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Resumen

El pejerrey es el principal recurso pesquero en la regiéon pampeana Argentina. Odontesthes
bonariensis es un pez eurihalino de agua duce conciderado de alto valor nutricional y
comercial en Suramérica. Odontesthes argentinensis se encuentra comunmente en aguas
costeras desde el sur de Brasil hasta Argentina, es considerada una nueva especie para la
acuicultura. . Este trabajo busca identificar el pH optimo para la actividad proteolitica presente
en Odontesthes bonariensis y Odontesthes. Se obtuvo el extracto multienzimatico de los
peces y se evalud la actividad proteolitica total y la de tripsina a diferentes pH. Los resultados
muestran que para la actividad protolitica total el rango para O. argentinensis es 0,5979 a
0,8516 U/mly para O. bonariensis 0,7954 a 0,9698 U/ml. En cuanto al pH 6ptimo la actividad
proteolitica en esta actividad. O. argentinensis tiene un pH 6ptimo de 9, mientras que O.
bonariensis de 8,5. La actividad proteolitica de tripsina el rango para O. argentinensis es
0,4431 a 0,8734 U/ml y para O. bonariensis 0,4912 a 0,7262 U/ml. En cuanto al pH 6ptimo la
actividad proteolitica de la tripsina se observan para O. argentinensis un pH 6ptimo de 9,5
mientras que O. bonariensis de 9,0. O. argentinesis es mas susceptible a los cambios de pH
en la dieta que O. bonariensis. O. bonariensis demuestra platisidad en actividad proteolitica
lo que seguramente es conveniente al vivir en ambiente con mayor incidencia de disturbios
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1 Introduccién

El pejerrey es el principal recurso pesquero en la regiéon pampeana Argentina (Baigun et al.,
2009; Baigun and Anderson, 1993; Colautti et al., 2010). El pejerrey Odontesthes bonariensis
(Valenciennes, 1835) es un pez eurihalino (Gémez-Requeni et al., 2013) zooplantivoro de
agua duce (Garcia de Souza et al., 2017). Es una especie considerada de alto valor nutricional
y comercial en Suramérica (Rearters, 1995; Somoza et al., 2008). El pejerrey marino
Odontesthes argentinensis (Valenciennes, 1835) se encuentra comunmente en aguas
costeras desde el sur de Brasil hasta Argentina (Dyer, 1994), mientras que O. argentinensis
es considerada una nueva especie para la acuicultura (Sampaio, 2006) y es una especie de
gran importancia a nivel pesquero y socio-econdmico-cultural dado que ha generado toda una
pesqueria recreacional que provoca desplazamiento de personas con el fin de su captura
(Guidi et al., 2021). Las protinas son el principal macrocomponente del alimento de los
pejerreyes por lo que la digestibilidad proteica es un indicador de la calidad de la dieta. Este

parametro varia notablemente entre especies dado que las proteasas digestivas son
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diferentes. Por esta razén se debe evaluar antes de implementar el cultivo y decidir la
composicion de la dieta a emplear (Malca et al., 2006). A priori se deberian esperar valores
muy distintos en las especies carnivoras, omnivoras o herbivoras (Manriquez, 1994). Las
enzimas digestivas poseen un pH caracteristico en el que cual su actividad es maxima. A este
pHo6ptimo el sitio activo de la enzima y el sustrato presentan una adecuada conformacion de
cargas que permite que la catélisis se dé con maxima eficiencia. Cuando el pH del medio de
reaccion esta por fuera del intervalo fisioldgico su estabilidad conformacional es
comprometida pudiendo sufrir desnaturalizaciones que afecta su actividad (Asgeirsson et al.,
1995).

Este trabajo busca identificar el pH optimo para la actividad proteolitica presente en
Odontesthes bonariensis (Valenciennes, 1835) y Odontesthes argentinensis (Valenciennes,
1835).

2 Materiales y Métodos

Individuos utilizados y extraccion de enzimas.

Los especimenes de O. argentinensis fueron obtenidos de la costa atlantica rionegrina, en el
sector denominado Balneario EI Condor ( 41°01'20.3"S 62°47'44.8"W) y los especimenes de
O. bonariensis fueron suministrados por pescadores deportivos del rio Negro (40°43'27.4"S
63°16'00.5"W). Los especimenes de O. argentinensis (n=9) presentaron una longitud total
media de 347 mm y O. bonariensis (n=9) una longitud total media de 297 mm. A los individuos
capturados se les extrajeron los tractos digestivos, realizando un corte desde la cloaca
hasta....con una tijera de diseccion. Ni bien los peces fueron muestreados, se les midié el pH
dentro del tracto digestivo por medio de una zonda de pH. Se formaron tres pules de tres
individuos cada uno. El extracto multi-enzimatico fue obtenido mediante molienda con un
homogeneizador de tejidos tipo ultraturax en buffer TRIS-HCI 0,1 M pH 7 durante 20 minutos
a 4°C, en una proporcion 1:3 (Tejido: Buffer). El extracto multi-enzimatico fue centrifugado a
15000 rpm a 4°C por 15 minutos.

Calculo de las actividades.

La actividad del extracto multienzimatico se cuantificé utilizando las ecuaciones 1y 2, donde;
Abs es la absorbancia a longitud de onda; Vsinamiy €s volumen final de la reaccion, € el

coeficiente de extincién molar; m pendiente de regrecion.

Abs*Po(cm)*V finqimp *factor de dilucién
umol/ml yirqc = s( mi

pumol

(1)

-Cm) *Vextrac(ml)

l/ lex rac
U/mloyipqc =m (w) (2)

tmin
pH 6ptimo actividad proteolitica total
Se realiz6 una mezcla de caseina al 1 % (5 mL) y buffer Tris-HCI 100 mM a diferentes pHs (5

mL) y 0,5 mL del extracto enzimatico. Luego, cada 5 minutos y durante media hora, se
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tomaron alicuotas de 1 mL y se le agragaron 0,5 mL de Acido tricloroacético al 32 % pl/v.
Posteriormente, se midié la absorbancia a 280 nm. La actividad proteolitica se cuantificd
segun (Vizcaino et al., 2019). Dado que durante la medicion del pH en los diferentes tramos
del tracto digestivo solo se obtuvieron valores entre 7,5y 9,0 se evalué la actividad proteolitica
entre los valores de pH de 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 y 9,5 a una temperatura de 25 °C. La actividad
proteolitica total se calculo usando el coeficiente de extincion molar de la tirocina (¢: 1,48
umol™ ml cm™).
2.4 pH éptimo actividad Tripsina

Se utilizé la metodologia descrita por Erlanger et al. (1961) con algunas modificaciones.
En una celda de cuarzo se mezclé a 25°C una alicuota de 50 ul de extracto multienzimatico
con 500 pl de BAPNA 1 mM disuelto en DMSO y 450 pl de buffer (TRIS-HCI 50 mM con CaCl-
10 mM a diferentes pHs). Se registré la produccién de p-nitroanilina (producto de la hidrdlisis
de BAPNA) monitoreando el incremento en la absorbancia a 410nm durante 1,5 min, tomando
mediciones cada 15 segundos. La actividad de la tripsina se calculo usando el coeficiente de
extincién molar de la p-nitroanilina (¢: 8,8 ymol™* ml cm™).
3 Resultados y Discusién
En la Tabla 1 se muestra la actividad proteolitica total a todos los pHs evaluados para ambas
especies. El rango para O. argentinensis es de 0,5979 a 0,8516 U/ml y para O. bonariensis
de 0,7954 a 0,9698 U/ml.

O. argentinensis O. bonariensis
pH Velocidad(U/ml) Ph Velocidad(U/ml)
7 0,5979 7 0,8318
75 | 0,6613 75 | 0,7954
8 0,6935 8 0,9015
8,5 | 0,7581 8,5 | 0,9698
9 0,8516 9 0,8480
9,5 | 0,7533 9,5 | 0,9385

Tabla 1. Perfil de pH de la actividad proteolitica total.
La mayor diferencia obserbada en las magnitudes de la actividad enzimatica total para O.

bonariensis puede deberse a diferencias en el comportamiento alimentario o la disponibilidad
de presas al momento de la captura, tales factores pueden afectar la secrecién de enzimas
digestivas (Uys et al., 1987).

La actividad proteolitica de O. argentinensis tiene un pH 6ptimo de 9,0 (Grafico 1), mientras
que las proteasas de O. bonariensis poseen un pH 6ptimo de 8,5 (Grafico 2).

En la Tabla 2 Se muestra la actividad proteolitica de la tripsina para todos los pHs ensayados
y para las dos especies de pejerrey estudiadas. El rango para O. argentinensis es de 0,4431
a 0,8734 U/ml y para O. bonariensis de 0,4912 a 0,7262 U/ml.
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Grafico 1. Actividad proteolitica total Vs pH O. argentinensis  Grafico 2. Actividad proteolitica total Vs pH O. bonaeriensis

O, argentinensis O, bonariensis

pH | Velocidad(U/ml) pH | Velocidad(U/ml)
7 0,4431 7 0,4912

7,5 | 0,7085 7,5 | 0,6549

8 0,5396 8 0,5950

8,5 | 0,5876 8,5 | 0,7011

9 0,8734 9 0,6840

9,5 | 0,6678 9,5 | 0,7262

Tabla 2. perfil de pH de la actividad de tripsina

La actividad proteolitica de la tripsina de O. argentinensis tiene un pH 6ptimo de 9,5 (Grafico
3), mientras que la actividad de tripsina de O. bonariensis poseen un pH 6ptimo de 9,0
(Grafico 4).

El comportamiento de la actividad de la tripsina es similara a la actividad proteolitica total, por
lo que se deduce que los mecanismos de adaptacion son los mismos.
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Grafico 3. Actividad proteolitica tripsina Vs pH O. Grafico 4. Actividad proteolitica tripsina Vs pH O.
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4 Conclusiones

. El pH éptimo para las enzimas proteoliticas de O. argentinesis es de 9,0, mientras que
para O. bonariensis es de 8,5.

° La actividad proteolitica de las enzimas digestivas de O. argentinesis es mas

susebtible a los cambios de pH
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o Las enzimas digestivas de O. bonariensis muestran una mayor actividad proteolitica

que O, argentinesis.
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