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Resumen

La ostra del Pacifico (Magallana gigas) es un molusco de importancia eco-
noémica y caracterizado por su gran capacidad para adaptarse a entornos
cambiantes de temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, pH y disponibilidad
de alimento, entre otros. El éxito de su adaptacion a ambientes cambiantes
podria deberse a la bateria enzimatica que posee, capaz de metabolizar di-
versas biomoléculas, principalmente lipidos, los cuales son de gran relevan-
cia para la supervivencia. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo es
evaluar la actividad lipolitica intracelular y extracelular en el musculo y la
glandula digestiva de M. gigas, respectivamente. Mediante técnicas electro-
foréticas se pudo observar el perfil de proteina de las proteinas solubles en
musculo y glandula digestiva, asi mismo, al utilizar un sustrato fluorogénico
(4-metilumbeliferil butirato) se evidenciaron cinco bandas con actividad
lipolitica en la glandula digestiva y tres en musculo. La actividad lipolitica
fue de 270.91 £ 11.96 u/ml en musculo, mientras que en glandula digestiva
* Ingeniera en Biotecnologia en el Instituto Tecnolégico de Sonora, México. ORCID: https://
orcid.org/0009-0007-7682-5665 ; correo electrénico: carolina.escarrega212999@potros.
itson.edu.mx
** Estudiante de la Licenciatura en Ingenieria Biomédica con una formacién técnica como la-
boratorista clinico, México. ORCID: https://orcid.org/0009-0004-0252-5887
*** Estudiante de la Ingenieria Bioquimica en el Instituto Tecnolégico de Colima, con espe-
cialidad en Alimentos y Biotecnologia, México. ORCID: https://orcid.org/0009-0005-2338-
5593

**** Doctor en Ciencias con especialidad en Biotecnologia. Profesor del Instituto Tecnolégico
de Sonora, México. ORCID: https://orcid.org/0000-0001-5152-7695 ; Scopus: 57210646749

[95]


https://doi.org/10.52501/cc.348.06
https://orcid.org/0009-0007-7682-5665
https://orcid.org/0009-0007-7682-5665
mailto:carolina.escarrega212999@potros.itson.edu.mx
mailto:carolina.escarrega212999@potros.itson.edu.mx
https://orcid.org/0009-0004-0252-5887
https://orcid.org/0009-0005-2338-5593
https://orcid.org/0009-0005-2338-5593
https://orcid.org/0000-0001-5152-7695
http://www.scopus.com/inward/authorDetails.url?authorID=57210646749&partnerID=MN8TOARS

96

BIOTECNOLOGIA Y VALORIZACION DE RESIDUOS

883.49 + 6.41 u/ml, al utilizar p-nitrofenil butirato como sustrato, mientras
que con p-nitrofenil palmitato fue de 1.19 + 0.04 u/mly 15.66 + 0.31 u/ml
para musculo y callo, respectivamente. Los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio nos ayudan a comprender mejor la bateria enzimatica que
utiliza el organismo durante el metabolismo de lipidos.

Palabras clave: lipasas, detergentes, actividad lipolitica, emulsion.

Introduccion

La produccién de moluscos es un sector de gran importancia para México,
pues forma parte del desarrollo econémico de las comunidades que se de-
dican a su explotacion, ya sea mediante cultivo o pesca artesanal, lo que
posiciona a este grupo de especies como potenciales candidatos al desarro-
llo tecnoldgico, ademas de la aportacion monetaria (Conapesca, 2022). Al
invertir en investigacion y desarrollo en este campo, el pais puede fortalecer
su posicion en acuicultura a nivel nacional e internacional (Chong-Carrillo
et al., 2024).

La especie de produccién acuicola Magallana gigas (anteriormente Cras-
sostrea gigas) es conocida coloquialmente como ostion del Pacifico, es ori-
ginaria del noroeste del continente asiatico (Japon, Corea y China), sin
embargo, en México la podemos encontrar en el noroeste del pais, en las
costas de Sonora, Sinaloa, Baja California Norte y Baja California Sur, ha-
bita adherida a rocas y conchas, entre otros soportes (FA0, 2024). Esta espe-
cie mantiene caracteristicas peculiares que le permite adaptarse a distintos
ambientes de temperatura, puede sobrevivir y desarrollarse en nichos con
rangos amplios de temperatura (-2 hasta 35 °C) y salinidad (0 hasta 50 ups)
(Chavez-Villalba, 2014). Ademas, M. gigas produce entre 50 y 200 millones
de huevos por desove.

Debido que la ostra del pacifico es un organismo que tiene la capaci-
dad de adaptarse a ambientes cambiantes, el estudio de su biologia nos
ayudaria a comprender su éxito adaptativo, de tal manera que el estudio
sobre su metabolismo o las enzimas implicadas en la produccién de energia
(enzimas digestivas o intracelulares; proteasas, carbohidrasas y lipasas) es
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esencial para comprender la particularidad de este organismo, y al mismo
tiempo nos proporciona informacién de interés biotecnoldgico (Gonzalez-
Bacerio, 2010).

Por tal motivo, el objetivo del presente estudio es llevar a cabo la iden-
tificacion y cuantificacion de la actividad de las enzimas lipoliticas intra-
celular y digestiva de la ostra del Pacifico, de tal manera que esto pueda
ayudarnos a comprender procesos fisioldgicos y determinar si las enzimas
pueden llegar a tener impacto en alguna biotecnologia, por ejemplo, en el
proceso de produccion de farmacos mas selectivos y efectivos, con efectos
secundarios menores; produccién de detergentes; la obtencion de pestici-
das de menor toxicidad, mediante la sintesis de compuestos 6pticamente
puros y la resolucidén de mezclas cémo ha sido el caos de otras lipasas (Kir-
chner et al., 1985), entre otros usos.

Metodologia

En este apartado se desglosan las técnicas para obtencion de los extractos
enzimaticos a partir de la glandula digestiva y musculo (callo) y su analisis.

Introduccion a la metodologia

El método de Bradford es uno de los métodos mas usados para la cuanti-
ficacién de proteina soluble, se basa en la unién del Comassie Blue G-250
a las proteinas para dar la forma azul. El efecto del complejo proteina-
colorante se puede visualizar debido al cambio de absorcidon de 465 nm a
565 nm. El reactivo azul de Comassie G-250 interacttia con residuos de
arginina, lisina, tirosina, triptéfano y fenilalanina (Lemus-Venezolana y
Cortez-Suarez, 2015).

La determinacidn de actividad proteolitica se basa en que cada enlace
peptidico hidroliza peptidasas, al evaluar el progreso de la hidroélisis a
280 nm, de los grupos libres en solucién dcida cuando se usa hemoglobina
como sustratos y el monitoreo de los grupos azo libres mediante la absor-
bancia a 366 nm (Garcia-Lagunas, 2014).

97



98

BIOTECNOLOGIA Y VALORIZACION DE RESIDUOS

Se han desarrollado una variedad de ensayos para cuantificar la activi-
dad hidrolitica de las lipasas en distintas muestras biologicas para revisar
su manera de actuar con cada una de ellas, y comparar la cantidad de sus-
trato consumido y el tiempo empleado para que la liberacién de productos
ocurra (Camacho et al., 2009). La determinacién de actividad lipolitica se
basa en la deteccién del grupo cromoéforo (4-nitrofenol) a partir de la hi-
drdlisis del enlace tipo éster de los sustratos sinteticos (p-nitrofenil butirato
y p-nitrofenil palmitato), los cuales se emulsifican con el uso de diferentes
detergentes como el taurodesoxicolato de sodio, N-lauril sarcosina y
2-[4-(2,4,4-trimethilpentan-2-il)fenoxi]etanol (NaTDC, NLS y Triton x-100,
respectivamente), los cuales intervienen en la formacion de micelas a partir
de la dispersion de los grandes agregados hidrofébicos, para organizar los
sustratos en solucién acuosa (Dandavate et al., 2009). El analisis de la velo-
cidad de liberacidn de los dcidos grasos puede efectuarse indirectamente
mediante el seguimiento de los protones liberados durante la hidroélisis en-
zimatica. El método electroforético es usado para conocer el perfil de enzi-
mas y proteinas, usando geles de poliacrilamida, estos geles sirven como
tamiz para las proteinas, para generar asi su separacion. El gel estd com-
puesto por la acrilamida y monémeros recirculantes que se unen y polime-
rizan en cadenas largas estructuradas covalentemente.

Las técnicas antes mencionadas nos permiten generar informacion con
el objetivo de evaluar la actividad lipolitica extracelular e intracelular de la
ostra del Pacifico (Magallana gigas).

Diseio del estudio

El siguiente experimento fue cualitativo y cuantitativo. Inici6 con la obten-
cién de muestras con pescadores locales; posteriormente, se llevé a cabo la
obtencidn de extractos enzimaticos; y a continuacidn, su analisis con las
metodologias antes mencionadas. El analisis inicié con la obtencion de
los organismos a estudiar. La interpretacion de los datos obtenidos en las
distintas técnicas dio lugar al ambito cuantitativo, donde fueron interpre-
tados con herramientas computacionales.
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Métodos utilizados
Obtencion de las muestras

Las ostras del Pacifico (Magallana gigas; n = 30) fueron obtenidas de Bahia
de Lobos, posteriormente fueron trasladadas a 0 °C al Laboratorio de Bio-
tecnologia de Especies Acuaticas, donde se les llevé a cabo un proceso de
diseccion para recuperar el callo (musculo) y hepatopancreas (glandulas
digestivas), posteriormente obtenidos los tejidos, se homogenizaron por
separado en una relacion 1:4 (tejido/agua destilada) usando un equipo de
dispersion de alto rendimiento (Ultraturrax) a 0 °C, con el objetivo de evi-
tar la desnaturalizacion de las proteinas, posteriormente el extracto se
centrifugd durante 30 minutos a 4 °C y 10000 g, después se recuperd la
fase acuosa (extracto enzimatico) y se almaceno a —20 °C para su poste-
rior uso.

Cuantificacion de proteina soluble

Se determino la concentracidn de proteina soluble en las muestras por
método de Bradford (1976), al emplear como estandar albumina sérica bo-
vina (BSA).

Actividad proteolitica

Se utilizaron dos sustratos, para condiciones alcalinas se empled azocaseina
al 0.5% en amortiguador Tris 50 mM pH 8.0, mientras que para condiciones
acidas se emple6 hemoglobina al 0.5 % en amortiguador de glicina a 50 mM
y pH 4.0 Brevemente se afiadieron en tubos de 1.5 ml, 25 pl de extracto
enzimatico, 250 pl del amortiguador indicado segun la actividad enzimati-
ca acida o alcalina; posteriormente, se incubaron a temperatura ambiente
(25 ° C) durante 60 min. Después, se agregaron 250 ul a de TCA 20 % para
parar la reaccion y se incubaron por 5 min a —20 °C, a continuacion, se
centrifugaron a 10000 g por 10 min. Las muestras que contenian azoca-
seina como sustrato se leyeron a 366 nm, mientras que las de hemoglobi-
na se leyeron a 280 nm. Las unidades totales de actividad de la proteasa se

99



100

BIOTECNOLOGIA Y VALORIZACION DE RESIDUOS

expresaron como cambio en la absorbancia por minuto por ml de extrac-
to enzimatico.

Ensayo de actividad lipasa/esterasa

La cuantificacién de actividad enzimatica se basé en la deteccién del grupo
cromoforo (p-nitrofenol) por la hidroélisis del enlace éster de los sustratos
sintéticos. En una microplaca se depositaron 20 ul (4.45 mg/ml de proteina)
de callo y 20 pl (10.38 mg/ml de proteina) de glandulas digestivas y se adi-
cionaron 180 ul de emulsidn, la cual consiste en 17 partes de solucién amor-
tiguadora (25 mM tris-HCI; 150 mM NaCl; pH 8.0) con 0.5 % de detergen-
te y una parte de sustrato (10 mM p-nitrofenol butirato ¢ p-nitrofenol
palmitato disuelto en pmMso). Las lecturas se tomaron cada 30 s durante
15 min a 410 nm y 40 °C. Una unidad lipasa corresponde a la cantidad de
enzima que libera 1 umol de p-nitrofenol por minuto.

Perfil de enzimas lipoliticas

El perfil de proteinas del extracto enzimatico fue analizado por electrofore-
sis en gel de poliacrilamida sps-PAGE al 12 %. La migracion de las proteinas
se llevé a cabo mediante un voltaje de 15 mA a una temperatura de 4 °C. Se
utilizé un marcador de bajo peso molecular (B10-RAD low-range SDS-PAGE
standars, 161-0304). Una vez terminada la separacion de proteinas, se rea-
liz6 el zimograma utilizando metilumbeliferil butirato (MUE-butirato) di-
suelto en DMsO y se visualizo6 bajo la luz uw.

Consideraciones éticas
Los organismos Magallana gigas fueron obtenidos de cooperativas pesque-

ras, respetando las temporadas de pesca por la Semarnat. Los organismos
se adormecieron a 0 °C, posteriormente se llevo a cabo la diseccion.
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Limitaciones del estudio

En el presente estudio, a pesar de ser factible para evaluar la actividad de las
enzimas lipoliticas, no fue posible el determinar si todas pertenecian al
mismo tipo de carboxilasas.

Resultados y discusion
Actividad proteolitica

Debido a que las enzimas proteoliticas pueden llegar a hidrolizar algunos
sustratos sintéticos que se utilizan para cuantificar la actividad lipolitica, se
llevé a cabo la medicién actividad proteasa. Se logré detectar la actividad
proteolitica de los tejidos de la ostra del Pacifico (Magallana gigas) en con-
diciones acidas en musculo (0.319 u/ml) y en menos proporcion en hepa-
topancreas (0.02 u/ml), mientras que en condiciones alcalinas se detecto
0.221 u/ml en muestras de musculo y 0.002 u/ml en glandula digestiva. Se
ha encontrado presencia de a-quimotripsina en el plasma de la ostra del
Pacifico (Magallana gigas) (tabla 6.1), la cual puede reconocer y digerir
proteoliticamente las proteinas plasmaticas, y llevar la inhibicion de las se-
rino proteasa (Oliver et al., 1999). En otros organismos marinos se ha de-
tectado actividad proteolitica acida atribuida a catepsinas B, L y C, mientras
que la actividad alcalina esta en funcién principalmente de tripsinas y qui-
motripsinas (Rojo-Arreola et al., 2020). Sin embargo, en este estudio, lleva-
do a cabo en condiciones alcalinas (pH 8.0), no se determinaron las enzimas
presentes en los extractos, pero se lograron detectar cuatro bandas corres-
pondientes a proteasas en muestra de glandula digestiva y cero bandas de
actividad en muestra de musculo (figura 6.1).

Por otro lado, se ha demostrado que M. gigas contiene carvotina, lo que
le da esa resistencia a la mortalidad. Esta proteina glicosilada con actividad
de inhibicién de serino-proteasas se asocia con hierro, lo que indica que
puede funcionar como agente quelante del hierro, segin Garcia-Lagunas
(2014), por tal motivo en pH alcalino (hemoglobina) también se presenta
actividad.
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Tabla 6.1. Determinacion de actividad proteolitica de extractos
enzimdticos de la ostra del Pacifico

Extracto enzimdtico Proteina Actividad dcida Actividad alcalina
(M. gigas) (mg/ml) (u/ml) (u/ml)
Musculo (callo) 2.67 0.319 0.221
Gléndulas digestivas (HP) 6.23 0.020 0.002

Fuente: Elaboracion propia.

Actividad lipasa/esterasa

La actividad lipolitica del extracto enzimatico mostr6é mayor actividad con
p-nitrofenil butirato y Tritén x-100 en ambas muestras. Los detergentes
tienen la capacidad de afectar la actividad enzimatica de las enzimas lipo-
liticas, ademas, los estudios realizados indican que la inhibicién va directa-
mente con la concentracion micelar critica. Gargouri et al. (1983) hacen
hincapié en el hecho que a una proporcioén dada de detergente/sustrato, el
porcentaje de lipasa activa permanece constante, independientemente de
la concentracidon de enzima, lo que demuestra que la superficie lipidica es
controlada por las propiedades de la superficie de triglicéridos modificados
por detergente a la que se une la enzima, esto se atribuye a la poca actividad
lipolitica en conjunto con las sales biliares y a su alta actividad con el deter-
gente Triton x-100. Cross (1998) explica que la actividad lipasa por los de-
tergentes anionicos se debe a la habilidad de producir la inhibicién de la
enzima por desestabilizacion de su estructura tridimensional. La capacidad
de hidrolisis es un mecanismo de distincion entre lipasas y esterasas, de-
pendiendo de la longitud de la cadena, por tal motivo la diferencia entre los
dos sustratos, en comparacion con el p-nitrofenol palmitato que mostrd
muy poca actividad de interaccién con este organismo, en cambio como
mencionan Del Monte et al. (2003) en su analisis de las lipasas del extracto
enzimatico de hepatopdancreas de Litopenaeus vannamei, se obtuvo mayor
cantidad de actividad al aumentar la longitud de la cadena del 4cido graso
al p-nitrofenol, lo que evidencia la presencia de especies enzimaticas espe-
cificas hacia esteres cuyos acidos grasos presentan al menos 8 atomos de
carbono. Por el contrario, Chahiniana (2009) sefald que las esterasas son
selectivas para interactuar con sustratos de cadena corta.
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Tabla 6.2. Cuantificacién de actividad lipasa/esterasa de extractos de M. gigas

Actividad enzimdtica (u/ml)

Extracto enzimdtico

. p-NPB p-NPP
(M. gigas)
NaTDC NLS Tritén x-100 NaTDC NLS Tritén x-100
Musculo (callo) 139.31+£541 2795+1.05 27091+1196 4.06+0.17 0.22+0.00 1.19+0.04

Gléndulas digestivas (HP) 772.26 +21.37 61.48+0.87 883.49+6.41 774+034 6.09+£0.29 15.66+0.31

Fuente: Elaboracion propia.

Perfil de lipasas

El perfil de lipasas (zimograma) para la deteccion de actividad lipasa/esterasa
del extracto enzimatico esta representado en la figura 6.1b. En el primer carril,
representado por M, se observo una serie de bandas no tan marcadas, pero
que si demuestran la presencia de enzimas lipoliticas. En el carril del centro
nombrado por GD se muestra un bandeo de mayor intensidad confirmando
(Casillas-Hernandez et al., 2002) que la actividad de lipasa se incrementa para
hacer disponibles las reservas lipidicas del hepatopancreas. Por ultimo, en el
carril de la derecha representado por C(+) se aprecia una gran intensidad de
bandas.

Figura 6.1. Zimograma del perfil de enzimas lipoliticas y proteoliticas
o+ B @ Oy

WM
-T
-
i
J.i
—
Al Bj

Nota: A = zimograma para proteasas utilizando caseina como sustrato; B = zimograma para enzimas lipoliti-
cas utilizando MUF-B como sustrato; M = musculo; GD = glandulas digestivas de M. gigas; C(+) =
hepatopéncreas del camarén azul (Penaus stylirostris).

Fuente: Elaboracion propia.
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Conclusiones

Mediante las técnicas empleadas se evaluo la actividad lipolitica extracelu-
lar e intracelular de la ostra del Pacifico (Magallana gigas). Los resultados
mostraron que tanto el musculo como la glandula digestiva presentan acti-
vidad lipolitica, es esta ultima, la que presenta mayor actividad, lo que su-
giere su papel crucial en la movilizacién de lipidos para el suministro ener-
gético. Se logré determinar que con Tritén x-100 se presentd la mayor
actividad lipasas/esterasas en tejidos de M. gigas, esto nos indica que este
surfactante es idoneo para continuar con el estudio de las enzimas lipoliti-
cas de la ostra del Pacifico. No fue posible determinar el tipo de carboxilasas
a las que pertenecen, pero seria de gran interés identificarlas para futuros
analisis experimentales.
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