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RESUMEN

El objetivo de este estudio es comparar los rendimientos del coldgeno de tilapia
“Oreochromis niloticus™ de tres lineas, de la Roja, Gris y la F1. Se utilizaron dos métodos
de extraccion para obtener colageno soluble en acido (ASC) y colageno soluble en pepsina
(PSC) de la piel de tilapia. El resultado del rendimiento de la piel segun el peso corporal
total fue de Roja: 4.22 + 033, Gris: 3.66 £ 0.36 y F1: 4.35 + 0.34%.

Los rendimientos de colageno fueron: porASC: Roja,19.04 + 0.59;°Gris, 20.06 + 2.20; F1,
20.28 £ 186% Yy por PSC:Roja, 21.10 £ 1.59; Gris, 21.21 + 1.14y F1,21.10 + 1.59 %. Los
porcentajes de la hidroxiprolina fueron para ASC: Roja, 943;,Gris, 9.81y F1,9.04 % y PSC:
Roja,10.64; Gris, 10.30 y F1,10.33 %. Los valoreS)de absorbancia UV visible de los
colagenos ASC y PSC, se encuentran en los ranges/(210 a 240 nm) establecidos para las
proteinas colagenas. La temperatura de deshaturalizacion del colageno ASC (Roja,34 °C;
Gris, 31.9°C y F1,34.9 °C), siendo ligeramente mayor al de PSC (Roja, 31.1 °C; Gris, 30 °C
y F1, 31.1 °C). El perfil SDS-PAGE'mo0str6 que todas las muestras de colageno ASC y PSC

contenian dos cadenas o1y una cadena o2, caracteristico del colageno tipo I (o: 117.72 kDa,

o2: 111.92kDa). los resultados sugieren que la piel de tilapia Roja, Gris y F1 son una gran

alternativa al colageno de mamifero.
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ABSTRACT

The objective of this study is to compare the yields of the collagen of three-line
“Oreochromis niloticus” tilapia, Red, Gray and F1. Two extraction methods were used to
obtain acid soluble collagen (ASC) and pepsin soluble collagen (PSC) from tilapia skin. The
result of the performance of the skin according to the total body weight was Red: 4.22 + 033,

Gray: 3.66 £ 0.36 and F1: 4.35 + 0.34%.

The collagen yields were: by ASC: Red, 19.04 £ 0.59; Gray, 20.06+ 2.20; F1, 20.28 + 186%
and by PSC: Red, 21.10 + 1.59; Gray, 21.21 + 1.14~and F1,21.10 + 1.59%. The
hydroxyproline percentages were for ASC: Red, 9.43; Gray, 9.81 and F1.9.04% and PSC:
Red, 10.64; Gray, 10.30 and F1.10.33%. The UV visible absorbance values of the ASC and
PSC collagens are within the ranges (210 to(240 nm) established for collagen proteins. The
denaturation temperature of ASC collagen (Red, 34 °C; Gray, 31.9 °C and F1.34.9 °C), being
slightly higher than that of PSC (Red,.31.1 °C; Gray, 30 °C and F1, 31.1 °C). The SDS-PAGE
profile showed that all the ASC and PSC collagen samples contained two ol chains and one
a2 chain, characteristic 0f type I collagen (al: 117.72 kDa, a2: 111.92 kDa). The results

suggest that Red, Gray-and F1 tilapia skin is a great alternative to mammalian collagen

iX
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l. INTRODUCCION

Oreochromis niloticus tilapia, es una de las principales especies producidas en la
acuicultura mundial ocupa el tercer lugar en el mundo con 4165 mil Tn de produccion en el
2018 (FAO, 2018). En el Perq, tilapia tiene una produccion que equivale el 21% (4to lugar
del cultivo de especies acuicolas (PNIPA, 2018). Del procesamiento de los peces se obtiene filete
con un rendimiento de 25.5% del peso total, dejando subproductos como restos de cabeza, piel,
huesos y visceras en un 74.5% (Clement et al., 1994),de estos el 41.5%-son utilizados en el
proceso de ensilado fermentado de proteinas para alimento de animales (Bringas-Alvarado
et al., 2018).De estos subproductos, la piel es el de mayor_interés para la obtencién de

coladgeno (Menezes et al., 2020).

En la piel de tilapia el colageno tipo-l~es-el mas abundante con aplicaciones en la
fabricacion de biomateriales por ser biocompatibles, degradable, se absorbe facilmente y por
su baja antigenicidad muy util en la ingenieria de tejidos (Ge at., 2020 y Li et al., 2018).
Wang et al. (2018) trabajo con.colageno tipo I hidrolizado de tilapia, en ratones demostrando

su accion antioxidante Gtil‘contra el envejecimiento.

El coldgeno es una proteina mas abundante en la matriz extracelular, existen 28 tipo
de colagenos/cuya caracteristica mas comudn es la presencia de cadenas polipeptidicas,
constituidas por tripletes repetidos Gly-X-Y con Prolina (Pro) e Hidroxiprolina (Hyp),
siendo el colageno mas abundante el tipo | que se encuentra en tendones, la piel, la cornea y
los huesos de los vertebrados (Gelse, Pdschl yAigner, 2003; Ricard-Blum, 2011 y

Silver,Jaffe y Shah, 2018). En tilapia el coldgeno se caracteriza por la presencia de dos
cadenas polipeptidicas a1 y una cadena polipeptidicas o, caracteristico del colageno tipo |y

con una temperatura de desnaturalizacion menor en comparacion al de mamifero (Li et al.,

1
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2018). La piel de tilapia también se caracteriza por tener un mayor contenido de
hidroxiprolina en comparacion de otras especies acudtica, importante en la estabilidad
térmica del coldgeno (Menezes et al., 2020) y estabilidad en su estructura de triple hélice al
tratamiento con medios acidos o enzimaticos utilizados en el proceso de extraccion de

colageno de la piel. (Chen et al., 2016).

Para la extraccion de colageno se realiza una fase de pretratamiento de la piel a base
de hidroxido de sodio y butanol con la finalidad de eliminar proteinas\ne colagenas y grasas,
seguida por la aplicacion de los métodos mas usados para la extraccion de colageno, el
método acido acuoso (ASC) que se utiliza el acido acético, (Nagai y Suzuki, 2000) y el

proceso enzimatico a base de pepsina (PSC) (Li et al¢; 2018).

El rendimiento de colageno de piel de tilapia por ASC es menor a comparacion con
PSC, por accion de la pepsina hidroliza los telopéptidos, lo que permite una alta solubilidad
del colageno originando un mayor readimiento (Nalinanon et al., 2007). Song et al. (2019)
los rendimientos de colagena de fueron ASC:19.07% y PSC:19.61%, resultados similares
en especies, como Misguraus‘anguillicaudatus con ASC:22.42% y PSC:27.32% (Wang, Liu
y Zhou, 2018), en Mystus macropterusa con ASC:16.8% y PSC:28.0% (Zhang, Liu yLi,
2009) y Ictalurus.punctaus con ASC:25.8% y PSC:38.4% (Liu, Li y Guo, 2007), porcentaje
menores en comparacion al rendimiento de coldgeno de bovino que fue reportado en

54.3%(Gomez-Lizarraga et al., 2011)

La universidad nacional de Trujillo cuenta con reproductores que requieren
evaluaciones sobre las bondades de las lineas de tilapia respecto a la calidad y rendimiento

de colageno, que podrian usarse como una fuente potencial para la extraccion de colageno.

2
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El objetivo de este estudio es comparar los rendimientos del coldgeno en tilapia
“Oreochromis niloticus” de tres lineas, de la roja, gris y la F1, también se comparara en

funcién del peso de los individuos a los 9 meses de edad.
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. MATERIAL Y METODOS
2.1 Ubicacion Geografica

La investigacion se llevd a cabo en el Centro Experimental de Genética de la

Universidad Nacional de Trujillo.
2.2 Material Biologico

Se utilizo piel de tilapia, “Oreochromis niloticus”, de las lincas roja, gris y F1
(hibrido) con pesos promedios de 231+21g, 183+19g y 232 +'13 g respectivamente,
de 9 meses de cultivo del Centro Experimental de-Genética de la Universidad

Nacional de Truijillo.
2.3 Metodologia
2.3.1 Obtencion del material bioldgico

Para la obtencion del material bioldgico se seleccionaron y cruzaron reproductores,
en proporcion de 2:1 (1 macho con dos hembras). Se cruzaron machos O. niloticus
Roja con hembras O. niloticus Roja, machos O. niloticus Gris con hembras O.
niloticus Gris y machos O. niloticus Roja con hembras O. niloticus Gris (Prieto et
al., 2016) en piscinas de 4.8 m3 de capacidad de agua util a una temperatura de 25+1

°C, oxigeno disuelto de 5 mg/I.

Los alevines de O. niloticus fueron cosechados y mantenidos en piscinas de 4.8m3
de capacidad de agua, alimentados con alimento comercial de 40% de proteina hasta

los 9 meses de edad.
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2.3.2 Extraccion de Piel

Para la extraccion de la piel, los peces se sacrificaron por puncién en la médula
espinal, se procedio a extraer la piel haciendo un corte a la altura de vértebra dorsales
y a nivel de la cabeza, con una toalla se procedera a extraer la piel con mucho
cuidado, los residuos de la piel (musculo) se eliminaron manualmente. Se lavé con
agua de grifo y enjuago con agua destilada a temperatura ambiente. La piel se cortd

en pedacitos de 1x1 £ 0.2 cm. y se conservé a -20°C.

2.3.4 Pretratamiento de la Piel

Para la eliminacién de las proteinas no colagenas-se-utiliz6 como pretratamiento
NaOH al 0,1 M en una relacion de muestra /soldcion de 1:20 (p / v) por 24 horas.
Las pieles tratadas con NaOH se lavaron con agua destilada hasta neutralizar al
hidroxido para ser tratadas con n-butanol al 10% con una relacion muestra solucién
1:20 (p/ v) por 24 horas para eliminar las grasas y otros residuos. Las pieles tratadas
con n-butanol, se lavaron cen’‘agua destilada quedando listas para la extraccion de

colageno (Li et al., 2018).

2.3.5 Extraccion de Colageno

Para la extraccion del colageno, todos los procedimientos se realizaron 4°C.

2.3.5.J Extraccion de Colageno método acuoso (ASC)

La extraccién se inicio con la adicion de acido acético 0,5 M en una relacion

muestra / solucién de 1:50 (p / v) por 48 horas (Li et al., 2018).

El extracto se filtro al vacio con papel whatman N° 4 para extraer el

colageno, se liofilizd y se almaceno en frascos &mbar a 4 °C.
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2.3.5.2 Extraccion de Colageno método enzimatico (PSC)

Para la extraccion enzimatica, el pretratamiento fue igual que el método
acuoso, para la extraccion de colageno se utilizé acido acético 0,5 M con
pepsina al 0,1% en una relacion muestra / solucion de 1:50 (p / v) por 48

horas (Li et al., 2018).

El extracto se filtré al vacio con papel whatman N° 4 para extraer el

colageno, luego se liofilizd y se almacend en frascos.dmbar a 4 °C.

2.3.6 Rendimiento

1. Rendimiento de piel segun el peso total, ‘se ¢alculd utilizando la siguiente

ecuacion:

Rendimiento Piel (%) = (Peso de.piel fresca/ Peso total) x 100

2. Rendimiento de Colageno de.ASC Y PSC liofilizado segun el peso de piel,

segun Buimbar et al.,4{2019). Se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

Rendimiento Colageno (%) = (Peso de Colageno liofilizado g/ Peso piel g) x 100

2.3.7 Porcentaje de-Hidroxiprolina

El parcentaje de hidroxiprolina se midio usando el kit Hydroxyproline Assy kit
(MAKO08, Sigma-Aldrich, USA) y un lector de placas (iMark, Bio Rad, Japon).
Las muestras liofilizadas de colageno ASC y PSC se diluyeron en agua ultrapura,
a concentracion de 0.1%. Para la muestra estandar de hidroxiprolina, se diluyo 10
ul de Hidroxiprolina de 1mg/ml con 90 ul agua ultrapura, obteniendo una
concentracion de 0.1 mg/ml. Se agrego6 Oul (Blanco), 2u, 4, 6, 8 y 10 ul de la
solucion de Hidroxiprolina de 0.1mg/ml en una placa de 96 pocillos, para obtener
estandares 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1ug/ml. por cada pocillo (estdndar y muestras) se

6
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agrego 94 ul de tampon de oxidacion con 6 ul de Cloroquina T, se incubd por 5
minutos en oscuridad y a temperatura ambiente. Para cada pocillo (estandar y
muestras) se agrego 50 ul de DMAB con 50 ul de &cido perclorico / isopropanol,
se incubd por 90 minutos en oscuridad y a 60 °C. la absorbancia se midi6 a una

longitud de onda de 560 mm.
2.3.8 Espectros UV-Vis

La absorbancia se midié usando un espectrofotémetro de. UV, (NanoDrop One,
Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), segun el método de Yang et al., (2016) con
una ligera modificacion. Las muestras liofilizadas de colageno ASC y PSC se
diluyeron en &cido acético al 0.5M, a concentraeion de 0.1%. El espectro UV se

midio6 a una longitud de onda 190 nm a /400 nm.
2.3.9 Determinacion de la temperaturalde desnaturalizacion

La temperatura de desnaturalizacion se determino a partir de los cambios de
viscosidad usando Digital VViscometer (NDJ-5S, A & E Lab (UK)Co. LTD., China),
segun el método. de_Zhang et al., (2007) con una ligera modificacion. Las
muestras liofilizadas de colageno (ASC y PSC) se diluyeron una concentracion de
0.1% en &cido acético 0,1M. La viscosidad de las soluciones se midi6 utilizando
husillo*N° 1 a una velocidad de 60 RPM, con cambios de temperaturas de 5 a
45°C, con intervalo de 5°C, para elevar la temperatura de las soluciones se utilizé
un Thermo Shaker (TSI-100, A&E Lab (UK)Co. LTD., China). la viscosidad

fraccional (V) se halla con la siguiente férmula:

VF(T°)= (NspT® - Nsp45°C) / (Nsp5°C - Nsp45°C), donde Nsp es viscosidad

especificay NspTe es viscosidad especifica en cada temperatura.
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La temperatura de desnaturalizacion se determiné como la temperatura del punto

medio, donde los cambios de viscosidad alcanzaron 0,5.

2.3.10 Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida(SDS-PAGE)

SDS-PAGE se realiz6 segun el método de Laemmli (1970) con una ligera
modificacion. Las muestras de colageno (ASC y PSC) liofilizada al 0.5%
con &cido acético 0.1M, se mezclaron con un tapon de muestra (Tris-HCI
0.5M pH 6.8, glicerol, SDS 10%, azul de bromofenal«t%; 2-mercaptoetanol
y agua destilada) en relacion de 1:1, se calent6 a 95 °C por 60 segundos y se
dejo enfriar a temperatura ambiente, la proteina estandar (Colageno tipo |
de piel de ternera) se diluy6é 30 mg en 1mlde agua destilada, luego se carga
20 ul de las muestras junto con las muestra del gel de poliacrilamida. Se usé
gel poliacrilamida discontinuo formado por un separador de 7.5% (Tris-HCI
1.5M pH 8.8, SDS 10%, acrilamida/bisacrilamida 30%, APS 10%, TEMED
y agua destilada) y-€l gel concentrador al 4%de (Tris-HCI 0.5M pH 6.8, SDS
10%, acrilamida/bisacrilamida 30%, APS 10%, TEMED y agua destilada).
Para el corrido de las bandas se trabajo con un , tampén de electroforesis (
tris .base, glicina, SDS y agua destilada), voltaje de 65 V por 6 horas,
cumplido el tiempo se retir6 los geles de la cdmara (Mini-Protean tetra cell,
Bio-Rad) para ser tefiidos con azul brillante de Cromassie R-2550 al 1%
(p/v), acido acético y metanol por 5 horas, para luego tefiir con una solucién
decolorante (etanol 96% Yy acido acético 99.8%) por 6 horas en agitacion
suave. Los pesos moleculares de las proteinas se analizaron mediante la

ubicacion de las bandas.
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2.3.11 Analisis estadistico

Se analizara los resultados pesos promedios corporal total, y las muestras del colageno
liofilizados seran analizados en las diferentes pruebas (rendimiento de colageno,
porcentaje de hidroxiprolina, absorbancia méaxima de UV visible y temperatura de
desnaturalizacion) los datos seran recolectados y analizados estadisticamente.

Los datos fueron expresados en valores promedio y desviacion estandar. Utilizando el

analisis de varianza para la comparacion de promedios y la prueba.de tukey en la

contratacion de promedios, con un valor de significancia de 0=0.05
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I1l. RESULTADOS
3.1 Rendimiento

Los peces de tilapia, O. niloticus, de las lineas Roja, Gris y F1 tiene como rendimiento de
la piel (Fig. 1y Tabla 2) segun peso promedio corporal total (Wt)es de 4.22 + 033, 3.66 +
0.36 y 4.35 £ 0.34% respectivamente. Los de mayor rendimiento piel son de la tilapia Roja
y F1 sin diferencia significativa (P >0.05), a diferencia de la tilapia Roja y Gris con

diferencia significativa (P <0.05), siendo la gris la de menor rendimiento.

El rendimiento de colageno de ASC (Fig. 2 y tabla 1 y 3) segln el peso promedio de peso
de piel de la Tilapia Roja, Gris y F1 es de 19.04 + 0.59, 20:06+ 2.20 y 20.28 £ 186 %, sin
diferencia significativa (P >0.05). El rendimiento de,calageno de PSC (Fig. 2 y tabla 1y
3) segun el peso promedio de peso de piel de la Tilapia Roja, Grisy F1 es de 21.10 + 1.59,

21.21 +1.14y 21.10 £ 1.59 %, sin diferencia significativa (P >0.05).

El porcentaje de la Hidroxiprolina ASC (Fig. 3 y tabla 1) de tilapia Roja, Gris y F1 fue de
9.43,9.81y 9.04 % respectivamente;'y el porcentaje de la Hidroxiprolina PSC de la tilapia
Roja, Gris y F1 fue de 10.64,.10.30 y 10.33 %. Los mayores porcentajes de Hidroxiprolina

ASC es de la tilapia gris‘y. para PSC es la tilapia Roja.
3.2 Espectros UV-Vis

Se evalug el espectro UV-Visible del coldgeno ASC y PSC de piel de O. niloticus de
las tres lineas (Roja. Gris y F1) al 0.1% diluidos en &cido acético 0.1M. se obtuvo
como resultado sus maximas absorbancias para el colageno extraido por el método
ASC de laroja, gris y F1 fueron 233 nm, 235 nm y 234 nm respectivamente, resultados
similares en la absorbancia méxima para el colageno extraido por el método PSC de

laroja, gris y F1 con 234, 235 y 237 nm respectivamente (Figura 6).
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3.3 Determinacion de la temperatura de desnaturalizacion

Se evalud la temperatura de desnaturalizacion del coldgeno ASC y PSC (Fig. 7) de piel
de O. niloticus de las tres lineas (Roja. Gris y F1) al 0.1% diluidos en acido acético
0.1M, calculando las curvas de desnaturalizacion térmica y la de la determinacion de
la viscosidad fraccional, se obtuvo como temperatura de desnaturalizacion del
colageno ASC de la piel de tilapia de la Roja, Gris y F1 fue de 34 °C, 31.9°C y 34.9
°C respectivamente y para el colageno PSC de la piel de tilapia de la Roja, Gris y F1

fue de 31.1 °C, 30 °C y 31.1 °C respectivamente.

3.4 Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida(SDS-PAGE)

Se evalud el SDS-PAGE del colageno liofilizado ASC y PSC de piel de O. niloticus
de las tres lineas (Roja. Gris y F1) al 0.5% con acido acético 0.1M, se observo que
para los colagenos liofilizados por los métodos ASC y PSC de las tres lineas las bandas
son muy similares. Con pesos moleculares entre 117.72 kDa a 111.92 kDa, son las de
mayor densidad corresponden, a las cadenas ol y a2, y con peso molecular de

188.45kDa corresponde’a la-banda de la cadena B (Fig. 8).
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Tabla 1. Resumen del Peso total, Peso de piel, cantidad de coldgeno y rendimiento de la
tilapia Roja, Grisy F1

Tratamientos W total (g) W Piel (g) Caolégeno Hidroxiprolina

(mg) (%)
ASC Roja 231.3+21.30 8.93+0.61 1.70+0.16 9.43
ASC Gris 183.3+19.39 6.93+1.37 1.39+0.12 9.81
ASCF1 232.0+13.15 853+0.42 1.73+£0.16 9.04
PSC Roja 231.3+21.30 8.53+042 1.80+£0.12 10.64
PSC Gris 183.3+19.39 6.93+1.37 1.47 +0.29 10.30
PSC F1 232.0+13.15 853042 1.80+£0.12 10.33

* Promedio + desviacion estandar
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Tabla 2. Rendimiento de la piel segun el peso promedio corporal total, de la
tilapia Roja, Grisy F1

Tilapia W t(g) W Piel.(g) R(%)
Roja 231.3+21.30 9:7.+1.01 4.22 +0.332
Gris 183.3£19.39 6.7+ 1.18 3.66 + 0.36°
F1 232.0+13.15 10.1£0.33 4.35+0.342

* Promedio + desviacion estandar: a, b: Diferencias significativas entre tilapia
Gris y F1 p<0.05. a, a: sin diferencias significativas entre tilapia Roja y F1
p>0.05.
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Figura 1. Rendimiento de Piel de Oreochromis niloticus,
Tilapia Roja,/Gris y F1, segun el peso total.
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Tabla 3. Rendimiento de colageno liofilizado ASC y PSC segun el peso
promedio corporal total, de la tilapia Roja, Gris y F1

Método W Piel W Col. Liof. R%
ASC Roja 8.93 +0.61 1.70+0.16  19.04 + 0.59 ns
ASC Gris 6.93 +1.37 1.39'£0.12 20.06 +2.20 ns
ASC F1 8.53+0.42 1.73+0.16 20.28+1.86 ns
ASP Rojo 8.53+£0.42 1.80+0.12 21.10+1.59ns
ASP Gris 6.93 + 1.37 1.47+029 21.21+1.14ns
ASP F1 8.53 +0.42 1.80+0.12 21.10+1.59 ns

* Promedio + desviacign estandar. ns: sin diferencias significativas entre
tilapia Roja, Gris y F1,p>0.05.
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Figura 2. Rendimiente ‘de Colageno por los métodos de
extraccion ASC Y PSC de Oreochromis niloticus, Tilapia
Roja, Gris y F1, segtn el peso de la piel.
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Figura 3. Rendimiento de Hidroxiprolina por los métodos de
extraccion ASC Y RSC. de Oreochromis niloticus, Tilapia
Roja, Gris y F1.
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Figura 4. Espectro UV=yisible de los métodos de extraccion
ASC y PSC de la piel de/O. niloticus de las tres lineas. AG: ASC
Tilapia gris; AFL: ASC Tilapia F1; AR: ASC Tilapia Roja; PG:
PSC Tilapia gris; PF1: PSC Tilapia F1; PR: PSC Tilapia Roja
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Figura 5. Viscosidad ional de los métodos de extraccion
ASCyPSC de lapiel de'@. niloticus de las tres lineas. AG: ASC
Tilapia gris; AF1; Tilapia F1; AR: ASC Tilapia Roja; PG:
PSC Tilapia 1: PSC Tilapia F1; PR: PSC Tilapia Roja.

R

19

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccién de Sistemas de Informatica y Comunicacion

200 KDa

116 KDa

97 KDa

66 KDa
45 KDa

Q\J

Figura 6. Electrofor@DS-PAGE de colageno de piel de O.
niloticus de las tres.lineas por los métodos de extraccion ASC
y PSC. 1. mar@ de proteina estandar, 2. ASC Tilapia gris;
3. ASC Tilapia'Roja; 4: ASC Tilapia F1; 5. PSC Tilapia gris;
6. PSC Ti oja; 7: PSC Tilapia F1.
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IV. DISCUSION

Se trabajo con O. niloticus, tilapia Roja. Gris y F1 de nueve meses de edad con pesos
promedios de 231 + 21.30, 183 + 19.39 y 232 + 13,15 g respectivamente; obteniendo
rendimiento de piel de 4.22 + 033, 3.66 + 0.36 y 4.35 + 0.34% respectivamente, con
resultados muy parecido a los obtenidos por Simdes et al. (2007) con un rendimiento
de 3.68 %, pero valores inferiores al obtenido por Souza y Maranh&o (2001) con
6.56% y Macedo-Viegas et al. (2007) con 4.77 a 5.71%. Se podria decir que los

valores podrian variar segun la forma de extraccién de la piel.

Los rendimientos de Colageno liofilizado ASC de Tilapia Roja, Gris y F1(19.04 +
0.59, 20.06 + 2.20 y 20.28 + 186 %respectivamente) son ligeramente menores en
comparacion con el Colageno liofilizado PSC,(21.10 + 1.59, 21.21 + 1.14y 21.10 +
1.59 % respectivamente).El rendimiento-de ASC es menor debido a los enlaces
cruzados entre las cadenas de la“region de los telopéptidos originando una baja
solubilidad (Zhang et al., 2007;*Zeng et al., 2012), cuando se utiliza pepsina, hidroliza
las regiones de los telopéptidos sin dafiar la integridad de la triple hélice del colageno,
lo que le da una_ alta solubilidad del colageno originando un mayor rendimiento
(Nalinanon, Benjakul y Kishimura, 2007).En otros trabajos realizados con piel de
tilapia tuvieron resultados similares con 19.80% (ASC) y 20.03% (PSC) (Li et al.,
2018)/19.07% (ASC) y 19.61% (PSC) (Song et al., 2019). En especies diferentes
como piel de Bagre del Canal “Ictalurus punctaus” (38.5%, PSC; 25.8%, ASC) (Liu,
Li & Guo, 2007), piel de Locha “Misgurnus anguillicaudatus”(27.32%, PSC;
22.42%, ASC) (Wang, Pei & Zhou, 2018), piel de aleta de bagre longbarbel “Mystus
macropterus” (28,0%, PSC; 16,8%ASC) (Zhang, Liu & Li, 2009) y caparazon de
tortuga china de caparazon blando “Pelodiscus sinensis” (2.8%, PSC; 1.0%, ASC)

(Li etal., 2020).
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El porcentaje de hidroxiprolinade tilapia Roja, Gris y F1esASC: 9.43, 9.81 % y 9.04
y PSC: 10.64, 10.30 y 10.33%,estos valores son similares a los reportados por Chen
et al., (2016) trabajando con piel y escama de tilapia (ASC: 9% y 10%), pero
ligeramente mayor a los reportados por Sun et al. (2017) trabajando con piel tilapia,
7.9% y 8.6% para ASC y PSC respectivamente y Li et al.(2018) también trabajaron
con piel tilapia, reportando 8.0 % y 7.0 % para ASC y PSC respectivamente. La
cantidad de hidroxiprolina cambia de acuerdo a la especie como“Esox Lucius(ASC:
6.6% y PSC: 6.7%) (Kozlowska et al., 2015), patas de pollo(ASC:9.5 % y PSC: 9.9
%) (Zhou et al., 2016) y hueso de ovino Ujumugin sheep(ASC:9.5 % y PSC:10.1 %)
(Gao et al., 2018). La cantidad de hidroxiprolinaytambién depende del medio
ambiente como Misgurnus anguillicaudatus(ASC:9.5 % y PSC: 8.0 %) (Wang et al.,
2018), especie de agua calidad y el Lucio-nortefio “Esox Lucius ”(ASC: 6.6 %y PSC:
6.7 %) (Kozlowska et al., 2015), especie de agua frias con menor cantidad de
hidroxiprolina. La hidroxiprolina permite la estabilidad del colageno por la
formacion de enlaces de hidrogeno a través de su grupo hidroxilo, permitiendo la
estabilidad del triple hélice, como consecuencia mayor estabilidad térmica

(Burjanadze, 1979)

En esta investigacion se obtuvo la absorbancia méxima de UV visible entre 233 a
237 mm ‘para los colagenos ASC y PSC de la linea roja, Gris y F1, que es similar al
coldgeno ASC y PSC de hueso de oveja (231.3 a 231.8nm)(Gao et al., 2018).,
colageno ASC de caparazon blando de tortuga “Pelodiscus sinensis” (230nm) (Yang
et al., 2016) y colageno PSC de bagre de canal “Ictalurus punctatus” (232mn) (Liu,
Li y Guo, 2007).Se sabe que la maxima longitud de onda de absorbancia de una
proteina por lo general es de 280mm por la presencia de aminoacidos aromaticos

triptofano, tirosina y fenilalanina (Liu, Li & Guo, 2007; Ahmed, Hag y Chun, 2019),
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en cambio para las proteinas colagenas es de 210 a 240nm (Bhuimbar, Bhagwat
yDandge, 2019; Wang et al., 2018),debido a la presencia de los grupos funcionales
C =0, -COOH, CONH2 en las cadenas polipeptidicas del colageno (Edwardset al.,
1997). Este resultado nos demuestra su alta pureza por no presentar absorbancia

maxima de 280nm.

La temperatura de desnaturalizacion del colageno ASC de la tilapia Roja, Gris y
F1(34, 31.9 y 34.9 °C) es mayor al colageno PSC de las tres lineas.(31.1, 30 y 31.1
°C), esto resultados se deben a la accion de la pepsina que hidroliza los enlaces
peptidicos haciéndolo menos estables. Los valores de a<Td del colageno ASC y PSC
son valores similares a los obtenidos por especiesde agua calidas como Sun et al.
(2017) con Tilapia “O. niloticus” (ASC: 35.2°CyPSC: 34.5 °C), Wang et al., (2018)
con pile de Locha “Misgurnus anguillicaudatus” (ASC: 36.03 °C y PSC: 33.61 °C)
y fueron mas altos a especies de”aguas frias como Li et al. (2013) con Caballa
espafiola “Scomberomorus niphonius” (ASC: 15.12 °C y PSC: 14.66 °C), como
consecuencia, la temperatura corporal influye a la Td. Estos resultados de colageno
ASC y PSC, tiene valores menores al colageno de hueso de oveja (ASC: 42.31 °Cy
PSC: 38.91 °C){(Gao et al., 2018) por su baja cantidad de hidroxiprolina como.Zhang,
Liuy Li. (2009) con de piel de barbo largo bagre “Mystus macropterus”, demostraron
que a~mayor cantidad de hidroxiprolina mayor sera la estabilidad térmica (ASC:

42.31 °C y PSC: 38.91 °C).

El SDS-PAGE del colageno ASC y PSC de tilapia de las tres lineas Roja, Gris y F1,
se observaron la presencia dos cadenas a1 y una cadenact,, cuyas masas moleculares
sonl117.72kDay 111.92kDa, respectivamente y la presencia de una cadena reticular

(dimero B) con masa molecular188.45 kD. Las bandas de ASC fue similar al PSC, a

pesar de la accion de la pepsina de hidrolizar la region telopéptida, sin afectar la
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estructura del triple hélice (Ogawa et al., 2003). Sato et al. (2000) trabajo con piel de

bobino demostrando que la pepsina elimina los enlaces entrecruzados transformado
una cadena [ en dos cadenas o, por esta razon ASC tiene menor rendimiento, por
tener mayor cantidad de cadenas reticulares que PSC. Estos resultados obtenidos son
similares a lo que obtuvo Sun et al. (2017) con piel de tilapia (ASC y PSC; au: 125
kDay o»: 114 kDa),Li et al. (2018) con piel de tilapia (ASC y PSC; a1: 110 kDa y
o2: 100 kDa), otros resultados con otras especies fueron simitares como las que
obtuvo Wang et al. (2018) con piel de locha “Misgurnus anguillicaudatus”(ASC y
PSC; a1: 127 kDa y a: 115 kDa), Kozlowska et al:(2015) con Lucio nortefio “ESox
Lucius” (ASC y PSC; a1: 118 kDay a2: 108 kDa).y Santos et al. (2013) con colageno
de becerro (oi: 125.38 kDa, op: 117.33 kDa y B: 173.56 kD). Kimuar et al. (1998)
trabajaron con diferentes especiescacudticas concluyendo, para que sea colageno de
tipo | debe tener principalmente/las cadenas o1 y o, entonces de acuerdo a los

resultados podemos decir que el coladgeno de piel de tilapia ASC y PSC de las tres

lineas (Roja, Gris y.F1) es del tipo I.
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V. CONCLUSIONES

El rendimiento de piel de la tilapia F1 fue ligeramente mayor a la Roja y la

gris fue la de menor rendimiento.

e El rendimiento de colageno ASC (Roja. Gris y F1) fue ligeramente menor al
PSC (Roja. Gris y F1), por la presencia de enlaces cruzados entre las cadenas
en la region de los telopéptidos originando una baja solubilidad.

e EIl rendimiento de hidroxiprolina de los coldgenos ASC*y PSC no hubo
diferencias.

e absorbancia maxima de UV visible del colageno, ASC y PSC estuvieron en
los rangos establecido para las proteinas colagenas (210 a 240nm)
demostrando su pureza.

e LaTddel coldgeno ASC es mayor al PSC esto resultados se deben a la accion
de la pepsina que hidroliza‘los enlaces peptidicos haciéndolo menos estables.

e EISDS-PAGE del cotageno ASC y PSC se observaron la presencia dos al y

una cadena a2, caracteristico del colageno tipo I.
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ANEXOS
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ANEXO 1

Obtencion de alevines de tilapia “Oreochromis niloticus” de las tres lineas:Roja, Gris y F1.

Figura 1. A. Revision de una hembra Roja si tiene alevines. B. Alevines de
Tilapia, “Oreochromis niloticus”.

A 4
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ANEXO 2

Alevines de tilapia “Oreochromis niloticus” Reja, Gris y F1

Figura 2. Alevines de Oreochromis niloticus. A. Gris. B. Roja. C. F1
(Hibrido).
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ANEXO 3

Tilapia “Oreochromis niloticus”, lineas Roja, Gris y F1

Figura 3. Juveniles Oreochromis niloticus A. Tilapia Gris, B. Tilapia
Roja, C. Tilapia F1

Y%
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ANEXO 4

Piel de Tilapia, “Oreochromis niloticus”. A. Linea Gris. B. Linea Roja. C. Linea F1

Figura 4. Piel de Tilapia, “Oreochromis niloticus”. A. Linea Gris. B. Linea
Roja. C. Linea F1.
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ANEXO 5

Q

Figura 5. Piel de Tilapia, “Oreochirémis niloticus”, tratada con Acido Acético a 0.5 M. A.
Linea Gris. B. Linea Roja. C. L Fl1
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ANEXO 6
Tilapia “Oreochromis niloticus”
Protocolo de Extraccion de Colageno l
Hibrido F1
Tipo de piel Roja
Gris

l

Extraccion de piel |—» Pesado de las pieles

l

Cortado —>» Pedazosde-Ix1 cm

l

PRETRATAMIENTO

l

T°=40°C {Conservado ad°C

Peso, longitud total >
las tres lineas

t=5h ——> Secadode piel ¥274h

l Solucion de NaOH=0.1 M

Eliminacion de’proteinas P/V=1:20

no colagenas T=4C
2 t=24h
l [ Solucién de Butanol = 10%
\. » P/V=1:20
Eliminacién de grasas 7 Te=acc
l _ t=24h
[ T=acC
EXTRACCION - t=48h
/ \ P/V =1:50
Ac. Acético 0.5 M ——» Método Método Ac. Acético 0.5 M +
Acuoso | Enzimatico Pepsina 0.1 %
FILTRADO — 5 Alvacio con papel de
Whatmam N° 4
Figura 6. Protocolo para la l
extraccion de coldgeno de piel SECADO > Liofilizado
de Tilapia l
ALMACENAJE — En frascos de vidrio ambar
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Figura 7. Colageno liofilizade.de Tilapia, “Oreochromis niloticus”. A. Linea Gris.
B. Linea Roja. C. Linea F1 (Hibrido).
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3
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R A e s
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s

Roja Gris F1
Lineas de Tilapia

~»

Figura 8. Peso total de Tilapia,@ochromis niloticus”, de las tres lineas.
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