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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la extraccion del colageno mediante
hidrdlisis acida a partir de pieles y espinazos del pescado Bonito (Sarda chiliensis
chiliensis), utilizando 2 variables de operacién: concentracién de acido acético y
tiempo de extraccion.

Se propuso realizar una metodologia que consistioé en la recepcion, segregacion
y limpieza a la materia prima, realizando un pretratamiento con hidréxido de
sodio (NaOH) al 0,1N con el fin de remover las proteinas no colagénicas para
optimizar la mayor extraccion de colageno, seguido de una hidrdlisis acida con
acido acético (CH3COOH) de una relacion de 1:1 (peso/peso) en pieles y
espinazos, siendo las condiciones de operacion a 2 concentraciones de 0,4 My
0.6M con tiempos de extraccion de 24 h, 36 h, 48 h, 60 h'y 72 h. Los resultados
mostraron como mejores porcentajes de extraccion 10,2% a 0,4 My 60 h; y
13,03% a 0,6M vy 48 h

Se concluyo que es posible extraer colageno a partir de las pieles y espinazos
del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) y que presentaron buenos
porcentajes de extraccion en comparacion con los antecedentes de otras
investigaciones, teniendo como pardmetros 6ptimos las pruebas entre la 22 y 24

gue indican un rendimiento maximo del 13,03%

Palabras claves: colageno, hidrélisis acida, acido acético, extraccion.



ABSTRACT

The objective of this research was the extraction of collagen through acid
hydrolysis from the skins and bones of Bonito fish (Sarda chiliensis chiliensis),
using 2 operating variables: acetic acid concentration and extraction time.

It was proposed to carry out a methodology that consisted of receiving,
segregating and cleaning the raw material, carrying out a pretreatment with
sodium hydroxide (NaOH) at 0,1N in order to remove non-collagenic proteins to
optimize the greatest extraction of collagen, followed of an acid hydrolysis with
acetic acid (CHsCOOH) of a ratio of 1:1 (weight/weight) in skins and backbones,
the operating conditions being at 2 concentrations of 0,4 M and 0,6 M with
extraction times of 24 h, 36 h, 48 h, 60 h and 72 h. The results show the best
extraction percentages of 10,2% at 0,4 M and 60 h; and 13,03% at 0.6M and 48
h

It was concluded that it is possible to extract collagen from the skins and bones
of bonito fish (Sarda chiliensis chiliensis) and that they presented good extraction
percentages in comparison with the background of other investigations, having
as optimal parameters the tests between 22 and 24 that indicate a maximum yield
of 13,03%

Keywords: collagen, acid hydrolysis, acetic acid, extraction



INTRODUCCION

La desnutricion crénica afecta a un alto porcentaje de la poblacion mundial,
segun [1] alrededor de 800 millones de personas y sigue en aumento. El Perd no
es exento de esta probleméatica y se agudiza en las poblaciones vulnerables; por
lo que implica aprovechar recursos existentes; siendo la actividad pesquera una
gran fuente de generacion de residuos que por su procedencia contienen gran
valor nutricional; tradicionalmente se aprovecha los residuos pesqueros para la
produccion de harinas y aceites de pescado, por ello es necesario ir en busqueda
de nuevas tecnologias para un mayor aprovechamiento [2]

En el terminal pesquero de Ventanilla, uno de los principales terminales de Lima,
se realiza la comercializacién de grandes volumenes de pescados, siendo de
mayor preferencia el pescado bonito generando residuos como cola, espinazos,
cabeza, escamas, pieles y visceras, que representan aproximadamente
2042,625 TN [3]

Se cuenta con numerosas investigaciones sobre el aprovechamiento de los
residuos de pescados, donde se indica que presentan una considerable cantidad
de colageno. El colageno hidrolizado es altamente proteico, es un insumo en la

elaboracion de productos de la industria cosmética, alimentos y farmacéutica.

El presente trabajo de tipo experimental se basa en una metodologia para la
extraccion del colageno hidrolizado proveniente de los restos de pescado bonito
(Sarda chiliensis chiliensis) por medio de una tecnologia idénea; logrando asi
colaborar con el medio ambiente reduciendo los niveles de contaminaciony a su
vez contribuir con el aprovechamiento nutricional de la poblacion a través del

desarrollo tecnolégico para su industrializacion en nuestro pais.



l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de larealidad problematica

La produccion pesquera a nivel mundial ha crecido gradualmente en los dltimos
60 afos, en el 2020, se destind el 89% (78,8 millones de toneladas) de la
produccion al consumo humano directo, mientras que lo restante en su gran
mayoria fue destinada a la produccion de harina y aceite de pescado. El
consumo per capita de pescado también aument6 de 9,9 Kg a 20,2 Kg de 1960
a 2020, ademéas se estima que en el afio 2030 por las tendencias alimentarias

se produzca un incremento del 15% del consumo de alimentos acuicolas [4]

Asi como ha ido aumentando la cantidad per cépita, junto con ello se ha ido
generando una gran cantidad de residuos, segun [5] los residuos solidos
generados en la industria pesquera representan el 70% en promedio del volumen

total de entrada.

De acuerdo con [6], en el Peru el abastecimiento de productos pesqueros frescos
a nivel mayorista se da principalmente en 2 terminales: Villa Maria del Triunfo y

Ventanilla, ubicados al sur y norte de Lima, respectivamente.

Del total de volimenes frescos comercializados, en Villa Maria del Triunfo se
registré un ingreso de 70 000 TM entre pescados y mariscos, mientras que en el
terminal pesquero de Ventanilla fue de 80 000 TM convirtiéndolo en uno de los
principales terminales con mayor abastecimiento de recursos marinos en la costa

peruana. [7]

Segun [8] en el terminal pesquero de Ventanilla, llegan a diario entre 200 y 300
toneladas de productos hidrobiolégicos provenientes de las 3 regiones del pais,
donde destacan por el volumen de comercializacién las especies: jurel, caballa
y bonito siendo este ultimo el que alcanza las 10 TM mensuales entre el 2019 al
2021 convirtiéndolo en la especie con mayor demanda por la poblacién
generando asi mas cantidad de residuos (pieles, espinazos y escamas) que Si
no se tratan adecuadamente, terminaran formando parte de la contaminacion

ambiental en el distrito de Ventanilla.



Las fuentes de obtencion de colageno provienen principalmente de los huesos y
pieles de animales bovinos y porcinos. Sin embargo, este tipo de colageno es
altamente inmunogénico e inflamatorio provocando dafios en la salud de las
personas, por eso las fuentes marinas son vistas como una forma de obtencion

MAas segura para su consumo humano. [9]

Conforme a [10] aproximadamente el 30% de la poblacion mundial se ve
afectado por la deficiencia de colageno causandoles enfermedades como la
artritis, la osteoporosis, la disminucion de la densidad 6sea y la debilidad
muscular, asi como también ocasionando un impacto negativo en la piel como
acné y arrugas. Por estos motivos, ha llevado a que muchas personas busquen
suplementos de colageno convirtiéndolo como parte de su dieta alimenticia. para

mantener una buena salud.

De acuerdo con [11] el colageno en Peru proviene de importaciones del exterior
y sefala que las proteinas hidrolizadas crecieron aproximadamente del 2018 al
2019 en un 27,23% demostrandose asi un crecimiento del consumo del colageno

en el mercado peruano.

Por ello y por todos los motivos expuestos anteriormente, el presente proyecto
de tesis busca maximizar la reutilizacion de los residuos solidos acuicolas
generados en el terminal pesquero de Ventanilla como materia prima para la
extraccion del colageno mediante la hidrélisis acida y crear asi un producto

nacional como opcién de minimizar la demanda que se da en nuestro pais.

1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general

¢ Sera posible extraer colageno a partir de la hidrolisis acida de pieles y
espinazos que se generan por la comercializacion del pescado bonito (Sarda
chiliensis chiliensis) en el terminal pesquero de Ventanilla — Callao a nivel

laboratorio?



1.2.2. Problemas especificos

1) ¢Cudles son las caracteristicas fisicoquimicas de pieles y espinazos del
pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) como materia prima para extraer
colageno mediante la hidrdlisis acida a nivel laboratorio?

2) ¢Cudles son los parametros de la hidrdlisis acida para extraer mayor
porcentaje de colageno a partir de pieles y espinazos del pescado bonito

(Sarda chiliensis chiliensis) a nivel laboratorio?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Extraer colageno a partir de la hidrdlisis acida de pieles y espinazos que se
generan por la comercializaciéon del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis)

en el terminal pesquero de Ventanilla — Callao a nivel laboratorio.

1.3.2. Objetivos especificos

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de pieles y espinazos del pescado
bonito (Sarda chiliensis chiliensis) como materia prima para extraer colageno

mediante la hidrélisis acida a nivel laboratorio.

Determinar los parametros de la hidrdlisis acida para extraer mayor porcentaje
de colageno a partir de pieles y espinazos del pescado bonito (Sarda chiliensis
chiliensis) a nivel laboratorio.

1.4. Justificacion

La generacién de subproductos mayormente no aprovechados en la industria
pesquera constituye alrededor de mas de 20 millones de toneladas de residuos
a nivel mundial [12]. Segun [6] en el Perd, el terminal pesquero de Ventanilla,
uno de los grandes distribuidores de pescado a nivel nacional se descartan
restos del fileteado como escamas, piel, aletas, cabezas y espinazos,
diariamente o destinados a productos de bajo valor, siendo la mayor cantidad de

residuos generados por el pescado bonito.
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Estos residuos seran utilizados como materia prima para la extraccion de
productos de alto valor proteico, como es el colageno hidrolizado a partir de
pieles y espinazos del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) liberando el
problema causado por los vectores de contaminacion a partir de la generacion

de residuos de pescado.

Es importante resaltar que el uso de suplementos alimenticios en Peru ha ido
creciendo en los ultimos afios debido al aumento de la conciencia sobre la
importancia del colageno para la salud y la belleza [13]. Ademas, de acuerdo con
[11], el colageno en Perl proviene de importaciones evidenciandose

aproximadamente un incremento del 27,23% durante los afios 2018 y 2019

Por lo expuesto anteriormente, se realizé esta investigacion de extraer colageno
a partir de los residuos marinos para atender esta demanda creciente y crear un

producto nacional con alto valor agregado.

1.5. Delimitantes de la investigacién

a) Tebrica.- De acuerdo con [14] para la presente tesis se contd con
informacion respecto a la obtencion de colageno a partir de la hidrdlisis acida.
b) Temporal.- La investigacion se realiz6 en un periodo de 5 meses.
Iniciandose el 2 de agosto del 2024 y finalizando el 12 de diciembre del 2024
c) Espacial.- La investigacion se realizé en el terminal pesquero de Ventanilla
para la recoleccion de materia prima y en el laboratorio de fisicoquimica de
las instalaciones de la planta de Heineken, Huachipa — Peru para la

experimentacion y recoleccion de datos.
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.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
2.1.1. Antecedentes Internacionales

En el articulo de investigacion titulada “Obtencién y caracterizacion de colageno
del pez de agua dulce Prochilodus magdalenae: aplicacién en peliculas
biodegradable de [15] tuvieron como objetivo obtener y caracterizar el colageno
de diferentes partes residuales (piel, cabeza, escamas y aletas) del pez de agua
dulce Prochilodus magdalenae (Pm) y demostrar el area de mayor extraccion.
La metodologia inicié con el pretratamiento de todos los residuos con NaOH al
0,1 N. Luego, las muestras fueron sumergidas durante 3 dias en una solucion de
butanol (10%, proporcion 1:10), cada 12 horas cambiaron la solucion para
eliminar la grasa y luego lavaron a fondo con agua destilada fria hasta alcanzar
un pH neutro. Dos, la extraccion del coladgeno fue en un medio acido (CHsCOOH)
0,5 M durante 24 h en agitacion. Filtraron al vacio y el residuo fue sometido a
una segunda extraccion en las mismas condiciones. Después de este paso,
agregaron NaCl (2 M) a ambos sobrenadantes hasta precipitar el colageno. El
colageno fue recuperado por centrifugacion (10 000 rpm, durante 40 min 4°C)
Los autores determinaron el rendimiento de la extraccion mediante comparacion
del peso del producto final seco y la materia prima inicial seca. En las aletas,
cabeza, piel y escamas, obtuvieron 40,3%; 9,3%; 55,6% y 16,1% de colageno,
respectivamente, y demostraron que la region que obtuvo mas colageno fueron

las aletas y la piel.

En el siguiente articulo titulado “Characterization of carp (Cyprinus carpio) skin
gelatin extracted using different pretreatments method” tuvieron como objetivo el
estudio de la influencia del pretratamiento en las caracteristicas y propiedades
del gel de la gelatina de la piel de carpa usando NaCl, NaOH/ etanol y NaOH/
H2SO4/ CeHsO7. Para la obtencion de la primera gelatina (1), la piel fue sumergida
en 2,6% de NaCl por 40 min a 16°C, para la segunda gelatina (Il) tuvo un
tratamiento de 0,1N de NaOH por 6 h y luego 12 h en etanol a 4°C. Por ultimo,

para la obtencion de la tercera gelatina (lll) los autores trabajaron con 0,2%

12



NaOH, 0,2% de H2SOsy 1% de CsHsO7, cada uno durante 2 h y 16°C. La
electroforesis mostro que los productos (I) y (lll) contenia cadenas de
hidroxiprolina mientras que en la gelatina (Il) no observaron estas bandas
distintivas correspondientes a los componentes principales del colageno. Los
andlisis demostraron que el mejor tratamiento fue el (Ill) donde obtuvieron un
82,44% de proteinas totales y 82,36% de rendimiento para obtener colageno,

superior a los otros dos. [16]

En la investigacion titulada “Optimization of the Extraction of Acid-Soluble
Collagen from Byproducts Red Tilapia (Oreochromis spp) using
Response Surface Design” tuvieron como objetivo evaluar el efecto de
temperatura y concentracién del hidrolizante en la extraccion de colageno
soluble en acido en tres regiones de la tilapia roja en las escamas, espinas y
pieles, donde aplicaron dos disefios experimentales. El primero fue la etapa de
hidrolisis bésica (NaOH) para la liberacion de proteinas del tejido conectivo
(PTC) y segundo, fue la hidrdlisis acida (CHs—COOH) para la obtencién del
coldgeno. Sus resultados demostraron que a 25°C y 0,4 M de NaOH en la
hidrolisis basica fueron los parametros 6ptimos para obtener la mayor liberacion
de PTC en las regiones estudiadas. Ademas, los autores alcanzaron el maximo
porcentaje de coldgeno en la hidrélisis &cida con una solucién 0,7M
de CH3COOH y temperaturas de 18,5°C, 11°C y 21,5°C para piel (0,88%),

escamas (2,16%) y espinas (0,51%), respectivamente. [17]

En la tesis de grado para Master of Science: “Extraction of Collagen from fish
wastes, optimization and characterization” [18] tuvo como propdsito determinar
las condiciones Optimas de extraccion del colageno a partir de los residuos de
pescado. Con la ayuda de la metodologia de superficie de respuesta (RSM), el
autor trabajé con 4 factores siendo la concentracion de acido acético, pH,
temperatura y tiempo de extraccion. Primero, estas muestras pasaron por un
tratamiento alcalino, utilizando NaOH 0,1 M para erradicar los productos no
colagénicos, proteinas, grasa de la piel y materias insolubles. A continuacion,
enjuagd a fondo con agua destilada hasta neutralizar el pH, seguido de un
tratamiento con alcohol en la piel para disolver sustancias odoriferas.

Finalmente, para extraer el colageno us6é un medio acido (CH3COOH) al 0,5 M
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seguido de la salinizacién. Como resultado de la investigacion, el autor obtuvo
los valores 6ptimos de 3,19 de pH, 0,67 M de acido con 77,51 h para escamas,
74h para piel, huesos 73,16 y aletas 72,36 h con eficiencias de 24%, 41% y 49%

de colageno respectivamente.

En la tesis de grado para obtener el titulo de bioquimica. “Utilizacion de medio
acido para la extraccion de colageno de la piel del Dorado (Coryphaena
Hippurus)” de [19] tuvieron como fin obtener el coldgeno usando un medio acido
en la piel del pescado Dorado. En la metodologia los autores utilizaron dos
factores que fueron la temperatura de inmersién y concentracion del acido.
Primero, sumergieron las muestras en cloruro de sodio 1 M durante 30min y
luego introdujeron en acido lactico a 3 concentraciones de 1%; 1,5% y 2% a
18°C, 20°Cy 23°C, cada uno durante 48 horas, para posteriormente filtrar de 15
a 20 veces hasta obtener una textura de gelatina blanca. Como resultado, los
autores obtuvieron un colageno libre de microorganismos (coliformes, hongos)
al 4,2%; 5,4% y 8,4%, siendo este ultimo la eficiencia maxima a una temperatura

de 18°C y una concentracion de 2% de acido lactico.

2.1.2. Antecedentes nacionales

En el proyecto de tesis para obtener el titulo profesional de Ingeniero Pesquero
titulado “Obtencion de colageno a partir de la cabeza de paiche (Arapaima
gigas)” de [20] tuvo como objetivo obtener colageno a partir de los residuos de
tejido blando de la cabeza del paiche, asi mismo también reconocer sus
parametros fisicoquimicos tanto de la materia prima, como del colageno obtenido
y el rendimiento 6ptimo para el proceso. La metodologia empleada por el autor
inicié con el acondicionamiento de la materia prima, pasando por una maceracion
con hidréxido de potasio (KOH), neutralizacion con &cido citrico (CeHsO7), y
finalmente una etapa de extraccion, considerando concentracion, tiempo y
temperatura para un resultado 6ptimo. El colageno extraido tuvo un rendimiento
de 14,63%. La composicién quimica proximal del colageno obtenido fue 89,67%
de proteina, 1,46% de cenizas totales, 7,03% de humedad, y 0,76% de grasa.

Asimismo, obtuvo 11,3 g de hidroxiprolina /100 g de colageno. Con los resultados
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obtenidos, el autor logré desarrollar un método de extraccion de colageno a partir

de la cabeza del paiche.

En la tesis para obtener el titulo profesional de Ingeniero Quimico titulado
“Obtencion del colageno a partir de los residuos del bonito (Sarda chiliensis
chiliensis) mediante hidrdlisis alcalina” de [21], tuvo como objetivo la obtencién
del colageno a partir de la piel, escamas, huesos y aletas del pescado bonito, asi
mismo también reconocer sus parametros fisicoquimicos tanto de la materia
prima como del colageno obtenido y el rendimiento éptimo para el proceso. La
metodologia empleada por los autores inicié6 con el acondicionamiento de la
materia prima, secado, hidrdlisis alcalina con hidroxido de potasio (KOH),
extraccion con CHsCOOH a 0,3M, separacion, y finalizando con un analisis
fisicoquimico del coladgeno obtenido. Presentd como resultado un &ptimo
rendimiento de colageno de 14,78%, a una concentracion de 0,6 molar de KOH,
en un tiempo de hidrdlisis alcalina de 9 h y un tiempo de extraccion en el medio
acido de 90 minutos. Respecto al analisis fisicoquimico del colageno obtenido
este indicé una Optima y adecuada cantidad de proteinas de 73,53%, mientras
que el porcentaje de grasas, agua y cenizas fue de 8,18%; 11,71%; 11,89%

respectivamente.

En la tesis para obtener el titulo profesional de Ingeniero Quimico titulado
“Obtencion de colageno a partir de los residuos de pescado provenientes del
mercado de abastos del distrito de huacho” de [22] tuvo como objetivo obtener
colageno a partir de los residuos de pescado provenientes del mercado de
abasto, asi mismo también reconocer sus parametros fisicoquimicos tanto de la
materia prima como del colageno obtenido y el rendimiento éptimo para el
proceso. La metodologia empleada por el autor comenzdé con el
acondicionamiento de la materia prima, seguido por un secado, hidrolisis alcalina
con hidroxido de sodio (NaOH), neutralizacién, extraccion, separacion, y
finalizando con un andlisis fisicoquimico del colageno obtenido. Presenté como
resultado un rendimiento del 11,28% a una concentracion de 0,4 molar de
disolucién de hidréxido de sodio, en un tiempo exacto de 10 horas a una T°

ambiente, seguidamente del tiempo de extraccién que fueron de 120 minutos
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con una temperatura entre el rango de 75°C — 85°C, lo cual fue lo 6ptimo para

su investigacion.

En la tesis para obtener el titulo profesional de Ingeniero Pesquero titulado
“Obtencion de gelatina de piel de perico (Coryphaena hippurus) y caracterizacion
de sus propiedades fisicoquimicas” de [23] tuvo como objetivo obtener gelatina
a partir de piel de perico pasando por un pretratamiento con hidréxido de sodio
(NaOH). La metodologia empleada por el autor consisti6 en un
acondicionamiento de la materia prima empleando hidroxido de sodio (NaOH),
seguido por una hidrdlisis con acido citrico (CeHsO7) y finalmente se purificd
fitrando y secando, de esta manera obtuvo la gelatina en polvo; ademas las
condiciones de extraccion estuvieron en funcion de la temperatura, tiempo y
concentracion del &cido débil. El autor tuvo como resultado éptimo una gelatina
con fuerza de gel 386,6 g, un rendimiento de extraccion de proteina de 20,4%,

una viscosidad de 11 cP y un porcentaje de proteina 88,3%

En la tesis para obtener el titulo profesional de Ingeniero Quimico titulado
‘Reciclaje de los residuos industriales del jurel por medio de la técnica de
hidrélisis” de [24] tuvo como objetivo obtener un producto hidrolizante liquido a
partir de residuos industriales de jurel para ser utilizado como suplemento
consumido por los animales. La metodologia empleada consisti6 en un
acondicionamiento de la materia prima, una hidrélisis quimica con acido férmico,
en donde varid la concentracion de acido, temperatura y tiempo de hidrolisis para
la obtencion del producto final, finalizando asi con un tamizado. Se tuvo como
mejor tratamiento utilizando el 3% de acido férmico con respecto al peso de
residuos, a 30°C al cuarto dia de hidrolizado. El producto final present6 una
composicion quimica de humedad 79%, proteina total 15,05%, cenizas 1,42% y
carbohidratos 0,12%, ademas una produccion de nitrégeno soluble de
7 635 mg/100 g de muestra analizada, asi como también, las caracteristicas
fisico — organolépticas fueron consideradas aceptables, lo cual permitio
calificarlo como un producto de buena calidad para poder ser usado como

suplemento o insumo en la formulacion de raciones para animales.
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2.2. Bases tedricas
2.2.1. Proteinas

Son biomoléculas que estan constituidos por a- aminoacidos enlazados entre si
por enlaces peptidicos. Una sola molécula de proteina esté constituida por 20
aminodacidos y las combinaciones de estos [25]. Presentan un alto peso
molecular, formado por 50%—-55% de carbono, 6%—7% de hidrogeno, 20%—23%
de oxigeno, 12%—-19% de nitrogeno y 0,2%—3% de azufre, entre otros elementos.
[26]

a) Clasificacion de las proteinas.- Segun su composicion quimica: Se

clasifican en simples y conjugadas [27]. Las proteinas simples son:

1) Proteinas fibrosas, insolubles en agua, como el colageno, la queratina y
elastina.
2) Proteinas globulares, forman coloides en el agua, como la albimina,

globulina, etc.

Segun su funcién biologica: Se clasifican en enzimas, proteinas estructurales
y contractiles, hormonas proteicas, proteinas de transporte e

inmunoglobulinas.

b) Desnaturalizacion de la proteina.- La desnaturalizacién es un proceso que
permite romper las estructuras de las proteinas. Las proteinas se absorben
mejor cuando se han convertido en aminoacidos. Cuando las proteinas se
desnaturalizan, su absorcién se realiza de manera eficaz, con temperaturas

de desnaturalizacion que varian entre 26°C y 29°C. [28]

La desnaturalizacion de una proteina implica la alteracion no natural de su
estado ionico, los factores que pueden ocasionar este efecto son amplios

pero los méas comunes son el calor y las variaciones en el pH. [29]

Segun [30] al desnaturalizarse la proteina se desmorona la estructura de la
triple hélice del colageno, los enlaces de puentes de hidrégeno se rompen,

sin alterar su estructura primaria, como se observa en la Figura 1 (Ver pag.
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N° 18). Al calentar el colageno, este se hidroliza y forma gelatina de menor

masa molecular [31], lo que resulta en colageno parcialmente hidrolizado.

Dado que un calentamiento suave solamente puede provocar la ruptura de
los enlaces de hidrégeno que estabilizan la triple hélice del colageno, el
proceso de transformacién de colageno en gelatina puede ser considerado

como un proceso tipico de desnaturalizacion. [30]

Figura 1
Desnaturalizacion de una proteina
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Proteina
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Proteina
desnaturalizada

Acufa, 2006

La desnaturalizacion es causada por diversos cambios térmicos y quimicos,
como las variaciones de pH, el uso de detergentes, cambios en la fuerza
i6nica por adicion de sales, presencia de solventes organicos, o la agitacion

son fuentes de desnaturalizacion.

2.2.2. Cinética de hidrdélisis

a)

Carga eléctrica de las proteinas.- Las proteinas presentan la capacidad de
cargarse de manera positiva 0 negativa dependiendo del pH del medio,
comportandose como acidos o bases; segun la composicion aminoacidica

de su secuencia peptidica. [31]

El pH es llamado pl (punto isoeléctrico) cuando la proteina posea una carga
neta nula, y en ese estado su solubilidad disminuye, lo que genera un

precipitado. Por otro lado, si el pH > pl las proteinas adquieren carga
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b)

negativa, mientras que si el pH < pl se carga positivamente, la solubilidad

tiende a incrementarse en las dos direcciones. [32]

Segun [33] cada comportamiento de las reacciones esquematizadas

presenta un valor diferente de pKa, como se detalla:

Comportamiento como base:

R— ClH— COO & H* + R—ClH— CoO
NHs* NH2
Comportamiento como acido:
R—ClH— COO « 2 H* + R—clH— COOH
NHs* NHs*

Las constantes se definen como se muestra a continuacion:

*laminoacido™ ]
[aminoacido™]

pKa1 = -Iog[H

H*][aminoacido™]

pKaz = -Iog[

[aminoacido*~]

Los aminoécidos se clasifican segun la polaridad de sus cadenas laterales
en cuatro clases: aminoacidos con cadenas laterales no polares o
hidréfobos, aminoacidos con grupo laterales polares no cargadas o
hidrofilos, aminoacidos cargados con carga positiva y aminoacidos con carga

negativa.

Hidratacion de proteinas.- La relacion entre agua-proteina es mas
compleja que la solvatacion de iones en solucion. La cadena peptidica actta
como un grupo iénico en la interaccion de iGn—dipolo, mientras que los
grupos polares en la interaccion dipolo-dipolo y en grupos capaces de formar
puentes de hidrégeno. La manera en que se agrupan las moléculas de agua
alrededor de los grupos hidrofébicos del agua, dependiendo de estos grupos

se determina la compacticidad de la estructura. [34]
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2.2.3. Métodos de extraccion de colageno

La extraccion de colageno se suele dar en dos etapas fundamentales: a)
pretratamiento de la materia prima; y b) proceso de extraccion de colageno. El
objetivo principal del pretratamiento es eliminar impurezas para mejorar la
calidad del colageno obtenido [35]. Este proceso puede ser realizado con un
acido o alcali, cuyo principal propoésito es la de remover proteinas no colagénicas,
ademas de escindir los enlaces cruzados de colageno. [36]

Cuando se emplea un élcali, este hidroliza las proteinas, para luego eliminarla
con lavados posteriores. Por esta razon el control en esta etapa debe tener un
cuidado especial, porque el alcali empleado puede hidrolizar el colageno
presente en las muestras. [30]

Existen diversos métodos que son empleados para la extraccion del colageno
como diferentes tipos de hidrdlisis.

Segun [37], existen tres tipos de hidrélisis en el colageno.

a) Hidrdlisis Térmica.- Consiste en aumentar la temperatura de solucion del
colageno, lo que provoca una ruptura de enlaces, generando compuestos
gue afectan el color, sabor y olor de las soluciones.

b) Hidrolisis Quimica.- Consiste en romper la molécula utilizando acidos o
alcalis fuertes, sin seleccionar los enlaces. En este proceso se ajustara el pH
de la solucion con quimicos que generaran sales, etc. A continuacion, se
describen:

c) Método alcalino.- Presenta una fuerte capacidad de hidrolizar fibras de
colageno, principalmente se utiliza para extraer colageno a partir de
desechos de cuero.

d) Método Acido.- Se realiza con &cidos de baja concentracion, los enlaces
salinos y bases se destruyen causando que las fibras de colageno no se
disuelvan. Generalmente se emplean acidos fuertes y acidos débiles como
acido aceético, acido citrico, etc.

e) Hidrdlisis Enzimética.- En este proceso se emplean enzimas para romper

enlaces especificos de la molécula, como la pepsina o tripsina, es un método
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gue degrada menos la proteina, sin embargo, su uso se ve limitado por el
alto costo y la dificultad de adquirir las enzimas.
2.2.4. Terminal Pesquero de Ventanilla - Peru
El "Terminal Pesquero de Ventanilla" se encuentra en el distrito del Callao, uno
de los dos principales terminales pesqueros del pais, donde se comercializan
productos marinos y de rio provenientes de todo Perd, asi como de Ecuador y
Chile. Debido a su ubicacién estratégica, abastece principalmente la zona norte
de Lima, que incluye distritos como Comas, San Martin de Porres, Los Olivos,
Independencia, Puente Piedra, Carabayllo, Ancon y Santa Rosa.
Los productos que se ofrecen en el terminal estan destinados principalmente a
mercados mayoristas y restaurantes. Las especies marinas de pescado que mas

ingresan a este terminal son: Bonito fresco, caballa, liza y merluza [38].

En la Figura 2 se pueden ver los alrededores del Terminal Pesquero de

Ventanilla en Callao.

Figura 2
Exteriores del Terminal Pesquero de Ventanilla — Callao

Diario “La Republica”, 2020

2.3. Marco conceptual
2.3.1. Colageno

El colageno es una proteina que forma parte del tejido conectivo. Su unidad
bésica estd compuesta por tres cadenas polipeptidicas que contienen una
secuencia repetitiva (G—X-Y) n, donde X suele ser prolina y Y, hidroxiprolina.

Estas repeticiones permiten la formacion de una estructura de triple hélice, que
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es caracteristica de la superfamilia del colageno. Las cadenas laterales de los
residuos X e Y se encuentran en la superficie de la hélice triple, lo que otorga a
la molécula de colageno una notable capacidad para interactuar lateralmente con
otras moléculas de la matriz extracelular, lo que favorece la formacion de
conjuntos supramoleculares [39]. En general, todos los tipos de colageno

presentan esta estructura de triple hélice, como se muestra en la Figura 3.

El coldgeno es la proteina fibrosa de origen animal mas abundante [40],
representando alrededor del 25-30% de todas las proteinas animales [41]. Forma
parte de la matriz extracelular [42], constituyendo los tejidos conectivos del
cuerpo, como los musculos, dientes, huesos y piel [43], ademas de estar
presente en el tejido intersticial de casi todos los 6rganos [44]

Figura 3
Estructura la triple hélice del coladgeno
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Jurgen & et al., 2005

a) Tipos de colageno.- Segun [45] existen al menos 28 tipos de colagenos en
funcion de la estructura de los dominios y su organizacion superestructural, pero el
80-90% del colageno del cuerpo esta formado por los tipos I, Il y Ill, como se
describe en la Tabla 1 (Ver pag. N° 23)
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Tabla 1

Clasificacion de tipos de colageno

Tipo

Descripcion

Otros
tipos

Este tipo se produce ampliamente, principalmente en el
tejido conectivo, como la piel, los huesos, y tendones.

Este tipo de colageno se produce practicamente
exclusivamente en el tejido del cartilago.

Este tipo se produce en paredes de los vasos, fibras
reticulares y piel.

Los otros tipos de colageno estan presentes en membranas
basales de las células.

Shoulders, 2009

b} Formas de estado del colageno.- Dependiendo la etapa de obtencion y

purificacion que se le someta a la materia prima para obtener colageno.

Se presenta en las siguientes formas:

1)

2)

3)

Colageno nativo.- Forma oriunda en que se encuentra el colageno, sin
que la proteina se haya desnaturalizado. Su unidad es el tropocolageno,
conformado por tres cadenas polipeptidicas que interaccionan. [27]

Gelatina.- Es el coldgeno parcialmente hidrolizado, es decir, el colageno
gue ha sufrido un efecto de desnaturalizacion parcial por cambio de
temperatura o pH. La cadena de péptidos presenta 1000 aminoéacidos
en cada una de ellas, ademas, se caracteriza por ser buen espesante
porque presenta un poder gelificante al mezclarse con liquidos. [27]

Colageno hidrolizado.- Producto de la hidrélisis acida o basica del
coldgeno, compuesto por una mezcla de péptidos de bajo peso
molecular. [27]. Segun [14], en la hidrdlisis se rompen las cadenas de las
proteinas permitiendo asi la absorcién por el cuerpo, las fuentes de
extraccion del coldgeno son provenientes de los bovinos y porcinos, sin
embargo, las ultimas investigaciones han demostrado que el colageno
hidrolizado se encuentra en fuentes marinas. Por otro lado, el tipo y

fuente de extracciébn son los principales factores que afectan las
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propiedades del colageno hidrolizado como el peso molecular de la
cadena peptidica, la solubilidad y la actividad funcional. Su aplicacion se
encuentra en diversas industrias como alimentaria, farmacéutica,

cosmética y biomédica.

c) Fuentes de obtencion de colageno.- La principal fuente de colageno ha
sido tradicionalmente los residuos generados durante el procesamiento de
especies bovinas, asi como de la piel, huesos y cartilagos de cerdo. Sin
embargo, diversos estudios han determinado la funcionalidad del colageno
de origen marino, extraido de las pieles de peces de agua dulce y salada,

como la de tiburdn, entre otros.

El colageno presente en la piel, huesos, cartilagos y escamas de vertebrados
e invertebrados marinos es mas biodisponible que el colageno bovino o
porcino, mostrando una mayor capacidad de absorcion (hasta 1,5 veces mas
eficiente en el organismo) y una circulacion mas rapida en el torrente
sanguineo, debido a su bajo peso molecular y al tamafio reducido de sus

particulas.

Ademaés, los colagenos marinos son similares a los bovinos y porcinos en
cuanto a la composicién de aminoacidos y biocompatibilidad. Este colageno
puede obtenerse a partir de diversos subproductos del pescado, que se
consume a nivel mundial y genera una gran cantidad de residuos,
representando entre el 50% y el 70% de las materias primas originales en la

industria pesquera.

En nuestra investigacion, la extraccion del colageno se llevo a cabo mediante
hidrdlisis acida.
Hidrdlisis acida
Se realiza con acidos de baja concentracion, los enlaces salinos y bases se
destruyen causando que las fibras de colageno no se disuelvan. Generalmente

se utilizan &cidos fuertes y acidos débiles como acido acético, acido citrico, entre
otros.[37]

24



Piel de pescado

La piel del pescado generalmente contiene colageno tipo | con un alto grado de
pureza, que ronda el 70%, variando segun la edad de la especie y la temporada
[46]. El colageno extraido de la piel de los peces tiene una excelente capacidad
para retener agua, pudiendo almacenar aproximadamente el 6% de su peso
cuando se expone a un 63% de humedad durante 24 horas. Ademas, no
presenta potencial irritante, lo que lo hace adecuado para aplicaciones dérmicas
[47].

Espinas de pescado

El colageno presente en las espinas de pescado exhibe caracteristicas propias
del colageno tipo I, compuesto por dos cadenas a1 y una a2. El colageno
extraido de las espinas de tilapia, bagre, palometa y caballa requiere una
temperatura de extraccidon mas alta (16,6°C—19,03°C) y un tiempo de extraccion
mas corto (73,16 horas) en comparacion con el de las escamas y la piel de
pescado. Sin embargo, su rendimiento de extraccion es mas bajo, alcanzando

solo un 0,64%, en comparacion con el obtenido de la piel de pescado [48]
Aplicaciones del colageno

Segun [48], el colageno se utiliza en diferentes sectores, siendo aplicable en
materiales biomédicos, farmacéutico, cosméticos y alimentario [50]. A

continuacion, se detalla:
Sector Cosmetoldgico:

Usado para brindar resistencia y elasticidad en la piel y el cabello, se encuentra
en geles, lociones, mascarillas, inyecciones subcutaneas directamente en la piel
y tratamientos capilares de colageno. [51]. El colageno es importante en la
reduccion de estrias, arrugas, etc., a su vez es un buen hidratante de la piel y le

agrega suavidad. [37]
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Sector en Materiales Biomédicos:

Utilizado como un biomaterial en la ingenieria de tejidos, permitiendo la adhesion
celular, que sirve para reemplazar alguna funcion que realice alguna parte del
cuerpo [43]. Ademas, se usa como esponja de colageno, empleado en las

ingenierias de tejido de cartilago [35] y tejido 6seo [52].
Sector Farmacéutico:

De acuerdo con [37] utilizado para cubrir pastillas, capsulas y en la produccion
de parches de heridas. Asimismo, en el ambito de Odontologia, resulta
beneficioso utilizar esponjas hemostaticas de coldgeno hidrolizado por su alta

capacidad hemostatica.
Sector alimenticio:

Utilizado en produccion de gelatina, se encuentra en huesos, cortes de piel de
resy sirve como materia prima para la produccién de gelatina, ademas se puede
utilizar en aditivos para embutidos, como revestimiento, que sirve para obtener
productos de mejor calidad y que es libre de riesgo sanitario. Por otro lado,
mejora el contenido proteico, estabiliza las grasas y sirve para acumular el agua,

por ello se utiliza en la produccién de carnes frias. [37]

2.3.2. Pescado Bonito (Sarda chiliensis chiliensis)

El pescado bonito habita en aguas superficiales, cuya temperatura que oscila
entre 15° y 22°C. Esta especie marina se encuentra distribuida a lo largo del

Pacifico oriental, desde Mancora en Peru hasta Talcahuano en Chile [53]

El pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) se muestra en la Figura 4 (Ver
pag. N° 27)
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Figura 4
Sarda chiliensis chiliensis

Imarpe, 2022

Caracteristicas y variedades

El pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) puede llegar a medir entre 30 a 50
cm de longitud y su peso se encuentra entre 1 a 3 Kilos. El color de su cuerpo
generalmente es azul acero casi alargado cubierto por diminutas escamas.
Ademas, viven en areas donde la temperatura varia entre 15°C y 22°C [54]

Segun [55] presenta la clasificacién taxonémica, que se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2

Clasificacion taxonémica
Reino Animalia
Phylum Chordata
Sub Phylum Vertebrada
Super Clase Piscis
Clase Actinopterygii
Orden Perciforme
Familia Scombridae
Género Sarda
Especie Sarda chiliensis

chiliensis

Sub especie Perciforme
Nombre comun Bonito

Imarpe, 2022

Formas de comercializacion del pescado bonito (Sarda chiliensis
chiliensis)
El pescado bonito que se desembarca a nivel nacional se consume

principalmente de forma directa [56] lo que se divide en:
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Enlatado: Llamado conservas presenta la carne en forma entera, solido, filete o

grated en aceite; y también se puede agregar aditivos. [57]

Curado: Consiste en un salado, secado, ahumado, escabechado y fermentado

del pescado. Depende principalmente del clima. [57]

Fresco: Se presenta debido al tipo de corte como es entero, eviscerado,

eviscerado descabezado y filete con piel. [58]

Congelado: Tiene similitud al pescado fresco, pero se mantienen en sistemas

de refrigeracion. [57]

Zonas de produccion del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis)

En el afio 2017 se registrd un reporte de la cantidad de productos que ingresa al
terminal pesquero de Ventanilla, se reporté que el bonito fresco tiene una cifra
de 125,800 Kg/dia cuya procedencia es de las zonas pesqueras de Chimbote,

llo, Pucusana, Huacho y Chiclayo. [59]

2.3.3. Generacion de residuos del pescado bonito (Sarda chiliensis

chiliensis)

El pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) es uno de los recursos oceanicos
con mayor preferencia [56], tan solo en el mes de enero y febrero del 2019 a
nivel nacional se capturo 4 875 TN [3], esta cifra genera aproximadamente
2 042,625 TN de residuos de bonito compuesta por cabeza, visceras, espinas y

pieles.
Caracteristicas de los residuos

Caracteristicas fisicas: La composicion fisica depende del tamafio y sexo [58].
En la Tabla 3 (Ver pag. N° 29) se observa la composicién fisica proximal del

residuo del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis)
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Tabla 3
Composicion fisica del residuo de bonito

Componente Promedio
(%)
Cabeza 16,5
Visceras 12,8
Espinas 8,5
Piel 3,8

Santos, 1996

Para este proyecto de tesis se utilizara las pieles y espinazos de los residuos del
pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis)

Caracteristicas quimicas: En la Tabla 4 se presenta la composicion quimica
del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis), el cual depende del sexo, edad,

tamafnio, la regidn que pertenece el cuerpo, etc.

Tabla 4
Composicion quimica del residuo del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis)

Componentes IMARPE(1997) INS(2009) Davalos(2016)

Humedad 72,6 70,6 72,40

Proteina total 21,4 23,4 20,56

Grasa cruda 4,5 4,2 5,30

Ceniza 1,4 1,5 1,74
Llaro, 2018

2.4. Definiciones de términos basicos

Aminoacidos: Los aminoacidos son moléculas organicas pequefias con un

grupo amino (NHz) y un grupo carboxilo (COOH). [60]

Coladgeno: Es una macromolécula compuesta de 3 hélices con cadenas
polipéptidos. La formacion va representada por Gly — X =Y siendo X prolina e Y

hidroxiprolina como molécula tropocolageno estable. [61]
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Descartes de recursos hidrobiolégicos: Son aquellos recursos
hidrobiologicos que, por su condicion de alteraciéon, descomposicion o
contaminacion, sean enteros o por piezas, son declarados no aptos para el
consumo humanao. [62]

Hidrdlisis: Es la descomposicién quimica de las sustancias por el agua y
depende de la quimica, la solubilidad, el pH y la oxidacién-reduccion (Eh o
redox), potencial del compuesto. Puede darse mediante hidrolisis acida, basica

0 enzimatica. [63]

Hidrolisis acida: Es una etapa donde se agrega un acido al sustrato disuelto

para asi poder iniciar la hidrolisis. [64]

Hidrolizado de proteinas: Es una sustancia que no produce desequilibrios
osmaticos ni alergias, presentan un alto valor nutritivo, no muy inferior al de la

proteina de partida y presentan un sabor aceptable. [64]

Hidroxiprolina: Es un aminoacido formado por la hidroxilacion postraduccional
de residuos de prolina unidos al péptido, catalizada por la enzima

propilhidroxilasa. [60]

Neutralizacién: Reaccion que se produce entre disoluciones acidas y basicas,

dando como resultado o producto una sal y agua. [65]

Propiedades reoldgicas: Son propiedades mecanicas que dan como resultado
la deformacion y el flujo del material en presencia de un estrés. La
caracterizacion reoldgica de los alimentos aporta informacién importante para

mejorar y optimizar los procesos de fabricacion. [66]

Residuos pesqueros: Estan constituidos por las mermas o pérdidas generadas
durante los procesos pesqueros de las actividades de procesamiento para
consumo humano directo, asi como los generados durante las tareas previas

realizadas en los Desembarcaderos Pesqueros Artesanales. [62]

Residuos soélidos: Son aquellas sustancias, productos o subproductos en
estado sélido o semisdlido que se dispone, a través de un sistema que incluya

procesos tales como: minimizacién de residuos, segregacion en la fuente,
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reaprovechamiento, almacenamiento, tratamiento, transporte, transferencia y

disposicion final, entre otros. [67]

Segregacion: Accion de agrupar determinados componentes o elementos

fisicos de los residuos solidos para ser manejados en forma especial. [67]
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lll.  HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis

Hipotesis General

Es posible extraer entre el 10% — 15% de colageno mediante la hidrolisis acida
a partir de pieles y espinazos de pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) que
se generan por la comercializacion en el terminal pesquero de Ventanilla — Callao

a nivel laboratorio.

Hipotesis especifica

1) Las pielesy espinazos del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) como
materia prima presentan caracteristicas fisicoquimicas aceptables para
extraer colageno mediante la hidrolisis acida a nivel laboratorio.

2) Eluso de &cido acético como medio de hidrolisis en concentraciones de 0,4
My 0,6 M en un tiempo de 24 a 48 horas son los parametros aceptables para
extraer mayor porcentaje de colageno mediante la hidrolisis &cida a nivel

laboratorio.
Definicion conceptual de variables:
Las variables fueron definidas como: Y = f(X)

Variable dependiente:

Y= Extraccién del colageno a partir de pieles y espinazos de pescado bonito
(Sarda chiliensis chiliensis)

Variables independientes:

X1 : Concentracion de acido acético

X, : Tiempo de extraccion
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3.1.1. Operacionalizacion de las variables

Variable Definiciéon conceptual Definicién Dimension Indicadores Método
Dependiente operacional
Y= Obtencion del colageno  El coldgeno es la proteina Se obtendr4d a partir del Humedad % Humedad Método I1SO 1442:1997
a partir de la hidrélisis fiborosa méas abundante de proceso de hidrélisis acida Proteinas % Proteinas Método Kjeldahl
acida de los residuos del origen animal que se utilizando acido acético. Cenizas % Cenizas Método gravimétrico
pescado bonito (Sarda encuentra en la matriz, tejidos Grasas %Grasas Método de Soxhlet
chiliensis chiliensis) conectivos del cuerpo Andlisis de coliformes UFC AFNOR métodos validados 3M
(masculos, dientes, huesos y 01/7-03/99
piel) y en el tejido intersticial de
casi todos los érganos. [40] Peso Peso Método gravimétrico
Rendimiento % Rendimiento
Variable Definicién conceptual Definicién Dimension Indicadores Método
Independiente operacional
X1= concentracion de Método realizado a baja La  hidrolisis acida se
acido acético. concentracion  &cida, que efectuara variando los Concentracién Molaridad Método volumétrico

X,= tiempo de extraccion

destruye a enlaces salinos y
bases, con el fin de que no se
expanda ni se disuelva las
fibras de colageno. [26]

Método realizado a baja
concentracion  acida, que
destruye a enlaces salinos y
bases, con el fin de que no se
expanda ni se disuelva las
fibras de colageno. [26]

parametros de concentracion
de acido acético y tiempo de
extraccion.

La  hidrélisis 4&cida se
efectuard  variando los
parametros de concentracion
de acido acético y tiempo de
extraccion

Tiempo

Horas

Cronémetro
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IV. METODOLOGIA DEL PROYECTO

4.1. Disefio metodoldgico

El disefio metodoldgico utilizado en la investigacion es como se muestra en la

Figura 5.

Figura b
Etapas de la investigacion

. PRIMERAETAPA: INFORME FINAL:
Revision bibliografica: Lectura )
. R Interpretacion de resultados y
exploratoria, lectura selectiva vy X
. desarrollo del informe.
lectura analitica
/ \ CUARTA ETAPA: / \
Se realizard analisis fisicoquimicos a la
SEGUNDA ETAPA: prueba que obtendrd mayor %
Definicion de la metodologia para TERCERA ETAPA: redimiento de colageno: %humedad, QUINTA ETAPA:
extraer coldgeno a partir de residuos Operaciones para la extraccion del %grasa, %proteina, %cenizas y Recopilacion de datos de los andlisis
del pescado bonito (Sarda chiliensis coldgeno mediante la hidrdlisis acida recuento de coliformes. fisicoquimicos y microbioldgicos.
chiliensis) mediante la hidrdlisis acida en los residuos del pescado bonito Método ISO 1442:1997 Tratamiento de los datos
con diferentes concentraciones de (Sarda chiliensis chiliensis). Método Kjeldahl experimentales y andlisis.
acido acético y tiempos de extraccion. Método gravimétrico
Método de Soxhlet
\ j Inoculacidn \ j

Primera etapa de lainvestigacion: En la fase inicial de la investigacion, se lleva
a cabo una revision bibliografica que incluye lectura exploratoria, selectiva y
analitica, centrada en la teoria relacionada con la variable de investigacion, que
en este caso sera la variable X. El objetivo fue identificar argumentos cientificos,
antecedentes de estudios previos y fundamentos teéricos.

Segunda etapa de la investigacion: En esta etapa se definié la metodologia
para extraer colageno a partir de residuos del pescado bonito (Sarda chiliensis
chiliensis) mediante la hidrdlisis acida con diferentes concentraciones de acido
acético y tiempos de extraccion)

Para extraer coldgeno se utiliz6 una muestra conformada por pieles y espinazos
en una relacion de 1:1 (peso/peso) y se realizaron 30 pruebas experimentales
con dos concentraciones de é&cido acético (0,4 M y 0,6 M) y tiempos de
extraccion: 24 h, 36 h, 48 h, 60 hy 72 h
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Tercera etapa de la investigacion:
La etapa mas importante es la tercera donde se utilizaron operaciones para

extraer colageno, mostrados en la Figura 6 (Ver pag. N° 36)

a) Ubicacion: Los residuos del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) es
proveniente de la comercializacion en el terminal pesquero de Ventanilla en el
distrito de Ventanilla en la provincia de Callao.

b) Recepcidny Transporte: Se recepcionaron los residuos del bonito (Sarda
chiliensis chiliensis) en un cooler con bolsas de hielo para mantenerlas
refrigeradas (4°C a 8°C), los cuales fueron transportados al laboratorio de
Fisicoquimica de Heineken Pera.

c) Segregacion: Los residuos del bonito (Sarda chiliensis chiliensis) fueron
segregados por pieles, visceras, espinazos, cabezas y aleta, de los cuales solo
se utilizaran las pieles y espinazos.

d) Seleccion de materia prima
Pieles y Espinazos

Para la seleccion de la piel, se retiraron manualmente con un cuchillo las
escamas del bonito (Sarda chiliensis chiliensis).

Para los espinazos, se removieron manualmente los musculos y carnes con una
escobilla.

e) Lavadoy limpieza

Se realiz6 el lavado de las pieles y espinazos con abundante agua destilada, con
el fin de eliminar de las pieles y espinazos cualquier tipo de restos organicos o
sustancias extrafias y asi poder evitar cualquier tipo de interferencias en los
resultados préximos.

Las muestras se dejaron secar sobre papel toalla y se pesaron.

f) Desinfeccidon y blanqueamiento

La etapa de desinfeccién (piel y espinazos) y blanqueamiento (piel) es esencial
para eliminar compuestos no deseados como color, grasas, microorganismos y
olor propia del pescado. Para ello, se utilizé hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5%
(p/V) en un tiempo de 4 horas a una temperatura ambiente y se sumergieron las

muestras en una relacion de peso piel /volumen de solucion 1:10.
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Figura 6

Diagrama de flujo para la extraccion de coladgeno.
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g) Enjuague del producto

Se realiz6 un lavado con agua destilada para la piel decolorada y espinazos, con
el fin de eliminar en su totalidad el hipoclorito de sodio (NaClO) y asi evitar que

permanezcan trazas de este producto en las pieles tratadas.

Toma de muestras para analisis fisicoquimicos: Se seleccion6 una cantidad de
muestra (pieles y espinazos) para andlisis fisicoquimicos: proteinas, cenizas,

humedad y grasas.

h) Pretratamiento de la piel

Las muestras de piel se cortaron manualmente en trozos de aproximadamente
de 1 cm x 1 cmy se sumergieron en una solucion de hidréxido de sodio (NaOH)
al 0,1 N con una proporcion de 1:10 (peso de piel/ solucion) a una temperatura
de 10°C y una agitacién constante de 300 rpm durante 24 horas, esto con el fin
de eliminar proteinas no colagénicas.

i) Eliminacion de extracto etéreo

Se realizd solo a las pieles debido a su alto contenido de grasa y reducir su
porcentaje en el colageno final. Para ello se utilizé una solucion de butanol
(C4,HyOH) al 10% (v/v) en una proporcion muestra/solucion de 1:10 durante 24 h
con agitacion constante de 300 rpm. Luego se lavo con agua destilada para
finalmente eliminar la grasa.

J)  Pretratamiento de los espinazos

Los espinazos se sumergieron en una solucion de hidréxido de sodio (NaOH) al
0,1N con una proporcién de 1:10 (peso de piel/ solucién) a una temperatura de
10°C y una agitacion constante de 300 rpm durante 24 horas, esto con el fin de
eliminar proteinas no colagénicas.

k) Descalcificacion:

Se realizé en las espinas por su alto contenido de calcio y asi tener menos
impurezas en el colageno. Se utilizd6 una solucion de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5 M muestra/solucion de 1:10 (w / v) durante
24 h con una agitacion de 300 rpm. Luego las espinas descalcificadas se lavaron

con agua destilada.
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I) Hidrdlisis acida

Pieles y Espinazos

La muestra (50 g de pieles y 50 g de espinazos) fue sumergida en una solucion
de &cido acético a 0,4 M, y 0,6 M a diferentes tiempos de extraccion 24 h, 36 h,
48 h, 60 h y 72 h a una temperatura de 23°C y a una relaciéon 1:10 (peso/
solucion) a 300 rpm (cada 4 horas para remover).

m) Lavado

Después de culminar los tiempos, se retiraron de la solucion de 4cido acético las
muestras de pieles y espinazos y se lavaron con agua destilada hasta que se
obtuvo una solucién con pH neutro (pH = 7) a una relacién de 1:10 (peso
muestra/ agua)

n) Calentamiento

La muestra de pieles y espinazos con agua destilada se llevaron a una estufa y
se calentaron durante 4 horas a 85°C

o) Filtracion y ebullicion

Luego de terminar la etapa anterior, se filtraron las muestras de pieles y
espinazos y se retiraron, para qguedarnos con la solucion acuosa. Posteriormente

se hirvio hasta quedarnos con la tercera parte del volumen inicial.
p) Refrigeracion

El volumen final de la solucion acuosa se llevo a refrigeracion (T: 6°C) durante

10 horas hasta quedarnos con una consistencia similar a la gelatina.

gq) Secado
La gelatina que se formd se llevd a un horno (T: 90°C) durante 5 horas para secar

el agua hasta la formacién de peliculas muy poca densas (colageno)

4.2. Método de lainvestigacién

La tesis se tipifica por ser aplicada, porque se utiliza cuando el investigador
implica considerar todo el conocimiento existente a profundidad para solucionar
problemas especificos [68]. Por su enfoque es cuantitativo porque se realiza un
analisis estadistico en base a la recoleccion de datos para probar una hipotesis
[69]. Por su nivel es explicativo porque presenta una relacion entre la variable
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independiente y dependiente. Por su disefio es experimental, porque se utilizara
un tratamiento para observar el efecto que se produce en la variable
dependiente. [70]

4.3. Poblacion y muestra

4.3.1. Poblacién

La poblacién esta conformada por la cantidad de 5 Kg de pieles y espinazos de
pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) para extraer colageno, que se genera
por la comercializacion durante el fileteado en el Terminal pesquero de
Ventanilla, ubicada en el distrito de Ventanilla — Callao.

4.3.2. Muestra

La muestra fue de 50 g de pieles y 50 g espinazos respectivamente de los
residuos del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) para extraer colageno,
se realiz6 de manera no probabilistica debido a que el acopio es realizado en el
mismo terminal, sin ningun plan para la segregacion de dichos residuos
generados.

4.4, Lugar de estudio

El desarrollo experimental de la tesis se realiz6 en el laboratorio de Fisicoquimica

de la planta de Heineken, Huachipa — Pera.

4.5. Técnicas e instrumentos para larecoleccién de la informacion

Equipos

a) Balanza analitica Precisa (<200 g)

b) Potenciometro Thermoscientific (-2 a 16)
c) Termoagitador

d) Refrigeradora

e) Mufla

f) Estufa

g) Equipo extractor de grasas.

h) Equipo destilador Kjeltec

i) Equipo destilador de agua
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Materiales

a) Matraz Erlenmeyer (100 mLy 250 mL)
b) Vaso de precipitado (250 mL, 500 mL y 1 000 mL)
c) Bureta (50 mL)

d) Matraz aforado (50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1 000 ml)
e) Probeta (100 mL, 250 mL, 500 mL)

f) Pipeta (1 mL, 5mL, 10 mL)

g) Propipetas

h) Espatula

1) Botellas de vidrio con tapa

j) Bagueta

k) Moledor manual

) Cuchillos

m) Tijeras

n) Tabla de picar

0) Bolsas herméticas

p) Escobillas

q) Colador

r) Cooler

s) Tapers de plasticos

t) Tina

u) Papel Toalla

Reactivos

a) Hidréxido de sodio

b) Hipoclorito de sodio

c) Butanol

d) Acido etilendiamitetracetico (EDTA)
e) Acido acético

f) Agua destilada

Implementos de proteccion

Cofia, guantes, mascarilla, mandil para laboratorio y zapatos cerrados.



El desarrollo del presente proyecto de tesis utilizara técnicas, procedimientos e
instrumentos con el proposito de conocer las condiciones de la materia prima a
utilizar, para los cuales se necesitara la implementacion del laboratorio con la
disposicion de equipos, materiales y reactivos, requeridos en cada etapa de

investigacién, dichas técnicas y procedimientos seran descritas a continuacion:
Analisis fisicoquimicos de la materia prima

Se determinaran por analisis proximal a la materia prima inicial, de acuerdo a 71.
Determinacién de humedad

Siguiendo el método oficial de la, AOAC Internacional, N° 950.46 (2005).

m de muestra inicial — m de muestra final
H% = — x 100
m de muestra inicial

H% :  Humedad

m de muestrainicial : Cantidad expresada en (g) de muestra inicial

m de muestra final . Cantidad expresada en (g) de muestra final después
del secado.

Determinacion de grasas
Extraccion con éter: siguiendo el método oficial de la AOAC N° 960.39 (2005).

m final de balon — m inicial del balén
G% = — x 100
m de muestra inicial

G% . Grasas

m inicial del balon : Cantidad expresada en (g) del peso inicial del baldén para

extraccion

m final del balén : Cantidad expresada en (g) de peso final del baldn

después de la extraccion.

m de muestra inicial = cantidad expresada en (g) del peso de muestra inicial para

determinar grasas.
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Determinacion de proteinas
Siguiendo el método Kjeldhal: método oficial de la AOAC N° 928.08 (2005).
Factor de nitrogeno = 6,25
P % = N% * factor de nitrogeno
P% : Proteinas contenidas en la muestra (%)
N% : Nitrdgeno contenido en la muestra (%)
Determinacion de cenizas totales

Por el método gravimétrico: siguiendo el método de la AOAC N° 920.153 (2005).

m de muestra inicial — m de muestra final
C% = —— x 100
m de muestra inicial

C% . Cenizas totales
m de muestrainicial : Cantidad expresada en (g) de muestra inicial

m de muestrafinal : Cantidad expresada en (g) de muestra final después

del calentamiento.
Analisis de rendimiento del colageno hidrolizado

Teniendo en cuenta la muestra procesada, se utilizara la siguiente ecuacién

relacionando el coldgeno obtenido y la cantidad de residuos iniciales. [72]

R = m de colageno obtenido 100
0 m de residuos Pescado x

R% . Rendimiento de colageno

m de residuos de pescado : Cantidad expresada en (g) de pieles y

espinazos a utilizarse
m de colageno obtenido : Cantidad expresada en (g) de colageno final.
Analisis microbioldgicos de colageno hidrolizado
Anélisis de coliformes

Siguiendo el método segun AFNOR métodos validados 3M 01/7—-03/99
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V. RESULTADOS
5.1. Resultados descriptivos

Se evalué el rendimiento de extraccibn del colageno a través de 2
concentraciones de solucion de acido acético de una proporcion de 50% de
pieles y 50% de espinazos del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis)

mediante la hidrélisis acida.

Los resultados experimentales se muestran en la Tabla 5 (Ver pag. N° 44)
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Tabla b

Datos experimentales obtenidos

Concentracién de

acido acético (M)

Tiempos de extraccién

(h)

Peso de

colageno (g)

Rendimiento de

colageno (%)

0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6

24
24
24
36
36
36
48
48
48
60
60
60
72
72
72
24
24
24
36
36
36
48
48
48
60
60
60
72
72
72

9,5832

8,9591

9,2712

9,8451

9,9023

9,8737

9,9705
10,1320
10,0513
10,1134
10,1857
10,1496
10,0929
10,0950
10,0940
12,5423
12,2314
12,3869
12,8015
12,7438
12,7727
12,9029
13,1512
13,0271
13,0251
12,9896
13,0074
13,0598
13.4850
13,0542

9,58

8,96

9,27

9,85

9,90

9,87

9,97
10,13
10,05
10,11
10,19
10,15
10,09
10,10
10,09
12,54
12,23
12,39
12,80
12,74
12,77
12,90
13,15
13,03
13,03
12,99
13,01
13,06
13,05
13,05
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Datos:

a) Concentracion de acido acético 0,4 M: Se realizaron 15 experimentos y se
midieron el rendimiento de extraccion de colageno (en porcentaje)

1) Rendimiento de extraccion del colageno (porcentaje): 9,58%; 8,96%;
9,27%; 9,85%; 9,90%,; 9,87%,; 9,97%; 9,94%; 9,96%; 10,11%; 10,19%,;
10,15%; 10,09%; 10,10%;10,09%

b) Concentracion de &cido acético 0,6 M: Se realizaron 15 experimentos y se
midieron el rendimiento de extraccion de colageno (en porcentaje)

1) Rendimiento de extraccion del colageno (porcentaje): 12,54%; 12,23%;
12,39%; 12,80%; 12,74%; 12,77%; 12,90%; 13,15%;13,03%; 12,99%;
13,01%; 13,06%; 13,05%; 13,05%

5.2. Resultados inferenciales

5.2.1. Prueba de normalidad

Prueba de hipotesis general:

Hipodtesis general: Es posible extraer entre el 10% — 15% de colageno mediante
la hidrolisis &cida a partir de pieles y espinazos de pescado bonito (Sarda
chiliensis chiliensis) que se generan por la comercializacion en el terminal

pesquero de Ventanilla — Callao a nivel laboratorio.

Hipotesis nula (Ho): No es posible extraer entre el 10% — 15% de colageno
mediante la hidrolisis acida a partir de pieles y espinazos de pescado bonito
(Sarda chiliensis chiliensis) que se generan por la comercializacion en el terminal

pesquero de Ventanilla — Callao a nivel laboratorio.

Hipotesis alterna (Ha): Si es posible extraer entre el 10% — 15% de colageno
mediante la hidrolisis acida a partir de pieles y espinazos de pescado bonito
(Sarda chiliensis chiliensis) que se generan por la comercializacion en el terminal

pesquero de Ventanilla — Callao a nivel laboratorio.

Primero, se evalué la distribucion de los datos experimentales:
Ho : Los datos tienen una distribucion normal (p > 0,05)

Ha : Los datos no tienen una distribucion normal (p < = 0,05)
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Debido a que se tienen 30 datos (menores a 50), se utiliz6 la prueba estadistica

de Shapiro Wilk para evaluar la normalidad de una distribucion de datos.

Tabla 6
Pruebas de normalidad

Kolmogorov—Smirnov? Shapiro—-Wilk
Estadistico gl  Sig. Estadistico gl Sig.
RENDIMIENTO 0,275 30 <0,001 0,790 30 < 0,001

En la Tabla 6, se observa que el valor de significancia es menor a 0,001, siendo
menor a 0,05, por lo que los datos no tienen una distribucion normal y requieren

pruebas no paramétricas para definir relaciones entre grupos.

Figura 7
Gréafico Q—-Q normal de Rendimiento

Grafico Q-Q normal de RENDIMIENTO

Normal esperado

Valor observado

De acuerdo con la Figura 7, se aprecia que los datos no logran ser ajustados

por una distribucién normal.
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Figura 8
Gréafico Q-Q normal sin tendencia de Rendimiento

Grafico Q-Q normal sin tendencia de RENDIMIENTO

0.6

0.3 o

0.0

Desviacion de Normal

-0.3

-0.6

Valor observado

En la Figura 8, se observa que los datos presentan una desviacion normal sin
tendencia sistematica (direccion ascendente o descendente).

Figura 9
Diagrama de cajas

14.0

13.0

120

1.0

10.0

9.0

8.0

RENDIMIENTO
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En la Figura 9 (Ver pag. N° 47), nos muestra que el rendimiento obtenido del

colageno se encuentra entre el 9% y 13,2% siendo predominante en el 11,2%

En la Figura 10, se puede observar el porcentaje de rendimiento obtenido para

cada experimento, para 0,4 M (color verde) y para 0,6 M (color azul)

Figura 10
Grafico de barras

RENDIMIENTO

Porcentaje

[ 3 arienrisnion i s s il s praingh os inosposioa s s s o S )

Tras determinar que nuestros datos son no paramétricos, se utilizo la prueba no
paramétrica de Rho de Spearman para medir la correlaciébn entre nuestras

variables, ver Tabla 7

Tabla 7
Tabla de correlacion para datos no paramétricos.

CONCENTRACION RENDIMIENTO

Coeficiente de

correlaciéon 1,000 0.867"
CONCENTRACION ) )
Sig. (bilateral) <0,.001
Rho de N 30 30
Spearman o
" St omer aom
RENDIMIENTO ;0 bilateral) < 0,001
N 30 30

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral)

Segun [73] para interpretar el coeficiente de correlacién se puede utilizar la

escala mostrada en la Tabla 8 (Ver pag. N° 49)
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Tabla 8

Valores del coeficiente de correlacion

Valor

Significado

-1
—-09a—0,99
—0,7a—0,89
—0,4a—0,69
—-02a—0,39

—0,0la-0,19

0
0,0120,19
0,2a0,39
0,4a0,69
0,7a0,89
0,9a0,99
1

Correlacion negativa grande y perfecta
Correlacion negativa muy alta
Correlacion negativa alta

Correlacion negativa moderada
Correlacion negativa moderada
Correlacion negativa baja

Correlacion nula

Correlacion positiva muy baja
Correlacion positiva baja

Correlacion positiva moderada
Correlacion positiva alta

Correlacion positiva muy alta
Correlacion positiva grande y perfecta

Campos, 2015

Finalmente, en la Tabla 7 (Ver pag. N° 48) nos indica que el coeficiente de
correlacion es 0,867 que se encuentra en el intervalo de 0,7 a 0,89, lo cual
significa que existe correlacion positiva alta entre los grupos, por lo tanto, los
datos en cada grupo del 0,4 M y 0,6 M, guardan relacién entre si de forma

independiente.
Por lo tanto, es aceptable la hipotesis alterna.

Ha : Si es posible extraer entre el 10% — 15% de colageno mediante la
hidrolisis acida a partir de pieles y espinazos de pescado bonito (Sarda
chiliensis chiliensis) que se generan por la comercializacion en el terminal

pesquero de Ventanilla — Callao a nivel laboratorio.
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contrastacion y demostracién de la hipotesis con los resultados.

1) El rango de extraccion de colageno en pieles y espinazos segun nuestros
datos experimentales estan entre el 9% y 13,2%, los cuales se asemejan a la
hipétesis general propuesta.

2) Segun las pruebas experimentales, en el acondicionamiento y el tratamiento
de materia prima (pieles y espinazos) fueron manipulables y aceptables para
el método de extracciobn de colageno porque estas se mantuvieron
homogéneas a pesar de que se agregaron acidos y bases.

3) El acido acético utilizado durante la hidrdlisis acida a una concentracién de
0,4 M, extrajo un mayor rendimiento de colageno del 10,2% a 60 horas, que
fue un parametro diferente al rango de tiempo planteado inicialmente, sin
embargo, para una concentracion de 0,6 M si hubo una coincidencia con la
hipdtesis, porque se extrajo un valor maximo de colageno de 13,03% a 48

horas.

6.2. Contrastaciéon de los resultados con otros estudios similares.

1) La hidrdlisis acida aplicada en nuestra investigacion brinddé un resultado
maximo del 13,03% de rendimiento de colageno a partir de pieles y
espinazos del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) usando acido
acético al 0,6 M en un tiempo de 48 horas, mientras [22] en su trabajo de
tesis titulado “Obtencion de colageno a partir de los residuos de pescado
provenientes del mercado de abastos del distrito de Huacho” utiliz6 un medio
béasico (hidréxido de sodio) a una concentracion de 0,4 M en la que obtuvo
un maximo rendimiento de 11,28% de colageno.

2) Nuestra investigacion aplicé un tratamiento de hidrolisis acida a partir de una
muestra inicial donde estuvo formada por pieles y espinazos bajo una
relacion de 1:1 (peso/ peso) para extraer un mayor rendimiento de colageno
el cual result6 13,02%, a contrastacion de [17] que en su articulo
“Optimization of the Extraction of Acid—Soluble Collagen from Byproducts

Red Tilapia (Oreochromis spp) using Response Surface Design” logré un
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3)

6.3.

maximo rendimiento de colageno de 0,88% en pieles y 2,1% en espinas
trabajando cada muestra por separado y usando el mismo tratamiento de
hidrdlisis acida.

El método utilizado por [19] en su tesis de grado titulado “Utilizaciéon de
medio acido para la extraccion de colageno de la piel del Dorado
(Coryphaena Hippurus)” usaron acido lactico al 2% de concentracion en la
etapa de la hidrolisis acida con un tiempo Optimo de extraccion de 48 horas,
en la que obtuvieron un maximo rendimiento de 8,4% de colageno, mientras
gue en nuestro trabajo de investigacion, en el tratamiento de hidrdélisis acida
usamos acido acético, donde los parametros éptimos fueron de 0,6 M y 48
horas para extraer un mayor porcentaje de 13,02% de colageno.

Responsabilidad ética de acuerdo alos reglamentos vigentes.

La presente tesis fue elaborada de acuerdo a lo sefalado en el Reglamento del

Cédigo de Etica de la Investigacion de la UNAC, Resolucion de Consejo

Universitario N° 260-2019—-CU, con el objetivo que la informacion plasmada en

esta investigacion sirva para investigaciones posteriores. Por lo tanto, los autores

se responsabilizan por la informacion emitida en este documento.
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1)

2)

3)

VII. CONCLUSIONES

Se demostro que fue posible extraer coldgeno con un rendimiento de hasta
13,05% mediante la hidrolisis acida a partir de pieles y espinazos en una
relacion de peso 1:1 provenientes de la comercializacion del pescado bonito
(Sarda chiliensis chiliensis) usando acido acético a nivel laboratorio.

Se determinaron que las pieles contienen 63,3% de humedad, 0,75% de
cenizas, 39,19% de proteinas y 3,19% de grasas; asimismo, los espinazos
presentaron 6,75% de humedad, 25,8% de cenizas, 17,81% de proteinas y
9,54% de grasas en el pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis) siendo
estas las caracteristicas fisicoquimicas aceptables como materia prima para
extraer colageno a nivel laboratorio.

Se determinaron que los parametros Optimos para obtener un maximo
rendimiento de coladgeno del 13,05% fue usando 0,6 M de &cido acético con
un tiempo de extraccion de 48 horas a partir de una relacion peso 1:1 de

pieles y espinazos del pescado bonito (Sarda chiliensis chiliensis).

52



1)

2)

3)

4)

5)

VIll. RECOMENDACIONES

La hidrolisis é&cida como método de extraccibn puede causar
desnaturalizacion de la proteina del colageno por lo cual requiere un ajuste
cuidadoso de concentracion del acido y tiempo de extraccién para evitar
pérdidas en el rendimiento del producto, por ende, se recomienda aplicar
otros métodos de extraccidn que presenten una mejor selectividad con el fin
de extraer una mayor cantidad de colageno.

Se recomienda investigar la eficiencia del proceso utilizado en residuos de
diferentes tipos de pescado, con el fin de determinar pardmetros éptimos en
la extraccion de colageno.

En nuestras pruebas experimentales durante la etapa de hidrélisis acida se
utilizaron como muestras iniciales pieles y espinazos del pescado bonito
(Sarda chiliensis chiliensis) en relacién 1:1 (peso/peso), no obstante, se
recomienda utilizar diferentes proporciones en peso a las utilizadas en la
presente investigacion, con el fin de optimizar el proceso de extraccion.

Se recomienda evaluar la eficiencia del proceso utilizando los otros residuos
del mismo tipo de pescado como cabezas y escamas, ademas de considerar
diferentes proporciones en peso.

Se recomienda aplicar tratamientos fisicos y quimicos para eliminar o reducir
el color y olor del colageno hidrolizado con el fin de brindar una caracteristica

aceptable al consumidor como producto final.
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Anexo 1

Matriz de consistencia

“EXTRACCION DE COLAGENO A PARTIR DE PIELES Y ESPINAZOS DEL PESCADO BONITO (Sarda chiliensis chiliensis)
PROVENIENTE DEL TERMINAL PESQUERO DE VENTANILLA — CALLAO MEDIANTE LA HIDROLISIS ACIDA A NIVEL
LABORATORIO”

VARIABLES

INDICADORES

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL DEPENDIENTES DIMENSIONES METODO
¢Sera posible extraer colageno a  Extraer colageno a partir de la  Es posible extraer entre el 10% - 15% Y= Extraccién del Método I1SO 1442:1997
partir de la hidrélisis acida de hidrdlisis é&cida de pieles y de colageno mediante la hidrolisis colageno a partir Humedad %Humedad Método Kjeldahl
pieles y espinazos que se generan  espinazos que se generan por la &cida a partir de pieles y espinazos de pielesy Proteinas %Proteinas Método gravimétrico
por la comercializacion del comercializacion del pescado de pescado bonito (Sarda chiliensis espinazos de Cenizas %Cenizas Método de Soxhlet
pescado bonito (Sarda chiliensis bonito (Sarda chiliensis chiliensis) chiliensis) que se generan por la pescado bonito Grasas %Grasas AFNOR métodos validados
chiliensis) en el terminal pesquero en el terminal pesquero de comercializacion en el terminal (Sarda chiliensis UFC Analisis de 3M 01/7-03/99
de Ventanilla — Callao a nivel Ventanila — Callao a nivel pesquero de Ventanilla — Callao a chiliensis) coliforme
laboratorio? laboratorio nivel laboratorio. Método gravimétrico

Peso Peso
Rendimiento %Rendimiento
VARIABLES INDICADORES
PROBLEMA ESPECIFICO OBJETIVO ESPECIFICO HIPOTESIS ESPECIFICA INDEPENDIENTES DIMENSIONES METODO

¢Cudles son las caracteristicas Determinar las caracteristicas Las pieles y espinazos del pescado
fisicoquimicas de pieles y fisicoquimicas de pieles 'y bonito (Sarda chiliensis chiliensis)
espinazos del pescado bonito espinazos del pescado bonito como materia prima presentan  X;= Concentracion
(Sarda chiliensis chiliensis) como (Sarda chiliensis chiliensis) como caracteristicas fisicoquimicas de Acido acético.
materia prima para extraer materia prima para extraer aceptables para extraer colageno Concentracion Molaridad Método volumétrico
colageno mediante la hidrdlisis colageno mediante la hidrélisis mediante la hidrolisis acida a nivel
acida a nivel laboratorio? acida a nivel laboratorio. laboratorio.

Determinar los parametros de la

hidrélisis acida para extraer mayor ~E! USO de &cido acetico como medio
¢Cudles son los parametros de la  porcentaje de colageno a partir de d€ hidrolisis en concentraciones de X,= Tiempo de
hidrélisis acida para extraer mayor  pieles y espinazos del pescado 0-4MYy 0.6M en un tiempo de 24 a 48 tracci
porcentaje de colageno a partir de horas son los parametros aceptables extraccion. Tiempo Horas Cronémetro

pieles y espinazos del pescado
bonito (Sarda chiliensis chiliensis)
a nivel laboratorio?

bonito (Sarda chiliensis chiliensis)
a nivel laboratorio.

para extraer mayor porcentaje de
colageno mediante la hidrolisis acida
a nivel laboratorio.
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Anexo 2

Instrumentos validados

a) Materiales usados en la metodologia
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) ' m)

Nota : a) Probetas y pipetas; b) Dispensador para volumetria; c) Matraces; d) Espatula; €) Mortero; f)

cuchillo; g) Tabla de picar; h) Bolsas ziploc; i) Escobilla; j) Colador; k) Cooler; I) Tapers; m) Tina.
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b) Equipos usados en la metodologia

Nota : a) Estufa, b) Equipo de medicion de proteinas por método Kjeldahl, c) Equipo extractor de grasas,

d) Balanza electrénica, e€) mufla f) Termoagitador

63



c) Certificados de calibracién de equipos

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL '::A:A‘L
CROANISMO DE ACREDITACION INACAL - DA i e
CON REGISTRO N* LC - 037 b
Powns LS 47 s

CERTIFICADO DE CALIBRACION
Laboratorio de Masa
Eat= Certficado de Calbracidn evidencia b trazablided def  Solicitante MEINEKEN PERU S ALC

procese e calibracion  com  patromes  Nacionules o
Inturmmcionales, lon cunies representan las unidades de

redda de scumdo ton o Soleme Interneconsl de Direccién ! CALLE LOS LAURELES 131
Uraddoddes (5] SANTAMARIA DE HUACHIPA
TECHNICAL SERVICE GROUP SAC. como orfaniwno d¢  nstruments BALANZA
evaluscdn de W roolormidad  realia  servicios  de
calitwacion, 4 ls ver que calityi ¥ mantiens sus patrones con
la fimalidad de gavantizar la trazabdidad de las medidones Fabricante/Marca PRECISA
Los tad dos en o p tenificado won Modelo 1 LT2204 5CS
vildos Unicamente para ¢l imtrumento callbrade y s
refieren 2l momento y congicones en gque fueron Nomero de Setle 7002422
ejecutadas las mediciones.
Con ¢ objeto de aseguer 12 caldad de sus mediciones, of  Procedencia 1 SZA
wwaro debe recalibrer M mstrumentos e intervalo
asproprados, quen podria definr ls recuencs de calbracn  Identificacién . NOINDICA
en fencén al w0, consenacdn y mantenimienso ded
inst nto de medicdn

AR Fecha de calibracidn 202312329
TECHNICAL SERVICE GROUP SA L no se rosponsatilize por
cuslguier  dafio  deviwca  del U iedecundo  del Fecha de amision 20240103
instrumento ealibrado, mi de la mcomects mierpretacikin de
loa resultados sgul declarados
Lugar de calibracion 3 AREA DE FISICOQUIMICA - HEINEKEN PERU SA L.

METODO DE CALIBRACION / PROCEDIMIENTO DE CAUBRACON

Calibracidn por comparacion smploando pesas patron de scuerdo al PC011 - Procedimiento de calibracion de belanzas de luncionamiemto
PO stomatico clase |y clase B < SNM < INDECOPT - 4" Edixcién - Abril 2010

Sello Respormable Ténico Resp ble del Lab °

FORM-SY / ¥ Version, Agosto 2000 Luis £ Veldsquer Loper Jové A, Gallegos lumachi
FECHMNCAL SEWACE GO B AL R T L s TR TR e pe— \ \ ' l
G St Lmma N TT -0t 200 L 29 pegrens e TRDMIRCAL TRVRACE SRDUF TAT 1 gt ssssewts sasew i
Vtore o+ TILART A swrr e x e, W v TRWTRRTES ~
F ot awalw teeace e ~
. W ITEET . e —

—
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LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL ((__ Pivpenng
A LOJ USTO ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL- DA C e
CON REGISTRO N" LC - 002 ——
Certificado de Calibracion
CALIBRATION CERTIFICATE
Laboratorio Temperatura CodigoN*  E188-L1-058A-2024-2 a
Laboratory Termperature Code N* L~

Z
a
2

Eslos  resultados  essan .

rolncionados  Uricasmonia & Bolicitante: HEINEKEN PERU S.AC.

con o Hem descn en Applicant

esle  caficado  [These

resuts am only ralated 1o 4 4

the e des 0 b. Direccion solicitante: Av. La Paz N' 129 - Santa Maria de

certificate | Applicant address Huachipa - Lurigancho

Es responsabiidad  ded

clere  establecer 18

mm Anca :}; Mm«xgn c. Instrumento de medida: Estufa

S msiumenio, o . 1

noUenlc - w Xk “propios Measuring instrument

Us0s y exgences. (1 is he

customar's responsitalfy 1o

estoblish  ihe  calbmton »

frequency  of  ther d. Marca; Binder

instument, accoeding 10 Manufacturer / Brand

thelr  own  uses  end

requEeenents, P

LO JUSTO SAC, o se o ED 53

haco responsabie por los

pefucios que  pueda

oCasiones ol USo NCorack 1, NOmero de serie: 0600375

o madecusdo | - del Senial Number!

instrumenio nquil 0 de esle

documente. [LO  JUSTO Identificacion

SAC Is ol responstila 9 acion:

far any demage thal may Infemal code EREEIUE

be cawrsad by the moorrect

of inappeopriale use of he

instrument described hes h. Lugar de calibracion:

pyrrag B '5‘3” gl Laboratorio de Fisicoquimica

Este owtificedo 58 emite

do manora slecibara S| | Fecha de calibracion: 2024-05-31 AL 2024-06-01

oxste slguna duda, en la
vessadad  del  presente
) podra
consullado drectamente &
ravés  de sy dispositivo
elctionico con @ oidigo
R Tambsin puecs
consultar en &  E-maesl
lojustogiiojusto com

Ths cadificate 15 Bsuad
alctoncally 1 there s
any doubtt, the veracty of
tws cordficate can  be
consulled directly througn
your glectronic. device wit
tha QR code. You can also
cansull n the E-mesl
Ijussogiojusto com

Calibration Dafe
}. Supervisor de Laboratorio:

Laboratory Supervisor

k. Signatario autorizado:
Authorized signatory

Aguilar Mamani, Johnny J.
Supervisor de Laboratorio
Laboratory Supervisor

"\:r«m :-om@w 07:30

Este certificado de calibracidn sélo puede ser difundido completamente y sin modificaciones. Los extractos o

modificaciones requeren la sutorizacidn de is Direccion de LO JUSTOSAC

FTO0-INRE-Edicion digited 00

Certificados sin firma digital carecen de validez

M, Hubnues N* 204 « Semi Rutsl Pachacutec - Carro Colarsde - Araquipa - Pard

www lopaste com

Paging 1 de 9
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TECHNICAL SERVICE GROUP S.A.C. 1de3
When your measurements need (o be reliable.

CERTIFICADO DE CALIBRACION
Laboratorio de Metrologia Quimica

Este Certificado de Callbracdn evidenca la trazablidad  Solicitante : HEINEKEN PERU S.A.C.
del proceso de calibeacidn con patrones Naclonales o
Internacionales, los cuales reprezentan las umdades de

medids: de . acaerdo. con e Sistema: Internacionsl. de Direccion :  CALLE LOS LAURELES 131 - SANTA MARIA
1

Unidades {51), DE HUACHIPA - LURIGANCHO - LIMA

TECHNICAL SERVICE GROUP SAC como organismo de  INStrumento i PHMETRO DIGITAL

evaluxion de |3 conformidad realiza servicos de

calibracdin, a la vez que callbra y mantiene sus patrones Fabricante/Marca : HANNA INSTRUMENTS

con |8 finslidsd de garantizar la trazabilided de las

mediciones Modelo . HI 2020-02

L0% ram!radcn mostrados en @l presente certificado son Namero de Serie '\ C1002026

vidos Unicamente para e instrumento calibrado y e

referen 3l momento y condiciones en que fueron

ejvcutadas ks mackciones. Procedencia i RUMANIA

Con ¢l objeto de asegurar s calidad de sus medkiones, of  ldentificacion ¢ NO INDICA

usuario debe recshbrar sus irstrumentos a intervalos

apropiades, guien podria defmnir la frecuencia e Fecha de calibracion  © 2023-12-15

callbracin  en  funcon  al uso, corsenacien y

mantenimiento del instrumento de medicdn, Fecha de emisién . 2023-12-19

TECHNICAL SERVICE GROUP S.AC no se responsabiliza " -

pof - coslquier dalio deriado el uso Inadecuado del Lugar de calibracién : Laboratorio de Metrelogia Quimica

instrumento calibrado, nl de |a Incomrecta nterpretackin Technical Service Group S.A.C.

de los resultados agui dedarados. Calle San Lucas N* 107 - Oficina 204 Lima

21.

METODO DE CAUBRACION / PROCEDIMIENTO DE CAUBRACION

La calibracion se realiza por comparacion, de acuerdo al "Procedimiento para la calibracion de pHmetros digitales”
QU-003 - CEM - 1" Edicién - Digital.

Responsable Técnico Responsable del Laboratorio
FORM - 80 / 1° Versidn . Mo 2018 Luis E. Velasquez Lopez losé A Galleges Rimachi
TECHNICAL SERVICE GROUP SAC Este documento na puede ser reproducido tolal o partiaimenta. seivo \ \ \ l
Calle San Lyces N° 107 -t 203 - Lma 20 autorizacen exprasa oo TECHNICAL SEAVICE GROUR SAC. £l peosame ~
Telulga: ++ 511,463 0961 dovamerio carece de vular s of sedlo v lus Semas comespondentee. ~
E-mail aperaconas @lechnicalpan com -~
warw tBchricalpans com —_
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d) Reactivos usados en la metodologia.

9)

Nota : a) Reactivo EDTA; b) Reactivo Butanol; ¢) Agua destilada, d) Solucién de butanol al 10%, e)

Reactivo de NaOH f) y g) Preparacion de reactivos.
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Anexo 3
Base de datos

a)

@ DATOS DE SPSS COLAGENG sav [ConjuntoDatos1] - IBM SPSS Stabistics Editor de datos {Modo de prueba)
Archivo  Editzr  Ver Datos  Trensfomar  Anglizar Geaficos  Utilidades  Amplaciones  Ventana  Ayuda

. é 3 = E&%' H EZ .»‘.%@. Qiz"r:a?crie:uz-c‘.e-:-z

Tipo Anchixa Decmales alores Perdides  Columnas  Alineacion ___Rot |
1 couceur._ Numérics 8 0 wacemm,. Nnguna Ningwma 8 = Centro &)Nam \ Enfrada
2 RENDME. Numénioo 8 1 RENDMENTO |Ningunz  MNinguna |8 =cenro | Escala \ Entrada

b)
DATOS DE SPSS COLAGENO sav
CONCENTRACION  RENDIMIENTO
1 1 38
2 1 3.0
3 1 23
4 1 23
5 1 3.3
) 1 33
7 1 10.0
s 1 23
c) 1 10.0
10 1 10.1
11 1 10.2
12 1 10.2
12 1 10.1
14 1 10.1
15 1 10.1
18 2 12.5
17 2 12.2
18 2 12.4
19 2 128
20 2 12.7
21 | 2 12.8
22 | 2 12.8
23 2 12.2
24 2 13.0
25 2 12.0
28 2 13.0
27 2 13.0
28 2 13.1
23 2 13.1
20 2 13.1

Nota : a) Variables en el programa SPSS statistics ; b) Datos en el programa SPSS statistics
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Anexo 4

Extraccion de colageno a partir de pieles y espinazos del pescado bonito (Sarda
chiliensis chiliensis)

e) Recepcion de residuos del pescado bonito

Nota : a) cabezas, b) colas.

g) Remocion de carne y lavado de pieles y espinazos.
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i) Secado de espinazos y pieles posterior al lavado

]) Desengrasado de pieles con butanol 10%

Nota : Foto tomada en laboratorio de fisicoquimica de Heineken Peru.

k) Espinazos sumergidos en solucién de NaOH 0,1IN

71



I) Hidrolisis acida

Nota : Las muestras fueron removidas en un termoagitador durante 15 minutos cada 4 horas.

m) Etapa de ebullicién del colageno

Nota : Las muestras fueron cortadas en cubos para una mejor evidencia de su consistencia.
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0) Formacion de peliculas resultantes del secado
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Anexo 5

Analisis fisicoquimicos de las pieles y espinazos del pescado bonito (Sarda
chiliensis chiliensis) y colageno extraido.

a) Pesado de colageno extraido para determinacion de humedad

b) Pesado de colageno extraido para determinacién de cenizas
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c) Resultados de % de nitrégeno de pieles y espinazos en el equipo destilador de
Kjeltec

d) Resultados de % de nitrégeno en el coldgeno extraido en el equipo destilador
de Kjeltec
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e) Analisis de determinacion de aceites y grasas de colageno extraido
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Anexo 6

Analisis microbiolégicos del colageno extraido

Nota : Inoculadas con muestras de colageno, los resultados evidencian que no hay crecimiento de
coliformes ni E. Coli.
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Anexo 7

Certificados de Analisis fisicoguimicos de los espinazos y pieles del pescado
bonito (Sarda chiliensis chiliensis) y colageno extraido.

"HEINEKEN

Certificado de Analisis

Laboratorio de Fisicoquimica
Heineken Peri

Helineken Peru S.A.C. [LIMA]

Lima
Av La Paz 129, Santa Maria de Huachipa, Lurigancho
e-mail labotatono central®heineken. com Peru
Producto : Espinazos de Bonito
Codigo de Out reference
muestra : FQ-24-1099
F. ingreso : 29/10/2024
F. analisis : 30110/2024
B2406385
Analisis Fisicoquimica Result  Unit U9S%  Specification/Tolerance
Proteinas
Q Proteinas 1781 %
Gravimetria
2 Humedad 675 Sm/im)
Q Cenizas 258 Smim)
Grasas
Q Grosay 954 Smim)
Estandar global  5.2343.114.0] Date 30/10/2024 Withie Specficanian
Hora 12.30 Page (] Ot of Specfication
Version 1 _

Aprobado por I Mary Moran Menna  (Coardinador de Laboratono)

Este carticado 500 pusde mpeoducrse on 55 totsbdod £n ceen S nproduccon percel s wmvha;'oﬁow-wmm 'blml.owwo'vu#f’vmimk
Caluded! |om andbany marcadon com sns O sviin norsdtndon por Fvd, Lo andloes marcedos con una L estin oenécndon por LS5

La fecha y ol mdindo do andksis 3o pusdan 0o on ol Contro de Servioo de Nucst as Exgloaccn do LBS™, uumcﬂhddd%‘. O Qua U Tusuindo X
wndés presects antye X« (UG5S KT 01) Los dolos ssqpresadon en osde cor Aoadd se sl Urcamente 8 Mossiras 1omocos slesioraments del solal de
moosties rechedus. Los m.—mnm N este oorthoodo nN'nmclnmaUmonlxM L deacrpadn 0 coskquier Otra referoncs reletive &
I musetn son deckynwdos por of clenie * £ laborstono decina cmlaser por ol cherte informad 0 s sein
Saiceds que poeda 1flur wn le vallduz e los resullodos Lcmmrcwuxvmuuoo- c:rlu-atdd%"- (U955 no s he oualed en B rusuliados du s
Pruebs v por 0 tanio, no se ha evallado an rdacdn con ks especic soones
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"HEINEKEN

Certificado de Analisis

Laboratorio de Fisicoquimica Heineken Peru S.A.C. [LIMA]
Heineken Peri Uma
Av La Paz 129, Santa Mana de Huachipa, Lunigancho
e-mall laboratono central@heinoken com Peru
Producto : Plel de Bonito
Cedigo de Our reference
muestra : FQ-24-1098
F. ingreso - 29/10/2024
F. analisis - 30/10/2024
B2406385
Analisis Fisicoguimica Result  Unit U95%  Specification/Tolerance
Proteinas
 Proteinas 39.19 X
Gravimetria
Q Humedad 633 NWmim)
Q Cenizas 075 Nm/m)
Grasas
0 Grasas 319 Nm/m)
Estandar global  5.2343.114.01 Date 30/10/2024 Within Specfication
Hora 12.25 Page 11 O of Spmethiiation
Vorsion 1 | ut ot okmma |
Aprobado por : Maty Moran Merina  (Coordinador de Laboratorio)
Este cortfcndo 500 pueds reproducrse en su Enceso do ducoon parost. se requeere s sprobeciin por escarto de 1o Laboraionos de Garntls de /r',';\:}
Calvind Los oréhss mancados con una O estée acredtados por Rwh Loom‘mmumdmmnmunmcmkmwtss \
La fecha v of mdtndo de andkas se n obener on of Contro de Servioo de Musstras Exphoacén do U95% La probetaidad dol 55 de que un resulsso X
s pY esenie entre X <)+ (US&\'X Ul)meMmmnmtmmumemnunmu omades sestonamente dd tolsl de rETING
mumstros necbades Los 1o wnder onrifonck n-nim-ﬂnlomu-mﬁamnrmhc Ln descrp 0 '. ot ek r-ﬁm. WAL 20
s munsts son dechrndens (o1 o dieie * Bl lsborstony decims por b vl orrmad
Corahenao Qo puscy Influr wn s vakder de 1os resutingdos anlammruwowlw-dd%k‘])ﬁk;mphubmmbc n«mapu

Proeta y, wb!mh N0 oo ha evshindo e nelacidn con L epecicacones
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"HEINEKEN

Certificado de Analisis

Laboratorio de Fisicoquimica Heineken Peru S.A.C. [LIMA]
Heineken Perd Lima
Av La Paz 129, Santa Mana de Huachipa, Lurigancho
e-mail laboratono. central@heineken . com Peru
Producto : Colageno
Codigo de Our reference
muestra :FQ-24-1100
F. ingreso 31112024
F. andlisis 1311112024
B2406385
Analisis Fisicoguimica Result Unit U9s%  Specification/Tolerance
Proteinas
Q Protemas 31706 X
Gravimetria
0 Humedad 4.9 %m/m)
Q Cenizas 3.2 %m/m)
Grasas
Q Crasas 1 Sm/m)
Estandar global $.2343,114.00 Date 30/10/2024 Within Spsccation
Hora 12.30 Page ‘0wt of Specsatinn
Version —
Aprobada por | Mary Moran Menino  (Coordnador de Laboratono)
A 2

B s
Cobdod Los u-dusmmmnm()umm%ﬁmw

§ w040 puede rep »e or o totwsdedd. En coso o
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Anexo 8

Certificado de Analisis microbiolégicos de Colageno extraido.

"HEINEKEN

Certificado de Analisis

Laboratorio de Fisicoquimica Heineken Peru S.A.C. [LIMA]
Heineken Peri Lima
Av La Paz 129, Santa Maria de Huachipa, Lurigancho
e-rmall labotatotio. centtubiPheineken com Peru
Producto Colageno
w de Our reference
- MB-24-3675
F ingrno - 291072024
F. andlisis - 30/10/2024
B2406385
Analisls Microbiologicos Result Unit Specification/Tolerance
Coliformes <10 wC 00
Método AFNOR 3M 01/7-03/99 10/12/2024 Whhix Specaatioo
Noma RAM 5912008 MINSA
Hora 1535 Page 1/ Oat of Lpmctianicn
Vo 31 L oo
Aprobada por : Mary Moran Merino  (Coordinador de Laboratorio)
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