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Resumen:

Las visceras de pescados constituyen el desecho mayoritario dentro de la actividad icticola, pero a la vez son una fuente potencial
de enzimas digestivas. Particularmente, la tripsina tiene un alto valor comercial, y es de uso muy difundido tanto en investigacién
cientifica como en industrias agroalimentarias, quimicas, farmacéuticas y curtiembres. Actualmente la mayor parte de la tripsina
comercial es de origen bovino y porcino, obteniéndosela del duodeno y/o del pancreas. Paises con alto desarrollo de la pesca han
iniciado estudios de aislamiento y caracterizacién de estas enzimas a partir de visceras de peces. No existe hasta la fecha estudios
sobre estas enzimas en pacu, siendo ésta una especie autéctona cuyo cultivo ha venido incrementandose en forma sostenida en los
ultimos afios en el nordeste argentino. El objetivo de este trabajo fue caracterizar un extracto de ciegos piléricos de Piaractus
mesopotamicus (pacu) a fin de hallar las condiciones 6ptimas de actividad y estabilidad de actividad tripsina presente, que luego
permitan abordar el aislamiento y purificacién de esta proteina.

Muestra. Se colectaron ciegos piléricos de ejemplares de pacl en bolsas de plastico selladas y se mantuvieron a -20 °C hasta su
utilizacién.

Preparacién del extracto. El tejido fue disgregado con buffer Tris-HCI 50mM, NaCl 0.5mM, CaCl2 20mM, pH 7.8, sonicado y luego
centrifugado, recogiéndose el sobrenadante para estudios ulteriores.

Actividad tripsina. Se determiné sobre el sustrato cromogénico BAPNA (N&#945:-benzoil-DL-arginina-P-nitroanilida), siguiendo la
reaccién por medicién de la absorbancia a 410 nm a través del tiempo en una lectora de microplacas termostatizada a 30°C.
Mediante este ensayo se realizaron los siguientes estudios cinéticos: - Efecto del pH sobre la actividad enzimatica: empleando
diferentes soluciones reguladoras (pH 1-12) como medios para la disolucién de sustrato (BAPNA). - Estabilidad de la enzima frente al
pH: preincubando el extracto en distintos medios de pH (1 a 12), durante 120 min, antes de realizar el ensayo de actividad BAPNA. -
Estabilidad de la enzima frente a la temperatura: incubando el extracto a diferentes temperaturas (0°C a 75°C), durante 120 min,
previamente a la realizacién de actividad BAPNA residual.

Actividad proteolitica sobre azocaseina. Se empled para determinar la termoestabilidad del extracto en el rango 0-75°C.

En todos los casos, se estimé una actividad enzimética relativa (%) considerando 100% a la mayor actividad detectada en el ensayo.

La enzima en el extracto presenté su maximo de actividad a pH alcalinos (8-9). Al ser incubada en medios de distintos pH, se
observé que ésta conserva su actividad a pH 8-10, disminuyéndola marcadamente por debajo y por encima de estos valores. La
temperatura influyé en la actividad y estabilidad de las tripsinas. Al evaluar el efecto de esta variable, se hall6 que la actividad 6ptima
fue a 45°C. Evaluada la termoestabilidad, se determiné que la enzima conserva su actividad luego del tratamiento térmico en el
rango 0-45°C, e incluso se exalta luego de ser sometida a tratamiento térmico 40-45°C, para perderla por completo a 75 °C.

El perfil hallado para la tripsina en estudio es consistente con lo hallado en la bibliografia para tripsinas de otras especies icticolas.

La caracterizacién parcial de extracto de ciegos piléricos de pacu muestra el comportamiento enzimatico tipico de la tripsina,

aportando informacién que seran tenidos en cuenta en el control de las condiciones 6ptimas para manipular esta enzima en procesos
de purificacién, conservando su actividad.
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