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Resumen 
La producción pesquera puede generar cantidades considerables de residuos cuya disposición final inade-
cuada puede causar daños ambientales. La utilización de estos desechos para la obtención de productos con 
alto valor agregado y de interés industrial, es una alternativa para la producción acuícola sostenible. En este 
trabajo se obtuvieron y caracterizaron extractos ácidos ricos en enzimas tipo pepsina (EP) y alcalinos ricos 
en enzimas tipo tripsina (ET) a partir de vísceras de pacú (Piaractus mesopotamicus) evaluando sus poten-
ciales aplicaciones biotecnológicas. EP y ET exhibieron máxima actividad catalítica a pH 2 - 45°C y pH 
7 - 45°C; mostraron ser estables en los rangos de pH 1,0 a 3,5 y 7,5 a 10,5 y de temperatura 0 a 37°C y 0 a 
45°C, respectivamente. La actividad de EP fue inhibida por pepstatina A pero no por PMSF y SBTI; EDTA 
y SDS provocaron inhibición parcial, confirmando la presencia de enzimas de tipo pepsina. ET se inactivó 
en presencia de SBTI pero no por SDS; PMSF y EDTA disminuyeron en un 50% su actividad, confirmando 
la existencia de enzimas tipo tripsina. Los iones divalentes (Ca2+ y Mg2+) no modificaron la capacidad pro-
teolítica de los extractos, en cambio se redujo a concentraciones crecientes de NaCl. Por otra parte, ET y EP 
fueron eficaces para hidrolizar el recubrimiento de gelatina impregnado con plata de placas radiográficas 
usadas y generar fragmentos F(ab’)2 a partir de la degradación de IgG equinas, respectivamente. En conclu-
sión, estos extractos podrían ser aplicables en procesos donde se requiera máxima actividad a temperatura 
moderada y baja concentración de NaCl; en la recuperación de plata metálica y celuloide de placas radio-
gráficas reveladas como así también la obtención de productos biológicos. Estos resultados abren nuevas 
perspectivas para la economía circular de las explotaciones acuícolas del pacú.

Palabras clave: Subproductos, Piaractus mesopotamicus, extractos enzimáticos, pepsina, tripsina, aplica-
ciones industriales.

Characterization and potential industrial application of enzy-
matic extracts from pacu (Piaractus mesopotamicus)

Abstract. Fish production can generate considerable amounts of waste, whose inadequate final disposition 
could cause environmental damage. The use of these wastes to obtain high value-added products of indus-
trial relevance is an alternative for sustainable aquaculture production. In this study, acidic extracts rich in 
pepsin-like enzymes (EP) and alkaline extracts rich in trypsin-like enzymes (ET) were obtained and char-
acterized from the viscera of pacu (Piaractus mesopotamicus), evaluating their potential biotechnological 
applications. EP and ET showed maximum catalytic activity at pH 2 - 45°C and pH 7 - 45°C, respectively. 
They were stable in pH ranges of 1.0 to 3.5 and 7.5 to 10.5 and temperature ranges of 0 to 37°C and 0 to 
45°C, respectively. The activity of EP was inhibited by pepstatin A, but not by PMSF and SBTI. EDTA and 
SDS caused partial inhibition, confirming the presence of pepsin-like enzymes. ET was inactivated in the 
presence of SBTI but not by SDS. PMSF and EDTA decreased the activity by 50%, confirming the presence 
of trypsin-like enzymes. Divalent ions (Ca2+ and Mg2+) did not alter the proteolytic capacity of the extracts, 
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but it decreased with increasing NaCl concentration. Moreover, ET and EP were effective in hydrolyzing the 
silver-impregnated gelatin coating of discarded x-ray films and generating F(ab’)2 fragments from equine 
IgG degradation, respectively. In conclusion, these extracts could be applicable in processes requiring max-
imum activity at moderate temperatures and low NaCl concentrations, in the recovery of metallic silver and 
PET sheet from used x-ray films and in the production of biological products. These results open up new 
perspectives for the circular economy of pacú aquaculture farms.

Key words: byproducts, Piaractus mesopotamicus, enzymatic extracts, pepsin, trypsin, industrial 
applications.

INTRODUCCIÓN

El continuo crecimiento de la población mundial im-
plica intensificación y diversificación las fuentes de ali-
mentos. En los últimos 20 años, los aportes de la pesca y 
la acuicultura a la seguridad nutricional y alimentaria mun-
dial han sido esenciales. Desde 1961, el consumo a nivel 
global de los alimentos de origen acuático incrementó a 
una tasa promedio anual de 3,0% y se estima que en 2030 
su valor será de 21,4 kg per cápita. Este fenómeno es con-
secuente con la constante expansión del sector, impulsado 
por la acuicultura y lo cual ha promovido el desarrollo de 
la producción de peces en aguas continentales. En efecto, 
en 2020 el 48% de los productos de la acuicultura fueron 
cultivados bajo este sistema (FAO 2022). 

El procesamiento del pescado para consumo humano 
genera una gran cantidad de desechos, representando desde 
un 20 hasta un 60% del peso del pescado, dependiendo del 
grado de industrialización. Las cabezas, huesos, vísceras, 
escamas y pieles son los subproductos más comunes (FAO 
2022), principalmente descartados o empleados para obte-
ner productos de bajo valor agregado (ej. harina de pesca-
do). Esto da lugar a un problema dual que involucra cues-
tiones medioambientales y aplicaciones menos rentables 
de estos subproductos y desechos. Es necesario, entonces, 
logar la valorización de dichos descartes y subproductos, 
contribuyendo a generar industrias pesqueras más sosteni-
bles (Korkmaz y Tokur 2022). En este sentido las vísceras 
de pescado son una fuente valiosa de enzimas digestivas, 
especialmente de proteasas, tales como pepsina y tripsina. 
Las proteasas constituyen el grupo de enzimas más utili-
zadas en los bioprocesos industriales, representan alrede-
dor del 40% al 65% del total de preparados comerciales 
de enzimas (Friedman y Contreras 2021). La pepsina y la 
tripsina son ampliamente usadas en la producción de deter-
gentes, la fabricación de alimentos, la industria farmacéuti-
ca y la producción de cuero (Zhao et al. 2011). Las prepara-
ciones comerciales utilizan enzimas de origen microbiano, 
porcino o bovino. Sin embargo, en las últimas décadas se 
han aislado pepsinas y tripsinas provenientes de distintos 
organismos acuáticos con el fin de caracterizarlas y estu-
diar su aplicación. Estas proteasas presentan características 
diferenciales respecto a las de las fuentes tradicionales, por 
lo que resultan atractivas para la industria (Zhao et al. 2011, 
Poonsin et al. 2019, Kuepethkaew et al. 2022)respectively. 
Based on SDS-PAGE analysis, using proteomics analysis 
and Isoform-sequencing (Iso-Seq.

La pepsina es una proteasa acídica (máxima actividad 
catalítica a pH bajo). Se sintetiza en la membrana gástrica del 
estómago bajo una forma inactiva, el pepsinógeno, estable en 
medios neutros y ligeramente alcalinos. Se activa a pepsina 

al ser expuesto al ácido clorhídrico presente en el jugo 
gástrico (pH 1,5 - 2,0). La tripsina es una serino proteasas 
y su mayor actividad enzimática la presenta en un rango 
alcalino, entre pH 8,0 y 10,0. En los peces con estómago 
e intestino proximal, la tripsina es producida en su forma 
inactiva (tripsinógeno) por el ciego pilórico, divertículo 
embriológica y fisiológicamente equivalente al páncreas de 
los mamíferos (Baldisserotto et al. 2014). Su activación es 
catalizada por la enteropeptidasa en el intestino. A la vez, la 
tripsina ya catalíticamente activa es capaz de activar a otras 
moléculas de tripsinógeno (Torrissen y Male 2000).

El pacú (Piaractus mesopotamicus) es un pez endé-
mico de la cuenca del río Paraguay-Paraná que, debido a 
su elevada tasa de crecimiento, hábito de alimentación om-
nívoro, rusticidad y buena calidad muscular se lo produce 
masivamente en sistemas acuícolas intensivos. En efecto, 
constituye una de las especies más cultivadas en América 
del Sur y su producción se ha extendido a países asiáti-
cos como China, Tailandia y Vietnam. Argentina, Brasil 
y Paraguay son los principales países productores, alcan-
zando una producción total de 17.282 toneladas en 2017 
(Montenegro et al. 2022). Se lo comercializa principalmen-
te en forma de filete lo que implica que, una gran fracción 
(30 - 80%) del peso del pescado resulte desechado. En este 
sentido, las vísceras del pacú pueden revalorizarse como 
fuente de enzimas fuente de enzimas proteolíticas (pepsina 
y tripsina), contribuyendo a la disminución de los proble-
mas ambientales asociados a su descarte e incrementando 
el retorno económico de las industrias procesadoras de 
pacú. Con el propósito de darle un valor agregado a es-
tas enzimas digestivas, es necesario conocer previamente 
sus propiedades funcionales. Es por ello que, el objetivo de 
este trabajo fue obtener extractos con actividad pepsina y 
tripsina de los desechos del procesamiento de pacú obteni-
do por acuicultura, caracterizarlos y medir sus capacidades 
hidrolíticas sobre sustratos específicos a fin de evaluar su 
potencial uso industrial.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras. Las vísceras de pacú fueron provistas por 
la empresa Puerto Las Palmas S.A. (Pacú Teko ® -: PLP 
GROUP). Las mismas fueron colectadas en bolsas de plás-
tico selladas y mantenidas a -20°C hasta su utilización.

Obtención de extractos enzimáticos 
Extracto con actividad tripsina (ET). El extracto 

con actividad tripsina se obtuvo según el procedimiento 
descripto por Fuchise et al. (2011). Se disgregó el tejido de 
ciegos pilóricos utilizando buffer Tris-HCl 50 mM, NaCl 
0,5 mM, CaCl2 20 mM, pH 7,8 en una relación 1:5 (g tejido 
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ml-1 de buffer). La solución se sonicó por 15 min, se cen-
trifugó por 10 min a 10.000 g y se recogió el sobrenadante 
al que se denominó extracto con actividad tripsina (ET). El 
procedimiento se llevó a cabo a 4°C. El ET se conservó a 
conservó a -20°C hasta su utilización, por un período máxi-
mo de 3 meses.

Extracto con actividad pepsina (EP). El extracto 
con actividad pepsina se obtuvo según el procedimiento 
descripto por Acevedo Gomez et al. (2018). El tejido de la 
mucosa gástrica se disgregó utilizando buffer glicina-HCl 
0,1 M pH 2 en una relación 1:5 (g tejido ml-1 de buffer). La 
solución se sonicó por 15 min, se centrifugó por 10 min a 
10.000 g, se recogió el sobrenadante al que se denominó 
extracto con actividad pepsina (EP). El procedimiento se 
llevó a cabo a 4°C. El EP se conservó a -20°C hasta su uti-
lización, por un período máximo de 3 meses.

Cuantificación de proteínas totales. La concentra-
ción de proteínas totales de los extractos enzimáticos se 
determinó empleando el método descripto por Bradford 
(1976), empleando albúmina bovina como estándar.

Actividad Enzimática del ET. Se evaluó en medio 
alcalino sobre dos sustratos diferentes: 

Actividad sobre sustrato específico Na-benzoil-DL-
arginina-P-nitroanilida (BApNA). Se empleó el método 
cinético descripto por Ágeirsson  et al. (1989) empleando 
una solución de BApNA (al 1% (P/V) en buffer 0,1M Tris-
HCl (pH 8,0), la reacción se realizó a 30°C por 6 min. Una 
unidad de actividad enzimática se definió como cantidad de 
proteína que genera un aumento de la absorbancia a 410 nm 
en un valor igual a 1 por minuto.

Actividad sobre azocaseína. Se siguió la metodolo-
gía descripta por Wang y Huang (2002) empelando una so-
lución de azocaseína (5 mg ml-1 en buffer fosfato PBS, pH 
7,2), la reacción se llevó a cabo a 37°C durante 90 min. La 
actividad proteolítica se expresó como el cambio de absor-
bancia a 450 nm producido por 45 μL de muestra, respecto 
a los blancos de reacción (sin ET) en las condiciones de 
ensayo. Los resultados se expresaron en actividad relati-
va porcentual respecto al máximo de actividad del ensayo, 
considerado como 100%.

Actividad enzimática del EP. La actividad proteolí-
tica de los extractos ácidos se determinó de acuerdo con la 
metodología descripta por Acevedo Gomez et al. (2018), 
utilizando como sustrato hemoglobina ácida e incubando 
con el extracto a 37°C por 30 min. Una unidad de activi-
dad enzimática se definió como la cantidad de proteína que 
genera un aumento de la absorbancia a 280 nm en un valor 
igual a 1, durante una incubación de 30 min en las condi-
ciones del ensayo.

Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad 
enzimática. El efecto del pH sobre la actividad enzimática 
de ET y EP se estudiaron en los rangos de 1,0 a 8,0 y de 
1,0 a 10,0, respectivamente, según los métodos descriptos 
anteriormente (Actividad sobre sustrato específico Na-

benzoil-DL-arginina-P-nitroanilida (BApNA) y Actividad 
enzimática del EP). Evaluando para ET los pHs 1,0, 3,6, 
5,0, 7,0, 8,0, 9,0 y 10,0; mientras que para EP se estudiaron 
los pHs 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 y 8,0, atendiendo al 
rango de actividad de las enzimas de interés en los extractos.

Los buffers utilizados fueron: HCl-KCl 0,1 M (pH 1,0), 
glicina-HCl 0,1 M (pH 2,0-3,0), acetato 0,1 M (pH 5,0), Tris-
HCl 20 mM (pH 7,0-9,0), glicina-NaOH 0,1 M (pH 11,0).

El efecto de la temperatura sobre la actividad de los 
extractos se evaluó en el rango de 0 a 80°C. Evaluando para 
ET las temperaturas 0, 10, 25, 37, 45, 60 y 75°C; mientras 
que para EP se estudiaron las temperaturas 0, 11, 25, 37, 45, 
60 y 80°C. Las muestras y los sustratos se pre-incubaron 
durante 5 min a la temperatura definida antes de cada reac-
ción. Los resultados se expresaron en actividad porcentual 
respecto al máximo de actividad considerado como 100%.

Estabilidad en función de pH y la temperatura. 
La estabilidad frente al pH se estudió siguiendo la meto-
dología descripta por Acevedo Gomez (2019a). Para ello 
se incubaron los extractos a temperatura ambiente durante 
120 min con los buffers a diferentes pHs en proporción 1:1 
(muestra:buffer). El intervalo de pH y el sistema de buffers 
utilizados se corresponden con los evaluados previamente. 
La actividad proteolítica residual de cada muestra se deter-
minó inmediatamente después de la incubación y luego de 
que las muestras fueran llevadas previamente al pH apro-
piado para cada extracto. Se calculó la actividad enzimática 
comparándola con una muestra control (100% de activi-
dad) pre-incubada con buffers Tris-HCl 50 mM, NaCl 0,5 
mM, CaCl2 20 mM, pH 7,8 y glicina-HCl 0,1 M pH 2 para 
ET y EP, respectivamente.

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de los 
extractos se evaluó incubándolos a diferentes temperaturas, 
0, 4, 20, 37, 45, 60 y 80ºC por 120 min y luego se determinó 
la actividad proteolítica residual de las muestras respecto a 
una muestra control sin pre-incubar (100% de actividad). 
Para este estudio particular, la actividad del extracto con 
actividad tripsina (ET) se evaluó utilizando como sustrato 
azocaseína, debido a una limitación metodológica en el es-
pectrofotómetro empleado.

Efecto del NaCl. La influencia del NaCl sobre la ac-
tividad enzimática de las muestras se determinó mediante 
la técnica descripta por Klomklao et al. (2008) con míni-
mas modificaciones. Se adicionó NaCl a las muestras hasta 
obtener concentraciones finales de 5, 10, 15, 20, 25 y 30% 
(P/V) y luego se pre-incubaron a temperatura ambiente por 
2 h. Los resultados se expresaron en actividad porcentual 
respecto a los controles, sin adición de NaCl (100%).

Efecto de iones e inhibidores. Las muestras (200 μL) 
se pre-incubaron con los inhibidores SDS, PMSF, EDTA, 
SBTI pepstatina A y los activadores MgCl2 o CaCl2 (200 
μL) durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormen-
te se determinó la actividad proteolítica de las mismas. 
Las concentraciones ensayadas fueron: SDS 0,1 y 0,005% 
(P/V); PMSF 1 mM; EDTA 2 mM; SBTI 0,05 mM; pepsta-
tina A 10 μM; MgCl2 o CaCl2 1 y 5 mM. Los resultados se 
expresaron en actividad porcentual respecto a los controles, 
sin adición de inhibidores o activadores (100%).
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Potenciales aplicaciones industriales
Recuperación de placas radiográficas. Se deter-

minó la capacidad de extractos con actividad tripsina para 
hidrolizar la capa de gelatina impregnada en plata que re-
cubre las placas radiográficas siguiendo la metodología 
descripta por Acevedo Gomez et al. (2022), con algunas 
modificaciones. Se prepararon extractos con agua destilada 
(ETaq-M1), solución fisiológica (ETfis-M2) y buffer Tris-
HCl 50 mM, NaCl 0,5 mM, CaCl2 20 mM, pH 7,8 (ET-M3) 
de acuerdo con el apartado 2.3. Las placas radiográficas (1 
x 1 cm) se sumergieron en 2 ml de los extractos (0,06 U) 
y se agitaron manualmente durante 2 s cada 5 min hasta 
que la capa de gelatina de plata se eliminó por completo. 
El ensayo se realizó a temperatura ambiente (20°C) y la 
liberación de plata desde la placa al medio se siguió por 
medición de la turbidez (620 nm) de alícuotas tomadas a di-
ferentes tiempos del medio líquido que baña las placas. Los 
resultados se expresaron como el incremento porcentual de 
la turbidez de cada medio respecto a su valor inicial. Se 
realizaron blancos y controles en iguales condiciones para 
descontar la influencia de los medios.

Hidrólisis de inmunoglobulinas. Se ensayó la capa-
cidad del EP para clivar IgG equina. Para ello, las IgG se 
purificaron de suero entero mediante cromatografía de afi-
nidad. Posteriormente se las mezcló en proporción 1:1 con 
el extracto (136, 7 U mg-1) e incubó a 37°C. A los tiempos 
1, 3, 12 y 24 h se tomaron alícuotas que se neutralizaron 
con buffer tris-HCl 1M pH 9 y congelaron hasta su poste-
rior análisis. Se realizaron controles en iguales condiciones 
incubados por 24 h reemplazando el EP por PBS - control 
negativo- y por una solución de pepsina porcina (5 mg ml-1 

en buffer glicina-HCl 0,1M pH 2– Sigma Aldrich ®, ≥250 
U mg-1) - control positivo-. Las muestras se sometieron a 
un análisis por SDS-PAGE en condiciones no reductoras 
según el método de Laemmli et al. (1970) y empleando 
Coomassie Blue R-250 para la tinción.

Análisis estadístico. Todos los experimentos fueron 
realizados por triplicado. La significancia de las diferencias 
entre las medias fue evaluada mediante ANOVA siguiendo 
el test de Tukey para comparaciones múltiples entre gru-
pos. Los valores de p menores a 0,05 fueron considerados 
significativos estadísticamente.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Extractos con actividad tripsina y pepsina. A partir 
de los ciegos pilóricos y la mucosa del estómago de ejem-
plares de pacú de un promedio de 1,5 kg se obtuvieron los 
extractos con actividad tripsina (ET) y pepsina (EP) cuyas 
concentraciones proteicas y actividades proteolítica media 
resultaron 3,79 ± 0, 31 mg ml-1 y 0,78 ± 0,06 U/mg-1; 0,05 
± 0,01 mg ml-1 y 10,59 ± 0,30 U mg-1 empleando los subs-
tratos BApNa y hemoglobina ácida, respectivamente. Para 
ET se utilizó un mínimo de tres ciegos pilóricos (masa pro-
medio 2,90 g) resultando un volumen promedio de 4,67 ml 
ET/ciego pilórico; mientras que para el EP se empleó un 
mínimo de tres estómagos (masa promedio 0,26 g mucosa/
estómago) resultando un volumen promedio de 18,73 ml 
EP/estómago.

Previamente, se ha reportado que los extractos 
con actividad pepsina de los peces de agua dulce sábalo 
(Prochilodus lineatus), surubí (Pesudoplatistoma sp.), pez 
disco (Symphysodon aequifasciata), carpa india mayor 
(Labeo rohita) exhibieron actividades 43,4; 205; 0,64 y 
2,9 U mg-1 frente al sustrato hemoglobina ácida (Acevedo 
Gomez et al. 2018:2019b, Chong et al. 2002, Mohanty et 
al. 2020). En este trabajo, los resultados obtenidos para el 
EP de pacú evidenciaron un valor intermedio entre los in-
formados por la literatura. No se encontró una correlación 
entre tipo de alimentación y actividad del tipo pepsina ex-
hibida por estos extractos dada la amplitud en el rango de 
valores que se reportan para diferentes especies.

El ET presentó una actividad similar a la de los extractos 
crudos de los peces raya espinosa (Raja clavata) y pez disco 
(S. aequifasciata) y superiores al del lenguado (Paralichthys 
orbignyanus), cuyos valores reportados fueron 0,87; 0,79 y 
0,51 U mg-1 frente al sustrato BApNA (Chong et al. 2002, 
Lassoued et al. 2015, Candiotto et al. 2017). 

Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad 
enzimática. Los extractos EP y ET exhiben actividad pro-
teolítica en rangos de pH claramente diferenciados con una 
pérdida de la misma más acentuada para el primero, tal 
como se muestra en la Figura 1 (A). 

En general las proteasas digestivas ácidas de organis-
mos acuáticos son activas a pH ácido, presentan sus ópti-
mos en el rango de 2,0 a 3,5 y cuando el medio se desvía de 
estos valores la actividad disminuye (Zhao et al. 2011). El 
rango de pHs con actividad enzimática del EP de pacú (pHs 
1,0 a 3,5) resultó similar a lo reportado para los extractos de 
surubí, lenguado y jaurel amarillo (Candiotto et al. 2017; 
Acevedo Gomez et al. 2022; Silva et al. 2022a). Además, 
el pH óptimo de actividad (pH 2) coincide con los valo-
res reportados para extractos similares de los peces sábalo, 
surubí, lenguado y cojinúa amarilla (Carangoides bartho-
lomaei) (Acevedo Gomez et al. 2018:2019b, Candiotto et 
al. 2017, Silva et al. 2022b). La determinación del pH óp-
timo de una enzima es esencial ya que constituye un indi-
cador para su potencial aplicación en diferentes procesos 
(Mohanty et al. 2020). Estos resultados indican que tanto el 
EP, como las pepsinas de pacú, podrían ser utilizadas para 
la hidrólisis de proteínas alimentarias. El medio ácido que 
requieren para su funcionalidad sería una ventaja adicional 
ya que contribuiría a minimizar la posible contaminación, 
impidiendo el óptimo crecimiento de un gran número de 
bacterias (Kuepethkaew et al. 2022).

Por otro lado, las proteasas digestivas alcalinas de pe-
ces son activas a valores de pH neutro o ligeramente alcali-
no. Para diversos sustratos sus óptimos se sitúan en el rango 
de pH 7,5 - 11,0, mientras que en medios ácidos se tornan 
inestables perdiendo actividad debido a su desnaturaliza-
ción (Bougatef 2013). La actividad proteolítica del ET de 
pacú se mantuvo en un rango entre 5,5 y 10,0, similar a lo 
reportado para la raya espinosa (Raja clavata), el pez gato 
(Pangasianodon gigas) y la carpa mayor india (Vannabun et 
al. 2014, Lassoued et al. 2015, Younes et al. 2015). Presentó 
una actividad catalítica máxima a pH 7, valor inferior a lo 
reportado para los extractos con actividad tripsina de los pe-
ces lenguado, cuchumite  (Centropomus parallelus) y carpa 
mayor india de 9,5; 8,0 y 10,0,  respectivamente (Candiotto 
et al. 2017, Jesús-Ramirez et al. 2017, Mohanty et al. 2020). 
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El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimá-
tica de los extractos se puede observar en la Figura 1 (B). 

Los óptimos de actividad para los extractos EP y ET 
coinciden en 45°C. A temperaturas inferiores, la capaci-
dad proteolítica de ambos extractos disminuye siguiendo 
un mismo patrón de comportamiento. EP y ET retienen un 
60% de la actividad máxima a 10°C y sólo un 20% a 0°C. 
Por encima de los 45°C, la actividad de EP disminuye rápi-
damente, inactivándose a los 60°C, mientras que esta pér-
dida es menos acentuada en ET, conservando el 60% de la 
actividad máxima a los 80°C. Los resultados obtenidos en 
este estudio son similares a los reportados  para los extrac-
tos con actividad pepsina y tripsina obtenidos de los peces 
gato, carpa india mayor y cuchumite (Vannabun et al. 2014, 
Jesús-Ramirez et al. 2017, Mohanty et al. 2020) . 

Al comparar los óptimos de actividad de los extractos 
de pacú (45°C para ambos extractos) con los de las enzimas 
comerciales de pepsina y tripsina de origen porcino (60°C), 
se puede observar que la disponibilidad de fuentes de en-
zimas proteolíticas que operen a temperaturas moderadas 
resultaría atractiva para la industria. El uso de pepsinas y 
tripsinas aisladas de peces tendría un impacto positivo en 
la disminución de los costos de servicio auxiliar de los pro-
cesos que utilizan estas enzimas. 

Efecto del pH y la temperatura sobre la estabi-
lidad enzimática. Los extractos con actividad pepsina y 
tripsina mostraron ser estables en rangos acotados de pH 
(Figura 1 C). 

EP conservó actividades iguales o superiores al 60% 
de su actividad inicial en el rango de pH de 1,0 a 3,5, su 
capacidad proteolítica decae rápidamente a pHs mayores a 
3,0 y se inactiva a pH 4,0. El comportamiento de EP frente 
al pH es similar al reportado por Bougatef et al. (2008) para 
la pepsina del tiburón Smooth hound.

Por lo general, las proteasas ácidas de peces  no son 
estables a pHs diferentes a su óptimo (Silva et al. 2022a). 
Sin embargo, existen varios estudios de extractos de pro-
teasas ácidas de peces que muestran que estas enzimas 
conservan elevada capacidad proteolítica hasta pH neutros 
o parcialmente alcalinos (Vannabun et al. 2014, Acevedo 
Gomez et al. 2018:2022). 

Por otra parte, ET fue estable en los intervalos de pH 
7,5 - 10,5, conservando actividades iguales o superiores al 
60% de su capacidad proteolítica inicial. Su actividad de-
crece a pH mayores a 10,0 e inferiores a 8,0 siendo más 
acentuado este último. Este mismo comportamiento se  ob-
servó para los extractos con actividad tripsina de los peces 
escorpión rojo, pez gato, el jaurel amarillo y la raya espinosa 
al incubarse a diferentes pHs por 2h (Vannabun et al. 2014, 
Lassoued et al. 2015, Younes et al. 2015, Silva et al. 2022a). 

Según Mohanty et al. (2020), las variaciones en las 
propiedagdes moleculares de las enzimas, incluyendo la es-
tabilidad estructural, son los factores determinantes de las 
diferencias que se observan en la estabilidad frente al pH de 
las proteasas en las diferentes especies. 

La estabilidad de los extractos en función de la tem-
peratura se muestra en la Figura 1 (D). EP preservó más del 
90% de su capacidad proteolítica inicial en el intervalo de 
0 a 37°C, a temperaturas superiores la actividad residual 
decae marcadamente inactivándose a 60°C. El comporta-
miento de ET fue similar al de EP hasta los 37°C, a tempe-
raturas superiores, sin embargo, la pérdida de actividad que 
experimenta es menos pronunciada. ET conserva el 89% de 
su capacidad proteolítica inicial a 60°C, mientras que luego 
de ser incubado por 2 h a 75°C pierde completamente su 
actividad proteolítica.

Los extractos con actividad pepsina y tripsina de pacú 
evidenciaron ser estables a temperaturas similares a las re-
portadas para los extractos de los peces lenguado, sábalo 
y pez gato (Acevedo Gomez et al. 2018, Candiotto et al. 
2017, Vannabun et al. 2014).

Figura 1. Efectos del pH (A) y la temperatura (B) en la actividad proteolítica de los extractos con actividad pepsina - 
EP- (●) y tripsina -ET- (○) de pacú (Piaractus mesopotamicus). Efecto del pH (C) y la temperatura (D) en la estabilidad 
enzimática de los extractos EP (●) y ET (○) luego de ser incubados durante 120 min en las condiciones seleccionadas. Los 
resultados se presentan como la media ± SD (n = 3, * p<0,05: EP, †p<0,05: ET).
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Efecto del NaCl en la actividad enzimática. En este 
trabajo al evaluar la actividad de los extractos EP y ET en 
un rango de 0 - 30% NaCl se observó un decaimiento de la 
actividad conforme se incrementa la concentración de la 
sal (Figura 2).  

EP demostró ser más sensible que ET a la presencia 
de NaCl, registrando una disminución de su actividad pro-
teolítica en un rango del 35 al 60% de su actividad inicial 
después de ser incubado con concentraciones de NaCl en-
tre 15 y 30%. Este comportamiento es consistente con la 
disminución de la actividad proteolítica reportada para los 
extractos de los peces cojinúa amarilla, sábalo, carpa india 
mayor y jaurel amarillo expuestos a concentraciones cre-
cientes de NaCl (Acevedo Gomez et al. 2018, Mohanty et 
al. 2020,  Silva et al. 2022a, Silva et al. 2022b). 

En contraste, ET preservó entre el 90 y el 61% de su 
actividad proteolítica inicial al pre-incubarse 2 h con el 
mismo rango de concentración de NaCl.  Resultados si-
milares fueron reportados para los extractos alcalinos de 
los peces sardina real (Sardinops melanostictus) y pez gato 
(Klomklao et al. 2008, Vannabun et al. 2014).

Khaled et al. (2011) han sugerido que la disminución 
en la actividad proteolítica de las proteasas de peces frente 
al NaCl se debe al efecto de salting-out. Es posible que al 
incrementar la fuerza iónica del medio el NaCl compita con 
la enzima en la unión del agua, generando una interacción 
proteína-proteína más fuerte que conduce a su precipitación. 

El interés industrial en estudiar el efecto de elevadas 
concentraciones de NaCl sobre la actividad de las enzimas 
proteolíticas radica en evaluar la factibilidad de emplearlas 
como aditivos para acelerar la fermentación en productos 
con alto contenido de sales, por ejemplo, en la salsa de pes-
cado (20-25% de NaCl) (Vannabun et al. 2014). Así, los 
resultados aquí obtenidos demuestran que ET tendría más 
potencial que EP para ser utilizado en estos procesos. 

Figura 2. Efectos del NaCl en la actividad proteolítica 
de los extractos con actividad pepsina - EP- (●) y tripsina 
-ET- (○) de pacú (Piaractus mesopotamicus) luego de ser 
incubados durante 2 h en las condiciones seleccionadas uti-
lizando hemoglobina ácida y BApNA como sustratos, res-
pectivamente. Los resultados se presentan como la media ± 
SD (n = 3, * p<0,05: EP, †p<0,05: ET).

Efecto de iones e inhibidores. En general, la pre-
sencia de los cationes divalentes Ca+2 y Mg+2 incrementa 
la capacidad proteolítica de las proteasas digestivas, tanto 
alcalinas como acídicas (Zhao et al. 2011, Bougatef 2013, 
Lassoued et al. 2015, Younes et al. 2015). No obstante, en 

el presente trabajo se observó una disminución significa-
tiva en la actividad de EP y ET (aproximadamente 10%), 
luego de ser pre-incubadas por 30 min con 5 mM de Ca+2 

y Mg+2 (Tabla 1). Un efecto similar se ha reportado para 
el extracto con actividad pepsina del pez cojinúa amarilla 
que redujo el 16 y 18%  de su capacidad proteolítica al ser 
incubado con 10 mM Ca+2 y Mg+2, respectivamente (Silva 
et al. 2022b). Si bien el mecanismo por el cual la actividad 
de las proteasas digestivas disminuye en presencia de algu-
nos iones metálicos no se ha dilucidado completamente, se 
estima que influyen en la interacción de la enzima con el 
sustrato en el sitio activo (Silva et al. 2022a).

Los extractos de vísceras de peces pueden contener 
una gran diversidad de proteasas por lo que el uso de inhi-
bidores específicos sobre estos proporciona datos valiosos 
sobre la naturaleza de las enzimas que se encuentran ac-
tuando en ellos.

La pepstatina A es un pentapéptido que inhibe especí-
ficamente las proteinasas aspárticas al unirse de forma no 
covalente con la hendidura del sitio activo de estas enzi-
mas, bloqueando la accesibilidad del sustrato a esta región 
(Nalinanon et al. 2010). Este inhibidor no tuvo efecto en 
la actividad proteolítica del ET, en cambio prácticamente 
inhibió la actividad del EP (1,02% de actividad residual), 
Tabla 1. Este resultado confirma la presencia de proteasas 
acídicas tipo pepsina en el EP de pacú y es coincidente con 
lo reportado para extractos gástricos ácidos de diferentes 
especies de peces, así como para las pepsinas aisladas de 
esta fuente (Nalinanon et al. 2010, Candiotto et al. 2017, 
Acevedo Gomez et al. 2018, Kuepethkaew et al. 2022, 
Silva et al. 2022b).

El SBTI y el PMSF son inhibidores específicos de 
tripsinas y serino proteasas, respectivamente. Luego de in-
cubar los extractos enzimáticos con estas moléculas se ob-
servó un efecto marcado en la disminución de la actividad 
del ET, no así en la del EP (Tabla 1). En efecto, la actividad 
proteolítica del ET fue inhibida completamente por SBTI 
y disminuyó aproximadamente un 34% en presencia del 
PMSF. Estos resultados confirman la presencia de protea-
sas alcalinas tipo tripsina en el ET de pacú. Lassoued et al. 
(2015) y Nasri et al. (2015) reportaron inhibiciones simila-
res para los extractos alcalinos de raya espinosa, y el serra-
no (Serranus scriba). En consonancia, las tripsinas purifi-
cadas de los peces dorado común (Coryphaena hippurus) 
y lisa común (Mugil spp) mostraron inhibiciones cercanas 
al 100% al ser expuestas a SBTI y PMSF (Pavlisko et al. 
1999, Cardoso et al. 2020). 

El EDTA es un agente quelante de iones metálicos, 
por lo que se lo emplea como inhibidor de metaloproteasas. 
En este trabajo, la actividad del EP se vio reducida parcial-
mente por este inhibidor, en cambio, su efecto sobre EP 
generó una reducción del 50% de su capacidad proteolítica 
(Tabla 1).

Resultados similares fueron publicados por Chong 
et al. (2002) quienes caracterizaron los extractos de pro-
teasas alcalinas y acídicas del pez disco y encontraron que 
en presencia de EDTA su actividad proteolítica se inhibía 
aproximadamente un 50% y 5%, respectivamente. En con-
sonancia, los extractos alcalinos de proteasas de los peces 

El SDS (dodecilsulfato de sodio) es un surfactante ió-
nico ampliamente utilizado para la producción de agentes 
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limpiadores y en múltiples aplicaciones biotecnológicas. 
En este trabajo se determinó la influencia del SDS a 0,05-
0,10% (P/V) en la actividad enzimática de los extractos de 
pacú (Tabla 1).

EP disminuyó un 6% su actividad enzimática luego 
de ser incubado con SDS 0,005% y fue completamente in-
hibido con SDS 0,1% (P/V). Resultados similares fueron 
reportados para extractos gástricos de atún de diferentes 
especies con SDS 0,1%, (Nalinanon et al. 2008). La reduc-
ción de la actividad de las enzimas en presencia del SDS 
podría deberse a la alteración de sus estructuras debido a la 
interacción con este surfactante. 

Por otra parte, el SDS en las concentraciones ensa-
yadas ocasionó una disminución máxima de un 5% de la 
actividad enzimática inicial del ET. Estos resultados con-
cuerdan con los reportados para diversos extractos alcali-
nos con actividad tripsina de peces que han demostrado una 
resistencia similar a la presencia de este detergente iónico. 
En efecto, los extractos con actividad tripsina de los peces 
escorpión rojo y atún blanco mantuvieron el 73 y 99% de 
su actividad inicial luego de ser pre-incubados con SDS 
0,1% (Younes et al. 2015, Poonsin et al. 2019).

La estabilidad que muestran las proteasas alcalinas 
recuperadas de los desechos de pescado frente a agentes 
tensioactivos es lo que las convierte en potenciales aditivos 
para detergentes comerciales. En este sentido la economía 
en la producción/obtención de estas enzimas, asociadas al 
procesamiento y reutilización de los residuos de procesa-
miento de pescado, haría que estos productos sean de bajo 
costo para la industria (Bougatef 2013). 

Tabla 1. Efecto de iones e inhibidores en la actividad proteolítica de los extractos con actividad pepsina (EP) y tripsina 
(ET) de pacú (Piaractus mesopotamicus) utilizando hemoglobina ácida y BApNA como sustratos, respectivamente.

Iones Inhibidores2 Concentración

Actividad relativa (%)1

Extracto con actividad pepsina Extracto con actividad tripsina
Control 100 100
Iones

Ca+2
1 mM 92,58 ± 1,68 96,8 ± 5,92
5 mM 92,91 ± 3,55 95,9 ± 5,48

Mg+2
1 mM 90,77 ± 6,09 86,4 ± 1,77
5 mM 88,21 ± 5,01 91,4 ± 3,53

Inhibidores
Pepstatina A 10 µM 1,02 ± 0,10 100 ± 0,35
PMSF 1 mM 100 ± 5,90 66,1 ± 4,99
SBTI 0,05 Mm 100,89 ± 1,96 ND
EDTA 2 mM 93,92 ± 5,56 50,2 ± 3,77

SDS
0,10% (P/V) ND 95,0 ± 2,97
0,005% (P/V) 93,67 ± 0,47 97,6 ± 1,77

1 Los resultados se presentan como la media ± SD (n = 3). 

2 PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo. SBTI: inhibidor de la tripsina de soja. EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético. 
SDS: dodecilsulfato de sodio ND: no detectable.

Potenciales aplicaciones industriales
Recuperación de placas radiográficas. El stripping 

enzimático emplea proteasas para reciclar placas radiográ-
ficas usadas mediante la hidrólisis de la capa de gelatina 
que las recubre, recuperando así las placas de polietilengli-
col (PET) y la plata en solución (Nakiboğlu et al. 2001). 
En este estudio, se evaluó la capacidad de los extractos de 
los ciegos pilóricos de pacú preparados con agua potable 
(ETaq-M1), solución fisiológica (ETfis-M2) y buffer Tris-
HCl 50 mM, NaCl 0,5 mM, CaCl2 20 mM, pH 7,8 (ET-M3) 
para hidrolizar el recubrimiento de placas radiográficas 
desechadas. Todos los extractos fueron capaces de degra-
dar la capa de gelatina, siendo más eficiente el preparado 
con agua potable (Figura 3 A). El ETaq logró remover com-
pletamente la capa de gelatina en 10 min, mientras que ETfis 
y ET requirieron 3 y 10 veces más de tiempo para lograrlo 
(29 min y 104 min, respectivamente). Se constató también, 
que los medios en los que se prepararon los extractos no 
fueron capaces per se de remover la capa de gelatina que 
recubre las placas de PET (Figura 3 B). 

Son escasos los estudios reportados de stripping en-
zimático para el reciclado de placas radiográficas con pro-
teasas alcalinas de peces. Geethanjali (2016) reportó el uso 
del extracto de proteasas alcalinas del pez rhou (Labeo ro-
hita) a pH 8 y 40°C para recuperar placas de 2 x 2 cm, sin 
embargo, sin reportar el tiempo requerido para la hidrólisis 
completa.

Estos resultados son alentadores para el desarrollo de 
biorrefinerías combinadas de residuos, empleando proce-
sos simples y de bajo costo. 

Hidrólisis de inmunoglobulinas. La pepsina porcina 
es utilizada a escala industrial para la obtención de produc-
tos terapéuticos basados en anticuerpos dada su capacidad 
de escindir las inmunoglobulinas tipo G (IgG) generando 

fragmentos F(ab’)2 que retienen la capacidad de reconoci-
miento del antígeno (Kittipongwarakarn et al. 2011)pepsin 
was highly effective at digesting all unwanted serum com-
ponents to low molecular weight (≤13 kDa.
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Figura 3. Remoción de la película de gelatina que recu-
bre las placas rayos X por el extracto con actividad tripsi-
na (ET) preparado con diferentes medios. A) Cinética de 
la hidrólisis de la capa de gelatina seguida de medidas de 
turbidez a 620 nm. Siendo M1 (●): extracto con actividad 
tripsina preparado con agua potable -ETaq-; M2(♦): extracto 
con actividad tripsina preparado con solución fisiológica 
-ETfis-; M3 (■):extracto con actividad tripsina preparado 
con Tris-HCl 50 mM, NaCl 0,5 mM, CaCl2 20 mM, pH 
7,8; B1 ( ): blanco de ensayo de agua; B2 (ǀ): blanco de 
ensayo de solución fisiológica - NaCl 0,9 % (P/V) -; B3 (x): 
potable  blanco de ensayo de Tris-HCl 50 mM, NaCl 0,5 
mM, CaCl2 20 mM, pH 7,8. B) Placas de rayos X antes y 
después del tratamiento de hidrólisis enzimática.

Hasta el momento no existen estudios que hayan re-
portado el uso de extractos gástricos de peces con actividad 
pepsina o de pepsinas aisladas de estos organismos para 
este fin. En este estudio, se puedo constatar mediante SDS-
PAGE la capacidad del EP para obtener estos fragmentos a 
partir de un pool de IgG equinas (Figura 4). 

En la electroforesis (línea 1) se muestra que, en el 
control negativo (pool de IgG incubado por 24 h con PBS) 
no se produjeron cambios observándose la banda corres-
pondiente a la IgG (150 KDa). Por el contrario, en el con-
trol positivo (línea 2), constituido por IgG incubada por 24 
h con pepsina porcina, se puede observar un patrón de ban-
das que indican que la enzima clivó las IgG produciendo 
un fragmento F(ab’)2 estable de 100 kDa y fragmentos con 
pesos moleculares inferiores a 50 kDa. Esto es coincidente 
con lo reportado por Morais y Massaldi (2005) al digerir 
IgG purificada de suero equino con pepsina porcina (1 g 
L-1 - 600 U mg-1) a pH 3 y 37°C por 24 h.

Respecto a la capacidad de EP para la generación de 
fragmentos F(ab’)2, se determinó su eficacia a distintos pe-
ríodos de incubación. En la electroforesis (líneas 3 a 6) se 
observa, para los distintos tiempos, la disminución en la 
intensidad de la banda correspondiente a la IgG (150 KDa), 
la aparición de bandas compatibles con F(ab’)2  (100 kDa) 
y con fragmentos de tamaño variable provenientes de la 
región Fc (≤ 50 kDa). Luego de 3h de reacción las IgG 
se degradan completamente y la intensidad de las ban-
das compatibles con los fragmentos F(ab’)2 es máxima. A 
mayores periodos de incubación la intensidad de los frag-
mentos F(ab’)2 disminuye, como consecuencia de la acción 
proteolítica del EP que genera un aumento en la intensidad 
de las bandas de menor peso molecular. De acuerdo a los 
perfiles electroforéticos, el óptimo para la obtención de los 
fragmentos F(ab’)2 en las condiciones ensayadas es 3 h. 

Si bien el clivado con pepsina se debe optimizar para 
cada tipo de anticuerpo, estos resultados preliminares son 
alentadores para una nueva aplicación de estas enzimas de 
peces.

Figura 4. Digestión de inmunoglobulinas G (IgG) por 
acción del extracto con actividad pepsina (EP) de pacú 
(Piaractus mesopotamicus) evaluado por SDS-PAGE en 
condiciones no reductoras (gel separador 10%). Siendo 
MPM: marcadores de peso molecular; línea 1: control ne-
gativo de IgG incubado con PBS 24 h; línea 2: control po-
sitivo de IgG degradado con pepsina porcina (0,5 mg ml-1 - 
Sigma-Aldrich) 24 h a pH 2; línea 3: IgG incubadas con EP 
durante 1 h a pH 2; línea 4: IgG incubadas con EP durante 
3 h a pH 2; línea 5: IgG incubadas con EP durante 12 h a 
pH 2; línea 6: IgG incubadas con ET durante 24 h a pH 2.

CONCLUSIONES

En conclusión, este estudio muestra que los desechos 
viscerales del pacú contienen proteasas ácidas y alcalinas 
con actividad enzimática que los vuelve aptos para un po-
tencial uso industrial. Su aprovechamiento para obtener 
productos con alto valor agregado podría representar un 
doble beneficio, económico y ambiental, contribuyendo a 
resolver los problemas de polución resultantes de su inade-
cuada disposición final. Se constató que los extractos EP y 
ET contienen enzimas del tipo pepsina y tripsina, respec-
tivamente. Estos poseen potencial aplicación en procesos 
en los que se desea la máxima actividad a temperatura mo-
derada y baja concentración de NaCl, la recuperación de 
plata metálica y celuloide de placas radiográficas reveladas 
y la obtención de productos terapéuticos. Estos resultados 
abren nuevas perspectivas para la economía circular de las 
explotaciones acuícolas del pacú.
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