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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar las caracteristicas biologicas del colageno
extraido de la piel de Oreochromis niloticus, tilapia, referido al rendimiento,
cuantificacion de proteinas totales, electroforesis SDS-PAGE, estabilidad térmica,
morfologia de la estructura superficial por microscopia dptica y la cantidad de colageno
tipo | obtenido por los métodos colageno soluble acuoso (ASC) y por, coldgeno soluble
con pepsina (PSC). El material bioldgico, tilapia, fue obtenido en el Centro Experimental
de Genética de la Universidad Nacional de Trujillo. Se registraron los pesos de los
individuos y se extrajo la piel de los peces y luego de registrar el peso de piel de cada
individuo se procedié con la extraccion de colageno. Por el ASC se realizd un
pretratamiento con y sin hidroxido de sodio 0.1M/24h, seguido de la aplicacion de butanol
al 10% vy la extraccion en acido acético 0,5M/24h y por el PSC, el pretratamiento con
hidroxido de sodio 0,1M/24h seguido del tratamiento con butanol al 10% y la extraccién
en pepsina al 0,1% en &cido acético al 0,5M/48h. Luego de la liofilizacion, las muestras
fueron pesadas y caracterizadas. El perfil de bandas obtenidos por electroforesis SDS-
PAGE, reveld el mismo para los tres tipos de tratamientos y para el colageno tipo | de
bovino certificado (Sigma), fueron visibles las bandas al y a2 y la banda B. El
rendimiento de ASC fue el 20,43% mientras que en PSC fue 22,47%, las proteinas totales
se cuantificaron en mayor cantidad en ASC sin NaOH y en similares cantidades en ASC
con NaOH y PSC, enrelacién a la estructura superficial del colageno fueron evidentes las
diferencias, las microfibrillas mas conservadas en el ASC. Se confirmé la presencia de
colageno tipo I de la piel de tilapia (O. niloticus) y en cantidad de colageno ligeramente
mayor con el método PSC.

Palabras claves: Oreochromis niloticus, piel de tilapia, colageno tipo I, métodos de

extraccion de colageno, pepsina, acido acético, hidroxido de sodio.
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ABSTRACT

The objective of the investigation was to determine the biological characteristics of the
skin's collagen in Oreochromis niloticus “tilapia”, referred to performance, quantification
of total proteins, electrophoresis SDS-PAGE, thermal stability, morphology of the surface
structure by optical microscopy and the amount of collagen type | obtained by the
methods of aqueous soluble collagen (ASC) and by pepsin soluble collagen (PSC). The
biological material, tilapia, was obtained at the Experimental Center of Genetics of the
National University of Trujillo. The weights of the individuals were recorded and the skin
of the fish was extracted and after registering the skin weight of each individual, the
collagen was extracted. By the ASC, a pretreatment was carried out with and without
sodium hydroxide 0.1M/24h, followed by the application of butanol to 10 %and
extraction in acetic acid 0.5M / 24h, and by the PSC, pretreatment with 0.1M / 24h sodium
hydroxide followed by treatment with butanol at 10% and extraction in pepsina at 0.1%
in acetic acid 0.5M / 48h. After lyophilization, the samples were weighed and
characterized. The profile of bands obtained by electrophoresis SDS-PAGE revealed the
same for all three types of treatments and for collagen type | of certified cattle (Sigma),
the ol and a2 bands and the 3 band were visible. The yield of ASC was 20.43% while in
PSC it was 22.47%, the total proteins were quantified in greater quantity in ASC without
NaOH and in similar amounts in ASC with NaOH and PSC, in relation to the surface
structure of the the differences were evident, the most conserved microfibrils in the ASC.
The PSC method confirmed the presence of type | collagen in the skin of tilapia (O.
niloticus) and in a slightly larger amount of collagen.

Keywords: Oreochromis niloticus, tilapia skin, type | collagen, collagen extraction

methods, pepsin, acetic acid, sodium hydroxide.
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. INTRODUCCION

La matriz extracelular esta compuesta principalmente por proteinas, siendo la proteina
estructural mas abundante el colageno, ésta a la vez representa el 25 al 30% de proteina
corporal en los vertebrados (Mienaltowski y Birk, 2014). Estas proteinas colagenas
estan compuestas por tres cadenas de polipéptidos, que contienen la secuencia Gly-X-
Y, donde X e Y usualmente esprolina e hidroxiprolina, respectivamente (Silver, 2018;
Bhuimbar et al., 2019) siendo las mas comunes entre los 1000 aminoacidos de cada

cadena de polipéptidos (Gomez-Guillénet et al., 2002).

Estas proteinas colagenas por las caracteristicas estructural que presentan, brindar
estabilidad, elasticidad y resistencia a los tejidos conectivos, por ello en la actualidad
se utiliza para aplicaciones en el campo de los materiales biomédicos que son
disefiados, sintetizados y procesados para ser utilizados para las quemaduras entre
otras afecciones (Saenz, 2017; Holguin, et al., 2015); en el area cosmetica, para el
tratamiento y prevencion de arrugas, curacion de las heridas cutaneas (Torra, et al.,

2000; Beltran, 2011).

La principal fuente de obtencion de coladgeno a nivel industrial es de porcino y bovino
(De Moraes y Cunha, 2013), sin embargo existe rechazo de la sociedad por las
creencias religiosas y los riesgos por brotes de enfermedades que son trasmisibles a
los humanos, como encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y fiebre aftosa (FA), lo
cual ha conllevado a los cientificos a realizar diferentes estudios en busqueda de
nuevas fuentes de colagenos, pruebas que se centraron en los desechos producidos por
la industria pesquera, tales como huesos, escama y piel, aplicAndose técnicas de

extraccion para la obtencion del coldgeno (Zhang et al., 2009; Pati et al., 2010;
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Quintero y Zapata, 2017), considerando una fuente mas segura en comparacion de

otros animales.

Los estudios indican que se obtiene colageno tipo | a partir de la piel, huesos, aletas y
escamas, donde cada afio en la industria pesquera se generan desechos del 50 al 70%,
siendo ello de gran potencial para la extraccion de colageno, asi diversificando sus
posibles usos industriales, quimicos farmacéuticos y como material biomédico (Solari
y Cordova, 2015; Llerén y Rodriguez, 2017). Todo ello conllevo a los investigadores
a realizar estudios de caracterizacion en diversas especias de peces, como de aguas
continentales y marinas, donde la especies Oreochromis niloticus “tilapia” tiene mayor
resistencia a la variacion de temperatura comparado a otras especies de peces (Serrano,

2011; Ikoma et al., 2013; Gonzalez y Vidal, 2018).

Para la extraccion de colageno de piel de O. niloticus, “tilapia”, se trabajan en medio
acido (ASC) (Sun et al., 2017; Li et al., 2018; Bi et al., 2019) y soluble en pepsina
(PSC) (Sun et al., 2017; Li et al., 2018). Metodologias que precisan adaptaciones en
las condiciones de laboratorio de Genética de la Universidad Nacional de Trujillo. La
existencia de equipos e instrumentos pueden producir variaciones debido a marcas o
condiciones de temperatura ambiental, aun cuando se trate de replicar con las

condiciones indicadas en las publicaciones cientificas.

1.1. Realidad problematica

El colageno comercial se obtiene, principalmente, de los desechos de pieles,
tendones, cartilago, huesos, cOrneas y érganos de ovinos, porcinos, vacunos y

aves, y para contar con un producto saludable es necesario que las especies de
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mamiferos y aves estén libres de enfermedades infecciosas transmisibles al
hombre. De alli la importancia de utilizar con materia prima la piel de peces y
como mejor alternativa, una especie cultivable, como la tilapia. Por otro lado, el

colageno de peces puede ser aceptado por diferentes creencias religiosas.

Existe varios métodos de extraccion de colagenos en la cual se citan, el método
acuoso Yy el método enzimatico, de acuerdo al tipo de método aplicado se muestran
variaciones. Se requieren tener en cuenta el tiempo del tratamiento, las
temperaturas, los productos quimicos y la aplicacion para lo cual se trabaja, la
conservacion de la materia prima (piel) y la especificidad del colageno obtenido

por los distintos métodos.

1.2. Justificacion y relevancia

La piel de los peces constituye una fuente alta en colageno tipo | de acuerdo a lo
estudios realizados por los investigadores, en el pais la produccion de O. niloticus,
“tilapia”, a nivel de la industria acuicola cada afio se va elevando en productividad,
ello conllevando a generar desechos de aproximadamente un 60%, generan
impacto al medio ambiente. Estos subproductos esta constituidos por la piel,
huesos y escamas, para disminuir el impacto ambiental, se aprovecha la piel para
la obtencion de coladgeno que nos brinda y a la vez siendo benéfico para el ser

humano.

A nivel industrial los subproductos generados por la acuicultura no son explotado,
pudiendo tener impacto a nivel industrial con el uso de la metodologia aplicada

en este trabajo de investigacion, para ello en relacion a las técnicas de extraccion
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de colageno existen diferencias en las propuestas de los investigadores, para la
obtencion del colageno tipo I a partir de la piel de “tilapia”, donde requiere contar

con métodos de extraccion estandarizados.

Se reportan los métodos acuosos y enzimaticos, sin embargo, no hay trabajos que
reporten el tipo de usos especificos que se puede dar y la cantidad que se puede
obtener del colageno por estos métodos. Lo que se quiere lograr en el laboratorio
de Genética es la estandarizacion de estos métodos para la productividad del
colageno con fines especificos y la cantidad que se pueda obtener de acuerdo al
método que se use, mediante la comparacion, trabajandolo de forma paralela, por
lo que fue necesario, realizar ensayos que fueron propuesta por ambos metodos,
para obtener un procedimiento que facilite la extraccién de colageno tipo | en

mayor cantidad y calidad.

A la vez en la Universidad Nacional de Trujillo contamos con el Centro
Experimental de Genética de la facultad de Ciencias Biologicas, siendo un centro
de produccion de linajes de tilapia, donde se da la crianza y produccion de tilapia
linea F1, la cual esta libre que hormonas teniendo un nivel de crecimiento y
resistencia mayor a los otros linajes como la tilapia gris y roja, por ende, se
obtiene mayor produccion de peces para el mercado en menor tiempo, contando

con la garantia del material bilégico (piel).
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1.3. Marco teorico conceptual

El colagenos una proteina que se encuentra en altos porcentajes en la matriz
extracelular, encontrdndose en vertebrados (Serrano, 2011; Shi et al., 2019).Estas
proteinas de colageno han recibido designaciones numéricas de acuerdo al orden
de descubrimiento, el tipo de colageno se designa con nimero romanos de acuerdo
a las funciones que puedan cumplir, como por ejemplo el colageno del grupo I,
I1, 111, son formadores de fibras (Miennaltowski y Birk., 2013; Minh-et al., 2014),
siendo el del tipo | el mas abundante y expresandose en casi todos los tejidos
conectivo, caracterizandose por su presencia en huesos, piel , ligamento,
esclerotica, cornea y vasos sanguineos (Seal et al., 2001;Henriksen y Karsdal,
2016), constituyendo aproximadamente el 25 % de la masa total de la proteina de

los animales(Gomez-Lizarraga et al, 2011).

El colageno tipo | es una molecula heterotrimera, en la mayoria de los casos,
componiéndose de una cadena al y una cadena o2, existiendo también un
homotrimero ol en menor proporcion, donde cada cadena estd compuesta por
1000 aminoécidos, donde la glicina en cada tercera posicion es importante para la
estructura helicoida, donde la parte no helicoidal conocida como telopéptido
correspondiente a los extremos terminales de la cadena (N-terminal y C-terminal)

(Henriksen y Karsdal, 2016; Gémez-Lizarraga et al., 2011).

De acuerdo a los estudios realizados que confirman de que existe colageno tipo |
en animales acuaticos (Bea et al., 2008), como peces, siendo de relevancia el
colageno proveniente de la piel de O. niloticus, “tilapia”, ya que es un pez que se

popularizo en la acuicultura volviéndose el mas importante a nivel mundial,
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debido a su facil adaptacion a distintas gamas de condiciones ambientales,
teniendo un crecimiento rapido y de reproduccion en cautiverio (Bi et al., 2019).
Con la alta demanda del filete de Tilapia, se tiene aproximadamente un 50 a 70 %
de desechos, incluyendo resto de carne, piel, huesos, escamas y visceras (Serrano,

2011; Quintero y Zapata, 2017; Bi et al., 2019).

De acuerdo a los estudios realizados por distintos investigadores para la obtencion
de colageno, existen dos principales métodos de extraccion, el-método acuoso y
el enzimatico. En el método Acuoso para la extraccion del colageno encontramos
tratamientos en medio acido usando acido acético, tratamientos por agua caliente
en la cual se trabaja a temperaturas de 80 °C y tratamientos en medio alcalino
usando hidréxido de sodio y en el método Enzimatico usando tratamiento en
medio acido con de la pepsina y en.un-medio alcalino la proteasa. El tratamiento
del &cido acético tiene menos efecto sobre la estructura de triple hélice de los
colagenos a diferencia del tratamiento por agua caliente este actla desnaturaliza
los colagenos, en el tratamiento por hidroxido de sodio cominmente destruye las
estructuras de aminoacidos de los colagenos. El tratamiento de la pepsina, esta
enzima se introduce en los productos finales de colageno, la cual fragmenta a la
estructura de triple hélice al igual que la enzima proteasa (Serrano, 2011; Li et al.,

2018; Bi et al.,2019).

De acuerdo a ello, en este trabajo, se eligieron los tratamientos utilizados por Bi
et al., 2019 en su trabajo, aplicado en piel de tilapia (Oreochromis niloticus)
utilizo el método acuso en un medio acido y por el método enzimatico con pepsina

Lietal., 2018, en la cual se trabaj6 en medio acido con pepsina (enzima digestiva).

6
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1.4. Marco empirico
Se realizaron distintos estudios sobre las propiedades histolégicas y quimicos de
la piel de O. niloticus, para futuras aplicaciones. La piel de tilapia se utiliza como
vendaje biologico temporal en quemaduras. Lima-Junior et al., 2017 trabajaron
con la piel de tilapia, en heridas inducidas a quemaduras en ratas, en la cual mostré
buena adherencia y curacion. En la actualidad, Diaset al., 2019, estan realizando
aplicaciones de la piel de tilapia como un nuevo injerto biolégico en pacientes con

el sindrome de Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser” con muy buenos resultados.

Segun Negreiros et al., 2015, la piel de tilapia esta constituido por filamentos de
coldgeno compactados, con predominancia del Tipo | y las caracteristicas
microscopicas y estructuras histologicas son semejantes a la piel humana en

resistencia a la rotura y en la extension.

1.5. Problema

¢Cudles son las caracteristicas del colageno tipo I de la piel de tilapia (O. niloticus)

obtenidos por los métodos acuoso y enzimatico?

1.6. Objetivos

a. General.
Determinar y comparar las caracteristicas, referido a la cuantificacion de
proteinas totales, perfil de bandas por electroforesis SDS-PAGE, estabilidad
térmica, morfologia de la estructura superficial por microscopia 6ptica y la
cantidad de colageno tipo | de la piel de tilapia obtenida por los métodos

acuoso y enzimatico.
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b. Especificos.
1) Extraccién de colageno tipo | por los métodos acuoso y enzimatico.
2) Caracterizar el colageno tipo | obtenido mediante electroforesis de
proteinas, por microscopia Optica y lectura de proteinas totales en el
espectrofotometro.
3) Comparar la cantidad de colageno tipo | obtenida por los métodos acuoso

(ASC) y enzimatico (PSC).

1.7. Hipdtesis

Se obtiene colageno tipo I de la piel de tilapia por los métodos ASC y PSC con

caracteristicas que difieren entre si.
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Il. MATERIAL Y METODO

2.1. Tipo de investigacion

a) Por la finalidad: Bésico.
b) Por el disefio de investigacion: Experimental.

2.2. Poblacion y muestra
La poblacion de estudio fueron los peces Oreochromis niloticus, “tilapia”, F1, del
cruce del linaje rojo Y'Y con hembras gris, disponibles en el Centro Experimental
de Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional de

Trujillo, Trujillo, La Libertad.

Para obtener los individuos de la -muestra se tuvo los criterios de inclusion y

exclusion.

2.3. Criterio de inclusion
e Peces de la linea F1 que proviene del cruce de machos Y'Y de linaje rojo y
hembras de linaje gris.
e Peces machos de edad mayor a 2 afios.
e Peces estén saludables.

e Peces con menos manchas.

2.4. Criterios de exclusion
e Peces con sintomas de enfermedad.

e Peces menores de 2 afos.
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e Peces de linaje gris y rojo.

e Peces con manchas numerosas.

2.5. Unidad de anélisis
La piel de cada individuo, la piel (2,5g) de un mismo individuo fue distribuido

para todos los tratamientos.

2.6. Instrumentos
Los equipos y materiales que se utilizo en la presente tesis se especifican a detalle
en los anexos identificados en tabla 2, anexo, tabla 3 anexo, tabla 4 anexo y tabla

5 anexo.

2.7. Control de calidad de los datos: prueba de valides y confiabilidad
Para la validacion y confiabilidad se realizaron tres replicas y tres repeticiones, las
pruebas para la caracterizacion de proteinas se tuvo el patron de referencia
albumina de suero bovino (Sigma), para la determinacién de colageno tipo I, se
tuvo como referencia el colageno tipo | de bovino (Sigma) y el marcador de peso
molecular de 15a 600 kDa (Sigma). Cada analisis fue repetido entre tres a 5 veces

para determinar la precision de las medidas, con un error estandar tendiente a cero.

2.8.  Definicion de variables
2.8.1. Variable independiente
Métodos para la obtencién de colageno: colageno soluble acuoso (ASC)
con y sin pretratamiento con hidroxido de sodio y colageno soluble con

pepsina (PSC) - pretratamiento con hidréxido de sodio.
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2.8.2 . Variables dependientes
¢ Peso de piel de cada individuo.
¢ Peso de colageno liofilizado en gramos.
e Porcentaje de rendimiento del colageno en los distintos tratamientos.
e Cantidad de proteinas totales, mg/ml, de los extractos de colageno
obtenidos.
o Perfiles de bandas del colageno liofilizado con y sin 3-mercaptoetanol.
e Viscosidad fraccional en funcion de la variacion de temperatura.
e Morfologia de la estructura superficial del colageno por microscopia

Optica.

2.9. Procedimiento
La piel de Oreochromis niloticus “tilapia”, se trabajo en estado fresco, extraido en
el momento, teniendo las siguientes caracteristicas en cuenta: el olor de pescado
fresco, color rojizo con algunas manchas grises, brillante, y con una textura firme

y resistente.

De la piel de un mismo individuo fue distribuido en cantidad de 2,5 g para cada
tratamiento, teniendo en cuenta tres repeticiones. Se realizaron tres replicas, se

considera réplica a la piel de cada individuo.

Se trabajo con la misma cantidad de piel de tilapia y la misma linea genética para

cada método.

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No comercial-Compartir bajo la misma licencia
2.5 Peru. Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licenses/by-ns-sa/2.5/pe/ . No olvide citar esta tesis.



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacién - Universidad Nacional de Truijillo

2.9.1. Extraccién de la piel y procesamiento de la piel
Para la extraccion de la piel, los peces fueron expuestos a shock térmico a-
50 °C, para causar una muerte no dolorosa, esto dur6 aproximadamente 30
minutos, luego se separ0 las pieles por el método del corte en L, y fueron
lavadas con agua potable por 30 minutos hasta eliminar los residuos que se
encontraron, como escamas Y resto de carne. La piel fue cortada en cuadros
de aproximadamente de 1 x 1 cm, y distribuida para la aplicacion de los

métodos de extraccion considerados (Figura 2 Anexo).

2.9.2. Extraccion del colageno

Método acuoso con pre- tratamiento sin Hidroxido de sodio (ASC sin

NaOH)

Para el proceso de extraccion del colageno por el método acuoso sin NaOH,
se realizd segun él método que menciona Bi et al., 2019. Todo el proceso se

realizé a temperatura ambiente (22-24°C) (Tabla 1 Anexo).

Pre-tratamiento: Las pieles se expusieron en butanol al 10% durante 24
horas, en una relacion de 1:20 (p/v), se procedio a lavar con agua destilada

estéril y finalmente se escurrio.

Extraccion: Las pieles pre-tratadas se solubiliz6 en acido acético al 0.5M
por 24 horas en una relacion de 1:20 (p/v). Luego se procedio a filtrar la
solucién al vacio con papel Whatman N°4 (Figura 3 Anexo, Figura 4

Anexo).
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Meétodo acuoso con pre- tratamiento con Hidréxido de sodio (ASC con

NaOH)

Para el proceso de extraccion del colageno por el método acuoso con NaOH,
se realiz6 segun él método que menciona Li et al., 2018. Todo el proceso se
realiz6 a temperatura ambiente (22-24°C) y el tiempo de extraccion fue de

24 horas (Tabla 1 Anexo).

Pre-tratamiento: Las pieles se expusieron en una solucién de hidroxido de
sodio al 0.1M durante 24 horas y en una relacion de 1:20 (p/v), se procedio

a lavar con agua destilada estéril y finalmente se escurrio.

Extraccion: Las pieles pre-tratadas se solubilizo en &cido acético al 0.5M
por 24 horas en una relacion de 1:20 (p/v). Luego se procedio a filtrar la
solucién al vacio con papel Whatman N°4 (Figura 3 Anexo, Figura 4

Anexo).

Método enzimatico con pre-tratamiento con Hidroxido de sodio (ASC
con NaOH)

Para el proceso de extraccion del colageno por el método enziméatico con
NaOH, se realiz6 segun él método que menciona Li et al., 2018. Todo el
proceso se realizd a 4°C y en agitacion constante a 600 RPM (Tabla 1

Anexo).
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Pre-tratamiento: Las pieles se expusieron en una solucion de hidroxido de
sodio al 0.1M durante 24 horas y en una relacion de 1:20 (p/v), se procedio

a lavar con agua destilada estéril y finalmente se escurrid.

Luego se expuso la piel en butanol al 10% durante 24 horas, en una relacion
de 1:20 (p/v), se procedi6 a lavar con agua destilada estéril y finalmente se

escurrio.

Extraccion: Las pieles pre-tratadas se solubilizé en acido acético al 0.5M
con pepsina al 0.1% por 48 horas en una relacién de piel: solucion de 1:20
(p/v). Luego se procedi6 a filtrar la solucidn al vacio con papel Whatman

N°4 (Figura 3 Anexo, Figura 4 Anexo).

2.9.3. Secado
Se aplico la técnica de secado por liofilizacion, donde el coladgeno soluble
obtenido por cada método, se colocé en frascos de vidrio la cual son parte
del equipo de liofilizacion y se coloco al congelador a — 80°C, por un tiempo
de 30 min, tiempo que durd en congelarse. Una vez congelado se coloco en
el equipo de liofilizacién, durando 8 horas para el secado total de las

muestras.

2.9.4. Envasado
El colageno liofilizado se envaso en frascos de vidrio de color ambar y se
almaceno a 4°C, ello con la finalidad de conservar las caracteristicas y la

calidad del colageno por un tiempo mas prolongado.
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2.9.5. Procesos de caracterizacion
Peso de los individuos: la toma de datos del peso de los individuos se

realizé con la ayuda de la balanza digital (AND EK-61005).

Peso de la piel: la piel de cada individuo se peso en la balanza digital (AND

EK-6100i) Y fue distribuido por igual para cada tratamiento.

Peso del colageno: se pesd el colageno liofilizado obtenido por cada

tratamiento aplicado en la balanza analitica digital (OHAUS®).

Rendimiento: para los procesos de caracterizacion del colageno extraido,
se realizé el calculo utilizando la ecuacion propuesto por Shyni et al., 2014.

Donde:

Rendimiento en BH(%) =( Peso delcolagenoseco __y y 1

peso humedo de las pieles frescas

BH= Base Humeda.

Prueba de Electroforesis SDS — PAGE

Se realizd con un equipo para corrido de electroforesis Mini-PROTEAM
Tetra cell (Bio-Rad) segun el método de Liu et al., 2014, en la cual se utilizo
un gel concentrador de 4% y un gel de resolucién de 7.5% , donde las
muestras de colageno liofilizados por el método acuoso y enzimatico fueron
diluidos en un medio alcalino con SDS al 1% (p/v) para tener una
concentracion final de 2mg/ml, luego se mezcld con un volumen igual de

tampon de muestra (en el tampon de muestra se trabajo con p-
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mercaptoetanol y sin -mercaptoetanol en ambas muestras), para la muestra
de colageno patrén tipo | de diluyo 1mg en 1ml de &cido acético al 0.1 M, y
la proteina estandar fue diluido a 30mg en 1ml de agua destilada, luego se
cargaron 20 pl de muestra en cada pocillo. Para el corrido de las bandas se
trabajo con un voltaje de 65 V por 12 horas, cumplido el tiempo los geles se
tifieron con azul brillante de Cromassie G 250 al 0.1% (p/v) por 5 horas y
luego se destifie con una solucion decolorante (a base a etanol de pureza de
96%y é&cido acético de pureza al 99.8%) por 6 horas en-agitacion suave

(Figura 6 Anexo).

Observacion al microscopio Optico

El colageno liofilizado extraido por el método acuoso fue colocado 0.0001g
de muestra en una lamina porta objeto y observado en microscopio
(Olimpos) a40X, al igual que la muestra de colageno liofilizado extraido por

el método enzimatico.

Prueba de proteinas totales

Las muestras de colageno liofilizado extraidos por el método acuoso y
enzimaticos fueron diluidos en &cido acético al 1M, en concentraciones de
1, 2.5, 5, 7.5y 10% respectivamente, y se utilizo como referencia el
colageno patrontipo | de piel de ternera a una concentracion al 1%, la lectura

se realizd en espectrofotdmetro (Thermo scientific).
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Viscosidad fraccional con variaciones de temperatura

Se determiné a partir de los cambios de viscosidad usando un viscosimetro
(Digital Viscometer), las muestras liofilizadas extraidas por el método
acuoso y enzimaticos se diluyeron 50mg (Figura 5 Anexo) en 50ml de &cido
acético al 0.1M, obteniendo una concentracion de las muestras al 0.1% de
colageno, estas muestras fueron preparadas a 5°C. Las muestras se
trabajaron a: 5, 10, 20, 30, 40 y 50 °C, la temperatura se elevo
progresivamente, en velocidad creciente y se mantuvo por 10 minutos en
cada temperatura deseada para realizar la toma de datos. Se trabajé con un

usillo N°1 y a una velocidad de 60 RPM.

Comparacion de peso de colageno liofilizado

Las muestras de colageno  liofilizados, fueron pesados y los datos
recolectados se analizaron estadisticamente.

Anaélisis estadistico: los datos fueron expresados en valores promedios y
desviacion estandar, se aplicé el analisis de varianza para la comparacion de
promedios y la prueba Tukey en la contrastacion de promedios. Tanto los
andlisis estadisticos y los graficos fueron realizados utilizando el software
Origin Pro 2020. Para las comparaciones estadisticas se tuvo en cuenta el

nivel de significancia de a = 0,05.

2.10. Consideraciones éticas y de rigor
El proyecto de tesis fue aprobado de acuerdo al cumplimiento con Constancia N°
04-2019-Unidad de Investigacion-FAC.CC.BB-ESC.CC.BB., e Informe N°030-

2019/CE del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
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I1l. RESULTADOS

Los peces de “tilapia” de peso corporal total (wt) en promedio fue 1084,41 + 265,23
g, Y el peso de piel en promedio fue 39,34 + 11,04 g (Tabla 1). Se estableci6 la
relacién directa del peso de piel en funcién al peso corporal total, coeficiente de
correlacion en 95,16 y coeficiente de regresion en f= 0,04 + 0,004 g (Figura 1) y el
peso promedio de colageno liofilizado por el método acuoso fue 0,52 +0,05 g por
2.5 g de piel y por, el enzimatico se obtuvo 0,57 + 0,05 g por 2,5 g de piel (Figura
2), valores que al ser expresados en rendimiento corresponden al 20.43 + 1,84 %
para el coladgeno soluble acuoso y el rendimiento de colageno soluble con pepsina

fue de 22,47 + 2,02 %.

La cuantificacion de proteinas totales de las muestras liofilizadas revel6 una
relacion directa a la cantidad de proteinas totales en funcion de la concentracion de
colageno, en los métodos ASC con pretratamiento con NaOH y ASC sin NaOH, asi
mismo con el método PSC con tratamiento con NaOH, en muestras liofilizadas de
coladgeno en concentraciones de 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 para cada método de
extraccion (Figura 3). La cantidad de proteinas totales en las muestras extraidas sin
liofilizar, en el ASC sin NaOH fue de 3.24 £ 0.24 mg/ml, en el ASC con NaOH,
1,89 £ 0.15 mg/ml y en el PSC con NaOH fue 2,06 + 0,45 mg/ml, diferencias
significativas (p<0,005) de la cantidad de proteinas con el método ASC sin NaOH

comparada por los métodos ASC sin NaOH y PSC (Tabla 2, figura 4).

Las muestras liofilizadas fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE y los
perfiles de bandas fueron similares en los métodos de extraccion ASC y PSC y

concordantes al colageno tipo | de piel de ternera (Sigma), adquirido como patrén
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referencial. Se observaron bandas tipicas a las cadenas al y a2, la cadena a2 en
cantidad aproximada al doble de la cadena a1, asi mismo fue evidente la cadena f3

(Figura 5).

Se evalud la estabilidad térmica del colageno de la piel de tilapia, calculandose
mediante las curvas de desnaturalizacion térmica y la determinacion de la
viscosidad fraccional, siendo las méaximas de desnaturalizacion a las temperaturas
de 26,48°C para el colageno obtenido por el método ASC y 21,01°C para el

colédgeno obtenido por PSC (Figura 6).

La estructura del coldgeno vista al microscopio oOptico reveld diferencias
morfoldgicas entre el colageno obtenido por el método ASC y el obtenido PSC. En
el ASC se observd una textura fibrosa, con las microfibrillas mas definidas que el

PSC (Figura 7).
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Tabla 1. Peso corporal total y peso de piel de Oreochromis niloticus

Individuos Edad Peso cuerpo Peso piel

1 2 1017,30 39,50
2 2 1389,40 55,40
3 2 1221,50 49,30
4 2 758,90 25,90
5 2 803,40 26,80
6 2 756,90 25,30
7 2 1453,50 47,50
8 2 1180,60 42,80
9 2 1178,20 41,50

PROMEDIO 1084,41 39,33

DESVIACION

ESTANDAR 265,23 11,04

COF.DE.CORREL 0,95
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Figura 1. Relacion del peso corporal total con el peso de piel de Oreochromis

niloticus.
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Figura 2. Peso de colageno liofilizado de piel de Oreochromis niloticus, tilapia,
obtenido por los métodos de extraccion de colageno acuoso (ASC) y colageno

soluble con pepsina (PSC), en ambos métodos el pretratamiento fue con NaOH.
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Figura 3. Variacion de la cantidad de proteinas totales (mg/ml) en funcién de las
concentraciones de colageno liofilizado de piel de Oreochromis niloticus,
tilapia, obtenido por los métodos de extraccion acuosa y enzimatica. ASC-1 con

NaOH, ASC-2. Sin NaOH, PSC enzimatico con NaOH.
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Tabla 2. Cantidad de proteinas totales segun los métodos de extraccién de
colageno soluble en &cido (ASC) con pretratamiento con y sin NaOH y colageno

soluble en pepsina (PSC) con NaOH como pretratamiento.

Métodos de extraccion
ASC sin NaOH ASC con NaOH PSC con NaOH

Replicas mg/ml mg/ml mg/ml
3,21 1,89 2,57
3,02 1,73 1,87
3,50 2,04 1,72

Promedio 3,24* 1,89 2,06

Desviacion estandar 0,24 0,15 0,45

*p<0.005, Diferencias significativas
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Figura 4. Cantidad de proteinas totales (mg/ml) segun los métodos de extraccion
de colageno soluble de piel de Oreochromis niloticus, tilapia. 1. (ASC) Proteinas
totales sin el pretratamiento con NaOH, 2. ASC-NaOH pretratamiento con

NaOH y 3. Colageno soluble en pepsina (PSC)- pretratamiento con NaOH.
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Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE de colageno de piel de tilapia extraido por los
métodos acuoso (ASC)y enzimatico (PSC). 1 ASC con B-mercaptoetanol (B-Me),

2.ASC sinf-Me, 3. PSC con p-Me, 4. PSC sin B-Me, 5. Colageno tipo | de bovino

(Sigma).
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Figura 6. Curvas de desnaturalizacidn térmica del colageno de la piel de Oreochromis
niloticus, tilapia, obtenidos por los métodos de extraccidn acuoso y enzimatico.

ASC. Colageno soluble en acido, PSC. Colageno soluble en pepsina.
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Figura 7. Estructura del colageno vista al microscopio 6ptico 40X, barra 200 um. A.

Colageno extraido por el método acuoso. B. Colageno extraido por el método

enzimatico.
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IV. DISCUSION
En la presente investigacion se ha tenido como materia prima la piel de
Oreochromis niloticus “tilapia”, F1, del cruce de la linea roja con una linea gris, de
individuos con el peso corporal promedio en 1084.41 g se obtuvo 39,34 g de piel y
estableciendo la relacion con la cantidad de colageno obtenida a partir de 2,5 g de
piel, se obtiene 9,94 g de colageno liofilizado, con un rendimiento relativo de 20,43
+ 1,84%, ligeramente menor que el rendimiento relativo al método PSC (22,47 +

2,02%).

Valores similares fueron registrados por Li et al., 2018 para tilapia, quienes
reportaron 19,80% y 20,03% para el ASC y PSC, respectivamente, y valores
menores (27,2 g/100 g) a lo reportado por Chen et al., 2016. Segun Zhang et al.,
2016, los porcentajes de rendimiento en-esta investigacion se encuentra en el rango
del 22% al 29% para tilapia. Estas diferencias pueden deberse a las lineas genéticas
distintas de los peces y/o a la suplementacion de nutrientes particular en cada centro
de crianza de tilapia. Asi, por ejemplo, Shaw et al., 2016, sostienen que la
suplementacion del &cido ascérbico produce estimulacion en la sintesis de

colageno.

Investigaciones del rendimiento de colageno en otras especies de peces, se cita el
rendimiento de colageno deshidratado en 7,11% de la piel de paiche (Arapaima
gigas) (Barrenechea, 2019). En la anchoveta (Engraulis ringens) el rendimiento de
colageno fue reportado en 1% (Solari y Cérdova, 2015). El rendimiento de colageno
soluble en &cido y solubilizados en pepsina se reportaron en 10,7% y 44,7% de la

piel del pez globo ocelado (Takifugu rubripes), respectivamente (Nagai et al.,
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2002). Matmaroh et al., 2011, obtuvieron colageno en rendimiento de 0,46 y 1,20
% por los métodos ASC y PSC de escamas del pez cabrito dorado (Parupeneu
sheptacanthus), con aumento del rendimiento en 2,61 veces por el método PSC
comparada con el método ASC. Entre otras publicaciones, se cita también mayor
rendimiento de colageno extraido por el método PSC que con el ASC, el
rendimiento de colageno extraido de la piel del pez Mystus macropterus fue de

16,8% y 28.0% por los métodos ASC y PSC (Zhang et al., 2009).

Las pruebas metodoldgicas en la extraccion de colageno con los pretratamientos
cony sin NaOH, dan cuenta de la variacion de proteinas totales, esto es concordante
con lo esperado, debido a la eliminacion de proteinas no colagenas por accion de
NaOH a concentraciones relativamente bajas (Liu et al., 2014), por ser el NaOH un
agente irritante y al entrar en contacto con las proteinas de los tejidos produce
rompimiento por hidrolisis los enlaces peptidicos generando moléculas mas
pequefias, y siendo las proteinas colagenas mas resistentes, las proteinas
hidrolizadas serian las no colagenas (Zeng et al., 2009; Liu et al., 2014). Con el
pretratamiento sin NaOH 0,1 M, se obtuvo de 3,24 mg/ml de proteinas totales y con
NaOH en el pretratamiento, el resultado fue 1,89 mg/ml de proteinas totales, lo que

significa que proteinas no coladgenas aproximadamente, estaria en 1,35 mg/ml.

La presencia de dos bandas en el perfil SDS-PAGE de las muestras de colageno
extraido por los métodos acuoso y enzimatico (pepsina) revela la presencia de
coladgeno de tipo I, concordante con el perfil de bandas del patron referencial de
colageno tipo | de bovino (adquirido de Sigma). En las muestras de colageno de

“tilapia” se observo la banda de la cadena 3, resultados concordantes con Sun et al.,
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2017, la cadena al en doble cantidad que la cadena 02, siendo las bandas
principales, cadenas B, al y 02. Los tratamientos con y sin f3-mercaptoetanol, no
generan diferencias entre las muestras, lo que significa la baja cantidad de puentes
disulfuro entre las cadenas a y B (Zhang et al., 2009). Kimura y Ohno (1987)
reportaron para los teledsteos, incluido tilapia, la presencia de una tercera cadena
a3, sin embargo, en la investigacion se manifiesta solo las bandas al y a2,

resultados similares a las investigaciones recientes (Chen et al., 2016).

La accidn enzimatica con pepsina es liberar la region telopéptida de las cadenas de
colédgeno y debido a las concentraciones bajas de pepsina no afecta a la integridad
de la estructura helicoidal triple (Shayegan et al., 2016), por lo que, se asume que
el papel de los telopéptidos tendria un papel predominantemente catalitico, mas que
en la formacion estructural de fibrillas (Kuznetsova y Leikin 1999). Zhang et
al.,2016, revelaron la presencia de bandas menores en los geles SDS-PAGE en el

tratamiento enzimatico con pepsina.

En la presente investigacion, la muestra fue diluida en acido acético y SDS, que
crean diferencias en la presencia de bandas menores, no obstante, aun cuando se
presentan bandas menores en las muestras diluidas en acido acético, no diferencia
de ‘los. métodos de extraccion ASC o PSC. Nalinanon et al., 2007, observaron
intensidades ligeramente inferiores de las bandas de las cadenas 3 y a del coldgeno
extraido utilizando pepsina que, en el coladgeno solubilizado en é&cido, lo que
sostuvieron la escision de pequefias porciones de péptidos, que explicaria el

rendimiento mayor de colageno en el tratamiento con pepsina. Serd necesario
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mayores investigaciones al respecto, variando las concentraciones de pepsina

durante el proceso extractivo de coladgeno en tilapia u otras especies.

Los métodos de extraccion definitivamente crean diferencias en la cantidad y
calidad de colageno, esto manifiesto por las diferencias en la morfologia de la
estructura de la superficie del colageno liofilizado, observado al microscopio
optico. En la extraccion acuosa, la apariencia del entramado de microfibrillas es
evidentemente mas definido. La digestion enzimatica con pepsina, ademas de la
eliminacion de telopéptidos, debe haber generado péptidos de bajo tamafio,
entremezclados con microfibrillas no digeridas. Las imagenes vistas al microscopio
electronico de barrido, de muestras de colageno liofilizadas de O. niloticus,
mostraron una apariencia compleja de malla fibrosa y porosa con mayor definicion

en la extraccion acuosa que en el enzimatico (Sun et al., 2017).

Entre las aplicaciones del colageno de tilapia, Li et al.,, 2018, construyeron
andamios de matriz de colageno extraido por pepsina y se compararon con los
andamios de colageno bovino y las observaciones a microscopia electronica de
barrido, el andamio auto ensamblada con colageno de “tilapia” presentd una
estructura porosa compuesta de redes de laminas de tamafios regulares y definidas
en comparacion con la presencia de redes pequefias en las muestras de colageno de
bovino. Preparaciones de electrohilado de microestructuras de colagenos de tilapia
a diferentes concentraciones mostraron variaciones en el diametro de microfibrillas,
evaluadas al microscopio Gptico, variaciones, que dependera en gran medida de los

métodos de extraccién de colageno (Bi et al., 2019).
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El grado de estabilidad del coldgeno por efecto de las variaciones de temperatura
es determinado a traves de las mediciones de la viscosidad de la solucion acuosa,
considerando la temperatura de desnaturalizacion cuando los cambios de viscosidad
fraccional alcanzaron el valor 0,5 (Li et al., 2018). La estabilidad térmica es una de
las propiedades importantes para las aplicaciones en productos naturales, que
probablemente tiene relacion la estabilidad térmica con la cantidad de
hidroxiprolina (Radmed y Klein, 2006; Ahmed et al., 2019). La desnaturalizacion
del coléageno por el ASC se encontré en 32,18°C, superior a la obtenido por el PSC.
Esta tendencia fue encontrada también por Li et al., 2018 para “tilapia” (O.
niloticus), pero en los valores de 34,5°C para ASC y 30,0°C para PSC. Los valores
de desnaturalizacion en otras especies de peces se reportaron en 32,1 °C en Mystus
macropterus (Zhang et al., 2009), en 30 °C en el colageno de piel de caballa

(Acomber japonicus) (Asaduzzaman et al., 2019).

El colageno de la piel de tilapia esta en ventaja comparada con el coldgeno de otras
especies de peces, debido a que se puede cultivar en condiciones limpias, libre de
hormonas, al utilizar la tecnologia Y'Y para obtener poblaciones genéticamente
machos y con la aplicacion de las buenas préacticas de cultivo y a gran escala, y por
la resistencia a los cambios climaticos. Por lo que, el colageno de la piel de tilapia
constituye un potencial para aplicaciones biomédicas, elaboracion de productos

farmacéuticos y cosméticos.
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V. CONCLUSIONES

e Los colagenos obtenidos por ambos métodos son colageno tipo 1, de acuerdo al
analisis realizado por electroforesis SDS-PAGE se revelaron dos bandas a
indicando la presencia de colageno de tipo I, concordante con el perfil de bandas

del patron referencial de colageno tipo | de bovino.

e Elrendimiento de colageno tipo | obtenido fue ligeramente mayor con el método
de extraccion enzimatico con pepsina (PSC) que con el acuoso (ASC), sin

diferencias significativas.

e De acuerdo a los pretratamientos con y sin NaOH, se observo la variacion de
proteinas totales, debido a la eliminacidn de proteinas no colagenas por accion

de NaOH en el ASC.

e De acuerdo a los métodos de extraccion se presentan diferencias en la calidad de
coladgeno, mayor estabilidad en el ASC y mayor conservacion del tamafio y
estructura de microfilamentos del colageno, que tendrian aplicaciones

probablemente distintas en la industria farmacéutica.
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ANEXO
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Figura 1. Anexo. Toma de datos, de longitud y peso de los peces Oreochromis niloticus

“tilapia”
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Figura 2. Anexo. Esquema del proceso para la obtencion de la piel para la extraccion del

colageno.
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Tabla 1. Anexo. Méetodos aplicados para la obtencion del coldgeno

PROCESO ACUOSO ACUOSO ENZIMATICO
Tipo de piel de tilapia

(Oreochromisniloticus) F1 (Hibrida) F1 (Hibrida) F1 (Hibrida)
Edad de los peces 2 afos 2 afios 2 afios

Piel fresca y cortada a 1 Piel fresca y cortada a 1

+0,2cm

Pretratamiento

(Pv)

Butanol 10%, 24 h

Tratamieto de

NaOH 0,1M, 24h 1;20

+0,2cm

Butanol 10%, 24 h

Piel fresca y cortada a 1

+0,2cm

NaOH 0,1M, 24h 1;20

(p/v)

Butanol 10%, 24 h

Acido acético 0,5M,24h

Acido acético 0,5M,24h Acido acético 0,5M,24h 1:20(p/v) + pepsina al

extraccion

1:20(p/v)

Al vacio con papel
Filtrado Whatman N°4
Secado Liofilizacion

En frasco de vidrio
Almacenaje ambar

1:20(p/v)

Al vacio con papel

Whatman N°4

Liofilizacion

En frasco de vidrio

ambar

0,1% (p/v) 48h

Al vacio con papel

Whatman N°4

Liofilizacion

En frasco de vidrio

ambar
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Figura 3. Anexo. A. Piel de Oreochromis niloticus en medico acido acético con pepsina
(método enzimatico). B. Muestras en Thermo Shaker por el método enzimatico. C. Piel

de Oreochromis niloticus en medio acido acético (método acuso).
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Figura 4. Anexo. A. Proceso de filtrado del colageno soluble al vacio. B. Colageno

filtrado. C. Colageno en proceso de liofilizacion. D. Colageno liofilizado.
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Figura 5. Anexo. Pesado de colageno liofilizado para la toma de datos y las

caracterizaciones.
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Figura 6. Anexo. A. Colocacidn de las muestras para el corrido electroforético. B.

Proceso de electroforesis.
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Equipos

Caracteristica

THERMO-SHAKER

Liofilizador
Microscopio Optico
Balanza analitica
digital
Balanza digital
Nanodrop

Refrigeradora
Refrigeradora
pH- Metro
Equipo al vacio

Viscosimetro
Fuente madre

Equipo de
electroforesis

TSI1-100

LABCONDO
Olimpus
OHAUS

AND ek-61001
Thermo scientific

Samsung
ARCTIKO
Thermo scientific
MILLIPORE

Digital
Viscosimetro

Biometra
Mini-
PROTEAN®
Tetra Cell

Calibracién a
temperatura de
4°C, yen
agitacion de
600 RPM

Tipo de prueba
BSA

A Te°de4°C

A T° de -80°C

Calibracion a
60 RPM y
usillo n°1
A 120V
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Tabla 3. Anexo. Descripcion de materiales

Materiales de vidrio Marca
Probetas (10, 100, 500 y 1000 ml) BRANDETERNA
Fiola 100 ml PIREX ®
Placas de vidrio Petri PIREX ®
Vasos de precipitacion ( 50, 100, 500, PIREX ®

1000ml)
Lamina porta objeto SLIDES
Lamina cubre objeto Deckgléser
Matraz Erlenmeyer de 250ml PIREX ®
Frascos de vidrio (100, 200, 250 y 300ml) T.CW.C.O
Micro-pipetas AXYPET

Tabla 4. Anexo. Otros materiales

Materiales

Papel Watman N° 4
Tubos de centrifugacion
Bisturi

Papel toalla

Cuchillo fileteador
Secadores de cocina
Guantes

Plumoén marcador artesco
Colador

Mandil plastificado
Botas de plastico
Gradillas

Tablas de picar
Tubos Falkon
Bolsas herméticas
Bolsas de basura
Tijeras

Tinas de plastico
Mascarilla
Parafil

Gorro
Guardapolvo
Red de pescar
Chinchorro
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Tabla 5. Anexo. Descripcion de reactivos

Reactivos Marca
Hidrdxido de sodio MERCK
Butanol MERCK
Acido acético SIGMA
Tris Base, Molecular Biology Grade Promega
SodiumDodecyl Sulfate SDS Invitrogen™
CromassieBrilliant blue G 250 Merck
2-Mercapto-ethanol MERCK
N,N,N",N"-Tetramethylethylenediamine MERCK
Ammonium peroxodisulfate MERCK
Acrylamide MERCK
Glycerol, Anhydrous SIGMA
Glycine SIGMA
N.N’- Methylene-diacrylamide SIGMA
Bromophenol Blue SIGMA
Pepsinfromporcinegastric mucosa SIGMA
Collagen from calf skin, TYPE | SIGMA
BovineSerumAlbumin SIGMA

Protein Standard
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