UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL
COLAGENO EXTRAIDO EN MEDIO ACIDO DE LA PIEL DE LA COLA DE
ATUN (Thunnusatlanticus)

ANA MAIGUALIDA CHACON MARTINEZ

TRABAJO DE GRADO PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OPTAR AL TITULO DE MAGISTER SCIENTIARIUM EN QUIMICA

CUMANA, 2018



EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL
COLAGENO EXTRAIDO EN MEDIO ACIDO DE LA PIEL DE LA COLA DE
ATUN (Thunnus atlanticus)

APROBADO POR:

;f‘zﬁm'f; {L M 7"{(45; no H

Tutor




INDICE

DEDICATORIA ettt ettt b et sbe et e e bt e e nbe e nreeenes |
AGRADECIMIENTOS ...ttt b e 1
LISTADE FIGURAS . ...t v
RESUMEN ...t \l
INTRODUCCION ....ccouiiririiesesiseesssssis st 1
PIOTEINAS. ...ttt 1
LOT0] F-T0 1= [0 TSRS RSPRPSRN 5
SINtESIS U8 COIAGENO ......veeteeie ettt re e ereesreeae s 8
Clases y familias de COIAgEN0 ..........coveiiiiiiiiicee e 9
USOS Y @PIICACIONES......c.viiiiiiiieiieiiee ettt bbb sreeneas 12
FUENtes de ODLENCION .........oveiiiiieiice e 14
ALUNES: RECUISOS PESQUETOS .....veeieieiiieiirceree s siee e sne e 15
METODOLOGIA ...ttt 17
Tratamiento de MUBSTIA .........coiiiiiiiee e 17
EXEFACCION ...ttt ettt e 17
PUFTTICACTON ...ttt 18
Hidrolisis del COIAgENO0 .........cooviiiiiie e 18
CARACTERIZACION.....cooeieeeieeeeeeeee e eee s eses st 18
Determinacion de humedad ............ccoiiiiiiiiii s 18
DeterminaCion de PH ......c..oiiiieee e e 18
Cromatografia de Papel.........c.coveiiiii i 19

Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN-H)........cc.cocevvieivecerieereeeen. 19



Espectrometria de emision Optica con Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-OES)

..................................................................................................................................... 20
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (IR-TF) ...ccoooeiviivienee. 21
RESULTADOS Y DISCUSION .......ooveveieiiericeese e sesisss s esasses s s senensons 22

Extraccion de colageno de la piel de la cola de atin (Thunnus atlanticus) en medio
2T o [0 USSP USRS 22

Determinacion de NUMEAA ..........ooo it e e et e e e e e e e eaan 25

Anadlisis de algunos elementos presentes en el colageno cualitativo por Espectroscopia

de Emision Optica con Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-OES).........cc.cc........ 26
Anélisis cuantitativo de plomo (Pb) por ICP-OES ... 33
Determinacion de PH ........cooooiiiee s 34
ANALSIS A8 RMN-TH ..o 35
Analisis por Espectroscopia Infrarrojo con Trasformada de Fourier (IR-TF)............. 45
Cromatografia de Papel.........c.ooveiiiii i 55
CONGCLUSIONES ... .ottt b et e e e 57
RECOMENDACIONES ...ttt 59
BIBLIOGRAFIA ...ttt 60

HOJAS DE METADATOS ... 67



DEDICATORIA

MI MADRE, MARIA MARTINEZ Y
HERMANO, CARLOS CHACON.



AGRADECIMIENTOS

A:

Dios, por guiarme cada dia y hacerme ver que en las dificultades no hay oscuridad sino
claridad.

Mis hijos VICTOR DAVIDy CARLOS SAMUEL, por darme la fuerza para
levantarme y no dejarme vencer, son la luz de mi vida.

Toda la familia CHACON, mi fuente de energia permanente.

Departamento de Quimica y la Coordinacién del Postgrado de la Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre, por tan valiosa oportunidad.

Las asesoras Dras. MajMostue y Shailili Moreno por depositar su confianza en mi y
darme los lineamientos para llevar a cabo con éxito este proyecto de investigacion.

La profesora Dra. Blanca Rojas y al Dr. José L. Prin del 1IBCA, por su apoyo en la
realizacion de los analisis de Infrarrojo e ICP-OES.

Licenciada Ligia Llovera, M. Sc. por su colaboracidn para obtener los espectros de RMN
y al profesor Willian Henriquez, Sc.D., por su ayuda en el anélisis de los mismos.

Todas aquellas personas que de una u otra forma estuvieron a mi lado y contribuyeron a
alcanzar este logro, Dios les premie con muchas bendiciones.



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Tipos de Aminoacidos (Whitford, 2005).........ccccccveveiiieieiie e 2
Tabla 2. TIP0S de COIAGEN0 ......ccvveiiiiecii et 10
Tabla 3. Determinacion del porcentaje de humedad y de materia seca del coldgeno de la
piel de la cola T. atlanticus soluble en acido acético 1,5% V/V. ........cccccevevevenninsinnnnn, 25
Tabla 4. Determinacion del porcentaje de humedad y de materia seca de colageno de la
piel de la cola de T. atlanticus soluble en acido acético 5,0% V/V..........cccccevvevvevieinnennn. 26
Tabla 5. Andlisis cualitativo de varios elementos del colageno de la piel de la cola de
atun (T .atlanticus) en acido acético 1,5y 5,0% v/v por ICP-OES. ..........ccccvervienennn. 28
Tabla 6. Analisis cuantitativo de plomo por ICP-OES en los extractos colagénicos
solubles en acido acético 1,5 Y 5,090 VIV ......ccoveiiiieiice e 33
Tabla 7. pH de los extractos colagénicos de la piel de la cola de T. atlanticus solubles en
ACIA0 ACALICO 1,5 Y 5,000 VIV .vieeieee ettt eneas 35
Tabla 8. Regiones estandar del espectro infrarrojo de colageno de la piel en peces....... 46
(Barraza, et al., 2013 y Lee et al., 2016) ......ccceeveirieiieiieireie e 46
Tabla 9. Efecto de la temperatura y el contenido de humedad del colageno soluble en
(o o (oY Tod= (oo T R A/ AV TR 54

Tabla 10. Comparacion de los Rt de los aminoacidos patrones y de los colagenos ........ 56



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. a) Glicina; b) Lisina, aminoacido basico y ¢) Cisteina, aminoacido con azufre.3
Figura 2. Niveles de organizacion estructural de las proteinas (Mathews y Van Holden,
2002). 1ttt et Rt R e Rt Rt et e te e EeeEeeRe e R e e nt et et e nrenrenreereenen 4
Figura 3. Interacciones de hidrogeno de la a-hélice (Gelse & Pdschl, 2003). .................. 5
Figura 4. Estructura del colageno. a). Estructura secundaria helicoidal levogira con tres
residuos por vuelta. Secuencia repetitiva Gly-Pro-Hyp. b y c).Tres hélices se enrollan

entre si de forma dextrdgira (tropocolédgeno). d y e). Separacion entre las moléculas de

colageno. f). fibrillas (Murray et al., 1998). ..o 6
Figura 5. Transformacion de prolina a hidroxiprolina (Elaine, 2008)...........c.cccccevevuvenene. 7
Figura 6. Enlaces covalente entre residuos de Lisina de una fibra colagénica.................. 7
(COX Y NEISON, 2007) ...ttt bbbttt ebe s 7
Figura 7.Sintesis del coldgeno (Mathews y Van Holden, 2002). .........ccccocoveivriieneneneene 8
Figura 8. a). Micrografia del colageno de la piel (tipo 1); b). Micrografia del Colageno
del tejido hialino (LIP0 H). ..o 11
Figura 9. Diferentes usos del colageno: a). Capsulas blandas b) Mascarilla de colageno y
C) COlAgeno NIAroliZadO.........coueuiiiiieiieee e 13
Figura 10. Atan (Thunnus atlantiCus)...........ccceeveiieieiie it 16
Figura 11. Curva de calibracion de Pb por ICP-OES .........cccccoeiiiiiiicieee e 21
Figura 12. Piel de atun (Thunnus atlanticus) en solucion de &cido acético..................... 22

Figura 13. Extracto de colageno de la piel de atin (Thunnus atlanticus) en solucion de
T [0 [0 = Tor ] oo OSSPSR 23
Figura 14. Colageno de la piel de atin (Thunnus atlanticus) precipitado con cloruro de
SOAI0 2,0 MO .. ettt 24
Figura 15. Reaccion de prolina a hidroxiprolina promovida por Fe*?, que cumple
similitud con la reaccion de la lisina a hidroXilisina..........ccccccevvvieiiiveiiene e 29

Figura 16. Estructura de un hidrato de carbono unido al colageno. ..........c.cccceveverneenee. 30



Figura 17. Distribucion de los elementos encontrados en las muestras de colageno de la
piel de T. atlanticus a 1,5% y 5,0% V/v en 4Cid0 aCELiCO. ........ccceevvevereerieieresr e, 31
Figura 18. Estructura molecular de un fragmento de un polipéptido e indicacion de los
protones significativos en un espectro de RMN. .........cccccoviiiiiiciicie s 36
Figura 19. Desplazamientos quimicos () estandar de protones de los aminoacidos de un
POlIPEPtido (LUO et al., 2015) ....ciiiiiiieiisieieee e 37
Figura 20. Espectro de RMN-'H de colageno de origen bovino (Luo et al., 2015)........ 37
Figura 21. Espectro de RMN-H (300 MHz, D-0) del extracto colagénico de la piel de la
cola de T. atlanticus soluble en &cido acético 1,5% v/v, T=25 °C. ......ccocervvvrenrienennnn. 38
Figura 22. Espectro de RMN-!H (300 MHz, D20) del extracto colagénico de la piel de la

cola de T. atlanticus soluble en acido acético 1,5% V/V, T=35°C. ..ccueeeeeeeeeiiieieieeean. 39
Figura 23. Espectro de RMN-'H (300 MHz, D20) del extracto colagénico de la piel de la
cola de T. atlanticus soluble en acido acético 1,5% VIV, T=45 °C. ...coovveviceeeeeeieeeeen, 39

Figura 24.Espectro de RMN-H (300 MHz, D,0) del extracto colagénico de la piel de la
cola de T. atlanticus soluble en &cido acético 1,5% V/v, T=55 °C. ....ccccevvrvniieniinnnnens 40
Figura 25. Superposicion de los espectros de RMN-'H (300 MHz, D20) del extracto
colagénico de la piel de la cola de T. atlanticus soluble en &cido acético 1,5% v/v........ 41
Figura 26. Ampliacién de las regiones de interés (0,8-4,0 y 8,2-8,6 ppm) del espectro de
RMN-tH (300 MHz, D,0) del extracto colagénico de la piel de la cola de T. atlanticus
soluble en &cido acético 5,0% V/V, T=25 “C. it 41
Figura 27. Ampliacion de las regiones de interés (5 0,9-4,5 y 8,2-8,5 ppm) del espectro
de RMN-'H (300MHz, D20) del extracto colagénico de la piel de la cola de T. atlanticus
soluble en &cido acético 5,0% V/V, T=35 °C. .. 43
Figura 28. Ampliacion de las regiones de interés (6 1,0-4,2 y 6 8,4-8,8 ppm) del espectro
de RMN-'H (300MHz, D,0) del extracto colagénico de la piel de la cola de T. atlanticus
soluble en acido acético 5,09 VIV, TZA5 OC....uiii et 43
Figura 29. Ampliacion de las regiones de interés (6 1,1-4,5 y 8,3-9,0 ppm) del espectro
del RMN-H del extracto colagénico de la piel de la cola de T. atlanticus soluble en
4Cid0 aCEtICO 5,000 VIV, TZ55 CPC .ottt 44



Figura 30. Superposicion de los espectros d del extracto colagénico de la piel de la cola
deT.atlanticus soluble en 4cido aC&ticO 5,000V/V. .....ccceeeveriiiiicieieieiere e 45

Figura 31. Espectro de Infrarrojo de la piel de la cola de T. atlanticus soluble en acido

ACELICO 1,5% VIV 8 T=300C. .ttt bbb bbb 47
Figura 32. IR-TF del colageno de la piel de Sapiella inermis soluble en &cido acético
(Shanmugam et al., 2012) .......couiiiiiiie e 49
Figura 33. IR-TF del colageno de la piel de T. albacares soluble en acido acetico........ 49

Figura 34. Espectro de Infrarrojo del coldgeno de la piel de la cola de T. atlanticus

soluble en &cido acético 1,5% VIV a T=40OC ......ccoveieieieie e 51
Figura 35. Espectro de Infrarrojo del coldgeno de la piel de lacolade............ccceenneeee 52
T. atlanticus soluble en acido acético 1,5% v/v a T=50°C. .......cccccevumrmrnrnreneneneneanens 52
Figura 36. Espectro de Infrarrojo del colageno de la piel de la cola de...........ccccuveneee.. 53
T. atlanticus soluble en acido acético 1,5% V/v a T=60°C. ........ccccereverererinenieninenienenns 53

(Mancha amarilla). A: colageno soluble en acido acético 1,5% v/v; B: colageno soluble

€N ACHAO ACELICO 5,000 V/V. oottt e e e aaa s 56



RESUMEN

Se optimizaron los parametros del método extraccion de Bryan y Bailey (1978) para
obtener el colageno de la piel de la cola de atin (Thunnusatlanticus) soluble en acido
acético 1,5 y 5,0% v/v, utilizando esta parte del pescado la cual puede conformarlos
residuos de la industria pesquera. Se midieronparametros fisicoquimicos como
porcentaje de humedad, residuos sélidos y pH, encontrandoque la muestra en &cido
acetico 1,5% v/v cumplié con el pH establecido por las normas (Normas Técnicas
Colombianas, NTC 3750, Productos para la Industria Cosmética) para ser usado como
producto cosmetologico. Por otra parte, el % de humedad de las muestras a 1,5 y 5,0%
v/v fue 90,050 y 90,97% respectivamente,resultando menores al valor de los estandares,
mientras que los datos de residuos solidos (9,683 % para el colageno al 1,5% v/v)estan
por encima de éstos. El analisis cualitativode varios elementos por ICP-OESmostrola
presencia de Co, Pb, Cd, Ni, Si, Mn, Fe, Cr, Cu, y ausencia de Hg, Zn y Al. Algunos de
estos metales (Fe y Mn) funcionan como cofactores en diversas reacciones quimicas
propiasdel coldgeno; mientras que el Si podria formar parte de la estructura molecular de
la piel de T. atlanticus. Con esta técnica se determind cuantitativamente el Pb,
destacando que loscolagenosanalizados contienen concentraciones muy bajas de dicho
metal, lo que sugirié una minima toxicidad y,en consecuencia, este coldgeno podria ser
usado en la industria cosmetoldgica o farmacéutica. Los analisis de RMN-H
demostraronque la estructura quimica base del colageno se degrada con el aumento de la
concentracion de acido acético de 1,5 a 5,0% v/v, observando en los espectrosmayor
cantidadde sefiales y ensanchamiento de las bandas, en comparacion conlos espectros de
la muestra de colageno 1,5%. Por otro lado, el analisispor IR-TF, en el colageno 1,5%
v/iv de é&cido acético se reportaron las bandas representativas de un esqueleto
polipeptidico, identificadas como amida: A; B; I; 11 Y Ill, marcas sensitivas de un
colageno tipo I. Ademas, esta técnica permitié determinar el rango de temperaturas de
desnaturalizacion del colageno la cual estuvo entre 50 y 60 °C, al observarse que no
aparecieron algunas bandas caracteristicas en el espectro,especificamente a T=60 °C,
debido a la pérdida de agua en el colageno. También se identificaron los aminoacidos
glicina y prolina por cromatografia de papel en ambas muestras analizadas. Esta
investigacion es un aporte importante, al estudio de las caracteristicas quimicas del
colageno de la piel de la cola de la especie marinaT. atlanticus,ya pesar de la presencia
de metales en el colageno,como por ejemplo, plomo los niveles de este, no representaron
toxicidad. Ademas, si los pasivos ambientales (aletas, piel, escamas y visceras)
provenientes de las empresas pesqueras pudieran ser utilizados en la produccion de
colageno o de hidrolizados colagenicos (gelatina)con mayor valor agregado, esto
podriacontribuir a disminuir la contaminacién ambiental en las zonas costeras de la
ciudad de Cumand, Estado Sucre, Venezuela.
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INTRODUCCION

Todas las sustancias quimicas que se encuentran en elorganismo estan incluidasdentrode
las macromoléculas organicas y las moléculas inorganicas, o ambas inclusive. La clase
de compuesto estd determinadapor la presencia o ausencia de carbono. En general, las
sustancias inorgéanicasno tienen carbono y tienden a ser pequefias y sencillas, como por
ejemplo, el agua y las sales. Mientras que los compuestosorganicoscontienen carbono y
entre los mas importantes del organismo podemos nombrar: carbohidratos, lipidos,
acidos nucleicos y proteinas. La mayoria de los compuestos organicos son

macromoléculas unidos por enlaces covalentes (Elaine, 2008).

Proteinas

Todas las proteinas son macromoléculas quedesempefian una amplia gama de funciones,
con un papel energético mucho menos importante que los lipidos y carbohidratos. Los
constituyentes principales de las proteinas son los a-aminoécidos, los cualesrepresentan
a los mondémeros, que se combinan para formarlas.De los 20 aminodcidos que las
constituyen (tabla 1), nueve de ellos son esenciales para el hombre, debiendo ser
suministrados por la dieta,ya que la velocidad con que son sintetizados es insuficiente
para los requerimientos del individuo (Cox y Nelson, 2007). La deficiencia dietaria de
un solo aminoacido esencial disminuye la sintesis proteica, aumenta el catabolismo de
los aminoacidos restantes,y determina un balance nitrogenado negativo para el

organismo (nitrégeno eliminado mayor que el ingerido) (Elaine,2008).

Todos los aminoacidos tienen un grupo amino (NH), que les confiere propiedades
basicas, yun grupo acido(COOH), que les permite actuar comoacidos. De hecho, todos
los aminoéacidos son idénticosexcepto en un solo grupo de atomos llamado grupo R. Asi,
son las diferencias en los grupos R logue hace a cada aminoacido quimicamente unico
(Whitford, 2005). Porejemplo, un grupo amino extra (NH2) en el grupo Rhace que el

aminoéacido sea mas basico (figura 1).



Tabla 1. Tipos de Aminoacidos (Whitford, 2005)

Aminoéacidos (Abreviaturas)

No esenciales Alanila (Ala-A)
Arginina (Arg-R)
Aspartato (Asp-D)

Asparragina (Asn-N)

Cisteina (Cys-C)
Glutamina (GIn-Q)
Glutamato (Glu-E)

Glicina (Gly-G)

Prolina (Pro-P)
Serina (Ser-Sr)
Tirosina (Tyr-Y)

Esenciales Histidina (His-H)
Meteonina (Met-M)
Treonina (Thr-T)
Valina (Val-V)
Leucina (Leu-L)
Isoleucina (lle-I)
Fenilalanina (Phe-F)
Triptofano (Trp-W)
Lisina (Lis-K)
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Figura 1. a) Glicina; b) Lisina, aminoacidobasico y c) Cisteina, aminoacido con
azufre.

Los aminoacidos estan unidos en cadenas para formarmoléculas de proteinas grandes y
complejas, quecontienen desde 50 hasta miles de aminoacidos. Las cadenasde

aminoacidos que contienen menos de 50 aminoacidosse Ilaman poli péptidos (Cox y

Nelson, 2007).

Las moléculas proteicas poseen cuatro niveles de organizacion estructural (figura 2):
primaria (Secuencia), secundaria (plegado local), terciaria (plegado global) y cuaternaria
(asociacion de varias cadenas). En el primer nivel de organizacién, la secuencia de

aminoacidos, viene dada por la secuencia de Acido Desoxirribonucleico (DNA, siglas en

inglés) del gen para cada proteina
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Figura 2. Niveles de organizacion estructural de las proteinas(Mathewsy Van Holden,
2002).

La estructura primaria es fundamental para la forma tridimensional que tendra la
proteina. Cualquier modificacion en la secuencia de aminoacidos podria ocasionar un
cambio en la estructura tridimensional, y afectara la funcion bioldgica de la proteina. A
medida que la cadena de aminoacidos se va ensamblando, empiezan a tener lugar
interacciones entre los diversos aminoacidos de la cadena. Pueden formarse
interacciones de hidrdgeno entre el hidrégeno del amino de un aminoacido y el oxigeno
del carboxilo de otro. A causa de estas uniones la cadena polipeptidica se pliega,
adoptando dos posibles configuraciones espaciales, gueconstituyen lo que se conoce
como estructura secundaria de una proteina. Estas dos configuraciones son las llamadas

a-hélice y B-hoja plegada (Conn, 1998).

La a-hélice, se caracteriza por formar una estructura geométrica en espiral, muy
uniforme, en la que cada vuelta esta constituida por 3,6 aminoacidos. Esta hélice se
mantiene mediante interacciones de hidrégeno, entre el hidrogeno del grupo amino del
enlace peptidico de un aminoéacido y el oxigenodel grupo carboxilo del cuarto residuode
la hélice (figura 3). Dentro de este grupo se pueden mencionar proteinas estructurales
como el colageno, la queratina y la elastina (MathewsyVan Holden, 2002).Las proteinas
mas abundantes en la matriz extracelular son aquellas que pertenecen a lafamilia del
colageno (Gelse&Pdschl, 2003).
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Figura 3. Interacciones de hidrogeno de la a-hélice(Gelse&Pdschl, 2003).

Colégeno

El colageno es la proteina mas abundante de origenanimal (Muyongaet al., 2004), que
constituye aproximadamente de 25 a 30% de todas lasproteinas de los organismos
animales, representando un componente importante detodos los tejidos conectivos del
cuerpo (musculos, dientes, huesos y piel), peroconcentrdndose especialmente en los
ultimos dos tejidos nombrados anteriormente, y también se encuentra en el intersticio
depracticamente todos los Organos, donde pueden contribuir a la estabilidad de los

tejidos y 6rganos, ya mantener su estructura e integridad (Gelse&Pdschl, 2003).

La molécula de tropocolageno es la unidad basica de la fibra de colageno, es una hélice
de tres cadenas polipeptidicas, cada una con aproximadamente 1000 residuos. Las
cadenas individuales son hélices orientadas a la izquierda, con aproximadamente 3,3
residuos/vuelta. Tres de estas cadenas se enrollan, unas alrededor de las otras hacia la
derecha, con enlaces de hidrogeno que se extienden entre ellas (Lehningeret al., 1995)
(figura 4).



a) b) <) d)
Figura 4. Estructura del colageno. a). Estructura secundaria helicoidal levdgira con
tres residuos por vuelta. Secuencia repetitiva Gly-Pro-Hyp. b y ¢).Tres hélices se
enrollan entre si de forma dextrégira (tropocolageno). d y ). Separacion entre las
moléculas de coldgeno. f). fibrillas(Murray et al., 1998).

El examen del modelo revela que cada tercer residuo,que debe encontrarse cerca del
centro de la hélice triple, solo puede ser glicina (Gly). Cualquier cadena lateral distinta
de Gly seria demasiado voluminosa. La formacion de las hélices individuales del tipo
colageno también resulta favorecida por la presencia de prolina (Pro)e hidroxiprolina
(HyP) en la molécula de tropocolageno. Un conjunto que se repite en la secuencia es la
forma Gly-X-Y, donde X suele ser Pro e Y, Pro y/o HyP/ hidroxilisina (HyL) (Murray et
al., 1998).

Para realizar adecuadamente sus mdltiples funciones, el coldgeno presenta un gran
nimero de variantes genéticas en los organismos superiores. Esta macromoléculaes
excepcional en su extensa modificacion de prolina a hidroxiprolina.La mayoria de los
enlaces de hidrégeno entre las cadenas en la hélice triple se establecen entre protones
amidas y oxigenos carbonilo, aunque los grupos —OH de la hidroxiprolina también
parecen participar en la estabilizacion de la estructura (Figura 5).Las moléculas
individuales de tropocolageno se empaquetan juntas formando una fibra de colageno de
una manera especifica. Cada molécula tiene una longitud de aproximadamente 300
nanometro (nm) y se solapa con su vecina en aproximadamente 64 nm, produciendo el

aspecto caracteristico de bandas de las fibras (Cox y Nelson, 2007).
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Figura 5. Transformacion de prolina a hidroxiprolina(Elaine, 2008).

Esta estructura proporciona una resistencia notable: las fibras de coldgeno de los
tendones tienen una resistencia comparable a la del cable de cobre de alta resistencia
(Whitford, 2005).Parte de la dureza del colageno se debe al entrecruzamiento de las
moléculas de tropocoldgeno,mediante una reaccién que utiliza las cadenas laterales de la
lisina (Lys). Algunas de las cadenas laterales de la lisina se oxidan para dar lugar a
derivados aldehidos, que, a continuacion, pueden reaccionar con un residuo de lisina o
bien unos con otros mediante una condensacion aldolica y deshidratacion,para dar lugar

a un entrecruzamiento (Figura 6).
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Figura 6. Enlaces covalente entre residuos de Lisina de una fibra colagénica
(Cox y Nelson, 2007)

Este proceso sigue a lo largo de la vida, y los entrecruzamientos que se acumulan hacen
gue el colageno sea cada vez menos elastico y mas quebradizo(Cox y Nelson, 2007). La
principal funcion del colageno es mantener la estructura de los tejidos animales ymejorar

la fuerza, resistencia y flexibilidad delos tejidos.



Cuando se va perdiendo la calidad y cantidad de esta proteina, la piel va disminuyendo
su elasticidad, también se presenta fragilidad en ufias, pérdida de elasticidad del cabello,
aparicion de manchas tipo lunar en brazos y manos, endurecimiento de los tejidos y las
valvulas cardiacas, fragilidad de los discos intervertebrales y desgaste de meniscos
(Zurita,2009).

Sintesis de Colageno

Cuando una célula se divide para formar dos, se sintetizan todo tipo de macromoléculas
portadoras de informacion, entre ellas las proteinas. Los procesos moleculares que
subyacen bajo este flujo genético de informacién pueden dividirse en tres etapas, que se

ilustrana continuacion(Figura 7).
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Figura 7.Sintesis del colageno (MathewsyVan Holden, 2002).

Cada proceso numerado corresponde a la siguiente descripcion:

1. Replicacién: es la copia de las dos cadenas de una molécula de DNA,

2. Transcripcion: es el proceso por el que se copia una cadena de DNA en una molécula
de RNA (Acido ribonucleico, siglas en inglés) complementaria.

3. Transduccion: es cuando una secuencia de RNA dicta una secuencia proteica.



Luego de la traduccion las proteinas sufren modificaciones, y el colageno es un
importante ejemplo de ello. En primer lugar el polipéptido recién traducido se hidroxila
y, a continuacion, se unen los azucares para dar procolageno. Este contiene alrededor de
1500 residuos, de los cuales aproximadamente 500 estan en las regiones N-terminal y C-
terminal, que no tienen la secuencia caracteristica de la fibra de coldgeno descrita
previamente. Tres moléculas de procoldgeno enrollan sus regiones centrales formando
una hélice triple, mientras que las regiones N-terminal y C-terminal se pliegan formando
estructuras globulares. Las hélices triples de procolageno se exportan a continuacion al
espacio extracelular; en este punto las regiones terminales se separan mediante enzimas
especificas, dejando sélo la hélice triple de tropocolageno.A continuacion, estas
moléculas se ensamblan dando lugar a las formaciones escalonadas. Finalmente, los
entrecruzamientos juntan a las moléculas formando una fibra dura de coladgeno (Potaros
&Raksakulthai, 2009).

Clases y familias de colageno

Cientificamente, se conocen 19 clases de colageno que estan designadas como tipo | al
tipo XIX , aunque en otros articulos se habla de 26 tipos de colageno genéticamente
distintos, que varian considerablemente en su complejidad y la diversidad de
suestructura (tabla 2) (Bae&Osatomi, 2008 y Woo&Yu., 2008). Cada uno de estos tipos
de coladgeno se encuentra en lugares diferentes del cuerpo y con caracteristicas

especificas.

El colageno tipo | es el mas abundante y estudiado, forma alrededor del 90% de la masa
organica de los huesos, y esel principal en la piel, los tendones, ligamentos, la cérnea,
como tambien muchos tejidos conectivos (Figura 8-a). Sufuncion es la de proporcionar
rigidez a los tendones y en los huesos; esto define las propiedades biomecéanicas de

carga, rigidez torsionaly resistencia a la traccién (Gelse&Pdschl, 2003).



Tabla 2. Tipos de colageno

Tipo Distribucion tisular  Forma molecular Caracteristicas
Forma predominante en los
| Huesos,  tendones, [aa(1)2] o2 organismos maduros; se
piel, dentina, compone de dos tipos de
ligamentos, arterias cadenas, contiene poca
y utero hidroxilisina e
hidroxilisinaglucolisada.
Contenido relativamente alto de
1 Cartilagos hialinos [az(1D]2 hidroxilisina e
hidroxilisinaglucolisada.
Contenido relativamente alto de
11l Piel, cartilagos vy [aa(11D)]2 hidroxiprolina, contiene enlaces
utero disulfuros entre cadenas.
Contenido alto de hidroxilisina e
IV Membranas basilares [a1(IV)]2 hidroxilisinaglucolisada,

contiene enlaces disulfuros entre
cadenas y presenta importantes

zonas globulares.

El colageno tipo Il se encuentra especialmente en elcartilago, cuerpo vitreo y nuicleo

pulposo; es el componente predominante del cartilagohialino (Figura 8-b), y ademas

define propiedades biomecanicas como el colageno tipo I.

El colageno tipo 111 es el constituyente mas importante de las fibras reticulares en los

tejidos intersticiales de los pulmones,el higado, la dermis y el bazo.Mientras que, los

tipos V y Xl se consideran una subfamilia del colageno fibrilar, pues se mezclan con los

tipos mencionados anteriormente y forman condiciones especificas,es el caso de la union

del colageno tipo V con el tipo I y Il, contribuyendo a la matriz organicadel hueso, la



matriz intersticial de los musculos, el higado, los pulmones, la placenta y en lacrnea
(Ricard-Blum&Ruggiero, 2005).

(a) (b)
Figura 8. a). Micrografia del colageno de la piel (tipo 1); b). Micrografia del Colageno
del tejido hialino (tipo I1).

El colageno tipo Ill es el constituyente mas importante de las fibras reticulares en los
tejidos intersticiales de los pulmones,el higado, la dermis y el bazo.Mientras que, los
tipos V' y Xl se consideran una subfamilia del colageno fibrilar, pues se mezclan con los
tipos mencionados anteriormente y forman condiciones especificas,es el caso de la union
del colageno tipo V con el tipo | y Il contribuyendo a la matriz organicadel hueso, la
matriz intersticial de los musculos, el higado, los pulmones, la placenta y en lacrnea
(Ricard-Blum&Ruggiero, 2005).

Por su parte, el colageno tipo Il y el tipo XI se distribuyen en el cartilago articular,
proveyendoestabilidad de torsion y fuerza de traccion a sus tejidos (Riesleet al., 1998).

Otra familia del colageno esta comprendida por los tipos IX, XII, XIV, XIX, XXy XXI,
los cuales sedistribuyen especialmente en el cartilago, cornea y humor vitreo (IX):
ligamentos y tendones(XIl), la dermis, pared del vaso, placenta, pulmones e higado
(XIV); epitelio de la cornea, pielembrionaria, cartilago esternal y tendon (XX); pared de

los vasos sanguineos (XXI).Existen otros tipos de colageno como el VI, llamado micro



fibrilar, que se encuentra en ladermis, cartilago, placenta, los pulmones, la pared del
vaso y en el disco intervertebral. (Bitar&Salih, 2007).

Usos y aplicaciones
Gracias a sus caracteristicas quimicas unicas, el colageno se ha utilizado en diversos
campos de la industria, con aplicaciones en materiales biomédicos, en la

industriafarmacéutica, cosmética y en alimentos (Potaros &Raksakulthai., 2009).

Actualmente el coldgeno tiene aplicaciones muy importantes en el campo de los
materialesbiomédicos y biomateriales. Un biomaterial es una sustancia, elemento
ocombinacion de estos, ya sean sintéticos o naturales, que pueden utilizarse para
reemplazarparcial o definitivamente una funcién que desempefia alguna parte del cuerpo
humano,también se ha definido como un elemento capaz de adaptarse al cuerpo humano
y desarrollaruna funcion especifica. Los biomateriales mas usados son las
aleacionesmetalicas, polimeros, ceramicos y sustancias biologicas. Entre las sustancias
bioldgicas, el coldgeno ha sido uno de los mas empleado y comerciales.Los
biomateriales han tenido gran importancia para la ingenieria de tejidos, ya que
estecampo se basa en la utilizacién de estos materiales y al respecto se han realizado
diferentesestudios para demostrar la aplicabilidad del colageno (Villela, 2004 y Zamora
etal., 2010).

Uno de los principales usos del coldgeno es en la elaboracion de cépsulas duras y
blandas para contener medicamentos. El colageno se hidroliza hasta la formacion de
gelatinas que son tratadas para fabricar miles de capsulas (Figura 9-a).Sin embargo, el
colageno ha tenido mayor utilidad en aplicaciones cosméticas desde hace mucho tiempo,
ya que se ha evidenciado que tienen resultados positivos en la prevencion del deterioro
de la piel y por tanto se han fabricado cremas, mascarillas y toda clase de cosméticos
(Figura 9-b). Desde hace pocos afios seha empezado a introducir en el mercado de los

complementos nutricionalesde uso oral (Figura 9-c) (Pomares, 2010).



Figura 9. Diferentes usos del colageno: a). Capsulas blandas b) Mascarilla de
coldgeno y c¢) Colageno hidrolizado

Esta aplicacion tiene ventajas frente al uso de cremas y lociones, yaque el complemento
alimenticio penetra hasta las capas mas profundas de la piel, gracias aque los
aminoacidos que componen el colageno son absorbidos y utilizados para laregeneracion
del tejido conjuntivo, en el desarrollo de este producto se ha sustituido el colageno
bovino por el de origen marino por su mayor disponibilidad en contraposicion con el

colagenotradicional de origen bovino.

Respecto al colageno para el tratamiento de heridas, se han desarrollado productos
comoparches y apositos o0 gasas, los cuales tienen grandes beneficios al momento de
lacicatrizacion. Se ha evidenciado que la fuerza tensil de las cicatrices se aumenta en un
40% ytambién que acelera la reparacion tisular, disminucién de la respuesta inflamatoria
local,beneficia la capacidad para reducir la carga bacteriana e incentiva la formacién de

tejido conectivo (Gonzélez y Rodriguez, 2004).

Lo anteriormente expuesto hace evidente la importancia que tiene la produccion de
colageno, ya que es unamateria prima Optima para diferentes productos cosméticos y
farmacéuticos, y también es un componente principal de productos de mayor valor
agregado, como los que son aplicados en laingenieria de tejidos y el tratamiento de
heridas. Para estas aplicaciones tradicionalmente seha empleado el colageno de origen
bovino y porcino, pero ya se han realizado diferentesanalisis de la utilizacién de fuentes

diferentes como la piel de pescado, lo cual ha resultado satisfactorio.



Fuentes de obtencion

La principal fuente de extraccion de colageno ha sido hasta el momento de los residuos
del beneficio de especies bovinas y de la piel, huesos y cartilagos de cerdo (Wang &An,
2008). Estas fuentes tradicionales de colageno presentan dificultades y son inapropiadas
para muchos grupos religiosos y étnicos, debido a limitaciones socio-culturales. En el
caso del judaismo y el Islam se prohibe el consumo de productos relacionados con el
cerdo, y para los hindues el consumo de productos relacionados con las reses (Karim
&Bhat, 2009), y también se ven restricciones en su consumo por condiciones de salud,
ya que, se teme ante enfermedades como la encefalopatia espongiforme bovina y la
fiebre aftosa (Asher, 1999 y Wilesmithet al.,1991).0Otro tipo de limitacion son los costos
de obtencion de colageno de bovinos, ya que se ve afectado por el alto valor que tiene el

levante de este tipo de animales y de la baja productividad en colageno.

Debido a la problemética anterior, la comunidad cientifica se ha propuesto investigar y
encontrar fuentes alternativas de materia prima para la obtencion de colageno;estudiando
aquellas que provienen del medio acuatico y a los residuos que generan las empresas
procesadoras de pescados, tales comopieles, huesos, visceras y escamas
(Senaratne&Park,2006).

Con respecto ala busqueda de nuevas fuentes de colageno, se han realizado diferentes
estudios para evaluar las propiedades funcionales y quimicas del colageno de las pieles
de varias especies de peces, de agua dulce y salada(Woo&Yu, 2008). Entre los peces
estudiados se encuentran: el bacalao comin (Sadowska&Kolodziejska, 2003), perca
comdn (Muyongaet al., 2004), carpa gris (Zhang&Liu, 2007), tiburén bambu
(Kittiphattanabawon&Benjakul, 2010) y carpa plateada (Zhanget al., 2009). Una de las
primeras investigacionesrealizada en Japon (Nagai&Suzuki, 1999) tuvo como objetivo
describir la extraccion y estudiar las propiedades térmicas del colageno a partir de piel,
hueso y aletas de: la perca japonesa (Lateolabraxjaponicus), caballa (Scomberjaponicus)

y el tiburdn toro japonés (Heterodontusjaponicus).



El colageno de piel de pescado ha tomado mucha importancia y, a la vez, se ha
convertido en una solucién al problema ambiental de las empresas de procesamiento de
pescado. En la produccion de filete, se generan diferentes residuos, como son la piel, los
huesos, escamas, visceras y cabeza, los que constituyen entre un 50-70% del peso total
de la materia prima. Al aumentar la produccion de filete es evidente que también habra
un aumento en la generacion de residuos(Serrano, 2011).

Estos desperdicios han generado grandes problemas ambientales para las plantas de
procesamiento, las que no han tenido un manejo adecuado y han causado
contaminaciones principalmente en las fuentes de agua. En la mayoria de las plantas que
se dedican al procesamiento de pescado, los residuos son enterrados o vertidos a los
cuerpos de agua sin ningun tratamiento. Las plantas procesadoras de mayor tamarfio los
utilizan en la elaboracién de harina de pescado y productos de consumo animal. En
términos generales, por falta de procesadoras con adecuadas normas ambientales y
procesos estandarizados, los residuos son considerados sin ningan valor y manipulados
inadecuadamente. Entre los desperdicios, la piel es el de mayor importancia y potencial,
ya que constituye aproximadamente el 30% y ademas es considerada rica en colageno,
por lo cual llama la atencion como fuente de esta proteina
(Kittiphattanabawon&Benjakul, 2010).

Atunes: Recursos pesqueros

La flota Pesquera nacional venezolana captura 200000 toneladas métricas de pescado
anual. El estadoSucre es el primer productor con un promedio de 43000 toneladas
métricas por afio, de las cuales el 20-30 % es de atin. En este estado estan instaladas las
principales empresas enlatadoras del pais, las cuales exportan productos de alta calidad a

los mercados internacionales mas exigentes (Guararima y Cadenas, 2012).

El atin es una especie que se encuentra distribuida en todos los mares del mundo.Son

peces con caracteristicas morfolégicas que les permiten ser buenos nadadores; tienen



cuerpo fusiforme, cabeza pronunciada en forma de piramide triangular, y su piel esta
lubricada con un "mucus" que reduce la friccion con el agua. EIl
Thunnusatlanticus(Figura 10), es una especie de atin cuya clasificacion cientifica lo
ubica en el reino: Animalia; filo: Chordata;clase: Actinopterygii; orden: Perciformes;

familia: Scombridae;Género: Thunnusy especie: atlanticus(Cervigén, 1998).

Figura 10. Atdn (Thunnusatlanticus)

Con base en esto, se realizé un estudio del colageno soluble en &cido acético en la piel
de la cola de attn (Thunnusatlanticus), especie marina que habita en el océano Atlantico
y es procesada en las industrias pesqueras asentadas en la ciudad de Cumana, estado
Sucre y el estudio de su colageno permitio evaluar las caracteristicas quimicas de esta
proteina, lo cual propiciara su uso en la industria como un material tecno-funcional. En
el estado Sucre, existen empresas procesadoras de pescado (atln y sardinas) que proveen
pescado para consumo humano y generan gran cantidad de residuos; de alli la
posibilidad de evaluar el colageno,para darle valor agregadoa estos residuos mediante la
obtencion de productos como el coldgeno o los hidrolizados colagénicosy de esta
manera impulsar undesarrollo sustentable y redituable, en un futuro cercano, de estos

desechos que representan hasta ahora un pasivo ambiental en el estado.



METODOLOGIA

Tratamiento de Muestra

El atdn que se utilizd se compr6 en el mercado municipal de la ciudad de Cumana,
estado Sucre, Venezuela. Los ejemplares se seleccionaron de edad adulta con una
longitud entre 70 y 90 cm de longitud (medidos desde la boca hasta la aleta caudal). Para
la extraccion del colageno se procesaron las pieles de tres colas, parte posterior del
cuerpo del pescado. Estas se cortaron y se separaron delos residuos de tejido muscular
raspandolas con un cuchillo, luego fueron cortadas y lavadas con varias porciones de
agua destilada, finalmente se guardaron bajo refrigeracion hasta el momento de la

extraccion del colageno.

Extraccion

La técnica de Bryan y Bailey (1978) se utilizé para la extraccion del colageno soluble
con acido acético a 1,5 y 5,0 % v/v. Todos los reactivos liquidos fueron refrigerados
para mantener el proceso de extraccion a temperaturas por debajo de la ambiental.. Se
tomaron 6 muestras de piel de 3,0 g c/u y se lavaron con dos porciones de 20 ml de
solucion de NaCl 0,15 mol/l, tres de estas muestras se suspendieron c/u en 30 ml de
acido acético 1,5 %v/v,mientras quelas otras 3 muestras se suspendieron en el mismo
volumen de solucién de &cido acético pero de concentracion 5,0 % v/v, y se refrigeraron
a 5 °C por 48 horas. Todas las soluciones se filtraron y los residuos insolubles se
extrajeron secuencialmente (maximo 4 veces) por 24 horas con sus respectivos
solventes. Se reunieron los filtrados y el colageno se precipit6é con solucién de NaCl 2,0
mol/l. La separacion del colageno soluble en é&cido se realizO por
centrifugacion(centrifugaEppendonrf, modelo 5702R, refrigerada), programando la
centrifuga a 3000 rpm por 5 minutos, cuya temperatura oscil6 entre 20 °C y 5 °C. De
esta forma se obtuvo el colageno nativo, manteniéndose bajo refrigeracion hasta su

purificacion.



Purificacion

Los diferentes extractos colagénicos se dializaron utilizando papel celofan incoloro
sumergido en agua destilada fria,utilizandoun sistema de mezclado continuo con
agitador magnético durante 4 horas, y cambiando el agua cada hora; se monitored
elcontenido salino del agua del lavado al hacerse reaccionar con AgNOz. De esta manera
se obtuvieron las muestras purificadas, las cuales se guardaron bajo refrigeracion para

los andlisis posteriores.

Hidrdlisis del colageno
El colageno se hidroliz6 mediante reflujo por una hora a 100 °C, con una solucion
deHCI 19,0 % v/v. El hidrolizado se refrigerd para realizar analisis de aminoacidos por
cromatografia de papel.

CARACTERIZACION

Determinacion de humedad

Inicialmente se lavaron, secaron y pesaron las capsulas o crisoles de porcelana a usar en
el analisis. Luego se pesaron 6muestras de 1,0 g de cada colageno extraido con acido
acético 1,5 y 5,0% v/v y fueron colocadas en una estufa modelo J.P. Selecta, a una
temperatura de 50 °C, por 3 horas. Transcurrido este tiempo las capsulas se colocaron en
un desecador por 20 minutos y se pesaron. Luego se repitid el procedimiento por una
hora hasta alcanzar un peso constante. Se determiné el porcentaje de humedad para cada

una de las muestras de colageno.

Determinacién de pH
Se colocaron2,0 ml de cada muestra de colageno liquido en un beaker de 100 mly se les

midio el pH con un pHmetro, marca Denver modelo Ultra Basic.



Cromatografia de papel

Este método reproduce excelentes resultados en la determinacion de los aminoacidos
que caracterizan al colageno, entre estos, se encuentran prolina y glicina. Estos son
facilmente identificables debido al color de cada uno, en comparacion al resto de los

aminoacidos.

Enla cromatografia de papel, para identificar los aminoécidos de los hidrolizados
colagénicosse utiliz6 una comparacion de los factores de retencion (Ry, siglas en inglés)
experimentales con los tedricos. Se emplearon patrones de glicina y de gelatina
comercial, la cual contiene todos los aminoacidos. La fase movil fue una mezcla de
solventes: n-butanol: agua: acido acético (4:1:1) y como revelador se utilizéuna solucion
de ninhidrina 0,2% m/v en etanol. Las muestras de colageno soluble en &cido acético 1,5
y 5,0 % v/v y los patrones se colocaron por separado con un capilaren el extremo de un
papel de filtro whatman n° 2. Este se introdujo en un tanque cromatografico conteniendo
la mezcla de solventes. Una vez, alcanzada la altura apropiada del solvente. El papel se
secd a temperatura ambiente y luego se revelé con ninhidrina colocandolo en la estufa.
Se midieron las distancias recorridas tanto de las muestras de coladgeno como del patron

y se calcularon los R de cada aminoacido.

Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN-1H)

Los espectros de RMN de protones a temperatura variable se obtuvieronen el laboratorio
de RMNdel Centro de Quimica del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(CQ-IVIC), haciendo uso de un espectrdmetro BrukerAdvance de 300 MHz. Las
muestras de cada colageno se secaron previamente a 50 °Cy se disolvieron en agua
deuterada para su analisis, los espectros se obtuvieron a las temperaturas de 25, 35, 45y
55 °C.



Espectrometria de emision Optica con Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-
OES)

Los analisisse realizaronen el IIBCA-UDO,con un Espectrometro de Emision Optica de
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES, siglas en inglés), marca Perkin Elmer
modelo Optima 5300 DV. Se utilizé 1,0 g de cada muestra de colageno (1,5 y 5,0% v/v
en acido acético) y sedisolvieroncon 5,0 ml de HNOsconcentrado,se calentaron por 20
minutos a 60° C, luego se enrasaron hasta 10 ml con agua desionizada. Se determinaron
las concentraciones de plomo (Pb) y ademas se realiz6 un analisis cualitativo de los
siguientes elementos quimicos: Zinc (Zn), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Niquel (Ni),
Cobalto (Co), Manganeso (Mn), Cromo (Cr), Plomo (Pb), Mercurio (Hg), Aluminio
(A, Hierro (Fe) y Silicio (Si) de las soluciones. Se aplicé el control de calidad de las
medidas, curva de calibracién, limite de deteccion, precision y exactitud en el ICP-OES,

como sigue:

e Verificacion correcta de la presion en los cilindros de argon y nitrégeno gaseoso.

e Correcto funcionamiento del nebulizador.

e Comprobacién de que la cdmara de nebulizacién este limpia y en buen estado.

e Verificacidn de que el drenaje esté en posicion correcta.

e Evitar las condensaciones en el tubo de transferencia a la antorcha.

e Verificacidnde la posicion correcta de la antorcha.

e Alineacion de la dptica con respecto a la antorcha.

e Comprobacién de la correcta disposicién de las zonas del plasma.

e Aseguramiento de un tiempo de lavado adecuado con una disolucion acida (1%
v/v de HNO3).

e Verificacion de los patrones de plomo (Pb) que estén preparados correctamente.

e Seleccionar las lineas de emision: sensibilidad e interferencias de manera
adecuada.

A continuacidn se presenta la curva de calibracion que se utilizopara determinar los

niveles de plomo en los extractos colagénicos:



Figura 11. Curva de calibracion de Pb por ICP-OES

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (IR-TF)

Los grupos funcionales de las muestras extraidas en medio acido de la piel de la cola de
deT. atlanticus, se identificaron mediante los analisis por espectrofotometria infrarroja
con transformada de Fourier (IR-TF) usando un equipo IR-TF modelo Frontier,
marcaPerkin Elmer, el cual se encuentra ubicado en las instalaciones del IBCA-UDO.
Para los andlisis, las muestras se secaron a temperaturas de: 30, 40, 50 y 60 °C, luego se
trituraron y mezclaron con KBr en un mortero de cuarzo. La mezcla se usé para preparar
los comprimidos y ser finalmente analizados en el equipo previamente calibrado con
poliestireno (PS). Los espectros infrarrojos (IR) de las muestras estudiadas se obtuvieron
después de acumular 24 barridos con una resolucion de 2 cm™ en un rango entre 400 a
4000 cm'?,



RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de colagenode la piel de la cola de atun (Thunnusatlanticus) en medio
acido.

En el proceso empleado para obtener los extractos colagénicos, solubles en &cido acético
a 1,5y 5,0% v/v, fue necesario tener en cuenta varias consideraciones. Los metodos
utilizados habitualmente para la separacion de proteinas puras se basan en su distinta
solubilidad a determinadas condiciones: concentracion de reactivos, temperatura, pH
préximo o alejado de su punto isoeléctrico y la fuerza idnica del medio, de modo que,
por regla general se favorece la eliminacion de materiales no colagenosos que pueden
interferir en el proceso. En este estudio los residuos no colagenosos fueron removidos de
la materia prima con lavados de solucion de hidroxido de sodio 0,1 mo/l, previo a la
extraccion de la muestra. Otros trabajos de investigacion han reportado lavados con las
mismas soluciones variando el tiempo de exposicion (Wang &An., 2008).

En este sentido, la piel se extrajo bajo dos concentraciones diferentes de acidez y se
realizaron 4 extracciones sucesivas (una por 48 h y las otras cada una por 24 h). Durante
las primeras 48 horas del procesose pudo observar el hinchamiento de la piel, causado
por la separacion entre el colageno y el resto del tejido de la piel, con las soluciones de

acido acético (Figura 11).

Figura 12. Piel de atan(Thunnusatlanticus) en solucion de &cido aceético.



Los solventes acidos diluidos son usados en la metodologia de Bryan & Bailey
(1978),siendoel acético, clorhidrico ola solucién amortiguadora de citrato, los mas
utilizados para disolver la mayor parte del colageno nativo, aunque se limita a la porcién
de colageno no entrecruzado, con excepcion de las fibras entrecruzadas, que pueden
estar prevalentes debido a su labilidad frente al pH del solvente (3,0), el cual disocia a
dichos enlaces y por efectos de las fuerzas repulsivas de las cadenas de la triple hélice,
causan el hinchamiento de lasestructuras fibrilares (Fratzl, 2008).En esta investigacion
se logro extraer el colageno nativo de la piel de atun en soluciones de &cido acético
diluido de concentraciones 1,5 y 5,0% v/v (Figura 12).Por lo tanto, se solubilizo el
colageno con &cido acético 1,5% v/v y de modo contrario con concentraciones mas altas,
5,0% v/v se debilitaron las uniones hidréfobas dentro de la triple hélice o tropocolageno,
ya que estas interacciones entrecruzadas son menos labiles que aquellas encontradas en
el exterior de estas fibras y quedaron sujetas a la alta concentracion del solvente de
extraccion. Con base en esto, se puede inferir que el extracto colagénico con mayor

porcentaje de colageno nativo fue el extraido con el acido acético diluido a 1,5% v/v.

Figura 13. Extracto de colageno de la piel de atin (Thunnusatlanticus) en solucion de
acido acetico.

El coldgeno es habitualmente precipitado utilizando concentraciones de
solucionesconocidas de cloruro de sodio (Figura 13), el cual constituye uno de los
métodos mayormente sugeridos. En solucion neutral fria de cloruro de sodio 2,2; 4,4y
1,5mol/l precipitan los colagenostipo I, 11 y 111 respectivamente (Devlin, 2004).



Figura 14. Colageno de la pielde atun (Thunnusatlanticus) precipitado con cloruro de
sodio 2,0 mol/l

De este proceso de optimizacion se logro la precipitacion adecuada de la piel de la cola
de atun con solucion de NaCl 2,0 mol/l a pH 3,0, ya que a concentraciones mayores no

se logro precipitar.

Investigaciones recientes reportan quelos colagenos tipo 11y Il (Leal, 2001) de la aleta
dorsal y caudal del cazén chino (Rhizoprionodonporosus) se obtuvieron usando
soluciones deNaCl: 0,8; 1,2 y 2,0 mol/lrespectivamente a pH menores de 5,0. Mientras
que, el colageno de las pieles de: la tilapia del Nilo (Orechromisniloticus)
precipitaroncon NaCl 0,9 mol/l (Potaros et al.,, 2009), yla carpa herbivora
(Ctenophatyngodonidella) con NaCl1,5 mol/l(Zhang et al., 2009).De manera, que la
precipitacion del colageno depende de cada tejido y especie.

Se observd algo muy particular con el extracto colagénico obtenido con &cido acético
al5,0% v/v,en primer lugar, se precipitdé menor cantidad con respecto al colageno
extraido a 1,5% v/v y se solubiliz6 en agua a temperatura ambiente formando un gel con
mucha facilidad; esto podria deberse a que al aumentarla concentracion de
acidoseoriginduna posible desnaturalizacién parcial del colageno. Cuando este proceso
ocurre, la triple hélice a pierde su estructura helicoidal por la disociacion de los enlaces
de hidrégeno entre las cadenas polipéptidicas (Choet al., 2005).



Determinacion de humedad

La determinacion del contenido de agua,analiticamente llamado humedad,es uno de los
analisis mas importantes, utilizados en el proceso y control de alimentospara su
comercializacion, debido a que se garantiza su estabilidad. El analisis de humedad se
determina por la pérdida de la masa que sufre el alimento cuando se somete a una
combinacién de tiempo y temperatura adecuada, y el material que se obtiene se conoce
como residuo sélido.El porcentaje de humedad varia entre un 60 y 95% en los alimentos
naturales (Tirado et al., 2015).

Elpromedio del porcentaje de humedad obtenido para losextractos colagénicos de 1,5y
5,0% v/v en acido acético fue de 90,053 y 90,971% respectivamente(Tabla 3 y 4), estos
resultados coinciden conlosreportados para diferentes tipos de alimentos naturales
(Tirado et al., 2015 y Garcia et al., 2012).

Existe mayor porcentaje de humedad en el producto que se extrajo a concentracion de
acido 5,0% v/v y esto implica que contiene menor cantidad de residuos solidos
(9,029%), mientras que el colageno que se solubiliz6 en acido con menor concentracion

presentd mayor porcentaje de materia seca (9,937%) y menor porcentaje de humedad.

Tabla 3.Determinacion del porcentaje de humedad y de materia seca del colageno de la
piel de la cola T.atlanticussoluble en &cido acético 1,5%v/v.

Masa(g) +/- 0,0001 % de Humedad % de residuos sélidos
0,7968 92,420 7,58
1,0657 88,480 11,52
1,0190 89,260 10,74
Promedio 90,053 9,937

De lasreferencias cientificas revisadas sobre trabajos similares a este, no se encontrd
analisis de porcentaje de humedad en el colageno. LaNorma Técnica Colombiana, NTC

3750, 1995, reportd un valor de 5,0% como el contenido maximo de residuos



solidos. Tomando en cuenta esta horma, entonces el porcentaje de humedad se puede

estimar por diferencia de este valor contra el cien por ciento

Tabla 4.Determinacion del porcentaje de humedad y de materia seca de colageno de la
piel de la cola de T.atlanticussoluble en &cido acético 5,0%v/v.

Masa(g) +/- 0,0001 % de Humedad % de residuos sélidos
0,5361 89,330 10,670
0,5968 91,150 8,850
0,1652 92,433 7,567

Promedio 90,971 9,029

De alli que se toma como parametro de referencia el 95,0 % para contenido de humedad

en colageno, que resulta estar por encimade los valores obtenidos en esta investigacion.

Anélisis de algunos elementos presentes en el coldgeno cualitativo por
Espectroscopiade Emision Optica con Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-
OES)

Se realizaron andlisis cualitativos de metaloides (Al),metales (zZn, Pb, Co, Cd, Cr, Hg,
Ni, Fe, Cu, Mn) y no metales (Si)en el coldgeno de la piel del atin (T.
atlanticus)extraidas con &cido acético 1,5 y 5,0% V/v.El término “metal pesado” se
refiere a aquellos metales de la tabla periddica cuya masa especifica es superior o igual a
5,0 g/cm® cuando esta en forma elemental, o cuyo nimero atémico es superior a 20,
excluyendo generalmente a los metales alcalinos y alcalino-térreos (Tiller, 1989).EI
término resulta impreciso si se tiene en cuenta las propiedades fisico-quimicas de los
elementos, especialmente las propiedades id6nicas que definen la capacidad de
acomplejamiento y las propiedades bioldgicas. De acuerdo con Tiller (1989),la
denominacion demetal pesado puede ser utilizada para referirse de forma global a
cualquier metal que sea contaminante ambiental. Junto a estos, hay otros elementos

quimicos que, aungue son metaloides, se suelen clasificar como metales pesados por



presentar origenes y comportamientos asociados, como el caso del astato(As) y
antimonio(Sb).

En los seres vivos, se diferencian dos grupos de metales pesados: los esenciales y no
esenciales, aunque el limite entre ambos grupos no esta claramente delimitado y la lista
de elementos bioldgicamente importantes aumenta con el tiempo (Diez, 2009). Se
reconocen como elementos esenciales al: Fe, Mn, Zn, Cu, Co y Mo, como elementos
beneficiosos al Ni y Cr, y se consideran que no tienen ninguna funcién biologica
elementos como: Cd, Hg, As y Pb (Brady&Weil,2002). Los metales pesados, ya sean
esenciales o no, pueden llegar a ser tdxicos cuando su aporte es excesivo y afectan
negativamente el crecimiento y reproduccion de los organismos, pudiendo causarles

incluso la muerte (Moncayo et al., 2010).

Se midieron las intensidades (cuentas por segundos, cps) con el ICP-OES, de cada
elemento de las dos muestras de colageno extraida y se encontré presencia de Co, Pb,Cd,

Ni, Si, Mn, Fe, Cry Cu y ausencia de los elementos Hg, Zn y Al (tabla 5).

El hierro es un elemento esencial para el funcionamiento de oOrganos y tejidos de
animales superiores, incluyendo peces, debido a su papel importante en el transporte de
oxigeno y la respiracion celular. Los peces pueden absorber hierro soluble del agua por
la membrana branquial y la mucosa intestinal (Lim, y Kleisus, 2000). Sin embargo, el
alimento es considerado como la mayor fuente de hierro para los peces debido a las
bajas concentraciones de hierro soluble en aguas naturales (NationalResearch Council
NRC, 1993).

La presencia de hierro en las muestras de colageno puede corresponder a los residuos de
vasos capilares, que quedaron adheridos a la piel durante el proceso de limpieza. El
hierro, también tiene una funcion de mayor importancia en la sintesis del colageno. En
otras proteinas raramente se encuentran residuos de los aminoacidos hidroxiprolina e

hidroxilisina, pero si se hallan en el colageno.



Tabla 5. Analisis cualitativo de varios elementos del colageno de la piel de la cola de
atan (T .atlanticus) en acido acético 1,5 y 5,0% v/v por ICP-OES.

Elemento Intensidad (cps) Intensidad (cps)
Colégeno soluble Colégeno soluble

1,5% viv 5,0% viv

Zn -1317,5 -1770,2

Pb 47,8 21,2

Co 1,2 17,7

Cd 4,6 8,2

Ni 91,8 90,7

Fe 8425,4 4935,1

Si 6823,6 6203,1

Hg -255,8 -144.2

Mn 1890,4 1842,6

Cr 123,9 64.0

Cu 850,3 659,7

Al -87,0 -105,7

Los valores negativos significan que los elementos no se encontraron presente.

Se ha demostrado que estos aminoacidos especiales no se incorporan al colageno
durante la sintesis proteica, sino que se producen por accién de la prolilhidroxilasa en
presencia de a-cetoglutarato, Fe*?, O y 4cido ascdrbico (Figura 14).El carbono & de un
residuo de lisina puede ser hidroxilado en una reaccion catalizada por la lisilhidroxilasa,
dando un residuo hidroxilisina en una reaccion muy similar a la hidroxilacion de la
prolina. Esto es necesario para que tenga lugar el extenso entrecruzamiento que se
producen en las fibras de coldgeno mientras se ensamblan en el espacio extracelular. La
hidroxilisina se encuentra tanto en la region helicoidal como en las pequefias zonas no
helicoidales terminales, donde tiene un importante papel en la formacion de

interacciones cruzadas intermoleculares (De Paz, 2006).



o]
AP
(l: HNJ'J\I\

N
H C
e H— S0

H,C——CH,
prolina
02. a-cetoglutarato

Prolil Fe*™* dcido ascorbico
hidroxilasa
COo,
&) I‘%H
[ o] NH
C o~ [y
HK C
L o
o
HC——CH
2C HGC——CHy
oH

HO

Figura 15. Reaccion de prolina a hidroxiprolina promovida por Fe*?, que cumple
similitud con la reaccion de la lisina a hidroxilisina.

Con respecto al silicio (Si), este es el segundo elemento mas abundante en la corteza
terrestre. La evidencia de éste en diferentes estudiosde tejidossugiere que el silicio es
importante en la formacion de los huesos de los animales. Ademas, las investigaciones
veterinarias y con animales de laboratorio, han arrojado como resultado que este
elemento es necesario para la sintesis del colageno, pero se desconoce aln el mecanismo
por el cual lo efectla, ya que no existe hasta ahora interés en este sentido (Raya y
Aguirre, 2012). La presencia del silicio en la piel del T. atlanticuses un indicio de la
importancia que debe tener este elemento en la estructura molecular del tejido en

estudio.

Algunos organismos como por ejemplo la esponja Tethyaaurantia, son llamadas
esponjas siliceas, ya quedepositan silice en espiculas que le dan soporte y la defienden
contra depredadores; por ellose podria inferir que elT.atlanticus también podria contener
en su estructura de su piel silicio unido al colageno para producir un polimero parecido
alospolisiloxanos, comercialmente conocidos como siliconas, estetipo de polimero esta

formado por oxigeno, silicio y como grupos laterales, radicales organicos diversos. Los



enlaces silicio-oxigeno son fuertes y la cadena que forman es muy flexible lo que
explicaria en buena medida las propiedades de estos polimeros(Raya y Aguirre, 2012).EI
colageno es una proteina con caracteristicas especiales que sirve de soporte, proteccion y
fuerza a los tejidos donde se encuentra. La piel es el tejido de mayor longitud que se
encuentra en el T. atlanticusy sus caracteristicas fisicas varian dependiendo de la zona
corporal del pez, por ejemplo, el area de la cola es densa en comparacion con la del
estomago por lo tanto, tendran funciones distintas en este organismo(Nagai&
Suzuki2000).

El Mn es uno de los metalesque también se encontrd en las muestras de colageno. Su
presencia es muy importante en la sintesis del mismo. Es el cofactor metalico que junto
a las enzimas glucosil y galactosiltransferasas producen los enlaces entre los restos de
hidroxilisina, con una unidad de un disacarido formado por un residuo de glucosaque
esta unido por un enlace (1a—2) a un residuo de galactosa. La galactosa, a su vez, esta
acoplada a un grupo hidroxilode la hidroxilisina por un enlace glucosidico 1-f (Figura
15). Aunque la accion de estos disacaridos en la molécula de coldgeno es todavia
desconocida, se cree que interviene dirigiendo la ordenacion de las fibrillas (De Paz,
2009).
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Figura 16. Estructura de un hidrato de carbono unido al colageno.



Entre los metales pesados que generarian mayores problemas de toxicidad se
encuentran: Cd, Cr, Pb, Hg, Ni y Zn. Estos elementos pesados a nivel de los peces,
pasan al agua, son absorbidos por los microorganismos del plancton o las algas y de ahi
a lospeces pequefios,y asi al de mayor tamafio que se comen a los pequefios. Cuando
consumimos pescados contaminados los metales que contienen llegan de este modo a

nuestro organismo (Mustafa, 2003).

En el analisis de ICP deambos extractos colagénicos se observo que el mercurio, cinc y
aluminio (intensidades negativas)no se encontraron presentes. Es muy importante esta
observacion debido a que el Zn y el Hg, generarian toxicidad al estar presentes en altas
proporciones. En la figura 16,se aprecia mejor la distribucion de todos los elementos
localizados en las muestras analizadas. El Co, se considera un elemento esencial y es
importante porque cumple varias funciones bioldgicas,mientras que el Pb y Cr, son
elementos no esenciales, por lo tanto, su toxicidad dependera de su evaluacion

cuantitativa.

Ac. acético 1,5% viv ® Ac. acético 5,0% v/iv

Intensidad
w b o
[eoNeNe]
[eoNeNe]
O OO

I

Longitud de onda (A) nm

Figura 17. Distribucion de los elementos encontrados en las muestras de colageno de
la piel de T. atlanticus a 1,5% y 5,0% v/v en acido acético.



Se han realizadoestudios de elementos sobre organismos de aguas
internacionales,analizando  diferentes  tejidos de varias especies acuaticas
(HusseinandKhaled, 2014). En la India,se estudié el rifién, higado y piel por medio de
Espectroscopia de Fluorescencia Atdmica (FAS, siglas en inglés)del Cyprinuscarpio,
encontrdndose Cr, Ni, Cd y Pb(Vinodhini&Narayanan, 2007).Mientras que en el Lago
Beymelek (Turquia) se estudiaron: el masculo, la piel y las branquias de varias especies
por ICP-OES. Estos estudios reportaron Cu, Mn, Fe, Zn, Mg, Ni, Cr, Co y B (Kazimet
al., 2008). En Venezuela, también se han realizado investigaciones para determinar
elementos en aguas (marinas, salobres, dulces) y sedimentos, asi como en distintos
organismos. Mago (2009) analiz6 la materia suspendida de las aguas superficiales de la
zona costera adyacente a la ciudad de Cumana, hallando que la mayor proporcion de
metales biodisponibles fueron Cd, Mn, Pb, Fe y Cu, Cr, Ni y Zn. Con relacién a este
trabajo de investigacion y los otros, nombrados anteriormente, se puede sefialar que la
piel y por ende el coladgeno del T. atlanticus contiene casi en su totalidad los elementos
quimicos reportados.El atin es pez que crece de gran tamafio por lo que al consumir
peces pequefios que habitan en aguas que contienen elementos quimicos, esto

ocasionaria la bioacumulacion de los mismospor efecto de su magnificacion.

Cuando los metales son captados a través del agua, los 6rganos que principalmente
tienden a acumularlosen mayor proporcién son las branquias, en cambio, si la via de
captacion es a través de la alimentacion, el higado y el rifién son los érganos que van a
acumular mayor concentracion de metales (Ranaldi&Gagnon, 2010).A pesar de esta
teoria, en los trabajos de investigacion mencionados se reportd que la piel de los
organismos acudticos también tiene tendencia a acumular los elementos toxicos o no.

E igualmente, en esta investigacion se demuestra, que a través de la extraccion del
colageno se puede deducir que la piel contiene los elementos determinados y que fueron
solubilizados durante el proceso de extraccion con acido acético 1,5y 5,0% v/v. No se
puede referir el grado de toxicidad s6lo con este andlisis cualitativo,ya que seria
necesario cuantificar estos metales y compararlo con los estandares permitidos por las

normas nacionales e internacionales para metales pesados.No se encontraron referencias
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bibliogréaficas sobre determinacion de elementos en coldgeno de organismos acuaticos
para comparar estos resultados.

Analisis cuantitativo de plomo (Pb) por ICP-OES

En Venezuela, y a efectos del consumo humano, el contenido de metales en peces se
encuentra regulado por normas nacionales COVENIN: 1087 Sardinas en Conserva, y
1766 Atiun en Conserva. Entre los organismos internacionales que regulan estos

parametros en peces se encuentra el Codex Alimentarius, segin Alinorm 93/18.

En la tabla 6, se encuentran los niveles de plomo determinados por ICP-OES, en los

extractos colagénicos obtenidos en acido acético 1,5y 5,0% v/v.

Tabla 6. Andlisis cuantitativo de plomo por ICP-OESen los extractos colagénicos
solubles en acido acético 1,5y 5,0%v/v
Longitud de onda Pb( 220,353 nm)

pg/kg de colageno
Acido acético 1,5%v/v Acido acético 5,0%v/v
0,0851+/- 0,0001 0,1058+/- 0,0001

Estos resultados representan el promedio de tres mediciones por muestra
Limite de deteccion del equipo 1,0-10,0 ppb

Segln la FAO/OMS del Codex AlimentariusCommisionel nivel limite de Pb es de 0,1
mg/kg en tejido muscular de atin, mientras que el de la Union Europea (Reglamento,
CE N° 1881/2006 modificado por el CE N°629/2008) es de 0,3mg/kg y de 0,5
mg/kg,adoptado por la mayoria de los paises para el consumo humano. Estos limites no
se pueden comparar con los que se obtuvieron en este estudio, ya que los valores de
plomo estan reportados en funcion de los Kg de colageno y no del tejido. A pesar que no
existen referencias bibliograficas cientificas, con respecto a los niveles de plomo en el
colageno de piel de peces, al hacer la comparacién con los niveles de Pb del tejido
muscular segin todas las normas mencionadas anteriormente, se pudo observar queen

ambas muestras estudiadas (1,5 y 5,0% v/v)los valores fueron 0,0851 y 0,1



pg/kgrespectivamente, los cuales estuvieron muy por debajo de los limites reportados,
esto quiere decir, que a pesar de que el plomo es extraido desde la piel hacia el coléageno,
no representa un potencial problema de toxicidad y este material podria ser utilizado
como un producto a nivel farmacologico, cosmetoldgico o en cualquier otra area

clinicaque se ha venido evaluando.

Determinacion de pH

El pH y la fuerza idnica son factores muy importantes que pueden afectar la solubilidad
del colageno, es decir, se debe tener en cuenta que la solubilidad del coladgeno es
generalmente minima a pH isoeléctrico (6,6) y aumenta en torno a este punto al
aumentar o disminuir el pH del medio. Por otro lado, esta proteina es soluble a fuerza

i6nica baja, mientras que precipita a fuerza ionica elevada (Luisot, 1977).

La tabla 7 muestra los valores de pH de los extractos colagénicos en acido acético 1,5y
5,0% v/v.Entre los requisitos fisicoquimicos del colageno segun la Norma Técnica
Colombiana, NTC 3750 (1995) para uso cosmético, el pH requiere valores de 3-4, por lo
que el coladgeno extraido con acido acético 1,5% v/v de la piel de cola del T.
atlanticussatisface esta norma, que es la minima que debe cumplirse para aplicarse en
productos cosméticos.EIl pH del colageno extraido con acido acético a 1,5% v/v fue 3,39
y el 50% v/v de 2,55, el primero presentd insolubilidaden agua y el segundo fue
parcialmente hidrosoluble. Esta condicion se debe a que el colageno obtenido a 5,0% v/v

se encontré mas alejado del pH isoeléctrico (Luisot, 1977).

En la industria farmacéutica y cosmética tiene gran importancia la aplicacion de
colageno, gracias a las bondades que tiene esta proteina. Se ha utilizado para la
prevencion y tratamiento de arrugas, en la produccion de parches para heridas y en el

desarrollo de medicamentos con liberacion de los principios activos.



Tabla 7. pH de los extractos colagénicos de la piel de la cola deT.atlanticussolubles en
acido acético 1,5y 5,0% v/v
pH

Acido acético 1,5% v/v | Acido acético 5,0% v/v
3,39 +/- 0,01 2,55 +/- 0,01

Estos resultados representan el promedio de tres muestras

A partir de los 25 afios de edad se va perdiendo coladgeno del organismo humano, lo que
va produciendo sefiales de envejecimiento. Para disminuir este efecto, se han
desarrollado diferentes productos a base de colageno, que permitan detener en cierta
medida este proceso o por lo menos retrasarlo. Es asi como se han creado productos
como cremas, geles, lociones y mascarillas, ademas de inyecciones subcutaneas para
aplicarse directamente en la piel;ademas, la proteina colagénicase encuentra extendida
en gran parte del organismo por lo que también hace parte de la salud del cabello, por
esto se han desarrollado productos como shampoo, acondicionadores y tratamientos
capilares a base de colageno, que eviten la aparicion de signos de debilitamiento como la
horquilla (Gonzélez y Rodriguez, 2004 y Serrano, 2011).

Anélisis de RMN-'H
Se realizaron analisis de RMN-'H a las muestras de colagenos, con el fin de
proporcionar informacién sobre la posicion relativa de los &omos de hidrogeno en el

esqueleto polipeptidico (Figura 17).
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Figura 18. Estructura molecular de un fragmento de un polipéptido e indicacion de
los protones significativos en un espectro de RMN.

Los espectros obtenidos constituyen una fuente deinformacion valiosa para la
caracterizacion de este  polimerode origen natural. Debido a la
pocainformacionreportadasobre RMN-'H de colageno en piel de peces, se realizaron
comparaciones con los sistemas de spinque forman los aminoacidos individuales en la

proteina (Figural8) (Tamilmozhi, 2013).
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Figura 19. Desplazamientos quimicos (d)estandar de protones de los aminoacidos de
un polipéptido (Luoet al.,2015)

Cuando los polipéptidos se disuelven en agua deuterada(D20) los protones labiles se
intercambian por Deuterio, y los espectros contienen sélolineas de resonancia de los
atomos de H no labiles unidos a atomos de carbono (Wiithrich, 1986). Es decir, que los
protones que se pueden observar en un espectro RMN de proteinas, son protones
localizados en el interior de la misma, donde la accesibilidad del disolvente es
restringida (protones de las cadenas laterales de los aminoacidos), mientras que los
protones queestdn situados en lasuperficie de la proteina, se intercambian
extremadamente rapido con el agua deuterada para poder ser observados (Del Rio,
2002).
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Figura 20. Espectro de RMN-tH de colageno de origen bovino(Luoet al.,2015)

Los RMN-!H de las muestras de colageno soluble en &cido acético 1,5 y 5,0% v/v fueron
realizados usando muestras deshidratada a 50 °C, y cada una fue analizada atemperatura
variable (25, 35, 45, y 55 °C). La figura 20, muestra elespectro de RMN-H del extracto
colagenico (1,5% v/v en acido acético) a 25 °C,y en este seindican las regiones tipicas de
interés de un esqueleto polipeptidico con los enlaces de hidrégeno respectivos (Caiet al.,
2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cai%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24466083

La sefial a desplazamiento quimico & 7,2 aproximadamente, representa la region del
enlace (N-H) en las amidas(CONHR y CONHy), cuyos H estan etiquetados como e, .€,
e en la estructura del fragmentopolipeptidico. Luego, aparecen los protones a (c, ¢ Y C)
provenientes de los residuos de los amino acidos (AA) de la secuencia peptidica, los
cuales estdn ubicados en los desplazamientos & 3,1 a 4,2 ppm Yy los protones de los
metilenos (d, d y d”) del anillo de la pirrolidina, cuyos desplazamientos fueron & 0,5-1,7
ppm. Finalmente, se observan los protones alifaticos, a, b, f, g, h, con 6 1,8 a 2,8 ppm
aproximadamente.Estas regiones que especifican a los protones en un polipéptido de las
proteinas también fueron reportadas por Del Rio, 2002, Lula et al., 2011 y Lou et al.,
2015.
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Figura 21. Espectro de RMN-'H (300 MHz,D,0) del extracto colagénico de la piel de
la cola de T. atlanticussolubleen acido acético 1,5% v/v, T=25 °C.

A continuacion se presentan los RMN-'H del extracto colagénico de la piel de la cola de
T. atlanticussoluble en &cido acético 1,5% v/vtomados a temperaturas 35, 45 y 55 °C,
figuras 21, 22 y 23.
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Figura 22. Espectro de RMN-'H (300 MHz,D,0) del extracto colagénico de la piel de
la cola de T. atlanticussoluble en acido acético 1,5% v/v,T=35 °C.
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Figura 23. Espectro de RMN-tH (300 MHz,D,0) del extracto colagénico de la piel de
la cola de T. atlanticussoluble en &cido acético 1,5% v/v, T=45 °C.
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Figura 24.Espectro de RMN-'H (300 MHz,D0) del extracto colagénico de la piel de
la cola de T. atlanticussoluble en acido acético 1,5% v/v,T=55 °C.

Todos los espectros presentaron las mismas regiones de desplazamiento de los H de los
aminoacidos que puede contener una secuencia proteica (figura 18), ubicadas entre 1,0-
4,0 y 7,0-8,0 ppm aproximadamente. Las diferentes sefiales de protones en las zonas
correspondientes de los espectros son coincidentes con las del espectro del colageno de
origen bovino (Figura 19). Estos resultados podrian indicar que el uso de &cido acético a
1,5% v/v en la extraccion no afecto la estructura base del colageno del T. atlanticus. Por
otro lado, se observé una diferencia entre los espectros, determinada por pequefios
cambios en los desplazamientos de los H hacia campo bajo, al aumentar la temperatura
de analisis (figura 24).Los monomeros de tropocolageno se organizan en fibras de cinco
bandas y subsecuentemente en fibras mayores, y esta estructura se mantiene unida por
interacciones hidréfobas y electrostéaticas, debido al aumento gradual de la temperatura
pueden ocurrir disociaciones parciales de las interacciones de hidrdégeno entre las fibras
colagénicas y las moléculas de agua, lo que conlleva a un desapantallamiento de los
nucleos de protones haciendo que las desplazamientos de las sefiales aparezcan a
campos ligeramente bajos (De Paz, 2006). Estas disociaciones no son lo suficientemente
grandes en nimero para desnaturalizar la estructura molecular del colageno, por lo que

la misma se mantiene.
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Figura 25. Superposicion de los espectros de RMN-H (300 MHz,D,0) del extracto
colageénico de la piel de la cola deT. atlanticussoluble en &cido acético 1,5%v/v.

De la misma forma se realizaron analisis de RMN-'H para la muestra del extracto

colagénico en acido acético 5,0% v/v. La figura 25, muestra el espectro a 25 °C (300

MHz,D20).

3,36 241F
i 16 102

‘ 3,934 ‘

|h_ f I'I
'-"I"Lq. | ‘ Ipl]kl _,I. | | I‘;"'- ." L
“J

Im,.-"-‘w-.l‘""""' '.*,'l'-l i.‘,.-"-..-lr

b LT

55 8483 82 ppm 40 3% 30 25 10 13 10 ppm

Figura 26. Ampliacion de las regiones de interés (0,8-4,0 y 8,2-8,6 ppm) del espectro
de RMN-H(300 MHz,D,0)del extracto colagénico de la piel de la cola
deT.atlanticussoluble en &cido acético 5,0%v/v, T=25 °C.



En este espectro la sefial de los protones del enlace (N-H) de las amidas se encontré en
el desplazamiento quimico & 8,36 ppm, a campos mas bajos en correlacion con la
muestra de colageno a 1,5% v/v (7,2 ppm). Se han reportado desplazamientos para
estetipo de protones en un rango de & 7,0-8,6 ppm aproximadamente (Lula, 2011). Lo
que hace suponer la existencia de enlaces peptidicos y, por consiguiente, estructura de
proteinas o polipéptidos en la muestra analizada. Las sefiales de los protones (c, ¢, ¢”)
pertenecientes a los residuos de los AA de los carbonos a de ambos coldgenos 5,0% y
1,5% fueron muy parecidos 6 3,4-4,0 y 6 3,1-4,2 ppm respectivamente. En cuanto a los
protones metilicos de los anillos de la pirrolidina marcados como d, d” y d”, en el
fragmento de la secuencia peptidica, se observo en el rango 6 0,8-1,7 ppm Y, finalmente,
los protones alifaticos etiquetados como: a, b, f, g y h correspondieron al 6 1,0-2,8 ppm,
los valores de los desplazamientos de estas dos ultimas regiones de protones estuvieron

cercanas a la muestra de colageno 1,5% v/v.

Todas laszonas de protonesidentificadas tienen concordancia con las identificadas en el
colageno de origen bovino (Figura 19). La diferencia entre este espectro y los de la
muestra de colageno 1,5 % fue la gran cantidad de sefiales en cada unade las regiones de
protones, esto puede ser consecuencia del aumento en la concentracion de acido acético
durante el proceso de extraccion, que posiblemente generaalgunas disociacionesde las
interacciones de hidrogeno y/o enlaces covalentes méas labiles de la molécula de
colageno (Tamilmozhiet al., 2013). Por tal motivo, existirAnunnamero significativode
nacleos de hidrogenos expuestos a la radiacion electromagnética y, de esta forma,se
observaran en el espectro mayor cantidad de sefiales por cada zona de protones. Uno de
los factores que afecta la degradacion o desnaturalizacion de las proteinas es la
concentracion del acido (Del Rio, 2002, Lula et al., 2011 y Lou et al., 2015),y en esta
investigacion se logré evidenciar la influencia del aumento de la concentracion del
acidoacético (1,5 a 5,0% v/v) y por ende un aumento de pH (3,8 a 2,5 respectivamente)

lo que contribuyd a la desnaturalizacién parcial del coldgeno analizado.



A continuacion se presentan los RMN-H del extracto colagénico de la piel de la cola de
T. atlanticussoluble en &cido acético 5,0% v/vtomados a temperaturas 35, 45 y 55 °C,
figuras 26, 27 y 28.
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Figura 27. Ampliacion de las regiones de interés (6 0,9-4,5 y 8,2-8,5 ppm) del
espectro de RMN-'H (300MHz, D-0) del extracto colagénico de la piel de la cola
deT.atlanticus soluble en &cido acético5,0%v/v, T=35 °C.
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Figura 28. Ampliacion de las regiones de interés (6 1,0-4,2 y5 8,4-8,8 ppm)del
espectro de RMN-'H (300MHz, D-0) del extracto colagénico de la piel de la cola
deT.atlanticussoluble en acido acético 5,0%v/v, T=45 °C.
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Figura 29. Ampliacionde lasregiones de interés (6 1,1-4,5y 8,3-9,0 ppm)del espectro
del RMN-H del extracto colagénico de la piel de la cola de T.atlanticussoluble en
acido acetico 5,0%v/v,T=55 °C

Estos tres espectros mostraron las mismas sefiales de las regiones de los protones de una
secuencia peptidica localizadas en el coldgeno de origen bovino. También se observa
que, todas las sefiales presentaron un ligero desplazamientoa campo bajo con respecto al
espectro de RMN a 25 °C, pero este desplazamiento también se presentd en los espectros
de la muestra de colageno extraida con &cido acético 1,5% v/v. Con la superposicién
delos espectros de la muestra de colagenoa 5% v/v (figura 29) se pudo observar este
desplazamiento con el aumento de la temperatura, cada 10 °C. Tal efecto puede deberse
a la disociacion de algunas interacciones de hidrogeno por pérdida de humedad, lo cual
conllevaria a un apantallamiento de los nGcleos de protones, haciendo que las sefiales

aparezcan a campo mas bajo con el aumento de la temperatura (Lula et al., 2011).

Por otro lado, bajo estas mismas condiciones de temperatura, también se observo una
disminucion de la intensidad de la sefial de los protones del enlace N-H de las
amidas,cuyo desplazamiento se encontro en un rango de 6 8,0-8,6 ppm. Esto sugirio una
posible disminucion de las sefiales emitidas por los protones de las interacciones de
hidrogeno, y como consecuencia de la menor cantidad de ndcleos formando este tipo de

interaccion, al quedar disociados de las moléculas de agua y/o enlaces covalentes mas



labiles de la estructura colagénica, producto del aumento en la concentracion del acido
acético.
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Figura 30. Superposicién de los espectros d del extracto colagénicode la piel de la
cola deT.atlanticussoluble en &cido acético 5,0%v/v.

Al aumentar el pH en la solucién colagénicase promueve la desnaturalizacion parcial de
esta proteina, y puede observarse en la gran cantidad de picos y el ensanchamiento en
todas las regiones de los protones observados en los espectros de RMN de la muestra al
5,0%v/v. La desnaturalizacién total o parcial de una proteina se refiere a la ruptura de
los enlaces que mantenian sus estructuras cuaternaria, terciaria y secundaria,
conservandose solamente la primaria, uno de los principales efectos de este fendémeno es

la pérdida de la actividad bioldgica (Scopes, 1993 y Lou et al., 2015).

Analisis por Espectroscopia Infrarrojo con Trasformada de Fourier (IR-TF).
En los espectros de IR-TF se pudieron analizar e identificar los grupos funcionales
caracteristicos del esqueleto polipeptidicoy su estructura molecular. Las bandas

significativas son: amida Ay B, I, Il y 111.Cada una de estas bandas se encuentra ubicada



en un rango desplazamiento quimico especifico (tabla 8). En la figura 30, se representa
el espectro de infrarrojo de la piel de la cola de atinen &cido acético 1,5% v/v a

temperatura de 30°C.

Tabla 8. Regiones estandar del espectro infrarrojo de colageno de la piel en peces
(Barraza,et al., 2013 y Leeet al.,2016)

Region v (cm™) Observaciones

Amida A 3300 Vibracion por estiramiento

del enlace N-H

Amida B 2925 Vibracion por estiramiento

asimétrico del enlace CH2

Amida B 2850 Vibracion por estiramiento

simétrico del enlace CH2

Amida | 1640-1670 | Vibracién por estiramiento

del enlace C=0

Amida Il | 1530-1590 | Vibracion por
deformacion del enlace N-
H

Amidall 1450 Vibracion por estiramiento
del N-H

Amida 11 1260 Vibracion por estiramiento

del enlace C-N
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Figura 31. Espectro de Infrarrojo de la piel de la cola deT.atlanticussoluble en &cido
acético 1,5% v/v a T=30°C.

En este espectro se localizaron varias bandas, la de la amida A fue detectada a 3383 cm™
y se asocio con la vibracion de estiramiento N-H. Es importante notar el ensanchamiento
de esta banda por la presencia de grupos O-H que se solapan con la absorcion del grupo
N-H. Esto indica la presencia de enlaces de hidrdgeno en la muestra de coladgeno.Es
sabido que se produce estiramiento (streching) de N-H libre en el intervalo3400-3440
cmly cuando este grupo es de un polipéptido esta involucrado en las interacciones de
hidrégeno, por lo que la posicion de la banda se desplaza a frecuencias méas bajas
(Sasmal y Begam, 2014). En sintesis, se observa que los grupos N-H del colageno
soluble en &cido de la piel de T. atlanticus, estan relacionados con las interacciones de
hidrégeno, implicando que la muestra tiene suficiente humedad para mantener este tipo

de interacciones.

Investigaciones previas muestran que, en la piel de Sapiellainermis(Shanmugamet
al.,2012) y de la piel dorsal de Thunnusalbacares (Wooet al., 2008)solubles en acido
acético, estas bandas se encontraron a 3444 y 3427 cmrespectivamente.Se puede
observar que estos valoresestan dentro de los pardmetros indicados cuando el
polipéptido contiene menos interacciones de hidrogeno del grupo N-H que la del

colageno de este trabajo de investigacion.



Las bandas siguientes son las de la amida B, las cuales estan relacionadas con el
estiramiento simétrico (2920 cm™) y asimétrico (2853 cm™) del grupo CHz(Sasmal y
Begam, 2014). En la piel del T. atlanticusse detectd la banda a frecuencias de2930 y
2855 cm™ y en la S. inermis estas sefialesse ubicaron a 2923 y 2843 cm™, ambas
especies presentan casi las mismas frecuencias de absorcion para este grupo funcional,
mientras que en el T. albacares no se identificaron tales bandas.La banda de la amida I
se encuentra a frecuencias de 1600-1700 cm™* asociadas principalmente a la vibracion de
estiramiento del grupo carbonilo (C=0) a lo largo del esqueleto polipeptidico, siendo un
marcador sensible de la estructura secundaria del polipéptido (Payne&Veis, 1988 y
Sarver&Krueger 1991). Para los coldgenos del T. atlanticus la frecuencia fue de 1663
cm?y los deS. inermis y T. albacares 1646 y 1651cmrespectivamente, lo cual coincide
con los valores para esta banda. Tal observacionsignifica que el colageno del T.
atlanticus mantiene su estructura secundaria durante el proceso de extraccion con acido

acético y al secarlo a 30 °C.

Ademas, las sefiales de la amida Il, en el colageno de la muestra analizada se
encontraron a 1548 y 1451 cm™, comparables a la S.inermis (1542 y 1458 cm™ y T.
albacares (1544 cm™).Se han reportado estas bandas para el colageno en pieles de peces
a frecuencias estandar de 1537 y 1450cm™(Nagaiet al., 2010), la amida Il es la banda
que pertenece a las vibraciones de flexion (bending) del enlace N-H acoplado con el
estiramiento C-N y la vibracion de flexién del CH,. Esta amida Il es sumamente
importante en el espectro IR debido a que es la que caracteriza a los arreglos helicoidales
en el colageno, por lo tanto estamos frente a un colageno con su estructura base, la

hélice a o tropocolageno, conservada durante el proceso de extraccion.

La amida Il es compleja, y se deriva de absorciones que se originan por el movimiento
vibracional del estiramiento del grupo C-H del esqueleto polipeptidico con residuos de
glicina y prolina en sus cadenas laterales (Nagaiet al., 2015). En el colageno del T.
atlanticusse determiné una frecuencia de 1241cm, similar al valor reportado para el S.
inermis (1249 cm™) y en T. albacares (1240 cm™) (Figuras 31 y 32).
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Figura 32. IR-TF del colageno dela piel de Sapiellainermis soluble en &cido
acetico(Shanmugamet al., 2012)
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Figura 33. IR-TF del colageno de la piel de T. albacares soluble en &cido
acético(Woo&Yu, 2008)

En el colageno del T. atlanticusse determiné una frecuencia de 1241cm™, en el S.
inermis (1249 cm™) y T. albacares (1240 cm™), por lo tanto, se asume la presencia de
aminoacidos como glicina y prolina, los cuales son representativos de estructura base del

colageno. Por Gltimo se observa una banda 1080 cm™ en el colageno del T. atlanticus,



que se origind por la vibracion del estiramiento del enlace C-OH. Esta absorcion es
proveniente de los enlaces de los carbohidratos con los proteinas (Petiboiset al., 2006).

El resultado en esta investigacion sugiere que existen enlaces covalentes fuertes entre el
colageno y un carbohidrato. Los cuales se originan de los residuos de hidroxilisina de la
cadena polipeptidica por un enlace O-glicosidico. Se ha reportado la presencia de 2-O-a-
D-glucosil-O-B-D-galactosil-hidroxilisina 'y de O-B-D-galactosil-hidroxilisina. La
glucosilgalactosil-hidroxilisinafue encontrada en el

cucumbermarino(Stichopusjaponicus) (Saitoet al., 2002).

En la figura 33 se presenta el espectro IR de la muestra de colageno extraida en acido
acetico 1,5% v/v y deshidratada a 40 °C.Este espectro es semejante al anterior, ya que se
encontraron las bandas que identifican al esqueleto polipeptidico, las cuales son: amida
A, B, I, 1l y Ill, representativas de un colageno con su estructura helicoidal sin
desnaturalizacion.La diferencia entre este espectro y el anterior es que al estar
deshidratada a 40 °C presenta menor proporcion de agua o humedad, y esto provoca que
las bandas tengan mejor definicion, como por ejemplo la de la amida A (3301 cm™) ya

que, hay menos solapamiento por la banda del grupo O-H proveniente del H2O.
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Figura 34. Espectro de Infrarrojo del coldgeno de la piel de la cola de T.
atlanticussolubleen &cido acético 1,5% v/v a T=40°C

Por el desplazamiento experimentado de esta banda (3301 cm™), se infiere que todavia
existen interacciones de hidrégeno. Ademas, en este espectro la banda de la amida | se
encuentra dobleteada y es atribuida a un grupo C=0 de tipo imino, involucrado en
interacciones de hidrogeno con agua (1662 cm™) y una banda de COOH a 1738 cm™

(Sasmal&Began, 2014), esta Gltima banda no se encontr6 en la muestra anterior.

Analogamente, en la figura 34 se presentan las bandas encontradas en el espectro de IR
del colageno en &cido acético 1,5% v/v a 50 °C.A pesar que el colageno fue deshidratado
a 50 °C todavia se pueden observar todas las bandas caracteristicas de un polipéptido
(Amidas: A, B, I, 11y 111) con su estructura molecular conservada.
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Figura 35. Espectro de Infrarrojo del colageno de la piel de la cola de
T.atlanticussoluble en acido acético 1,5% v/v a T=50°C.

La banda de amida | aparece con sus dos picos pero con desplazamientos hacia
frecuencias mas bajas 1646 cm™,con respecto a los espectros anteriores; indicando que
el colageno va perdiendo su estructura de triple hélice debido a la disociacion de las

interacciones de hidrogeno por la deshidratacion al aumentar la temperatura.

A continuacion se presenta el espectro IR del coladgeno a 1,5% v/v en acido acético,
deshidratado a 60 °C (Figura 35).Este IR no present6 varias de las bandas especificadas
para la estructura de un polipéptido como son: la amida A. I, y Ill. Ademéas se
observaron una serie de bandas en un rango de 3913 a 3455 cm 1, esta region espectral

es la de las vibraciones de extension del enlace X-H, es decir, O-H, N-H, C-H.
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Figura 36.Espectro de Infrarrojo del colageno de la piel de la cola de
T.atlanticussolubleen &cido acético 1,5% v/v a T=60°C.

Tal observacion indico que los H de las fibras colagénicas se encontraban disociadas de
las interacciones de hidrégeno con las moléculas de agua, por lo tanto pudieron absorber
mayor cantidad de energia durante el analisis. En el caso, de la ausencia de la amida |
que es una de las bandas mas importante porque es la marca sensitiva de la triple hélice
a, es indicativo de la pérdida de la estructura del tropocoladgeno. La presencia de la
banda a 1742 cm™ representa del grupo COOH terminal. Mientras que,sigue existiendo
la banda 1166 cm™ la cual es la de los carbohidratos unidos al colageno. De acuerdo a lo
observado en este espectro, a T= 60 °C ocurre la desnaturalizacion del colageno a
medida que se deshidrata. De alli queel aumento la temperatura, cercano a este valor,
hace que el colagenopierda humedad y parte de su estructura original. Los espectros IR
demostraron que la estructura quimica basica del coladgeno sufretransformacién por

pérdida de agua, entre 50 y 60 °C.

A continuacion muestra el contenido de humedad, la temperatura y el tiempo al que se
sometio el colagenosoluble en acido acético 1,5% v/v, para deshidratarlo. Encontrandose

que a60 °C (80 min) la proporcién de humedad perdida fue la mas alta (17 mg) mientras



que a 30, 40, y 50 °C fueron de 10,2 mg (720 min); 13,0 mg (250 min); 14,0 mg (160
min) respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de la temperatura y el contenido de humedad del colageno soluble en
acido acético 1,5% v/v

Temperatura (°C) Tiempo(min)  Humedad perdida(mg)

+/-0,1
30 720 10,2
40 250 13,0
50 160 14,0
60 80 17,0

Algunos estudios reportaron que, el coldgeno de la piel de peces y otros organismos
acudticos alcanzadiferentes temperaturas de desnaturalizacion, o pierden su estructura
base por aumento de la temperatura. Las técnicas usadas fueron generalmente:
Calorimetria Diferencial de Barrido y por medio de catalizadores enzimaticos.La
temperatura maxima de desnaturalizacion de colagenos de la piel del unicornio fue
similar a la del pargo rojo y de la raya marrén (30,5 °C) (Jongjareonraket al., 2005). Sin
embargo, era mas bajo que los de los colagenos de la piel del pargo patudo (32,5 °C)
(Nalinanonet al., 2007), bagre de canal (32,5 °C) (Liuet al., 2007). Mientras que, la
perca del Nilo (36,0 °C), anguila rayo (34,1 °C) (Baeet al., 2008), tambor negro (34,2
°C), dorado (34,0 °C)(Ogawaet al., 2003).Las temperaturas de desnaturalizacion mas
bajas de colageno de la piel de peces de aguas frias y templadasfueron: carpas (28,0 °C)
y bacalao(15,0 °C) (Duanet al., 2009). Como se puede observar todas estas especies no
superan 40 °C la temperatura de desnaturalizacion. Sin embargo, el colageno en la aleta,
manto y tentaculo del calamar gigante mostraron una alta resistencia térmica (entre 115-

120 °C) siendo la mas alta la del area del tentaculo (Torres et al., 2008).

Las diferencias en la temperatura de desnaturalizacion del colageno en variosorganismos

esta relacionada con las cantidades de los iminoacidos (prolina e hidroxiprolina)



presentes en el tejido. EI contenido de éstos ha demostrado una relacion directa con la
estabilidad térmica de la proteina, a través de las interacciones de hidrégeno de los
grupos hidroxi de la hidroxiprolina(Jongjareonraket al., 2005; Sikorskiet al., 1984 y
Zhang et al., 2007). La prolina estabiliza la triple hélice evitando la rotacion del enlace
N-C. Sin embargo, el contenido de iminoacidos del coldgeno en peces,y la estabilidad
térmica,estard finalmente relacionado con la temperatura del agua y suhabitat normal
(Foegedinget al., 1996). En esta investigacion, el colageno extraido de la piel de la cola
de atln, con acido acético a 1,5% v/v mostro una temperatura de desnaturalizacion entre
50y 60 °C, la cual fue inferior a la presentada por el tentaculo del calamar gigante (120
°C) y superior a la temperatura del coladgeno de la piel de varias especies acuaticas
nombradas anteriormente, como por ejemplo; el pargo patudo (32,5°C). Lo que infiere
que el colageno del atin de este estudio puede presentar cantidades significativas de los
iminodcidos, prolina e hidroxiprolina que estabilizan la la triple hélice de esta proteina
tan importante en la piel de este organismo y asi preservar su existencia en el habitad

donde vive.

Cromatografia de papel

En la cromatografia radial sobre papel de filtro realizada alas dos fracciones de colageno
(1,5 y 5,0% v/v en acido acético), se observaron dos manchas significativas, una de
color rosado-lila intensa,y la otra de color amarillo palido.

La primera mancha identificada corresponde a la glicina, por ser éste el aminoacido que
se encuentra en mayor cantidad en el colageno yque es determinante en la
caracterizacion de la proteina. Asi mismo, lamancha de color amarillo corresponde a la
prolina, evidenciando que posiblemente en la secuencia repetitiva de la cadena
polipeptidica G-X-Y (Devlin, 2004 y Cox y Nelson, 2007) aminoacido X puede ser la
prolina (figura 36).



Figura 37. Cromatografia radial de papel, Glicina (Mancha intensa color lila), prolina
(Mancha amarilla). A:colageno soluble en &cido acético 1,5% v/v; B: colageno
solubleen acido acético 5,0% v/v.

La tabla 10 muestra los Rt de los aminoacidos patrones y de los colagenos analizados.
Los dos componentesque se separaron en la cromatografia radial de papel se observan
ligeramente sobrepuestos al sereluidos por el solvente, debido a que sus Rs tienen
magnitudes relativamente proximas.Los Rr de la glicina en los colagenos solubles en
acido acético 1,5 y 5,0% v/v, fueron 0,30 y 0,28 respectivamente, mientras que el Rt del
patron fue de 0,28 al igual que el reportado para el coldgeno de la piel del atin aleta

amarilla (Thunnusalbacares) (Lopez, 2007).

Tabla 10. Comparacion de los Rr de los aminoacidos patrones y de los colagenos

Aminodcidos Rf patrones Rfcolageno 1,5% v/iv Rt colageno 5,0% viv
Glicina 0,38 0,30 0,28
Prolina 0,50 0,48 0,41

Los Rt de la prolinafueron: 0,5; 0,48 y 0,41 para:el patron, coldgeno soluble en &cido
acético 1,5% y colageno soluble en acido acético 5,0% v/v, respectivamente, los cuales
tuvieron una pequefia diferencia en comparacion al encontrado para el T. albacares
(Lépez, 2008),R¢ 0,30. El colageno de los tejidos tienen diferentes comportamientos en
el medio, por lo tanto un componente puede tener mayor o menor polaridad con el

solvente dependiendo de la pureza del coldgeno (Scopes, 1993).



CONCLUSIONES

Se optimizo el proceso de extraccion del coldgeno de la piel de la cola de atun (T.
atlanticus), observandose que las mejores propiedades fisicoquimicas del colageno se
obtienen, usando para la extraccion acido acético al 1,5% v/v y la precipitacion NaCl al
2,0 mol/l, en lugar del uso de acido acético 5,0% v/v.

El colageno soluble en acido acético 1,5% v/vpresentd menor porcentaje de humedad y
mayor contenido de residuos sélidos,asi como tambiénun pH apropiado para ser usado
como producto cosmetoldgico segun las NTC.

El analisis cualitativo de elementos encontrados por ICP-OES (Fe, Mn, y Si),muestra
que pueden estar acumulados en la piel para realizar algunas funciones bésicas propias
del colageno. Mientras que el contenido de plomo no presentd valores que indicaran

toxicidad, segun los estandares de calidad.

A través de la RMN-!H se identificaron las regiones de los protones de un esqueleto
polipeptidicopara los colédgenos soluble en acido acético 1,5 y 5,0% v/v, evidenciandose
diferencia en los espectros del colageno al 5% v/v los cuales presentaron gran cantidad y
ensanchamiento de las sefiales, indicando que el coladgeno pudo estar parcialmente
desnaturalizado a expensa de las disociaciones de las interacciones de hidrégeno de la
cadena polipeptidica, ocasionado por el aumento de la concentracion del &cido acético.

Los espectros IR del colageno soluble en acido acético 1,5% v/v que el colageno
conserva la estructura helicoidal en las muestras deshidratadas hasta menos de 50 °C.
Mediante el estudio de los espectros IR se pudo identificar que elcolageno estudiado fue
de tipo I, por sus marcas sensitivas de los grupos funcionales principales para un

fragmento polipeptidico, las cuales son denominadas: amidas A, B, I, 1l 1ll. También a



través de ésta técnica se pudo inferir que la estructura molecular del coldgeno se puede
desnaturalizar entre 50 y 60 °C.

Con base en la cromatografia radial de papel se identificanlos aminoacidos glicina y
prolinaen ambas muestras analizadas lo que indica que se extrajo colageno en la piel del
T. atlanticus y con posible secuencia repetitiva de los aminoacidosGly-Pr-Y, en la
estructura base del colageno.

Finalmente, la obtencion de colageno a partir de residuos (cabezas, escamas, visceras,
pieles y huesos) provenientes del procesamiento del pescado, puede ser aprovechado
para beneficiar a la industria de alimentos, cosmetoldgica y aquellas dedicadas a la
elaboracion de materiales biomédicos, de esta manera los pasivos ambientales derivados
de las empresas enlatadoras podrian originar productos de mayor valor agregado y a la

vez, solucionar un problema de contaminacion.



RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones, se recomienda realizar analisis de microscopia electrénica
de transmision y de barrido (MET Y MEB) al material colagénico obtenido, asi como
también aplicar la técnica de electroforesis para complementar la caracterizacion de la

proteina, y potenciar sus posibles aplicaciones.
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Resumen (abstract):

Se optimizaron los parametros del método extraccién de Bryan y Bailey (1978) para obtener el
colageno de la piel de la cola de atin (Thunnusatlanticus) soluble en acido acético 1,5y 5,0%
vlv, utilizando esta parte del pescado la cual puede conformar los residuos de la industria
pesquera. Se midieron pardmetros fisicoquimicos como porcentaje de humedad, residuos sélidos
y pH, encontrando que la muestra en &cido acético 1,5% v/v cumplié con el pH establecido por
las normas (Normas Técnicas Colombianas, NTC 3750, Productos para la Industria Cosmética)
para ser usado como producto cosmetoldgico. Por otra parte, el % de humedad de las muestras a
15y 50% v/v fue 90,050 y 90,97% respectivamente, resultando menores al valor de los
estandares, mientras que los datos de residuos sélidos (9,683 % para el colageno al 1,5% v/v)
estan por encima de éstos. El anélisis cualitativo de varios elementos por ICP-OES mostré la
presencia de Co, Pb, Cd, Ni, Si, Mn, Fe, Cr, Cu, y ausencia de Hg, Zn y Al. Algunos de estos
metales (Fe y Mn) funcionan como cofactores en diversas reacciones quimicas propias del
colageno; mientras que el Si podria formar parte de la estructura molecular de la piel de T.
atlanticus. Con esta técnica se determind cuantitativamente el Pb, destacando que los colagenos
analizados contienen concentraciones muy bajas de dicho metal, lo que sugirié6 una minima
toxicidad y, en consecuencia, este colageno podria ser usado en la industria cosmetoldgica o
farmacéutica. Los analisis de RMN-'H demostraron que la estructura quimica base del colageno
se degrada con el aumento de la concentracién de acido acético de 1,5 a 5,0% v/v, observando en
los espectros mayor cantidad de sefiales y ensanchamiento de las bandas, en comparacion con
los espectros de la muestra de colageno 1,5%. Por otro lado, el analisis por IR-TF, en el
colageno 1,5% v/v de &cido acético se reportaron las bandas representativas de un esqueleto
polipeptidico, identificadas como amida: A; B; I; 11 Y 111, marcas sensitivas de un colageno tipo
I. Ademas, esta técnica permitié determinar el rango de temperaturas de desnaturalizacién del
colageno la cual estuvo entre 50 y 60 °C, al observarse que no aparecieron algunas bandas
caracteristicas en el espectro, especificamente a T=60 °C, debido a la pérdida de agua en el
colageno. También se identificaron los aminoécidos glicina y prolina por cromatografia de papel
en ambas muestras analizadas. Esta investigacion es un aporte importante, al estudio de las
caracteristicas quimicas del coldgeno de la piel de la cola de la especie marina T. atlanticus, y a
pesar de la presencia de metales en el colageno, como por ejemplo, plomo los niveles de este, no
representaron toxicidad. Ademas, si los pasivos ambientales (aletas, piel, escamas y visceras)
provenientes de las empresas pesqueras pudieran ser utilizados en la produccion de coldgeno o
de hidrolizados colagenicos (gelatina) con mayor valor agregado, esto podria contribuir a
disminuir la contaminacion ambiental en las zonas costeras de la ciudad de Cumang, Estado
Sucre, Venezuela.
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Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocit el punto de agenda *SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009”.

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.
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participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.

Al
ANA M. CHACON M.
AUTOR

'“/"22«'_[:: [L M ,‘L/_(')-{/u_; /*/
DRA. SHAILILI MORENO
TUTORA




