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Objetivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de hidroélisis enzimatica de extractos digestivos (alcalino y acido, obtenidos de ciegos pildricos y
de mucosa gastrica, respectivamente) sobre el colageno extraido de la piel de Pygocentrus nattereri (n.v palometa), una especie carnivora,
abundante en la cuenca acuicola del NEA aun no explotada en un sentido productivo.

Materiales y Método
PREPARACION DE EXTRACTOS

BufferGly-HCIpH2 |a Disgregacién
> mecanica

> Extracto Crudo
Acido (ECAc)

_ - = Sonicacion
Estomago (mucosa gastrica) 15min

Buffer Tris-HCIpH7.8 | Centrifugacion

: 'Extracto Crudo "
—— 10.000 g 3 Alcalino (ECAI)

Sobrenadante
almacenado a -20°C

Ciegos Piloricos

Figura1. SDS-PAGE hidrolizado de colageno y con adicion de ECAI. Calle 1: marcadores

de masa molecular (en kDa): fosforilasa (97); albumina sérica bovina (66), ovoalbimina

OBTENCION DEL COLAGENO (45); anhidrasa carbodnica (30). Calle 2: Control colageno inicial, las fechas sefialan bandas
Pre-tratamiento-96h- . w @ on a y B. Calle 3: Buffer PBS pH8 + ECAI Inicial. Calle 3: tratamiento 5min. Calles 4:

» Alcalino (72h)-Remocion de proteinas y pigmentos tratamiento 30min. Calle 5: tratamiento 1h. Calle 6: tratamiento 2h. Calle 7: tratamiento 3h.

* Lavado-Neutralizacién Calle 8: Control colageno Final. Calle 9: Buffer PBS + ECAI Final.
« Alcohdlico (24h)-Remocién de las grasas

» Lavado-Neutralizacion
Tratamiento-72h-

+ 0,5 M Acido acético (ASC)

« Filtracion

+ Centrifugacion (10.000 g x 1h)

+ Precipitacion (2,3 M NaCl-12h)

+ Centrifugacién (10.000 g x 30min)
« Dialisis 24h

» Secado (37°C) por 48 h. Pesado

HIDROLISIS DEL COLAGENO

",

\
AN 0 O 6 A & -7 85°C por 15°
Alicuotas (100pL) By Figura2. SDS-PAGE hidrolizado de colageno y con adicion de ECAc. Calle 1: marcadores
-Soluciones de colageno en buffer | cada 5 30 1ﬁ_ Cortar la reaccion de masa molecular (en kDa). Calle 2: Control colageno inicial, las flechas sefialan bandas a
écido y en buffer alcalino + adicién de | 2hs.. y 3hs. f“z'mat'ca y B. Calle 3: Buffer Gly pH2 + ECAc Inicial. Calle 3: tratamiento 5min. Calles 4: tratamiento
los extractos (100 uL) correspondientes. — 30min. Calle 5: tratamiento 1h. Calle 6: tratamiento 2h. Calle 7: tratamiento 3h. Calle 8:

- Control: soluciéon de colageno

Control colageno Final. Calle 9: Buffer Gly pH2 + ECAc Final.

Resultados y Discusion

La obtencion de colageno arrojé un rendimiento de 1,71g.a/1009,. ElI colageno mostro un patron de bandas compatibles con colageno tipo | ,mediante
SDS-PAGE, donde se observa cadenas a y 3, ademas no se observan bandas mayoritarias de otras proteinas contaminantes (Fig. 1 y 2, calle 2). Luego de 3h
de incubacion del colageno con el ECAI se observd una degradacion completa de las cadenas q, resultando este extracto apropiado para la obtencion de
hidrolizados de colageno. Por el contrario el ECAc practicamente no afectd al colageno visualizandose las dos bandas caracteristicas, aun luego de 3 h de
incubacioén. La presencia de bandas de menor peso molecular observables en muestras extraidas a los diferentes tiempos de incubacion permite suponer una
hidroélisis proveniente de la accion catalitica sobre algunas proteinas minoritarias presentes en el extracto de la piel. Se concluye que estos resultados aportan
informacion preliminar acerca del potencial uso de estos extractos en la industria: el ECAI, para la elaboracion de hidrolizados y el ECAc, como aditivo en la
extraccion de colageno para mejorar su rendimiento. Considerando que la palometa es una especie abundante en el NEA aun no explotada y, a la vez, que la
piel y visceras de un pez son un desecho, este procedimiento se vuelve potencialmente atractivo para el aprovechamiento de este recurso.
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