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RESUMEN

Se caracterizan las proteasas digestivas de Solea senegalensis Kaup, 1858. El 6ptimo de actividad
para el extracto estomacal se situ6 en valores de pH entre 2,0y 2,5 y para los intestinales entre pH:9,5
y pH:10,0. El extracto de estbmago se mostré muy estable a distintos valores de pH, excepto a
pH:12,0. Los extractos intestinales mostraron ser inestables a pH acido. Los 6ptimos de temperatu-
ra se localizaron entre 37y 40 °C. Las proteasas fueron termolabiles por encima de 50 °C. El uso de
sustratos e inhibidores especificos evidenci6 la presencia mayoritaria de pepsina en el estémago y de
serina proteasas de tipo tripsina y quimotripsina en el intestino. Los zimogramas confirmaron la exis-
tencia de una sola proteasa en el extracto de estomago y de siete fracciones activas en el intestino.

Palabras clave: Proteasas digestivas, tripsina, quimotripsina, inhibidores de proteasas, zimo-
gramas, lenguado senegalés.

ABSTRACT
Characterization of digestive proteases in the Senegal sole Solea senegalensis Kaup, 1858

The digestive proteases of Senegal sole Solea senegalensis Kaup, 1858 were studied. Acid proteases sho-
wed their peak of activity between pH:2.0 and pH:2.5. Optimum activity for intestinal proteases was found
in the range of pH:9.5-10.0. The results of acid protease stability under different pH indicated that only pH
12.0 affect these enzymes. Alkaline proteases were highly sensitive to acidic pH. Temperature optimums were
Jound at 37-40 °C. Thermal stability analysis showed that proteases kept up their activities until 50 °C. The
use of specific proteases inhibitors showed the presence of aspartic proteases in stomach and serine proteases
(trypsin and chymotrypsin-like) in the inlestine. Zymograms confirm the existence of a single protease in sto-
mach extract, and seven active fractions in the intestine extracts.

Keywords: Digestive proteases, trypsin, chymoltrypsin, protease inhibitors, zymograms, Senegal sole.

INTRODUCCION objetivo de diversificar los cultivos marinos tradi-
cionales, como los de dorada Sparus aurata L.,

Desde finales de la década 1981-1990 se ha 1758, lubina Dicentrarchus labrax (L., 1758) o
venido investigando a propésito del desarrollo  rodaballo Psetta maxima (L., 1758). El lenguado
de técnicas de cultivo de nuevas especies con el senegalés Solea senegalensis Kaup, 1858 es una de
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las denominadas nuevas especies que ha desper-
tado el interés del sector acuicola en los ultimos
anos (Dinis et al, 1999). Su valor comercial es
considerable, la tasa de crecimiento elevada y
varias empresas estan comenzando a acometer su
engorde a escala industrial; por todo ello se le ha
considerado como un posible candidato para
sustituir el exceso de producciéon de dorada que
hay en Europa. Ademas de presentar las ventajas
enumeradas, es bastante tolerante a distintas
condiciones ambientales de cultivo (oxigeno,
salinidad, temperatura, etc.). No obstante, atn es
necesario mejorar varios aspectos relacionados
con el destete y las condiciones del preengorde
(Ribeiro et al., 2002), ya que estos dos factores
limitan el desarrollo de su cultivo a una escala
similar a la que ya existe para el rodaballo. Entre
las distintas facetas de estudio que es necesario
abordar, la nutriciéon es un aspecto cuya evalua-
cion es obligada de cara al cultivo de cualquier
organismo, lo que significa establecer sus reque-
rimientos nutritivos y sus capacidades digestivas y
de transformacion de los alimentos. Ademas, se
sabe que las caracteristicas de las enzimas pre-
sentes en el aparato digestivo son un reflejo del
habito alimentario de cada especie (Jonas et al.,
1983). El conocimiento generado a través de este
tipo de estudios tiene una aplicacion directa en
la fase de destete de esta especie, ya que, utili-
zando como referencia el patréon de los indivi-
duos juveniles, se podra determinar en qué
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momento el equipo de proteasas digestivas de las
larvas esta plenamente desarrollado. Dentro de
este contexto, el presente trabajo pretende apor-
tar conocimiento sobre las capacidades digestivas
de los juveniles de lenguado senegalés, en parti-
cular de las proteasas, enzimas responsables de la
hidrolisis de la proteina alimentaria.

MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares de S. senegalensis, de 40 g de
peso, fueron proporcionados por la empresa
Predomar S.L.. (en Carboneras, Almeria, sures-
te de la peninsula Ibérica). Los peces fueron
alimentados dos veces al dia, desde el destete
hasta el momento de su sacrificio, con pienso
comercial Gemma (55 % proteina y 12 % lipi-
dos) (Skretting, Espana). Los animales fueron
sacrificados en bano de hielo e inmediatamen-
te disecados con objeto de extraer su sistema
digestivo. En el tracto digestivo se diferencia-
ron las siguientes regiones; estomago (E), intes-
tino proximal (I-1) e intestino distal (I-2). El
criterio de separacion entre las distintas regio-
nes digestivas se bas6 en las diferencias histolo-
gicas que existian entre ellas (estudios previos)
con el objetivo de comprobar si estas diferen-
cias reflejaban cambios en las caracteristicas de
las proteasas que actian en cada porcion del
digestivo (figura 1).

Figura 1. Sistema digestivo de S. senegalensis e histologia de las tres secciones estudiadas. (E): estomago; (I-1):
intestino proximal; (I-2): intestino distal.
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La longitud intestinal relativa (LIR) es un
indice que relaciona la longitud del intestino
respecto a la longitud total del pez y que se utili-
za como indicador del habito alimentario del
pez. Para la determinacion del indice LIR se
analizaron 50 individuos al azar y se calcul6 el
valor medio de este indice. Los extractos enzi-
maticos fueron preparados tras homogeneizar
las porciones digestivas en agua y centrifugar a
12 500 G a 4 °C durante 15 min. El sobrenadan-
te se almacené6 a —20 °C hasta su posterior uso
(Moyano et al., 1996). La concentraciéon de pro-
teina soluble en los extractos se determiné por
el método de Bradford usando albimina bovina
(1 mg/ml) como estandar (Bradford, 1976). La
actividad proteasa dcida se determin6 mediante
la técnica de Anson (1938) modificada, utilizan-
do como sustrato hemoglobina al 0,5 %. La acti-
vidad proteasa alcalina se evalu6 usando el méto-
do de Kunitz (1947), modificado por Walter
(1984), usando caseina como sustrato (0,5 %)
en tampoén Tris-sHCI 50 mM pH:9,0. En ambos
casos, la mezcla de reaccion (20 pl de enzima y
500 pl de sustrato) se incub6 durante 45 minutos
a 25 °Cy la reaccién enzimatica se detuvo tras la
adicion de 500 pl de dcido tricloroacético al 20 %.
La liberacion de péptidos se cuantificé deter-
minando a 280 nm la absorbancia del sobrena-
dante. También se determiné en los extractos
intestinales, I-1 e I-2, la actividad tripsina usando
como sustrato BAPNA (Na-benzoil-DL-arginina-
P-nitroanilida) segin el método de Erlanger,
Kokowsky y Cohen (1961) y la actividad quimo-
tripsina con SAPNA (succinil-(Ala)2-Pro-Phe-p-
nitroanilida) segin la metodologia descrita por
Asgeirsson y Bjarnason (1991).

En los tres extractos preparados se determiné
el nivel de actividad proteolitica, el 6ptimo de
pH y temperatura y la estabilidad de las protea-
sas a diferentes valores de pH y distintas tempe-
raturas. Para determinar el efecto del pH sobre
la actividad proteasa se emple6é tampon univer-
sal (Stauffer, 1989) en el rango de pH de 1,0 a
7,0 para los extractos de estomago y pH de 5,0 a
12,0 para los extractos intestinales. La estabili-
dad al pH de la actividad proteasa en los prepa-
rados enzimaticos se determiné preincubando
los extractos enzimaticos a distintos valores de
pH, desde 2,0 hasta 12,0, durante 120 min antes
de realizar el ensayo de actividad proteasa. A
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continuaciéon se determiné la actividad residual
y se compar6 con un control preincubado con
agua destilada. La actividad residual se expreso
en porcentaje de actividad con respecto al con-
trol. La temperatura 6ptima de las proteasas de
estomago e intestino se determiné en el rango
de temperatura de 5 °C a 70 °C. Para determinar
la termoestabilidad de las proteasas se incuba-
ron los extractos enzimaticos a diferentes tem-
peraturas durante 120 min y, seguidamente, se
determiné la actividad residual con respecto a
un control mantenido a 25 °C.

Para evaluar el tipo de proteasas presentes en
cada extracto se utilizo6 la bateria de inhibidores
de proteasas que usualmente se emplea en los
estudios de caracterizacién enzimatica (Alarcon
et al., 1998). Los inhibidores de proteasas fue-
ron: PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo);
SBTI (inhibidor tripsico de la soja) y ovomucoi-
de como inhibidores de serina proteasas; TLCK
(cetona de tosil-lisina-clorometilo) como inhibi-
dor de tripsina; ZPCK (cetona de carboxibenzo-
xi-alanina-glicina-fenilalanina-clorometilo) vy
TPCK (cetona de tosil-fenilalanina-clorometilo)
como inhibidores de quimotripsina; EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) como inacti-
vador de metal proteasas y pepstatina A como
inhibidor de proteasas acidas.

Finalmente la actividad proteolitica de los
extractos de estomago se visualizo utilizando la
metodologia propuesta por Diaz e al. (1998) y
los zimogramas de las proteasas alcalinas de los
extractos intestinales se realizaron segun la téc-
nica descrita en Garcia-Carreno, Dimes y Haard
(1993). Adicionalmente, como controles se utili-
zaron dos extractos enzimadticos de peces mari-
nos que previamente han sido caracterizados en
el laboratorio —dorada S. aurata L., 1758 (Predo-
mar, S.L., en Carboneras, Almeria) y dentén
Dentex dentex (L., 1758) (Centro Oceanografico
de Murcia del Instituto Espanol de Oceanogra-
fia, en Mazarron)— y que fueron alimentados
con los piensos comerciales que se usan habi-
tualmente para el engorde de estas especies.

Todas las determinaciones enzimaticas se
realizaron por triplicado, y las comparaciones
entre los valores medios de inhibicion de los
extractos intestinales se llevaron a cabo tras un
analisis de varianza seguido de un test de Tukey

(p < 0,05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En general, la morfologia del tracto digestivo
de los peces es muy variable, lo que ilustra la
diversidad de regimenes alimentarios y modos
de vida de los mismos. En S. senegalensis el esto-
mago se presenta como una pequena bolsa
situada después del es6fago. Cerca del estoma-
go se sitiia el higado y, a continuacion, un intes-
tino muy largo (figura 1). La relacion entre la
longitud del tubo digestivo y la longitud corpo-
ral es un indice indicativo del hdbito alimenti-
cio de una especie (Elliot y Bellwood, 2003).
Generalmente, los peces omnivoros poseen
indices mayores que los peces carnivoros, ya
que es habitual que éstos ultimos muestren valo-
res de este indice inferiores a 1. La longitud
intestinal relativa (LIR) en S. senegalensis es
superior a 1 (2,81 £0,38, n = 30), y se encuentra
mucho mads proximo al de peces omnivoros que
al de carnivoros.

La actividad proteasa total de los extractos se
resume en la tabla I. Tanto al expresar la activi-
dad enzimatica en unidades (u) por mg de pro-
teina (u/mg proteina) como en u/mg de diges-
tivo, se comprob6 que la region del digestivo
correspondiente al estémago contiene menor
actividad proteolitica que las otras dos porciones
intestinales. Los niveles de actividad proteasa
alcalina de los extractos I-1 e I-2 superaron en
mas de dos 6rdenes de magnitud a la activi-
dad proteasa acida presente en el extracto E
(p<0,05). Por otra parte, los dos tipos de extrac-
tos intestinales mostraron valores similares, aun-
que con mayor variabilidad en el caso del extrac-
to I-1 (P> 0,05).

La relacion entre los valores de actividad pro-
teasa acida y los de actividad proteasa alcalina
no se asemeja a la descrita en otras especies car-
nivoras (Alarcon et al., 1998; Essed et al., 2002),
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en las que se observa un mayor nivel de activi-
dad proteasa dcida estomacal en comparacion
con la actividad proteasa alcalina detectada en
el intestino. Este hecho indica que en S. sene-
galensis la fase de digestion acida que ocurre en
el estomago podria tener menor importancia
relativa que en otros peces provistos de esto-
mago. Asi, se ha descrito que las especies fun-
damentalmente carnivoras poseen niveles muy
altos de proteasas dcidas en comparaciéon con
las especies omnivoras o herbivoras (Jonas et
al., 1983).

La respuesta de las proteasas digestivas de S.
senegalensis al pH se muestra en la figura 2. Las
proteasas acidas presentes en el extracto esto-
macal mostraron un 6ptimo de actividad situa-
do entre pH:2,0 y pH:3,0. Por su parte, las pro-
teasas de los extractos intestinales tuvieron la
misma respuesta al pH. En los dos casos se
comprob6 que el 6ptimo de actividad se locali-
zaba en el rango de pH de 9,0 a 10,0, con un
maximo bien definido para este ultimo regis-
tro. La estabilidad a diferentes valores de pH
de las proteasas en la especie estudiada se deta-
lla en la figura 3. Se evidenci6 que las proteasas
estomacales de S. senegalensis mantienen su
actividad enzimadtica después de someterlas a
un rango amplio de valores de pH, ya que s6lo
se vieron afectadas por un registro de éste muy
alcalino (figura 3A). Por el contrario, para las
proteasas intestinales se comprob6 que a medi-
da que el pH se hacia mas acido, éstas mostra-
ron ser cada vez menos estables (figura 3B,C).
Este efecto fue similar en los dos tipos de
extractos intestinales.

El efecto del pH sobre las proteasas acidas no
difiere de los resultados observados en otras
especies de peces marinos (Alarcén, 1997; Gui-
llaume y Choubert, 1999; Essed et al., 2002). Asi,

Tabla I. Actividad proteasa de los tres tipos de extractos enzimaticos de S. senegalensis. Los resultados son la media

+ d.e. de tres determinaciones. Dentro de una misma columna, los valores medios con distinto superindice (a, b)

muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Region del Proteina soluble Actividad especifica Actividad especifica
digestivo (mg proteina/ml) (u/mg proteina) (u/mg de digestivo)
E 8,8 +1,7° 10,5 +2,8" 185,6 + 48,1
I-1 9,2 +23" 21,3+ 7,3 391,9 + 132,6"
I-2 7,9 +21° 29,0 +1,1° 460,3 + 13,8"

98

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 95-104



M. Sdenz de Rodriganez et al.

Proteasas digestivas de Solea senegalensis

Figura 2. Efecto del pH sobre

la actividad proteasa acida

(E) y alcalina (I-1 e I-2) de

los extractos enzimaticos de
S. senegalensis.

Actividad especifica (u/mg proteina)

la actividad maxima de las proteasas estomaca-
les del lenguado senegalés se sitia en un rango
de pH de 2,0 a 2,5. La existencia de un 6ptimo
bien definido en lenguado senegalés pone de
manifiesto la presencia en el estomago de una
Unica enzima con actividad proteolitica, hecho
que es confirmado posteriormente en el zimo-
grama de extractos estomacales (figura 4A). Por
el contrario, en otras especies se ha comproba-
do que la presencia de un maximo menos acen-
tuado y (o) de varias puntas de actividad en las
curvas de pH indica la existencia de varias iso-
formas de pepsinas con diferentes 6ptimos de
pH (De Ona et al., 2005). Por otra parte, las pro-
teasas estomacales mostraron ser estables a pH
relativamente alcalinos. Esto constituye una ven-
taja adaptativa de los animales marinos, que tra-
gan habitualmente importantes cantidades de
agua salada (cuyo pH supera la neutralidad), ya
que después de ingerirla, las proteasas estoma-
cales no se inactivarian mientras no se alcanza
el pH acido en el interior del estémago. Las pro-
teasas intestinales presentaron un 6ptimo bien
definido en torno a pH:9,5-10,0 y mostraron ser
activas en un rango de pH mucho mas amplio
que las proteasas estomacales (desde pH:5 hasta
pH:12), fenémeno habitual en los extractos
intestinales y que demuestra la contribucién de
varios tipos de proteasas (Alarcon et al., 1998).
En este caso, el zimograma revel6 la existencia
de siete fracciones activas en los extractos I-1 e
I-2 (figura 4B).

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 95-104

La figura 5 muestra la influencia de la tempe-
ratura en la actividad de las proteasas digestivas
de lenguado senegalés. El 6ptimo de actividad
se encontr6 entre 35y 40 °C en todos los extrac-
tos, seguido de una pérdida progresiva de la
actividad enzimdtica a temperaturas superiores
a 50 °C.

Estos resultados concuerdan con los descritos
para otras especies de peces marinos, ya que es
comun que las enzimas de especies poiquiloter-
mas alcancen sus 6ptimos de actividad a tempe-
raturas inferiores que sus homologas de anima-
les homeotermos (Haard, 1992). De este modo,
un optimo de actividad a baja temperatura
determina que las proteasas funcionen a pleno
rendimiento a las temperaturas habituales del
medio acuatico. Por lo que respecta a la ter-
moestabilidad de estas proteasas, en la figura 6
se 1lustran los resultados obtenidos. En este caso,
tanto las proteasas acidas como las alcalinas mos-
traron una respuesta similar frente a esta varia-
ble. En los tres casos la actividad se mantiene en
60-90 % a temperaturas inferiores a 50 °C, lle-
gando a perderse hasta 70-85 % de la misma
cuando los extractos se mantienen durante dos
horas a 50 °C. Con una perspectiva nutricional,
la determinacion de la termoestabilidad no
tiene una aplicacion directa en la acuicultura,
pero esta peculiar caracteristica de las enzimas
de peces determina que sean buenas candidatas
para su utilizaciéon en procesos biotecnologicos
(Simpson y Haard, 1987).
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Figura 3. Efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad proteasa acida del extracto enzimatico E (A) y de la
actividad proteasa alcalina de los extractos I-1 (B) e I-2 (C) de S. senegalensis.

Para determinar el tipo de proteasas que com-
ponian los extractos enzimaticos se usé una
bateria de inhibidores comerciales (tabla II). La
inhibicion total de los extractos estomacales s6lo
se produjo por la pepstatina A, un inhibidor
especifico de pepsina, mientras que el resto de
los inhibidores no afectaron a su actividad. Para
los extractos intestinales I-1 e I-2 se encontraron
patrones de inhibicién muy similares. Asi, SBTI
y ovomucoide, dos inhibidores naturales, redu-
jeron en el 74y el 68 % la actividad proteasa de
Il yen el 77y el 65 % la actividad de I-2, res-
pectivamente. El TLCK, especifico de tripsina,
redujo la actividad en 35-41 %; el efecto de los
inhibidores especificos de quimotripsina fue
mas variable: para el TPCK entre 4-6 % y para el

100

ZPCK un 29 % de inhibicién. Por otra parte, la
incubacién con quelantes (EDTA) redujo en
menos del 20 % la actividad de los extractos,
mientras que la pepstatina A no ejercié ninguin
efecto sobre los mismos. En la tabla III se mues-
tran los resultados del mismo ensayo pero reali-
zado con sustratos especificos de tripsina y qui-
motripsina, en lugar de hemoglobina o caseina.
Los datos de inhibicion confirman que la hidré-
lisis de BAPNA es producida fundamentalmente
por enzimas de tipo tripsina (88 % de la activi-
dad), mientras que la hidrolisis de SAPNA es
ocasionada en el 81 % por quimotripsina (inhi-
bidas por el ZPCK).

La incubacion del extracto estomacal con los
inhibidores de proteasa confirmé la presencia

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 95-104
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A

g

3

Figura 4. Visualizacion de las proteasas estomacales (A) e intestinales (B) de los extractos enzimaticos de
S. senegalensis. Carriles: (Al y A2): E; (A3): dorada; (B1): marcador de pesos moleculares; (B2): I-1; (B3): I-2; (B4): dent6n.

mayoritaria de proteasas asparticas en éste, ya
que su inhibicion total con pesptatina A permi-
ti6 identificar a las mismas como pepsinas. En
cuanto a las proteasas intestinales, se identifica-
ron como serina proteasas, tanto de tipo tripsina

como quimotripsina, que son las enzimas pro-
teoliticas mayoritarias que actdan en el digesti-
vo de los peces marinos (Essed et al., 2002).

En la figura 4A se muestra el zimograma del
extracto estomacal E y se compara con el perfil

= 100
g
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= —&— .
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) 75 A - - 12 / \
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=
3
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Figura 5. Efecto de la temperatura sobre la actividad proteasa acida (E) y alcalina (I-1 e I-2) de los extractos
enzimaticos de S. senegalensis.
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Figura 6. Termoestabilidad de la actividad proteasa acida del extracto enzimatico E (A) y de la actividad proteasa
alcalina de los extractos I-1 (B) e I-2 (C) de S. senegalensis

Tabla II. Inhibicién de la actividad proteolitica de los extractos de S. senegalensis por inhibidores comerciales

de proteasas. Enzimas dianas: serina proteasa (1), tripsina (la), quimotripsina (1b), metal proteasa (2)

y proteasa acida (3). Sélo se realiz6 la comparacién de los valores medios de inhibicién entre los extractos

de intestino I-1 e I-2, y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ningin inhibidor
ensayado (p > 0,05).

Inhibicién (%)

Inhibidor Tipo E I-1 12

SBTI 1 0 74,0 £ 2,2 76,9+ 1,3
Ovomucoide 1 0 67,5 +2,5 64,7+ 2,9
PMSF 1 0 39,1+1,7 43,5+ 2.6
TLCK la 0 41,5+ 0,8 35,6 + 3,1
7ZPCK 1b 0 28,7+ 2,0 29,4+ 2,0
TPCK 1b 0 43+0,4 6,0+1,2
EDTA 2 0 17,0 £ 5,2 10,0 £ 4,5
Pepstatina A 3 100,0 £ 0,7 0 0
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obtenido para la dorada (S. aurata). Los resul-
tados indican que S. senegalensis presenta en su
estbmago una unica fraccion proteica con acti-
vidad proteolitica. Los zimogramas de las
extractos intestinales, I-1 e I-2 (se incluye tam-
bién el perfil del dentén como control), revela-
ron que esta especie posee un equipamiento de
proteasas alcalinas constituido por tres grupos
bien diferenciados; un grupo formado por dos
proteasas mayores de 60 kDa, un segundo
grupo de tres enzimas de unos 45 kDa y un ulti-
mo grupo de dos proteasas de peso molecular
cercano a 30 kDa. Igualmente, los resultados
obtenidos ponen de manifiesto que el patron
de proteasas es similar en las dos regiones ana-
lizadas.

Tabla III. Inhibicién de la actividad de tipo tripsina y

quimotripsina de los extractos intestinales de S. senega-

lensis por inhibidores especificos para tripsina (TLCK)
y quimotripsina (ZPCKy TPCK).

Tripsina Quimotripsina

(BAPNA) (SAPNA)
TLCK 87,9 +2,7 16,9 +1,7
ZPCK 10,2 £0,9 80,9 £2,0
TPCK 0 9,0+ 7,4

Considerando los datos obtenidos se puede
concluir que el lenguado senegalés presenta un
equipo de proteasas digestivas compuesto tanto
por proteasas estomacales como intestinales, si
bien estas ultimas presentan una actividad mas
intensa y superior numero de isoformas. Este
hecho constata la mayor importancia relativa de
la fase de digestion intestinal en el proceso de
hidrélisis global de la proteina alimentaria.
Finalmente, tanto el analisis morfomeétrico
como el estudio de las proteasas digestivas apun-
tan a que S. senegalensis es un pez con habitos ali-
mentarios mas caracteristicos de un pez omnivo-
ro que de un carnivoro estricto.
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