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RESUMEN

La Sardina es una pesqueria abundante en México. Sin embargo, su
uso es inadecuado, dedicandose el 75% de su captura a elaborar harina
para consumo animal. Las practicas de captura y su manejo poscaptura,
promueven la actividad enzimatica endégena reduciendo la funcionalidad
del musculo, justificando asi su uso comercial actual. Establecer la
trascendencia tecnolégica de estas enzimas es importante para producir

alternativas de uso para el consumo humano directo.

El objetivo del presente estudio fué caracterizar parcialmente la
actividad proteolitica del fluido sarcoplasmico del misculo de sardina. Se
determind el efecto y estabilidad de la actividad enzimatica al pH
(2.5-9.5), temperatura (10-77°C) y fuerza iénica (I1=0.2-0.6), utilizando
como sustrato proteinas miofibrilares extraidas del misculo de la misma
especie. Se evalud el efecto de EDTA, CuS04, cisteina, iodoacetamida,
TLCK y PMSF en la activacion y/o inhibicion enzimatica, para determinar
la naturaleza de las diferentes funciones enzimdaticas en el extracto
crudo. La actividad enzimatica fué estable en el rango de pH de 5.5 a 7.5;

temperatura de 10°C a 60°C y fuerza iénica de 0.2 a 0.4.

Los resultados.sugirieron la presencia'de-proteinasas ligeramente
alcalinas y alcalinas, estables al calor ademas de una enzima activa a pH
acido. Se detecté actividad: a) semejante a carboxipeptidasa A y B (pH
7.6), activada por CuS04, TLCK y PMSF; b) semejante a quimotripsina (pH
8.5), inhibida por todos los compuestos excepto PMSF; c¢) catepsina C (pH
7.0), fuertemente inhibida por TLCK y d) catepsina D (pH 4.0), inhibida
por EDTA y activada por CuSO4. No se detecté actividad de catepsinas Ay

B, colagenasas, ni semejante a tripsina.
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b) semejante a quimotripsilrn (pH 8.5), inhibida por lodos los compuestos excepto PMSF;
e) catcpsinil C (pkl 7,0). fucrtelnente inhibida por TLCK y d) ,rltcpsina D (pll 4.0),
inhibida por EDTA vy act.ivada por Cuso,. No se detect6 actividad de catcpsinas A y B,

colagenasas, ni semejante a tripsina.

Se requiere de la separnci(m y purificacidn de las diferentes fracciones e.nz.imat.ic.iis
detcct.adas y cst.ablt:ccr su importancia refotivil en la degradaciin protéica muscular, bajo

las diferentes condiciones de manejo y manufuctura de productos de sardina.



INTRODUCCION

La Sardina conforma el mayor porcentaje de la pesqueria en Sonora, atn asi, el
75% de su captura se desting a la elaboracion de harina de pescado para consumo animal,
La rapida degradacion de proteinas musculares en especies similares, se atmbuye
principalmente a la alta actividad de proteinasas propias del musculo (Bonete of al,,
1984 Makinodan ef al., 1984).

La maguoitud de esta actividad enzimitica es consecuencia de las malas practicas
de manejo de captura y poscaptura, durante las cuales se¢ pueden presentar condiciones
adecuadas de actividad como pH, temperatura y foerza idnica reduciendo su potencial de
uso para productos de consumoe humano, justificando asi su utilizacion en la produceion
de harina,

La informacion disponible sobre el origen de esta actividad es controversial. La
literatura menciona varias fuentes de proteinasas: del estomago ¢ imesting (Gilberg y
Raa, 1985}, bacteriales (Liston, 1965) y del miscule (Makinodan er ., 1985). Todas
podrian contribuir a Ja actividad proteclitics total presente en el miseulo.

La actividad de proteinasas enddgenas del misculo es baja comparada con ls de
otros tejidos (Aknes, 1988). Se ha reportado que Jas calepsinas del midsculo de carpa no
contribuyen significativamente en la autdlisis del mismo; por el contrario, la actividad

catéptica en el miseulp de corving blanca es alta (Bonete ¢ of., 1984),



y,

Se ha detectado actividad de proteinasas alcalinas sobre protefnas miofibrilares en
mdseulo de especies marinas como, Corving blanca (Folko er al., 1984, Makinodan ef
af,, 1985), Macarela (Bonme er al., 1986} y Corvina de) atlintico, las cuales son de
origen citoplusmatico v estables al calor (Tzong-Lin e al., 1984), S¢ ha reportado Ja
capacidad de estas enzimas de degradar al complejo actinomiosina "in vitro" | por lo que
se establece su participacion en fa degradacion de Ia miosing al aplicar algan proceso
termico (Mwata ef @f., 1974, Makinodan-lkeda, 1977),

La presencia de estos dos tipos de proteinasas, catepsinas y alcalinas, contribuyen
en la degradacidn de proteinas minfibrilares del misculo, reduciendo asi la funcionalidad
del mismo para ser wilizado como materia prima para la elaboracion de productos
manufacturados,

Por todo ésto el objetivo de este trabajo fué caracterizar parcisimente Iz actividad
enzimatica del fluido sarcopldsmico del misculo de Sarding mediante: a) la determinacion
del efecto del pH, temperawura y fuerza idnica sobre Ja actividad y estabilidad de las

proteinasas presentes v by el uso de sustratos e inhibidores sintéticos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Composicion quimica del masculo de pegcado

La composicion quimica del muosculo de los peces es mas variable que la de los
animales terrestres, En general, los principales constituyentes son: agua gue conforma
del 66 a 84 %, proteinas del 15 al 25%; lipidos del 0.1 a 22% y sustancias minerales del
0.2 al 2%, (Kilborne vy Mcleod, 1920: Susuki, 1981). El cuadro T muestrs la
composicion guimica del musculo de varios peces, donde s¢ puede observar Ja
variabilidad mencionada anteriovmente gue a la vez sirve como facior de distineidn entre
las diferenies categorias de especies.

Tamo la porcion comestible de las especies como la composicion quimica del
musculo de las mismas se ven afectados por numerosos factores, gue pueden ser de
naturaleza intrinseca tales como diferencis entre especies, variacion individual, region
anatémica, fisiologis y sexo o extrinsecas, como cambios estacionales, La porcidn
comestible abarca del 45 al 50% del peso total del pescado (Susuki, 1981).

e la composicion del masculo de pescado, nuestro primordial interés se centra
en su contenido de proteinas, principalmente miofibrilares, dada la implicacion en el uso

del masculo como materia prima en la elaboracion de alimentos manufacturados.



Cuadro 1, Porcion comestible v composicion quimica del musculo de pescado,

Especie Porcion Humedad Grasa Proteinas
comestible (%) (%) (%)

Anchoveta 60% 4.4 6.0 17,5

(Engradis faponicd)

Arengue 65 % 719 4.6 21.3

(Brrumeiis micropius)

Macarela 55% 62.5 16,5 19.8

(Auxis thazard)

Carpa 0% 75.4 6.0 18.0

{Cyprinuy carpio)

Fuente: Susuki, 1981,

Clasificacion de Proteings

Las proteinas del musculo estin constituidas por tres fracciones: 1) Proteinas

sarcoplismicas, localizadas en el plasma; 2) Proteinas miofibrilares, las cuales forman

las miofibrillas ¥ 3) Proteinas del ejido conectivo o estroma (Raymeond, 1961, Susuki,

1981; Hashimoto er al., 1979),

Protefnas Sarcoplismicas

Estas contienen muchas clases de proteinas solubles en apua denominadas

midgeno. Generalmente se encuentran en el citoplasma de las células del misculo y
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consisten en enzimas y pigmentos principalmente (Susuki, 1981, Estay proteinas sun
obtenidas por una simple presion a la carne del pescado o por extraccion con soluciones
salinas de baja fuerza ionica, Bl contenido de proteinas sarcophismicas en el pescado
varfa con la especie, siendo mis ala en especies peligicas como sardina y macarela, las
cuales contienen una mayor proporeidn de masculn oscuro (Shimizu er af., 1976, Susuki,

1976; Hashimoto ef al,, 1979),

Protginas Miofibrilares

Son las proteinas gue forman las miofibrillas y estan constitwiday principalmente
por las proteinas contrdctiles, miosina v actina; y por las proteinas repguladoras,
tropomiosing, troponina y actinina, Las proteinas miofibrilares abarcan del 66 al 77% de
la proteina total del masculo de pescado (Susuki, 19813, La miosing comprende el 40 %de
las proteinas totales del musculo, mientras que la acting del 15 al 20% (Le Coeur y
Lescoat, 1986),

Estas proteinas pueden ser extraidas con soluciones salinas de alia fuerza idnica
(Hashimoto er al., 1979) v juepan un papel importante en 1os procesos de coagulacion

y formacién de geles cuando el pescado es procesado térmicamente,



Estroma

Son las proteinas que conforman el wejido conectivo. No pueden ser extraidas con
agua, soluciones avidas o alcalinas (Hashimoto et al,, 19793, ni por soluciones de sales
neutras en concentraciones de 0.00-0.1 M (Sisuki, 1981). Los principales componentes
del esiroma son coligeno vy elasting, siendo proteinas que se encuentran fuera de las
células del musculo, Las especies de pescado de misculo oscuro conlienen una mayor

proporcion de  estroma que las de misculo blanco (Susuki, 1981),

Propiedades Funcionales Carncteristicas de las Proteinas

Las proteinas en el misculo de pescado tienen funciones similares a las de los
tejidos de los mamiferos, sin embargo, las del pescado son mepos estables, La extrema
labilidad de ls miosina del misculo de pescado es una caracteristica inherente de la
misma (Anglemier v Montgomery, 1976).

Las principales propiedades funcionales de las protefnas desde eb punto de vista
ecnoldgico en los alimentos son tres (Le Coeur vy Lescoal, 1986): 1) Capacidad
emulsificanie, que en términos generales es la habilidad de las proteinas para ligar a su
estructura las grasas; 2) Capacidad gelificamte, que es [a habilidad de las proteinas para
formar un gel tridimensional por la accién del calor y 3) Capacidad de retencidn de agua,
que es a disposion protéica para retener el agua libre en los tejidos,

Estas propiedades de las proteinas contribuyen en definitiva a las caracteristicas

organolépticas de log productos alimentarios donde se puedan apreciar 1os atributos de
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sabor y texta (Bourgeods, 1986). La consideracion de las propledades funcionales
originales de las proteinas, es un requerimiento para ta utilizacion de las mismas en la
elaboracidn de productos manufacturados, donde la textura sea ¢l parimetro especifico
principal dentro de los atributos organolépticos. Las protefnas son valoradas en base a

sus propiedades tuncionales.

Aspectos que Definen la Fupcionalidad de las Projeinas. La estructura espacial

de la proteinas depende de su estructura primaria y su ambiente, Todo cambio en estos
dos factores ocasiona un efecto en sus propiedades funcionales (Lorient, 1986), Uno de
los principales objetivos de los tratamientos fecnologicos es modificar Ta estructura
tridimensional de las proteinas, resaltando ast sus propiedades funcionales (gelificacion,
emulsificacion, texturizacion, etc.), para que proporcionen al afimento la textura y
aspecto descados,

Las propiedades funcionakes de las proteinas se clasifican segin la naturaleza de
las interacciones intermolecutares (Cuadro 2), pero con frecuencia varios tipos de
interaceiones ocurren simultdneamente,

Se han wtilizado varios productos proteinicos para alimentacion (Hynd, 1970,
Delaney, 1976; Kinsella, 1979; Smith y Brekke, 1984), La evaluacion de sus propiedades
funcionales s necesaria para ayudar a los procesadores de alimentos a selecctonar la
proteina con mejores caracteristicas para su aplicacion o para definir como la profeina

o derivados de ésta pueden remplazar a otras proteinas en la formulacion de nuevos



Cuadro 2. Relacion enire propiedades fisicas y funcionales,

Propiedades estructurales

Factores que influyen en ¢l

po de reaccidn

Propiedades funcionales

Grupos hidrofilos

Hidratacion

Fijacion de ones

Atraceidn de agua y solutos
hacia 1as proteinas

Lmulsificacion,
dispersibilidad, disociacion,
capacidad de retencidn de
agua, humectabilidad,
ensanchantiento

Precipitacion, coagulacion,
ele.

Grupos hidrifilos ¢
hidrdfobos

Conformidad helicoidal

Repulsidn de agua por
grupos hidrotobos o no
ionizados (Cardcter
anfotero)

Fendmeno inversoe por los
grupns hidrofilos

Emulsificacion, fijacian de
sustancias hidrofGhicas no
polares (prasas) floculacidn
por sofventes no polares
(desnaturalizacion),
retencion de aromas no
pulares de pigmentos,
fijacidn de aire (espumado)

Interacciones
tntermoleculares no
covalenles

Conformacion helicoidal,
tridimensional

Reaccidn entre grupos
polares y no polares.
Accidn del frio -
insolubilizacidn
{interacciones hidrogeno)
Reacciones aceleradas por el
calor (interacciones entre
prupos hidrofdébicos)

Formacion de peliculas,
incremento en la viscosidad,
formacion de turbidez,
gelificacion

Formacidn de fibras, geles,
elasticidad, 1extura,
desnaturalizacion

Interacciones covalentes

Conformacion
tridimensional v polimérica

Formacion de puentes 5-5
Interacciones isopeptidicas,
lisinoalanina

Hidrdlisis de enlaces
pepidicos

Fijacion de péptidos y
aminodcidos

Floculacion, coagulacion
Disminucion en la
solubilidad, incremento en
la viscosidad, elasticidad
Digminucion en la
solubilidad y en la
viscosidad Formacidn de
plasteinas con disminucion
en la solubilidad,

~uente:; Lorient, (1986),




9
atimentos, Lo antertor conleva a mantener {a Nupcionatidad proteica y las caracteristicas
del alimento, s importante tomar en consideracion la intervencion de enzimas endogenas
del misculo de pescado en la hidrdlisis de proteinas, Bstas enzimas provocan una
disminucion dristica de las propiedades funcionales de las proteinas del midsculo,
reduciendo  suoaplicacton  como  materia prima en la elaboracion de  productos

manufacturados.

Actividad Proteoliica en ¢l Maseulo de Pescado

Usualmente un pescado es almacenado antes de ser procesado, mientras tanto,
pueden ocurrir cambios bioquimicos importantes como la autolisis del milsculo, causando
principalmente la solubilizacidn de las proleinas del mismo,

La actividad enzimitica presente puede tener varios origencs como se nuestra en
el cuadro 3; proveniente de enzimas proteoliticas del tracto digestivo como ripsina, que
representan el 70% del total de la actividad proteolitica del tracto digestivo; de origen
microbiano que comtribuyen cerca del 30% en la solubilizacion protéica total ¥ enzimas
enddgenas del misculo. Estas dltimas son en menor cantidad, pero significativamente
imporiantes en Ja awtdlisis wotal (Aknes, 1988},

El misculo contiene alta actividad de enzimas dcidas, que utilizan a las proteinas
del mismo como sustrato, formando productos de bajo peso molecular y repercutiendo

en la disminucion de sus propiedades funcionales (Siebert, 1962),
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Cuadro 3, Distribucion de i setividad proteolitica en Capelin,

Peso (% del tolal del Proteina (% de Actividad

Cluerpo} prodeina total proteolitica (%
Tejido absolutg del wlal de

actividad)

Musculo T004+1.1 #1.7 18.84+6.6
Cabeza 0.3+0.5 9.3 28407
Estdmapo 29408 2.8 12.04:4.5
[ntestings 21402 1.8 60.34+19.0
Higado 16402 1.7 2.041.1
Rifidn 00,9401 0.8 1.54:0.3
Gonadas 1.414:0,2 1.8 Ja+1.4
Grasa abdominal 11.841.2 " -

Fuente: Aknes, 1988,

La actividad autolitica presente en ¢l musculo de pescado no es el resultado de la
actividad de una sola enzima, sino la manifestacidn conjunta de un grupo de proteinasas,
que pueden comportarse tanto en el rango dcido como en el alcaline (Lanier er al., 1981;
Makinodan et al., 1985),

Existe la controversia de que la actividad de proteinasas presentes en el maiscuto
de ciertas especies como carpa, no contribuyen significativamente en los procesos

autoliticos det mudsculo (Yoyohara er al., 19823,



Condiciones gue Determinan la Actvidad Enzimdica

Estabilidad de una enzima

Las enzimas son moléculas de proteinas complejas {Whitaker, 1972), Su actividad
catalitica resulta de una precisa y altamente ordenada estructura lerciarta, que contiens
yuxtapuestos cadenas laterales de aminodcidos gue conforman el sitio activo de 1a misma,
el cual posee una estercoespecificidad pard enlazar al sustrato,

La estructura terciaria de una enzima es mantenida primordialmente por un gran
mimero de enaces no covalentes (Whilaker, 1972; Segel, 1976), En términos generales
y pricticos, una enzima ¢s una molécula muy delicada y fragil, Cualquier factor que
influye en la integridad de su estructura puede afectar la actividad de la enzima
{Whitaker, 1972},

La estabilidad de una enzima es funcidn de la temperatura, el pH, la fuerza
idnica, la naturaleza del buffer, la presencia o avsencia de sustraio, inhibidores v

activadores en ¢l medio (Whitaker, 1972),

Lfecto del pH
Sobre la Actividad Enzimdtica, FI control del pH relacionado con la actividad
enzimitica y es de gran importancia para el cientfico vy teendlogo en alimentos. En un

proceso industrial donde se desea tener una actividad enzimdtica, se puede controlar el



12
pI1 para mantener al miaximo dicha actividad, Sin embargo, el ierds en la mayoria de
los casos es para prevenir ¢ inhibir una reaccidn enzimitica, Bl efecto del pH sobre la
actividad catalitica de una enzima significa que éste afecta la lonizacidn de grupos
prototropieos (grupos ionizablesy del sitio activo de la misma (Whitaker, 1972).

L.os sustratos pueden contener también grupos ionizables y solamente una de 1as
formas ionicas del sustrato puede enlazarse a la enzima en {a reaccion (Sepel, 1976). Los
arupos prototropicos en el sito activo de la enzima pueden tener diferentes tunciones: a)
mantener 1a conformacion del sitio activo, b) enlazar el sustrato a la enzima o ¢)
transformar el sustrato a producto. Iistos grupos se localizan en las cadenas de residuos
de aminoacidos deidos o bdsicos (Whitaker, 1972, Sepel, 1976). La naturaleza de los
prupos prototropicos pueden ser los que se indican en la Cuadro 4.

Dependiendo de la enzima, el efecto del pH sobre 1a actividad puede manifestarse
como se indica en la Figura I (Curva A). A pHs extremos, fa actividad usualmente
decrece irreversiblemente, debido a que se produce una desnaturalizacion proteica. Sin
enthargo, se puede tener un rango de pH donde se manifieste una actividad reversible,
en el cual aparentemente se presenta una ionizacion de los grupos tuncionales del sitio

activiy o de dreas de control en la conformacion de la misma gnzima (Richardson, 1976).

Sobre la Bstabilidad enzimatica, Los efectos del pH sobre la estabilidad de una
enzima, como se muestra en la Figura 1 (Curva B), es un aspecto esencial para la

Cuadro 4. Grupos profotropicos que intervienen en la actividad catalitica de una enzima,
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Crupa

lonizacion

Pk

{Carboxilo

COOH < -COO + HY

o, 3.0-3.28, r, 3.0-
4.7

Imiidazol 5.6-7.0
Suinhidrilo WBH e 5 Y B0O-B.5

Amonio

NH, - NH, 4+ [

o, 7.6-8.4
e, 9.4-10.0

Hidroxil fenol

9.8-10.4

CGuanidicn

11.6-12.6

Los o estin Jocalizados al final de 1a cadena

Fuente: Whitaker, 1972,

caracterizacion de una enzima, Desafortunadamente con frecuencia se omite este tipo de

"

informacion y solo se determinan curvas de efecto de pH sobre la actividad enzimitica,

Una curva de estabilidad al pH, puede ser obtenida por la preincubacion de la

enzima a diferentes pils, por un tiempo de reaccion determinado (Segel, 1976),

Posteriormente, la actividad de la enzima ¢s medida a un pH dptimo.

La estabilidad de una enzima al pH depende de varios factores, en [os que se

[

incluyem: temperatura, fuerza ionica, naturaleza quimica del buffer, concentracion de

inhibidores o activadores, etc, EI pId Oplimo de una enzima puede ser el resultado de:

I} una reaccion reversible del efecto de pH sobre fa velocidad maxima de reaccion, 2)

el efecto del pH sobre la afinidad de 1a enzima por el sustrato y 3) ef efecto del pH sobre

la estabilidad de la enzima (Richardson, 1976},
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Efecto de pH sobre la actividad y estabilldad de
una enzima, Curva A: Actividad a diferentes valores
de pH. Curva B: Actividad & pH 6.8 despusés de
preincubada la enzxima a los diferentes pHs
indicados. (Fuente: Segel, 1976).



Efecto de 1a Temperatura

Sobre_la Actividad enzimdtica. La temperatura es un factor importante en ef

control de la actividad enzimitica. Las bajas temperaturas generabmente inhiben a las
enzimas mientras que las alias, provocan su desnaturalizacion y por lo tanto su
destruceion.

Los efectos de la temperatura son muy complejos ¥ pueden resultar de 1a suma
de varias causas (Richarson, 1976). Las altas temperaturas pueden afectar ta velochdad
de rompimiento del complejo enzima sustrato; los pK de ionizacién de los grupos
funcionales que intervienen en la reaccidn; In afinidad de la enzima por activadores o
inhibidores, etc, La imactivacion enzimitica por calor debe tomarse en cuenta en el
procesamiento Ermico de Jos alimentos,

Se deben considerar dos factores principales cuando Ia temperatura del ambiente
o del proceso incrementa; 1) ¢l incremento en la velocidad de tas reacciones enzimaticas
y 2) el incremento en la velocidad de destruccion de la enzima (Richardson, 1976).

Cuando se incrementa la temperatura, fa velocidad de destruccidn enzimitica
puede ser fan rdpida como la velocidad a fa que ésta pueda actuar, El efecto de la
temperatura sobre fa actividad enzimdtica se muestra en fa Figura 2 (Curva A).

En general, las funciones de una enzima disminuyen a temperaturas de
congelacion y su actividad aumenta cuando Ja temperatura incrementa hasta tos 45°C
(Whitaker, 1972, Richarson, 1976). La mayorfa de Jas enzimas muestran su actividad
Gptima en el rango de 30-40°C' y se desnaturalizan cerca de los 45°C. Sin embargo, hay

enzimas termoestables capaces de resistic 1a inactivacidn a temperaturas mucho mis altas



Efecto de la Temperatura

Sobre la Actividad enziouitica, La temperatura es un factor importante en el
control de la sctividad enzimdtica, Las bajas temperaturas peneralmente inhiben a las
enzimas mientras que las altas, provocan su desnaturalizacion y por lo tanio su
destraceion,

Los efectos de ta temperatura son muy complejos y pueden resultar de la suma
de varias causas (Richarson, 1976). Las altas temperaturas pueden afectar 1a velocidad
de rompimiento del complejo enzima sustrato, los pK de jonizacion de los grupos
funcionales que intervienen en fa reaccidn; la afinidad de la enzima por activadores o
inhibidores, eic. ia inactivacion enzimdtica por calor debe tomarse en cuenta en el
procesantiento érmico de los alimentos,

Se deben considerar dos factores principales cuando la temperatura del ambiente
o del proceso incrementa; 1) el incremento en fa velocidad de las reacciones enzimiticas
y 2) el incremento en la velocidad de destruccion de la enzima (Richardson, 1976),

Cuando se incrementa la termperatura, fa velocidad de destruceion enzimitica
puede ser wn ripida como la velocidad a fa que &sia pueda actuar, El efecto de la
temperatura sobre la actividad enzimdtica se muestra en la Figura 2 (Curva A).

En peneral, las funciones de una enzima disminuyen a temperaturas de
congelacion y su actividad aumenta cuando la temperatura incrementa hasta los 45°C
{Whitaker, 1972; Richarson, 1976). La mayoria de Jas enzimas muestran su actividad
apima en el rango de 30-40°C y se desnaturalizan cerca de los 45°C. Sin embiargo, hay

enzimas termoestables capaces de resistir la inactivacion a temperaturas mucho mis altas
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de 43°C,  Algunas cnzimas son desnaburalizadas a temperaturas cercanas a a
congelacidn, no obstante, la mayoria permanece activa después de la descongelacion

{Whitaker, 1972).

Sobre la Estabilidad Enzimitica. La integridad estructural nativa de una enzima

se modifica por cambios en la temperatura del medio de reaccion. Algunos de los
cambios inducidos son reversibles, mientras que otros pueden serlo parcialmente
(Whitaker, 1972; Richarson, 1976), La estabilidad de a accion enzimitiva dependerd de
dichos cambios y de la capacidad enzimatica para recobrar su conformacion oviginal al
colocarse en condiciones optimas de accidn,

En general, las enzimas son mis estables a bajus temperaturas, Hay pocas enzimas
que son mds inestables entre 0-10°C que en el rango de 20-30°C. Ademis, son mds
estables en un tejido intacto u homogenado donde su estructura esta protegida por la
presencia de un material coloidal, que en su forma purificada (Whitaker, 19723,

Bl efecto de la temperatira sobre la estabilidad (Figura 2, Curva By de una
enzima puede ser determinado ripidamente (Whitaker, 1972; Fennema, 1976} y es de
gran utifidad en
un producto alimentario, ya que facilita el establecimiento de las condiciones dptimas de
manejo, prolongando su vida il Para determinarse, soluciones de enzima son
incubadas a varias temperaturas en la ausencia de un susirato, mientras se manticnen

otras condiciones constantes como pH, furza idnica, etc. Se toman alicuotas de la
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prencubacion a intervalos de tempo establecidos y se determina la acdvidad con la
aplicacion de un sustrato, a la temperiura dptima previamente determinada (Whitaker,
1972).

La temperatura Opima en un andlisis es aquella en que 1z enzima exhibe una

actividad constanie por un tempo de andlisis deerminado {Whitaker, 1972 Segel, 1976).

Lfecto de Fuerza lonica sobre la Actividad y Estabilidad Enzimitica

Algunas enzimas requicren cierta fuerza idnica para su actividad. Los
requerimentos en cuanto a la concentracion y tipos de iones presentes en solucidn varian
entre las enzimas (Richardson, 1976}, Las condiciones especificas de fuerza idnica
pueden promover fa actividad de ciertas enzimas y resultar en 1z ishibicidn parcial o total
de otras (Fennema, 1976).

Los jones pueden activar enzimas por medio de vartos mecanjsmos: 1) siendo
parte integral del sitiv activo, 2) formando un enlace entre ta enzima y el sustrato; 3}
cambiando la constante de equilibrio de 1a reaccidn enzimitica; 4) cambiando la carga
de Ia superficie de la proweina; 5) removiendo un iphibidor de la reaccion y 6)
desplazando un metal po efectivo del sitio activo o del sustratg (Richarson, 1976), Sin
embargo, las sales también pueden inactivar a la enzima bajo los mismes procedimientos.

En algunos procesos de elaborscion de productos marinos se wilizan salmueray,

mismas gue pueden provocar fa inhibicidn parcial o wotal de las enzimas presentes en
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dichos alimentos. Bl conocer 1a estabilidad de las enzimas a cambios de fuerza idnica os

importante para establecer condiciones Optimas de formulacidén de alimentos.

Inhibidores y Activadores

El estudio con inhibidores y activadoregs enzimdticos es una poderosa herramienta
para determinar la naturaleza de sitio activo de una enzima, principalmente su
componenie de unidn (Whitaker, 1972). 1l uso de inhibidores puede proveer informacion
acerca de Jos grupos funcionales que constituyen el sitio activo de la enzima,

Cualquier sustancia que reduzea Ja velocidad de una reaccion catalizada por una
enzima, sea cual sea su mecanismo, es un inhibidor. El inhibidor puede reaccionar
directamente con los grupos esenciales del sitio activo de 1a enzimz o con grupos de la
eNZima gue Aungue no se encuentren en ¢l sitio activo son importantes para mantener Ja
conformacion del mismo o toda la integridad molecular de la enzima (Whitaker, 1972),

En la mayoria de los estudios de inhibicidn o activacion realizados en el pescado,
sean  en  visceras o madseulv, los  compuestos  mas  udghizados  son BEDTA
(etilenediaminotetracetato  de  sodio), compuestos con  cobre  (Cu'?), cisteina,
indoacetamida, TLCK (Nea-tosil-Lolisil-clorometi) cetona), PMSEF (Fenil-metil-sufoni)
fluoruro), IXTT (Ditiotreitol), leupeptina, pepstating, etc. (Makinodan er al., 1979, Hara

ef af,, 1988; Chen er af., 1989, Yiang ef al., 1991, Jiang ef al,, 1992),
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EDTA. Este compuesto forma complejos fuertes con cationes divalentes y de
gstados mayores de oxidacion como el Fe'*, Zn**, Co**, Co**, Fe'! Mga"", Mn"*
y Mo*%, Para que el EDTA actte como inhibidor dependerd de la estabilidad del
complejo formade entre el on metal y ¢ EDTA, dste complejo deberd ser mas fuerie que
el formado por del idn metal y fa enzina,

Para evaluar el efecto de EDTA se debe tomar en consideracion ¢l pH del medio
de reaccitn, ya que es mis Ficil romper los complejos de Ca®™" en una enzima a pH de
4y 11 gue de Fe' " y Mg"** a pil 4 (Fischer y Stein, 1960,

Se han reportado diferentes proteinasas del misculo de pescado que son afectadas
por EDTA; por ejemplo, la activacion de Catepsina B en el misculo de carpa (Cyprinus
carptoy, (Hara et al., 1988); 1a mbibicidn parcial de Catepsina ID en masculo de THapia
{Jiang et al,, 1991); una fuerte inhibicion de una proteinasa neutra en misculo de carpa

(Makinodan er al., 1979) y catepsina 13 en camardn (Jiang et al,, 1992),

v

Compuestos con Cobre (Cu '), En las reacciones con grupos tiot 1os compuestos
de cobre participan en la formacion de merciptidos enire el metal y los grupos
sulfiidritos (Whitaker, 1972). Dependiendo del estado de oxidacion del complejo
merciptido y de la concentracion de los grupos sulfihidrilos pueden darse las sipuientes
reacciones:

R-SH + X7 o> RS-X + H*
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R-SH 4 X e RASXGSR 4 2H Y

21T

i

R-(SH), + X" +-> R X

i

Donde X representa al ion cobre,

Las reacciones de grupos sulfihidrilos con compuestos que forman mercaptidos
son facilmente reversibles. El cobre como metal pesado participa también en la inhibicidn
de enzimas, En este mecanismo, ¢ cobre ain a bajas concentraciones, puede reaccionar
rapidamente con tos grupos sulfibidrilos; su capacidad de resccionar con otros grupos
como imidazol, carboxilo y grupos peptidicos, requiere de concentraciones mayores
(Whitaker, 1972). La formacidn de mercdptidos puede ser facilmente reversible
adicionando cisteina al medio de reaccidn,

En pescado, particularmente en visceras de chano (Chanoys chanos), se ha
detectado una inhibicidn ligera por cobre de la proteinasa semejanle a quimotripsing
(Chen er al., 1989, La concentracion de Ia solucion de CuSO, aplicada al medio de
reaceion, alecta 1a proporcion de inhibicidn o activacion,

Por ejemplo, una solucidn a una concentracton de 0.1 mM de CuBQ,, afectd

ligeramente la actividad de esta enzima, mientras una concentracion de 0.5 mM inhibio
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fueriemente a la proteinasa semejante a wipsina en musculo de la misma especie (Jiang
e al., 1990) y a catepsina B en masculo de carpa (Cypeinus carpin) {Hara, er al., 1988);
mientras fa misma concentracion activo la de Catepsina D en camardn (Jiang er al.,

19923, El cobre no presentd efecto sobre fa caplesina I en misculo de tlapia (Jiang er

al., 1991).

Cisteina. Forma parte de las reacciones donde participan los grupos sulfihidrilos.
Se usa comidnmente para hacer reversibles las reacciones de tos grupos sulfibidrilos con
compuestos que  forman mercdptidos.  Este compuesto es mds utilizado en la
determinacion de la actividad de una enzima gue tiene un grupo sulfibidrilo en su sitio
activo, pero no en la determinacion de la localizacion del sitio activo por métodos de
hidrolisis de proteinas (Whitaker, 1972).

Se ha reportado que i cisteina inhibe fuertemente a las proteinasas semejanes a
carboxipeptidasa A y semajante a tripsina en visceras de chano (Chen er al,, 1989) v Ia
nctividad semejante a Catepsina A en miscule de la misma especie (Jiang ef al., 1990).
La cisteina activd a catepsing B en musculo de carpa (Hara ef al., 1988) y misculo de
Macarela (Matsumiya ef af., 1989) y no afectd a fa catepsina D en mmsculo de tilapia

{Doke, 1280),
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parte activa de [a molécula es su dtomo de iodo y la reaceion peneral puede escribirse:

2R-5H 4 X e R-§-5-RO4 KT,

HS-R-8H + X - —e R + XH,

Donde X representa al ion iodo,

Mientras el iodo reacciona con los grupos sulfidrilos, también puede reaccionar
CON oS ZrUpos come Grosing, Sin embargo, existen compuestos mis reactivos que
tienen en su estructura enlaces disulfuro como el glutanion oxidado (Whitaker, 19713,

Se ha reportado inhibicion por iodoacetamnida de carboxipeptidasa A en ostion
{Tsao y Nagayama, 1991) vy de las proteinasas semejantes a carboxipeptidasa Ay
tripsina, en visceras de chanos (Chen ef af,, 1989}, lsta dltima enzima también se
inhibid en misculo de chano (Jiang e @l., 1990). En camardn se observd un ligero efecto

sobre catepsina D) (Jiang o al., 1992},
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TLEK (Noetosil-Ledisib-clorometd) cetonad. Este compuesto es considerado un

inhibidor especifico de proteinasas serinas, contiene carvacteristicas estruclurales en su
sitio de hidedlisis que son similares al sustrate, haciendo que 1a enzima lo confunda como
su sustrato y se enface al sitio activo de la misma,

I enlace del TLCK al sitio activo de la enzima puede ser al reaccionar con
prupos especificos como tos hidroxilos del residuo Ser-195 o el imidazol del residuo His-
57, formando un derivado frreversible (Schoellman-Shaw, 1962; Singer, 1967). Iis
considerado inhibidor especifico para proteinasas "serinas” como tripsina y quimotripsing
(Brickson er al,, 1983), La reaccion formada por ¢l compuesto es ireversible e inactiva
completamente a ta enzima, El enlace C-N formado es estable a la hidrdlisis, pudiendo
aislarse el derivado. Bl inhibidor tiene caracteristicas similares al sustrato, por lo que se
considera un inhibidor competitivo,

En productos marinos se han reportado diferentes efeclos de este compuesto sobre
Ias  proteinasas  presentes.  Una  fuerte  inhibicidon de  proteinasas  semejantes a
carboxipeptidasa A y tripsina en ostion (Tsao y Nagayama, 1991), de esta Gltima enzima
también en visceras y musculo de chano (Chen et al., 1989, Jang er al., 1990), de
calepsina B en musculo de carpa (Hara er af., 1988) y macarela (Matsumiya ef al.,

1989).

PMSE (Fenil-metil-sufoni) fuorure). En general, este compuesto es usado para

identificar proteinasas "serinas” y proteinasas gque actdan en un rango de pH alcalino pero
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ha sido wtitizado también para olras proteinasas, Se ha reportado una inhibicion ligera de
catepsing D en camarén (Jiang e ol,, 1992), y una fuerte inhibicidn de la actividad

semejante a Quimotripsing en flufdo sarcoplasmico de bacalao (Erickson et al., 1983),

Sustratos Sintéticos

Las determinaciones de las actividades especificas de las proteinasas sirven para
su caraclerizacion parcial debido a que se fundamentan en el estudio de sy actividad
sobre un sustrato especifico bajo condiciones Optimas de pH, temperatura, fuerza ionica
y concentracion de sustrato, Fl use de los sustratos sintélicos es necesario para estudios
designados a elucidar el mecanismo de accidn de las enzimas.

La mayorfa de los sustratos siméticos para enzimas proteoliticas contienen enlaces
tipo ester, amida o peptidicos que pueden medirse por espectrofotometria (Whitaker,
19723, Actualmente el uso de los sustratos sintéticos facilita la idemificacion de

profeinasas presentes en pescado, ya sea en visceras o musculo como s¢ muestra en el

cuadro 5.

Proteinasas del Musculo

Las enzimas con capacidad para hidrolizar enlaces peplidicos son lamadas

proteinasas, Aungue la accidén de su actividad en el misculo es baja, juegan un papel
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Cuadro 8. Refacion de sustratos sintéticos usados para la caracierizachin de proleinasas

preseries en especies marinas.

Sustrato

Enzima

Referencia

Carbobenzoxi-l-ghitamil-L-
fenilalaning

Catepsina A

Makinodan et al., 1979

Gligil-L-tirosinamida

Catepsinag €

Makinodan e af., 1979

- N-benzoil-DL-arginina -
naftilamida

Catepsina I3

Makinodan et al,, 1979,
Erickson et al., 1983

N-benzoil-Letirosina etil ester
(BTEE)

Quimotripsina

Fang-Chiou, 1989
Tsao-MNagayama, 199]

metil ester (TAME)

Benzoil-L-arginina medl ester | Tripsina Fang-Chiou, 1989
(BAME)
p-Toluensulfonil-L-argining Tripsina Rick, 1965; Walsh, 1970,

Tsao-Nagayama, 1991

Hipuril-L-arginina (HA)

Carboxipeptidasa B

Tsao-Nagayama, 1991
Brickson et al., 1983

Hipuri}-L-fenilalanina
{HPLA)

Carboxipeptidasa A

Erickson ¢ al., 1983, Chen
et al., 1988,

Benzoil-L-arginina etil ester
(BAEE)

Tripsina

Chen e al., 1988

N-acetil-L-tirosina etil ester
(ATTL)

Quimotripsing

Chen er o, 1988

Carbobenzoxiglicil-L-
fenilalanina (CGP)

Carboxipeptidasa A

Chen er af., 1988

o-N-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BAPA)

Semejante a Tripsina

Erickson ef af,, 1983

Glutaril-L-fenilalanina-p-
nitroanilida {GNPA)

Semejante a Quimotrising

Erickson ef af., 1983

L-leucil-B-naftitamida HCl

Calepsing C

Goldbarg v Rutenberg,
1958, Erickson e al,, 1983




importante en la degradacion prowica durame los procesos bloguimicos postmoriem,
contribuyendo a la pérdida de textura del mismo,

La accitn de fas proteinasas sobre la hidrdlisis protéica puede levarse a vabo de
diferentes formas: 1) rompiendo enfaces pepuidicos: 2) rompiendo enlaces amida y  3)
transpeptidacion vy reacciones gue envuelven ¢l rompimiento de un un enlace C-N,
{Mihalyi, 1972; Kullmann, 1985),

Las proteinasas del misculo se clasifican en dos tipos: a) dependiendo de sus
requerimientos de pH y b) por sus requerimientos de sustrato. Las primeras, muestran
su ndxima actividad en diferentes rangos de pH, pudiendo ser clasificadas en proteinasas
~ deidas, las cuales acttan en rangos de pHs de 2 a 6; proteinasas neutras, con rangos de
actividad a pHs de 6 a 7.5 y proteinasas alcalinas, que actian a pHs de 7 hasia 8.5
{Asghar y Bhati, 1987},

Las segundas inicialmente se clasificaron en profeasas y peptidasas, sin embargo,
con el tiempo y el uso de nuevos sustratos sintéticos para el estudiv de enzimas
protecliticas, se establecio fa clasificacion de las proteinasas en dos principales grupos:
1) exopeptidasas y 2) endopeptidasas (Bergmann y Fruton, 1941). A comtinuacion se

detallan algunas caracteristicas de las proteinasas comenidas en el inciso b,

Exopeptidasas

Son proteinasas que necesitan la presencia de cualquiera de los grupos -NH, o -

iy

COOH adyacentes al enlace a romper; hidrolizan enfaces peptidicos a partir del N o (
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teriminal, Bl uso de sustratos sintétcos ha ayudado a elucidar la relacion estructura-
sustrato  y asi  poder clasificarlas de forma especifica en  aminopeptidasas,
carboxipeptidasas, dipeptidasas y dipeptidilaminopeptidasas (Barret y MeDonald, 1980,

Bird y Carter, 1980).

Aminepeptidasas, Requieren de Ia presencia de grapos amino (NH,) o imino (-
NH), para iniciar el rompimiento del enface del N termipal, Se tienen dos formas de
aminoapeptidasas en ¢l masculo esquelético: 1) leucing aminopeptidasa y 2} arilamidasa.

La leucina aminopeptidasa rompe el N-terminal del enlace peptidico de amidas
y peptidos no sustituidos gque contengan un residuo de leucina y el amine terminal esté
en la configuracion L. El compuesto leucing amida es un sustrato usual para el analisis
de actividad de leucina aminopeptidasas (Bird y Carter, 1980), la cual muestra una
maxima actividad a pH 7.8-8.0 y es activada por iones divalentes {Delange v Smith,
1971).

Las arlamidasas son proteinasas tipo tiol e hidrolizan sustratos cromogénicos
como aminoacil p-nitroanilidas y 2-naftilamidas (Paderson ¢ al., 1963; Bird y Carter,
1980); tienen actividad a pH 6.0, 7.0 y 7.8 cuando usan como sustraio lisil-, argini- y
leucil-2-naftilamida (Bury y Pennington, 1973; Kar y Pearson, 1976). Se ha observado
gue cerca del AO-90% de la actividad de estas aminopeptidasas se encuentran en la

fraccion soluble del sarcoplasma (Hardy er af., 1975, Parson y Pennington, 1976, Bury
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et af., 1977), sugiriendo que tas arilamidasas estdn presentes en forma libre y que son

estimuladas por iones divalentes (Bury y Pennington, 1973).

Carboxipeptidasas. Requicren de la presencia de un aminodcido no sustituido, es
decir un grupo -COOM, para iniciar la hidrdlisis del enlace peptidico det C terminal y
productr aminoicidos libres (McDonald y Schwabe, 1977), 5S¢ han detectado dos
peptidilaminopeptidasas en el masculo esqueléticn: 1) carboxipeptidasa Hsosomal A y 2)
carboxipeptidasa lisosomal 13,

La carboxipeptidasa A o catepsina A hidroliza a partir del C-terminal en los
enlaces peptidicos que contienen un amingdeido hidroféhico en el peniltimo residuo
adyacente al enlace a romper (Tallan e al., 1952} Se le conoce tambidén como
carboxipeptidasa lisosomal A, porque se ha encontrado asociada con particulas semejantes
a Hsosomas (lodice e af,, 1972}, Esta enzima hidroliza sustratos caracteristicos de
proteinasas serinas vy de pepsina, por lo que la catepsina A se considera una enzima no
muy especifica (Bird y Carter, 1980}, Muestra su actividad mixima a pH 5.5 en misculo
de mamiferos (Caldwell y Grosjean, 1971).

La carboxipeptidasa B o Catepsina 13, estd considerada como una proteinasa tiol
(1o y Bhaki, 196%; Barret, 1972). Hidroliza sustratos con Ia secuencia Carboxil-
benzotl-Gly-Arg a pantir del C terminal a pH 5.5-6.0, Se ha detectado actividad de esta
enzima en mascuto de mamiferos (Hirao er al., 1984) y en misculo de diferentes

especies marinas (Bonete ef al., 1984, Hara ef al., 1988),
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et al., 1977), sugirtendo que las arilamidasas estin presentes en forma libre y que son

2stimuladas por iones divalenies (Bury v Pennington, 1973),

Carboxipeptidasas. Requieren de la presencia de un aminmicido no sustituido, es

decir un grupo -COOH, para iniciar la hidrdtisis det enlace peptidico del C werminal y
producir aminodcidos libres (McDonald y Schwabe, 1977}, Se han detectado dos
peptidiaminopeptidasas en el misculo esquelético: 1) carboxipeptidasa lisosomal A y 2)
carboxipeptidasa lisosomal B.

La carboxipeptidasa A o catepsina A hidroliza a partir del C-terminal en los
enlaces peptidicos que contienen un aminodeido hidrofidhico en el pendltimo residuo
adyacente al enlace a romper (Tallan er al,, 1952). Se le conoce también como
carboxipeptidasa lisosomal A, porgue se ha encontrado asociada con particulas semejantes
a lisosomas (lodice er al., 1972), Esta enzima hidroliza susiratos caracteristicos de
profeinasas serinas y de pepsina, por 1o que la catepsina A se considera una enzima no
muy especifica (Bird y Carter, 1980). Muestra su actividad mdxima a pH 5.5 en nuisculo
de mamiferns (Caldwell y Grosjean, 1971).

La carboxipeptidasa B o Catepsinag 13, estd considerada como una proteinasa tiol
(Ot y Bhaki, 1969, Barrer, 19723, Midroliza sustratos con la secuencia Carboxil-
benzoil-Gly-Arg & partir del C terminal a pH 3.5-6.0. Se ha detectado actividad de esia
enzima en muisculo de mamiferos (Hirao ef al., 1984) y en muiscuto de diferentes

especies marinas (Bonete er al., 1984, Hara er ol., 1988),
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Dipeptidasas. Gstas enzimas hidrolizan el enlace peptidico de oy dipéptidos y
requiere tanto de grupos aminos como de carboxilos en forma libre y que estén en el C
o N terminal (Bird y Carter, 1980). 8¢ han dividido en 4 tipos: 1) prolinasa; 2) glicil-
leucina dipeptidasa y 3) glicil-glicina dipeptidasa.

Las Prolinasas bidrolizan dipéptidos que contienen en el amino terminal el
aminodcido prolina o hidroxiproling (como Pro-Gly) (Bird y Carter, 19803, S ha
detectado su actividad en misculo de mamiferos, mostrando actividad maxima a pH 8.0
(Smith, 1984¢). Es activada por manganeso ¢ inhibida por fosfatos, citratos y pirofostato,

Las Glicil-leucina dipeptidasas, su actividad depende de Ia presencia de zine y
fosfatos, con un pH dptimo de 8,0 (Smith, 1984b) y ¢l manganeso no tigne ningun efecto
sobre la actividad de esta enzima (Krzysik y Adibi, 1977); se detectd actividad du czatm
enzimas en misculo esquelético de conejo y ratdn,

Se ha detectado [ actividad de Glicil-glicina Dipetidasa en masculo de ratas, la
cual es activada por cobalto a pH 7.0-7.6 (Smith, 1984b), La enzima hidrolizd los

dipéptidos Gly-Tyr y Leu-Tyr.

Ripepudilpeptidasas. Son enzimas proteoliticas que catalizan la lberacion
consecutiva de dipéptidos intactos a partir del N terminal libre de los polipéptidos
(McBonald y Schwabe, 1977), Basindose ¢n la actividad de estas enzimas sobre el
sustrato 2-naftilamida, se han detectado cuatro enzimas diferentes en masculo esquelético

(McDonald et al., 1971; Bury y Pennington, 1975),
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1) Dipeptidil aminopeptdasa o catepsina €. Los sustruos para identificar 1a
actvidad de catepsina C son Gly-Arg- v Gly-Phe-2-naftilamida a pli 5.6 {(McDonald y
Schwabe, 1977). Generalmente, Ja catepsina C rompe enlaces amida, éster, arilamida y
sustratos peptidicos con la secuencia X-Y-Z, donde X no es arginina o lisinay Y o 2 no
es proling.

BV sitio activo de 1a catepsina € estd constituido por un grupo ol (Fruton y
Mycek, 1956), el cual puede ser disociado por agentes desnaturalizantes como la wrea
a pH menores de 3.0 (Metrione ¢ af,, 1970). La enzima reguiere de iones cloro para su
activacion a pH 5-6 (McDonald er al., 1966; 1974). Se ha reportado que la catepsina C
es activada por agentes tiol ¢ inhibida por los agentes blogueantes de estos (Barret,
1972). Bl PMSF no tiene efecto sobre esta enzima (Fruton y Mycek, 1956), pero es
inhibida por iodoacetamida y CuSo, (Misaka y Tappel, 1971).

Se ha detectado la actividad de esta enzima en musculos de diferentes especies,
no obstante dicha actividad ha sido muy baja (Bury y Penningron, 1975; Hardy et al.,
1977y, En pollo ha sido tocalizada en particulas semejantes a los lisosomas (lodice er al.,
1972).

2) Dipeptidil aminopeptidasa 11, Su actividad ha sido evaluada sobre el sustrato
Lys-Ala-2-naftilamida a pH 4.5-5.5 (McDonald er af., 1968). Rompe enlaces liberando
dipéptidos a partir det N terminal del péptido con la secuencia X-Y-Z, especialmente
cuando X es lisina o arginina ¥ Y puede ser prolina, En contraste con la catepsina C, no
thene en su sitio active un grupo tol, ni requiere de ¢loro para activarse (Kar y Pearson,

1978, Parsons er al., 1978).
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3) Dipeptidil aminopeptidasa 113, Libera dipéptidos secuencialmente a partir del

N termipal libre de los polipéptidos a pH 7-8 (McDonald e al., 1971). Generalmente

para identificarla, se usa el sustrato Arg-Arg-2-naftilamida a pH 8.5 (Kar y Pearson,

1978}, La enzima ha mostrando ser de origen citosdlico, siendo  inhibida por
concentractones 1 mM de EDTA y activada por grupos tiol,

4) Dipeptidi] aminopeptidasa 1V, Hidroliza enfaces peptidicos produciendo

dipéptidos a partir del N terminal de polipéptidos con secuencia X-Y-Z, donde 'Y es un

residug protina, Su pH dptimo es pH 7.5, El sustrato usualmente utilizado para detectar

su presencia es Gly-Pro-2-maftilamida (McDonald y Schwabe, 1977).

Endopeptidasas

Por delinicion, estas enzimas rompen enlaces peptidicos de la cadena polipeptidica
distames a los extremos, en los cuales no se presenten grupos cargados en el carbong o
qu rodee al enlace a romper, (Mibalyt, 1972). La especificidad de este grupo de enzimas
sobre sustratos no es conocida, por o que se han clasificado en cuatro grupos, basado
en el mecanismo catalitico determinado por su sensibilidad a inhibidores especificos (Bird

y Carter, 1980).

Projeinasas Serina. Estas enzimas poseen un Unico residun serina reactivo en su

sito activo (Blow y Steitz, 1970), Muestran su mdxima actividad a valores de pld altos
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(8.0) y son Hamadas proteinasas alcatinas (Bird ef af., 1980}, Son inhibidas por acilacion
del grupo O de [a seripa con diisopropil Auorofosfato (DEP)Y (Jansen et al., 1949) o
sutfonit Muorure (Fahrney y Gal, 1963} vy por alguilacion del grupo imidazol de la
histidina por compuestos halogenilearbonicos (Shaw ef al,, 1965). A esta enzima se le
ha identificado como enzima "semuejante a Quimotripsina” (Makinodan et al., 1981),

Dos proteinasas serinas han sido identificadas: 1) Proteinasa serina miofibrilar, -
Noguchi y Kandatsu (1971) identificaron ta actividad de una proteinasa alcaling {(pH 9.0}
en el sobrenadante y precipitado de masculo homogenado de rata; como la actividad en
¢l precipitado fue 9 veces mayor gque en el sobrenadante, ésta fue asociada con la
miofibrilas, En forma similar, Holmes et al. (1971), reporiaron upa enzima en
miofibrillas de raton, que mostrd su actividad maxima a plt 8.3, Los resultados de estas
investigaciones sugirieron que un grupo hidroxilo es el responsable de la actividad
enzimdtica de la misma, La enzima tiene especificidad por los péptidos conteniendo los
residuos de Try-Leu y Phe-Phe (Noguchi y Kandastsu, 19700, Murakami y Uchida (1978,
{980), identificaron una enzima con propiedades similares a la proteinasa serina la cual
no requiere de calcio para su actividad,

2) Proteinasa miofibrilar y proteinasa citosdlica.- Dahimann er al., (1979),
observaron actividad de dos proteinasas en un homogenado de mdsculo de ratdn, con una
actividad mixima a pH alcaling. Una de las enzimas fue aislada de la fraccion
citoplasmitica (proteinasa citosdlica) y mostrd propiedades similares a Ja enzima

semejante & quimotripsing, La otra proteinasa fue aislada de Ja fraccidon miofibrilar
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(proteinasa miofibrikar), mostrando actividad semejante a Tripsioa, con maxima actividad

en el rango de p de 54 7,

Proteinasas Tinl. Bon aquellas proteinasas cuyo centro activo esti constituido por

uno o mas prupos SH, los cuales catalizan la reaccion; son inhibidas por agentes
oxidantes y alquilatantes y por jones metdlicos gue enlazan a los grupos SH (Mibalyt,
1972).

S¢ han reportado varias proteinasas tol en museulos de diferentes especies de
mamiferos (Aghar y Batti, 1987) v de pescado (Masumiya er al., 1989; Yamashila y
Konagaya, 1991), donde la mas importante ¢s émmidwmda fa catepsina B, Esta enzima
presenta idéntica actividad sobre 1os sustratos de tripsing (Bz-Arg-NHy) bajo condiciones
reductoras, Bl pH Optimo para su actividad varia de 3.5 a 6.0, dependiendo de la
naturaleza del sustrato, pero el mds coman es et pH 6.0 (Barret, 1972, 1973).

La actividad de ta catepsina B depende de los grupos SH (Husain y Bagai, 1976)
y es inestable a pH cercanos a 7.0. Se ha reportado baja actividad de catepsina B en
misculo de diferentes especies (Pluskal y Pennington, 1973a), siendo localizada en la
fraceion Hsosomal del mismo (Bird er al., 1978, Hardy y Pennington, 1979). En 1971,
Otto indicd que 1a catepsina B puede romiper un mimero variado de enlaces peptidicos
siempre vy cuando esté junto con otras enzimas, por oo lado, se ha reportado que en

forma pura es mds especifica (Kirschke er al., 1980).



35
Laps sustratos mds especificos para idemilicar la actividad de catepsina B son 3z-
DL-Arg-4-nitroamida, Bz-DL-Arg-2-natulamida (Otto, 1971) y Bz-Arg-Arg-2-naftilamida

(McDonald y Eltis, 1975).

Proteinasas Aspartatg, Un grupo -COON del residuo aspirtico constituye su sito
activo,  Bste grupo de enzimas son  inhibidas por reactivos esterificanies como
diazoacetilolencina-metilester en presencia  de  cobre  (Takahashi et afl., 1974),
flyoroborate (Paterson vy Knowles, 19732) y pepstatina (Umezawa y Aoyapi, 1977). Se
han reportado sélo dos endopeptidasas con un grupo -COOH en el sitio activo, a lay
cuales se le ha denominado catepsina D y B, siendo 1a primera la de mayor importancia,
Esta enzima requiere de cuando menos cinco residuos en su Sustralo para expresar su
actividad a pH 3-5 (Press ef al., 1960, Barret, 1970; Erickson ef al., 1981),

La catepsina ID es una proteinasa dcida (Huag ef of., 1980), donde su sitio active
estd constituido por los residuos Asp™ y Asp™ (Keilovd er al., 1968). Hidroliza mds
eficiente los enlaces peptidicos entre Phe-Phe, Phe-Tyr y Leu-Tyr, que los enlaces Glu-
Ala y Tyr-Leu, sugiriendo que fa enzima prefiere hidrolizar enlaces peptidicos gue
contengan residuos de aminodcidos hidrofobicos (Lin y William, 1979}, La catepsina D

se localiza en I fraceion lisosomal de Tas células (Bird ef al., 1978).



36

Metaloproteingsas. La actividad de estas enzimas depende de 1a presencia de un

catiom (Ca* ™, Zn*"), el cual puede estar fuertemente enlazado a la proteina. Este catidn
siempre mantiene una relacion estequiomeétrica con la molécula de proteina (Valle, 1953),
Las metaloenzimas son inlibidas por ciapidas, Ejempios de algunas metaloproteinasas
son: Colagenasa, Carboxipeptidasa A y algunas aminopeptidasas (Matsubara y Feder,
1971).

Las colagenasas hidrolizan enlaces peptidicos especifizos localizados en Ia wriple
hélice de la conformacion nativa del coligeno a pH 7.5; es estimulada por calcio y
compuestos tiol, No se ha aislado colagenasa del musculo esquelético, sin embargo,
existen estudios donde se indica la presencia de actividad de colagenass en muisculo de
hoving (,ilmak.kmmn et al., 1970).

De estudios realizados mediante el uso de sustratos sintélicos, se llegd a la
conclusion de que no se considera una enzima especifica de mdsculo en mamiferos

(Seifter y Harper, 1971).

Carboxipeptidasas

Existen dos tipos de carboxipeptidasas, A y B, Son liberadas por el piancreas y
requieren que ef grupo carboxilo del C-terminal en el restduo aminodcido esté libre,
Ambas requicren de Zn'' en sy sitio activo, Su especificidad sobre el sustrato es

diferente ya que la carboxipeptidasa B requiere que ¢l C-ierminal del residuo sea arginina
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o lising, migntras que la carboxipeptidasa A puede actuar sobre cualquier resfduo gue no
sea arginina, lising o prolina (Whitaker, 1972).

El jon Zn"" puede removerse del sitio active de las carboxipeptidasas por la
accidn de agentes quelantes como ERDTA o 1,10-fenantroling; este ultimo forma derivados
estables con el ion Zn*" v los Atomos de nitrdgeno. Diferentes estudios han indicado que
el sitio activo de las carboxipeptidasas contienen residuos trosit e imidazol los cuales
estdn enlazados por el ion An* " (Whilaker, 1972).

El pH Optimo de actividad de las carboxipeptidasas es entre de 6.5 y 7.5
(Whitaker, 1972}, No existe evidencia acerca de 1a actividad de estas enzimas en midsculo

de ninguna especie.

Proteinasas en Pescado

Se ha reportado ampliamente acerca de la actividad de proteinasas sobre la
degradacion de las proteinas en mamileros. Sin embargo, poco se ha dicho acerca de la
actividad de proteinasas en pescado y otras especies marinas. Existe upa gran variedad
de proteinasas en [os tejidos de mamiferos (Asghar y Bati, 1987), que muesiran ser
diferentes a las que se han encontrade en los tejidos de pescado (Siebert y Schmit,

1965).
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Catepsinas
La protedlisis de hemoglobing y olras proteinas ha sido atribuida a la accidn de
un grupo de enzimas hidroliticas denominadas catepsinas, las cuales tenen su origen en
a fraccidn lisosomal (Bird er al., 1969). A pesar de que los niveles de actividad
encontrados en el musculo fueron bajos comparados con otros tejidos, 1a contribucion al
total de la actividad enzimdtica en el musculo de pescado es mayor del 80%, to que
significa que dicho drgano es una fuente coantitativamente importante de catepsinas
{Bonete er al., 1984). Sichert, (1958), reportd actividad de catepsinas utilizando

hemoglobina como sustrato en el masculo de bacalao, arenque, trucha y carpa.

Catepsing 2. La catepsina D estd considerada fisioldgicamente como la principal
proneinasa lisosomal Acida en la degradacion de proteinas intracelulares (Barret, 1977¢),
Se ha detectado su actividad en masculo de diferentes especies, entre ellas en lisa (Mugil
auratus), donde mostrd su midxima actividad a temperatura de 60°C y pld 4.0, Su
actividad disminuyd al cambiar el pH, atribuyéndose dsto a la presencia de dos residuos
aspartilos (uno ionizado y otro no jonizado) en ¢l sitio activo,

La enzima es considerada una proteinasa aspdriica ya que fué inhibida por
pepsiatina (Bonete et al,, 1984). En muisculo de carps mostd su mixima actividad
utilizando hemoplobina como sustrato a pll de 2.6-2 8 y 50°C, fue fuertemente inhibida
por pepstating y cobre, En la hidrolisis de miofibrillas mosted actividad dptima a pH 3-4,

pero no a 6.0 (Makinodan e al,, 1982},
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Bl que yespecta al musculo de mojarra CHilapia mossambica)y, 1a catepsina B
mostrd una actividad hidrolitica Optima a pH 5.0 al utilizar como sustrato un extracto
sarcoplismico, mieniras que con hemoglobing desnaturalizada mostrd maxima actividad
aph 2.8y 3.8, Su temperatura Optima fue de 50°C, mostrando estabitidad en presencia
del sustrato o 60°C, No fue inhibida por compuestos sultidrilos ni iones como cobre y
plomo a pld 3.5 y 37°C (Doke er al., 1980), pere si por iones comy  mercurio y
hierro*™ . Por otro lado, se reportd una fuerte activacidn por iones calcio, niquel y
magnesio, una ligera activacion por jones zine y cadmio, parcial y completa inhibicion

por EDTA y pepstatina respectivamente, {(Jiang er af., 1991),

Catepsina A. Existen pocos estudios de Ia actividad de esta proteinasa en muisculo
de pescado (Brickson et al., 1983; Jiang et al., 1990). No se ha detectado su actividad
en fluido sarcopldsmico del misculo de bacalan vy merduza (Brickson ef al., 1983) y si
en musculo de chano (Nang er al., 1990),

Durante estudios con inhibidores especificos se detectd la actividad de dos
fracciones (A vy B) de proteinasas semejantes a catepsing A, la actividad dptima para
hidrolizar caseina fue de 30°C para A y 40°C para B, E) pH dptimo de ambas fracciones
para hidrolizar Carbobenzoxi-Gly-Phe fue de 7.0; la temperatura para inactivar ¢l 50%
de su actividad fue de 46°C para A y 48°C para B (Jang ef al., 1990)

La fraccion B fue parcialmente inhibida por pepstatina, mientras la A fue

totakmente inhibida por el mismo compuesto. Pepstatina es un iphibidor especifico de
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witepsina Ay D (Makinodan ¢ Tkeda, 1976), pero la catepsina 1D hidroliza pépridos que
contienen 4 menos cinco reswduos de aminodeidos (Turk er af., 1984), por lo que de
acuerdo a Ia especificidad del sustrato sinlétieo, la enzima se considerd semejante a
catepsing A, Los jones divalenies no tienen efecto sobre la catepsing A, excepto el

mercurio, el cual la inhibié ligeramente (Jiang et af., 1990).

conforma su sitio actuvo el cual es esencial en su actividad catalitica (Barret, 1977a).
Puede hidrolizar ficilmente aldolasa por lo que es usada para diferenciar a esta enzima
de Carboxipeptidasa B lisosomal (Barret y Kirschke, 1981).

La catepsina B en musculo de lisa (Mufil aurarasy mostrd su mixima actividad a
45°C y pH 6.0, con un decremento al cambiar el pH, mostrando con ésto la existencia
de un par cisteina-histidina en su sitio activo. s activada por ditiotreitol e inhibida por
indoacetato ¢ iodoacetamida (Bonete ef al., 1984).

En carpa, la actividad méxima mostrada fué a pH 6.0 y 37°C con benzoil-DL-
arg-f-naftilamida como sustrato sintético; fue activada por compuestos como cisteing y
ditiotreitol; pero inhibida por 2-mercaptoetanol y también fue activada por agentes
quelantes tales como EDTA, (Hara er al., 1988). En misculo de macarela, ¢l pH dptimo
para hidrolizar el sustrato sintético fue de 5.5 y 40°C, Esta enzima fue activada por

compuestos tiol y fuertemente inhibida por TLCK (Matsumiya ef al., 1989).



Porteinasas alcalinas

La calidad de los geles de pescado en productos manufacturados, depende
grandemente de su elasticidad, ya que productos tipo gel de pobre elasticidad ven
disminuido su valor comercial, Uno de los factores principales relacionados con la
disminucton de la calidad de gel ha sido relacionado con la actividad de proteinasas
alcalinas estables al calor, presentes en el maseulo del pescado (Makinodan y Tkeda,
19715 Lanier er al., 1981).

Lo anterior  suglere que estas proteinasas del muisculo afectan la calidad del
pescado durante su almacenamiento y procesado (Makinodan er af,, 1984}, En curvina
Wlanca (Argyrosomus argentaius) mostrd su maxima actividad a 60°C y pH 7.0, Esta
proteinasa alcalina no solo actia sobre sustrato simtético, sino también sobre proteinas
miofibrilares aisladas (Makinodan y Tkeda, 1971; Lin y Lanier, 1980).

En misculo de esta dltima especie se detectd una proteinasa alcaling, la cual fue
considerada como una enzima citoplasmitica, que mostrd ser estable al calor y capaz de
depradar a actinomiosina in vitre, ademis de que no requiere de calcio parit su actividad,
no fue afectada por inhibidores como PMSF, TLCK o EDTA, sugiriendo que la
proteinasa no fue del tipo triptica o quimotriptica (Lin y Lanier, 1980).

Su curva de actividad se basd principatmente en el andlisis de pH y el efecto de
temperatura, donde la proteinasa alcalina mostrd hidrotizar efectivamente proteinas del
musculo a 60°C y pl neutro, corroborando con esto su accion en la degradacion de la
textury de geles de pescado procesados iérmicamente en rangos de lemperatura cercanos

a los 60°C. (Takagi, 1973; Iwata et al., 1974; Cheng er al., 1979; Makinodan er al.,
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1985). La enzima resultd ser estable agn aphcando clomro de sodio al producto en
concentraciones del 2.5%,

Ha sido reportado que los niveles de actividad de proteinasas aleabinas en muisculo
varia segun la especie (Makinodan er al., 1984), en el orden siguiente: trucha = sardina
> curving blanca = carpa = nucarela > lisa. Por otro lado, la actividad enzimitics
durante 1a preparacidn de peles vesultd ser: sarding = Curvina blanca > macarela > lisa
= carpa (Shimizu e af., 1981).

En midscolo de barracuda (Sphyraena sp.) se punficd parcialmente una proteinasa
alcaling, fa cual actud sobre las proteinas miofibrilares a pH de 7.5-8.0 y 55-60°C

(Makinodan e Tkeda, 1971).

Proteinasa Neutra

S¢ ha considerado que las proteinasas neutras del tejido musculay estan
estrechamente relacionadas con la autodigestion de las proteinas del muisculo. Existe poca
informacion acerca de estas enzimas (Susuki y Goll, 1974, Makinodan e Tkeda, 1976b),
Ia mayor parte de ésta, comprende estudios en tejidos de mamiferos. En musculo de
pescado en particular, hay pocos reportes relacionados con la actividad de proteinasas
neutras,

Makinodan er al, (1979), extrajeron una proteinasa del musculo de carpa, que
resultd ser una tipica proteinasa neutra, activa a pH 7.2 y 40°C. La enzima hidrolizé

hemoglobina pero no caseina ni albdmina. Su actividad fue inhibida por EDTA y
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compuestos sufidrilos como didotreitol; o requirid ealeio para suoactvidad, ni fue
afectada por iodoacetato. Esta proteinasa actud bien sobre hidrolizados de hemoglobina
prwducidos por la catepsing D del misculo de carpa. La enzima es constderada una nueva

proteinasa neutra la cual no ha sido reportads previamente en musculo de pescado,

Tripsing, Cuimotripsing y Carboxipeptidasas

Fstas enzimas no estdn contemplsdas como parte de las proteinasas en muisculo;
sin embargo, muchos estudios han tratado de relacionar alpunas caracteristicas de
enzimas alcalinas musculares con éstas, por lo gque se les ha denominado como enzimas
semejamte a tripsina, semejante a quimotripsina y semejantes a carboxipeptidasas. En
pescado, la mayorfa de los estudios de la actividad semejante a estas profeinasas se
enfoca principalmente en visceras (Kuwano er al,, 1976, Chen er al,, 1978, Bonnie e
al., 1986; Chen et al., 1989) v sélo pocas a muisculo (Brickson ¢r al., 1983; Rang ef al.,
1990).

En visceras de chano (Chen er af,, 1989} y dependiendo de la especificidad del
sustrato, se ha reportado la presencia de cusiro fracciones enzimaticas (protejnasas) con
actividad caseinolitica, designadas como A, B, Cy D, donde fa fraccion A, se considerd
comp semejante a carboxipeptidasa A; la fraccion B, como semejante @ quimotripsing y
las fracciones C v ¥ como semejantes a (ripsina.

Las temperaturas de actividad optima sobre la hidrolisis de caseina de las tres

fracciones anteriormente sefialadas fue de 60°C para la fraccion A, 60°C para la B,
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S5°C parg la Cy 65°C para la D, El pH dptimo de fa fraceion A para hidrolizar hipuril-
L-fenilalanina fue 9.0, mientras que la fraceidn B parta hidrolizar acetil-L-tirosina etil
ester v Bas fracciones C v D para hidrotizar Tosil-L-arginina metil ester requieren de un
pH de 8.0 (Chen et af,, 1988)

En la misma especie de pescado se ha detectado una enzima semejante a tripsina
con actividad sobre caseina (lang e al,, 1990); fa temperatura parg hidrolizar coseing
fue de 60°C y el pH optimo para hidrolizar p-iosil-L-arginina met! éster (TAMI) fue
8,0, La temperatwra requerida para disminuir su actividad a un al 30%, fue de 51°C,

Frickson ef «f., (1983) reportaron Ja presencia de una proteinasa semejante a
quimotripsina en fluido sarcopldsmico de muisculo de bacalao y merluza, In cual mostro
pH dptimo de 7.3 para hidrolizar glutaril-L-fenilalanina, Dicka enzima fue inhibida por

cobre, TLCK y PMSF.



MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se utilizd Sardma Monterrey (Sardinops sagax
caeruleay, 1a cual fue capmrada en el mar de Corter 2 bordo de la embarcacion sardinera
"El Fchaniz", propiedad de la empresa "Sardinas y Derivados de Guaymas, 5. A, de
C.V.", del Puerto de Guaymas, Sonora, México, La muestra se tomd a 1a salida del
chupdén de la succionadora y se acomoddd en las hicleras en forma encontrada (cabeza-
cola) colocando capas alternadas de hielo vy sardina, Se eliminason todos agquellos
especimenes que presentaron magulladuras o estuvigsen rotos,

L4 muestra s¢ transportd a las instajaciones del CIAD lo mas ripidamente posible,
Al legar se hiza otra seleccidon y reacomodd en hielo nuevo antes de ser sometida a

fileteo, el cual se levd a cabo dentro de las primeras 24 h poscaptura,

Reactivos
Bl cirrato de sodio, HCE etanol al 99.8%, dcido acético glacial y citrato de sodio bi-
hidratado, fueron de Merck-México, 8.A.; el cianuro de sodio, de Productos Quimicos
Monterrey, 8.A. (Monterrey, NL); 1a cisteing oblenida de Spectrum (Chemical MFG
Corporation, San Pedro, CA.) y todos los demds reactivos utilizados fueron

proporeionados por Sigma (Sigma Chemical Co,, 5t. Louis, MO).

435
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Obtencion del Masculo

La sardina fue fileteada evitando contaminacidn visceral, Bl fileteado se Hevd a
cabo de la cabeza hacia la cola, eliminando la sardina en caso de rompimiento estomacal;
se lavaron todos fos utensilios cuando se presentd este caso, El misculo fue empaguetado
gn porciones de aproximadamente 500 g, para luego ser congelado a -167C hasta su uso,

Durante 1odo ¢l fileteo, la sarding y misculos obtenidos se mantuvieron en hielo,

Extraccion de Proteinags Miofibrilares

Se wilizéd misculo de sardina descongelado a 4°C. Las proteinas se extrajeron
siguiendo las recomendaciones de Hashimoto et al., (1979).

Todas Ins operaciones fueron llevadas a cabo a 4°C. Se pesaron 20 2 de midsculo
congelado y finamente picado en tubos para centrifuga de 500 mL, se descongeld vy se
agregd 200 ml. de buffer frio de fosfatos (pH 7.5, fuerza idnica () = 0.05). Se
homogenizd con un homogenizador de tejido Tizzumizer Tekmar Modelo ST 1810
{Tekmar Co. W, Germany) a velocidad de 40 por 2 minwtos, con intervalos de 1T miny
30 segundos de reposo.

Posteriormente, se centrifugd en una centrifuga refrigerada Beckman Modelo 12-
21 (Beckman Instruments INC. Palo Allo, CA); a 5000 X ¢ por 20 minutos, Ll
sobrenadanie confeniendo la fraccidn protéica sarcoplismica fue desechado, Se repitio
fa operacion una segunda vez, El residuo de 14 segunda operacion fué homogenizado con

200 ml de buffer de fosfatos-KCl pH 7.5, 1=0.5 (KCt 0.45 M, Na, HPO, 15.6 mM,
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KHL,PO, 3.5 mM), se ceniritugd con las condiciones ameriormente sefialadag,  13)

sabrenadante se guardd en refrigeracion hasta su uso posterior. Se repitid la operacion
¥ log dos sobrenadantes se mezclaron, constituyendo la fraceidn proteica miofibrilar,

La fraccion miofibrilar se filtrd a través de Tana de vidrio para eliminar la gras:

y se dializd en contra de agua destilada por 24 b a 4°C, en wbos de celulosa de 20 cm

de longitud y 2.5 cm de didmetro.

por wbo de celulosa (6-8 wbos) y se colocaron en un frasco de vidrio de 3.8 1, de

capacidad lleno con agua destilada {ria. Se dejoé reposar por 24 I a 4°C. Transcurrido

el liempo se separd fa mayor parte de la solucion que no contenia proteinas miofibrilares

precipitadas. La parte que si contenia se colocd en tubos de centrifuga de 500 m.li, yst.
centrifugd a 6000 Xg por 30 min y 4°C.

Transcurrido el tiempo se desechd el sobrenadante y el precipitado se colocd en
viales de plasticn de 25 ml sellandose con papel paralilm. Se congelaron a -40°C y se
almacenaron por 5 dias aproximadanmente para luego ser liofilizadas por 48 h, en un
liofilizador Labconco Modelo 4451F, (Labconco Corporation. Kansas City, MO) con
vacio de 200 micrones de He y - 50°C,

Las proteinas liofilizadas s¢ molieron hasta obiener un polvo muy fino, en un
mortero evilando calentantients y posteriormente, fueron almacenados a - 40°C hasta su
UE0 comMo sustrato para determinar la actividad de proieinasas presentes en el muisculo

de Sarding Monterrey.



43

Preparacion de  Suspensiones  para. suouso eomo Sestrato. Enzindtico,  Se

prepararon suspensiones de proteinas miofibrilares a una concentracion del 1% las
preparaciones se Hevaron a cabo en los diferenies buffers de acuerdo a las condiciones
necesarias (para plt en diferentes butfers presentados eén el cuadro 6 y pars temperatura,
fuerza jonica y estabilidad del extracto crudo, en buffer Tris-HC1 0.2 M, pH 7.5).

Las suspensinnes se prepavaron homogenizando las proteinas liofilizadas con e
buffer requerido por 5 minutos o hasta formar una suspension homogénea con una
velocidad minima para evitar formacion de espuma, mantemendo la muestra durante todo
el tiempo en bafio de hielo. Las suspensiones fueron preparadas antes de ser utilizadas

para evitar al mdximo la oxidacion ya que no estaban totalmente libre de grasa,

Fluido sarcoplasmico

Extraccidn. B fluido sarcoplismico {extracto crudo para actividad de proteinasas),
se obtuvo de Ta siguiente forma. EI misculo congelado se picd finamente colocindose en
tubos de centrifuga de policarbonato de 500 ml. de capacidad, se dejo descongelar a
temperatura de 4°C (aproximadamente 10 min) y se centrifugo a 3000 X g por 30 min
a 4°C, en cenirifupa refrigerada Beckman Modelo J2-21 (Beckman Instruments INC,
Pato Alto, CA): condicion con fa que se obtuvo el mayor rendimiento de extraceion (4

ml por cada 60 g de misculo),
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Transcurrido el tempo, se separd el iguido del residue el cual fue utilizado cono
fluido sarcopldsmico. El fluido se manejé en fresco para todo el trabajo cada vez que se

realizaron andlisis, manteniéndose en bafio de hielo durante todo el tempo ulilizado,

Determinacion de la Concentracion de Proteinas. La determinacion del contenido

de proteinas del Muido sarcoplismico se levd a cabo mediante ¢l método de Biuret
(1964), utilizando una curva estandar de seroalbdiming bovina (SBA), con una solucion
madre de 10 mg/ml. Se hicieron diuciones de 0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10 mg/ml.. S¢ leyd

absorbancia a 540 nm ¢n un espectrofordmetro Perkin-Elmer Modelo Lamda 3A (Perkin

Elmer de México 8.A, de C.V; México, D.F)."

Estabilidad. Se determind la estabilidad de ta actividad enzimidtica del flufdo
sarcopldsmico bajo las siguientes condiciones:

a) Actividad de enzimas proteoliticas del exwracto crudo sobre las proteinas
presentes en éste, Lo anterior se interpretd como el contenido de Nitrdgeno no proteico
(NNPY en 1a muestra, siguendo fas recomendaciones de Erickson ef af. (1983).

Be almacend el extracto crudo por 4 dias a 0°C, tomando muestras a los tiempos
0, 24, 48, 64 y 72 h, Se precipitaron las proteinas presentes en el extracto con acido
triclorcacético al 5%.

Parg un volumen totat de 2 ml, se mezelaron 1.5 mL de extracto ¢rudo y 0.5 mL

de TCA al 20%. Se reposd la muestra por 30 min a temperatura ambiente y se filtrd 2
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través de papel Whatman No. #1. Se abmacenaron todos Jos extracios de TCA de los
muestreos en refvigeracion a 4°C, Se determind el contenido de NNP por el méodo de
micro-kjeldhal  (AQAC, 1984), utilizindose nmuestras de 0.6-1 g, Todas  Jas
determinaciones fueron hechas por duplicado.

by Almacenamiento a 0°C y 4°C por un periodo de 4 dias, monitoreando ¢l
cambio de absorbancia cada 24 h, 1womando como dia cero cuande recién se obtuvo el
extracto,

Se tomaron 0.5 mL de extracto, se le agregd 2.0 ml de suspension de proteinas
miofibrilares al 1% en buffer Tris-HC! 0.2M, pH 7.5 v 1 mL del mismo buffer Tris-
HCL. Bl blanco contenia lo§ inisnms compuestos excepto fluido sarcoplismico.

Tanto la mezela como el blanco se incubaron a 38°C por 30 minutos en baio
Marfa, Transcurrido el tempo de incubacion se pard la reaccidn adicionando 6 ml. de
acido tricloroacético al 5% a las mezclas reaccion y para el blanco se adicionaron 6 mL
de acido tricloroacético al 3% + (1.5 ml. de fluido sarcoplismico.

Se dejaron reposar por 30 min & temperatura ambiente (22°C) y se filtraron a
través de papel Whatman No, 1y a los sobrenadanles se les leyo el cambio de
absorbancia a 280 nm, en un Espectrofotémetrs Perkin Eimer de doble haz, modelo
Lambda 3A UV/VIS (Perkin Elmer de México, S.A. de C.V. México, D.F), La
actividad se expresd como QA ./ min/mg proteing,

A lo largo de 1odo el periodo de almacenamiento se determing cl contenido de
proteinas de 50 ul de extracto erudo por el método de Biuret (1964) a 540 nm,

utitizando atbdmina bovina como proteina estindar, La curva utilizada comprendid el



rango de concentracion de 0-10 mg/ml.,

¢) Almacenamiento por 4 h a 0°C, omando muestras a los 0, 30, 60, 120, 180,
240 min, después de oblener ¢l extracto, Se tomaron 0.5 mlL de exiracto, se le agregd
2.0 ml de suspension de proteinas miofibrilares al 1% en buffer Tris-HCT 0.2 M, pH
7.5 y 1 ml del mismo buffer Tris-HCH E] blanco contenia 105 mismos compuestos
excepto fluido sarcopldsmico. Tanto la mezcla coma el blanco se incubaron a 63°C por
30 mimutos en bafo Maria,

Transcurrido el tempo de incubacidn se pard la reaccién adicionando 6 ml de
TCA al 5% a las mezclas reaccion y para el blanco se adicionaron 6 mL de TCA al 3%
+ 0.5 mk de flefdo sarcoplismico. Se dejaron reposar por 30 min a temperatura
ambiente (22°C), se filtraron a través de papel Whanman No. 1y a los sobrenadantes se
les leyd el cambio de absorbancia a 280 nm, La actvidad se expresé como DA
e DD/ profeina, El contenido de proteinas se determind por el método de Biuret

(1964).

Actividad Autolitica del Flulde Ssrcoplismico

Efecto del pH
Se llevé a cabo siguiendo la metodologia de Erickson e al. (1983), pero en lugar
de utilizar hemoglobina comao susirato se usd una suspension de protefnas miofibrilares

al 1%, Los buffers para resuspension de proteinas miofibrilares y las reacciones
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prilizados para esta tenica fueron 0.2 M determinados en ¢l presente trabajo y se

muestran n el Cuadro 6.

Cuadro 6. Buffers gtilizados para determinacion del efecio de pH sobre la actividad y
estabilidad de proteinasas presentes en el musculo de Sardina Monterrey,

Para Buffer para resuspension de proleinas Buffer reaccion

pH miofibrilares

2.3 Ac. Clirico-NaQI pH 2.42 Ac. Citrico-NaOH pH 2.42
3.5 Ac. Citrico-NaOH pH 2,42 Ac. Citrico-NaOM pH 4.87
4.5 Ac. Citrico-NaOH pH 4,87 Ac. Citrieo-NaOH pH 3,80
5.5 Ac. Milico-NaOH pH 5.19 Ac. Milico-NaOM pH 5.3
6.5 Ac. Citrico-NaOH pH 4.87 Fosfatos pld 7.5

7.5 Tris-HCI pH 8.5 Tris-HCE pH 8.0

8.5 Tris-HCI pH B.5 Tris-HCH pH 10.9

9.5 Glicina-HCE pH 9.63 Jicina-HCl pH 107
10.5 EDTA-NaOH pH 11.52 EDTA-NaOH pH 10,49

Las mezclas reaccion se elaboraron de la siguiente maneri:

o tubos de vidrio de 18 x 150 num se colocaron 2 mL de suspension de proteinas
miofibrilares al 1% en los diferentes buffers segin el cuadro 6, 1.0 mL de buffer
reaccion para cada pH y 0.5 mL de fluido sarcoplismico, Ll blanco contenia todo
excepto fluido sarcoplismico.

Mezclas y blanco se incubaron a 50 °C por 30 min en bafio Maria, Al final del

periodo de incubacion se agregd 6 mi. de TCA al 5% (peso/volumen) a las mezclas y
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para el blanco, 6 ml de TCA al 5% y 0.5 wl. de Muido spreoplismico. Ambos se
reposaron 30 min a tlemperatura ambieote, se filiraron a través de papel Whatman No.
Ly ab sobrenadante se midid la absorbancia a 280 nm.

La actividad fue expresada como O Ay, /min/mg proteina, El contenido de

woteinas Se determing por el método de Biluret (1964),
f

Efecto de la Temperatura
Se midid de acuerdo a las indicaciones de rickson ef af. (1983) con una ligera
modificacion, En Jugar de usar caseina como sustrato, se utilizaron proteinas
miofibrilares lofilizadas extraidas del misculo de sardina en concentraciin del 1%,
Las mezclas reaccion se elaboraron de la siguiente mxanera;
En un matraz erlemmeyer de 25 ml. se colocaron 10 ml. de suspension de proteinas
miofibrilares al 1% en buffer Tris-HCH 0.1 M, pH 7.5; § ml. de butfer Tris-HC1 0.1 M,
plt 7.5 2 4°C y 5 mL de Muido sarcoplismico.
Bl blanco contenia 10 mL de suspension de proteinas miofibrilares al 1% y 3 mL
de buffer Tris-HCLO. 1 M, pH 7.5, Mezclas y blanco se incubaron a 23, 35, 45, 50, 35
-
y 65°C en bafio Maria por 2 hrs, A intervalos de 30 min, se tomaron alicuotas de 2 ml
"
de la mezcla reaccion y se agregaron 3.5 mL de TCA al 5% (peso/volumen). A la vez,
del blanco se tomaron 3 mL y se agregd 1 mb de Muido sarcopldsmico e inmediatamente

7 mb, de TCA al 5%. Mezclas y blancos reposaron a temperatura ambiente por 30 min,
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Se filraron a través de papel Whaman No. | opara separar ¢l precipitado. Al
sobrenadante se le midid Ja absorbancia a 280 nm. La actividad fue expresada como ¢
Az /g proteina, Bl contenido de proteinas se determind por ¢l méedo de Biuret

(1964).

Efecto de la Fuerza lonica

Para determinar el efecto de fuerza idnica sobre la actividad de proteinasas
presentes en el muscuto de sardina se modificd la téenica de Deng et al. (1979).

Se prepararon varias soluciones de diferente fuerza idnica formadas de buffer
Tris-HCL 0.2 M, pH 7.5 y KCL. Bl buffer aporté una fuerza idmea (1) de 0.10; la
diferencia para lograr I de 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6, fue aportada por KCL

Segin Segel (1976), la relacion entre la fuerza idnica y la molaridad de una
sotucion de sales ionizables depende del nimero de tones producidos y su carga neta

{Cuadro 7).

Cuadro 7. Ejemplo de fuerza idnica de diferentes compuestos.

Sal Fuerza i0nica
Tipo Ejemplo
Il KCl, Nalir M
2:1 CaCly, NayHPO, IXM
22 My50), AXM
31 Fell,, Na, PO, 6XM
2:3 Fe,(50,), 15XM




Fuenle: Segel, 1976,

Por 1o tanto Jas fuerzas idnicas de las soluciones de KCI serdn iguales al valor de
su molaridad. Se prepararon las sipuientes soluciones de KCI en el buffer Trig-HCl
0.2M, pH 7.5 (Cuadro 8), las gue se determinaren en el siguiente 1rabajo.

Cuadro 8. Molandades de las soluciones buffer uiilizadas para deteminacidn del efecto

de fuerza idnica sobre la actividad y estabilidad de proteinasas presentes en el misculo
de Sardina.

Solucién de KCI, en buffer Para Fuerzas iGnicas de
Tris-HCI 0.2 M, pH 7.3

0.04 M 0.2
0.14 M 03
0.24 M 0.4
.34 M 0.5
0.44 M 0.6

Se prepararon suspensiones de proteinas miofibrilares al 1% a diferentes fuerzas
ionicas en los buffery del cuadro 6.

En el estudio de efecto de fuerza idnica, Jas mezclas reaccion se prepararon de
l# siguiente manera;

Para las dit’m’mtcs fuerzas idnicas (1) de 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6 s¢ colocaron en
tubos de 185150 mm 2 ml. de suspension de proteinas miofibrilares al 1% en soluciones
hutfer (Cuadro 6). Se¢ adiciond | mi del mismo buffer de diferentes fuerzas idnicas
(Cuadro 6) y 0.5 mL de fluido r‘::;irf:;upl;imnim. Para los blancos se mezeld todo excepto
et Muido sarcopldsmico. Mezclas y Dancos se incubaron a 60°C por 30 min en baio

Maria.
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Para finalizar fa reaccion se adicionaron 6 mL de TCA al 5% a las mezclas v al
blanco se le adicionaron 6 mL de TCA 31 5% + .5 ml. de Duido sarcoplismico. Ambos
se dejaron reposar 30 min a temperatura ambiente para posteriormente ser filirados a
través de papel Whatman No, 1. Al filirado se le leyd absorbancia a 280 om. La
actividad fue expresada por 0 Ay, /Min/my proteina,

1 contenido de proteinas del extracto se determing por @l método de Biuret

(19064).

Estabilidad al pH

Se provedio a incubar el extracto a Tos plide 2.5, 3.5, 4.5, 55,65, 7.5, 8.5y
9.5 en baio de hielo.

Se coloed 0.5 ml. de fluidy sarcophismico en un tubo de ensayo y tomando de
referencia el coadro 6, se agregd 2 ml. de buffer para resuspension y 1 ml. de butfer
reaccion para el ajuste de los diferentes pls. Las mezclas de fluido a diferentes pHs se
incubaron en bafio de hielo por 1 h,

Transcurrido este tempo, se midio Ja actividad residual del fluido sarcoplismico
a pH 7.5 y 63°C. Para cada pli, las mezelas reaccion se formaron de 2 ml. de
suspension de proteinas miofibrilares al 1% en buffer Tris-HCl, 0.2 M, pH 7.5; 1 mL
de buffer Tris-HCt, 0.2M, pH 7.5 ¥ 0.5 ml, de la mezcla preincubada. Para ¢l blanco
fue igual excepro que no Hevaba mezela preincabada.

Ambos, mezelas reaccion y blanco se incubaron en baho Maria a 63°C por 30
min. Para terminar la reascciongse adicionaron 6 ml de TCA al 5% a las mezclas
reaccion y para el blaneo se adciond 6 ml, de TCA al 5% 4+ 0.5 mlL de mezcla
preincubada; ambos s¢ reposaron a temperatura ambiente por 30 min, Se filtraron a
través de papel Whatman No 15 al filtrado se le determind la absorbancia a 280 nm, A
la mezcla preincubada se le determind el contenido de proteinas por el método de Biuret

(1964). La actividad se expresd como 0 Agy,,/Min X mg proteina,
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Estabitidad a Ja Temperatura

Bl periodo de incubacion en el estudio del efecto de temperatura en la actividad
autolftica fue de 2 b (Brickson ef af., 1983), tomando alicuotas cada 30 min, Para fa
evaluacion de 1o estabilidad se determind utilizar el doble dé tiempo de a reaccion ol
{preincubacion) siguiendo ta recomendacion de Sepel (1972).

Bl extracto se preincobd a 10, 20, 25, 35, 45, 55, 65, 70y 777C, por 0, 30, 00,
90, 120 y 150 min. Se colocaron por duplicado alicuotas de 0.5 wml, de fuido
sarcoplismico en mbos de 18x150 mm y para ¢l blanco, 1 mi, del mismo fluido en tuboy
de 13x100 mm. Ambos se preincubaron en bado Maria a Jas diferentes emperaturas,
etiguetando los tubos para cada tiempo evitando asi confusion al momento de retirarlo,

Para cada intervalo se midid fa actividad enzimdtica residual de la sipuiente
manera:; para mezelas reaccion, a los 0.5 ml de fluido sarcoplismico previamente
incubado + 2 mL de suspension do proteinas miofibrilares al L% en buffer Tris-1CHO.2
M, pH 7.5 + 1 ml. del mismo buffer.

Para ¢l blanco se adicionaron 2 ml. de suspension de proteinas miofibrilares al
F% en buffer Tris-HCLO.2 M, pH 7.5 + 1 mL de buffer Tri-HCI 02 M, pH 7.5, El ml
de fluido sarcoplasmivo preincubado para este blanco s¢ cologd en bafia de hiclo mientras
durd ta incubacion de la reaccion. Tanw mezelas reaccion como blanco se incubaron a
65°C por 120 min en bafio Maria.

Para terminar la reaccién a las mezelas reaccion se agregaron 6 mL de TCA al
5% para el blanco, se adicionaron ¢ mL de TCA al 5% y 0.5 mlL de Nuido
sarcoplismico preincubado y que fué mantenido en el hielo. Las mezclas de TCA se
reposaron por 30 min a temperatura ambiente y se filtraron a través de papel Whatman
No. 1, a los sobrenadantes se leyd su absorbancia a 280 nm.

Se determind el contenido de proteinas de las mezelas preincubadas por gl método

de Biuret (1964), La actividad se caleuld como £ Ay, /min/mg proteina).



Estabilidadt & la Fuerza dnica

e los andlisis realizados en este trabajo, para la determinacion del efecto de
fuerza iomica sobre la actividad de protemasas en fluido sarcopldsmico det musculo de
la sardina, se determind que el valor de foerza idnica para la mixima actividad
enzimitica fue de 0.3,

Fn la determinacion de la estabilidad se hizo lo siguiente:

Se preincubd en bano de hielo por 1 h, 0.5 ml de uido sarcoplismico con 3.0
ml, de buffer de fuerza idmea 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, los cuales fucron ajustados
wiilizando las soluciones buffer reportados en el Cuadro 8.

Al térming de Ta preincubacidn, para las mezclas reaccion se tomaron alicuotas
de (0.5 ml. de cada wbo, se agregd 2 ml. de suspension de proteinas miofibrilares al 1%,
en buffer Tris-HCL 0.2 M, pH 7.5 + 1 ml. de buffer del nismo bulfer, reajustando la
fuerza i6nica de fa mezcla a 0.3, mediante 12 adicidn de los gramos de KCI necesarios
para un volumen twial de 3.5 ml (Cuadro 9).

Para los blancos se hicieron las mismas mezelas pero sin fluido preincubado: éstos

permanecieron en hielo hasta terminar la reaccion.

Cuadro 9. Adicion de los pramos necesarios de KO para ajustar la fuerza idnica a 0.3
en las proebas de estabilidad de la setividad autolitica a 1a fuerza idnica,

Fuerza iGnica # de KC1 para ajuste a
necesaria 1=0.3 en 100 ml de buffer
0.2 1.167
0.3 1.043
0.4 0.916
0.5 0.793
(1.6 (3,669

Tanto mezctas reaccién como blancos se incubaron a 65°C por 3 min. Las

reaceiones se terminaron agregando 6 mL de TCA al 5% a las mezclas reaccion y para



Y
los blancos se adicionaron 6 mL de TCA al 5% + 0.5 mL de fos fluidos preincubados,
gue fueron mantenidos en hielo,

Se reposaron 30 min 4 lemperatura ambiente ¥y filraron a wavés de papel
Whatman No, LA los sobrenadantes se les levd absorbancia a 280 nm. Se dewrming
el contenido de proteinas de lus merclas preincubadas por el método de Biuret (1904).

La actividad se reportd como O Ay, / 11N X my prideina.

Determinagion de Agctividades Especilicas

del Fluido Sarcoplismico

Colagenasa

Medicion de Actividad, La actividad especifica para colagenasa presente en ¢l

Nuido sarcoplismico del masculo de sardina se determing de acuerdo al método
extablecido por Brickson er al,, (1983).

Bl volumen total del medio reaceidn fue de 5.1 ml y se formd con 25 mg de
coldgeno utitizado como sustrato + 1 ml. de CaCly 1,785 mM en buffer Tris-HCI 49,98
mM, pH 7.5 4 4 ml. del misme buffer + 0.1 ml de fluido sarcoplismico,

Se manejaron dos blancos:

Blance 1: No contenia coldgeno

Blanco 2: Contenfa agua destilada en lugar del flufdo sarcoplismico.

Tanto la mezcla reaccion come 1os blancos se incubaron por 3 b a 40°C en bado
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Maria, Transcurrido este 1iempo de incubacion se filird a través de papel Whatiman N1
para remover el coligeno residual. Al filvado se le determing ¢l contenido de
hidroxiproting presente por medio del método de ripido de Bergman y Loxley (1963).

A la vez, se llevd g cabo la delerminacidn deoun tiempo cero de reaccidn, ¢n ¢l
cual se formaran las mezetas y blancos ¢ inmediatumente fueron filtradas y se deerming
el contenido de hidroxiproling.

La determinacion de hidroxiproling se flevd a cabo por ¢l método de Bergman-
Loxley, (1963), con ligeras modificaciones en el tpe de reactivo utilizado. Solutiones
reactivos:

1. Soluctdn oxidante: a) Solucion acuosa de Cloramina T al 7% (peso/volumen),
fa cual se prepard en fresco diariamente, no obstante puede estar activa por varias
semanas; by Buffer acetato-citrato, pH 6.0, para ¢l cual se disolvieron 34,37 2 de acetalo
de sodio anhidro, 37.5 ¢ de citrato de sodio (2H,0), 50287 ¢ de acido citrico anhidro
y 385 mb de isopropanol ¥ se compled a un litro de solucion con agua (fa solucion ¢s
estable indefinidamente).

Antes de Hlevar a cabo las determinaciones se mezelan las soluciones descritas en
a) y ) en una refacion de 1 volumen de la primera por 4 volimenes de Ia segunda,

1. Solucidn reactivo de Ehrlich’s: a) Se disolvid el reactivo p-dimetilamina-
benzaldehido en dcido percldrico al 60%, en proporcion de 2 g de aldheido por 3 mlL de
dcido (se prepard en fresco aungue puede ser estable por varias semanas si se mantiene

ep frasco obscuro); by Isopropanal grado reactivo,
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Antes de las determinaciones se mezcelaron tas soluciones descritas en ad y b) en
proporeion de 3 voldmenes de fa primera por 13 volimenes de la segunda.

LY. Solucion estdandar de hidroxiprolina: Se prepard una sotucidn de hidroxiproling
1 400 ppm en dcido clorbidrico 0,001 M, para evitar crecimiento de bacterias, B estable
por varios meses almacenada a 4°C y salo Ias porciones utilizadas e manejan 2
lemperatura ambiente.

Para ta ¢laboracion de la curva estandar de hidroxiprolina se hizo lo siguiente: de
Ia solucion de 400 ppm de hidroxiprolina se tomaron alicuotas de O, 10, 25, 50, 75, 100
y 150 ul. ¥y se ajustd a .5 mL con agua destilada,

Se usaron wbos de vidrio pyrex con tapin de rosea de 25x250 mm, Himpios y
secos en los cuales se colowd 0.5 ml de solucidn a analizar el conenidny de
hidroxiproling, Ensepuida, se les agrepd 1 mb de isopropanol y se mezelaron, se agrepd
0.5 mL de solucion oxidante, s¢ mezeld y reposd por 4 min a temperatura ambiente,

Posteriormente se agrepd 6.5 ml. de solucidn de reactivo de LEhrlich's mezctando
perfectamente ¥ los wboes se calentaron a 60°C por 23 min ¢n bado Marta,

Se enfriaron al chorro de agua por 2-3 min y s¢ diluyd inmediatamente a 25 ml.
con isopropanol en matraz aforado. A las diluciones se les leyd la absorbancia a 558 nm
inmediatamente gue se enfriaron, usando come blanco agua destilada, en celdas de cuarzo
de | om, La actividad de colagenasa se reportd como ug de hidroxiproling / min x mg

prowing,
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Semejante a Tripsing
La determinaciin de la actividad especifica de la enzima semejante a tripsina en
el fluido sarcoplasmico del musculo de sardina se realizéd mediante ung modificacion de

la técnica establecida por Erickson ef af. (1983).

Preparacion del susirato. Bl compuesto de BAPNA (a- N-henzoil-D-L-arginina-p-

nitroanilida) presenta problemas de disolucidn, Por esto se probaron diferentes opeiones,
El mejor resultado fue disolverlo en dimetdsulfoxide (DMSO)Y puro diluyéndolo
posteriormente & un 2.5 % con buffer Tris-HCL 50.04 mM, pH 8.2, Para que éste
reactivo no reprecipite se debe tomar fa precaucion de no dejar ningin cristal, es decir

disolverlo perfectamente en ¢l dimetilsultoxido antes de la dilucion.

Medicion de la Actividad. Para ta determinacion de la actividad enzimitica, el

medio wal de reaccidn tué de 6 ml., el cual contenia 4 mL de BAPNA 1.050 mM, ¢n
PMSO - bufter Tris-HCE 50.04 mM, pH 8.2, 1 mL de CaCl, 100.2 mM disuelto en ¢l
misme buffer; 0.5 mi, de fleido sarcoplismico 4 0.5 ml de agua destilada. E} blanco
contenia agua destifada en lugar de tuido sarcoplasmico.

Mezela reaccion y blanco fueron incubadas a 40°C, por 1 It en hafo Maria

inmediatamente después de adicionar el sustrato. Transcurride el tiempo se pard Ja
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reaceion adicionando 1 mbo de TCA al 10%. 5S¢ reposé por 30 min a temperatura
ambiente y se filrd a través de papel Whalman N°1,

Al filtrado se le determind la absorbancia a 410 nm, Esta longitud de onda es a
la que absorhe ¢l compuesto de p-nitroanilida, liberado por la secidn de la enzima sobre
el sustrato. Bl blance utitizando como referencia de agua destilada para ver el
comportamiento de los sustratos bajo las condiciones de incubacion,

También se corrid un tiempo cero, donde las mezelas reaccidn y el blanco fueron
hechas y se les adiviond el TCA inmediatamente ser incubadas, se reposaron por 30 min
y se filtraron, A los sobrenadantes se les leyd la absorbancia a 410 om,

Se determind la concentracion de proteinas presentes ¢n al Noido sarcoplismico
mediante el méodo de Biuret (1964), La actividad especifica se reportd como ug de p-
nitroanilida / min x mg proteina.

S utilizo el coeficiente de extincién 8800 para ta p-nitroanilida (Erlanger e al.,
1961; Houseman ef al., 1984; Simpson ¢f al,, 1989); para ello se usd la ecuacion; ¢ =
AlbE.

donde:

¢ = concentracion del producto (p-nitroanilida) en g/l

A s oabsorbancia determinada
E o= coeficiente de extincion molar
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Semejante a Quimotripsing
de Erickson et al., (1983},

La mezela reaccion tvo un volumen tolal de 6 mbL y quedaron compuestas de |
ml. de GNPA (Glataril-L-fenilalanina-p-nilroanilida) 4,98 mM como sustraie y 1 ml. de
CaCl, 100.2 mM, ambos disueltos en buffer Tris-HCI, 50.04 mM, pH 8.2 + 3 mL del
mismo buffer + 0.5 ml. de extracto + 0.5 mwl de agua destilada,

31 blanco contenia agua destilada en lugar de extracto. Tanto mezelas reacyion
come blanco se incubaron por 1 h a 40°C en balio Maria.

Para detener la reaccion se adicionaron 1 mb de TCA al 1O%, Se reposd por 30
min a temperatura ambiente y se flird a través de papael Whatman N°1. Al filtrado se
le determing la absorbancia a 410 nm: longitud de onda a i gue absorbe el compuesto
de p-nitroanilida, liberado por la accidn de la enzima sobre el sustraty GNPA, en contra
de agua destilada,

También se determind un tiempo cero para la mezela reacaidn y el blanco, s
hicieron las mezelas ¢ innediatamente s¢ les adiciond el TCAL Se reposaron 30 min, s¢

filird y se leyd la absorbancia del fltrado a 410 om,

Se determing la concentracion de proteinas presentes en al fluido sarcoplismico
mediante ¢l método de Biurct (1964},
La actividad de la enzima semejante a Quimotripsing se reportd como pg de p-

nitroantltida / min X mg proteina, Se utilizd el coeficiente de extincion 8800 para Ja p-
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nitroanitida (Erlanger ¢7 af., 1961, Houseman et al,, 1984; Simpson ef al., 1989); para
ello se usd fa ecwacion e = A/ b 2,

donde:

¢ = voneentracion del producto (p-nitroanilida) en g/l
A = ahsorbancia determinada

o= coeliciente de extineion molar

I = longiud de la celda (1 ¢cm)

Carboxipetidasas A y B

La actividad de estas enzimas en el flufdo sarcoplismico se determind mediante
los métodos establecidos por Folk er al,, (1960) para Carboxipepetidasa 3 y Folk y
Schirmer (1963) para Carboxipeptidasa A, ambas fueron medidas por espectrofotomeiria,
hasdndose en Ja diferencia del espectro del dcido hipurico en relacion a los doy susiralos:
hipuril-L-arginina para carboxipeptidasa B e hipuril-L-fenilalanina para carboxipeptidasa

A, con la aparicion de un pico maximo bien definjdo a 254 nm,

Coeficiente de extinclon, de deido hipirico. Se determind el coeliviente de

extincion del dcido hipurico mediante Ja elaboracion de un barrido especuofotomeéirico,

siguiendo 1as recomendaciones de Folk er al., (1960),
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Se midio 1a absorbancia de una solucion de dcido hiparico en baffer Tris-HCI
0.025 M, pl1 7.65 con 0.1 M de NaCl, en celdas de cuarzo de 1 om, usando como
referencia un blanco que contenfz una solucidn de hipuril-Leargining 0.001 M en la
misma solucion buffer. Se observd la aparicion de un pico maximo en la region
uftravioleta a 254 nm con una diferencia en unidades de absorbancia de 0.36.
3] coeficiente de extneidn molar se caleuld a partir de la ecuacion A = *h%
donde:

5 = coeficiente de extingion molar

¢ = Concentracion de la solucion (0,001 M}
A = Absorbancia

Calculando 1a concentracion del dcido hiplrico en g/L,

Con este dato se calculd el coeliciente de extincion:

= 0.36 / (1em) (0.2012 p/litro)

o= 1,789 litros g om!

et
i

Preparacion de Sustratos. La preparacion de Ios sustratos se Hevd a cabo de

acuerdo a los métodos de Folk et al., (1960; 1963), para carboxipeptidasa B: Sclucion
de hipuril-L-arginina 0.001 M, en Tris-HC1 0.025 M, pH 7.65 que contenia 0.1 M de

Nal’l,
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Para carboxipeptidasa A: Solucion de hipuril-L-fenilalanina 0.0001 M, en Tris-
HCLO.025 M, pH 7.65 que contenia 0,5 M de NaCl. Esta solucion tarda para disolverse,
por 1o que se recomienda cubrirla de la [uz y mantenerla refrigerada agitindose lograr

la disolueidn,

Medicion. de  Actividad  Enzimdatiea,  Se trabajd  directamente en ¢l

espectrofotdmetro siguiendo fas recomendaciones de Folk er al., (1960, 1963), con
tongitud de onda seleccionada a 234 nm, teniendo en los portaceldas una temperatura
aproximada de 30-32°C, la cual fué monitoreada durante diferentes intervalos con un
rermimetro de mereurio,

Hn veldas de cuarzo de un com se colocaron 3 ml de solucidn sustrato en bufter
satino y se ajustd la absorbancia a cero. Se introdujo en la celda para muoestra de 5 a 20
wl, de fluido sarcoplismico y se ajustd la absorbancia inmedizlamente a cero, Se
activaron el especirofotdmetro v el graficador a la vez, incidndose la medicion del
incremento de fa absorbancia a 254 nm por tempos transcurrido de 30 minutos para cada
corrida,

Los datos oblenidos consisticron ¢n barridos de cambio en absorbancia contra
tempo de corrida, La actividad especifica se calculd usando el coeficiente de extincion
del dcido hipurico, mediante la formula ¢ = A/ brE*L

donde:

¢ = concentracidn de deido hipirico como producto de hidrdlisis,
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2 = Coeficiente de extincion del dcido hipirico,

t = Tiempo de duracion del experimento: se utilizd un promedio de 10 min,
wmando en cuenta Que el comportamienio del prifico oblenido en el espectro fue lineal
dentro de este intervalo,

La actividad especifica se caleuld como Actividad / min x mg proleing, Se
determind la concentracion de proteinas del Muido sarcoplismico por el método de Biuret

(19064},

Calepsina A

La actividad de esta enzima en el fluido sarcophismico se determing siguiendo el
métody de Iodice ef af., (1966) utilizando N-carbobenzoxy-a-L-glutamil-L-fenilalanina
comwy sustrato. Loy productos de hidrdlisis se determinaron por el método colorimérico

de Rosen (1957).

Preparagion del Sustrato. Bl sustrato utilizado fué N-carbobenzoxy-g-L-glutamil-1.-

fenitalanina y se prepard a upa concentracion 76 mM, utilizando como sotvente alcohol

etilico,
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Medicion de Actividad. Se sigwid Ta metodologia esiablecida por lodice et al,

(1966) con ligeras modificaciones, n wbos de centrifuga de polisidmers de 50 ml de
capacidad se colocd la mezcla reaccidn que contenia un volumen total de 1 mlL
compuesto de 0.1 mL de fuido sarcoplismico + 0.2 mL de sustrato 76 mM + 0.7 mL
de bulTer acetatos 37,14 mM, pH 5.0,

Se wanejaron dos blancos:

Blanco 1 Contenia Nuido sarcoplismico + buffer acetatos + etianol

Blanco 2 Agua en lugar de sustrato,

Tanto mezcla reaceidén como blancos se pusieron a incubar en baho Maria a 37°C
por 2 h. Se pard la reaccion adicionando 1 mi. de TCA al 10%. La mezcla con TCA se
calentd en bano Maria a 55°C por 10 min, se enlvid y cenirifugd a 3000 X g por 15 min
en upa centrifupa refrigerada a 4°C. Bl sobrenadante se diluyd 1:5 con agua destilada
y de agqui se tomaron alicuotas de 0.1 4 0.2 mL para la determinacion de ninhidrina. Se
utilizd una curva de tirosing comp estindar,

Para el dempo cero se formaron fas mezclas reaccion y los controles ¢
inmediatamente s¢ adiciond ¢l TCA. Se calentaron y centrifugaron. Los sobrenadanies
se puardaron hasta tener las muestras que fueron incubadas y asi determinarles ninhidrina
a todas Juntas (Rosen, 19357),

Para I curva estdndar, ta tirosina fue preparada en TCA al 10 %, La curva de
lirosina empleada pard este trabajo se prepard a partir de una solucién stock de tirosina
5 mM (0.906 g trosina/L}, Ia ¢ual se definid como solucion x. Los aforos de las
alfcuotas para la curva se Hevaron a cabo con TCA al 10%,

- Tomar 100 ul. de x y aforar a L mbL = 0.5 gmol/mL (y)

- Tomar 500 pb de y y aforar a L mL = 0.25 pmol/ml (z)

- Tomar 500 ul de z y aforar a 1 mL = 0,125 pmol/mL

- Tomar 100 gl de y y alorar a 1 mL = 0.08 pmol/ ml.

- Tomar 50 plode y y aforar a L ml, = 0.025 ymol/ mL,

La determinacion de ninhidrina se levd a cabo siguiendo ¢l método de Rosen

(1957). Fste se basa en la reaceion de fos aminodcidos con el compuesto ninhidring, el
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Medicion de Actividad. Se siguid la metodologia establecida por lodice e al,

{19663 con ligeras modificaciones. En bos de centrifuga de polialdmero de 50 ml. de
capacidad se colocd fa mezela reaccion que conenia un volumen total de 1 mh
compuesto de 0.1 ml, de Nuido sarcoplismico + 0.2 mb de sustrato 76 mM + 0.7 mL
de buffer acetatos 37,14 mM, pH 5.0,

Se mangjaron dos blancos:

Blanco 1: Contenia fuido sarcopliasmico + butfer acelatos + etanol

Blance 20 Agua en lugar de sustrato.

Tanto mezcla reaccion como blancos se pusieron a incubar en balo Marta a 37°C
por 2 h. Se pard la reaccion adicionando 1 mbL de TCA al 10%. La nezcla con TCA se
calentd en baio Maria a $5°C por 10 min, se enfrid y centrifugd a 3000 X g por 15 min
en una centrifuga refrigerada a 4°C, T sobrenadante se diluyd 115 con agua destilada
y de agui se tomaron alicuotas de 0.1 a 0.2 mL para fa determinacion de ninhidrina, Se
utifizd una curva de trosina como estindar.

Para el tiempo vero se formaron fas mezelas reaccidn y los controles e
inmediatamente se adiciond el TCA. Se calentaron y centrifugaron, Los sobrenadantes
se puardaron hasta tener las muestras que fueron incubadas y asi determinaries ninhidring
A today juntas (Rosen, 1957),

Para fa curva estindar, la tirosioa fue preparada en TCA al 10 %, La curva de
tirosing empleada para este trabajo se prepard a partir de una solucion stock de tirosina
5 mM (0.906 g tirosina/L), la cual s¢ delinid como sotucion x, Los aforos de ag
alicuotas para la curva se levaron a cabo con TCA al 10%.,

0.5 pmol/ml (y)
= (.25 pmwol/ml, (2)

0.125 pmol/ml.

I

- Tomar 100 gk de x y aforar a 1 ml.

- Tomar 500 pl. de y y aforar a 1 ml

[l

« Tomar 500 pl. de 2z y aforar a 1 ml

Tomar 100 pl de y y aforar a I ml = 005 ymol/ ml.

- Tomar 50 pl. de y y aforar a 1 mL = 0.028 gmol/ ml,
La determinacion de ninhidring se llevd a cabo siguiendo el método de Rosen

(1957). Bste se basa en la reaccidn de los amingdeidos con el compuesto ninhidrina, el
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Medicidn de Actividad. Se siguid 1a metodologia establecida por Jodice e af,

(1966) con ligeras modificaciones. En mbos de centrifuga de polialdmero de 50 mh. de
capacidad se colocd la mezcla reaceidn gue contenia un volumen total de 1 ml
compuesto de 0.1 ml de fluido sarcoplismico + 0.2 ml de sustrato 76 mM + 0.7 ml.
de buffer acetstos 57,14 mM, pH 5.0,

Se manejaron dos blancos:

Blanco 1 Contenia fluldo sarcoplismice + bulfer aceatos 4 elanol

Blanco 2 Agua en lugar de sustratn,

Tanto mezela reaccion como blancos se pusieron a incubar en baso Maria a 37°C
por 2 b, Se pard la reaccion adicionando 1 mL de TCA al 10%. La mezela con TCA se
calentd en bafo Maria a 35°C por 10 nun, se enfrid y centrifugd a 3000 X g por 15 min
en una centrifuga refrigerada a 4°C. Bl sobrenadame se diluyd 115 con agua destilada
y de aqui se tonraron alicuotas de 0.0 a 0.2 mb para ka determinacion de ninhidrina. Se
utilizer una curva Jde tirosing como estidndar,

Para el tiempo cerp se fonmaron [as mezelas reaccion y los controles e
inmediatamente se adiciond el TCA, Se calentaron y centrifugaron. Los sobrenadantes
se puardaron hasta tener las muestras que fueron incubadas y ast determinarles ninhidrina
A lodas juntas (Rosen, 1957),

Para la curva estdndar, la tirosina fue preparada en TCA al 10 %, La curva de
tirosina empleada para este trabajo se prepard a partir de una solucion stock de tirosina
5 mM (0.906 g tirosina/1), la cual se definid como solucion x. Los atoros de las
alicuotas para la curva se Nevaron a cabo con TCA al 10%,

- Tomar 100 bl de x y aforar a 1 mbL = 0.5 umol/mL (y)

- Tomar 500 gl de y y aforar a | mL = .25 pmol/ml. {z}

«Fomar SO0 pl de 2y alorar a 1 oml = 0,125 umol/mL

< Tomar 100 pl. de y y aforar a 1 mlL = 0,08 umol/ mL

< Towpar 30 pl. de y y aforar a 1 mi, = 0.025 pmol/ ml.,

La determinacion de ninhidrina se Hevd a cabo siguiendo el método de Rosen

(1957). Este se basa en la reaccion de fos aminodeidos con ¢l compuesto ninhidrina, el
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cual es reducido a pH 5.0, Se recomienda que la solucion & soluciones de ninhidrina se
almacenen bajo nitrdgeno, o sean mangjadas en fresco, yd que es imestable al aire, In

este trabajo {ué manejada en fresco diriamente.

Reactivos:

1) Solucion stock de NaCN Q.0IM (490 mg/L)

2} Bulter acetatos: 2700 ¢ de Acetatn de sodio (3 HyO) + 2 firos de apua + 300
mbL de A, acético glacial y Hevar a 7.5 hitros con agua destilada, B pH dede quedar
entre 5.0y 5.2,

3) Solucion cianida-acetatos: NaCN 0,0002 M en buffer de acetatos; 20 ml. de
la solucion stock de NaCN y se afora a 1 litro con la solucidn descrita en 2).

4y Solucidn de Ninhidring al 3%, en etilenglicol monometil eter (metll
Cellosolve).

5) Solucion diluyente; Alcohal isopropilico-agua, 1.1,

Procedimientn para determinacion de ninhidrina: en wbos de vidrio pyrex de
25%250 mm con tapon de rosca, se colocaron un 0.1 mb de muestra a analizar
conteniends los productos de hidrdlisis que reaccionan ¢on la ninhidrina (mezclas con
TCA v soluciones de fa curva estindar de trosina) + 0.9 mkL de TCA al 10 %. Se
agregd 0.5 mL de solucidn cianida-acetato y 0.5 mL de solucidn de ninhidrina. Se
calentd en bapo de agua a 98-100°C por 15 min hasta el desarrolly miximo de color
{rojo obscuro), el cual se forma a los 10-12 minutos, Se sacaron las muestras y se agrego
inmediatamente 5 ml del diluyente. Se agitaron fuertemente, se enfliaron a temperaiura
ambiente y se les leyd su absorbancia a 370 nm. Los resublados son obtenidos de la

.

cuantificacidn el Ta curva,

Catepsina €
La actividad de esta enzima en el fluido sarcopldsmico ué determinada mediante

el método de Gotbarg vy Rutenberg (1938).
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Preparacion. del sustrato. Estuveo compuesit de una solueion de L-leacil-fi-

naltilamida- HCH 1.37 M, 1a cual se mezeld con un volumen igual de buffer de fosfatos
0.2 M, pH 7.0 para quedar una solucion de pH 7.1, Bl volumen a preparar dependid de
fa cantidad necesaria para el anidlisis, Esta solucion es estable 4 wemperatura ambiente

por 30 dias,

Medicion de Actividad. Los reactivos utilizados fueron: dcido tricloroacético al

J0% ., el cual se prepard en fresco; nitito de sodio al 0.1 %, sullamato de amonio 0.5
%y N-(Y-naftil) etilenediamino-HCl en ctanol al 95 % (0.5 myp/mbL},

Lag mezelas reaceidn estuvieron formadas de 50 gl de Nuido sarcoplismico +
950 ul. de buifer fosfmos 0.2 M, pld 7.0 ¥ 1 mi. de solugion sustraw,

Se¢ prepararon dos blancos:

Blanco 1: T mL de solucidn sustraio 4 1 ml. de apgua
Blanco 2: 1 ml de extracto y 1 mL, de buffer tosfatos 0.2 M, pH 7.0,

Tanto fa mezela reaceidn como los blancos se pusieron a incubar ¢én bafo Marla
a 37°C por 2 horas, Se pard la reaccidn con 1 ml de TCA al 40%, Las mezelas fueron
centrifugadas a baja velocidad (3000 X g). A los sobrenadantes se le determind el
contenido de B-naftilamina.

Bl comtenido de B-naftifamina se determind de la siguiente manera: se usaron 250
pl de extractos de TCA y se Hevé a | mbL con TCA al 40%. A los tres miputos se
agregd | mL de nitrit de sodio: el exceso de nitrito de sodio se descompone adicionandn
I mi, de sulfamato de amonio. La reaceidn se completd a tos 2 minutos. Se agregd a
gada tubo 2 mL de N- (1-naftily etilenediaming-HCL, para dar un complejo de color anl
oseuro a pH de 1.2, Se dejoé reposar 10 minutos a temperatura ambiente y luego se midio
st absorbancia a 560 nm.

L4 lectura colorimétrica se convirtid a ug de maftilamina preparando una curva
de calibracion de B-naftilamina. El compuesto B-naftilamina tué disuelo en TCA al 40%.

Para la curva se prepard una solucion de B-naftilamina de 1 mp/ml de {a cual se 1omo
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un ml. y se aford a 10 mL con TCA al 40% para dar una solucidn de 0.1 mp/ml.; se
tomaron las alicuows de 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125 v 150 pl se completaron a un

volumen totd de T mL con TCA al 40%.

Catepsina D

La actividad de catepsina D en el flufdo sarcoptasmico se determind de acuerdo
a la eenica de Makinodan er af. (1982}, con ligeras modificaciones. Se atihizd
hemaglobina come sustrato, que fué desnaturalizada con el buffer reaccion de formaios

1.0 M, pH 3.0,

Preparagion_del sustrato. Se prepard hemoglobina al 2% (peso/volumen), la
cantidad requerida de hemoglobina se disolvié en agua y se ajustd el pH con el bufter
formatos, 1.0 M pH 3.0, Se prepard 25 mbL de hemoglobina al 2%, para lo cual se
pesaron 0.5 ¢ de hemoglobina y se disolvieron en 12,5 ml. de agua destilada. Para

ajustar ¢l pH a 3,18 se agregaron 12.5 mL de butfer de formatos,

Medicion de Actividad. Para medir fa actividad, las mezelas reaceion conlenian

1.5 mL de buffer de formato 1.OM, pH 3.0 + 0,5 mbL de sustrato, pld 3.18 + 0.1 ml.
de Nuido sarcoptasmico diluido 1:5 con agua destilada.

Se manejaron dos blancos:

Rlanco 1, Contenfa 1.5 ml. de buffer + 0,1 ml de fluido sarcoplismico sin diluir
+ 0.4 mL de apua destilada.

Blanco 2, Contenia 1.5 mL de buffer + 0.5 mb de sustrato de Hb a pH 3,18 4

0.4 mL de agua destilada,



73

Las mezclas reaccion, los blancos y una cantidad de solucion de hemoglobina a
pH 3,18, se incubaron a 37°C en baido Marfa por 1 b, La reaceion se pard adicionando
a las mezclas reaccion 2.5 mL de TCA al 5% (peso/volumen).

Al blanco 1 se le adiciond 2.5 ml, de TCA al 5% + 0.5 mL, de hemoglobing a
pH 3.8 preincubada y al blanco 2 se Je adiciond 2.3 mL de TCA al 3% + 0.5 ml de
flufdo sarcoplasmico. Se dejaron reposar a temperatura ambiente por 45 minutos y se
filtraron a través de papel Whatman No.lo A os sobrenadantes se les determind su
contenido de tirosina por ¢l método de Lowry-Folin (1931) usando 1 mlL de ést0s y una
curvi estandar de tirosina.

Se corrid un tempo cero en el cual se¢ hicieron las mezclas reaccion y los
controles e inmediatamente se te agregd el TCA. Los flirados de este tiempo se
puardaron para determinarles el contenido de tirosina por el método de Lowry-Folin
(1951), junto con Jos filtrados de las reacciones incubadas mencionadas anteriormente.

La curva de tirosing utilizada fué preparada a partir de una solucidn madre de
tirosing en TCA al 5% a una concentracion de 1 mg/mi., de la coal se omd 1 ml y se
atord a 30 mL con TCA al 5%, De la solucidn stock se tomaron las siguienies alicuotas,
0, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 ul. Bl volumen final se Hevd a 0.3 ml, con agua
destilada coando fue necesario.

La actividad de la enzima se expresd como pg de tirosing liberados ded sustrato

por minuto y la actividad especifica, como actividad por mg de proteina.

Catepsina B

Para determinar la actividad de esta enzima en el fluido sarcoplismico se
Utilizaron varias éenicas siguiendo las indicaciones de Sherekar er af. (1988).

Para Ja determinacion de los productos finales de ta reaccion se bizo una
contbinacion de dos wéenicas a fin de elaborar el reactivo de color. Se mescld el reactivo

de Fast-Garnet (Housemam ef af., 1984) con el reactivo de Mersalil-Brij (Barret, 1970).
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Preparacion del Reactivo Mersalil-Bri). La preparacion de este reactivo se Hevd

de acuerdo al método de Barret (1984), de la siguiente manera; se mezeld 1 g de dcido
mersalilico (0-[(3-[Hidroximercuri]-2-metoxipropibearbamoit] deido fenoxiacico; dcido
salirgdnico) con 24,7 ml. de NaOH 0.5M agitando sin interrumpir. Se adicionaron
3.8269 p de ED'TA disddico Nevandose el volumen a 185.2 ml, con agua destilada, Una
vez disuelio ef EDTA se ajustd ¢ pia 4.0 con HCL 1 M. Posteriormente se le agregaron
205.75 ml. de solucidn acuosa de Brij al 4% (volumen/volumen) para dar un volumen
wial de aproximadamente 390 ml. Bl reactive se almacend en frasco ambar a

femperatura ambiente,

Preparneion del Reactivo de Color, Se prepard una soluctdn a una 0,25 mg/ml.

de sal Fast-Garmet GBC (2-Metil-4-[(2-metillelnil)azo)benzenodiazonium) en reactivo

Mersalil-Brij,

Preparacion del Sustratg. El sustrato utilizado para determinar la actividad de esta

enzima fué Benzoil-D-Learginina-2-naftilamida, a ona concentracion 4 mM (40 mg/ml.}

disvelto en dimetilsulfoxido puro,

Medicion de Actividad. Las mezelas reaccion comprendieron un volumen de 1

mk., el cual contuvo 50 pl de uide sarcoplismicn -+ 700 L. de bulfer de fosfatos 0.1
M. pH 6.0 «+ 100 pl de EDTA 1.33 mM + 100 pb de cistelna 1.33 mM: los dos
aimos en el mismo buffer de fostatos.

Se mancjaron dos blancos:

Blanco 1. Se prepard ipual que Tas mezelas reaccion exceplo que contenia bulter

en lugar de flufdo sarcoplismico.
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Blanco 2. Se prepard igual que Ias mezelas reaccion excepto que contenia buffer
en lugar del susirato Benzoil-D-L-arginina-2-naftilamida.

Ambos, mezclas reaccion v blancos, se preincubaron por 3 min a 40°C en bano
de apua para activar la enzima. Ya preincubadas, a las mezelas reaccion se le adicionaron
500 pl. de sustrato vy ose siguid incubando o 40°C por 30 minutes. Para ermunar la
reaceion se agrego boml, del Reactivo de Color,

Se centrifugaron las muestras a baja velocidad (3000 X gy y luego se Hltraron a
través de papet Whatman No, 4 y a los sobrenadantes se les determind sy absorbancia
a 520 nm.

Se corrid una eurva estindar de B-paftilamina disuelta en  dimeddlsulfoxido a una
concentracion 1 mg/mb., De esta solucion se tomd | mbL y se aford a 10 mL con bulfer
de fosfatos (solucidn 0.1 mg/mbL). Se womaron aticuotas de 0, 10, 20, 40, 80, 100, 150
y 200 pL., se aforaron a 1 mL con bulTer de fosfatos 0.1 M, pH 6.0 y se les adiciond |
mil. de Reactivo de Color descrito anteriornmente,

Se Hevd a cabo la determinacion a un tiempo cerg, para et que se formaron las
mezchas reaceidn y blaneos e inmediatamente se les adiciond el Reactiviy de Color y se

curva,

Espxdios de Inhibicidn v Activacion

Se utilizaron seis diferentes compuestos como inhibidores y activadores: EDTA
disddico, CulQ,, Cisteina, lodoacetamida, TLCK (N-a-osil-L-lisil-clorometi) cetona) ¥
PMEF (Fenil metl sulfonil Nuoruro), Estos compuetns se adicionaron durante [a reaccion
para determinar su efecto sobre la hidrolisis del sustrato por las enzimas presentes en ¢l
fluido sarcoplismico.

A continuacion se presentan las mezelas reaceion, 10s blancos y controles de todas
las enzimas determinadas. Las reacciones para determinar la actividad enzimatica se

Hevaron a cabo segin los procedimientos descritos anteviormente.
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S¢ mancjaron controles para ver fa actividad de 3 enzima sin ninguno de los
compuestos inhibidores, éstos contenfan wdos Jos reactivos excepto las soluciones

inhibidoras,

Colagenasa

Los compuestos de EDTA, CuSO,, cisteina vy jodoacetamida, se disolvieron en
bufter Tris-HC & una concentracion de 1.275 mM., pH 7.5 de esta solucion se tomaron
4 ml para las reacciones, lay cuales se Hevaron a cabo de acuerdo a la metodologia
anteriormente cilada para esta enzini,

E1 volumen o) del medio de reaccion fue de 5.1 ml y se forméd de 25 mg de
coldgeno wilizado como sustrato + 1 ml de CaCl, 1,785 mM en buffer Tris-HC] 49,98
mM, pH 7.5 4 4 mL de solucion inhilidora (EDTA, CuS0O,, cisteina o iodoacetamida)
en el mismo bolfer 4+ 0.1 mi de fluido sarcoplismico.

Se mangjaron dos blancos:

Blanco b e contenia coligeno

Blanco 2: contenia agua destilada en lugar de fluido sarcopldsmico,

Al mismo tiempo se determing un control el cual contenia sélo buffer reacciin
sin ninguno de tos compuestos, preparindose conjumamente sus dos blancos,

I} tiempo cero para estos compuesios se delerming haciendo las mezelas para
cada uno v para el control, parando inmediatamente In reaccion al filtrar para separar el
coligeny,

Los compuestos TLCK (10,2 mM en butfer Tris-HCl 4998 mM, pH 7.5) ¥
PMSE (10,2 mM gue fue previamente disucito en DMSO puro y luego se diluyd hasta
un 10%, con buffer Tris-HCI 49,98 mM, pH 7.5), se pusieron a preincubar en baso de
hielo con el fluido sarcoplismico, et TLCK por 2 'y el PMSF por 20 minutos,

La manera de proceder fue la siguiente: Se mezclaron 0.4 ml de fluido
sarcoplasmico + 2.0 mlL de solueion inhibidora (TLCK o PMS)F ) y de aqui se tomaron

0.6 mb. para determinar la actividad enzimdtica residual.
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La mezcla reaccion estuvo compuesta de: 25 mg de coligeno 4 3.5 ml. de buffer
Tris-HCL, 4998 mM, pH 7.5+ 0.6 mL de mezcla preincubada en bano de hiclo +
1O mb de CaCl, 1,785 mM, pH 7.5,

Se manejaron dos blancos:

Blanco 1 No conteniz coligeno

Blanco 2: No comenia mezela preincubinda,

También se determing un control, el cual no contenia solucion inhibidora; el
Muido sarcoplismico que se manejd para este control fue puro y se mantuvo en hielo

durante ¢l mismo tiempo gue ef fuido sarcoplismico gue contenia inhibidor,

Semejante & Tripsina

Para EIYPA, CuSO,, iodoacetamida y cisteina, las mezclas reacendn quedaron: |
mb de CaCl, 100.2 mM 4+ 4 mb de solucion sustrato (1,050 mM) con
inhibidor/activador (1.5 mM) en buffer Tris-HC 50.04 mM, pli 8.2 + 0.5 ml. de Nuido
sarcopldsmico - 0.5 ml de agua destilada,

El Blanco contenfa bulfer Tris-HC), 5004 mM, pH 8.2, en lugar del fluido
sarcaplismico.

EL conteol no contenia solucian inhibidora, solo bulter Tris-HC), 50.04 mM, pH
8.2, Bl vempo cero se detenmind haciendo las mezclas e inmediatamente se pard 1a
reaceidn,

Los compuestos TLCK y PMSF se preicubaron con el fluido sarcoplismico en
bafio de hiele por 2y 1 b respectivamente. Se mezclaron 1.5 mL de solucion madre de
TLCK (6 mM) y PMSF (6 mM, disuvelto en DMSO puro y diluyéndose posteriormente
al 10% con buffer Tris-HCI 50.04 mM, pH 8.2) con 1.5 mL de tluido sarcoplismico,
de aqui se wmaron 2 ml para determinar la actividad enzimdtica residual,

La mezchi reaccion gquedd constituida por 2 mL de mezcia inhibidor-1luido
sarcoplismico preincubado + 3 ml, de sustrato BAPNA en DMSO (1.4 mM) + 1 mlL
de CaC’ly disuelto en buffer Tris-HC) 50.04 mM, pH 8.2.
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En el blanco se sustituyd el fuido sarcoplismico por agua,
A ta vez seocormid un control conteniendo: 1 omb, de CaCl, 1002 mM 4 4 mL
de solucidn sustrato (1,050 mMY en bufter Tris-HCE 50.04 mM, pH 8.2 + 0.5 mlL de

fluido sarcoplismice sin preincubar + 0.5 mL de agua destilada,

semejanie a Quimotripsing

Pars los compuestos EDTA, CuSO,, iodoacetamida y cisteina las mezclas reaceion
guedaron constimnidas de Ta siguiente manera: 1.5 mL de bufter Tris-HC 30.04 1M, pH
8.2 -+ 0.5 ml de sustrata (4,98 mM) con inhibidor/actvador (6 mM) en butfer Tris-HC)
50.04 mM, pH 8.2 4 0.5 mb de CaCl, 100.2 mM en ¢l mismo buffer + 0.5 ml. de
Muido sarcoplismico,

B blanco contenda apua en lugar de Nuido sarcoplismico. El control no contenia
inlibidor/activador, D igual manera que para semejante o Wipsing se cortid un tempo
CETO.

Los compuestos TLOK y PMSIEF se preicubaron con ¢l fluido sarcoplismico en
baio de hielo, por 2 y b b respectivamente, Se¢ mezclaron 1.5 mbL de soluciones de
TLCK (6 mM) y PMSF (6 mM, disuelto en DMSO puro, diluyéndose posterionmenie al
10% con bulfer Tris-HCE 50.04 mM, pH 8,2), con 1.5 mL de fluido sarcoplasmico y de
aqui se wmaron 2 ml para determinar iz actividad enzimdtica residual,

La mezela de reaccion quedd constituida de: 2 ml. de mezela inhibidor-fluido
sarcopldsmico preincubado 4+ 3 ml. de sustrato (1.4 mM) + 1 mL de CaCl,.

En ¢l blanco se sustituyd el Nuido sarcoplismico por agua, A la vez, se cornd un
control que contenia; | mL de CaCl, 100.2 mM + 4 ml de solucidn sustrato (1,050
mMY en buffer Tris-HCL 530,04 mM, pH 8.2 + 0.5 mL de fluido sarcoplismico + 0.3
ml de agua destilada,

En tas actividades semejanies a (ripsina y quimoiripsing, cuando s¢ utilizaron os

compuestos TLCK y PMSF se determind un tiempo cern, en el cual inmediatamente de
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hacer Ja mezcla parn preincubacion se omaron fas alicuotas corvespondientes v se

determinaron las reacciones de actividad, incubando en bano de agua directamente,

Citepsina A

Log compuestos EDTA, CuSQ,, odoacetamida y cisteina se prepararon en el
Butfer de acetalos. Las mezelas estovieron formadas por: 200 gL de sustrato (76 mM)
+ 100 pl fluido sarcoplismico 4 700 gl de soluciones inliibidoras (1,43 mM) en el
buffer de avetatns.

Laos blancos guedaron:

Blanco 1 200 pl de ctanol + 100 pl de Duido sarcoplismico + 700 pl de
buffer de aceratos

Blanco 2: preparado de la misma manera pero sustituyendo etanol por agua.

se corrid a la vez un control el cual no contenfa ningune de los compuestos
inhibidores/activadores,

Los compuestos TLCK y PMSE a una concentracitin 1.43 mM, se prepararon en
el buffer de acelatos previamente el PMSE se disolvié en DMSO puro, diluyéndose
pasteriormente al 10% con bufter de acetatos,

Se preincubd en bano de hiclo | mL de Muido sarcopldsmico + 7 mL de solucion
ihibidora (1,43 mM), (TLCK por 2 by PMSF por 1 h) y de aqui se tomaron 0.8 mil.
para determinar la actividad residual,

Las mezclas reaccion contuvieron 0.2 ml, de sustrato,

Lo blancos quedaron:

Blanco 1: 0.2 ml de etanol + 0.8 mi de mezela preincubada con ishibidor,

Blanco 2: 0.2 mL de agua en lugar de etanol.

Ademds ¢ manejé un control que no conenia TLCK o PMSE el fluido

sarcopldsmico usado para este control se mantuve en bafio de hielo hasta su utilizacion,
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Para el nempo cero se tomaron tas alicuotas inmediatamente después de que se
hizo la mezeta preincubada y se Hevaron a cabo las determinaciones de las reacciones de

actividad, Hevadas a cabo de I3 manera amerionmente citada.

Carboxipeptidasas A y B

Los compuestos EDTA, Cul0,, iodoacetamida v Cisteing s¢ prepariaron junta eon
las soluciones sustratos y se ltevaron a cabo los experimentos siputendo el procedimientao
deserito en la determinacion de aciividad especifica,

La concentracion de wodas tas solociones de los compuestos fue de 1.033 mM en
fa solucion sustrato vy de agui se wmaron 3 ml. para las reacciones,

En ambos portaceldas se eolocaron 3 mL, de solucidn sustrato con inhibidor; el
gue s tomd como blanco no contenia Muido sarcopldsmico,

Los compuestos de TLOK y PMSF se preincubaron en baiw de hielo con el MNuido
sarcopldsmico; el TLCK por 2 by PMSF por 1, El PMSEF tue previamente disuelto en
DMSO puro, diluyéndose posteriormente al 10% con bulfer Tris-HCL, pH 7,63,

Se pusieron a preincubar en bato de hielo 2.5 ml de soluciones madre de TLCK
y PMSF 6,02 mM con 100 L. de flufdo sarcoplismico v de esta mezcly se¢ tomaron a
diferentes tiempos de incubacion 320 pl. para las reacciones de actividad residual,

En el portaceldas que se tomd como blanen se agregaron 2.5 ml de solucion
sustrato 4+ 520 pl de solucion inhibidora vy en la celda de la muestra se colocaron 2,5

mL de sustrato + 520 pl. de mezela preincubada con el inhibidor,

Catepsina

Para determinar ¢l efecto de los compuestos EDTA, CuS0,, jodoacetamida y
cisteing, se¢ disolvieron ésios en el bulfer reaccion: usado en la determinacion de
actividad especitica citada amteriormente, & una concentracion de 1.66 mM, de la cual

se tomaron 1.5 mb para la reaccion,
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Se siguid fa metodologia mencionada anteriormente para esta enzima. El tempo
cero se determind parando R reaccion con TCA al 5% justo al lucer las mezclas vy
Blancos, El control no contenia soluciones inhitidoras/activadoras,

Los compuestos TLCK y PMSE se prepararon a una concenteaciaon |06 mM. 1
PMSI fue previamente disuelto en DMSO puro ¥ Tuego se diluyd al 10% con bulfer dg
formales, Ambos compuestos se preipcubaron con ¢ Muido sarcopldsmico en bafio de
hielo.

Se mezelaron 6.0 mb de solucion inhibidora + 0.4 ml. de {luido sarcoplismico,
de agui se wmaron 1.0 mbL para llevar a cabo las reacciones especificas de actividad
residual, Las mezelas quedaron constituidas por 1.6 ml. de mezcla inhibidara + 0.4 ml,
de agua destilads -+ 0.5 mbL de sustrate,

Los blancos quedaron:

Blianco L 1.6 mb de mezela preincubada 4 0.4 mb de agua destitada; después
de faincubacion a 37 O se le agregd 0.5 ml de sustrato,

Blanco 20 1.5 mL de solucidn inhibidora 4 0.4 mlL de agoa destilada + 0.5 mL
de sustrato, después de incubacion a 37°C se le agread 0.1 mb de Nuido sarcopldsmico,

Se determing un tempo cero, en ¢l cual se Formaron mezclas de solucion
inhibidora y fluido sarcopldsmico e inmedialamente se formaron tas mezelas reaccion y
Dlancos Hevindose a cabo las reacciones de actividad, siguiendo la metodologia citada

anteriormente,

Catepsina C

Para evaluar el efecto de los compuestos EDTA, CuS0,, indoacetamida y cisteina,
d8tos se prepararon 3 una concentracion de 0,21 mM en buffier fosfatos 0.2 M, pH 7.0.

Las mezelas reaccion quedaron: 1| mb. de sustrato «+ 950 ul. de solucion
infiibidora/activadora + 350 ul de fuido sarcoplismico. Los blancos quedaron:

Blanco b 1 ml de sustrato 4+ 50 ul. de buffer reaccidn + 950 pl. de solucion

inhibidora/activadora.
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Blanco 20 1 mL de buffer reaccion + 950 ul. de solucion inhibidora/activadora
4+ 50wl de Aluido sarcoplismico,

Parg el tempo cero se trataron de 1a misma manera gue para actividad especifica,
incluida la determinacion,

Las compuestos TLOK y PMSEF se preincubaren con el faido sarcoplismico en
haio de hielo, por 2y 1 hrespectivamente. Bl PMSF fue previamente disuelto en DMSO
pure, diluyéndose posterionmente al 10% con bulfer fosfatos 0.2 M, pH 7.0,

Se preincubaron 6,63 mb de solucion inhibidora TLOK 6 PMSE (2,10 mM) +
350 pl de Duido sarcopldsmico y de aqui se omaron 1 mL para cada determinacion de
actividad enzimatica residual. Las mezclas reaccion quedaron: 1 ml de sustaw + 1 ml,
de mezela de solucion inhibidora con fluido sarcoplismico preincubadn en hielo,

Los blancos quedaron:

Blanco 1: 1 mL de sustrate + 950 ul. de solucidn inhibidora + 50 pul. de buffer
reaccion,

Blanco 2: 1 ml de bufTer reaccion 4 1 mb de mezcla inhibidora,

Para los tiempos cero, se tomid 1 ml, de la mezcla preincubada inmediatamente
después de agregar e Muido sarcoplismico y se adicionaron a las diferenles mezclas
reaccion y blapcos determindndose posteriormente fa actividad especifica por 2 h a 37°C,

siguiendo la metdologia mencionada anlertormente para ¢sia enzima,

Catepsiny B

Para los compuestos CulQ, (1,43 mM) y Todoacetamida (1.43 mM), en el buller
regecion (fosfatos 111,11 mM, pH 6.0},

Las mezclas reaccion quedaron: se mezclaron 200 ul. de cisteina + 200 pl, de
EDTA + 100 ul. de sustrate + 1400 ul. de CuSO, & lodoacetamida + 100 pl. de Nuido
sarcoplismico, Los blancos quedaron:

Blanco 1: 200 pl de cistefna + 200 ul de EDTA 4+ 100 pL. de sustrato + 1400

pL. de CuS0, ¢ lodoacetamida + 100 pl de buffer reaccion,
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Blanco 20 en lugar de sustrato 100 gl de fluido sarcoplismico,

Para los compuestos Cisteinn y EDTA, quedaron: Blanco 1) 200 pl. de EDTA
O Cisteina + 100 pl. de sustrino + 1700 ul. de butfer veaceidn, Blanco 2) 200 pl. de
EDTA ¢ Cisteina + 100 pl. de Tuido sarcopldsmico -+ 1700 g de bufter reaceion, Para
s muestras se mezclaron 200 gl de cisteing & EDTA + 100 gl de sustrato -+ 1600 pl.
de butter reaccidn 4+ 100 gk de fluido sarcoplismicy.

La téeniva ubbizada para determinar 1a actividad de esta enzima requiere de los
compuestos BEDTA v cisieina para activarla, y como estos compuestos estin incluidos en
gste trabajo dentro de Jos inhibidores/activadores, se determind el efecto sin tener
ninguny de los dos compuestos en la reaceion quedando de la siguiente manera:

Blanco 1 100 ul de sustrato + 1900 utb de buffer reaccion,

Blancy 2: 100 gl de Nuido sarcoplismico A 1900 1] de buffer reaccion.

Muestras: 1800 pub de buffer regecidn -+ 100 pf de sustrato + 100 gl de fluido
siarcaplismico,

También se determing el electo gue tene cada uno de los compuesios (EDTA y
pisteina) por separado, S¢ maneid sdlo von EDTA para determinar efecto de cisweina y
sélo con cistefna para el electo de EDTA,

Los compuestos TLCK y PMSE | se preincubaron con el fluide sarcoplasmico en
baio de hielo, por 2 y 1 h respectivamente, Bl PMSF fue previamente disueho en DMSO
pura, diluyéndose posteriomiente al 10% con bulffer Tosfatos 0.2 M, pll 7.0,

Se pusieron a preincubar en bano de hieto 17,1 gl de solucion inhibidora TLOCK
(1.1 mM) ¢ PMSE (L1 mM) + 0.9 ud. de uido sarcoplismico y de agui se tomaron
950 pl. de esta mezcla para determinar actividad residual,

Para Jay mezclas reaccion los blancos quedaron,

Blanco 1: se eolocaron 900 ul. de solucidn inhibidora y 50 ul. de bulfer reaccion,

Blanco 2: se wmaron 950 pd. de la mezela con inhibidor/activador.

El control no contenia solugidn inhibidora/activadora



RESULTADROS Y DISCUSION

Estabilidad del Fluido Sarcophismico

El incrementa en ¢l porcentaje de nitrogeno no proteico (NNP)Y G material soluble
en dcido triclorvscéten en el Muido sarcopldsmico del museulo de sardinag (Figura 33, no
fué estadisticamente significativo diferente (p = 0.03), resubandd en un valor promedio
de 33.94% duramte el perindo de abnacennmiento a 0°C,

Lo anterior suplere que las enzimas del flufdo sarcoplismico no manifestaron
actividad sobre las proteinas presentes en el mismo.  Resulidos similares fueron
oblenidos por Hrickson ef «f, (1983), para fluldo sarcopldsmico en bacalaw (CGadis
macrocephatisy, donde el extracto de dcido tricloroacético del sobrenadante no sufrid

cambios dentro de los primeros 4 dias alntacenado a 4°C,

La actividad enzimidtica en el fluido sarcoplasmico almacenady a O y 4°C (Figura
4}, disminuyd drasticamente a Jas 24 h mostrando una reduccion promedio para ambas
tlemperaturas del 60, 83% y 47.23% respectivamene,

A las 48 h, la actividad en el Nuido almacenado a 4°C fué minima. Sin embargo,
en ¢l almacenado a 0°C, todavia se presentd una actividad detectable equivalente al
23.34% de la actividad inicial, La actividad enzimitica se perdid & las 72 b,
ohservandose turbidez y precipitacion el el flido, No existe informacion acerca de la

B3
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estabilidad de actividad enziméuca en extractos crudos, que pudieran sugerir su manejo
durante el gxperbmento,

Clont los resubtados obenidos en este trabajo se derermind que la estabilidad de s
actividad enzimatica en el {lufde decrece rdpidamente por 1o gue deberd wilizarse ¢l

miismo dia de suexuaccion,

La Figura 5 muestra el comportamiento en la estabilidad de 1a acnvidad
enzimdtica presente en el Muido almacenado a 0°C, monitoreada durante las primeras
guatro horas posteriores a su exiraceion. La actividad enzimitica subre las proteinas
miofibrilares se mantuvo constante (p>0.03) por un periodo de M) min, para
posteriormente  disminuir  significativamente  (p<0.03) mostrando una actividad
eguivalente al 97.3% v del 96% de 1a actividad inicial a los 60 min y 120 min
respectivanmente. A los 180 min la actividad residual 1ve del 73.3%. No obstante esta
iltima actividad se considerd elevada. Se establecio que el fluido deberd ser unlizado por
un periodo no mayor de dos horas en la determinacion de la estabilidad de [a actividad
enzimitica,

No existe informacion acerca del comportamicnto de Ta actividad enzimaitica de
Muidos sarcoplismicos, para sy manejo y almacenamienty durante el desarrollo el

experimento,
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Efecto de Ia Temperatgra sobre s Acuvidad

v Estabilidad Enzimirica

La femperatura mostrd un efecto marcado sobre Ta actividad enzhmdtica presente
en el fuido sarcoplismico def miscwo de sardina (Figura 6), Durante el periodo de
incubacion, ln actividad maxima se manifestd a 037C El cambio en absorbancia en el
rango de 25°C a 45°C no fue signifivativo (p>0.05), observindose un aumento
sipnificative (p=0.05) cuando la wemperatura se incrementd a 50°C, Estos resultados
indicaron fa presencia de proteinasas estables al calor,

Erickson ef of. (1983, y Rodger ef af, (1984} reportaran un comportamienio
similar para la acividad enzimidtica en Auido sarcoplismico de musculo de bacalao y un
extracto crudo de museuto de calamar respectivamente, Las enzimas para ambos casos
maostraron uny actividad mdxima a 60°C y pH 7.5,

Por otro lado, Makinodan er af . (1982) reportaron una actividad miaxima a 65°C
y pH 8.5 sobre la fraccion miofibrilar del musculo de carpa (Cyprinus carpios). La
enzima actud lante sobre las proteinas miofibrilares como sarcoplismicas.  Estos
resultados son similares a los obtenidos en el presente estudio, en el cusl tambicn se
utitizaron proteinas minfibritares como sustraw.

La actividad enzimatica del fluido sarcoplasmico del masculo de sarding mostrd
ser inestable a temperaturas superiores a los 65°C (Figura 7). mostrando actividad

mixima entre 53 y 65°C por periodos de incubacion de 150 min,
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Electo de Ja Temperatura sobre la Actividad

Yy Estabilidad Enzimdtica,

La temperatura mostrd un efecto marcado sobre la actividad enzimdtica presente
en el fluido sarcoplismivce del masculo de sarding (Figura 6). Durante el periodo de
incubacion, 1a actividad maxima se manifestd a 05°C, EF cambio en absorbancia en el
rango de 25°C a 45°C no fue significativo (p =103}, observindose un awmento
significative (p<00,05) cuando I temperaura se incrementd a 507C, Estos resultados
indicaron 1a presencia de proteinasas estables al calor,

Frickson ¢ al. (1983), y Rodger er al. (1984) veporiaron un comportamiento
similar para la actividad enzimitica en fuido sarcopldsmico de misculo de bacalao y un
extracty crudo de misewlo de calamar respectivamente. Las enzimas para ambos casos
mostraron una aclividad maxima a 60°C y pH 7.5,

Por otro lado, Makinodan er af, (1982} reportaron una actividad mydxima a 65°C
y pH 8,5 sobre la fraceion miofibrilar del miscuto de carpa (Cyprinus carpios). La
enzima actud @n sobre las proteinas miofibrilares como sarcoplismicas, Isjos
resubtados son similares a los oltenidos en el presente estudio, en el cual también se
utilizaron proteinas miofibrilares como sustrato,

La actividad enzimiitica del fluido sarcopldsmico del muisculy de sardina mostro
ser inestable a temperaturas superiores a los 65°C (Figura 7)., mostrando actividad

mixima entre 55 y 65°C por perfodos de incubicidn de 1350 min,
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Estos resultades confirman 1a presencia de proteinasas estables al calor y son
similares a comportamientos oblenidos en otroy estudios, donde citan la presencia de
proweinasas termoestables en mdsculo de pescado. Se ha reportado que en concentrado
prodeico de museuly de arengque del pacifico, el maximo grado de autdlisis se presents
a 60°C, ph 6.7 (Koury e af., 1971, Por otro lado en pasta de pescado se detectd 1a
presencia de una enzima estable al calor, con actividad optima a 60-63°C, wtilizando
caseina como sustrato (Makinodan er g/, 1963 Makinodan ¢ Tkeda, 1969), Esta altima
enzima mostrd actividad sobre fas proteinas presentes en kamaboky (Makinodan e Theda,

1971).

Efecto del pH sobre la Actividad y Estabitidad Enzimdlica

Il efecto del pH sobre la actividad proteotitica del fluido sarcoplismico utilizando
proweinas miotibritares como sustrato se muestra en fa Figura 8, Se detectaron maximos
de actividad a pH 2.5 ¥ 9.5, Sin embarpo, ia actividad enzimiica solo mostrd ser estable
en el rango de pH 5.5 a 7.5 (Figura 9). No fueron evaluados pH superiores a 9.5,

Los resultados de Jas pruebas de estabilidad indicaron la presencia de enzimas que
actian a pHs de ligeramente deidos a alcalinos 1o cual concuerda con informacion
reportada en la liweratura, La existencia de una enzima alcaling en masculto de pescado
que ha tomado inerés en los atimus afos, sobre todo por su accidn durante un proceso
teenoldgico (Iwata er al,, 1973; Makinodan e Ikeda, 1977, Hase of af,, 1980). Esta

enzima mostrd ser activa a 60-65°C y poco activa a temperaturas menores de 50°C,
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También se ha reportado 1a presencia de una enzima alealing en miseula de carpa
yoen otras especies como lisa, mavarela y curvina blanca, Ia cual moshtd su actividad
maxima a pH 8.0, 65°C (Deng, 1981, Makinodan ef af., 1982)

Eb comportamiente de Ta actividad enzimdiica deb fluido sarcoplismico sobre
proleinas miofibrilares en el rango de pH deido, fué similar a obtenidos en fracciones
enzimaticas de misculo de diferentes especies de peseado. Bno mojarva (Tiapia
mosambivg) se ha delectado accion enzimitica a pHl de 3.5 y de 257 a 35°C (Draper y
Zeece, 1989): usando hemoglobina como sustrato a pH 2.8 a 3.8 y sobre profeings
sarcoplismicas a pH de 5.0, con temperatura dptima para ambos casos de 507C (Doke
et al., 1980 Hang ef al., 1991),

Eatas dlrimas contribuian grandemente  en la degradacion miofibrilar y pérdida
de textura, ain cuande el pH subia ligeramente y las temperaturas eran relativamente

altas (Dutson, 19833,

Efecto de Fuerza 1onica sobre Actividad v Estabitidad Enzimdtica

En la produccion de alimentos marinos es comun el uso de la sal e imprescindible
en la elaboracion de productos po gel, donde participa en ¢l proceso de extraceion de
las proteinas miofibritares. La adicion de sal modifica la fuerza idnica del medio o
alimento, lo cual puede influir en la actividad enzimdtica presente en el mismo.

De to snlerior se deriva el interds de estudiar el efecto que la fuerza idnica

pudiera tener sobre la actividad enzimatica presente en ¢l musculo de sarding, Esta podria
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ser incrementada en condiciones dptimas, provocando con la aceleracion de protediisis
en ¢l musculo & en productos elaborados a partir del mismo, disminuyendo ¢l uso

Los estudins de) électo de la fuerza ionica (Fipura 100 sobre la actividad de s
profeinasas presentes en el flufdo sarcoplismico, indicaren que la luerza idnica b ¢l
rango de 002 a 0.4 no tue estadisticamente significativa (p=0.058), mostrandy un valor
promedio de DA 280 nm/min g prot. de 1.03 unidades de absorbancia,

A valores de fuerza idnica superiores a 04 resubaron en una disminucion
promedio (p<0,05) del 32.6% y 7% para valores de fuerza idnica de 0.5 y 0.0
respectivamente, No existe informacion acerca de como este parimetro afecta la aciividad
de proteinasas en en misculo de pescado.

La actividad enzimatica mostrd un maxime de estabilidad a faerza idnica de 0.4
(Figura 11) y valores superiores resultaron en una disminucion significativa (p =(,05),
interpretindose como una desactivacion drdstica de la fraccion enzimidtica presente. No
exite informacion detallada acerca de como este pardmetro influye sobre la estabilidad
dee 1 actividad de proteinasas del mdsenlo de pescado,

Sin embargo, los resultados oblenidos muestran gue en un alimento elaborado a
partir de misculo de sardina, serd necesario mantener una fuerza 1onica superior a 0.4,
para que la actividad proteolilica presente se inaclive, Dsta inactivacion también
dependerd de otras condiciones gque influencian la accidn enzimdtica como pl,
emperatura, compuestos inhibitorios, efc.

Si se considera un producto tpo gel elaborado a partir de mascuto de sardina, con

una formulacion def B0% de humedad y 2.5% dde sal, tendria una fuerza ionica de 0.538
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el
considerando dnicamente a este sohluto, Por 1o gue fa actividad enzimitica enddgena en

el producto, provenieme de la fraceion sarcoplismica del muasculo, seria inhibida,

Avtividad Especilica

Los resultados del estudio del efecto de sustratos ¢ inhibidores y/0 activadores
sindéticos sobre la actividad enzimdtica en el luido sarcoplismico de misculy de sardin
s muestran en los Cuadros 9y 10,

Las carboxipeptidasas son consideradas como enzimas proteoiiticas de origen
pancredtico, las cuales son capaces de hidrolizar en forma ripida enlaces peptidicos de
fag profeinas, Hberando aminodcidos bisicos presentes en el grapo carboxile terminal
(Folk et af., 1960; 1963),

En el presente estudio se observd actividad semejante a carboxipeptidasas A y B,
en el fluldo sarcoplismico del musculo de sarding, 1o cual se manifestd con la hidedlisis
marcada 4 pH 7.6 de los sustratos hipuril-1-fenilalaning por 1a A, ¢ hipuril-l-arginina por
la 13.

La actividad enzimidtica para ambas fracciones se vid acelernda significativamente
{p=0.001) al compararse con el control por CulO,, TLCK y PMSF, mientras gue
EDTA, iodoacetamida y cisteipa no mostraron ningun efecio significativo (p > 0.05).
Tanto el TLCK como el PMSFE, activaron significativamente (p > 0.03) 4 la enzima como

resultado del pericde de pretncubacion,
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Folk et al,, (1960, [963) y Whitaker (1970) reportaron que Tas carboxipeptidasas
son metaloproteinasas y que son inhibidas por agentes quelanies como EDTA. No exiswe
informacion averca de la presencia de carbosipeptidasy A y B3 en masculo de pescado.

En el Nuido sarcoplismico del musculo de sardina, la fraccion enzimdtica
responsable de hidrolizar Loy sustratos sintéticos anterionmente sefalados, na fué influida
por EDTA. Esws resultados son determinantes respecto a la no o presencia Je
carboxipeptidasas en el nuisculo de sardina, pero sioa o presencia de una fraccion
"semmejante” a ellas gue es activa a pH 7.65.

Se detecto actividad “semejante a quimwiripsing”, la cual se manifiestd por Ia
hidroiisis de GNPA a pH 8.2 para producir ¢l compuesto penitroanihida. Resulrados
similares fueron obtenidos por Brickson e af., (1983) para bacalao a pH 7.8, donde
también reportaron que esta actividad enzimatica fue mhibida por Cu® ™, TLOK y PMOI-.

La actividad en el fluido sarcoplismico en el muscubo de sarding fue inhibida
significativamente (p<0.05) por EDTA, cisteina, iodoacetamida, CusS0,, TLCK vy
PMSF, con reducciones en la actividad enzimitica equivalentes al 100%, 54.5%, 69.3 %,
T0.0%, 70.1% y 38.5% respectivamente,

La inhibicion enzimatica por TLOK se manifestd durante fa determinacion de la
actividad, con una reduceion de la actividad enzimitica en un 47% y como resultado de
fa aplicacion del periodo de preincubacion en un 70.1%. Micentras para el compuesto
PMSFE, fa inhibicidn sdlo se manifestd durante fa determinacidn de la actividad, ya que

el periodo de preincubacion enzima-inhibidoy no mostrd ningin efecto.
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Na existe informacion acerca del efecto inhibitorio o activador de cisteina ¢
doacetamida sobre esta fraccion enzimdtica, De los resulizdos se concluye gue esti
fraccion enzimdtica en ¢l fluido sarcoplismico del mdsculo de sarding, puede ser
considerada comi "semejante a quimoiripsina”,

La catepsing C rompe dipéptidos secuenciales a lewcina terminal (Enckson of of .
1983%, siendo inhiibida por jodoacetamida y CuS0, (Misaka y Tappel, 1971). 5S¢ ha
reportado gue PMSF no tene efecto sobre ta actividad de ésta enxzima (Fruton y Mycek,
1956).

Se detectd actividad semejante a esta enzima a pH 7.0, en el flufdo sarcoplisntico
ded muscuto de sardina. La actividad de esta enzima fué inhibida significativamente
(p=<0.001), en un 80% por CuSO,. Ef efecto de EDTA, lodoacetamida y cisteina sobre
la actividad enzbmdtica no fue estadisticamente significativa (p > 0.05). Bl efecto del
PMSF y TLCK sobre la actividad no tue significativo (p > 0.03) al tiempo cero, mientras
gue como resullade det periodo de preincubacion solo el efecto det TLCK foe
significative (p<<0.001).  La bibliografia no reporta el efecto del TLCK sobre Ia
actividad de esta enzima. Los resuliados en el fluldo sarcoplismico mostraron un efecto
inhibitorio de este compuesio.

Los trabajos de Erickson er af., (1983) y Frutton y Mycek (1956) muestran la
presencia de catepsing C en misculo de pescado, la cual fue inhibida por iodoacetamida
y CuSQ, y no fué afectada por PMSFE, La actividad del fuido sarcoplismico en ¢l

musculo de sarding concuerdan con las investigaciones anleriores, a excepeion del efecto
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de la jodoacelamida, La inhibicidn por éste dltimo fué ligera mis no significativa, por
lo que se concluye o presenciy de catepsina C en el musculo de sarding,

Se ha reportado que la catepsina D, estd ampliamente disiribuida en fas célulag
del pescady (Doke er al., 1980, Makinodan er al., 1981); es una proteinasa intragefular
la cual es ligeramente alectada por BEDTA (hang er al., 1991},

En el presente estudio se detectd actividad de esta enzima en el fluido
sarcoplismico del misculo de sarding, la cual Tué signilicarivamente activada {p=0.005)
en un 28% por CuSid, e inhibida significativamente {p<0.05) en un 17% por EDTA,
Tantw la odoacetamida como fa cisteing no mosiraron ningin efecto (p > 0.05) sobre la
actividad de esta enzima,

] efecto del PMSF y TLOK sobre la actividad no tfue significative (p > 0,03} al

Hempo cero, mieniras que como resuliado del periodo de preincubacion sélo el efecto del

Los resullados concuerdan con Jos reportados en la literatura, con relacion a la
sctividad enzimitica detectada a pH dcido (Doke e al,, 1980; JHang er al., 1991) y al
efecto inhibitorio del EDTA (Yiang ef al,, 1991), ésto determina fa presencia de catepsina
) en el Nuido sarcopldsmico deb misculo de sardina,

Diferentes investigadores reportan la presencia de catepsing A y B en nnlsculo de
pescado. Hara er al., (1988) y Matsumiya er af., (1989), detectaron la presencia de
catepsina B en musculo de carpa (Cyprinus carpios) y macarela (Scomber japonicus)
respectivamente, mientras que Jiang er al., (1990}, reportaron [a presencia de dos

fracciones con actividad semejante a catepsina A en misculo de chaho (Chanos chanes).
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No se detectd actividad de las enzimas catepsina A y B en el fluido sarcoplismico del
pisculo de sardina. Sin embarpo, no se puede alirmar B avsencia de éstas en el masculo
de esta especie, ya gque éstas enzimas pueden manilestar su actividad al aphicar un métodn
de extraceidn con solventes especificos para ¢l rompimiento demembrams Jisosomales,
tal como lo recomiendan los investipadores anteriormente itados.

En el presente trabajo el extracto mangjado fué obtenido como el fluido Jel
musculo sometido a congelagion-descongelacion, proceso que provoca el rompimiento
de o membrana celular y probablemente Ta membrana lisosomal Bberando la actividad
enzimitica presente,

No se detectd actividad “semejanee a tripsina” en el {uido sarcoplismico del
misculo de sarding, 1o cual concuerda con o reportado por Lrickson ¢f al. (1983), para
midsenly de bacalao (Gadus macrocephalus) | Bxisten pocos reportes acerci de este Lipo
de enzimas en muasculo de pescado, Jang er af, (19903, reportaren la presencia de una
Fraccidn enzimitica en el misculo de chano (Chanes chanos), Ta cual mostrd actividad
a 60°C, plt 8.0, clasificindola como "semejante a tripsina”,

Los estudios de Erickson er af. (1983) en fluido sarcoplismico del musculo de
hacatao (Gadus macrocephalus)y, no detectaron la presencia de colagenasa, De igual

forma, en el presente estudio no se detectd actividad de esta enzima,



CONCLUSHINES
Eas determinaciones de nitrdgeno no proeico en el fuide sarcoplismico
almacenado por 4 dlas a 07, mostraron que la fraceion enzimitica de ésle no presenta
actividad sobre tas proteinas deb mismuo, Esto permitio la utibzacion del extracto crudo
en ta determinacion de 1a actividad presente en el mismo, sobre lag protweinas utilizadas
como sustraty en ¢l estudio, Contrario a o anterior, se hubiese tenido 1o necesidad de
determinar la magnited de 1a hidedbisis previa existente en el Puido, para ser ulitizado

como control,

Laos estudios de estabilidad de 1a actividad enzimdtica en ¢l Tuido sarcoplismivo
demostraron que el Muido deberd ser mantenido a 070 ademis, ser utibizado en un
periodo no mayor de 24 horas v de preferencia en las primeras dos horas después de ser

obtenido; de 1o contrario la actividad enzimitica se reduce significativamente,

e los resultados del efecto de Ia temperatura, se concluye que la actividad
gnzimdtica presente en ¢ fluido sarcoplismico es termoesiable, detectindose una
actividad nxixima a 65°C que fué estable en el rango de 50° a 65°C.

la presencia de proteinasas resistentes al calor en el musculo de sardina, tendria
repergusiones tecnoldpicas trascendentes donde se apliguen (ratantientos térmicos que
incluyan el rango de 40 a 65°C, como el proceso de elaboracion de productos tipo
"Kamaboko” (peles de pescado). Bsto se manifestaria en fa hidrélisis proteica miotibrilar,

105



fraccidn imprescindible en productos manufacurados donde se requiere de una alla

funcionalidad aportads por la proteina miolibrilar presente,

Hl efecto ded pH sobre la actividad y estabitidad enzimitica, determind dos valores
de mdxima actividad a pH 2.5 v 9.8, La actividad detectada fue estable en el rango de
pH de 5.5 a 8.5, indicando fa presencia de enzimas ligeramente deidas v enzimas
alcalings, La existencny de fracciones enzimaticas alealing vy ligeramente dcida en ¢l
mtseuto de sardim e evideme, fo cual debe ser considerado como amtecedente en 14
utilizacion de este recwrso como materia prima para la o elaboracion  productos
mantfacturados, como el surimi cuyo pH puede variar entre 6.7 y 7.5 (Pacheco-Aguilar,

1989).

Las resultados sobre el efecto de 1a fuerza idnica coneluyen que en un alimento
elaborado a partir de misculo de sardina, serd necesario manteneli ¢n un valor superior

a 0.4 pars que la actividad proteolilica presenie se inactive,

Log estudios de actividad especilica mediante el uso de sustratos ¢ inhibidores y/o
activadores  sintéticos, indicaron la presencia de proteinasas activas en el fluido
sarcoplismico del miscuto de la sardina 1ales como: "semejante a carboxipeptidasa A",
"semejante a carboxipeptidasa B, "semejante # quimotripsing”, catepsina C y catepsinas

1.
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La falta de sctividad de enzimas exdpenas como Tripsing,  guimotripsina,
carboxipeptidasas y colagenasa garantizaron que ¢l misculo de sarding utilizado en este
estudio ne uvo comaminion visceral, por lo que la actividad de proteinasas en el fluido

sarcoplismico es de caricter endidgeno.

i ausencia de enzimas como catepsina A y B oen el fluido sarcoplismico pudo
deberse a gue el método de extrsecion no e suliciente para romper fas membranas de
tos Hisusomas u otros organelos. e lo contrario podeian haber Jas catepsinas Ay By

manifestar su actividad.

Del presente trabajo ha surgido o necesidad de puriticar y caracterizar
individualmente las enzimas detectadas, asi como de la implementacion de mérodos de
gxtraccion que garanticen ta destruceion de ta membram lisosomal y 14 liberacidn de su

comtenidy enzimatico.
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