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Resumen

En Yucatan existen diferentes especies acuaticas de alto valor comercial que son capturadas
con fines alimenticios. Durante su procesamiento se generan grandes cantidades de residuos
que actualmente son poco aprovechados, entre los que se encuentran las visceras. Estas
contienen enzimas, como lipasas y proteasas con diversas aplicaciones a nivel industrial. En
el presente trabajo se realiz6 una evaluacion bioquimica de estas enzimas, mediante ensayos
cualitativos y electroforéticos utilizando un extracto del intestino medio de Balistes
capriscus, especie comercializada en la region. Los ensayos cualitativos fueron realizados en
cajas Petri con agar leche descremada a pH 8 para la deteccion de proteasas y con agar aceite
de oliva y rodamina b para las lipasas. Después de 24 h de incubacién, se detectd un halo de
claridad producido por las proteasas al actuar sobre la caseina de la leche; sin embargo, no
se detectd actividad lipolitica. Mediante electroforesis SDS-PAGE se detectaron dos
proteinas con pesos moleculares estimados de 21.3 y 24.9 kDa. El zimograma proteolitico
mostrd dos bandas de actividad con peso molecular aproximado de 25 y 35 kDa. Estas bandas
de actividad mostraron relacion con las bandas de proteina por lo que las proteasas detectadas
son las principales proteinas presentes en el extracto del intestino. Las caracteristicas de las
enzimas identificadas sugieren la presencia de proteasas tipo tripsina. A partir de lo anterior,
se concluye que el intestino de Balistes capriscus podria ser una fuente de proteasas y se
requieren mas estudios para determinar su potencial de aplicacién a nivel industrial.
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Biochemical evaluation of proteases and lipases in the
intestine of Balistes capriscus

Abstract

In Yucatan there are different aquatic species of high commercial value, captured for food
purposes. During processing, high amounts of underutilized residues like viscera are
generated. Viscera contains enzymes with diverse industrial applications, such as lipases and
proteases. In the present work, enzymes from the middle intestine of Balistes capriscus, a
species traded in the region, were biochemically evaluated using qualitative and
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electrophoretic assays. Qualitative tests were conducted in Petri dishes with skim milk agar
at pH 8 for protease detection and with olive oil agar and rhodamine b for lipases. After 24h
of incubation, clear zones indicative of protease activity, were observed over the casein milk
agar; however, the lipolytic activity was not detected. SDS-PAGE analysis of the enzyme
extract, showed only two bands with estimated molecular weight of 21.3 and 24.9 kDa. The
proteolytic zymogram also showed two bands of activity with approximate molecular
weights of 25 y 35 kDa. The bands of activity were related to the protein bands indicating
that proteases were the main proteins present in the intestine extract. The characteristics of
the enzymes detected, suggested the presence of trypsin-like proteases. Based on the results
obtained, it is concluded that the intestine of Balistes capriscus is a potential source of
proteases and further studies are required to determine the prospective industrial application.
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Introduccion

A nivel mundial, cada afio se capturan mas
de 91 millones de toneladas de pescados y
mariscos. De este total, aproximadamente el
20% corresponden a subproductos (visceras,
exoesqueleto, escamas, piel), actualmente
empleados para la produccion de harina de
pescado, utilizada en la fabricacion de
alimentos balanceados para animales
monogastricos. Sin embargo, las visceras
tienen potencial biotecnoldgico ya que son
fuente de enzimas digestivas, especialmente
proteasas Yy lipasas. Las lipasas se
encuentran en diversas especies animales,
vegetales y microbianas. Poseen alta acilo-
especificidad y regio-selectividad, lo cual
las convierte en enzimas de amplia
versatilidad al momento de llevar a cabo
modificaciones de aceites y grasas. Son
atractivas para la industria alimentaria,
farmacéutica, biocombustibles y
detergentes (Martinez, 2012). Por otro lado,
las proteasas se obtienen de fuentes
animales, vegetales, bacterianas o fangicas.
Poseen gran importancia bioldgica debido a
su participacion en procesos fisioldgicos, asi
como en el recambio proteinico. Destacan
por su uso en industrias tales como la de
alimentos, bebidas, peletera, farmacéutica,
médica, de detergentes, entre otras (Kamal
et al. 2017). Otra aplicacion de importancia

es en la preparacion de moléculas de interés
industrial tales como péptidos bioactivos,
colageno y gelatina, entre otras (Garcia et al.
2020). Las proteasas, en el mercado mundial
de enzimas representan aproximadamente el
60% de la venta total.

Balistes capriscus es una especie de pez de
la familia Balistidae en el orden de los
Tetraodontiformes. Es conocido también
como Grey triggerfish, pez ballesta y pez
puerco, entre otras denominaciones. De
acuerdo con la Carta Nacional Pesquera de
2017 (CNP), Balistes capriscus es una
especie asociada a la categoria de
huachinango y pargos del Golfo de México
y Mar Caribe. El alto valor comercial de este
pez se debe a que la carne es muy apreciada
por los consumidores locales, lo que genera
un aumento en su captura. Es un pez de gran
importancia econdmica en Yucatan debido a
que su carne posee demanda media; sin
embargo, los subproductos de procesos
(visceras, esqueleto, piel) se destinan a la
elaboracion de harina de pescado.

El presente trabajo tiene por objetivo
evaluar la actividad de las proteasas y
lipasas presentes en el intestino de B.
capriscus mediante el uso de ensayos
cualitativos 'y electroforéticos.  Estas
enzimas podrian ser empleadas en el futuro
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a nivel industrial, generando productos de
valor agregado, lo cual podria reflejarse en
un beneficio para la comunidad.

Metodologia
Obtencion del extracto crudo enzimatico

Para los ensayos se utilizd6 una muestra
representativa del intestino medio de
Balistes capriscus, capturado en la costa de
Yucatan. Para la preparacion de extractos, se
pesd 1 g de intestino y se suspendio en 100
mL de buffer de extraccién (25 mM Tris-
HCly 150 mM NacCl, pH 8). Posteriormente
el tejido fue homogenizado durante 2 min
(homogeneizador HG-15D WiseTis) a
12,500 rpm. El extracto se dividié en dos
porciones, la primera se utilizé para medir
actividad lipolitica, por lo que se afiadieron
700 pL de un inhibidor de proteasas
(isopropanol 71.25% v/v, 11.5 mL EDTA 1
mM y 491 mg PMSF 100 mM). La otra
muestra sin inhibidor, fue utilizada para la
determinacion de actividad proteolitica. Los
homogenizados con y sin inhibidor se
centrifugaron a 19,319 x g. El sobrenadante
de cada muestra se transfiri6 a tubos
eppendorf y se almacenaron a -20 °C hasta
Su uso.

Cuantificacion de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas totales en el
extracto enzimatico se realiz6 de acuerdo
con la metodologia de Bradford (1976).

Ensayos cualitativos
actividad proteolitica

para detectar

La deteccion cualitativa de actividad
proteolitica se realiz6 usando placas de agar
(2.5 p/v), a pH 8 (buffer 25 mM Tris-HCl y
150 mM NaCl), suplementadas con 1%
(p/v) de leche descremada (Svelty. Nestle)
usando el metodo propuesto por Sarner et al.
(1971). El ensayo se inici6 agregando 10 pL
del extracto del intestino de Balistes
capriscus (0.554 mg proteina) e incubando

a 37 °C por 24 h. La determinacion de la
actividad proteolitica se identific6 por un
halo de hidrolisis que modificé el color
original de la mezcla de agar y leche
descremada.

Ensayos cualitativos
actividad lipolitica

para detectar

La actividad lipolitica se determiné
cualitativamente usando el método de
Kouker y Jaeger. (1987). Se prepararon
placas de agar con aceite de oliva y
rodamina b al 0.02% (p/v) a pH 8 (buffer 25
mM Tris-HCI y 150 mM NacCl). Para el
ensayo se utilizaron 10 pL del extracto
enzimatico de intestino de Balistes
capriscus con inhibidor de proteasas (0.554
mg proteina) y se incubd a 37 °C por 48 h.
La actividad lipolitica fue detectada con la
presencia de halos fluorescentes bajo luz
UV (350 nm). Como control positivo, se
empled la lipasa microbiana Amano PS
(Burkholderia cepacia) (Sigma-Aldrich cat.
534641) MDL:MFCD02685894.

Determinacion del peso molecular

El anélisis electroforético SDS-PAGE se
realiz6 mediante el método propuesto por
Laemmli (1970), utilizando un gel separador
al 12%. Los extractos (0.554 mg de
proteina) fueron diluidos a la mitad con
buffer de carga (0.125 M Tris HCI pH 6.8.
4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-
mercaptoetanol SIGMA 97662), y la mezcla
se calent6 durante 10 min a 95 °C. Se utilizé
un marcador de bajo peso molecular
(BIORAD®, Cat: 161-0305) para la
determinacion de pesos moleculares
estimados. La electroforesis se desarrollo a
un amperaje constante de 35 mA durante 90
min (Mini Protean Il BIORAD®) a 4 °C.
Los geles se tifieron durante 30 minutos en
la solucion colorante (0.125% azul de
coomassie R-250, 50% metanol, 10% &cido
acetico). Posteriormente, el gel se coloco
durante 30 minutos en la solucion
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decolorante (10% &cido acético glacial, 40%
metanol y 50% agua), se hidrato en agua y
finalmente se digitalizé.

Determinacién de la actividad

proteolitica en zimogramas

Para la determinacion por zimografia de
proteasas se copolimerizo grenetina al 0.2%
(p/v) en un gel de poliacrilamida al 12%.
Debido a que las muestras se encontraban
muy concentradas, se realizé una dilucién,
1:50 (extracto enzimatico: agua destilada).
Se tomaron 10 pL de muestra y se
homogenizaron con 10 pL de buffer de
carga (0.125 M Tris HCI pH 6.8, 4% SDS,
20% glicerol, 10% 2-mercapto etanol). En el
gel, se cargaron 10 pL (1.1082 x10° mg de
proteina) de la muestra diluida. Las corridas
se realizaron a un amperaje constante de 35
mA (Mini Protean 111® BIORAD®) a 4°C y
se incubd en buffer (25 Mm Tris-HCI y 150
Mm NaCl, pH 8) a 55°C por 12 horas. Los
geles fueron teflidos con la solucidn

colorante para zimogramas proteoliticos
(0.5% de azul Coomassie R-250, 25% 2-
propanol, 25% metanol, 10% acido acético)
para determinar halos de claridad
relacionados con actividad proteolitica.

En la determinacion de la actividad lipolitica
mediante zimografia, 10 ul de muestra
(0.554 mg de proteina) se diluyeron con 10
uL de buffer de carga. El gel obtenido se
colocé sobre una placa de agar con aceite de
oliva y rodamina b a pH 8 durante 1 hora
(Choi et al., 2009).

Resultados

Ensayo cualitativo para determinar
actividad proteolitica

La actividad proteolitica fue detectada por la
aparicion de un halo transparente alrededor
de la muestra a 24 h posteriores de la
incubacion, se observo un halo de 1.9 mm
de diametro (Fig. 1).

Figura 1. Deteccion de actividad proteolitica en el extracto enzimatico de intestino de Balistes capriscus
utilizando agar y leche descremada como sustrato (Sarner et al. 1971)

Ensayo cualitativo para determinar
actividad lipolitica

En laFigura 2 se presentan los resultados del
ensayo cualitativo de actividad lipolitica
tanto del extracto enzimatico de B.
capriscus, como de la lipasa comercial

Amano PS. Posterior a las 24 h de
incubacion no se detecto actividad lipolitica
el extracto enzimatico (Fig. 2-A), mientras
que en el control positivo se aprecio la
presencia de fluorescencia naranja resultado
de la actividad lipolitica (Fig. 2-B).
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Figura 2. Deteccion de actividad lipolitica utilizando una placa de aceite de oliva como sustrato y rodamina
b; (A): extracto enzimatico de intestino de Balistes capriscus, (B): Lipasa comercial (Kouker y Jaeger. 1987)

Analisis electroforético de las proteinas PAGE (Fig. 3). Se identificaron dos bandas
presentes en los extractos con peso molecular estimado de 21.3 kDa y
24.9 kDa. Estas bandas fueron las mas

Se analizaron las proteinas del extracto abundantes en el extracto enzimatico.

enzimatico de B. capriscus mediante SDS-
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Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% del extracto enzimatico de Balistes capriscus. (M):
Marcador molecular; (I): Extracto del intestino medio

Ensayo cualitativo para determinar proteinas con actividad proteasa. Las bandas
actividad proteolitica en zimograma tienen una migracion cercana a las bandas
detectadas en el SDS-PAGE. En este caso,
las bandas correspondieron a un peso
molecular estimado de 25 y 35 kDa (Fig. 4).

Se analizo la actividad proteolitica mediante
un zimograma, en el cual se observan
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Figura 4. Zimograma de proteasas. Extracto enzimatico de intestino de Balistes capriscus. (M): Estandar de
PM, (I): Muestra de proteasa, Dilucién 1:50

Discusion

Se identifico la formacion de un halo de 1.9
mm de diametro en el agar leche descremada
después de 24 h de incubacion con el
extracto enzimatico de Balistes capriscus, el
cual esta relacionado con la presencia de
proteasas. La formacion del halo de
hidrdlisis para detectar actividad proteasa en
intestino ha sido reportada por diversos
autores (Balaji N et al., 2012; Thankappan
et al., 2015) para especies similares
empleando periodos de incubacion de entre
24 y 48 h, a pH 8. Balaji et al. (2012)
identificaron actividad proteolitica en
intestino de carpa comun (Cyprinus carpio)
después de 48 h a una temperatura entre 35
y 40 °C, no se reporto el tamafio del halo.
Thankappan et al. (2015) realizaron un
estudio sobre intestino medio de rohu
(Labeo rohita) en donde se identificd una
intensa actividad proteasa por la aparicion
de halos de entre 6 y 7 mm despues de 48 h
de incubacion a 37 °C.

La ausencia de actividad lipolitica en el
extracto de intestino medio de Balistes
capriscus a pH 8 es comparable a lo
reportado para otras especies como la

sardina (Sahnouni et al. 2012) y el yaque
(Gutiérrez y Zapata 2019).

El andlisis electroforético del extracto
enzimatico de intestino medio de B.
capriscus mostrd principalmente dos bandas
con peso molecular estimado de 21.3y 24.9
kDa, valores similares a las reportadas por
Jellouli et al. (2009) en su estudio sobre una
nueva tripsina alcalina del intestino de
Balistes capriscus. En otros peces también
se han reportado bandas con pesos
moleculares en el mismo intervalo.
Gonzélez et al. (2020) en su articulo sobre la
caracterizacion de la actividad de la tripsina
y lipasa a partir del intestino de corvina del
golfo (Cynoscion othonopterus) reportaron
bandas con un peso molecular estimado de
14 y 22 kDa. Por otra parte, Merino (2018)
en su analisis electroforético de proteasas
alcalinas producidas en el intestino de sargo
chopa (Archosargus probatocephalus)
reporté bandas con peso molecular de 21.2,
27.8, 349 y 513 kDa. La presencia
abundante de estas bandas, indica que son
las principales proteinas presentes en el
intestino del pez.

Los pesos moleculares estimados de las
bandas detectadas en el zimograma (25 y 35
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kDa), son cercanos a las bandas de proteina
detectadas en SDS-PAGE. La diferencia en
los pesos moleculares estimados, puede
deberse a que en los zimogramas no se
utilizd6 B-mercaptoetanol, lo cual puede
modificar el PM de las proteinas que
contienen puentes disulfuro (Romero,
2008).

La presencia de actividad lipolitica en
intestino medio parece depender de cada
especie, las dietas, lugares y tiempo de
captura, debido a que en especies como Lisa
dorada (Liza aurata) y el yaque (Leiarius
marmoratus) se ha encontrado actividad
lipolitica, aunque en bajos niveles.

Es necesario realizar mas estudios para
caracterizar las enzimas y determinar su
potencial de aplicacibon en procesos
industriales.
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