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RESUMEN

Se evalué la estabilidad de proteasas digestivas en un extrac-
to crudo obtenido a partir de visceras de pez diablo. Se deter-
miné el efecto de la refrigeracion, congelacion y liofilizacion so-
bre la actividad enzimadtica. Se monitoreo la actividad proteoli-
tica total (APT) y la actividad proteolitica especifica (APE) para
las enzimas tripsina y quimotripsina. En refrigeracion dicha
actividad se midio cada 3 dias hasta el dia 30, mientras que en
congelacion y liofilizacion la actividad enzimdatica se midio al
tiempo cero y después de un mes de almacenamiento. La APT
mostro una mayor actividad en la region alcalina, atribuyén-

dose ésto a la accion de las enzimas tripsina y quimotripsina.
Esta iltima present mayor estabilidad al no presentar cambios
significativos (P>0,05) en su actividad durante los primeros 15
dias en refrigeracion, mientras que la tripsina mostro un agudo
decrecimiento en su actividad (P<0,05) al tercer dia de almace-
namiento. En congelacion y liofilizacion, tanto la APT como la
APE no mostraron cambios significativos (P>0,05). Las visceras
de pez diablo pueden ser una fuente importante en la elabora-
cion de un concentrado enzimadtico siempre y cuando este se
maneje liofilizado o congelado.

Introduccion

El pez diablo (Hypostomus
plecostomus) es una especie
originaria de Sudamérica. Sin
embargo, de forma accidental
ahora se lo puede encontrar
en el Embalse Adolfo Lopez
Mateos, Michoacan, México.
La proliferacion de este pez
en el embalse se ha converti-
do en un problema de inva-
sion y sustitucion, ya que por
cada 200kg de tilapia captura-
das, se capturan 800kg de pez
diablo, el cual es ya conside-
rado como una plaga. Todos
esos peces, terminan tirados
en la orilla de la presa, ya
que no son aprovechables para
comercializacion, constituyen-
do una fuente de contamina-
cion. Por ello, se ha propuesto
la posibilidad de utilizarlo
para producir harina de pes-
cado u otros productos tales

como alimentos balanceados
para ganado. Sin embargo,
hasta ahora esto no ha tenido
éxito debido a la falta de re-
cursos econdémicos para ello
(Villalba-Villalba et al., 2011).

El pez puede ser utilizado
de manera integra, ya sea
para consumo humano directo
o indirecto, o bien extrayén-
dose componentes bioactivos
como lo pueden ser las enzi-
mas digestivas de su tracto
intestinal. Tomando en cuenta
el amplio espacio visceral de
este organismo, resulta intere-
sante estudiar las enzimas
digestivas de este pez con la
finalidad de generar conoci-
miento basico que pueda ser
utilizado por empresarios en
el ramo de la tecnologia de
enzimas.

Un uso comun de las visce-
ras es su utilizacion como
materia prima en la elabora-

cion de concentrados enzima-
ticos, los cuales pueden ser
utilizados en una gran varie-
dad de procesos industriales.
Las proteasas tienen un uso
muy amplio en el sector ali-
mentario, farmacéutico, y en
la industria de los detergentes,
entre otros (Castillo-Yafiez et
al., 20006).

Actualmente una gran can-
tidad de recursos se destinan
al estudio de proteasas mari-
nas debido a caracteristicas
muy particulares, que hacen a
estas biomoléculas atractivas
de estudiar. Una de éstas ca-
racteristicas es que las protea-
sas de origen marino poseen
mayor actividad que su con-
traparte terrestre aun a bajas
temperaturas, ya que los pe-
ces son organismos de sangre
fria y en consecuencia sus
enzimas deben poseer buena
actividad aun a bajas tempe-

raturas, tal como sucede en
las estaciones de otoflo e in-
vierno (Castillo-Yanez et al.,
2009). Otra caracteristica so-
bresaliente es que pueden
inactivarse muy rapidamente
cuando se ecleva la tempera-
tura por encima de los 55°C.
Aunado a esto, estas enzimas
poseen una excelente estabi-
lidad en funcién del pH
(Mathews y Van-Holde, 1998).
Sin embargo poco se ha estu-
diado sobre la estabilidad de
estas enzimas durante su al-
macenamiento. Es por ello
que el presente trabajo se cen-
tra en el estudio de la estabi-
lidad enzimatica durante la
refrigeracion, congelacion y
liofilizaciéon de un extracto
crudo de visceras de pez dia-
blo. Se monitore6 la actividad
proteolitica total, asi como la
actividad tipo tripsina y qui-
motripsina, con la finalidad
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EFFECT OF STORAGE ON THE STABILITY OF PROTEASES OF VISCERA FROM LORICARIID CATFISH

(Hypostomus plecostomus)

Alvaro Galvez-Rongel, Victor Manuel Ocafio-Higuera, Ramén Pacheco-Aguilar, Francisco Javier Castillo-Yafiez,
Maria Elena Lugo-Sanchez, Santiago Valdez-Hurtado and Enrique Marquez-Rios

SUMMARY

The stability of digestive proteases was evaluated in a crude
extract obtained from viscera of loricariid catfish. The effect of
freezing and freeze-drying were determined on the enzymatic
activity. Total proteolytic activity (TPA) was monitored as well
as specific proteolytic activity (EPA) for the enzymes trypsin
and chymotrypsin. During refrigerated storage the specific ac-
tivity was measured every 3 days until day 30, while in frozen
and freeze-dried samples the enzyme activity was measured
at zero time and after one month of storage. The TPA showed
increased activity in the alkaline region, thought to be due to

the action of trypsin and chymotrypsin enzymes. The activity of
the latter showed no significant differences (P>0.05) and it had
a higher stability during the first 15 days under refrigeration,
while trypsin showed a sharp decrease in activity (P<0.05)
on the third day of storage. In frozen and freeze-dried sam-
ples, both the TPA and EPA did not show significant changes
(P>0.05). The viscera from loricariid catfish can be an impor-
tant source for the preparation of enzyme concentrates as long
as handling is in lyophilized or frozen form.

EFEITO DO ARMAZENAMENTO SOBRE A ESTABILIDADE DE PROTEASES DE VISCERAS DO PEIXE CASCUDO

(Hypostomus plecostomus)

Alvaro Galvez-Rongel, Victor Manuel Ocafo-Higuera, Ramén Pacheco-Aguilar, Francisco Javier Castillo-Yaiiez,
Maria Elena Lugo-Sanchez, Santiago Valdez-Hurtado e Enrique Mérquez-Rios

RESUMO

Avaliou-se a estabilidade de proteases digestivas em um ex-
trato cru obtido a partir de visceras do peixe cascudo. Deter-
minou-se o efeito da refrigeragdo, congelamento e liofilizagdo
sobre a atividade enzimatica. Monitorou-se a atividade proteo-
litica total (APT) e atividade proteolitica especifica (APE) para
as enzimas tripsina e quimotripsina. Em refrigeragdo dita ati-
vidade se mediu cada 3 dias até o dia 30, enquanto que em
congelamento e liofilizagdo a atividade enzimdtica se mediu
ao tempo zero e depois de um més de armazenamento. A APT
mostrou uma maior atividade na regido alcalina, atribuindo-se

isto a ag¢do das enzimas tripsina e quimotripsina. Esta ultima
apresentou maior estabilidade ao ndo apresentar mudangas
significativas (P>0,05) em sua atividade durante os primeiros
15 dias em refrigeragdo, enquanto que a tripsina mostrou um
agudo decrescimento em sua atividade (P<0,05) ao terceiro
dia de armazenamento. Em congelamento e liofilizagdo, tanto
a APT como a APE ndo mostraram mudangas significativas
(P>0,05). As visceras de peixe cascudo podem ser uma fonte
importante na elaboragdo de um concentrado enzimadtico sem-
pre e quando este esteja liofilizado ou congelado.

de observar cual es el efecto
de estos procesos sobre la
actividad enzimatica de un
extracto crudo.

Materiales y Métodos
Obtencion de muestras

El muestreo de pez diablo
se realiz6 en el Embalse
Adolfo Lopez Mateo en el
Estado de Michoacan, Méxi-
co. Las muestras se obtuvie-
ron con ayuda de pescadores
domésticos con una red aga-
llera de monofilamento. Los
especimenes vivos se enhiela-
ron totalmente en una hielera,
colocando capas alternadas de
hielo-pescado-hielo, y se tras-
ladaron inmediatamente a las
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instalaciones de la Universi-
dad Michoacana de San Nico-
las de Hidalgo, en donde se
procedié a la evisceracion. Se
obtuvieron cuidadosamente las
visceras y se enhielaron apro-
piadamente, para posterior-
mente ser trasladadas via aé-
rea al Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD), Hermosillo, Sonora,
México.

Preparacion del extracto
crudo

El extracto crudo se obtuvo
homogeneizando 50g de vis-
ceras con tres volimenes de
agua fria (0-3°C) durante
Imin, luego se centrifugd a
15,000g durante 30min. Des-

pués de separar la grasa se
recogi6 el sobrenadante, don-
de se encuentran las enzimas
digestivas (Martinez y Serra,
1989). Una vez obtenidos los
extractos crudos, éstos fueron
almacenados mediante refrige-
racion (30 dias, evaluandose
la actividad enzimatica cada 3
dias), congelacion (1 mes) y
liofilizacion (1 mes). Se deter-
min6 la actividad proteolitica
total (APT) y la actividad
proteolitica especifica (APE)
tipo tripsina y quimotripsina.

Actividad proteolitica total

Se determiné la actividad
proteolitica a diferentes pH de
acuerdo a Simpson y Haard
(1988) en el intervalo acido

(Glicina-HC1 0,1M a valores
de pH de 2,0; 2,5y 3,0) y
alcalino (Trizma base 0,1M a
pH 8,0; 8,5 y 9,0). Se mezcla-
ron 20ul de extracto crudo
con 1000pl de sustrato disuel-
to en el buffer correspondien-
te (hemoglobina 1% a pH 4ci-
dos y caseina 1% a pH alcali-
nos). La mezcla se incubd
durante 20min a 25°C y la
reaccion se detuvo con 500ul
de acido tricloroacético (TCA)
20%. La actividad proteolitica
se cuantificé por medio del
aumento en la absorbancia de
la mezcla a 280nm en el so-
brenadante obtenido después
de haber sido centrifugado a
6,500g durante Smin. La acti-
vidad se expresd en términos
de unidades de actividad (U),
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la cual en este caso corres-
ponde al incremento en absor-
bancia (280nm) en 20min, por
mg de proteina, bajo las con-
diciones del ensayo. El conte-
nido de proteina se cuantifico
de acuerdo a la metodologia
descrita por Bradford (1976).

Actividad tipo tripsina

Se utiliz6é la metodologia
descrita por Erlanger et al.
(1961) con pequenias modifica-
ciones en donde una alicuota
de 10pl de extracto crudo se
mezcld con 990ul de sustrato
especifico BAPNA 1mM di-
suelto en TRIS-HCI 50mM
pH 8,0 y CaCl, 10mM a
25°C, en una celda de cuarzo.
Se registrd la produccion de
p-nitroanilina (producto de la
hidrolisis de BAPNA) monito-
reando el incremento en la
absorbancia a 410nm durante
10min. La actividad enzimati-
ca se calculdo mediante la for-
mula Unidades BAPNA=
A 410/(10minx1000x1/8800xmg
enzima), donde 8800 es el
coeficiente de extinciéon molar
de la p-nitroanilina.

Actividad tipo quimotripsina

Se realizod segun la técnica
descrita por Tsai et al. (1986),
en donde una alicuota de 10ul
de extracto crudo se mezclo
con 990pl de SAAPNA
0,ImM disuelto en amortigua-
dor Trizma base 50mM pH
8,0 y CaCl2 10mM a 25°C.
Se registrd la produccion de
p-nitroanilina (producto de la
hidrolisis de SAAPNA), moni-
toreando el incremento en la
absorbancia a 410nm durante
10min. La actividad enzimati-
ca se calculdo mediante la for-
mula Unidades SAAPNA=
A 410/(10minx1000x1/8800xmg
enzima) donde 8800 es el
coeficiente de extinciéon molar
de la p-nitroanilina.

Analisis estadistico

Se hicieron tres réplicas
para cada tratamiento, reali-
zandose por duplicado cada
uno de los analisis. Los datos
fueron analizados mediante
analisis de varianza de una
via utilizando el paquete esta-

distico JMP version
5.0.1. La compara-
cion de medias fue
realizada mediante
rangos multiples de
Tukey-Kramer utili-
zando un nivel de
significancia del 5%.
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pales enzimas res-
ponsables de la acti-
vidad en la region
acida (de Oiia et al.,
2002). No existen
reportes en donde se
evalue la estabilidad
de enzimas acidas
en un extracto crudo
almacenado en refri-
geracion, y en con-
secuencia resulta di-
., ficil comparar los

Resultados y 407
Discusion |
Actividad 0

proteolitica total 0

En la Figura 1 se
muestran los resulta-
dos obtenidos en el
analisis de actividad
proteolitica total. La
mayor actividad en ~ 100%
la region acida se re-

120

gistro a pH 2.0, lo & 801
cual puede ser atri- ¢
buido a la accion de S |
la pepsina, que es la
principal enzima que 8
acttia a pH 4cido (de 2 40
Ofia et al., 2002). En <
la region alcalina el 20

pH de optima activi-
dad fue de 8,0. Lo

2 4 pH 6

Figura 1. Actividad proteolitica total a diferentes pH. Las
barras de error sefialan la desviacion estandar.

y=-7,4425x + 96,364
R2=0,9532

10 presentes resultados
con estudios previos.
No obstante esta re-
duccién abrupta de
su actividad puede
atribuirse a las con-
diciones del almace-
namiento, es decir, al
pH del mismo extrac-
to crudo, el cual fue
ligeramente alcalino
(7,2). En la mayoria
de los casos reporta-
dos el pH de mayor
estabilidad de una
enzima es aquel cer-
cano a su actividad
optima (Mathews y
Van Holde, 1998), es

anterior puede deber- o
se principalmente a

la accion de tripsina Figura 2. Actividad proteolitica total a pH 2,0 durante al-
macenamiento en refrigeracion. Las barras de error sefialan
la desviacion estandar.

y quimotripsina, las
cuales tienen un pH
optimo de 7,5 a 8,0
(Martinez y Serra, 1989). Re-
sultados similares han sido
reportados por Castillo-Yafez
et al. (2004), asi como tam-
bién por Hideki et al. (2005),
quienes trabajaron con visceras
de sardina Monterey (Sardi-
nops sagax caerulea) y atun
de cola amarilla (Seriola quin-
queradiata), respectivamente.
La actividad proteolitica total
del pez diablo en la region al-
calina fue de 122U/ml, la cual
se halla dentro del intervalo
normal, ya que especies como
la sardina monterey y atin
cola amarilla presentan 108U/
ml y 150U/ml, respectivamente
(Castillo Yafiez et al., 2004,
Hideki et al., 2005). Debido a
que los mayores registros de
actividad en las regiones aci-
das y alcalinas se obtuvieron a
pH de 2,0 y 8,0 respectiva-
mente, estos fueron los pH
utilizados para evaluar la esta-
bilidad en refrigeracion, conge-
lacién y liofilizacion.
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Al almacenar el extracto
crudo en refrigeracion (Figura
2) se observo un decaimiento
significativo (p<0,05) durante
el tiempo de almacenamiento
en la actividad proteolitica de
aquellas enzimas cuya activi-
dad o6ptima es en medio aci-
do. Tal reduccién siguié un
comportamiento lineal (y=-
7,44x + 96,36, r’= 0,953).
Bajo las condiciones experi-
mentales utilizadas en este
estudio, este comportamiento
ayuda a predecir de forma
facil y precisa la actividad
proteolitica remanente en
cualquier dia del almacena-
miento. La reduccién en acti-
vidad hace suponer que la
enzima pepsina de pez diablo
posee baja estabilidad durante
el almacenamiento en refrige-
racion bajo las condiciones de
trabajo utilizadas en este estu-
dio. La anterior presuncion se
basa en el supuesto de que la
pepsina es una de las princi-

27 30

decir, si el pH del
extracto crudo fuera
cercano a 2,0 proba-
blemente la estabili-
dad de las enzimas
acidas de las visce-
ras del pez diablo presentaran
una mejor estabilidad en el
almacenamiento en refrigera-
cion. Por otra parte, existe la
posibilidad de que las protea-
sas alcalinas, quimotripsina y
tripsina, hubiesen digerido a
las otras proteasas extraidas.
La baja estabilidad de protea-
sas acidas durante su almace-
namiento en refrigeracion mar-
ca la pauta respecto a formas
o estrategias de manejo para
un extracto crudo en donde el
interés sea la accion de estas
proteasas. En consecuencia,
un extracto crudo obtenido de
visceras de pez diablo debe
ser utilizado inmediatamente
si se desea mantener una alta
actividad de proteasas acidas,
o bien almacenar el extracto
crudo a pH bajo.

Por otra parte, al evaluar la
actividad proteolitica en la
region alcalina se encontraron
mejores resultados con res-
pecto a la actividad proteoliti-
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ca acida, ya que se
registr6 mayor esta-
bilidad. El comporta-
miento de la activi-
dad proteolitica alca-
lina en un extracto
crudo sometido a re-
frigeracion disminu-
y6 de forma lineal
(y=-7,007x + 89,37,
R2= 0,88) respecto al
tiempo de almacena-
miento, tal como se
muestra en la Figura 0

Actividad Relativa (%)
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3. Nuevamente, bajo 0

las condiciones del
presente estudio se
pone de manifiesto la
pobre estabilidad de
un extracto crudo de
visceras de pez diablo sobre
la actividad proteolitica, pero
ahora en la region alcalina.
Los resultados sefialan la im-
portancia de la répida utiliza-
cioén de un extracto crudo una
vez elaborado si se desea ex-
plotar al maximo su potencial
proteolitico. Sin embargo, es
necesario realizar mas estu-
dios con la finalidad de darle
mayor estabilidad al extracto
enzimatico obtenido.

La evaluacion de la activi-
dad proteolitica acida y alca-
lina por efecto de la congela-
cion y liofilizaciéon se mues-
tran en la Figura 4, donde se
aprecia que tanto la congela-
cioén como la liofilizacion pue-
den ser buenas alternativas en
la preservacion de la activi-
dad proteolitica de un extrac-
to crudo a partir de visceras
de pez diablo. No se encon-
traron diferencias significati-
vas (P>0,05) al evaluar
la actividad proteolitica
(pH 2 y 8) de un extrac-
to crudo recién elaborado
y extractos crudos alma-
cenados durante un mes
en congelacion y liofili-
zacion. En un extracto
crudo, tanto enzimas aci-
das como alcalinas pue-
den ser preservadas por
cualquiera de ambos mé-
todos sin modificar en
gran medida sus caracte-
risticas proteoliticas, sin
embargo cuando se trata
de almacenamiento en
refrigeracion su actividad
enzimdatica se ve seria-
mente afectada.

Actividad (U/mg de proteina)
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Dias

Actividad proteolitica
especifica

La Figura 5 muestra los
resultados obtenidos en rela-
cién a la actividad especifica
tipo tripsina y quimotripsina
durante el almacenamiento en
refrigeracion. En lo que res-
pecta a la actividad tipo trip-
sina se aprecia una disminu-
cion drastica, cercana al 80%,
de actividad durante los pri-
meros tres dias de almacena-
miento, para después dismi-
nuir su actividad lentamente
en el periodo restante. Por
otra parte, la actividad especi-
fica tipo quimotripsina mostrd
buena estabilidad durante 21
dias de almacenamiento, para
después disminuir marcada-
mente su actividad durante el
almacenamiento. Este experi-
mento demuestra que la re-
duccioén de actividad proteoli-

—e— Tripsina
—Oo— Quimotripsina

Figura 3. Actividad proteolitica total a pH 8,0 durante alma-
cenamiento en refrigeracion. Las barras de error sefialan la
desviacion estandar.

pH

Figura 4. Estabilidad de la actividad proteolitica total

cion estandar.

tica en la region alcalina se
debid principalmente a la po-
bre estabilidad de la tripsina
durante el almacenamiento en
refrigeracion. Los resultados
resaltan la gran estabilidad de
quimotripsina en un extracto
crudo, caracteristica que po-
dria ser sumamente util si lo
que se desea es explotar la
actividad de esta enzima.

La evaluacion de la activi-
dad especifica tipo tripsina y
quimotripsina como resultado
del almacenamiento en conge-
lacion y liofilizacion se mues-
tran en la Figura 6. La tripsi-
na es altamente inestable si se
mantiene en refrigeracion; sin
embargo una buena alternati-
va para preservar o conservar
su actividad enzimatica es
mediante la congelacién o
liofilizacion ya que ambos
procesos practicamente man-
tienen intactas sus propieda-

30
25

20 r

Actividad (U/mg de proteina)
&

05

Dias

Figura 5. Efecto del almacenamiento en refrigeracion
sobre la actividad de tripsina y quimotripsina. Las barras
de error sefialan la desviacion estandar.

0,0

Dia0

a pH 2,0 y 8,0. Las barras de error seflalan la desvia-

des cataliticas; es decir, no
hubo diferencias significativas
(P>0,05) en la actividad de
un extracto crudo recién ela-
borado y aquellos extractos
crudos que se sometieron a
almacenamiento en congela-
cion y liofilizacion durante un
mes. Por otra parte, la quimo-
tripsina presenta muy buena
estabilidad durante la refrige-
racion; sin embargo, si el ex-
tracto enzimatico es sometido
a congelacion o liofilizacion
su actividad enzimatica se
reduce significativamente
(P<0,05). Por lo tanto, si se
desea explotar la actividad
tipo quimotripsina de un ex-
tracto de visceras de pez dia-
blo, este puede refrigerarse
hasta por 21 dias manteniendo
una buena actividad, y des-
pués podria ser congelado o
liofilizado, dependiendo de las
necesidades o capacidad de la

I Tripsina
[ Quimotripsina

Congelacion Liofilizacion

Figura 6. Estabilidad de tripsina y quimotripsina en
congelacion y liofilizacion. Las barras de error senalan

la desviacion estandar.
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industria. No obstante, como
ya se menciond anteriormente,
es necesario realizar nuevos
estudios encaminados a obte-
ner una mayor estabilidad de
las proteasas presentes en el
extracto enzimatico. El alma-
cenamiento de dicho extracto
a distintos pH, fuerza idnica,
concentracién de proteinas,
etc., probablemente mejoren la
estabilidad de las enzimas
proteoliticas del extracto obte-
nido del pez diablo. Por otra
parte, los resultados obtenidos
en el presente estudio indican
que las visceras del pez dia-
blo son una buena fuente de
enzimas proteoliticas acidas y
alcalinas, las cuales podrian
ser de gran utilidad en proce-
sos industriales, principalmen-
te en la industria alimentaria
o bien en el tratamiento de
aguas residuales con alta car-
ga organica.

Conclusiones

Bajo las condiciones expe-
rimentales del presente estu-
dio, la conservacion de un
extracto crudo mediante refri-
geracion no parece ser la me-
todologia mas viable para pre-
servar la actividad catalitica

de las proteasas presentes en
él. Solo en el caso de quimo-
tripsina la refrigeracion es
una alternativa viable hasta
por un periodo de tres sema-
nas; no obstante, el pH de
almacenamiento pudo haber
jugado un papel fundamental.
Por otra parte, tanto la conge-
lacion como la liofilizacion
parecen ser tecnologias ade-
cuadas para la preservacion
de las propiedades cataliticas
de proteasas presentes en un
extracto, sin embargo ambos
procesos reducen significativa-
mente la actividad especifica
tipo quimotripsina. Se requie-
re de estudios adicionales en-
focados al mantenimiento de
las buenas propiedades pro-
teoliticas de proteasas presen-
tes en un extracto crudo so-
metido a refrigeracion, asi
como estudios de congelacion
y liofilizacion cuyo tiempo de
almacenamiento sea mas pro-
longado que el explorado,
todo ello acompafiado del uso
de distintos estabilizantes.
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