimiento del 44 % correspondiente al 5 %
de rennina utilizada en la extraccion asi como también el 58 % para el 10 %,
determinando que el mejor rendimiento se obtuvo con el uso del 15 % de rennina,
76%, respectivamente, resultados que son justificados por que la enzima actué
como acelerador en la reaccion de obtencién facilitando una mayor cantidad de

coldgeno a medida que aumenta los niveles de rennina.

3. Beneficio/Costo

En el Cuadro 10, se reporta que el analisis del beneficio/costo (B/C),
estableciendo que al usar el 15 % de rennina en la extraccion de colageno de las

escamas de pescado se alcanzO un beneficio costo de 1.43 representando que
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por cada dolar invertido se obtuvo una utilidad de 43 centavos de délar, mientras
que en el tratamiento con el 5 % de enzima se obtuvo un B/C de 1.08 obteniendo
una utilidad de 8 centavos por cada dolar invertido, por tanto econémicamente
resulta mas rentable extraer colageno de las escamas de pescado con el empleo
del 15 % de rennina, ya que ademas de presentar menores costos de produccion
con la adicion de la enzima, su contenido proteico no se ve afectado; por otra
parte, la rentabilidad econ6mica en todos los casos son atractivos,
considerandose a este tipo de actividad industrial bastante rentable, favoreciendo
también al medio ambiente al utilizar un subproducto que en la actualidad no es
aprovechado siendo desechado de maneras no apropiadas, causando

contaminacion al medio ambiente.
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V. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden expresar del presente trabajo de investigacion

en base a los resultados obtenidos son las siguientes:

e El empleo de diferentes niveles de rennina para la extraccion del colageno de
escamas de pescado, no influy6é en la composicién bromatoldgica en cuanto al

contenido de humedad, materia seca, proteina, cenizas y pH.

e Al utilizar el 15 % de rennina la conductividad del colageno fue mayor
(62.80 uS/cm), con respecto a los otros niveles utilizados, lo que determina que

en este existe una gran cantidad de sales disueltas en la solucion.

e En la valoracion organoléptica del colageno extraido con el 5 % de rennina
presentd mejor aceptacion en cuanto al color y olor alcanzando una puntuacion
final de 12.50 puntos, aunque estadisticamente es similar al empleo de 10 y
15% de rennina por cuanto las calificaciones asignadas fueron de 12.17 y

12.33, puntos en su orden.

e EI menor costo de produccion y la mayor rentabilidad econémica se obtuvo al
utilizar en la extraccion del colageno el 15 % de rennina (0.09 USD/g y B/C de

1.43 respectivamente)
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VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se pueden realizar las siguientes

recomendaciones:

e Extraer coldgeno de escamas de pescado con la utilizacion del 15 % de
rennina, ya que a mas de obtener un mayor rendimiento y un beneficio/costo

alto también tuvo una buena aceptacion por parte de los evaluadores.

e Replicar el estudio incluyendo mayores niveles de rennina hasta establecer el
nivel 6ptimo por cuanto en el presente trabajo no se establecieron diferencias

estadisticas en la composicion fisico - quimicas.

e Buscar nuevas fuentes de colageno de subproductos de origen animal que no
estan siendo utilizados y permitan su industrializaciéon con fines alimenticios,

cosméticos, farmacéuticos etc.
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Anexo 1. Test de valoracion organoléptico

HOJA DE CATACION
NOMBRE: FECHA:

Frente a usted tendréa tres muestras de colageno, califiquelas una a una y califique los siguientes parametros
segln su apreciacion.
Recuerde: una vez iniciada la evaluacion del aroma recuerde oler el recipiente con café al inicio de la cata y
al cambiar de muestra.

Marque con una x considerando la siguiente escala de evaluacion:

5: Excelente 4: Muy bueno 3: Bueno 2: Regular 1: Malo

410 580 154
5
4
3
OLOR 5
1
5
4
3
COLOR 5
1
5
4
3
APARIENCIA 5
1

Observaciones:




Anexo 2. Reporte de los resultados del andlisis bromatoldgico del coldgeno

utilizando diferentes niveles de rennina.

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRICION ANIMAL

i

Riobamba 06 de Junio del 2017

CERTIFICADO
A QUIEN CORRESPONDA.

Me complace indicar que la Srta. Carla Mercedes Flores Pino con C.l. 060395435-5,
Tesista de la Facultad de Ciencias Pecuarias, Carrera de Ingenieria en Industrias
Pecuarias, desarrollé los respectivos analisis de Laboratorio: % de Humedad, Cenizas,
Proteina, pH en el Laboratorio de Bromatologia y Nutricién Animal de la Facultad de
Ciencias Pecuarias de la ESPOCH, durante el periodo del 01 al 26 de Abril del presente
afio asimilando todos los conocimientos con eficiencia, puntualidad y responsabilidad, de
la tesis denominada: “Extraccion de colageno de las escamas de pescado utilizando
diferentes niveles de rennina”.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad, autorizando al interesado hacer uso
del presente en lo que bien tuviere.

L.N. A.
&GP, ESPOCH

Técnica Responsable del Lab. De
Bromatologia y Nutricién Animal

Se adjunta una copia del control de asistencia de la tesista.
Se adjunta los resultados obtenidos en el laboratorio.



HOJA DE REPORTE DE RESULTADOS

1.- DESCRIPCION DE LA MUESTRA

PARAMETROS

CODIGO C.ER

MUESTRA COLAGENO EXTRAIDO A PARTIR DE
ESCAMAS DE PESCADO CON 3
NIVELES DE RENNINA (5%; 10%; 15%)

ESTADO DE LA MUESTRA SOLIDO

NOMBRE DE LA MUESTRA COLAGENO LIOFILIZADO A PARTIR DE
ESCAMAS DE PESCADO CON NIVELES

DE RENNINA (5%; 10%; 15%).
FECHA DE INICIO DEL TRABAJO DE CAMPO 17-02-2017

EN EL LABORATORIO

LUGAR DE MUESTREO ESPOCH — LAB. DE BROMATOLOGIA Y
NUTRICION ANIMAL
FECHA DE MUESTREO 20-02-2017
ANALISIS SOLICITADO % PROTEINA
%CENIZAS
% HUMEDAD
pH

2.- RESULTADOS

e TRATAMIENTO 1.

Tabla. N21.- EXTRACCION DE COLAGENO (LIOFILIZADO) CON EL 5% DE RENNINA

Y CON 5 REPETICIONES.

PARAMETROS T.1.1 T.1.2 T.1.3 T.1.4 T.15
%HUMEDAD 8,9% 8,8% 8.3% 7.6% 9.0%
%CENIZAS (ase rresca) 51,9% 51,5% 50,8% 52,4% | 52,6%
% PROTEINA (gase rresca) 39,2% 38,1% 40,6% 38,8% | 38,1%
pH 5,30 .04 5,12 5,24 5,22

REALIZADO POR: Tesista Carla Flores

FUENTE. LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRCION ANIMAL

DIRIGIDO POR: B.Q.F. ALICIA ZAVALA




e TRATAMIENTO 2.

Tabla. N22.- EXTRACCION DE COLAGENO (LIOFILIZADO) CON EL 10% DE

RENNINA Y CON 5 REPETICIONES.

PARAMETROS T.2.1 T.2.2 T.23 T.24 T.45
%HUMEDAD 7.3% 7,1% 9,0% 8,9% 7,9%
%CENIZAS 52,3% 52,7% 52,3% 51,6% 50,9%
% PROTEINA 40,2% 39,9% 38,5% 39,2% 40,9%
pH 5,34 533 5,12 5,28 5,21

REALIZADO POR: Tesista Carla Flores.

FUENTE. LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRCION ANIMAL
DIRIGIDO POR: B.Q.F. ALICIA ZAVALA

e TRATAMIENTO 3

Tabla. N23.- EXTRACCION DE COLAGENO (LIOFILIZADO) CON EL 15% DE

RENNINA Y CON 5 REPETICIONES.

PARAMETROS T.3.1 T.3.2 T.3.3 T34 T35
%HUMEDAD 7,1% 7,1% 8,8% 8,9% 8,8%
%CENIZAS 52,6% 53,7% 52,7% 51,5% 51,9%
% PROTEINA 40,1% 39,2% 38,4% 39,5% 30,2%
pH 5,26 5,30 5,16 5,14 5,18
REALIZADO POR: Tesista Carla Flores.
FUENTE. LABORATORIO DE BROMATOLOGIA Y NUTRCION ANIMAL
DIRIGIDO POR: B.Q.F. ALICIA ZAVALA.
ATENTAMENTE.
L.N. A.
5 F.CP, ESPOCH
g,
4 :
lobalnbu'b"-
B.Q.F. ALICIA Z.
TECNICO RESPONSABLE DEL LAB. DE BROMATOLOGIA
Y NUTRICION ANIMAL-ESPOCH

FECHA DE ENTREGA: 06/06/2017




Anexo 3. Andlisis estadistico del contenido de humedad (%), del colageno

utilizando diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC Gl CM F p-valor
Niveles 0.64 2 0.32 0.49 0.6239
Error 1.77 12 0.65

Total 8.41 14

B. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Nivel de rennina Medias n E.E. Rango
10 8.03 5 0.36 a

15 8.14 5 0.36 a

5 8.51 5 0.36 a




Anexo 4. Analisis estadistico del contenido de Materia seca (%), del coldgeno

utilizando diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC Gl CM F p-valor
Niveles 0.64 2 0.32 0.49 0.6239
Error 1.77 12 0.65

Total 8.41 14

B. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Nivel de rennina Medias n E.E. Rango
5 91.49 5 0.36 a
15 91.86 5 0.36 a
10 91.97 5 0.36 a




Anexo 5. Analisis estadistico del contenido de Proteina (%), del coldgeno

utilizando diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC gl CM F p-valor
NIVELES 1.47 2 0.74 0.97 0.4085
Error 9.16 12 0.76

Total 10.63 14

B.  SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango
5 38.95 5 0.39 a
15 39.29 5 0.39 a
10 39.72 5 0.39 a




Anexo 6. Analisis estadistico del contenido de Cenizas (%), del coldgeno

utilizando diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC al CM F p-valor
NIVELES 1.23 2 0.61 1.06 0.3773
Error 6.96 12 0.58

Total 8.19 14

B.  SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango
5 51.84 5 0.34 a
10 51.97 5 0.34 a
15 52.5 5 0.34 a




Anexo 7. Analisis estadistico del pH, del coldgeno utilizando diferentes niveles

de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC gl CM F p-valor
NIVELES 0.01 2 3.0E-03 0.46 0.6402
Error 0.08 12 0.1

Total 0.08 14

B.  SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango
15 5.21 5 0.04 a
5 5.24 5 0.04 a
10 5.26 5 0.04 a




Anexo 8. Analisis estadistico de la Conductividad, del colageno utilizando

diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC Gl CM F p-valor
NIVELES 813.74 2 406.87 428.28 <0.0001
Error 114 12 0.95

Total 825.14 14

B.  SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango
5 44.76 5 0.44 a
10 53.58 5 0.44 b
15 62.8 5 0.44 c
C. REGRESION
gll SC PC F Valor critico de F
Regresion 1 813.604 813.604 917.068092 1.92556E-13
Residuos 13 11.5333333 0.88717949

Total 14 825.137333




Anexo 9. Valores del andlisis organoléptico del coldgeno utilizando diferentes

de rennina.

Caracteristicas organolépticas (sobre 5 puntos)

N. de rennina, % Repet. Color (puntos) Olor (puntos) Apariencia (puntos) Total (15 puntos)

5 1 3.33 3.33 3.00 9.67
5 2 7.33 5.33 6.33 19.00
5 3 3.33 3.33 3.67 10.33
5 4 4.00 3.00 4.00 11.00
10 1 3.33 3.67 3.33 10.33
10 2 7.67 6.33 7.00 21.00
10 3 2.67 3.00 2.33 8.00
10 4 3.33 2.67 3.33 9.33
15 1 3.67 3.33 3.00 10.00
15 2 8.33 7.00 7.67 23.00
15 3 2.67 2.33 2.67 7.67
15 4 2.67 3.00 3.00 8.67




Anexo 10. Andlisis estadistico de la apariencia (sobre 5 puntos), del coldgeno
utilizando diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC gl CM F p-valor

TRATAMIENTO  0.13 2 0.07 0.02 0.9838

Error 36.18 9 4.02

Total 36.31 11

B.  SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango

10 4 4 a

15 4.09 4 1 a

5 4.25 4 1 a




Anexo 11. Andlisis estadistico del Color (sobre 5 puntos), del coldgeno

utilizando diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 0.13 2 0.06 0.01 0.9884
Error 48.83 9 5.43
Total 48.96 11

B.  SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango
10 4.25 4 1.16 a
15 4.34 4 1.16 a
5 4.5 4 1.16 a




Anexo 12. Andlisis estadistico del Olor (sobre 5 puntos), del colageno utilizando

diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 0.08 2 0.04 0.01 0.9864
Error 24.9 9 2.77

Total 24.98 11

B.  SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango
5 3.75 4 0.83 a
15 3.92 4 0.83 a
10 3.92 4 0.83 a




Anexo 13. Andlisis estadistico de la valoracion organoléptica total (sobre 15

puntos), del colageno utilizando diferentes niveles de rennina.

A. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC gl CM F p-valor
TRATAMIENTO 0.22 2 0.11 3.20E-03  0.9968
Error 318.42 9 35.38

Total 318.64 11

B. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY (P<0,05)

Niveles de rennina, % Medias n E.E. Rango
10 12.17 4 2.97 a

15 12.34 4 2.97 a

5 12.5 4 2.97 a




