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Resumen

Colageno, proteina constituyente de los tejidos
conjuntivos, es la mas abundante en los organismos
heterotrofos, tiene como funcion principal mantener la
estructura de los tejidos, su resistencia y flexibilidad,
resultando de alto wvalor comercial en industrias
cosméticas, farmacéuticas, biomédicas y de materiales,
por lo cual es conveniente buscar alternativas de
obtencion en diferentes organismos, abaratando los
costos de produccion sin dejar la calidad del colageno. En
Sinaloa existen mas de 36 piscicultores inscritos al
padron estatal, cada uno produce una gran cantidad de
desperdicios, originando contaminacién después de
extraer el producto de interés (musculo) ; por lo cual en
el presente trabajo se buscé implementar un método de
extraccién de coldgeno a partir de la piel de tilapia,
estandarizando el método para su posible implementacion
en diferentes especies, ademas de corroborar que el
producto obtenido del proceso es coldgeno mediante el
uso de marcadores moleculares comerciales de colageno
de rata y cerdo en electroforesis SDS-PAGE.

Colageno, Tilapia, desechos, piel, electroforesis
SDS-PAGE

Abstract

The collagen, a constituent protein from the connective
tissue is the most abundant protein in heterotrophic
organisms, whose main function is to maintain the
structure of tissues, strength and flexibility, resulting in a
high - commercial value into cosmetic, pharmaceutical,
biomedical and materials industries, so it is wise to seek
alternatives to obtain it from different organisms,
lowering production’s costs while the quality of collagen
is the same as traditional extraction. In Sinaloa, there are
more than 36 fish farmers enrolled in the state register,
each of them produce a big waste causing pollution
after removing their interest's product (muscle), which
in this paper seeks to implement a method for extracting
collagen from the skin of “tilapia”, standardizing the
method for possible implementation in different species,
in addition to corroborate the product obtained in the
process, using collagen markers from commercial rat and
pig collagen in SDS-PAGE.

Collagen, Tilapia, waste, skin, SDS-PAGE
electrophoresis
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Introduccion

El colageno es una proteina constituyente de los
tejidos conjuntivos, como la piel, los tendones y
huesos, siendo asi la proteina méas abundante de
los organismos heterotrofos; estd compuesto
por un conjunto de tres cadenas polipeptidicas
(1000 aminoacidos por cadena) agrupadas en
una estructura helicoidal, siendo esta la
responsable de la rigidez y la resistencia de las
fibras. (Prockop y Guzman, 2002)

La principal funcion del colageno es
mantener la estructura de los tejidos y mejorar
la fuerza, resistencia y flexibilidad de los
tejidos. Gracias a estas caracteristicas, el
colageno es de gran importancia en el campo de
los materiales biomédicos y biomateriales, asi
como en la industria  farmacéutica vy
cosmética. (Serrano,

2011)

Inicialmente, el colageno se ha obtenido
principalmente de origen porcino y bovino, sin
embargo se buscan nuevas fuentes de
extraccién de la proteina debido al rechazo
generado por las enfermedades bovinas que
pueden pasar a los humanos y las creencias de
caracter religioso. Una fuente que actualmente
se estudia es la piel de pescado, subproducto del
proceso de fileteo, considerado como desecho o
residuo. (Lizarbe,

2001)

Los beneficios del colageno de pescado
son aprovechados por el potencial de ser méas
facilmente absorbido por la piel humana que el
de cualquier otro animal. Debido a la variedad
de temperaturas y presiones acuaticas en las
cuales viven los peces, el colageno de pescado
es resistente al dafio fisico y quimico. (Kelly,
2010)
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Los piscicultores del pais, entre ellos los
de Sinaloa presentan las pieles de pescado
como desecho y debido al desarrollo de
aplicaciones del colageno, este se ha convertido
en un producto de alta demanda en diferentes
sectores productivos del pais.

La presente investigacion se disefio con
la finalidad de brindar un valor agregado a los
desechos de la acuicultura, beneficiando a este
mismo sector y a empresas del giro
cosmetolégico y biomédico, ademés de
colaborar con la reduccion de la contaminacion
creada por granjas acuicolas.

Metodologia a desarrollar

Se realizO una extraccion de colageno
proveniente de piel de tilapia, la cual cumplié
con los estandares de calidad establecidos
(Apariencia brillante, no decolorada, textura
firme y elastica, asi como olor caracteristico a
pescado fresco); las tilapias aceptadas fueron
limpiadas y evisceradas. Posteriormente se
realizd la reduccién de tamafio de manera
manual de la piel, la cual se lleva a cabo en
cuadros de aproximadamente 1cm X 1cm, esto
con el fin de facilitar el proceso de extraccion,
es importante manejarlo con este tipo de corte,
ya que si se tritura, no se obtienen los
resultados de la misma manera en cuanto al
rendimiento.

Terminado la reduccion de tamafio se
procede a una decoloracion de las pieles,
utilizando como agente blanqueador
hipoclorito de sodio al 0.525% (p/v) con un
tiempo estimado para el proceso de 30 minutos
a temperatura ambiente en relacion 1:10 p/v con
la muestra de piel. El resultado es piel sin su
color  caracteristico  grisaceo 'y  sin
microorganismos gracias al efecto desinfectante
del hipoclorito de sodio, siendo asi atractivo
para las industrias de cosmeéticos 'y
biomateriales por su color y su inocuidad.
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Posterior al blanqueamiento se realizan
tres lavados con agua destilada a la piel
decolorada, con el fin de eliminar en su
totalidad el hipoclorito de sodio y su posible
interferencia en futuros pasos de extraccion.

Continuando con la extraccion, se
realizd una hidrolisis enzimatica, cuya funcion
de esta etapa fue eliminar proteinas distintas al
colageno presente en la piel de pescado, las
cuales se hidrolizan gracias a la accion de las
proteasas de Bacillussubtilis, utilizando el
reactivo comercial de SIGMA P3111-50mL al
3% utilizando buffer Tris-HCI en pH 8.6 con el
fin de brindar estabilidad a las proteasas a lo
largo del proceso. ElI volumen utilizado de
proteasa es calculado en proporcion 1:10 p/v.

La hidrdlisis enzimatica se realiz6 por
un tiempo de 2:20 horas a temperatura de 35°C
con oscilacién minima para maximizar el efecto
de las proteasas. Al término de las 2:20 horas se
realizaron tres lavados con agua destilada a la
piel decolorada e hidrolizada, con la intencion
de eliminar las proteasas y el producto de estas
en el medio.

Posterior a la hidrdlisis se realiz6 la
solubilizacion de colageno en medio é&cido,
donde el colageno presente en la matriz de la
piel se separa completamente de esta. Los
reportes indican al &cido acético como el agente
utilizado para solubilizar el colageno en
concentraciones cercanas a 0.5M, por lo tanto
se realiz6 bajo esa concentracién durante 300
minutos, a una temperatura de 35°C y en
proporciéon 1:10 p/v (Nagai and Suzuki 1999;
Wang, et al. 2008; Duan, et al. 2009).

Para realizar una separacion entre lo
solubilizado y el residuo, se utiliz6 una
filtracion con papel filtro de poro mediano y
con ayuda de filtros de plastico, ademas de
eliminar los restos de piel del colageno en
estado liquido.
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Al tener el colageno en estado liquido se
recomienda una precipitacion con una solucion
de cloruro de sodio, gracias a las cargas ionicas
que ésta sal proporciona a la proteina. La
precipitacion se realizo con NaCl al 12%,
durante 7 horas, a temperatura ambiente vy
oscilacion suave para evitar que el precipitado
sufriera algun dafio, ademas de eliminar
cualquier interferencia de proteinas en el
colageno solido.

Para recuperar integramente el coldgeno
en estado solido se utilizé una filtracion con
papel filtro de poro mediano y filtros de
plastico, el sélido que se obtuvo como retencion
del filtro fue colageno sélido. Al término de
este proceso el colageno fue lavado tres veces
con agua destilada con la finalidad de eliminar
cualquier resto de &cido acético y de sales
presentes en el liquido al pasar por el filtro.

El  coldgeno fue guardado en
refrigeracion a 4°C en frascos de cristal
estériles, evitando contaminacion de cualquier
tipo.

Estandarizacion del método de
extraccion

Se realizaron dos corridas experimentales de
extraccion de colageno donde se modificaron
diferentes  factores, los cuales fueron
temperatura (28, 35 y 40°C), pH (7, 8.6 y 9),
tiempo de blanqueamiento (15, 30 y 60
minutos), hidrolisis enzimatica (2, 2:20 y 3
horas; 3%, 6% y 9% enzima), y por ultimo
precipitacion salina (15 minutos, 7 y 12 horas).
Las modificaciones a la técnica se encuentran
descritas en el reporte de estadia de Beltran,
2013.
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Cuantificacion de proteinas

Se realiz6 una cuantificacion de proteinas
totales con base al método de Bradford
(Bradford, 1976) realizando una curva
estandar con Seroalbumina bovina (BSA)
donde la muestra problema fue colageno solido,
el cual se disolvi6 en acido acético 0.5M vy se
cuantifico a 595nm.

El resultado de la cuantificacién de
proteinas sirve como indicador  para
cuantificacién de rendimientos, asi como para
revisar el limite de deteccién en electroforesis
SDS-PAGE con tincion de azul de commassie
Blue R-250.

Anélisis microbioldgico

Se realiz6 con base a la Norma Oficial
Mexicana NOM-242-SSA1-2009, Productos y
servicios. Productos de la pesca frescos,
refrigerados, congelados 'y  procesados.
Especificaciones sanitarias y meétodos de
prueba. La cual explica cobmo preparar y diluir
las muestras para su analisis microbioldgico,
para obtener una distribucién lo mas uniforme
posible de los microorganismos presentes en la
porcion de muestra, asi como la preparacién de
los medios de cultivo para cuantificar bacterias
coliformes en base a la técnica del nimero mas
probable.

Siguiendo con los procedimientos para
verificar la inocuidad del colageno se realizo el
andlisis de histamina, es decir, el grado de
descomposicion del colageno proveniente del
pescado, resultando negativo, aun cuando la
muestra fue almacenada durante tres meses en
refrigeracion, por lo cual, puede ser utilizada en
cualquier industria garantizando su
conservacion por un periodo igual o menor a
éste.
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Verificacion de la extraccion

Siendo la electroforesis una técnica de
separacion de moleculas cargadas por
migracion en un campo eléctrico segln su peso
molecular, se llevo a cabo la técnica conocida
como SDS- PAGE en condiciones
desnaturalizantes y reductoras segun Carrillo,
2013 donde SDS (Dodecilsulfato sodico) es el
detergente aniénico a utilizar y PAGE
(Electroforesis en gel de poliacrilamida) es el
medio donde se realizo, a un valor del 7%(gel
de retencion) y 12% (gel de separacion).

Se utilizaron dos marcadores de
colageno comercial los cuales fueron referencia
para verificar que en la técnica de
extraccion se obtuvo realmente colageno, los
cuales son colageno a partir de piel de cerdo de
SIGMA® (#C9791-10MG) y colageno a partir
de cola de rata, marca SIGMA® (#C7661-
5MG).

Resultados
a) Extraccion de colageno

Después de realizar el protocolo de extraccion
se obtuvo una mezcla proteica de color blanco
perla, de textura gelatinosa, espesa y himeda,
con olor débil a acido acético, esto es debido a
que el olor queda impregnado en la muestra tras
varios intentos de lavado, este olor debil no
representa un dafio a su composicion, por lo
tanto la aplicacion industrial es segura.

b) Estandarizacion del método de
extraccion.

Se detecto que siguiendo la metodologia
anteriormente  descrita en la  presente
investigacion se lleva a cabo la mejor
extraccion, con resultados puros y blancos. El
analisis de dicha deteccion se realiza a
continuacion.
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En el factor “temperatura” oscilando
entre 28, 35y 40°C, la proteasa es inactivada al
entrar a los 40°C por lo cual no se registro
ningun resultado al término de las dos corridas
experimentales, mientras que la temperatura de
28°C al no estar en condiciones dptimas se
registré un resultado de colageno inferior a la
mitad obtenido a los 35°C.

Por otro lado, en el factor “tiempo de
blanqueamiento” se registré que pasados los 30
minutos se obtiene el mismo degradado de piel
que en 60 minutos, sin embargo, el degradado a
los 15 minutos es minimo a comparacion con el
tiempo de 30 minutos.

En el factor “tiempo” para hidrolisis
enzimatica se ha encontrado una comparacién
minima entre los tiempos 2:20 y 3 horas,
resultando en un incremento de 10% de
proteina total en el tiempo de 3 horas, mientras
que en el tiempo de 2 horas la cantidad de
proteinas totales es de 89% a comparacién con
2:20 horas. Mientras que en el factor “% de
enzima” 3, 6 y 9%, el resultado optimo es el de
6% enzima, sin embargo, utilizando 3% de
enzima se obtiene el 80% del resultado de 6%
por lo cual, se opté por seguir utilizando esta
cantidad por cuestiones de costo.

Siguiendo con la precipitacién salina
con el factor “tiempo”, 15 minutos, 7 y 12
horas, se encontrd que el resultado a las 7 horas
es Optimo a comparacion con el de 15 minutos,
ya que en el tiempo de 15 minutos se cuenta
con el 59% del total, mientras que en el de 12
horas es igual al resultado obtenido a las 7
horas.

c) Cuantificacion de proteina

Después de estandarizar el método de
extraccion se procedié a la cuantificacion de
proteinas totales por el método de Bradford,
obteniendo la curva patron con Seroalbimina
bovina.
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.. Promedio
Determinacion (png/ml.) ABS 595nm
0.1 0.470
0.3 0.489
0.3 0.511
08 0.563
1.0 0.600
1.3 0.630
1.5 0.667
18 0.744
2.0 0.783

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 1 Resultados de la cuantificacion de proteinas para
la curva patrén por método de Bradford.

Curva patron de BSA

vy =0.1644x + 0.4364

v m
:; E 1 H* = 09440
T os . *
£ 2 .
£330 o * ¢
> ¥
0a | * % : .
0 0.5 1 15 2

Concentracion de BSA

Fuente: Elaboracion propia
Figura 1 Curva patron de Seroalbdmina

Con base a la curva patrén se utilizo la
ecuacion
de la recta para llegar a la concentracion de las
muestras, esto es modificando la ecuacion de tal
forma que

x= ((YAbsorbancia promedio)-0.4364))/0.1644

La R2 que se obtuvo en la curva patron
fue de 0.9846 siendo un resultado confiable a
partir de 0.9800.

Por otra parte, la cantidad de proteina
resultante en la muestra de colageno fue de
0.495mg/mL (tabla 2), siendo una cantidad baja
comparada con otros estudios, los cuales
reportan una cantidad de proteina de
0.7mg/mL  (Serrano, 2011; Gomez, 2011;
Torres, 2008).
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Lo cual se puede atribuir al hecho de
que no se trabaja con la misma especie animal;
ademas que el colageno presente en las
estructuras animales puede variar segin sea la
especie o bien el género del animal.

Musstra Fecha [%m Promiks (emg/m
zolido] L]
0 25g Tl 0484 ek
4i0214 0.50g Tl 043% 0315

lz/ImL 0318 0.4935
023 Tml 0463 0.I70

Coligeno | 280414 | 050glml 0502 | D400

lz/Iml 0.43% 0319
(.25 Iml 03512 0.451

30514 0.30g Tl 0478 0.250

lz/Iml 0.463 0.153
Mareador de Rata 03pg T3l 0450 0323
Marcador da Cerdo 0. 3pg” 100uL 0458 0374

Tabla 2 Cuantificacion de proteinas a muestras de
colageno en solucion éacida. Concentraciones marcadas
son detectables en electroforesis.

Por otro lado, la cuantificacion de
rendimiento se realiz6 de la siguiente manera
con una muestra realizada el 7 Agosto de 2014.

Musstra |ABS1 ABS2 AB23 | Promasdio | Concentracidn

Coligeno | 0320 0322 0333 03257 03421

Tabla 3 Cuantificacion proteinas totales.

La concentracion anterior es en base a
pg/mL, por lo que siguiendo con el analisis de
la muestra:

0.5421 pg en 10pL, por lo tanto en S5mL se
tienen 271.05 pg.

2.71mg en 5mL de muestra.
Tomando en cuenta que por cada 5g de

piel de tilapia se obtienen 2.83g de colageno
hidrolizado, el producto final serd de 76.69mg.
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a) Analisis microbioldgico.

Al terminar la incubacion se procedio a la
lectura de los medios de cultivo, donde cada
muestra y cada dilucién se realizan por
triplicado, los resultados del analisis se
muestran a continuacion considerando los
indices del Numero Més Probable y limites de
confianza al 95% establecidos en la norma
NOM-242-SSA1-20009.

Muestra solida
Caldo Indic
[caldo] Combinaciéon | e del
NMP
por g
Lactosado S[l .5_]11 0-0-1 0.3
[ e R 03
Launl- [1.5] 0-1-1 -
Sulfato-  ["[Sencilla -
Tnpbasa ] 2-1-0 15
Lacto_sa Verde 0-0-0 <03
Brillante

Tabla 4 Resultados microbiol6gicos

En cambio en la muestra sélida el NMP
es de 0.48 coliformes por gramo de muestra, y
los limites de confianza en el 95% de los casos
varia de 0.05 a 4.4 coliformes por gramo de
producto.

Ambas cantidades se consideran como
aceptables con base a la norma, y no se
consideran como riesgo para la salud del
consumidor.

a) Prueba de histamina a muestras de colageno.

Con base a la prueba de histamina realizada en
el "Laboratorio Quimico Portillo" ubicado en la
ciudad de Mazatlan, Sinaloa, con domicilio en
Zaragoza #1206, depto. 102, colonia centro; se
encontré que la muestra de colageno liquido no
contiene histamina detectable, ya que esta por
debajo de los 0.5 mg/kg y se puede observar en
la Tabla 5.
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Informe de prueba:

FPrrametrs Unid Ferulade Ml#redo de prusha Analizo
HISTAMINA Mgkz =03 Espectrofommetria AT
(im0 detectabls) 14.08.08

Tabla 5 Resultados de Histamina
b) Verificacion de la extraccion.

Al término de la corrida electroforética se
pueden observar tres bandas por carril en las
muestras y en los marcadores comerciales de
colageno a partir de rata y de cerdo, de alto
peso molecular (Figura 1).

Los carriles correspondientes a “Rata
Comercial” y “Cerdo Comercial” muestran los
marcadores comerciales de coladgeno obtenido
de cerdo y rata mostrando las mismas bandas
por carril entre ambas muestras comerciales.

s [ % TR
200 : ﬁ T e ——
16 C— :j a :
O7 | —— -
66 | —
‘s — e
s :
A B C (8] E Sl G

wigax). Carril A: marcador de peso molecular; B: coldgeno soluble
extrakdo do manio: Cr coligene soluble en sal extruido de aleta; D
coldgeno soluble en sal extrnido de tenticulos: E: coldgeno soluble en
popsina extraido Jo manto; 1 coligeno soluble en pepsina extraido de
aleta: G coligeno soluble en pepsing extraido de temtioubos

Fuente: Torres et al, (2008)
Figura 2 Electroforesis en gel de SDS

Los carriles correspondientes a las
muestras 1, 2 y 3 fueron muestras extraidas en
diferentes dias, por el protocolo establecido en
la presente investigacion, las cuales presentan
similitudes en las bandas de ambas muestras
con las de las muestras de coldgeno comercial
rata y cerdo.
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El carril correspondiente a la
Seroalbumina bovina se trata de una
concentracion conocida para corroborar que la
técnica se realizé de la manera correcta.

Con ayuda del andlisis bibliogréfico se
hizo una comparacion entre bandas y geles de
poliacrilamida correspondientes a colageno.

- - . —~—

A Y 3 S N S 15 ..
£ T e R S
Fuente: Elaboracion propia

Figura 3 Electroforesis SDS-PAGE con colageno
comercial y muestras de colageno

En el protocolo de extraccion de
colageno de Torres, et al., (2008) reporta como
resultado en su gel de poliacrilamida, dos
bandas o de alto peso molecular en las bandas
B,C,D,E,F Y G sefialadas en la Figura 2, las
cuales son caracteristicas  del colageno; esta
informacion  concuerda también con la
informacion del estudio de Serrano (2011).

AnNexos

Figura 4 Piel de Tilapia disminuido el tamafio con cortes
de 1x1 aprox.
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Figura 6 Precipitacion salina y filtracion.

Figura 5 Producto extraido.
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Conclusiones

Se logr6 realizar la extraccion de
colageno a partir de pieles de tilapia de acuerdo
al protocolo de extraccidn establecido.

Se purifico el extracto obtenido del
protocolo de colageno, pasando de estado
liquido al solido por precipitacion y filtracion.

Se logré la estandarizacion del método
de extraccion en base a la metodologia de
extraccion establecida.

Se cuantifico la proteina obtenida de las
muestras de extraccion de diferentes dias, las
cuales presentan una cantidad de proteina baja
en comparacion con otros estudios en diferentes
especies, sin embargo, es un método de
transformacion no utilizado para el ingreso al
mercado de un subproducto de la acuicultura
que puede ser rentable.

Se realizé un andlisis microbiologico en
base a la norma NOM-242-SSA1-2009, en el
cual se controlan las especificaciones sanitarias
y métodos de prueba de subproductos del
pescado donde se consider6 en base a los
resultados como un producto no riesgoso para
la salud.

Se corroboré mediante electroforesis la
extraccion de colageno utilizando marcadores
comerciales de colageno de rata y cerdo, donde
presentan tres bandas que en bibliografia y en
técnica se pueden apreciar de las muestras de la
extraccion.
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