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Resumen

Debido a su baja antigenicidad e inmunogenicidad y excelente biocompatibilidad, el
coldgeno es ampliamente utilizado en productos alimenticios, farmacéuticos, biomédicos
y cosmeéticos. La principal fuente de colageno es la piel y los huesos del ganado vacuno
y porcino, sin embargo, su aplicacion se ha restringido debido al riesgo de trasmision de
enfermedades y cuestiones religiosas. Por tal motivo, el colageno de organismos
acuaticos como fuente alternativa de colageno terrestre esta ganando mayor atencion.
La totoaba (Totoaba macdonaldi) es una especie endémica del Golfo de California,
México y se encuentra en peligro de extincion. A pesar de esta situacion, existe permiso
para su cultivo y comercializacion, a traves de las Unidades de Manejo para la
Conservacién de la Vida Silvestre (UMA), de hecho, el interés en el cultivo de totoaba
estd incrementando. Al igual que otros peces, la totoaba es comercializada entera y
eviscerada, el principal producto utilizado es el filete. Durante el procesamiento de
totoaba se generan residuos secundarios conocidos como subproductos tales como la
piel y vejiga natatoria (VN) que pueden ser aprovechadas como fuentes de colageno. Por
lo tanto, el objetivo de este estudio fue obtener colageno a partir de la piel y vejiga
natatoria de juveniles de totoaba y su caracterizacion parcial. Los peces fueron
proporcionados por la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de
Ciencias Marinas (FCM-UABC) y mataron a través de puncion para la obtencién de la
piel y VN. Ambos organos recibieron un pretratamiento mecanico y quimico para remover,
escamas, grasa, pigmentos y proteinas no colagenas. El colageno fue extraido en
solucion acida con pepsina (CSP). Finalmente, el colageno obtenido se caracterizé por
medio de electroforesis (SDS-PAGE), espectrometria (UV-vis y FTIR), calorimetria (DSC)
y cromatografia (CLAR). El andlisis proximal revelo que la piel y VN tuvieron valores de
humedad de 65.48 £ 0.82% y 70.34 £ 0.97%, respectivamente. Mientras que en base
seca los valores de proteina fueron de 94.47% para la piel y de 96.74% para la VN con
bajos niveles de lipidos (piel: 4.77 y VN: 2.46%) y cenizas (piel: 0.76 y VN: 0.80%). El
rendimiento de CSP en base a peso seco fue de 83.68 + 0.46% en la piel y 69.14 + 0.41%
en la vejiga natatoria. El coladgeno se identific6 como colageno tipo | de acuerdo con el

patrén electroforético y los analisis espectrofotométricos. La temperatura de



Obtencién de colageno de piel y vejiga natatoria de totoaba Yadira Cortes Santiago

desnaturalizacion del colageno en la piel fue de 29.67 + 0.02°C y en la vejiga natatoria
32.19 + 0.03°C. La composicion de aminoacidos fue ligeramente similar en el colageno
de la piel y vejiga natatoria, ambos con contenidos predominantes de glicina, prolina,
alaninay acido glutamico. El contenido de iminoacidos (prolina e hidroxiprolina) fue mayor
en piel (215 / 1000 residuos de amino4cidos) comparada con la vejiga natatoria (205
/1000 residuos de aminoacidos). Los resultados obtenidos indicaron que la piel y VN de
juveniles de totoaba son una fuente potencial de colageno tipo | y los rendimientos
obtenidos fueron mayor en la piel (83.68 + 0.46%) que en la VN (69.14 + 0.41%). Sin
embargo, es importante continuar con su caracterizacion para posteriores estudios

relacionados con su aplicacion.

Palabras claves: colageno soluble en pepsina, piel, vejiga natatoria, Totoaba

macdonaldi, caracterizacion, colageno marino.
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CSP

CSP
EEB
EET
Gly-X-Y
nm

PM
Prp¢
PrpSe
Td
SDS-PAGE
UV-vis
FTIR
DSC
CLAR

Colageno soluble en pepsina

Colageno soluble en acido

Encefalopatia espongiforme bovina
Encefalopatias espongiformes trasmisible

Glicina, prolina e hidroxiprolina

Nanometros
Peso molecular

Glicoproteina

Glicoproteina patolégica

Temperatura de desnaturalizacion

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
Espectroscopia ultravioleta-visible

Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier

Control electrénico de estabilidad

Cromatografia liquida de alta eficiencia
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1. Introduccion

El colageno es una proteina fibrosa presente en los tejidos conectivos de los
animales. En los vertebrados constituye aproximadamente el 30% de la proteina total y
su principal funcidn es proporcionar estructura y soporte a los organismos (Gelse et al.,
2003). Hasta la fecha, se han reportado 29 tipos de colageno (Sdderhall et al., 2007),
entre ellos el ma&s abundante es el tipo | y se encuentra distribuido en la piel, tendones,
ligamentos y los huesos (Gelse et al., 2003). Debido a su baja antigenicidad y excelente
biodegradabilidad, el colageno es ampliamente utilizado en productos alimenticios,
farmacéuticos, biomédicos y cosméticos (Ahmed et al., 2018). La principal fuente de
coladgeno es la piel y los huesos del ganado vacuno y porcino. Sin embargo, su aplicacion
se ha restringido debido al riesgo de trasmision de enfermedades, tales como la fiebre
aftosa, la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y la influenza aviar (Sadowska et al.,
2003). Ademas, en algunos grupos étnicos es inapropiado el consumo de productos
derivados de estas fuentes (Morimura et al., 2002). Por tal motivo, el colageno de
organismos acuaticos esta ganando mayor atencion. Por ejemplo, se ha logrado aislar el
colageno de diferentes especies de peces (Nagai, 2000), esponjas (Sascha et al., 2007),

medusas (Khong et al., 2018) y moluscos (Tabakaeva et al., 2018).

El colageno acuatico presenta ventajas con respecto al coladgeno de fuentes
terrestre, entre las cuales destaca: un menor riesgo de transmision de enfermedades
infecciosas a humanos, mejor absorcion debido a su menor peso molecular, ademas una
menor preocupacion religiosa (Silva et al., 2014). Cabe mencionar que la fuente principal
de colageno son los tejidos de los peces que generalmente forman parte de los
subproductos generados durante su procesamiento, en especial la piel (Nagai, 2000), los
huesos y escamas (Minh et al., 2014). Estudios previos han reportado rendimientos de
colageno en peso seco en la piel de loach (Misgurnus anguillicaudatus) de 27.32% (Wang
et al., 2018) hasta 84.85% en la gallineta de fondo (Nibea japdnica) (Yu et al., 2018).
Asimismo, se ha descrito que la vejiga natatoria de los peces es una buena fuente de
colageno, con rendimientos hasta del 85.0% en la lubina (Lates calcarifer) (Sinthusamran

et al., 2013). En general, se han observado variaciones en los rendimientos, la
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composicién de aminoacidos y estabilidad térmica. Se cree que se debe a los procesos
de extraccidn y condiciones ambientales del nicho ecoldgico en el que viven los peces
(Kittiphattanabawon et al., 2005), por lo que es indispensable caracterizar el colageno de

cada fuente potencial.

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es un pez marino que pertenece a la familia
Sciaenidae, ademas es endémico del Golfo de California, México. Fue la primera y mas
importante pesqueria en el Golfo de California (SEMARNAT-CONANP, 2007). Sin
embargo, debido a la sobrepesca su poblacion disminuyo, por lo cual, el gobierno
mexicano aplicé varias regulaciones, entre ellas, clasificar a totoaba como una especie
en peligro de extincion (NOM-051-SEMARNAT-2010). No obstante, existe permiso para
cultivar totoaba a través de las Unidades de Manejo para la Conservacién de Vida
Silvestre (UMA). Por lo tanto, actualmente existen UMA’s que comercializan esta especie
a nivel nacional. Al igual que otros peces, la totoaba es comercializada entera eviscerada,
pero el principal producto utilizado es el filete. Asi, durante su procesamiento, se generan
subproductos entre los que se encuentra la piel y la vejiga natatoria, que podrian ser
aprovechados como materia prima para la obtencion de colageno. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue utilizar la piel y vejiga natatoria de juveniles cultivados de totoaba para

obtener y caracterizar parcialmente el coldgeno aislado de estos tejidos.
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2. Antecedentes
2.1. Totoaba (Totoaba macdonaldi)

La totoaba es un pez marino endémico del Golfo de California, México (Figura 1).
Pertenece a la familia Sciaenidae y es considerado el pez més grande de esta familia,
puede llegar a medir hasta dos metros y pesar 100 kg, son peces longevos que viven
entre 20 y 25 afios (Cisneros et al., 1955). La pesca de totoaba inicio en 1920, su
pesqueria fue la mas importante del Golfo de California, para 1942 las capturas
alcanzaron su maximo histérico con una captura de 2, 261 T. Sin embargo, su captura
empezo6 a descender drasticamente hasta alcanzar 59 T en 1975. Por esta razon desde
el mismo afo se declaré en veda permanente y en 1976 se prohibié la captura de esta
especie (Valenzuela et al., 2011; Mata et al., 2015). Hoy en dia, totoaba se encuentra en
la categoria de “En peligro de extincion” (P) en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (CITES,
1977). En general, estas medidas tomadas por el gobierno mexicano evitan la captura y
comercio internacional de totoaba. No obstante, debido al alto valor de su vejiga natatoria
conocida como “buche”, existe una pesqueria y comercializacion ilegal. El informe escrito
por Greenpeace en 2017 sefiala que un gramo de vejiga natatoria de totoaba en el

mercado asiatico es de aproximadamente 40 délares (Greenpeace, 2017).

Figura 1. Totoaba (Totoaba macdonaldi)

A pesar de esta situacion, existe permiso para cultivar totoaba a través de las
UMA'’s. Actualmente, se encuentran registradas seis UMA’s. Entre ellas la pionera,
Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) que pertenece a la Facultad de Ciencias
Marinas (FCM) de la Universidad Autonoma de Baja California (UABC) la cual desarrollo
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la biotecnia para el cultivo de esta especie con fines de repoblamiento e investigacion.
Debido a sus caracteristicas bioldgicas, tales como alta tasa de crecimiento, buenos
indices de conversion alimenticia, la calidad de su carne y la buena aceptacion entre los
consumidores, hacen que totoaba sea un modelo potencial para la acuacultura. Razén
por la cual ha despertado el interés del sector acuicola, por ejemplo, Earth Ocean Farms
es una empresa que se dedica al cultivo y comercializacién de juveniles de totoaba con

una talla comercial de aproximadamente tres kilogramos.
2.2. Subproductos de peces

Durante el procesamiento de los peces se generan residuos secundarios
conocidos como subproductos, tales como: huesos, cabezas, visceras, escamas, piel y
aletas los cuales pueden llegar a constituir mas del 50% del peso total (Shahidi, 2007).
Generalmente los subproductos son descartados como basura convencional, ademas,
en algunos casos los peces son eviscerados cerca de la costa lo que podria tener un
impacto en el ecosistema marino. Es bien conocido que la descomposicion del material
organico provoca olores desagradables, ademas la presencia de insectos y roedores, los
cuales podrian actuar como un vector infeccioso y de esta manera causar dafios a la
salud humana e impacto ambiental (Newton et al., 2014). En la actualidad, los
subproductos se consideran materia prima para la elaboracién de diferentes compuestos,
por ejemplo, la industria del salmén del Atlantico (Ytrestoyl et al., 2015) utiliza los
subproductos para la produccidbn aceite, harina, concentrados de proteina,

ensilaje,fertilizantes y aditivos omega-3.
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2.3. Colageno

La molécula de colageno esta formada por tres cadenas polipeptidicas (cadenas
a) presentes en todos los colagenos (Kadler et al., 1996) Figura 2. Estas cadenas pueden
ser idénticas (homotrimeros) o tener dos o mas cadenas diferentes (heterotrimeros). Para
formar la triple hélice, las tres cadenas se enrollan entre si a través de enlaces de
hidrogeno (Gelse et al., 2003). Las cadenas alfa estan formadas por aproximadamente
1000 residuos de aminoacidos con una secuencia caracteristica Gly-X-Y, glicina, prolina
e hidroxiprolina, respectivamente. Durante la sintesis del colageno, algunos residuos de
prolina sufren una modificacion postraduccional (hidroxilacion) para dar lugar a la
hidroxiprolina aminoéacido casi exclusivo del colageno. Existe diferentes tipos de colageno
y se clasifican en familias de acuerdo con sus caracteristicas: coldgeno que forman
fibrillas, coldgenos asociados a fibrillas (FACIT), colagenos que forman redes, colageno
que forman fibrillas de anclaje, coldgenos transmembrana y coldgenos de membrana
basal. No obstante, la familia mas abundante esta representada por los coldgenos que

forman fibrillas.

N-propeptide tripla halox C-propeptude

(manp

N-procoliagenase C-procollagenase

Figura 2. Estructura molecular de los colagenos fibrilares con los diversos subdominios, asi como
los sitios de N y C terminales (Gelse et al., 2003).
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2.3.1. Aplicaciones

Debido a las caracteristicas quimicas Unicas, el colageno se utiliza en diversos
campos industriales. En la industria farmacéutica y cosmética el colageno o sus derivados
(gelatina e hidrolizados) se han utilizado para la prevencion y tratamiento de arrugas y en
la produccion de parches para las heridas (Wolfgang, 1998). En la industria biomédica se
han desarrollado andamios para proporcionar un soporte mecanico temporal y desarrollar
una estructura porosa para promover la migracion y diferenciacion de las células,
formando una osteoinduccidén y mejorando la osteointegracion con el tejido del huésped
(Stark et al., 2006). También se ha utilizado para la elaboracion de esponjas de colageno,
gue son usadas comunmente como apdsitos 0 gasas para heridas (Song et al., 2019) y
en la industria alimentaria, para proporcionar consistencia y estabilidad a los productos

alimenticios (Silva 'y Penna, 2012).
2.3.2. Fuentes de obtencion

La piel y los huesos del ganado vacuno y porcino, asi como las aves de corral son
la principal fuente para la obtencién de colageno terrestre. Sin embargo, representan un
posible riego de transmisibn de enfermedades, por ejemplo, la encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) y encefalopatias espongiformes trasmisible (EET) que son
causadas por una proteina denominada pridnica. Naturalmente esta proteinas se
encuentra en las células de los bovinos, sin embargo, cuando la estructura secundaria
de esta glicoproteina (PrP°) es alterada adquiere una propiedad patoldgica (PrPS°).
Segun el Registro Nacional de Encefalopatias Espongiformes Transmisibles Humanas
en Espafia se han diagnosticado 1,163 casos de enfermedades por priones desde 1993
hasta octubre de 2009. En este registro seis casos estuvieron relacionados con implantes
para la regeneracién de duramadre (meninge) los cuales estaban elaborados con
colageno bovino (Arranz et al., 2010). Por otro lado, en algunos grupos religiosos y
étnicos es inapropiado el consumo de productos derivados del ganado bovino y porcino
(Sadowska et al., 2003). Debido a esto, la comunidad cientifica inicio investigaciones en
organismos acuaticos, hoy en dia, los invertebrados marinos, asi como los peces son

considerados una fuente alternativa de colageno (Minh et al., 2014).
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2.4. Extraccion de colageno en peces

El colageno acuatico se ha obtenido principalmente de los huesos, piel (Nagai,
2000) y escamas (Minh et al., 2014) y en menor medida de la vejiga natatoria de
diferentes especies de peces, en esta seccion nos enfocaremos en la piel y vejiga
natatoria. La piel de los peces en el exterior estd cubierta por escamas y en el interior la
dermis, mientras que la vejiga natatoria es un 6rgano interno lleno de gas presente en la
mayoria de los peces (Hoar et al.,, 1983). Ambos Organos, estan compuestos
principalmente por agua, seguido de proteina (principalmente de tipo colagena) y en
menor cantidad de lipidos y minerales. Hasta la fecha, de la piel se ha logrado obtener
rendimientos de 27.32% (Wang et al., 2018) hasta 84.85% (peso seco) (Yu et al., 2018)
y en la vejiga natatoria entre 12.0% y hasta un 85.0% (peso seco) de CSP (Sinthusamran
et al., 2013).

Debido a la naturaleza del coldgeno su extraccion se basa en una solubilidad en
soluciones acidas. Los principales acidos utilizados son; &acido acético, citrico y
clorhidrico, el colageno obtenido es conocido como colageno soluble en acido (CSA).
Debido a los bajos rendimiento, asi como el tiempo de extraccion y una baja purificacion
en el coldgeno obtenido, diversos estudios adicionan pepsina durante el proceso de
extraccién, este método es conocido como colageno soluble en pepsina (CSP). La
funcion de la pepsina es romper los enlaces cruzados y los péptidos de la region
telopeptidica del colageno sin dafiar su estructura (Sadowska et al., 2003). De esta forma
los rendimientos del colageno generalmente son mayores comparados con otros

métodos.
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3. Justificacion

La principal fuente de coldgeno son los tejidos de organismos terrestres, sin
embargo, estas fuentes presentan un posible riesgo de transmision de enfermedades a
los humanos. Se ha demostrado, que la piel y vejiga natatoria son una fuente
prometedora de colageno tipo I, sin embargo, las caracteristicas fisicoquimicas del
coldgeno varian entre especies. Debido al creciente interés en el cultivo de totoaba y
considerando que en su procesamiento al igual que otros peces se generan residuos,
entre ellos, la piel y vejiga natatoria que no son utilizados se hace necesario aprovechar
estos recursos para la obtencion de colageno. Asi, en el presente estudio se generara
informacion sobre algunas de las caracteristicas fisicoquimicas del colageno obtenido de
la piel y vejiga natatoria. Los resultados obtenidos permitirAn conocer si ambos tejidos
pueden ser una fuente alternativa de colageno y de esta forma ser aprovechadas como
un ingreso adicional en las empresas de cultivo. De esta manera se pretende contribuir
al uso integral de este recurso marino, ademas se generara informacién basica para

futuros estudios relacionados con la caracterizacion y aplicacion del colageno.
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4. Hipotesis

La piel y la vejiga natatoria de totoaba (Totoaba macdonaldi), son una fuente

potencial para la obtencion de colageno soluble en pepsina CSP.
5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Obtener colageno de la piel y vejiga natatoria de Totoaba macdonaldi y

caracterizar parcialmente el colageno aislado.
5.2. Objetivos especificos

1. Determinar la composicion quimico proximal de piel y vejiga natatoria de Totoaba
macdonaldi.

2. Extraer el colageno soluble en pepsina (CSP) presente en la piel y vejiga natatoria
de Totoaba macdonaldi.

3. Determinar las caracteristicas del colageno aislado mediante la espectroscopia
(UV-Vis, FTIR), peso molecular (SDS-PAGE) y estabilidad térmica (DSC) de
Totoaba macdonaldi.

4. Determinar el contenido de aminoacidos del coladgeno aislado por cromatografia
liguida de alta eficiencia (CLAR) de Totoaba macdonaldi.
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6. Metodologia

6.1. Materia prima

Los juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) fueron proporcionados por la
Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias Marinas (FCM)
de la Universidad Autbnoma de Baja California. La talla de los organismos fue en
promedio 57.8 £ 3.30 cm de longitud total y 2.3 + 0.42 kg de peso. Los organismos fueron
transportados al Laboratorio de Nutricion Acuicola donde se mataron por puncion cefalica
y de acuerdo a lineamientos éticos (NOM-062-ZOO 1999). La piel y vejiga natatoria
fueron removidas. Estos tejidos se limpiaron manualmente para eliminar las escamas de
la piel, asi como la carne residual, la grasa y vasos sanguineos de la vejiga natatoria. Las
muestras limpias se cortaron en piezas pequefias (1.0 cm x 1.0 cm) y se almacenaron a

-20 °C por no mas de tres meses Figura 3.

Figura 3. Cortes de piel (A) y vejiga natatoria (B) de totoaba (T. macdonaldi).
6.2. Composicién proximal

El analisis quimico proximal se realiz6 siguiendo los métodos recomendados por
la Asociacion Oficial de Quimica Analitica AOAC (2000). La humedad total se determino
por gravimetria, para esto las muestras se colocaron en un horno de secado a 105 °C por
12 h. La misma muestra fue incinerada en un horno (Mufla 6000) a 500°C durante 8 h, la
pérdida de la materia organica después de la incineracion se considerdé como ceniza total.
Los lipidos totales se determinaron siguiendo el método de Cequier et al. (2008), el cual
consiste en extraer los lipidos con diclorometano metanol (2:1). El porcentaje de lipidos
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se determino por la diferencia en peso. Finalmente, las proteinas se determinaron por el
método micro-Kjendahl, que consiste en la digestion de la muestra utilizando H2SO4 en
un digestor (Gerhardt), después la muestra obtenida se destilo y titulo en la unidad de
destilacion vapodest (Gerhardt). El porcentaje de proteina se determiné utilizando el

factor proteinico (6.25).

6.3. Aislamiento de colageno

6.3.1. Pretratamiento

El aislamiento de colageno se realizé de acuerdo con Liu et al. (2012) y Cruz-Lépez
et al. (2019, en revision). Para remover las proteinas no colagenas de piel y vejiga
natatoria de totoaba se utilizé una solucién alcalina NaOH 0.1 M, por 12 horas. Los tejidos
tratados en la solucién alcalina se lavaron con agua destilada (H204) hasta llegar a un pH
neutro. Posteriormente, los lipidos se removieron con n-butanol al 10% por 12 horas.
Finalmente, se lavaron los tejidos con H20O4 hasta llegar a un pH neutro. Todos los
procedimientos se realizaron a 4 °C y con agitacién continua, ademas los solventes se

cambiaron cada 3 h.

6.3.2. Extraccion

Después del pretratamiento, las muestras fueron sometidas a la extraccién de
colageno soluble en pepsina (CSP). La extraccion se realizé en una condicion acida
(AcOH 0.5 M) con 2% de pepsina por 24 h. Posteriormente, el colageno obtenido se
precipito con cloruro de sodio (NaCl 1.2 M) y se centrifugo por 16000 x g 20 minutos a 4
°C en una centrifuga Megafuge 16R (Thermo scientific). El precipitado se re-disolvio en
AcOH 0.5 M por 12 h. El colageno se purifico con una membrana de dialisis con un corte
molecular de 14 kDa (Merck). El colageno purificado se secé en un liofilizador FreeZone
(Labconco). Todos los procedimientos se realizaron a 4 °C

11
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6.4. Caracterizacion parcial del coldgeno
6.4.1. Espectroscopia UV-Vis

El espectro de absorcién UV-vis del CSP de la piel y vejiga natatoria se obtuvo
utilizando el espectrometro Multiskan Go (Thermo Scientific). Las muestras se disolvieron
en AcOH 0.1 M (1 mg mL™1) con agitacién constante por 12 horas a 4 °C. Las lecturas se

realizaron en un rango de 200 a 450 nm.
6.4.2. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

El espectro infrarrojo del CSP de piel y vejiga natatoria se obtuvo utilizando un
equipo de Infrarrojo Spectrum One (Perkin Elmer). Se utilizé un rango de 400 a 4000 cm~
1, con 60 exploraciones y una resolucién de 4 cm™ a temperatura ambiente. El espectro

se analizo con el software del equipo.
6.4.3. Electroforesis SDS-PAGE

El peso molecular (PM) de CSP fue identificado a través una electroforesis en gel
de poliacrilamida PAGE-SDS de acuerdo con Laemmli (1970). Las muestras de CSP de
piel y vejiga natatoria se disolvieron en AcOH 0.1 M (2 mg mL™?) por 12 h a 4 °C. Las
muestras solubilizadas se mezclaron en una relacién 1:2 (v/v) con una solucién
amortiguadora (Tris-HCI 0.5 M, 5% de SDS y 20% de glicerol, pH 6.8). Las muestras
fueron cargadas (10 pyg de proteina) en un gel discontinuo de poliacrilamida, con la
primera seccion 4% “staking” y la segunda seccion “resolving” del 7.5% sometido a una
corriente constante de 20 mA. Para la visualizacion de las bandas en el gel se utiliz6 0.1%
de Coomassie Brilliant Blue R-250. Para estimar el peso molecular de las proteinas se
utilizdo marcadores de peso molecular (6.5-250 kDa).

6.4.4. Perfil de aminoacidos

Todos los andlisis se realizaron por triplicado y la Tmax Se calculé a partir del
termogramalos colagenos liofilizados de la piel y la vejiga natatoria fueron hidrolizados

con HCI 6 N con 0.06% de fenol a 108 °C por 22 h. Posteriormente, las muestras se
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derivatizaron con fenilisotiocianato (PITC) y fueron inyectadas (5 pL) en una columna
Waters (C18, 3.9 x 150 mm) en un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) (UltiMate 3000, Thermo Scientific), siguiendo las recomendaciones del protocolo
PICO-TAG de Waters Corporation (White et al., 1986).

6.4.5. Estabilidad térmica

Las muestras de CSP de piel y vejiga natatoria se disolvieron en AcOH 0.1 M (20
mg mL1) por 24 h a 4 °C. Se pes6 (10 mg) en un crisol de aluminio sellado y fueron
sometidas al analisis en un rango de 5 a 100 °C, con una velocidad de calentamiento de
1 °C por minuto usando un equipo DSC 200 (TA Instruments). Se utilizd un crisol vacio

como referencia.
7. Andlisis estadistico

Todos los métodos de extraccion se analizaron por cuadruplicado en ambos

tejidos. El resultado fue presentado como promedio + desviacién estandar.
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7. Resultados y discusién

7.1. Composicion proximal de la piel y vejiga natatoria

La piel y la vejiga natatoria representan el

6 y 2% del peso total de totoaba,

Musculo 47%
respectivamente Figura 4. En general, los |
subproductos de totoaba representan un 53%. ‘
La composicion proximal de la piel y vejiga

natatoria se muestra en la Tabla 1. El principal
contenido de la piel y vejiga natatoria (VN) fue el % < Pil 6%

Subproductos 53% ==

agua 70.34 + 0.97% y 6548 = 0.82% Viscoas y estos 5%

respectivamente, lo que coincide con lo

Vejiga natatoria 2%

~—

reportado para otras especies de peces como la  Figyra 4. Subproductos de totoaba (T.
perca del Nilo (Lates niloticus) (piel: 72.7%) Mmacdonaldi).

(Muyonga et al., 2004), la carpa cabezona (Hypophthalmichthys nobilis) (VN: 75.2%) (Liu
et al., 2012), la caballa espafiola (Scomberomous niphonius) (piel: 76.72%) (Li et al.,
2013), el atun aleta amarilla (Thunnus albacares) (VN: 83.33%) (Kaewdang et al., 2014),
y en adultos de totoaba (VN: 65.39%) (Cruz-Lépez et al., 2019, en revision).Estos autores,
sefialan que el agua representa el mayor componente en ambos tejidos, la variacién en
su contenido se atribuye a las diferencias entre especies, el habitat, alimentacion y la
posicibn anatomica en la que se encuentra los tejidos. Ademas, aparentemente el
contenido de agua en la vejiga natatoria puede variar durante el procesamiento y

almacenamiento del tejido (Cruz-Lopez et al., 2019, en revision).

El contenido de proteina en la piel y vejiga natatoria fresca de totoaba fue de 28 y
33%, que corresponde a 94 y 96% (peso seco), respectivamente. Liao et al. (2018),
mencionan que la piel de barramundi (Lates calcarifer) y tilapia (Oreochromis niloticus)
contienen 28.92 y 33.45% de proteina, respectivamente. Sin embargo, el contenido de
proteina en peso seco es similar entre tejidos. Wang et al. (2007) sefiala que la piel de la
gallineta de fondo marino tiene un 90.6% (peso seco) de proteina, el atin aleta amarilla
73% (peso seco) (Onouma et al., 2014), asimismo, en la clatla 83% (peso seco) (Chandra
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et al., 2015). Por otro lado, en la vejiga natatoria de adultos de totoaba (Cruz-Lopez et
al., 2019, en revision) se ha reportado un contenido de proteina de 94.28%, el cual es

similar con nuestros resultados y con miiuy croaker (91%) (M. miiuy) (Zhao et al., 2018).

Tabla 1. Composicion quimica proximal de la piel y vejiga natatoria de totoaba (T.

macdonaldi).
Peso seco
Tejido Humedad % Proteinas % Lipidos % Cenizas %
Piel 70.34 + 0.97 94.47 4.77 +0.01 0.76 £+ 0.44
Vejiga natatoria 65.48 + 0.82 96.74 2.46 £+ 0.23 0.80+0.14
Peso humedo
Piel - 28.02 1.41 0.23
Vejiga natatoria - 33.39 0.85 0.28

Los lipidos en la piel y vejiga natatoria de totoaba representan el 4.77 y 2.46% los
cuales son mayores a los reportados en la piel de barramundi (0.41%) vy tilapia (1.62%)
(Liao et al., 2018). El contenido de lipidos en la vejiga natatoria de totoaba es mas bajo
comparado con otros peces como el atin aleta amarilla (9%) (Onouma et al., 2014), la
clatla (4.7%) (Gaurav y Suresh, 2017) y en miiuy croaker (8%) (Zhao et al., 2018) pero
similar a los reportados recientemente en la vejiga natatoria de adultos de totoaba
(3.67%) (Cruz-Lopez et al., 2019, en revision). Finalmente, se encontré un bajo contenido
de cenizas en la piel y vejiga natatoria de totoaba el cual fue 0.76 y 0.80%,
respectivamente. Estudios previos han reportado variaciones en el contenido de cenizas
de 0.50-6% en ambos tejidos (Muyonga, 2004; Gaurav y Suresh, 2017). Muyonga,
(2004), al realizar una comparacion en dos tallas de la perca del Nilo, encontré un mayor
contenido de minerales en la piel de adultos comparados con los jovenes (3.7 y 6.0%), lo
cual se atribuye a un amento en la mineralizacién, que incrementa de acuerdo con la
edad de los peces. Esto coincide al comparar nuestro resultado con el contenido de
cenizas en la vejiga natatoria de adultos de totoaba (1.92%) (Cruz-Lépez et al., 2019, en
revision). En general, el contenido proximal cambia de acuerdo con la especie, edad,

condiciones del habitat, alimentacion y manipulacién que reciben los tejidos antes de ser
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analizados (pretratamientos) (Muyonga, 2004; Zhao et al., 2018; Cruz-L6pez et al., 2019,

en revision).

7.2. Rendimiento de CSP de la piel y vejiga natatoria

El rendimiento de CSP (en base a peso seco) fue mayor en la piel comparado con
la vejiga natatoria, como se puede observar en la Figura 5. Estudios previos han
reportado rendimientos en la piel del bagre de canal (Ictalurus punctaus) (Liu et al., 2007),
46.6% en la carpa (C. idella) (Zhang et al., 2007), 28.0% en el bagre grande de aleta larga
(Mystus macropterus) (Zhang et al., 2009), dojo (M. anguillicaudatus) de 27.32% (Wang
et al., 2018), 38.4% y 84.85% en la gallineta gigante (Nibea japonica) (Yu et al., 2018).
En la vejiga natatoria se han registrado rendimientos de 59.0% en la carpa cabezona (H.
nubilis) (Liu et al., 2012), 85.0% en la lobina (L. calcarifer) (Sinthusamran et al., 2013) y
37.7% en el esturion (Bester) (Zhang et al., 2014). Los autores mencionados
anteriormente describen que la diferencia en los rendimientos varia de acuerdo con la
especie de pez, las condiciones bioldgicas y por el entrecruzamiento covalente en la
regidn telopeptidica e intermolecular del coldgeno (Jongjareonrak et al., 2005). Ademas,
otro factor determinante es el método utilizado en el proceso de extraccion del colageno
(Sadowska et al., 2003), por ejemplo, en la piel de la carpa herbivora se describe que al
adicionar pepsina el rendimiento incrementa del 8.0% (CSA) a 46.6% (CSP), esto debido
a que la pepsina hidrolizé los enlaces intermoleculares de la regién telopeptidica (Zhang
et al., 2007). Esto coincide con otros estudios, en la piel del bagre (CSA: 16.8%; CSP:
28.0%) (Zhang et al., 2009), el pez globo (CSA: 10.7%; CSP: 44.7%) y el bagre de canal
(CSA: 25.8%; CSP: 38.4%).
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Figura 5. Rendimiento de CSP de la piel (C-P) y vejiga natatoria (C-VN) de totoaba (T. macdonaldi).
Las barras representan la desviacion estandar (n = 4).

Liu et al. (2012) al comparar los rendimientos de colageno de las aletas, escamas,
piel, hueso y vejiga natatoria de la carpa cabezona (H. nobilis) sefialaron que existe una
variacion entre tejidos y encontraron rendimientos similares en la piel (60.3%) y vejiga
natatoria (59.0%). Sin embargo, Sinthusamran et al. (2013), obtuvo un mayor rendimiento
en la vejiga natatoria (85.0%) comparado con la piel (58.1%) de la lubina (L. calcarifer).
Se ha informado que la solubilidad del colageno cambia con la edad, es decir, en los
peces joévenes la solubilidad es mayor que en los adultos (Muyonga et al., 2004). Este
patrén esta relacionado con el grado de entrecruzamiento entre las moléculas de
colageno lo que hace que el coldgeno sea mas dificil de extraer y el rendimiento sea bajo
(Minh et al., 2014). Ademas, el grado de reticulaciébn cambian de acuerdo con la posicion
anatdmica, es decir, los enlaces cruzados son menores en la vejiga natatoria debido a
gue se encuentra en el interior del pez comparado con un tejido externo como la piel que
requiere una matriz mas fuerte para proteger el cuerpo (Liu et al., 2012; Zhang et al.,
2014). Sin embargo, los rendimientos de coldgeno obtenidos en la piel de adultos
tempranos de totoaba son mayores comparado con la piel de la lobina (L. calcarifer)
(Sinthusamran et al., 2013) y carpa cabezona (H. nobilis) (Liu et al., 2012). Al comparar
nuestro rendimiento de CSP en la vejiga natatoria de adultos de totoaba (82%) (Cruz-
Lépez et al., 2019, en revisidén) es 12.0% menos. La diferencia en el rendimiento podria
estar relacionado a un menor grado de reticulacion en los juveniles de totoaba, es decir
el tejido esta mas suelto, lo que provoca una pérdida de colageno en el pretratamiento y

los adultos al tener un mayor grado de reticulacion la vejiga natatoria es mas fuerte, por
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lo tanto, durante el proceso de pretratamiento no se ve afectada. Los resultados obtenidos
en este trabajo estan de acuerdo con la hipétesis planteada por Cruz-Lopez et al. (2019,

en revision).
7.3. Espectro UV-Vis

El espectro UV-vis del colageno de la piel y vejiga natatoria de totoaba (T.
macdonaldi) mostré una absorbancia maxima a 228 nm, Figura 8. Los resultados
coinciden con los descritos por Veeruraj et al. (2013), en la piel de anguila marina
(Evenchelys macrura), pez globo (Huang et al., 2011), bagre (Liu et al., 2017), abadejo
de Alaska (Theragra chalcograma) (Yan et al., 2008) y en la vejiga natatoria de adultos
de totoaba (Cruz-Lopez et al., 2019, en revision). Los autores mencionados anteriormente
seflalan que la molécula de colageno tiene una absorbancia caracteristica de
aproximadamente 230 nm. Ademas, Li et al. (2004), describen que los aminoacidos
aromaticos (tirosina y fenilalanina) absorben aproximadamente a 280 nm. En el caso del
colageno estos aminoacidos se encuentran en una baja concentracion como se puede
observar en la Tabla 2. Por lo tanto, la ausencia de picos adicionales se considera un
indicador de alta pureza del colageno y a una buena eliminacion de las proteinas no

colagenas.
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Figura 8. Espectroscopia UV-vis del colageno asilado de la piel (C-P) y vejiga natatoria (C-
VN) de totoaba (T. macdonaldi).
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7.4. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR del CSP de la piel y vejiga natatoria de totoaba se pueden
observar en la Figura 9. Los espectros de los colagenos obtenidos fueron similares y se
caracterizaron por la presencia de bandas amida. La amida A, se encontr6 en 3341y
3336 cm* en la piel y en la vejiga natatoria, respectivamente y estan relacionadas con
una vibracién y estiramiento de N—H. La amida B se encontrd en 2985 cm™ en la piel y
en la vejiga natatoria 2988 cm, los cuales estan relacionados al estiramiento asimétrico

de CHz (Moyunga et al., 2004).
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Figura 9. Espectroscopia FTIR del CSP de la piel (C-P) y vejiga natatoria (C-VN) de totoaba
(T. macdonaldi).

La amida | se encontré en 1700 cm™ en la piel y 1696 cm™ en la vejiga natatoria,
los cuales estan dentro del rango (1600-1700 cm) descritos por Moyunga et al. (2014),
ademas sefala que esto ocurre principalmente por la vibracién de estiramiento de C=0.
Liu et al. (2012) obtuvo valores similares al estudiar cinco CSP de diferentes tejidos de la
carpa, en donde obtuvo a la amida | en 1648 cm™, lo que coincide también con el pargo
patudo (1651-1662 cm-1) (Jongjareonrak et al., 1978). La amida Il se encontré en 1575
cm?en la piel y 1567 cm en la vejiga natatoria, que esta relacionado con una flexién N-
H y una vibracion de estiramiento C-N (Duan et al., 2009). Finalmente, la amida lll se
encontré en 1238 cmen la piel y 1241 cm en la vejiga natatoria, que estan relacionados

con un estiramiento N-H y vibracion C-N (Benjakul et al., 2010; Ahmad y Benjakul et al.,
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2010; Heu et al.,, 2010).Composicién de aminoacidos del CSP de la piel y vejiga
natatoriaSDS — PAGE del CSP de la piel y vejiga natatoria

7.5. SDS — PAGE del CSP de la piel y vejiga natatoria

Los patrones electroforéticos del colageno soluble en pepsina (CSP) de la piel y
vejiga natatoria de totoaba se muestran en la Figura 6. Los colagenos estan compuestos
principalmente por dos cadenas a (a1 y a2), las cuales presentaron un peso molecular
(PM) de 122-118 kDa, también se logré apreciar cadenas 3 de aproximadamente 200
kDa. Por lo tanto, el colageno obtenido de la piel y vejiga natatoria de juveniles de totoaba
se clasificé como colageno tipo I, un heterotrimero con dos cadenas a1 (1) idénticas y
una cadena a2 (1) (Gelse et al., 2003).

C-P C-VN

Figura 6. Perfil electroforético del CSP de la piel (C-P) y vejiga natatoria (C-VN) de totoaba
(Totoaba macdonaldi).

Este patrén electroforético coincide con el colageno de la piel y vejiga natatoria de
la carpa cabezona (Liu et al., 2012), el atun aleta amarrilla (Kaewgang et al., 2014) y
vejiga natatoria de adultos de totoaba (Cruz-Lépez et al., 2019, en revisién). En general
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los componentes de alto y bajo PM estan relacionados con el proceso de extraccion y la
formacién de dimeros (B) o trimeros (y). Wu et al., (2015), realizaron una comparacién
entre CSA y CSP en la carpa (C. idella), en donde encontraron la presencia de
componentes By y en CSA, mientras que en CSP no se observaron estos componentes,
por lo que sefialan que la pepsina es capaz de romper el entrecruzamiento entre las
moléculas de colageno, esto sin dafar su integridad. Se ha sefialado que las bandas de
menor PM indican la presencia de otro tipo de proteinas que no se lograron remover
durante el proceso de extraccion. En el caso de la piel y vejiga natatoria de totoaba no se
encontraron bandas de bajo PM, lo que indica una buena integridad y pureza del
colageno, Figura 6.

7.6. Composicion de aminoacidos del CSP de la piel y vejiga natatoria

La composicion de aminoacidos de la piel y vejiga natatoria de totoaba son
expresados como 1000 residuos de aminoacidos Tabla 2. Los aminoacidos presentes en
ambos colagenos tenian perfiles similares, los aminoacidos mas predominantes fueron
glicina, prolina, alanina y acido glutamico y en menor concentracion tirosina, histidina e
isoleucina. La glicina representa aproximadamente un tercio de los residuos totales y
normalmente esta presente en cada tercer residuo de aminoacidos de la molécula de
colageno, excepto los primeros 14 residuos de aminoacidos del extremo Ny los primeros
10 residuos del extremo C (Gelse et al., 2003; Foegeding et al., 1996). Este patrén es
consistente con los colagenos en la piel y vejiga natatoria de la carpa (H. nobilis) (Liu et
al., 2012), miiuy croaker (M. miiuy) (Zhao et al., 2018), atin aleta amarilla (Kaewdang et
al., 2014) esturiéon (A. ruthenus) (Zhang et al., 2014) y adultos de totoaba (Cruz-Lépez et

al., 2019, en revision).
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Tabla 2. Composicion de aminoacidos del CSP de la vejiga natatoria (C-VN) y

piel (C-P) de totoaba (T. macdonaldi).

Yadira Cortes Santiago

1000/residuos de aminoacidos

C-VN C-P

Asp 52 + 0.48 55 + 0.166
Glu 101 = 0.95 102 + 0.121
Hyp 83 + 1.42 66 + 0.195
Ser 23 + 0.69 25 *= 0.054
Gly 309 + 3.15 321 + 0.238
His 5 + 034 5 £ 0.004
Arg 59 + 6.47 47 + 0.048
Thr 13 = 4.62 8 + 0.207
Ala 132 =+ 1.27 131 + 0.028
Pro 122 + 1.33 149 + 0.225
Tyr 2 + 0.19 1 + 0.040
Val 16 *= 0.03 14 + 0.034
Met 7 + 0.04 4 + 0.007
Cys nd nd

lle 5 + 0.22 6 + 0.031
Leu 20 + 0.08 18 + 0.019
Hyl 5 + 0.22 5 £ 0.002
Phe 19 = 0.54 17 + 0.000
Lys 31 + 0.63 27 = 0.004
Total 1000 1000

Iminoacidos 205 215
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Kaewdang et al. (2014), sefialan que los iminoacidos (prolina e hidroxiprolina) son
importantes para la integridad estructural del colageno, es decir, los iminoécidos
contribuyen a la estabilidad térmica del colageno, la cual es una de las propiedades mas
importantes que determinan el uso potencial de esta proteina. Shahidi (2007), describe
que en general los coladgenos de peces de agua caliente tienen un mayor contenido de
iminoacidos comparados con peces de agua fria. En el caso de totoaba es una especie
gue habita en aguas subtropicales, en el Golfo de California. El contenido de iminoacidos
en la piel (215 /1000 residuos) fue mayor que en vejiga natatoria (205 /1000 residuos).
Este resultado es similar al colageno aislado de la piel y vejiga natatoria de la carpa
herbivora (Liu et al., 2012), miiuy croaker (Zhao et al., 2018) y el esturion (Zhang et al.,
2014).

7.7. Estabilidad térmica del CSP de la piel y vejiga natatoria

La temperatura de desnaturalizacion (Td) esta relacionada con una desintegracion
en la estructura helicoidal triple del colageno la cual genera un cambio en las propiedades
fisicas, como la viscosidad (Usha et al., 2004). La Td del colageno de la piel y vejiga
natatoria de totoaba fue 29.67 £ 0.02 °C y 32.19 + 0.03 °C, respectivamente (Figura 7).
Los valores de Td de la piel de totoaba fueron mas altos respecto al colageno de la piel
de peces de agua fria, por ejemplo, el bacalao (Gadus morhua) (15 °C) (Sadowska et al.,
2003) y similar con los peces tropicales como el pargo rojo (Priacanthus macreacanthus)
(31.5 °C) y el pargo patudo (30.4 °C) (Jongjareonrak et al., 2005). Pero mas baja que el
colageno de la piel del bagre rayado (Pangasianodon hypophthalmus) (35.37 °C) (Singh
et al., 2011) y que el colageno de la piel de cerdo (37.0 °C) y becerro (40.8 °C) (Duan et
al., 2009).

En la vejiga natatoria la Td de la carpa (C. idella) (38.0 °C) fue mas alta (Liu et al.,
2015), que en la vejiga natatoria de totoaba, pero similar a lo que reportaron Zhang et al.
(2011) en el esturion (32.9 °C). Rigby (1968) menciona que los colagenos en los peces
estan correlacionados con la temperatura ambiental del agua asimismo, sefiala que la Td
de los organismos marinos en mas baja comparada con los animales terrestres, debido

al entorno y la temperatura corporal de cada especie. Ilgualmente, la Td del colageno
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varia entre especies y tejidos (internos o externos), los internos (vejiga natatoria) poseen
valores de Td ligeramente més altos que los tejidos externos (aletas, escamas y pieles)
(Liu et al., 2012). También la variacion de la Td se atribuye al contenido de iminoacidos
(prolina e hidroxiprolina), cuanto mayor es el contenido de iminoacidos mas estables son
las hélices de la molécula de colageno (Gustavson, 1955). No obstante, la vejiga natatoria
presentd una mayor estabilidad térmica con un menor contenido de iminoacidos
comparado con la piel. Zhang et al. (2014), determinaron en el esturidn la Td del colageno
de las escamas (29.6 °C), piel (26.8 °C), musculo (29.0 °C), vejiga natatoria (32.9 °C),
tracto digestivo (31.6 °C) y notocordio (36.3 °C), sugiriendo que los colagenos de los
tejidos internos tienen una Td mas alta, sin embargo, no se conoce la razén de este

patrén.

Temperatura (°C)

20 25 30 35 40 45 50

-160 4

-162 -

154 -

-156 -
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158 -
—C-P
-160

Figura 7. Termograma del colageno aislado de la piel (C-P) y vejiga natatoria (C-VN) de totoaba

(T. macdonaldi).
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9. Conclusioén

En este estudio se realizé por primera vez la extraccion y caracterizacion parcial
del colageno de la piel y vejiga natatoria de adultos tempranos de totoabas (T.
macdonaldi). En donde se obtuvo un mayor rendimiento en la piel (83.72%) comparado

con la vejiga natatoria (69.14%).

Las pruebas de caracterizacion parcial indicaron a través del patrén electroforético
(SDS-PAGE) y analisis espectrofotométricos (UV-vis-FTIR) que el colageno de la piel y

vejiga natatoria es de tipo | con una alta integridad y pureza.

La composicion de aminoacidos en ambos colagenos presento un perfil similar,
pero con un mayor contenido de iminoacidos en el colageno de la piel. La temperatura
de desnaturalizaciéon (Td) fue mas alta en la vejiga natatoria (32.19 °C) comparada con
la piel (29.0 °C).

En general ambos colagenos mostraron altos rendimientos y una buena integridad,
por lo tanto, la piel y vejiga natatoria de totoaba puede ser utilizada como una fuente
potencial para la obtencion de colageno tipo I.

10. Recomendaciones

e Realizar un proceso de optimizacion durante la extraccién de colageno soluble
en pepsina (CSP).

e Hacer comparacion del rendimiento de coladgeno soluble en pepsina (CSP) en
diferentes tallas de totoaba.

e Continuar con la caracterizacion del colageno obtenido.

e Determinar la capacidad para formar fibrillas del colageno del colageno obtenido.
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