Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

EXTRACCION DE COLAGENO A PARTIR DE DESECHOS DE FILETEO DE
TILAPIA (Oreochromis sp) Y SU INCORPORACION COMO PRINCIPIO ACTIVO
A UN SERUM ANTI EDAD

Iris Andrea Sanchez del Cid

Quimica Farmacéutica

Guatemala, mayo de 2021



Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

EXTRACCION DE COLAGENO A PARTIR DE DESECHOS DE FILETEO DE
TILAPIA (Oreochromis sp) Y SU INCORPORACION COMO PRINCIPIO ACTIVO
A UN SERUM ANTI EDAD

Informe de Tesis

Presentado por

Iris Andrea Sanchez del Cid

Para optar al titulo de

Quimica Farmacéutica

Guatemala mayo de 2021



JUNTA DIRECTIVA

M.A. Pablo Ernesto Oliva Soto Decano
Licda. Miriam Roxana Marroquin Leiva Secretaria
Dr. Juan Francisco Pérez Sabino Vocal |
Dr. Roberto Enrique Flores Arz( Vocal Il
Lic. Carlos Manuel Maldonado Aguilera Vocal Il
Br. Giovani Rafael Funes Tovar Vocal IV

Br. Carol Merari Caceros Castafieda Vocal V



ADIOS Y A LA VIRGEN
MARIA

A MIS PADRES

A MIS HERMANAS

A MI NOVIO

MIS DOCENTES

DEDICATORIA

Por acomparfiarme desde el inicio de mi vida, darme
fuerzas, salud y una buena familia para alcanzar mis

metas.

Por su apoyo absoluto a lo largo de mi carrera y por nunca

dejarme desmayar en ninguno de los &mbitos de mi vida.

Por acompafiarme con risas y llantos, por hacerme sentir

querida y siempre darme animos.

Por guiarme en cualquier tipo de situacion y acompariarme
en este lindo trayecto de la carrera y siempre sentirse

orgulloso de mis logros.

Por ensefiarme no solo conocimientos tedricos y practicos,
sino regalarme consejos, anécdotas y amistades. En
especial a mi asesor, revisora de tesis y profesora de
Garantia de la Calidad.



A MI ALMA MATER

A MIS AMIGAS Y
AMIGOS

A LOS PARTICIPANTES
DEL GRUPO
EXPERIMENTAL Y
CONTROL

AGRADECIMIENTOS

La Universidad de San Carlos de Guatemala y a la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia por permitirme

ser una profesional y brindarme el beneficio de estudio.

Por ser un pilar fundamental durante el transcurso de la
carrera, por compartir el mismo coctel de sentimientos,
anécdotas y carifio. En especial a Lesli y Analy por

ayudarme en este trabajo de investigacion.

Por aceptar formar parte de esta investigacion y animarse

a probar un producto completamente nuevo en su piel.



INDICE

Contenido
L. RESUMEN ...ttt e e st e e st e e snb e e e nnr e e e nneeeennes 1
2. INTRODUGCCION ..ottt sttt sttt 3
3. ANTECEDENTES . .....ci oottt e e e e e e e snbe e e nnneeans 5
3.1. Situacion actual de la acuicultura en Guatemala ...........ccccoeieieiiiiincneeeee 5
3.2.  Residuos generados por la industria PESQUENA .........ccerverrerererenieieiesie e 6
3.3.  LaTilapia (OreoChromis SP.) ...icucieeieiieiiesie e ste e 8
3.3 1. GeNEralidades .......coviiuiiiieiieieie e 8
3.3.2.  Composicion quimica y NUricional.............ccccvvevieieiiieie e 10
3.3.3.  Propiedades de las proteinas de CONSUMO.........c.ccververeerieerieseenieeiesiee e 11
I S I o] 0] (=110 USRS 13
.1 ESHUCKUNA. ...ttt sttt 13
3.4.2.  Capacidad amortiguatora ...........ceoerueririerieieie e 14
3.4.3.  SOIUDIIA. ..o s 14
344, ESPECITICIAAU ...c.vevieiece e 15
3.4.5.  DeSnaturaliZaCion ..........cccceiereieieiisiseeee e 16
3.5, Colageno NUMANO0 ......ccoouiiicie et 16
I T O] F=To =T g (o 38 1 0= V] o SRR 18
3.6.1.  Estructura y COMPOSICION ......cociiuiieiieieieieisiesie e 19
3.6.2.  PrOPIEUAOES. ..ot 21
3.7, Tip0S de COIAGENO ..ot 21
3.7.1. COIAGENO tIPO | .ot 21
3.8. Usoy aplicaciones del COIAgEN0 ..........ccecveiieiiiiiecece e 22
3.9, Fuentes de ODLENCION.........ccciiieieieese e ene s 23
3.10.  Hidrolisis del COIAGENO..........cuiiiiieee et 24
311, Tip0S de hidrOliSIS......cveiiiiiieecicce et 24
3.11.1. HIdrOliSis ACIAA ......ocvviveiiieieee e 24
3.11.2. HidrOlisis DASICA.........ccecveieieece e 24
3.11.3. HidrolisiS NZIMALICA .......ccvveeeiiecicie e 24
3.12. INAUSEIIA COSMETICA. ... ecvveiveeiieie e e e sreeneeas 25

3.13.  INNOVACION tECNOIOGICA ...ttt 26



314, Lapiel RUMANA ......cciiiiiiiiee e 27

3.14.1. EStructura y TUNCIONES. ........ooiiiieieiie e 27
3.14.2. o] [0 (=T 1 USSR 28
3.14.3. DBIITHS ...ttt bbb b e 29
3.14.4. [ T 0T 0 [=] 1 1RSSR 29
3.14.5. 2.14.5 TIPOS UE PIBL. e e 30
3.14.6. PIEL MAAUIA ...t 30
3.14.7. Forma COSMELICa tiPO SEIUM ......ccuevriiiiiiieieie et 30

B, JUSTIFICACION. ..ottt sttt 32
ST O 1= | I 4 1 TSR 33
5.1, ODJELIVO GENEIAL.....c.eiiiiiiieieieee e 33
5.2, ODbjetivos BSPECITICOS ....ecviiuieiiieieiicie et re e 33
B.  HIPOTESIS ..ottt 34
7. MATERIALES Y METODOS .....cooviieieieeeieessee et sses s esasss s senassensessa s 35
7.1, UNIVEISO Y MUESIIA ...eeveeiieieieiie ettt sttt s sta et e e teete e sneeneenee e 35
0 O 1 Y= o TSR 35
70,20 IVIUBSEIA ..t ettt sttt et sbe e b nneas 35

A |V - (=] 4T 1L PR 35
S LT T {0 LSS 35
72,2 EQUIPO . cceieie ettt ettt et ra e ne e 35
7.2.3. INSTTUMENTOS ...ttt nnas 35
724, CrISTAIEIIA. c.veveiie sttt sb e eneas 36
7.2.5. Papeleria'y equipo teCNOIOGICO.........cceeiviiiiiicie e 36
7.2.6.  IMALEITA PIIMA ..viiiiiiiieeiecie bbb bbb 36
7.2.7.  Or0S MAEITAIES ..o 37

7.3, MEtodos Y ProCediMmIENTOS ........ceieiieiriiiieiee et 37
7.3.1.  ProCEAIMIENTO ... .ccuiiiiieieiieie ettt ae e sneeaeenee e 37
7.3.1.1.  Fase I: Obtencion, seleccion y extracciéon del material animal ............... 37
7.3.1.2.  Fase Il: Composicién quimica proximal e identificacion ...................... 40
7.3.1.3.  Fase IlI: Elaboracion del serum anti-edad............cccocevereneieneiesnnnannns 41
7.3.1.4.  Fase IV: Determinacion del efecto anti-edad ...........ccccooceveveieiiinnnnnns 42

8. RESULTADOS ..ottt ettt bbbt sa et b s na b nen 46

0. DISCUSION . ... oot ettt e e et e e e et r e e e es e e et e es e e e e et e s eeetees e s aeans 57



10.
11.
12.
13.

CONCLUSIONES ..ot 62
RECOMENDACIONES ... 63
REFERENCIAS ... 64

ANEXOS ..o 71



1. RESUMEN

El auge de la industria pesquera, el cultivo y fileteo de tilapia en Guatemala han aumentado
la cantidad de subproductos generados por estas actividades economicas. La presente
investigacion busca la diversificacion econdmica y disminucion del impacto ambiental por

desechos organicos generados en esta actividad.

Se extrajo de la piel del fileteo de tilapia el colageno marino, con el cual se produjo un serum
que fue utilizado por un grupo de voluntarios para evaluar el efecto antienvejecimiento. El
alcance obtenido se extrapola en los procesadores de tilapia, cosmetdlogos, técnicos y
auxiliares de cosmetologia en Guatemala que quieran incursionar en el mercado, dando una
segunda vida a los desechos organicos del fileteo de especies marinas, en este caso a especies

de Oreochromis sp.

El coldgeno marino obtenido a partir de la piel de tilapia se seco y pulverizé para su posterior
identificacion mediante la prueba colorimétrica con ninhidrina, obteniendo un color violeta

azulado en todos los tubos con muestra.

Luego de la evaluacion y cumplimiento de las especificaciones del producto final, segun el
RTCA 71.03.45:07 y RTCA 71.03.49:08, se procedio a conseguir 22 participantes a los
cuales se les realizd una prueba de parche durante 72 horas seguidas, todos los parches
contenian serum con principio activo; esta prueba sirvid para evaluar posibles efectos
adversos y alérgicos en el transcurso del uso del serum. Los participantes que no presentaron
ningun efecto adverso se les brindd una charla informativa acerca de los objetivos de la
investigacion, seguimiento de rutina y razones por las cuales su participacion era importante,
luego de ello firmaron un consentimiento informado en el cual aceptaban de forma voluntaria
el uso del serum y se comprometian a utilizarlo 2 veces al dia y exfoliar su piel 3 veces por

semana durante 60 dias consecutivos.

En el grupo experimental 10 de 11 participantes presentaron disminucion de la arruga,
obteniendo una diferencia porcentual general 15.05% y en el grupo control un porcentaje de
0.36% evidenciando que el grupo experimental efectivamente sufrié un cambio positivo en

la arruga y el grupo control no present6 cambio relevante.



La evaluacion estadistica se baso en los resultados del grupo experimental y se obtuvo una
probabilidad de 0.8867 de que el proceso vuelva a ocurrir con éxito del 70% o mas en un

experimento realizado en condiciones similares.

Al finalizar el estudio experimental se realizé una prueba basado en la escala de Likert, en el
cual los participantes de ambos grupos se encontraban ‘’ni de acuerdo ni en desacuerdo’’ con
la disminucién de la arruga; pero si notaron mayor vitalidad y mejor textura luego del uso
del serum. Seguidamente del test se realizé la divulgacion de resultados, mediante las pruebas
iconograficas y los participantes evaluaron y aceptaron los cambios perceptuales en la arruga

que tenian al inicio, quedando satisfechos con los resultados.

Se concluyo que la piel de tilapia es una fuente importante de coldgeno marino, que genera
ingresos extras en los acuicultores de Guatemala, ademas de proporcionar a la industria
cosmética nacional un producto ecol6gicamente sustentable elaborado a partir de
subproductos organicos con caracteristicas antienvejecimiento en personas entre los 30 y 40

anos.



2. INTRODUCCION

El colageno es una proteina importante y la mas abundante del cuerpo humano. En los
altimos afios ha aumentado su demanda por la industria cosmética, debido a que, en la
actualidad, la estética ha tomado auge significativo en la poblacion adulta. Beltrdn (2011)
indica que esta proteina se obtiene principalmente del ganado bovino y porcino, sin embargo,
esta fuente de obtencidn ha provocado cierta controversia en la sociedad por problemas
religiosos en el caso del judaismo y el islam, problemas ideoldgicos, culturales, étnicos y
enfermedades transmisibles al ser humano como la enfermedad de las vacas locas y la fiebre
aftosa. Motivos que han provocado que en los ultimos afios la industria haya buscado
alternativas de extraccion en los animales acuaticos pequefios como algunos pescados, ya
que otras fuentes de colageno, como lo es el colageno vegetal no han presentado impacto
significativo ni buena biocompatibilidad, tal como relata Gil (2016) en sus conclusiones de
la evaluacion del desempefio preclinico de soportes de colageno tipo | asociados con Aloe
vera ©’ los soportes de colageno tipo | y microparticulas de gelatina-colageno cargados con

Aloe vera no son bioactivos y retardan el cierre de herida’’ (p.53).

Anualmente en el mundo se recogen alrededor de 158 millones de toneladas de
pescado, siendo la tilapia la especie de mayor importancia, con el 58,5%. Los residuos
estan constituidos principalmente por huesos, piel, cabezas, escamas y visceras, los
cuales son fuente importante de proteinas con alto valor nutricional y comercial,
como alimentos para animales, harina de pescado y fertilizantes. (Quintero y Zapata,
2017, p. 109)

Los desperdicios del fileteo de tilapia (Oreochromis sp) son subvalorados en la actualidad,
ya que el uso de la especie es netamente directo es decir que Gnicamente se aprovecha la
carne para el consumo humano desperdiciando las otras partes del pez; para el afio 2002 se
realiz6 un estudio a nivel mundial en el cual se concluyd que del consumo de peces ‘’casi el
71 por ciento (63 millones de toneladas) se utilizaron para el consumo humano directo, el
resto (alrededor del 29 por ciento) se empled para fabricar distintos productos no destinados
al consumo humano, sobre todo harina y aceite’” (FAO, 2002, p.3). Hecho que hace

importante realizar este tipo de investigaciones de innovacién y diversificacién econdémica



para dar a conocer alternativas viables en Guatemala, que es uno de los paises productores
de tilapia en franco desarrollo. ‘’Especificamente en el procesamiento de tilapia, el 60-70%
del cuerpo es subproducto (Quintero y Zapata, 2017, p. 109)”’ con estos porcentajes se puede
inferir que los desechos generados a partir de esta actividad acuicola presentan un alto
impacto ambiental negativo para la salud humana, la ecologia, el medio ambiente, las

actividades turisticas y la recreacion.

La presente investigacion cumple con criterios de innovacion tecnoldgica brindando nuevos
conocimientos e ideas técnicas factibles para la pluralizacién de las fuentes de obtencion de
colageno, evitando los problemas actuales presentes en otras fuentes de la proteina brindando

ademas “’20% mejor absorcion en el cuerpo humano’’ (Beltran, 2011).

Asimismo, se busca dar un valor agregado a la piel desperdiciada de la actividad del fileteo
de tilapia, incursionando el extracto del coldgeno marino como principio activo en un serum
antienvejecimiento, favoreciendo la demanda actual de los consumidores que desean evitar

los trastornos de la piel, entre ellos el envejecimiento.

El serum anti edad fue testeado en hombres y mujeres sanos de 30 a 40 afios de edad que
voluntariamente formaron parte del estudio, las caracteristicas necesarias en los voluntarios
fueron piel madura y lineas de expresion en el area facial, no ser alérgicos a mariscos (se
realiz6 una prueba de evidencia por medio de pruebas de parche que median el grado de
irritacion con el extracto de colageno), se les realizaron encuestas para tener una linea base
de su estilo de vida en general y todos formaban parte de la poblacion con tipos de piel del 11
al V.



3. ANTECEDENTES

3.1.Situacion actual de la acuicultura en Guatemala
Guatemala es un pais en su mayoria agricultor, sin embargo, desde hace varios afos

el gobierno implementd técnicas de acuicultura como alternativas economicas
sustentables. La actividad acuicola en Guatemala inicio6 en el afio 1954 con un programa
Ilamado Piscicultura Rural en colaboracion con la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Basicamente, en Guatemala, la acuicultura
se ha dividido en dos cultivos, el camaron marino, que es de mayor importancia que la
tilapia, ya que su enfoque se dio a nivel industrial y la tilapia que ha tenido un crecimiento
aceptable, desafortunadamente no se dio un registro ordenado en el 2001 por lo que
actualmente no existe un registro de la produccion de tilapia. Este cultivo ha tomado gran
relevancia a nivel comunal debido a la necesidad de alimento, a la caida de los precios de
otros sistemas agricolas de produccion como el café y a la promocion que ha hecho el
gobierno mediante la inauguracion de un centro de capacitacion y produccion acuicola.
También se han iniciado otros cultivos con interés de la empresa privada como la trucha,
rana toro, langosta de agua dulce, pero éstos no han alcanzado el nivel deseado.
Actualmente no existen programas de desarrollo; se han iniciado varios censos acerca de
la produccion de tilapia en Guatemala, sin embargo, no se ha reflejado de forma clara la

produccidn del pez en el pais (Maldonado, 2009).

Para el afio 2009 la produccion de tilapia estimada es de 100,000 libras al afio, con un
precio de venta de Q.9 00 por libra, lo que generaria ingresos anualmente por Q.901,801
(Maldonado, 2009). El cultivo de camardn tuvo un crecimiento méas acelerado (969%)
que la tilapia, la cual hasta 2009 se incrementd el 32%; en tal sentido, el cultivo de
camaron se ha estabilizado en unas 17,000 toneladas/afio y de tilapia alrededor de 3,000
toneladas/afio, aunque ambas actividades pueden continuar creciendo gracias a la
incorporacion de nuevas tecnologias y el ingreso de nuevos productores, particularmente

en el caso de la tilapia (Beltran, 2014).

Las exportaciones de especies marinas en Guatemala crecieron el 210% para el afio 2011,
las importaciones aumentaron el 735% (71% en productos de consumo humano y 29%

en harina de pescado para uso industrial, principalmente para elaborar piensos destinados



a la acuicultura). las exportaciones pesqueras Yy acuicolas solo representan el 1,1% de las
exportaciones nacionales, ya que otros renglones como: vestuario, café, piedras
semipreciosas, azucar y banano son mas representativos, tal como lo sefialan las
estadisticas del Banco de Guatemala. Tanto las exportaciones nacionales como las
sectoriales tuvieron un comportamiento relativamente similar con unatasa de crecimiento
del 288% y 210% respectivamente entre 2000 al 2011 (Beltran, 2014).

El sector de acuicultura y pesca de Guatemala a lo largo de 30 afios se ha destacado por
su tecnificacion e industrializacion sostenible, para el desarrollo de productos de primera
calidad. Camarones, tilapia, atin, dorado y alimentos balanceados para acuicultura
generaron en el 2017 un ingreso de divisas por US$ 200 millones con un crecimiento del
24% en comparacion al 2016 (Vides, 2018).

3.2.Residuos generados por la industria pesquera
La importancia econémica de la actividad de fileteo e industria pesquera en general

es indiscutible, sin embargo, la disposicidon final de los residuos generados esta causando
una problematica evidente que afecta multisectorialmente a la poblacion, en la calidad
del ambiente, turismo, salud publica por la proliferacion de vectores y aumento de la
carga organica en general. La acuicultura intensiva puede causar polucién organica como
resultado de la acumulaciéon de subproductos; la mayoria de los residuos organicos
biodegradables en cantidades limitadas solo pueden servir como fertilizantes; en
Guatemala el cultivo de tilapia es el mas importante comercialmente para consumo
interno (FAO, 1974).

Los impactos significativos se originan en la falta de instalacién u operacién de equipos
con la tecnologia adecuada para el tratamiento de los efluentes liquidos y la construccion
de plantas de harina de pescado no integral (Ambrosio, 2004), dentro de esta ideologia
también se hace referencia a la falta de conocimiento y evidencias de posibles usos de los

subproductos de pescado dentro del sector cosmético, farmacéutico y médico.

El cultivo piscicola ha crecido rapidamente con la tilapia, debido al crecimiento
desordenado a partir del afio 2001 no existe un registro actualizado del numero de

unidades productivas ni de los volumenes producidos (FAO, 2002).



Actualmente la acuicultura es la actividad agroindustrial de mayor desarrollo a nivel
mundial, con un volumen global superior a los 60 millones de toneladas, y un valor de
alrededor de 15 mil millones de ddlares, con lo que contribuye en mas de 40 % a la
produccion de organismos acuéticos. Los mayores tropiezos de la actividad son aquéllos
relacionados con la aparicion de epizootias y con el impacto ambiental sobre los
ecosistemas aledafios a las granjas. Algunas alternativas han sido y estan siendo aplicadas
para minimizar estos problemas. Esta puede ser una actividad sustentable si es manejada
con la asesoria de expertos en investigacion cientifica y desarrollo tecnoldgico y que en
su crecimiento y expansion sean tomados en cuenta no sélo los beneficios econémicos,
sino primordialmente los aspectos ecoldgicos involucrados (Martinez, Martinez y Cortés,
2009).

En la produccién de filete se aprovecha de manera casi Unica la parte comestible del
pescado produciendo altos valores de desechos en forma de diferentes residuos. Beltran
(2011) menciona: ’La piel, los huesos, escamas, visceras y cabeza, que constituyen entre
un 50 -70% del peso total de la materia prima. Al aumentar la produccién de filete es
evidente que también habrd un aumento en la generacion de residuos’ (p.31).
Mayormente estos desperdicios son utilizados para elaborar ensilados de forma casera,
sin embargo, grandes cantidades son enterradas o vertidas de forma directa a basureros o
fuentes de agua natural.

De los desperdicios, la piel es el de mayor importancia y potencial, ya que constituye
aproximadamente el 30% de los residuos del procesamiento de pescado, y ademas es
considerada rica en colageno por lo cual llama la atencion como fuente importante de

esta proteina (Beltran, 2011).

La utilizacién de coproductos busca reducir la contaminacién ambiental generada por el
manejo inadecuado en su disposicién final y mejorar los rendimientos en el
aprovechamiento de los recursos de la acuicultura. Durante el procesamiento del pescado
se genera una cantidad significativa de residuos y coproductos de importante valor
nutricional, que en el pasado se consideraban de bajo valor comercial, 0 como un
problema que era necesario descartar. En las dos Gltimas décadas se ha registrado mayor

conciencia global acerca de los aspectos econdmicos, sociales y ambientales de la



utilizacion de estos recursos y sobre la importancia de reducir los descartes y pérdidas
generados durante y después de la captura (almacenamiento, elaboracion y distribucion).
También se han destacado las alternativas de aprovechamiento de estos productos para
nuevas aplicaciones, como en la industria cosmética y agropecuaria, entre otras (Osorio,
2014).

3.3. La Tilapia (Oreochromis sp.)

3.3.1. Generalidades

La tilapia es una especie ictica cuyo cultivo se inicié en 1820 en Africa y
desde ahi se ha extendido a gran parte del mundo, siendo considerada la tercera
especie mas cultivada después de las carpas y los salmonidos; asimismo esta especie

viene incrementando anualmente su cultivo (Lovshin & Poma, 1996).

Es una especie originaria de Africa. Su régimen alimentario en ambientes
originarios es a base de fitoplancton y detritus organicos. Su rango Optimo de
produccion es con temperaturas de 25-30° C. Son sensibles a bajas temperaturas,
con un limite letal de cerca de los 9 a 13 °C. Es una de las especies mas altamente
cultivada en todo el mundo, empleandose para ello la reversion sexual a machos,
gue poseen mayor crecimiento que las hembras (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Alimentos, 2007). A continuacion, se presentan los rasgos

morfolégicos de las cuatro especies del género Oreochromis.



Tabla 1

Morfologia de las Cuatro Especies del Género Oreochromis

Area de Oreochromis Oreochromis  Oreochromisu.  Oreochromis

Pigmentacion niloticus aureus hornorum mossambicus

Cuerpo Verde metélico,  Gris azulado Negro, Gris oscuro
ligeramente acentuado en el
gris (macho) macho
Cabeza Verde metélico Gris oscuro Gris Gris oscuro
Color de ojos Café Café Negro Negro
Reglon ventral  Gris plateado Gris claro con Gris Gris claro
manchas rojizas
Papila genital Blanca Blanca a Rosada Blanca
brillante claro
Borde aleta Negra oscura Fuertemente Roja Ligeramente
roja o rojiza roja
dorsal J ! !
Porcion Roja, bandas Roja, bandas Roja Ligeramente
. negras, bien difusas y roja
terminal aleta R
definidas, borde punteadas

caudal circula

Perfil dorsal Convexo Convexo Cdncavo Céncavo
Labios Negros Labio inferior ~ Gruesos negros Negros

blanco

Nota: Recuperado de PRODUCE del afio 2015, reimpreso con permiso. En esta tabla se distinguen las

especificaciones morfoldgicas del género Oreochromis entre diferentes especies y género.

La tilapia es una especie apta para ser cultivada en zonas tropicales y subtropicales,

donde la temperatura del agua oscila entre 24 °C a 32 °C. Debido a su naturaleza

hibrida, se adapta con gran facilidad a ambientes lénticos, estanques, lagunas,
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reservorios y en general a medios confinados. Presenta ventajas sobre otras especies
piscicolas, como alto porcentaje de masa muscular, filete grande, ausencia de
espinas intramusculares, crecimiento rapido, adaptabilidad al ambiente, resistencia
a enfermedades, excelente textura y coloracion de carne, con muy buena aceptacion
en el mercado (Calderdn, 2018). Es de ahi la gran adaptabilidad en el mercado y
crecimiento exponencial de los cultivos de esta especie de pez en Guatemala y otros

paises que presentan las condiciones climéticas necesarias.

Linea Lateral Discontina Aleta Dorsal

/ (Poros Urogenitales)
Aleta Pélvica Aleta Anal

Figura 1. Morfologia externa de la tilapia (Oreochromis sp.), Calderdn, 2018. Reimpreso con permiso.

3.3.2. Composicién quimica y nutricional

A continuacion, se enlistan los porcentajes promedio de la composicidn quimica y

nutricional de Oreochromis sp.
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Tabla 2

Composicion Quimica y Nutricional de la Tilapia (Oreochromis sp.)

Componentes Promedio porcentual (%0)
Humedad 70.8
Grasa 8.2
Proteinas 19.1
Sales minerales 1.2
Calorias 185

Nota: Los componentes enlistados en la tabla son cifras promedio de diferentes especies de tilapia. Datos

recuperados de Silvera, 2018. Reimpreso con permiso.

3.3.3. Propiedades de las proteinas de consumo

La composicion proteica de aminoacidos encontrados en el pescado es comparable
con la encontrada en proteinas que consumen comuinmente los seres humanos, las

cuales tienen un valor biolégico muy alto, como se observa en la siguiente tabla.
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Tabla 3

Aminoacidos Esenciales de Varias Proteinas Consumidas por el Humano

Aminoécido Pescado % Leche % Carnevacuna%  Huevos %
Lisina 8.8 8.1 9.3 6.8
Triptofano 1.0 1.6 1.1 1.9
Histidina 2.0 2.6 2.8 2.2
Fenilalanina 3.9 5.3 4.5 5.4
Leucina 8.4 10.2 8.2 8.4
Isoleucina 6.0 5.2 7.2 7.1
Treonina 4.6 4.4 4.2 5.5
Me_tionina- 4.0 4.3 2.9 3.3
cisteina
Valina 6.0 7.6 5.0 8.1

Nota: Dependiendo de la fuente de proteina que se consuma la cantidad de aminodacidos ingeridos variara.

Archivo recuperado de Silveria, 2018. Reimpreso con permiso.

Las proteinas son polimeros lineales en los que las unidades monomeéricas son los
aminoacidos que se pliegan en una notable diversidad de formas tridimensionales
que les proporcionan una correspondiente variedad de funciones. Son componentes
esenciales de todas las células vivas. Su funcion en el organismo es de dos tipos:
una de tipo estructural, formando parte del propio organismo y otra de tipo

funcional. (Garrido, Teijon, Blanco, Villaverde, Mendoza y Ramirez, 2006, p.71)

Las proteinas son un grupo de macromoléculas muy diversas, por lo mismo tienen
diferentes formas de clasificacion, como podrian ser: por su composicién, simples
0 conjugadas; por sus propiedades fisicas y solubilidad; por su conformacion

tridimensional; grupos prostéticos y funcion bioldgica.
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3.4. Las proteinas

3.4.1. Estructura

La estructura proteica sigue patrones regulares, no importando si las proteinas
son de origen animal o vegetal. Luque (2009) afirma: * Todas las proteinas poseen
una misma estructura quimica central, que consiste en una cadena lineal de
aminoacidos. Lo que hace distinta a una proteina de otra es la secuencia de
aminoacidos de que estd hecha’ (p.8). A pesar de este patron notorio, algunos

autores distinguen hasta cinco niveles de estructuracion de proteinas.

La mayoria de los aminoacidos son hidréfilos y solamente ocho de ellos presentan
grupos R apolares que los hacen ser hidrofébicos, estas propiedades fisicoquimicas

determinan las estructuras primarias y secundarias de las proteinas.

La secuencia lineal de aminoacidos puede adoptar multiples conformaciones en el
espacio que se forma mediante el plegamiento del polimero lineal. Tal plegamiento
se desarrolla en parte espontaneamente, por la repulsion de los amino&cidos
hidrofobos por el agua, la atraccion de aminoacidos cargados y la formacion de
puentes disulfuro y también en parte es ayudado por otras proteinas. Asi, la
estructura primaria viene determinada por la secuencia de aminoacidos en la cadena
proteica, es decir, el nimero de aminoacidos presentes y el orden en que estan
enlazados y la forma en que se pliega la cadena se analiza en términos de estructura

secundaria. (Luque, 2009, p.8)

Las proteinas son macromoléculas tridimensionales, es decir que ocupan diferentes

posiciones en el espacio.

La estructura terciaria, por tanto, es el modo en que la cadena polipeptidica se
pliega en el espacio, es decir, como se enrolla una determinada proteina. Asi
mismo, las proteinas no se componen, en su mayoria, de una unica cadena de
aminoacidos, sino que se suelen agrupar varias cadenas polipeptidicas (o
mondomeros) para formar proteinas multiméricas mayores. A esto se llama

estructura cuaternaria de las proteinas, a la agrupacion de varias cadenas de
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aminoacidos (o polipéptidos) en complejos macromoleculares mayores.
(Luque, 2009, p.8)

Los aminoacidos que forman cada proteina se unen mediante diferentes tipos de
enlaces, que cambian dependiendo del nivel de estructuracion. Luque (2009) indica:
“’Los enlaces que determinan la estructura primaria son covalentes (enlace amida o
enlace peptidico) y la mayoria de los enlaces que determinan la conformacion
(estructuras secundaria y terciaria) y la asociacion (estructura cuaternaria y

quinaria) son de tipo no covalente’’ (p.9).

3.4.2. Capacidad amortiguadora

Debido a que algunos aminoacidos son apolares y otros polares, las proteinas
presentan un comportamiento hidrofilico o hidrofébico, presentando tendencias de
liberacién o captacion de protones. Martin (2012) afirma: ‘’Las proteinas tienen
comportamiento anfotero, (...) capaces de comportarse como un acido (liberan H
al medio) o como una base (captando H°) para neutralizar las variaciones de pH del
medio”” (p.56). En esta afirmacion se basa la capacidad amortiguadora de las

proteinas.

Martin (2012) indica que los aminoacidos pueden regular el pH gracias a los grupos
carboxilo y amino, sin embargo, esta capacidad se pierde por el enlace peptidico y
queda restringida a los radicales de sus grupos R, debido a la complejidad de estos
grupos, las proteinas tienen un punto isoeléctrico especifico (pH en el que la carga
de la molécula es cero). El punto pl permite la separacion de proteinas mediante la
técnica de electroforesis.

3.4.3. Solubilidad

Esta propiedad proviene de los radicales pertenecientes a los aminoacidos que
forman la proteina. Martin (2012) hace la consideracion que: *’Si los radicales son
polares en su mayoria y se colocan en la superficie de la proteina, al relacionarse
con el agua mediante puentes de hidrogeno seran solubles en ella, (...) si, en su

mayoria son aminoacidos apolares seran insolubles’ (p.55).
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La solubilidad de las proteinas depende de dos factores esenciales como se explica

a continuacion:

El potencial de hidrogeno: si el pH es igual al punto isoeléctrico (pl) los
aminoacidos no estan cargados y serd mas dificil interaccionar con el agua,
haciendo que sean menos solubles. La concentracion de sales es el segundo factor
importante en cuanto a la solubilidad de proteinas, las cuales son més solubles en
una disolucion con sales que en agua pura, ya que los iones salinos le ayudan a tener
carga y asi solubilizarse mejor, pero con altas concentraciones salinas las proteinas
precipitan puesto que hay muchos iones que competirdn con la proteina para

reaccionar con el agua (Martin, 2012).

3.4.4. Especificidad

Se refiere a la capacidad de las proteinas (globulares) de discriminar entre un

sustrato u otro para reaccionar, funcionando dentro del concepto ‘’llave-cerradura’’.
Autores como Martin (2012) enfatizan Unicamente en dos tipos de especificidad:

= Especificidad de funcién: el sitio activo de una proteina reconoce a un unico
sustrato, ya que en su estructura tridimensional encajan perfectamente,
discriminando estereoisomeros.

=  Especificidad de especie: cada especie tiene proteinas especificas, e incluso
organismos de la misma especie (rechazo a los trasplantes), aquellas proteinas
que sean diferentes pero que realicen la misma funcién se llaman proteinas

homologas. (p.60)

Otros autores como Worthington (2019) hacen referencia a cuatro tipos de
especificidad diferentes:

Worthington 2019

Una de las propiedades de las enzimas que las hace tan importantes como
herramientas de diagndstico e investigacion es la especificidad que exhiben en
relacion con las reacciones que catalizan, (...). En general, hay cuatro tipos distintos

de especificidad:
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= Especificidad absoluta: la enzima catalizara solo una reaccion.

= Especificidad de grupo: la enzima actuara solo en moléculas que tienen grupos
funcionales especificos, como los grupos amino, fosfato y metilo.

= Especificidad de enlace: la enzima actuard sobre un tipo particular de enlace
quimico independientemente del resto de la estructura molecular.

= Especificidad estereoquimica: la enzima actuara sobre un isomero estérico u

optico particular. (p.3)

3.4.5. Desnaturalizacion

Al momento de la desnaturalizacién una proteina pierde su funcion por la
pérdida de su forma nativa. ‘’La desnaturalizacion es la pérdida de la conformacion
espacial de una proteina, es decir pierde su estructura cuaternaria, terciaria y
secundaria’® (Martin, 2012, p.58). Este fenomeno ocurre cuando se somete a la
proteina a una condicion ambiental desfavorable, sin embargo, la estructura
primaria no se pierde nunca, ya que el enlace peptidico que une los aminoacidos es

muy fuerte.

3.5. Colageno humano
El colageno es una molécula con auge exponencial en la actualidad.

Bernales, Caride, Lewis y Martin (2004):

El colageno ha sido uno de los materiales méas utilizados en medicina para reparar
dafios o traumas quimico-mecanicos, ya sea en piel o mucosas, debido a su
biocompatibilidad y su capacidad para promover la cicatrizacion de heridas, siendo

un componente importante de la matriz extracelular.

Cuando el procolageno intracelular se secreta al medio extracelular, las moléculas
liberadas bajo la forma de un precursor tropocoldgeno se retnen en fibras
responsables de la integridad funcional y estructural de tejidos como hueso, cartilago,

mucosas, dermis, dentina, etcétera.

En los tejidos humanos se conocen alrededor de 16 tipos de colageno diferentes,

siendo los méas abundantes y por lo tanto los méas estudiados los de tipo I, presente en



17

hueso, los de tipo Il, presente en cartilago hialino y los de tipo Ill, presente en piel.
La naturaleza comun de todos estos tipos de colagenos es la configuracion espacial
de triple hélice de su estructura molecular, cada una formada por el enrollamiento de
3 cadenas unidas entre si. Estas cadenas presentan uniones intramoleculares y
extramoleculares, las cuales mantienen el entrecruzamiento molecular, requisito
necesario para que las fibras de coldgeno puedan resistir el impacto al que son
sometidas. Cabe mencionar que estas fibras dejan lugar a sustancias cemento, como
los proteoglucanos y glucosaminoglucanos, que estabilizan la estructura helicoidal
a temperaturas de entre 36 y 48 °C, ademas de las glucoproteinas, que hacen a las
propiedades biomecanicas y a la funcidén de cada tejido. Asimismo, las fibras se
disponen espacialmente de diferentes maneras, de acuerdo con la funcién que habra
de cumplir cada tejido: en paralelo (tendones), como placas en distintas direcciones
(piel), en forma de fibras continuas (dientes), dependiendo de las diferentes

direcciones de las fuerzas que deban soportar. (p.65).

El término colageno seglin Jordan (2011) proviene del: “’griego kola, que significa cola
y egonomen equivalente a producir. Es una proteina del tejido conectivo primario que
representa cerca del 30% de la materia proteica animal. Esencial para garantizar la
elasticidad y regeneracion de la piel, cartilagos y huesos” (p.24). Ademas de brindar
elasticidad y regeneracion también cumple funcién mecéanica y de soporte.

Silva y Penna (2012) afirman que: ‘'Es una proteina fibrosa que se encuentra en el tejido
conectivo del cuerpo y desempefia un papel en la resistenciay la elasticidad de los tejidos.
Debido a sus caracteristicas funcionales, esta proteina se ha agregado a los alimentos”’
(p.530). Cada dia esta molécula es mas conocida y ha sido afanada en diferentes industrias

para satisfaccion de los consumidores.

El colageno se encuentra en los tejidos conectivos del cuerpo como huesos,
tendones, cartilagos, venas, piel, asi como en los muasculos y la capa cornea
de los ojos. Sin embargo, con el inicio de la edad adulta, la deficiencia del
coldgeno comienza a notarse a medida que el cuerpo disminuye su
produccidn, y se requiere suplementacion. Como resultado, ha habido un

aumento en el interés de aplicar colageno en complementos y productos
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alimenticios, ... Los alimentos con colageno agregado sirven de tratamientos
para mejorar la elasticidad, firmeza y prevencion de enfermedades como la
osteoartritis, osteoporosis, hipertension y Ulcera gastrica. (Silva y Penna,
2012, p.531)

3.6. Colageno marino
El colageno es una de las proteinas mas importantes del cuerpo humano y también en

organismos acudticos. Torres, Pacheco, Sotelo, Rouzaud y Ezquerra (2008) afirman que
es: “’El principal constituyente del tejido conectivo y juega un papel muy importante ya
que es el encargado de la unidn entre varias células. Existe una estrecha relacion entre la

firmeza del musculo y el comportamiento del colageno en organismos marinos’” (p.101).

No todos los organismos acuaticos producen las mismas cantidades de colageno, aun
siendo de la misma especie. Su produccion intrinseca depende de varios factores externos
como la temperatura. Torres et al. (2008) aseguran que: “’Un mayor contenido de
colageno fue encontrado en especies con temperaturas mas elevadas. También se ha
reportado que los niveles de colageno insoluble son mayores que el soluble, sin embargo,
existe una escasa informacion’’ (p.101). Los niveles de produccion de coldgeno varian

entre diferentes especies y también entre las diferentes partes del cuerpo del animal.

Las especies marinas, asi como los subproductos generados a partir de su
industrializacion representan una valiosa fuente de proteinas, entre las que se encuentra
el colageno. Tipicamente, el colageno se utiliza para la elaboracién de gelatina, alimentos
funcionales, peliculas para fotografia, empaques biodegradables, productos de
cosmetologia, entre otros. Sin embargo, otra forma de aprovechamiento poco explorada
y novedosa de este material es la obtencion de péptidos con actividad biologica (PABS).
Los PABs derivados del colageno y gelatina a partir de especies marinas tienen un enorme
potencial, debido a que poseen excelentes propiedades bioldgicas, tales como
antioxidantes, antihipertensivas, anticancerigenas, antimicrobianas, neuroprotectoras, asi

como inducir el crecimiento de tejido 6seo y retardar el envejecimiento de la piel,
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propiedades que se han asociado frecuentemente a la presencia de aminoacidos prolina e

hidroxiprolina en la secuencia del péptido y ciertas caracteristicas estructurales.

Este tipo de coldgeno comparte similitudes estructurales a las del colageno de
mamiferos terrestres; no obstante, el comportamiento fisicogquimico entre
ambos difiere considerablemente, lo que puede deberse en gran parte a las
diferencias presentes en su estructura primaria (presencia y distribucion de
aminoacidos) que le permiten a la molécula adoptar otras formas e
interacciones fisicoquimicas distintas. Dichas caracteristicas lo hacen
atractivo y, a la vez, permite emplear al colageno de origen marino como un
material tecno-funcional (Ramirez, Ramirez y Mazorra, 2013, p.34-35)

La fuente marina provine de animales tanto vertebrados como invertebrados y tiene

amplias ventajas sobre el colageno extraido de animales terrestres como:

= Libre de zoonosis como BSE, TSE y FMD

= Alto contenido de colageno

= Favorable al medio ambiente

= Tiene una temperatura corporal mas baja que la de los animales, por lo tanto,
ayuda a una mayor absorcién

= Mayor absorcién debido al bajo peso molecular.

= Restricciones religiosas y éticas menos significativas

= Problemas menores de regulacién y control de calidad

= Presencia de contaminantes bioldgicos y toxinas casi despreciable

= Baja respuesta inflamatoria

= Menos inmunogénico

= Compatible metabo6licamente
(Silvipriya et al., 2015).

3.6.1. Estructuray composicion

El colageno esta formado por muchas moléculas de aminoacidos, pero se
destacan tres principalmente: glicina, prolina e hidroxiprolina. En analisis

realizados al colageno proveniente de pescados comunmente utilizados para la
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produccién de gelatina, se ha encontrado que la distribucién de aminoacidos es
similar al proveniente de los mamiferos, pero con menores cantidades de prolina e
hidroxiprolina y altos valores de serina, treonina, y en algunos casos metionina
(Borgstrom, 1962).

El término “colageno” se utiliza para denotar una familia de 27 proteinas isoformas
encontradas en los tejidos conectivos del cuerpo. En términos de cantidad, es el
compuesto mas importante del tejido conectivo y es un elemento estructural
importante en organismos multicelulares. El colageno es una proteina fibrosa
encontrada en todo el reino animal, contiene cadenas peptidicas aminoacidos
glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina y alanina. Estas cadenas estan
organizadas en paralelo a un eje, formando las fibras de coladgeno, que proporcionan
resistencia y elasticidad a la estructura presente. Las proteinas colagenas forman
agregados supramoleculares (fibrillas, filamentos o redes) solo 0 en conjuncién con
otras matrices extracelulares. Su funcién principal es contribuir a la integridad
estructural de la matriz extracelular o ayuda a arreglar las celdas en la matriz. El

colageno tiene propiedades mecanicas, y es quimicamente inerte.

La molécula de colageno tiene 280 nm de longitud, con peso molecular 300,000
Da, estabilizado por puentes y enlaces de hidrogeno intermolecular. La secuencia
de aminodcidos el colageno es generalmente una unidad de tripéptido, glicina-X-
prolina o glicina-X-hidroxiprolina, donde X puede ser cualquiera de los 20
aminoacidos estandar. La molécula de colageno puede tener hasta tres cadenas

diferentes, que se unen en la formacion de procolageno.

El colageno tiene estructura molecular relativamente simple y es insoluble en agua
debido a la alta concentracion de aminoécidos hidrofébicos, ya sea dentro de la
proteina o en la superficie. El colageno representa una excepcion a la regla que los
grupos hidrofobicos deben ocultarse en el dentro de la molécula de proteina. El
nucleo hidrofdbico, por lo tanto, contribuye menos a la estabilidad estructural de la
molécula, mientras que los enlaces covalentes suponen un papel especialmente
importante. (Silva 'y Penna, 2012, p.531-532)



21

3.6.2. Propiedades

Torre (2013) infiere que: “’Los atributos de los musculos de animales
terrestres y acuaticos difieren en gran medida de acuerdo a su composicion
quimica’’ (p.53). Y por tanto también las propiedades del coldgeno extraido de los

mismos.

Aun cuando las propiedades fisicoquimicas del coldgeno y gelatina de
especies marinas les permiten tener algunas aplicaciones convencionales
(micro-encapsuladores, agentes emulsificantes, gelificantes, espesantes), su
uso mas reciente y que ha llamado la atencion de la comunidad cientifica y
biomédica, es la generacion de péptidos con actividad biolégica (PABS) a
través de su hidrolisis. Las caracteristicas de los PABs derivados de este tipo
de proteina se han asociado a un gran numero de funciones fisioldgicas, tales
como propiedades: antihipertensiva, antioxidante, inmuno moduladora,

antimicrobiana, prebiotica y antitrombética. (Ramirez et al., 2013, p.35)

3.7. Tipos de colageno
Algunos autores hacen alusion a que se conocen hasta 28 tipos de colageno y que

cada uno se compone de 46 cadenas polipeptidicas distintas. Todos ellos tienen una
caracteristica triple hélice, pero la longitud de la hélice, tamafio y la naturaleza de la

porcion no helicoidal varia de uno a otro tipo (Silvipriya et al., 2015).

Se conocen 19 clases de colageno que estan designadas como tipo | al tipo
XI1X, aunque en otros articulos se habla de 26 tipos de colageno genéticamente
distintos, que varian considerablemente en su complejidad y la diversidad de
su estructura. Cada uno de estos tipos de colageno se encuentra en un lugar
diferente del cuerpo y con caracteristicas especificas. La familia mas
abundante de colageno con alrededor del 90% del total es el colageno fibrilar,

el cual incluye el colageno tipo I, 11, 11, V' y XI. (Flores, 2017, p. 18)

3.7.1. Colageno tipo I

Se caracteriza porque la molécula de tropocoldgeno en este caso esta

constituida por dos moléculas que se denominan alfa I, es decir dos cadenas alfa |
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idénticas y una cadena diferente de aminoacidos denominada alfa I1. Este tipo de
colageno es el que predomina en los huesos, cartilagos y dermis (Jordan, 2011).
Este es el tipo de colageno que se extrae de la tilapia (Oreochromis sp) estudiada

en esta investigacion.

“’Su funcion es la de proporcionar rigidez y traccion en especial en los tendones y
en la mayoria de 6rganos, y en los huesos, este define las propiedades biomecanicas

de carga, rigidez torsional y resistencia a la traccion’’ (Flores, 2017, p.18).

3.8. Uso y aplicaciones del colageno
El amplio uso y aplicacion del coldgeno en la actualidad converge en el aumento al acceso

de informacion al consumidor que se tiene acerca de esta molécula, a consecuencia de
esto la industria busca mayores inversiones en la misma. El creciente interés por la
valorizacion econémica de los subproductos generados por la industria pesquera se ha
intensificado en los ultimos 15 afios y conducido al estudio y aprovechamiento de las
propiedades tecno-funcionales de proteinas como el colageno. Normalmente los
subproductos del procesamiento de especies marinas representan una fuente valiosa de
colageno, que puede ser utilizada para la obtencion de péptidos con actividad biol6gica
(PABs). Los PABs o péptidos bioactivos se definen como aquellos componentes
derivados de los alimentos, que ademas de su valor nutricional, ejercen un efecto

fisiolégico en el organismo

Las diferentes propiedades fisicoquimicas del colageno marino permiten emplearlo como
material tecno-funcional capaz de retener agua, ser soluble, gelificar, formar coloides,
emulsiones y espumas. Dichas propiedades se han aprovechado para la elaboracién de
materiales de empaque biodegradable, peliculas fotogréficas, productos de cosmetologia
y algunas otras aplicaciones en alimentos y medicina. (Ramirez et al., 2013)

El colageno se usa en industrias farmacéuticas como ’microparticulas,
dispersiones inyectables, escudos en oftalmologia y en sistemas de
administracion de medicamentos. Su aplicacion en el campo farmacéutico y

biomédico se debe a sus caracteristicas tales como antigenicidad débil,
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capacidad de wunion celular, biodegradabilidad y biocompatibilidad’’
(Silvipriya et al., 2015, p. 125).

3.9. Fuentes de obtencién
La mayor parte del colageno y la gelatina se derivan de pieles de vaca y cerdo. Los

brotes de ciertos animales y enfermedades como la encefalopatia espongiforme
bovina (EEB) y fiebre aftosa causo restricciones en el uso de colageno animal debido
a que existe la posibilidad de que estas enfermedades sean transmitidas a los seres
humanos. De tales circunstancias, se considera el colageno de pescado y gelatina
como las mejores fuentes alternativas debido a su alta disponibilidad, sin riesgo de
transmision de enfermedades y sin restricciones religiosas. Ademas, el procesamiento
de pescado, descartes que incluyen piel, huesos, escamas y aletas, la captura fortuita
de subutilizados y no utilizados de cualquier especie de peces, son las fuentes
prometedoras para la extraccion de colageno y gelatina de pescado. (Jeevithan,
Qingbo, Bao & Wu, 2013, p. 218)

Recientemente, coldgeno extraido de pescado ha ganado mas atencion debido a
subproductos de pescado tienen mas colageno y se consideran una fuente de colageno
mas seguro en comparacion con otros animales. En la actualidad se oferta colageno de
origen bovino y marino. El colageno marino es importado principalmente de Alemania,

Japdn, Paises Bajos, Francia y Canada.

La mayoria de trabajos se han desarrollado en peces marinos, por lo que es de
interés desarrollar trabajos para la extracciéon de colageno a partir de peces de
agua dulce de zonas calidas, que se sabe que tienen mayor estabilidad térmica,
como en el caso de la tilapia roja (Oreochromis sp). Por otro lado, es este
grupo de peces ocupa el tercer lugar en importancia a nivel mundial, después
de la carpay el salmén, y su cultivo también es una de las actividades de
mayor crecimiento. Sumado a esto no se encuentran reportes que evallen y
optimicen el efecto de las variables del proceso sobre la recuperacion de
colageno acido soluble en subproductos de diferentes regiones anatomicas de

la tilapia roja. (Quintero y Zapata, 2017, p.110)
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Hidrolisis del colageno
Esta es una forma de obtencion de colédgeno, no importando su fuente, en la cual la

cadena de triple hélice sufre desintegracion, tal como menciona Flores (2017): “’la
estructura de triple hélice se desintegra mediante la destruccion de los puentes de
hidrégeno y los enlaces hidrofobicos, seguido del desenredo de las cadenas y la
disociacion de las moléculas en componentes méas pequefios provocando la
solubilizacion del colageno’” (p. 21) de la misma manera el mismo autor menciona que
“’al hidrolizar las proteinas se pueden mejorar diversas caracteristicas funcionales, tales
como la solubilidad, viscosidad, capacidad de agitacion y dispersion, caracteristicas que

brindan ventajas para el uso en muchos productos y mejorando su biodisponibilidad’’

(p.23).

Tipos de hidrdlisis

3.11.1. Hidrdlisis acida

En esta hidrolisis se pierde parte de la estructura secundaria de la molécula del
colageno como lo explica Jordan (2011): “’Se basa en la ebullicién prolongada
de la proteina con soluciones &cidas fuertes (HCIl o0 H2SO4). Este método destruye

por completo el triptéfano y parte de la serina y la treonina’” (p. 36).

3.11.2. Hidrdlisis béasica

Respeta los aminoacidos que se destruyen en la hidrélisis &cida, pero se forman
racematos con gran facilidad. Normalmente se utilizan reactivos como NaOH e
BaOH (Jordan, 2011).

3.11.3. Hidrélisis enzimatica

En esta se utilizan enzimas proteoliticas cuya actividad es lenta y a menudo
incompleta, no se destruyen aminoacidos, por lo tanto, es muy especifica. Esta
hidrolisis se realiza normalmente en un reactor, con control de agitacion,
temperatura, pH y tiempo de proceso. (...) Para finalizar la hidrolisis proteica la
enzima puede ser inactivada por calor, disminucion del pH o una combinacion de
ambas. (Jordan, 2011, p. 36)
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Industria cosmética
La industria cosmética se ha interesado cada dia mas por los desechos de procesos de

animales acuaticos que pueden ser utilizados para obtener enzimas y otros subproductos
de alto valor nutricional y comercial, como es el colageno. Cerca del 30 % de los
desechos contienen alto contenido del mismo, que pueden ser empleados para la
produccion industrial de colédgeno y gelatina, con fines cosméticos o de alimentos
balanceados para animales, dandole asi un valor agregado a la pesqueria de este

organismo e impulsando un desarrollo sustentable y redituable. (Torres et al., 2008)

El sector cosmético y de productos de aseo, como mercado potencial del colageno a
partir de piel de tilapia tiene gran importancia, ya que en los ltimos afios ha demostrado
grandes crecimientos. Este sector a nivel mundial ha crecido a una tasa promedio anual
del 8.6%, entre los ultimos cinco afios (2005-2009). La region principal productora de
cosmeético y productos de aseo en el 2008 fue Europa Occidental con un 29% del
mercado total. (Beltran, 2011, p.32)

Las diferencias en el contenido de aminoécidos presentes en el colageno de la piel
humana y en la piel de peces como la tilapia nilética, son pequefias, en el caso mas
notable es la diferencia en el porcentaje de glicina es igual a 2,6 %. Esto indicaria que
el colageno obtenido de pieles de pescado como la tilapia puede ser empleado en la
formulacién de productos farmacéuticos, cosméticos o implantes a base de colageno
para seres humanos sin que generen respuesta inmune por parte del paciente. (Serrano,
2011).

El colageno de pescado soluble en agua esta actualmente en auge como producto Util
para el cuidado de la piel por sus funciones de retencion de humedad. Los usos del
colageno en cosmética fueron bien estudiados. Un estudio preclinico investig6 los
efectos de la ingestion oral de colageno de pescado hidrolizado junto con vitamina C y
glucosamina; y sugirié que el contenido de humedad y la suavidad de la piel es mejor
y concluyeron que dafio solar por envejecimiento extrinseco y envejecimiento

intrinseco hace que el colageno en la piel se deteriore. Ademas de la fuente de pescado,
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se deriva colageno de otras fuentes animales y derivados de plantas que actGan como
colageno (pseudo-colageno) utilizado  como ingrediente  cosmeético.
Independientemente de la fuente el colageno, en cosmética nunca ha demostrado que
tenga un efecto directo en la produccion o construccion de colageno en la piel.
(Jeevithan, Qingbo, Bao & Wu, 2013, p. 219)

Innovacion tecnoldgica
En diferentes estudios se ha concluido que la innovacion tecnoldgica se caracteriza por

ser un proceso de aprendizaje, estos hallazgos también han permitido la identificacion
de dos caracteristicas fundamentales del conocimiento tecnoldgico: la
complementariedad y la dimensionalidad. Estas caracteristicas se refieren a que el
proceso de innovacidn tecnoldgica que se desarrolla actualmente “se asemeja mas a un
proceso de “aprendizaje social”: un proceso de alta dimensionalidad y de alta

complementariedad del conocimiento”.

La innovacion tecnoldgica es el proceso mediante el cual se implementan en una
empresa mejoras sustanciales en la produccion y en sus productos, creando nuevas
dimensiones de desempefio de los mismos. Mediante este proceso se gestiona la
interaccion entre los requerimientos del mercado, las oportunidades tecnoldgicas
detectadas y las capacidades organizacionales de la empresa, para producir nuevos
productos que sean comercializados o nuevos métodos de produccion y entrega que

sean aplicados.

Cabe resaltar los tres elementos principales que estan intimamente relacionados:
deteccién de las necesidades del mercado, la identificacion de una oportunidad
tecnoldgica y la capacidad técnica y administrativa de la empresa. Estos elementos
involucran diferentes niveles en una organizacion y requieren de la adopcion y

generacion de conocimiento.

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

heridas y en el desarrollo de medicamentos con liberacién de los principios
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activos. A partir de los 25 afios de edad se va perdiendo colageno del
organismo humano lo que va produciendo sefiales de envejecimiento. Para
disminuir este efecto, se han desarrollado diferentes productos a base de
colageno que permiten 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. (Beltran, 2011, p. 15)

Luego del proceso de fileteo de muchas especies marinas los subproductos y todo
material organico rico en proteinas son utilizados tradicionalmente para la formulacion
de alimento para consumo animal. Sin embargo, investigaciones recientes han
propuesto otras alternativas de aprovechamiento para consumo humano. La generacion
de hidrolizados proteicos funcionales y/o bioactivos es probablemente una de
principales formas de aprovechamiento de esta materia proteica, hoy en dia subutilizada
(Ramirez, 2013).

La piel humana
La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los 6rganos mas importantes

del mismo tanto por tamafio como por sus funciones. La piel separa al organismo del
medio ambiente externo y, al mismo tiempo, permite su comunicacion con él mismo.
Es una envoltura completa sin soluciones de continuidad, ya que en las regiones donde
se encuentran los orificios naturales del organismo, la piel se transforma paulatinamente

€n una mucosa.

Es un 6rgano de gran tamafio, el mayor del organismo, ya que tiene una
superficie de alrededor de 2m? (depende de la altura y peso de la persona) y
un peso de 4 kg, lo que supone aproximadamente el 6% del peso corporal

total. (Merino y Noriega, sf, p.1)

3.14.1. Estructuray funciones

Desde el punto de vista estructural es un organo constituido por tres capas:
epidermis, dermis e hipodermis. En las tres intervienen los tejidos: epitelial,

conjuntivo, muscular y nervioso. Toda la epidermis es un epitelio especializado
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sumamente complejo, mientras que la dermis e hipodermis estan constituidas

por tejido conjuntivo.
En cuanto a sus funciones:

= Es un 6rgano de proteccion sumamente eficaz
= Termorregulador del cuerpo
= Organo sensorial por las diferentes ramificaciones nerviosas que posee
= Es un reservorio sanguineo
= Depdsito de sustancias quimicas
= Organo de secrecion.
(Jordan, 2011)

Epidermis

Azcona (2002) menciona las caracteristicas de este estrato de la piel en personas
que ya presentan ‘’piel madura’’: La epidermis suele estar seca y escamosa,
sobre todo en zonas de baja humedad. Los queratinocitos se aplanan y reducen
su tamarfio. Disminuye el recambio celular del estrato germinativo. Se altera la
composicion de lipidos y ceramidas cementantes, lo que, unido a la disminucién
en el ritmo de descamacion, puede provocar hiperqueratosis. Disminuyen los
componentes del Factor Hidratante Natural (FHN), induciendo a la pérdida de
agua transepidérmica y a la consiguiente deshidratacion. Descienden los
melanocitos activos, del orden del 10-20% cada 10 afios. Asi, la piel esta mas
desprotegida frente a las radiaciones. La sintesis de melanina se produce de
forma irregular, dando lugar a manchas cuténeas. Se reduce el nimero de las

células de Langerhans, disminuyendo asi la respuesta inmunoldgica de la piel
(p.68).

Olavegoya (2017) explica el término epidermis como la capa superficial
que funciona como una barrera al medio externo. La epidermis esta
formada por células denominadas queratinocitos, debido a la capacidad

de estas células de sintetizar queratina, por lo cual la epidermis tendra
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un epitelio queratinizado estratificado el cual se intercala con foliculos

pilosos y glandulas sebaceas y sudoriparas. (p.11)

Dermis

Se reduce su espesor en un 20% en personas de edad avanzada. El colageno
degenera tanto quimica como estructuralmente y ademas disminuye su sintesis.
Los glicosaminoglicanos reducen su propiedad de retener el agua, de forma que
la piel pierde densidad. Los vasos sanguineos han variado su estructura y
reducido su numero, de manera que disminuye la irrigacion sanguinea. Todos
estos factores hacen que la piel sea mas palida. Las fibras de elastina se vuelven
compactas y se disponen al azar. Asi, la piel pierde traccion mecénica y
extensibilidad. También disminuye la cantidad de mastocitos, células del
sistema inmunitario. (Azcona, 2002, p.68) Es a partir de estos conocimientos
que la industria cosmética se ha interesado cada vez mas en los productos

hidratantes que disminuyen el envejecimiento.

Seguidamente de la epidermis viene la dermis, la cual posee dos
subdivisiones: dermis papilar superior y dermis reticular inferior, las
cuales se distinguen dependiendo de la densidad de sus fibras de
coldgeno. Esta capa estd ademas compuesta por fibroblastos,
macrofagos, linfocitos, células plasmaticas, eosinéfilos y monocitos.
Los fibroblastos seran los encargados de sintetizar y liberar precursores
de colageno, elastina y proteoglicanos para construir la matriz

extracelular. (Olavegoya, 2017, p.11)

Hipodermis

Azcona (2002) indica que: “’en la hipodermis se disminuye la vascularizacion

y se reduce el tejido adiposo, lo que da lugar a flacidez’’ (p.68).

Olavegoya (2017) indica el otro nombre con el que se conoce a la hipodermis:
“’La hipodermis o también conocida como tejido subcutaneo, estd formado de

tejido conectivo laxo y es donde los lipocitos sintetizan y almacenan grasa’’ (p.

11).



30

3.14.5. 2.14.5 Tipos de piel

“’A principios del siglo XX se identificaron y describieron cuatro diferentes
tipos de piel: seca, grasa, combinada y sensible’” (Baumann, Amini y Weiss,
2005, p.4). Existen otro tipo de clasificaciones segun el sistema pigmentario de
cada individuo segiin Marqués, 2009 esto se determina por la genética: “’los
diferentes tipos de piel han sido clasificados en seis fototipos que abarcan la
totalidad de los tonos cutaneos, desde el tipo | que son sujetos de piel blanca y

pelirrojos al tipo VI que corresponde a sujetos negroides’ (p.18).
3.14.6. Piel madura

La piel sufre modificaciones a medida que pasan los afios y las personas cada
vez muestran mayor preocupacion por mejorar su estado y aspecto, por
recuperar una apariencia mas juvenil. La piel madura, en general, tiene
disminuida su capacidad funcional, esta méas expuesta a los factores ambientales

y tiende a desarrollar ciertas enfermedades cuténeas.

Se caracteriza por ser seca y aspera al tacto, tener arrugas y haber
adquirido una cierta tonalidad amarillenta, que se agrava con
irregularidades en la pigmentacion. Con el paso del tiempo, la piel
pierde elasticidad, turgencia y tonicidad, es mas fragil y cicatriza peor.
Sus capilares sanguineos se dilatan mas, dando lugar a las antiestéticas

«venitas», llamadas cuperosis. (Azcona, 2002, p. 66)

3.14.7. Forma cosmética tipo serum

Un serum es un suero o concentrado con alto contenido de principios activos y sus
excipientes son de facil penetracién a nivel epidérmico. EI serum es un producto que se
define por su rapida absorcion, por penetrar hasta las capas mas profundas de la piel,
poseer un acabado no graso y una férmula con activos a muy alta concentracion. Debido
a la alta concentracion de activos que incluyen estos productos, a menudo se presentan
dificultades a la hora de formular; por ello, deben incluir pocos activos, pero a muy alta

concentracion, para hablar de eficacia.
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El serum presenta un valor afiadido fundamental: sus activos se encuentran a muy alta

concentracion, lo que nos permite obtener resultados mas visibles y en menos tiempo.

Es fundamental que la textura serum esteé libre de aceites para poder penetrar
hasta las capas mas profundas y dejar un acabado no graso, que permita la
posterior aplicacion de una crema de tratamiento. Existe un problema
asociado a la alta concentracion de activos y es que, en ocasiones, puede
causar irritacion en pieles sensibles. (Posso, 2016, p. 39)
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4. JUSTIFICACION

Guatemala es una zona en franco desarrollo de cultivo de tilapia, segun Velarde, Beltran,
Pichardo y Amezcua (2015) quienes aseguran que ‘’Los beneficios del colageno de pescado
son aprovechados por el potencial de ser mas facilmente absorbido por la piel humana que el
de cualquier otro animal’’ (p.632). Por medio del trabajo de investigacion presente se

aprovecharon varios de los beneficios aseverados bibliograficamente acerca de la tilapia.

Debido a la susceptibilidad del colageno al calor, la extraccion fue en frio para evitar su
desnaturalizacion y perdida; se evidencio su presencia en el material por medio de la prueba
de identificacion de los grupos alfa-amino con ninhidrina. Los lotes del producto final fueron
evaluados microbioldgicamente segin el RTCA 71.03.45:07, para asegurar la salud del
consumidor y disminuir los efectos adversos causados por microorganismos. Se trabajo con
voluntarios de edades entre 30 a 40 afios debido a que es el rango de edad en el que las arrugas
se desarrollan de forma mas visual y dependiendo del tratamiento el surco formado puede

disminuir (Mora y Pedroza, 2017).

Al finalizar la investigacion se mejoraron tres &mbitos importantes en Guatemala; el ambito
ambiental aprovechando los subproductos piscicolas y cambiar su fin Gltimo como basura,
evidenciando que a partir de ellos se obtiene colageno. EI ambito comercial, ya que forma
parte de las tendencias de uso de productos naturales que disminuyen los riesgos ambientales
negativos y es un producto innovador que no necesita de una inversion desmesurada en
materiales y equipo; por ultimo, el ambito econémico ya que los productores y fileteros del
pais pueden vender los subproductos de la tilapia y el sector cosmético puede disminuir

costos de produccidn por la adquisicion de materia prima nacional.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto antienvejecimiento de un serum elaborado a partir de colageno marino

obtenido de las pieles de tilapia (Oreochromis sp) generadas como subproducto de su

fileteo.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1 Determinar las caracteristicas organolépticas del extracto hidrolizado de
coladgeno marino.

5.2.2 ldentificar el colageno marino obtenido por medio de una reaccion
colorimétrica con ninhidrina.

5.2.3 Comprobar el cumplimiento de los parametros microbioldgicos del producto
final establecidos por el RTCA 71.03.45:07.

5.2.4 Demostrar que el producto final obtenido cumple con las especificaciones del
RTCA 71.03.49:08.

5.2.5 Comprobar el efecto anti-edad del serum obtenido mediante pruebas
iconogréficas en pacientes sanos de 30-40 afios de edad.

5.2.6 Medir el grado de satisfaccion y aceptacion del serum elaborado con colageno

marino utilizando la Escala de Likert.
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6. HIPOTESIS

El serum elaborado con colageno marino extraido de las pieles de tilapia (Oreochromis sp.)

presenta un efecto antienvejecimiento.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo y muestra
Los materiales y métodos utilizados en el estudio fueron los siguientes:

7.1.1. Universo

Personas que presentan lineas de expresion facial.

7.1.2. Muestra

Personas sanas comprendidas entre 30 a 40 afios de edad que presentan lineas de
expresion facial y que acepten voluntariamente utilizar el serum de colageno

marino.

7.2. Materiales

7.2.1. Reactivos

= Hidréxido de sodio
= Acido citrico

= Ninhidrina

7.2.2. Equipo

= Estufa eléctrica capitol winsted CD06098
= Estufa magnética DB-I11A Premiere

= Agitador magnético

» Balanza analitica LX 220 X

= Balanza de humedad MB35 OHAUS

» Horno de secado GOURMIA

= Autoclave castle sterilizer serie 31132

7.2.3. Instrumentos

= 4 Termdémetros
= 2 Pinzas
= 2 Cuchillas



2 Soportes universales

7.2.4. Cristaleria

6 Beaker de 500 mL

5 Beaker de 250 mL

5 Beaker de 100 mL

4 Agitadores de vidrio

2 Probetas de 100 mL

2 Probetas de 50 mL

3 Balones aforados de 250 mL
3 Balones aforados de 100 mL
2 Balones aforados de 50 mL
2 Balones aforados de 25 mL
4 Embudos de vidrio grandes
3 Erlenmeyer de 250 mL

1 Mortero

1 Pistilo

7.2.5. Papeleriay equipo tecnoldgico

Computadora

Hojas de papel bond
Impresora

Tinta

Memoria USB
Folders y ganchos
Fotocopias
Lapiceros

Lapices

Regla

7.2.6. Materia prima

Colageno marino

36
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= Propilenglicol

= Goma xantan

= Agua destilada

= Alcohol bencilico

7.2.7. Otros materiales

= 6 Cajas Petri

= 3espéatulas

= 1 Cuchillo

= 2 Recipientes de porcelana
= Papel filtro

= Algoddn

7.3. Métodos y procedimientos
El proceso experimental de la investigacion se clasifico en cuatro fases, las cuales se

describen a continuacion y se basaron en el procedimiento experimental utilizado por
Silveria (2018):

7.3.1. Procedimiento

7.3.1.1.Fase I: Obtencion, seleccion y extraccion del material animal
7.3.1.1.1. Adquisicion de la piel desechada
Se adquirieron los desechos del fileteo de tilapia (Oreochromis sp) de

una pesqueria y fileteria artesanal de la ciudad de Guatemala.

Luego de obtener los desechos se clasificaron y se seleccionaron 450
gramos de pieles con la mejor apariencia grisacea, olor caracteristico
a pescado fresco, apariencia brillante, textura firme y el&stica y un
nivel 6ptimo de elongacion ademas de tener la textura de escamas a

simple vista

7.3.1.1.2. Traslado al laboratorio
Las pieles seleccionadas se trasladaron al laboratorio de Farmacia

Industrial del campus central de la Universidad de San Carlos de
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Guatemala, con hielo molido en hieleras a temperatura entre 5-8°C.

Para conservar el estado optimo de la piel.

7.3.1.1.3. Cortes de la piel de tilapia
Las pieles seleccionadas y aceptadas se rasparon lo mejor posible para
eliminar en la totalidad las espinas y escamas que quedan en ellas,
luego, se cortaron en cuadros de 2 x 2 cm?. Esta reduccion de tamafio
es necesaria para facilitar la etapa de extraccion ya que se aumenta la

superficie de contacto.

7.3.1.1.4. Lavado de la piel de tilapia
Las pieles ya cortadas se lavaron de forma manual con agua potable a
temperatura ambiente durante 20 min, repitiendo la misma operacion
10 veces para asegurar la eliminacion de impurezas, carne, escamas 0

espinas delgadas que pudieron quedar de las etapas anteriores.

7.3.1.1.5. Limpieza
En este procedimiento las pieles se sumergieron en una solucion fria
de hidroxido de sodio 0.1 M (10 — 12 °C) durante 6 horas, con un
recambio de solucion a las 3 horas y en una relacion de piel: solucién
de 1:5. Luego se enjuagaron con abundante agua destilada fria entre
10 - 12 °C y se tom¢ el pH para verificar que sea neutro. Si el pH no
era neutro se lavaba nuevamente con agua destilada hasta alcanzarlo.

Luego las pieles se escurriran.

Esta etapa se realizd con la finalidad de facilitar la eliminacion de
grasa presente y la mayor parte de proteina que no sea colageno. Al
finalizar esta etapa las pieles quedaron con un mayor grado de pureza

de colageno y son Optimas para la etapa de extraccion.

7.3.1.1.6. Acondicionamiento en medio acido
Para este procedimiento se realiz6 una solucion de acido citrico
0.05M (10— 12 °C) que se agrego a un recipiente que tenia las pieles

lavadas con NaOH, estas se sumergieron durante 1 hora y en una
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relacion de piel: solucién de 1:5. Luego se enjuagaron con abundante
agua destilada fria (10 — 12 °C) hasta obtener un pH neutro y

finalmente se escurrieron.

Esta operacion se realiza con la finalidad de eliminar la formacion

de sales, neutralizar el pH y facilitar la etapa de extraccion.

7.3.1.1.7. Extraccion del colageno

En esta etapa se trabajé con ocho porciones de 25¢g de piel cada una,
previamente acondicionadas con medio &cido en frasco de vidrio con
una solucion de &cido citrico al 0.3% y en una relacion de piel:
solucion de 1:3. Luego el recipiente se colocé en bafio maria a 70°C
y se calent6 con agitacion constante para la extraccién de colageno,
durante 5 horas. “’Estas condiciones son las determinadas como
Optimas para un mayor rendimiento de extraccion’’ (Silvera, 2018,
p.53).

7.3.1.1.8. Filtrado
Se llevo a cabo utilizando un embudo de vidrio al cual se le acopld
una capa de algodon de 5 x 5 cm aproximadamente, este proceso se
realizd con la finalidad de eliminar residuos de piel e impurezas

presentes en la solucion de colageno obtenido y aclarar la solucion.

7.3.1.1.9. Secado
El colageno en solucion se transfirié a cajas Petri y se secaron en el
horno a una temperatura de 45 °C por 24 horas, hasta alcanzar un

contenido de humedad menor o igual a 13%.

Esta operacion es un método de conservacion de la materia prima
que tiene como finalidad eliminar el contenido de agua del producto

para evitar su deterioro por microorganismaos.

7.3.1.1.10. Molienda
Las laminas de colageno obtenido se molieron utilizando un mortero

hasta obtener colageno en polvo o lajas delgadas. Esta operacién se
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realizara con la finalidad de tener un producto homogéneo y facilitar

el reconstituido del colageno en otra solucion como el agua.

7.3.1.1.11. Envasado
El colageno en polvo/lajas se envasé en bolsas de polietileno que luego
se introdujeron en frascos de vidrio. Este proceso se realiz6 con la
finalidad de conservar y mantener la calidad del producto por un
periodo de tiempo mas extenso.

7.3.1.1.12. Almacenamiento
Las muestras de colageno en polvo se almacenaron a temperatura
ambiente en bolsas de polietileno selladas para su posterior

analisis y caracterizacion.

7.3.1.2. Fase I1: Composicion quimica proximal e identificacion

7.3.1.2.1. Identificacion de colageno mediante la prueba de
ninhidrina
Se evaluaron cinco tubos de ensayo de los cuales el numero | fue el
blanco, a cada uno se le agregd 0.5 mg de colageno hidrolizado
previamente disuelto en 7 mL agua destilada; a cada uno se le
afiadieron 3 mL de ninhidrina al 1%, luego se calent6 en bafio maria

por 5-8 minutos y se espera el cambio de color beige a violeta.

Esta reaccion es importante, ya que es universalmente
empleada para detectar cualitativamente y cuantitativamente los
amino&cidos. Para los aminodcidos esta es la Unica reaccion de
color, verdaderamente acertada. La ninhidrina es un agente
oxidante de los grupos alfa-amino, liberando amoniaco, CO2 y el
correspondiente aldehido. Un color azul a violeta resultara positivo
(Gil, 2010).
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7.3.1.2.2. Determinacion de humedad
Se determin6 pesando 0.5 g de colageno seco en la balanza de
humedad hasta alcanzar una temperatura maxima de 100°C durante 10

minutos.

En la tabla 1 de resultados se detallan las especificaciones que cumple
el colageno hidrolizado obtenido.

7.3.1.3.Fase I11: Elaboracion del serum anti-edad
Se elabord la formulacion del serum antienvejecimiento utilizando como
Unico principio activo el colageno marino en seco extraido de las pieles de

tilapia.

El serum elaborado en base acuosa, tiene una sensacion mas ligera que las

cremas comunes y mayor absorcion que las mismas.

7.3.1.3.1. Pruebas microbiolégicas y de control de calidad
7.3.1.3.1.1. Analisis microbiolégico
Durante la etapa de produccién se tomé una muestra al azar de
uno de los lotes que contenia principio activo y se envio al
laboratorio de  microbiologia para las  pruebas
correspondientes, luego de un resultado dentro de
especificaciones de cumplimiento fue aceptado para testear a

las personas que formaron parte del estudio.

Se realizaron cinco pruebas microbioldgicas al producto
terminado, siguiendo la normativa del RTCA para control
microbioldgico de cosméticos que se enlistan en la tabla 3 de

resultados.
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7.3.1.4. Fase 1V: Determinacion del efecto anti-edad

7.3.1.4.1. Reclutamiento de personas aptas para el estudio
Se eligieron 22 personas hombres y mujeres sanos que cumplieron

con los criterios mencionados a continuacion.
Criterios de inclusion

= Tener de 30-40 afios de edad
= Pertenecer al tipo de piel comprendido entre 111 al V

= Ser mestizo
Criterios de exclusion

= Foto dafio aparente
= Uso de cremas que contengan colageno o consumir principios
activos antienvejecimiento en los Gltimos 2 meses
= Etapa de gestacion
= Ser alérgico a los mariscos
= Respuesta alérgica durante la prueba de parche
= Enfermedades de case o0 autoinmunes como:
a. Hipotiroidismo
b. Lupus eritematoso
c. Cirrosis
d. Hepatitis
e. Esclerodermia

Criterios de importancia para la investigacion

= Tipo de alimentacion

= Régimen de ejercitacion

= Niveles de hidratacion diario
Algunas enfermedades autoinmunes se producen porque el sistema inmunitario
ataca los fibroblastos, uno de los tres tipos de células que producen colageno. La
esclerodermia es una de estas enfermedades. (Schoenfeld, 2018). De los

participantes seleccionados 2 mujeres padecian de esclerodermia localizada o
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morfea, que afecta exclusivamente a la piel sin afectar 6rganos internos. Una de
ellas pertenecia al grupo control y otra al grupo experimental. La esclerodermia
se caracteriza por un aumento en la produccion de colageno que da lugar a fibrosis
de la piel y de otros 6rganos. Puede asociar atrofia del tejido subcutaneo o de los
tejidos profundos. La fototerapia es el tratamiento de la esclerodermia localizada
que afecta el envejecimiento cutaneo de forma directa, sin embargo, ninguna de
las participantes la utilizaba y el tratamiento farmacoldgico de costumbre no
interfiere o influye en el uso de colégeno topico (Giménez, 2020), es por ello que

fueron aceptadas en el estudio.

7.3.1.4.2. Medicion de la evolucidn del efecto antienvejecimiento
Se evalué por medio de pruebas iconograficas tomadas cada
quince dias desde el tiempo cero de aplicacion hasta la semana 8,

el producto era aplicado cada 12 horas.

Las pruebas iconogréficas se realizaron a través de la misma
camara con resolucion de 20 MP, 46 x 31, el mismo haz de luz y

lugar de toma fotografica, mediante un tripode BK-555.

7.3.1.4.3. Disefio de investigacion
Se trabajaron dos grupos compuestos por 11 personas cada uno
elegidas al azar, al grupo | o experimental pertenecian las personas
que utilizaron el serum con principio activo y el grupo Il estaba
compuesto por las personas que utilizaban placebo en forma de

serum.
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7.3.1.4.4. Grado de aceptacion del producto y percepcion del efecto
antienvejecimiento

Finalmente, ambos grupos de investigacion fueron evaluados

mediante un cuestionario basado en la escala de Likert, tomando

en consideracion valores de respuesta como las siguientes

mencionadas: ‘’totalmente en desacuerdo’’ hasta ‘’totalmente de

acuerdo’” para demostrar el efecto percibido por la persona

después de las 8 semanas de tratamiento antienvejecimiento.

7.3.1.4.5. Analisis estadistico
El estudio se analiz6 mediante una tabla binomial que permitio
determinar la probabilidad de ocurrencia y la no ocurrencia en una

muestra n=11 en el grupo experimental.

La variable estadistica analizada es dicotomica, ya que las
personas que participaron en el estudio podrian experimentar o no,

efectos en la disminucidn de las lineas de expresion facial.

Se tomd como probabilidad de éxito p=0.5 en el cual si 9 de 11
participantes experimentaban disminucion de la arruga se tendria

90% de confianza y se aprobaria la hipotesis.

Se utiliz6 la siguiente formula para evaluar la probabilidad de éxito
segn Anthara, 2018, p. 4:

Jre

X

n= nlmero de ensayos
p= probabilidad de acierto
X= aciertos

g= probabilidad de fracaso
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Tabla 4

Probabilidades Binomiales

001 002 003 004 005 006 007 008 009 04 045 02 025 03 035 04 045 05

0.8353 0.8007 0.7153 0.6382 0.5688 0.5063 0.4501 0.3996 0.3544 0.3138 0.1673 0.0859 0.0422 0.0138 0.0088 0.0038 0.0014 0.0005
0.5948 0.9805 0.9587 0.9308 0.8081 0.8618 0.8228 0.7819 0.7309 0.6974 04922 0.3221 0.1971 0.1130 0.0606 0.0302 0.0139 0.0059
0.5998 0.9988 0.9983 0.9917 0.9848 0.9752 0.9630 0.9481 0.9305 0.9104 0.7788 0.6174 04552 0.3127 0.2001 0.1189 0.06852 0.0327
1.0000 1.0000 0.9938 0.9993 0.9984 0.9970 0.9947 0.9915 0.9871 0.9815 0.9306 0.8389 0.7133 0.5696 0.4256 02963 0.1911 0.1133
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9899 0.9987 0.9985 0.9990 0.9983 0.9972 0.9841 0.9486 0.8854 0.7897 0.8683 0.5328 0.3971 0.2744
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9998 0.9997 0.9973 0.9883 0.9657 0.9218 0.8513 0.7535 0.6331 0.5000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9997 0.9980 0.9924 0.9784 0.9499 0.9006 0.8262 0.7256
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 09998 09988 0.9957 0.9878 0.9707 0.9390 0.8867
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9939 0.9994 0.9880 0.9841 0.9852 0.9673
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9998 0.9993 0.9978 0.9941
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9998 0.9935
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

0.8864 0.7847 0.6938 0.6127 0.5404 0.4759 0.4186 0.3677 0.3225 0.2824 0.1422 0.0887 0.0317 0.0138 0.0057 0.0022 0.0008 0.0002
0.5938 0.9769 0.9514 0.9191 0.8816 0.8405 0.7967 0.7513 0.7052 0.6590 0.4435 0.2749 0.1584 0.0850 0.0424 0.0196 0.0083 0.0032
0.5998 0.9985 0.9952 0.0893 0.9804 0.9684 0.9532 0.9348 0.9134 0.8891 0.7358 0.5583 0.3907 0.2528 0.1513 0.0834 0.0421 0.0193
1.0000 0.9399 0.9997 0.99%0 0.0978 0.9957 0.9925 0.9880 0.9820 0.9744 0.9078 0.7946 0.6488 0.4925 0.3467 0.2253 0.1345 0.0730
1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9998 0.9396 0.9991 0.9984 0.9973 0.9957 0.9761 0.9274 0.8424 0.7237 0.5833 04382 0.3044 0.1938
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9998 0.9997 0.9995 0.9954 0.9806 0.9456 0.8822 0.7873 0.6652 0.5269 0.3872
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9993 0.9993 0.9961 0.9857 0.9614 0.9154 0.8418 0.7393 0.6128
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9994 0.9972 0.9905 0.9745 0.0427 0.8883 0.8082
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9956 0.9983 0.9944 0.9847 0.9644 0.9270
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9998 0.9992 0.9972 0.9921 0.9807
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9993 0.9997 0.9989 0.9968
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9938
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

=
n=1] x=9
1
1
3
4
5
6
7
8
9
10
11
=12 x=9
1
2
3
4
5
[
7
8
9
10
11
11
=13 x=9
1
1
3
4
5
6
7
8
9

10
11
11
13

0.8775 0.7600 0.6730 0.5882 0.5133 0.4474 0.38093 0.1383 0.2935 0.2542 0.1209 0.0550 0.0238 0.0097 0.0037 0.0013 0.0004 0.0001
0.5928 0.9730 0.9436 0.9068 0.8646 0.8186 0.7702 0.7206 0.6707 0.6213 0.3983 0.2336 0.1267 0.0637 0.0296 0.0126 0.0049 0.0017
0.5997 0.9980 0.9938 0.9865 0.9755 0.9608 0.9422 0.9201 0.8046 0.8661 0.6520 0.5017 0.3326 0.2025 0.1132 0.0579 0.0269 0.0112
1.0000 0.9399 09935 0.9986 0.9969 0.9340 0.9897 0.9837 0.9758 0.9658 0.8820 0.7473 0.5843 04206 0.2783 0.1686 0.0929 0.0461
1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.0997 0.9993 0.9987 0.9976 0.9959 0.0035 0.9658 0.9009 0.7040 0.6543 0.5005 0.3530 0.2279 0.133
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9399 0.9999 0.9997 0.9995 0.9991 0.9925 0.9700 0.9158 0.8346 0.7159 0.5744 0.4268 0.2905
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9993 0.9987 0.9930 0.9757 0.9376 0.8705 0.7712 0.6437 0.5000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9998 0.9988 0.9944 0.9818 0.9538 0.9023 0.8212 0.7095
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9998 0.9990 0.9980 0.9874 0.9679 0.9302 0.8686
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.99539 0.9993 0.9975 0.9922 0.9797 0.9539
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9997 0.9987 0.9959 0.9888
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999 0.9995 0.9983
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.9939
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

Nota: Tabla utilizada para evaluar los valores estadisticos obtenidos de las 11 muestras del grupo

experimental. Recuperado de Anthara, 2018, p. 3. Con permiso de reimpresion.
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8. RESULTADOS

Los resultados presentados corresponden a la totalidad del proceso, desde la obtencion del

colageno de la piel de Tilapia hasta los resultados del serum en personas voluntarias.

Tabla 1

Especificaciones del Colageno Hidrolizado Obtenido

Criterios Especificacion Resultado
Aspecto Polvo Polvo
Color Blanco a beige Beige
Olor Suave a muy leve a Ligeramente a
pescado pescado
Humedad en base 13-15% 13.40%
seca
pH 3-5 4.5
Solubilidad Altamente soluble Soluble en agua
en agua

Fuente: Datos experimentales obtenidos de pruebas fisicoquimicas, diciembre 2019.

Las especificaciones detalladas en el cuadro anterior formaron parte del punto de partida para
evaluar las condiciones fisicoquimicas del polvo de coladgeno obtenido. Todos los criterios

“cumplen”” con las especificaciones individuales encontrandose dentro de los rangos

deseados.

Otras investigaciones detallan las especificaciones del polvo de colageno de tilapia obtenido

en condiciones similares a las del presente trabajo. Recuperado de Silvera, 2018, p. 61.

Reimpreso con permiso.
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Tabla 2

Pruebas Fisicoquimicas realizadas al Serum Antienvejecimiento

Analisis Especificacion Resultado
Aspecto Liquido viscoso, Liquido viscoso,
ligeramente fluido ligeramente fluido
Color Blanco transparente Beige
a beige
Olor Riviera maya Riviera maya
Homogeneidad No hay separacion No hay separacion
de fases, exudados  de fases, exudados
ni suspension de ni suspension de
particulas particulas
pH 5-6 )

Fuente: Datos experimentales obtenidos de pruebas fisicoquimicas, diciembre 2019.

Se realizaron dos lotes de serum uno de ellos con principio activo y otro placebo, utilizados
por el grupo experimental y grupo control, respectivamente. Las caracteristicas de la forma
cosmética tipo serum para ambos lotes “‘cumplen’ con el rango de especificaciones

establecidas por el fabricante.
Tabla 3

Pruebas Microbioldgicas para Serum Antienvejecimiento

Andlisis Especificacion Resultado
RTCA 71.03.45:07
Recuento total de < 10° UFC/mL < 10 UFC/mL
Mesofilos aerobios
Recuento de Mohos < 10? UFC/mL 10 UFC/mL
y Levaduras
Escherichia coli Ausente Ausente
Staphylococcus Ausente Ausente
aureus
Pseudomonas Ausente Ausente
aeruginosa

Fuente: Datos experimentales obtenidos de pruebas microbiolégicas, enero 2020.

Basados en la muestra representativa del serum antienvejecimiento, el laboratorio

microbiologico analista dictamind que la muestra cumple con los pardmetros establecidos
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por el RTCA para “’otros cosméticos’’ y se ultima que el producto cosmético es apto para el
uso humano topico. En el anexo 4 se adjunta el resultado original. Recuperado de RTCA
71.03.45:07, 2007, p.4-5. Reimpreso con permiso.

Edad y sexo de los participantes

B Hombres ™ Mujeres

N W s U1 N

[ERY

; I I I e I oA
30 32 33 34 36 37 38 39

Edad

40

Figura 1. Edad y sexo de los participantes de la fase experimental, incluido grupo el grupo experimental y
control. Fuente: Datos experimentales obtenidos de encuestas, marzo 2020.

Grupo experimental y grupo control
Para la eleccion de los participantes se tomaron muestras homogéneas en cuanto al sexo,
edad, enfermedades autoinmunes y estilo de vida, para disminuir al maximo el sesgo

generado por factores extrinsecos, que no sean generados por el producto utilizado.

La muestra se dividié en dos grupos con 11 integrantes, cada uno de los grupos estaba
representado por 6 mujeres y 5 hombres, el grupo que trabajo con el serum que contenia
principio activo se denomind ‘’experimental’’ y el que trabajo con el placebo fue el “’grupo

control’’.
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Pruebas iconogréaficas

En la figura 2 se evidencian las fotografias de los participantes, clasificados en el grupo
experimental, quienes utilizaron serum con coldgeno marino como activo; de las 11 muestras
10 resultaron con cambios positivos (un cambio positivo se define como una disminucion
evidente de la arruga mayor a 3.1%, segun tablas 6 y 8 de resultados), con una P= 0.5 se

determina que el valor binomial del grupo experimental es 0.9995.

Figura 2. Pruebas iconograficas, grupo experimental
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Las mujeres representaron el 54.55% del total de la muestra, divididas en 50% de féminas
para el grupo experimental y 50% para el grupo control. Los hombres representaron el
45.45% del total de la muestra, con 50% de hombres para el grupo control y 50% para el
grupo experimental; La moda estadistica de la edad entre mujeres fue de 40 afios y en
hombres de 30.

En la siguiente figura de resultados se evidencia que en el grupo control ningun participante
presentd cambio de la arruga inicial, todos fueron cambios negativos, con disminucion de la

arruga menor a 3.0%, ver tablas 6 y 8. En este grupo se trabajo con una p=0.5.

Figura 3. Pruebas iconogréficas, grupo control
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Variabilidad en porcentaje de cambio en la arruga de cada participante
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Grupo experimental

Grupo control

Reduccion

Reduccion

Participante 0 dias 6,0 7,5 dela Participante 0 dias 6,0 7,5 dela
dias dias  ,rruga (%) dias dias  ,rruga (%)
1 100 82 82 18 1 100 99 99 1
2 100 86 86 14 2' 100 100 100 0
3 100 78 71 25.5 3' 100 100 100 0
4 100 80 80 20 4' 100 100 100 0
5 100 79 79 21 5' 100 100 100 0
6 100 98 98 2 6' 100 98 98 2
7 100 86 86 14 7' 100 100 100 0
8 100 87 87 13 8' 100 100 100 0
9 100 89 89 11 9' 100 100 100 0
10 100 81 81 19 10' 100 100 100 0
11 100 92 92 8 11 100 99 99 1
| Promedio | 100.00 | 85.27 | 84.64 | 15.05 | 100.00 [ 99.64 [ 99.64 | 036 |

Fuente: Datos experimentales obtenidos de pruebas iconograficas, junio, 2020.

La tabla anterior evidencia la reduccion de la arruga y su variabilidad porcentual desde el

dia 0 hasta el dia 75. Todos los participantes de ambos grupos comenzaron los cero dias

con 100% de la arruga ya que ese dia se tomo de linea base para la medicion.

Un porcentaje por debajo de 3.0% se evidencia como un cambio insignificativo o nulo, por

fines experimentales. Este fendmeno sucedié con todas las muestras del grupo control, en

el cual el mayor cambio fue el del participante 6° con un cambio del 2%.
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Resumen de datos de los participantes del grupo experimental
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GRUPO EXPERIMENTAL

Consumo Consumo
Enf. habitual Dieta L . Pigmentacion
. . . Humectacién de la piel . de agua
autoinmunes de alimenticia de la piel diari

mx | Sexo || Edad colageno lario
Escle_ro B T m v Numero
dermia de vasos

IDE -

IGE ]

3 F 34

4 M 37

5 F 40

6 F 40

7 M 30

8 M 33

9 F 33

11 M 37

Nota: Mx= muestra, nimero de personas participantes seglin cuadro inonogréfico/ B= bebible./ T= topico./

O= omnivoro./ VT= vegetariana./ VG= vegana. Fuente: Datos experimentales obtenidos en encuestas, junio,

Femenino

Masculino

2020.

Por lo general se conoce que las pieles secas son mas susceptibles a presentar surcos en

formas de arrugas que las pieles grasas o mixtas (Fuertes, 2014), 59.1% personas de la

muestra presentd tipo de piel grasa y ninguna persona tenia piel normal. El 77.3% de la

muestra presentd pigmentacion cutanea tipo 11, ver figura 6, este es el tipo de piel menos

susceptible al fotodafio y sensibilidad por agentes externos fisicos (Gonzalez, 2014).



Resumen de datos de los participantes del grupo control
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Nota: B= bebible/ T= topico. Fuente: Datos experimentales obtenidos en encuestas, junio, 2020.

Femenino

Masculino

GRUPO CONTROL
Consumo Consumo
habitual Dieta ., . Pigmentacién de
. - Humectacion de la piel . de agua
de alimenticia la piel diari
mx Sexo || Edad Co]é_geno lario
B Normal v Ndmero
de vasos
1 F 40 2
2 M 30 2
3 F 33 7
4 M 33 7
5 F 40 7
6 F 33 6
7 M 36 4
8 M 30 8
9 F 40 2
10 F 40 5
11 M 40 8

La dieta alimenticia influye de forma trascendental sobre los efectos del envejecimiento

cutaneo es por ello que se conocid el tipo de dieta habitual entre los participantes, de los

cuales el 86.4% eran omnivoros y 6.8% vegetarianos.
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Tabla7

Cuadricula utilizada para cuantificar porcentualmente el cambio de las arrugas

La cuadricula adjunta fue impresa en papel acetato y sobrepuesta sobre cada una de las

fotos de los participantes durante los diferentes tiempos de secuencia experimental. Fuente:

Elaboracién propia, marzo 2020.
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9. DISCUSION

Hoy en dia la contaminacién ambiental es un tema polémico que genera confrontaciones
sociales; entre ideales econdmicos y sustentables, la industria pesquera ha tomado auge en
Guatemala y con ello también los desechos generados por la misma. En esta investigacion se
recuperaron desechos organicos generados a partir de la actividad de fileteo de Oreochromis
sp. entre ellos: espinas, escamas, cabezas y piel, se trabajo la extraccion de colégeno
unicamente de la piel de tilapia, aunque los otros subproductos mencionados también

contienen colageno, se decidio utilizar unicamente la piel por fines de facilidad préactica.

El colageno de la piel de tilapia se obtuvo a partir de una hidrolisis acida y se evidencio su
presencia en el polvo obtenido por medio de la prueba colorimétrica con ninhidrina, la cual

dio resultado positivo, ver anexo 2.

Los aspectos fisicoquimicos y pruebas organolépticas se determinaron a partir de
investigaciones previas como la de Silveria (2018), ya que no se cuentan con documentos
oficiales que las evaltuen, las mismas fueron de importancia para determinar las
caracteristicas de la forma cosmética mas adaptada para enmascarar el olor y color del activo
y obtener una mejor textura, ver tabla 1 y 2 de resultados.

Se cumplieron aspectos fisicoquimicos y microbiologicos del RTCA 71.03.45:07 ver tabla 2
y 3 de resultados. La inocuidad e integralidad del producto se aseguré durante todo el proceso
de fabricacion, tomando en consideracion el uso por parte de los consumidores. En la tabla 3
de resultados se retinen los pardmetros microbioldgicos que se deben cumplir para *’otros
cosméticos’’. Luego de obtener el producto final en forma de serum se evalud la
microbiologia del lote experimental y del lote placebo, para asegurar la salud y bienestar de

los voluntarios.

Las caracteristicas fisicoquimicas del producto final enlistadas en la tabla 2 de resultados,
cumplen para el lote experimental con principio activo y el placebo; ningin producto
individual presentaba caracteristicas fuera de especificacion, para disminuir la probabilidad
que los participantes se percataran de alguna diferencia fisica y ello generara sesgo. Los

participantes desconocieron a lo largo del proceso a que grupo pertenecian.
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La mayoria de las participantes en ambos grupos notaron mayor vitalidad y mejora en la
textura de la piel después del uso del serum y ninguno presento eritemas ni enrojecimiento,
esta Gltima premisa se control6 por la prueba de parche de 72 horas realizada antes de
comenzar la aplicacion del serum, en la cual se excluy6 a un participante ya que presento
irritacion, enrojecimiento y prurito, ver anexo 3. Durante esta prueba 5 participantes mas
presentaron prurito en el area circundante al parche, pero no presentaron enrojecimiento, por
lo que se determind que la molestia era debida al pegamento, humedad y sudor acumulados
en el rea, otra conclusion seria, si las molestias hubieran sido en el area dentro del parche,
por tanto, quedo a criterio de los participantes pasar al siguiente paso que era el uso del serum,

a lo cual todos colaboraron.

Toda la muestra del grupo experimental y control fue tratada de la misma manera, se obtuvo
un cambio positivo en el 81.81% de los participantes del grupo experimental, ver tabla 4 de
resultados, ya que 10 de 11 presentaron reduccion en la arruga y se obtuvo 0% de cambios
positivos en el grupo control. Evidenciando que la formulacién del cosmético no causé
sinergia con el activo. En la misma tabla se muestra que en términos generales se obtuvo
una reduccion de las arrugas faciales del 15.05% en el grupo experimental y 0.36% en el
grupo control, determinando una vez mas que la formulacién placebo no causaba efecto

antienvejecimiento y que el Unico responsable del efecto es el colageno marino.
A continuacion, se discuten los 11 casos de los participantes del grupo experimental.

En la tabla 5 de resultados, el participante 1, hombre de 30 afios vegetariano, con tipo de
humectacion en la piel mixta, color de piel I11'y consumidor de 5 vasos de agua al dia presenta
una disminucion de arruga de 18%, que con fines practicos para la investigacion corresponde
a un cambio positivo, cabe resaltar que es un hombre saludable sin presencia de enfermedades

inmunoldgicas.

La participante 7 es una mujer omnivora de 30 afios con un caso similar al participante 1, ver
tabla 5, ninguno sufre enfermedades inmunoldgicas, sin embargo la participante 7 presento
una disminucion en la arruga del 14%, se descarta la edad como factor de influencia de la
diferencia del cambio en ambos participantes y se toma el estilo de vida y tipo de dieta como
factor influyente, ya que el participante 1 aluce ser vegetariano; las personas con este tipo de

dieta asumen una menor oxidacion por radicales libres que los que llevan una dieta omnivora,
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ya que los primeros consumen menor cantidad de metionina, varios estudios demuestran que
una dieta vegana o vegetariana consume menor cantidad de este aminoacido que una dieta
carnivora, también supone que la baja captacion de metionina esta ligada a un aumento de
captacion de coldgeno y por ende provoca un envejecimiento méas lento. Otro factor de
diferencia importante es que la fémina toma 3 vasos de agua al dia mientras que el
participante 1 toma 5, el aumento en el consumo de agua ayuda a una mayor receptividad y

absorcién de colageno en el organismo (Mendoza, 2010 y Gomez, 2014).

La participante 2, fémina de 32 afios, vegetariana también presenta una disminucién de la
arruga del 14%, a pesar de que la participante toma suficiente agua al dia, ver tabla 5, presenta
piel seca, lo cual se atribuye a mayor susceptibilidad a la aparicion de arrugas por los bajos
niveles de hidratacion, flexibilidad y elasticidad (Fuertes, 2014); ademas la participante solia
utilizar colageno topico, el cual dejo de aplicar antes de empezar la prueba experimental y el
cambio de tratamiento puede verse manifestado en no presentar mayor disminucion de la

arruga.

La participante 3, fémina de 34 afios, presento el mayor porcentaje de disminucion de la
arruga, con 25.5%, tenia tipo de pigmentacion cutanea Il1 y tomaba una cantidad regular de
agua al dia, el cambio superior respecto a las demas muestra se debe a que la exfoliacion en
su piel fue més efectiva y ello aumentd la absorcion del coldgeno (Gonzélez, 2014), ademas
de manifestar que practica deporte 3 veces por semana y ello ayuda mantener un organismo
mas activo (Aparicio, Nebot, Heredia y Aranda, 2010). Sin embargo, al observar la tabla 4
de resultados, se determina que la arruga disminuyé ain mas cuando se volvié a la rutina
diaria normal antes de la fase experimental, en este resultado influyen varios factores como
puede ser que las arrugas presentes en la piel sean por deshidratacién o que el colageno ain

sigue con efecto posterior al uso inmediato.

Los participantes 4 y 11, hombres de 37 afios de edad,, ambos omnivoros con pigmentacion
de piel I11'y consumo de agua diario regular, presentan diferentes cambios en la arruga facial,
ya que el participante 4 tiene un cambio del 20% y el 11 el 8%, con los datos obtenidos a
partir de las encuestas no se puede determinar la causa definitoria de la diferencia

significativa que se obtuvo en ambos participantes, por lo que se infiere que el participante
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11 no siguid el protocolo de uso del serum durante la fase experimental y por tanto su

receptividad disminuyo.

La participante 5, mujer de 40 afios, obtuvo una disminucion del 21% en la arruga facial, a
pesar de su bajo consumo de agua se atribuye este cambio significativo a su tipo de piel
mixta, ya que los lipidos y la elasticidad aumentaron su funcionalidad con el consumo de
colageno topico y mejoraron el aspecto de su piel (Sator, et al., 2007).

La participante 6, fémina de 40 afios, presenté 2% de disminucion de la arruga y padece de
esclerodermia en etapa temprana controlada farmacoldgicamente. Tomando en cuenta la
comparacion con la participante 10 que presenta la misma enfermedad tratada
farmacoldgicamente y tuvo cambio del 19% se infiere que la captacion topica de coldgeno
no fue la adecuada en la participante 6, debido a la respuesta positiva de los demas
participantes se elimina la conjetura que la formulacién no fue la correcta para una buena
absorcion de coldgeno, la esclerodermia también se descarta como factor negativo por lo
mencionado con anterioridad, ambas siguieron la rutina como fue indicado, por lo cual
también se descarta falta de sequimiento adecuado durante los dos meses de prueba. Por estos
factores, se sugiere un estudio individualizado para la participante 6, a fin de evaluar porque
no disminuyo la arruga, tomando en cuenta el metabolismo, el tiempo de absorcién y otras

técnicas de rutina cosmética.

Los participantes 8 hombre y 9 mujer, ambos de 33 afios, presentaron 13% y 11% de
disminucion en la arruga, tomando en cuenta el tipo de piel, se infiere mediante el estudio
practicado que las pieles secas en general tienen menor efecto de disminucion en la arruga,

comparando participantes con factores similares de salud y estilo de vida.

El analisis estadistico se realiz6 a partir de la tabla binomial al grupo experimental, en el cual
se obtuvieron 10 de 11 participantes con cambios positivos y 1 de 11 con cambios negativos
en la arruga. Se trabajé con la probabilidad de que el 50% de los participantes del grupo
experimental presentaran cambios positivos y 50% que presentaran cambios negativos, bajo
el mismo concepto de condiciones experimentales. Es por ello que no se realiza anélisis
estadistico en el grupo control ya que la probabilidad de que hubiera cambios positivos era

0% teGricamente.
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Para calcular la probabilidad de observar 9 cambios positivos 0 méas en el total de la muestra
del grupo experimental se localizé en la tabla la n=11, x=10, p=0.5 y la interseccién fue la
probabilidad de ocurrencia obtenida= 0.9995, equivalente a 99.95%, esta es la probabilidad
de ocurrencia si se repite el experimento con las mismas condiciones descritas en esta
investigacion, pero con una muestra diferente. Esta probabilidad de ocurrencia es totalmente
aceptable en términos estadisticos y se concluye que el serum si genera efectos deseados y
reproducibles en muestras de poblaciones diferentes, pero con los mismas condiciones y
factores de exclusion y aceptabilidad.

Por altimo, se midié el grado de satisfaccion de los participantes en ambos grupos, la figura
9 del anexo 6, evidencia que la mayoria de participantes del grupo experimental no percatd
disminucion de la arruga al finalizar el proceso y una persona estaba en desacuerdo con tal
afirmacion, sin embargo al momento de la divulgacion de resultados con pruebas
iconograficas, quedaron satisfechos con el cambio, y se determind que la causa de sus
respuestas es debido a que la notoriedad de la disminucion de la arruga no era percatable a

simple inspeccion.
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10. CONCLUSIONES

10.1 Se evidencio la presencia de colageno marino por medio de la prueba

colorimétrica especifica para proteinas, con ninhidrina.

10.2 El colageno marino obtenido cumplié con los criterios de aceptacion de

caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas.

10.3 El producto final en forma de serum cumple con los parametros microbioldgicos
descritos en el RTCA 71.03.45:07 para ‘“’otros cosméticos’’ y cumple con
criterios de buenas practicas de manufactura en productos cosméticos segun el
RTCA 71.03.49:08.

10.4 La formulacion placebo del producto cosmético no presenta efecto

antienvejecimiento ni sinergia con el activo.

10.5 El colageno marino extraido de las pieles de tilapia disminuyo las arrugas en 10

de los 11 participantes.

10.6 La probabilidad de ocurrencia de obtener resultados positivos en 0.5 de la
muestra en un estudio bajo condiciones idénticas, pero con una muestra diferente
es de 99.95%.

10.7 La mayoria de participantes del grupo experimental no notaron diferencia
significativa a simple inspeccion en la arruga facial al terminar su tratamiento,
sin embargo, en la divulgacién y exposicion de pruebas iconograficas

demostraron conformidad con los resultados.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Utilizar otros subproductos de la tilapia como por ejemplo espinas y escamas para
la extraccion de coldgeno marino y establecer pardmetros de comparacion con la piel

de la misma especie.

11.2 Realizar una investigacion asociada a las patologias que afectan la salud cutanea
como factores predisponentes e interferencia del efecto antienvejecimiento del

colageno marino.

11.3 Evaluar otra forma cosmética en un estudio similar para hacer una comparativa de

la absorcion del colageno marino y el comportamiento de las arrugas faciales.

11.4Aumentar el tiempo del uso del serum en los participantes a 4 meses para determinar

si se obtienen resultados mas notorios a simple inspeccion.
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13. ANEXOS

Anexo 1

Proceso de obtencion de colageno marino en polvo

[

Elaboracién propia, diciembre 2019.

Anexo 2

Identificacidon de coladgeno marino por medio de la prueba con ninhidrina

| | < r ! X \

Elaboracién propia, diciembre 2019.
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Anexo 3

Prueba de parche no superada

Nota: Se muestra el mismo lugar de la piel antes y después del uso del parche durante 40 horas, el participante
presento irritacion, enrojecimiento y prurito, por ello fue excluido del proceso experimental del uso del serum.
Elaboracién propia, diciembre 2019.

Anexo 4

Resultado de pruebas microbioldgicas realizadas al producto final
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Correo electrénico: laboratoriolamir@usac.edu.gt, ' laboratoriolamir@gmail.com

http://sitios.usac.edu.gt/wp_lamir/?cat=1



Anexo 5

Resultados de encuesta inicial a los participantes del grupo control y experimental
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M Hipotiroidismo ™ Lupus E. ® Cirrosis ™ Hepatitis M Esclerodermia M Gestacién

Figura 4. Enfermedades autoinmunes y gestacion. Fuente: Datos experimentales obtenidos de encuestas,
marzo 2020.

Consumo habitual de colageno

= =
o N

(o]

Cantidad de individuos

B 0
Colageno tépico Colageno bebible

B Hombres M Mujeres

74

Figura 5. Consumo habitual de colageno tdpico y bebible previo a la participacion de la fase experimental.

Fuente: Datos experimentales obtenidos de encuestas, marzo 2020.
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Figura 6. Tipo de dieta de los participantes antes y durante el proceso experimental. Fuente: Datos
experimentales obtenidos de encuestas, marzo 2020.

Humectacion natural de la piel
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Figura 7. Tipo de humectacion natural en el cutis de los participantes. Fuente: Datos experimentales
obtenidos de encuestas, marzo 2020.
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Escala de pigmentacidn de la piel
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Figura 8. Escala de pigmentacion de la piel en los participantes. Fuente: Datos experimentales obtenidos de
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Figura 9. Consumo habitual diario en los participantes. Fuente: Datos experimentales obtenidos de encuestas,

marzo 2020.
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Anexo 6

Resultados de encuesta final a los participantes del grupo control y experimental

éSu piel se torno con mayor vitalidad?
GRUPO EXPERIMENTAL

12
10
8
6
4
2
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Totalmenteen Endesacuerdo  Niacuerdo ni De acuerdo Totalmente de
desacuerdo desacuerdo acuerdo
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Figura 10. Expectativa de la vitalidad de la piel por el grupo experimental. Fuente: Datos experimentales
obtenidos de encuestas, junio 2020.

éSintié mejoria en la textura de su piel?
GRUPO EXPERIMENTAL
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desacuerdo desacuerdo acuerdo
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Figura 11. Expectativa de la textura de la piel por el grupo experimental. Fuente: Datos experimentales
obtenidos de encuestas, junio 2020.
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éNotd que las arrugas que tenia al inicio
del proceso disminuyeron?
GRUPO EXPERIMENTAL
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Totalmente en Endesacuerdo  Niacuerdo ni De acuerdo Totalmente de
desacuerdo desacuerdo acuerdo
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Figura 12. Expectativa de la disminucion de arrugas por el grupo experimental. Fuente: Datos experimentales
obtenidos de encuestas, junio 2020.

¢Presentd algun eritema o enrojecimiento facial
durante el uso del tratamiento?
GRUPO EXPERIMENTAL
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desacuerdo desacuerdo acuerdo

B Hombres ® Mujeres

Figura 13. Evidencia de efectos adversos topicos en el grupo experimental. Fuente: Datos experimentales
obtenidos de encuestas, junio 2020.
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¢éSu piel se torné con mayor vitalidad?

GRUPO CONTROL
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desacuerdo desacuerdo acuerdo
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Figura 14. Expectativa de la vitalidad de la piel por el grupo control. Fuente: Datos experimentales obtenidos
de encuestas, junio 2020.

éSintié mejoria en la textura de su piel?

GRUPO CONTROL
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Totalmenteen Endesacuerdo  Niacuerdo ni De acuerdo Totalmente de
desacuerdo desacuerdo acuerdo
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Figura 15. Expectativa de la textura de la piel por el grupo control. Fuente: Datos experimentales obtenidos
de encuestas, junio 2020.
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éNoto que las arrugas que tenia al inicio
del proceso disminuyeron?

GRUPO CONTROL
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6
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: 2
0 0 . o _ (——
Totalmenteen Endesacuerdo  Niacuerdo ni De acuerdo Totalmente de
desacuerdo desacuerdo acuerdo

B Hombres ® Mujeres

Figura 16. Expectativa de la disminucion de arrugas por el grupo control. Fuente: Datos experimentales
obtenidos de encuestas, junio 2020.

éPresentod algun eritema o enrojecimiento
facial durante el uso del tratamiento?

GRUPO CONTROL
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0 — _ 0 0 0
Totalmenteen Endesacuerdo  Niacuerdo ni De acuerdo Totalmente de
desacuerdo desacuerdo acuerdo
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Figura 17. Evidencia de efectos adversos topicos en el grupo control. Fuente: Datos experimentales obtenidos
de encuestas, junio 2020.
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Informacién dirigida al paciente
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Anexo 8
Consentimiento informado
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