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Abreviatura Significado 

U/mg Actividad específica= unidad de actividad proteolítica (U)/mg de proteína. 

Kd Constante de inactivación enzimática aparente. 

t1/2 Tiempo de vida. 

AUC Área bajo la curva “Area under the curve” (de cinética de fluorescencia). 

Net AUC Área bajo la curva neta. 

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

TLCK Na-tosil-L-lisin clorometilcetona. 

TI Inhibidor de tripsina. 

EDTA Ácido etilen diamino tetra acético. 

MWCO Corte de peso molecular “Molecular weight cut off”. 

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

“Dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”. 

LPLC Cromatografía líquida de baja presión “Low pressure liquid chromatography”. 

RP-HPLC Cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa “Reverse phase-High 

resolution liquid chromatography”. 

LC-MS  

ó HPLC-MS   

Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas “Liquid 

chromatography-Mass spectrometry”. 

ORAC-FL Capacidad de absorción de radicales de oxígeno-fluoresceína “Oxygen radical 

absorbance capacity-fluorescein”. 

LDTI “Leech derived tryptase inhibitor”. 

F1 Fracción no retenida por cromatografía de intercambio aniónico en lote. 

F2 

 

Fracción eluida con NaCl 0.25 M por cromatografía de intercambio aniónico 

en lote. 

F3 

 

Fracción eluida con NaCl 0.50 M por cromatografía de intercambio aniónico 

en lote. 

F2 pp.60% 

>100 kDa 

 

Fracción eluida con NaCl 0.25 M por cromatografía de intercambio aniónico 

en lote, precipitada con sulfato de amonio saturado al 60%, con peso 

molecular mayor a 100 kDa. 

F3 pp.60% 

>100 kDa 

 

Fracción eluida con NaCl 0.50 M por cromatografía de intercambio aniónico 

en lote, precipitada con sulfato de amonio saturado al 60%, con peso 

molecular mayor a 100 kDa. 
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RESUMEN 
 

 Los organismos marinos se han adaptado a diferentes condiciones ambientales a 

través del tiempo, estas adaptaciones se han traducido en proteasas con propiedades únicas. 

Los pepinos de mar son invertebrados del fondo marino apreciados en la gastronomía 

oriental por su alto valor nutricional y compuestos bioactivos. Dichos organismos poseen 

un importante carácter autolítico, lo que ha motivado el estudio de sus enzimas 

proteolíticas. No obstante, hasta el momento no existen reportes acerca de las proteasas de 

Isostichopus fuscus, una de las especies de pepino de mar más abundantes en México. Por 

lo tanto, el objetivo de la presente tesis fue purificar parcialmente y caracterizar extractos 

proteolíticos de diferentes órganos de I. fuscus del Golfo de California (México) y estudiar 

su capacidad para generar hidrolizados de proteínas. Se capturaron 12 especímenes y se 

observaron sus características morfológicas externas, se analizaron las espículas presentes y 

se determinaron los parámetros morfométricos. Los pepinos de mar se disectaron en 

músculo ventral, tracto digestivo y tentáculos para la determinación del contenido de 

proteína y obtención de extractos proteolíticos crudos para su caracterización enzimática, 

en la que se determinó: el pH óptimo de actividad proteolítica, la estabilidad al pH, la 

temperatura óptima de actividad, la estabilidad a la temperatura, el efecto de 

almacenamiento a 4°C, cinéticas de desnaturalización térmica, el tiempo de vida media, el 

efecto de inhibidores de proteasas, el efecto de iones metálicos, el peso molecular por 

electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), y la 

identificación de actividad proteolítica por zimografía (hidrólisis de caseína 2% a pH 6 y 

60°C). Además, se purificaron parcialmente los tres extractos proteolíticos crudos 

obtenidos, se determinó el efecto del pH y la temperatura sobre su actividad proteolítica, y 

se estimó el peso molecular de las proteasas presentes por SDS-PAGE. La purificación 

parcial de los tres extractos proteolíticos se realizó mediante cromatografía de intercambio 

aniónico, en lote y por cromatografía líquida de baja presión (LPLC) (elución con NaCl 0.5 

M). El extracto proteolítico del músculo ventral, adicionalmente, se sometió a precipitación 

de proteínas con sulfato de amonio saturado al 60% y ultrafiltración con membranas de 100 

kDa (recuperando las proteasas mayores a 100 kDa), debido a que con esa combinación de 

métodos de purificación se obtuvo mayor actividad proteolítica durante estudios 

preliminares. Posteriormente, los extractos proteolíticos parcialmente purificados fueron 

purificados por cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa (RP-HPLC) 

registrando su actividad proteolítica, factor de purificación y porcentaje de recuperación, 

asimismo se determinó la homología de las proteasas purificadas de I. fuscus con otras 

proteasas por medio de espectrometría de masas (MS). Finalmente, se utilizó el extracto 

proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos para generar hidrolizados de proteína. 

Los hidrolizados de proteína se obtuvieron a partir del músculo dorsal de I. fuscus, de dos 

proteínas del huevo (ovoalbúmina y lisozima) y dos proteínas lácteas (caseína y β-

lactoglobulina). Los hidrolizados de proteína fueron generados con diferentes relaciones 

enzima:sustrato y tiempos de hidrólisis. En el caso de los hidrolizados del músculo dorsal 

se midió la capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC) de los péptidos 

generados, seleccionando el hidrolizado con mayor valor de ORAC para la purificación del 

péptido con mayor capacidad antioxidante, la cual consto de ultrafiltración con membranas 

de 3 kDa y RP-HPLC. En el caso de los hidrolizados de las proteínas de huevo y leche, los 

péptidos generados se analizaron por SDS-PAGE y RP-HPLC, seleccionando las proteínas 

con mayor hidrólisis. 
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Las características morfológicas externas y el análisis de espículas confirmaron el 

género y la especie de I. fuscus, el peso y longitud promedios fueron de 380 g y 23.3 cm 

correspondientes a especímenes adultos de 5 a 7 años de edad. Se determinó 21% de 

proteína en el músculo ventral, 32% en el tracto digestivo y 15% en los tentáculos, similar a 

lo reportado para Isostichopus badionotus. El extracto proteolítico crudo del músculo 

ventral presentó actividad óptima a pH 2, 6, y 8 (37°C). Los extractos proteolíticos crudos 

del tracto digestivo y de los tentáculos coincidieron en el pH óptimo de actividad, 

presentando actividad máxima a pH 6 y 8 (37°C). Los extractos proteolíticos crudos de las 

tres regiones estudiadas presentaron estabilidad en un intervalo de pH entre 2 y 8. El 

músculo ventral a pH 2-6 (67-80% de actividad residual, excepto a pH 3 con 48% de 

actividad residual); el tracto digestivo a pH 2-4 y 8 (88-95% de actividad residual); y los 

tentáculos a pH 3-5 y 7 (91-95% de actividad residual). De manera análoga, las 

temperaturas óptimas de actividad proteolítica de los extractos proteolíticos crudos fueron 

40-60°C; 40 y 70 °C; y 60°C, respectivamente. Adicionalmente, se observó que a bajas 

temperaturas, entre 0 y 10 °C, los tres extractos proteolíticos estudiados presentaron 

actividad proteolítica, ésta es una característica relevante debido a que permitiría un menor 

gasto de energía ya que no sería necesario elevar la temperatura para alcanzar alta actividad 

proteolítica. Los extractos proteolíticos fueron estables a temperaturas entre 10 y 50°C; el 

músculo ventral de 20-30°C (91-100% de actividad residual); el tracto digestivo de 30-

50°C (85-89% de actividad residual); y los tentáculos a 10 y 30 °C (85-86% de actividad 

residual); por lo que el tracto digestivo fue el más estable a alta temperatura. Los extractos 

proteolíticos crudos presentaron actividades residuales de 52% para el músculo ventral, 

41% para el tracto digestivo y 66% para los tentáculos, después de permanecer 22 días a 

4°C. Además, todos los extractos proteolíticos presentaron hasta 79% de actividad residual 

al incubarse por 1 h a 70°C con tiempos de vida media alrededor de 3 h; el extracto del 

músculo ventral fue el más estable a la desnaturalización térmica con tiempo de vida media 

de 3.5 h, seguido del extracto del tracto digestivo con 3.1 h y de los tentáculos con 2.6 h. 

No obstante, no es posible establecer la resistencia de una proteasa específica a la 

desnaturalización por calor, debido a que se emplearon extractos crudos donde están 

presentes diferentes enzimas proteolíticas. El comportamiento de los extractos proteolíticos 

crudos de I. fuscus ante el pH y temperatura, indicó que las proteasas de I. fuscus tienen 

mayor estabilidad a pH y temperatura que lo reportado para el pepino de mar Stichopus 

japonicus, sugiriendo que las características de las proteasas de I. fuscus están ligadas a las 

diferencias que existen entre dichas especies y los hábitats en que se desarrollan. A pH 6, el 

extracto proteolítico crudo del músculo ventral fue parcialmente inhibido con pepstatina A 

(68% de actividad residual) y β-mercaptoetanol (76% de actividad residual); el extracto 

proteolítico del tracto digestivo fue parcialmente inhibido con PMSF (79% de actividad 

residual) y pepstatina A (81% de actividad residual); y el extracto proteolítico de los 

tentáculos fue parcialmente inhibido con TLCK (79% de actividad residual) y pepstatina A 

(83% de actividad residual). Por lo tanto, se sugirió la presencia predominante de aspartil y 

cisteín proteasas en el extracto proteolítico del músculo ventral, y en los extractos 

proteolíticos del tracto digestivo y de los tentáculos, la presencia de serín y aspartil 

proteasas. A pH 8, los extractos proteolíticos crudos mostraron inhibición significativa con 

EDTA (actividades residuales de 41% para músculo ventral, 71% para tracto digestivo y 

81% para tentáculos) y TI (actividades residuales de 54% para músculo ventral, 75% para 

tracto digestivo y 82% para tentáculos). Por lo tanto, los resultados anteriores sugirieron la 

presencia predominante de metalo proteasas en los tres extractos proteolíticos.  
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La actividad de las proteasas del extracto del músculo ventral se inhibió cerca de la 

mitad con Cu
2+

 (42% de actividad residual) y Mn
2+

 (59% de actividad residual), mientras 

que Hg
2+

 aumentó 16% la actividad proteolítica; el extracto proteolítico del tracto digestivo 

presentó la menor actividad residual con Ba
2+

 (75%), mientras que el Ca
2+

 aumentó 1% la 

actividad proteolítica; y el extracto proteolítico de los tentáculos se inhibió parcialmente 

con Ba
2+

 (71% de actividad residual). El extracto proteolítico del músculo ventral presentó 

una proteína predominante de 180 kDa; en el extracto del tracto digestivo se identificaron 

dos proteínas de 109 y 39-42 kDa; y en el extracto de los tentáculos tres proteínas de 106, 

68 y 39 kDa. Los estudios de zimografía mostraron la presencia de proteasas en los tres 

extractos proteolíticos. Con base en los resultados obtenidos en los estudios de efecto de 

iones sobre las proteasas y electroforesis, se sugirió la presencia de cisteín y metalo 

proteasas en los tres extractos proteolíticos crudos.  

 

Los tres extractos proteolíticos parcialmente purificados mostraron actividades 

óptimas en los siguientes valores o intervalos de pH: pH 6-8 y pH 10 para el músculo 

ventral; pH 6 y pH 8-9 para el tracto digestivo; y pH 6-8 para los tentáculos; similar a lo 

reportado para S. japonicus. El pH del agua donde habitan los pepinos de mar podría influir 

en el comportamiento de sus enzimas digestivas como se ha demostrado para otras especies 

marinas, el pH para el cultivo óptimo de I. fuscus es de 8.4-8.5. Asimismo, la tendencia del 

aumento de la actividad proteolítica hacia pH alcalino podría explicarse debido a que los 

pepinos de mar se alimentan de forma constante y por tanto ingiere grandes cantidades de 

agua de mar la cual se encuentra a pH neutro, así como al tipo de alimentación, ya que se 

ha demostrado que factores tales como características fisiológicas y régimen nutricional 

influyen en la actividad de las enzimas digestivas de especies marinas. Las temperaturas a 

las que se presentaron las actividades proteolíticas óptimas, a pH 6, de los extractos 

proteolíticos parcialmente purificados del músculo ventral, del tracto digestivo y de los 

tentáculos fueron 50°C, 60°C, 10°C, respectivamente; mientras que las actividades 

proteolíticas óptimas a pH 8 se observaron a 10°C para el músculo ventral; 50°C para el 

tracto digestivo; y 30 y 50 °C para los tentáculos. En general, las proteasas de I. fuscus 

mostraron actividad óptima a temperaturas más altas que las proteasas de S. japonicus, 

posiblemente por las características fisicoquímicas del medio ambiente en que se desarrolla, 

ya que S. japonicus habita en ambientes con temperaturas de 3°C a 26°C, e I. fuscus puede 

vivir en aguas de 8°C a más de 30°C. Se ha reportado que la temperatura óptima de las 

proteasas de organismos marinos generalmente varía con el tipo de órganos y especies. En 

el mismo contexto, en los pH´s y temperaturas estudiados, el extracto proteolítico 

parcialmente purificado de los tentáculos mostró mayor actividad proteolítica que los otros 

extractos estudiados, lo que sugirió un sistema alternativo de digestión ya que el pepino de 

mar es capaz de expulsar sus órganos internos (como método de defensa) y regenerarlos. Se 

identificó una proteasa con peso molecular estimado entre 46 y 49 kDa en los tres extractos 

proteolíticos parcialmente purificados (músculo ventral, 49 kDa; tracto digestivo, 47 kDa; 

tentáculos, 46 kDa). Los resultados coincidieron con lo reportado para cisteín y metalo 

proteasas de S. japonicus.  

 

Los extractos proteolíticos purificados del músculo ventral, del tracto digestivo y de 

los tentáculos presentaron actividades específicas de 17252 U/mg, 7504 U/mg, y 3907 

U/mg, con factores de purificación de 26.6, 28.2, y 12.2, y recuperación del 0.5%, 1.2%, y 

1.7%, respectivamente.  
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Se encontró ligera homología con tripsina y complejo tripsina-inhibidor de triptasa 

(LDTI, “Leech derived tryptase inhibitor”), sin embargo, al no tener homología con serín, 

aspartil, cisteín o metalo proteasas previamente descritas, se sugirió que pueden tratarse de 

nuevos miembros del grupo de las proteasas. 

 

El hidrolizado de proteína muscular de I. fuscus generado con el extracto 

proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus, tuvo mayor actividad 

antioxidante con una relación enzima:sustrato de 1:1 por 24 h. La fracción con peso 

molecular menor a 3kDa de dicho hidrolizado tuvo una capacidad antioxidante de 0.92 

µmolTrolox/mgproteína (valor de ORAC), coincidiendo con el efecto antioxidante del Trolox 

(antioxidante sintético). El péptido purificado de dicha fracción tuvo un valor de ORAC de 

0.74 µmolTrolox/mgproteína. La producción de péptidos antioxidantes a partir del músculo de I. 

fuscus autolizado o de baja calidad puede ser una alternativa para aprovechar este recurso.  

 

Por otra parte, la ovoalbúmina y la caseína tuvieron mayor hidrólisis con el extracto 

proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus (relación enzima:sustrato 

1:2, v/v) comparado con la hidrólisis de lisozima y β-lactoglobulina. Se obtuvieron 

péptidos de ovoalbúmina de 30-36 kDa a 60°C por 24 h, y péptidos de 8-30 y 33.8 kDa a 

7°C por 48 h; y en la hidrólisis de caseína se obtuvieron péptidos de 10-20 y menor a 10 

kDa a 60°C por 24 h, tres péptidos de 10.6, 11.3, y 7.2 kDa a 7°C por 24 h y un péptido de 

7.2 kDa a 7°C por 48 h. La caseína se hidrolizó nuevamente pero a una relación 

enzima:sustrato mayor (1:4, v/v) generándose péptidos de 14.2, 17.6 y 19.5 kDa a 7 y 60 °C 

por 24 h, y un péptido de 14.2 kDa a 7°C por 48 h. Existen escasos reportes sobre hidrólisis 

de ovoalbúmina y caseína a baja temperatura. El presente estudio puede ser relevante, una 

vez estudiada la inmunorespuesta de los hidrolizados obtenidos, debido a que una parte de 

la población pediátrica es alérgica a las proteínas de leche y/o huevo. Además, los péptidos 

generados en la hidrólisis de caseína y ovoalbúmina podrían poseer actividades biológicas 

benéficas.  

 

En conclusión, se observó la presencia de proteasas estables al pH, a la temperatura 

y al almacenamiento en refrigeración, y con actividad proteolítica a baja temperatura, lo 

que genera ventajas en su utilización. En el mismo contexto, el estudio del extracto 

proteolítico de los tentáculos de I. fuscus es una aportación novedosa ya que hasta el 

momento se desconocen reportes sobre proteasas de los tentáculos de pepinos de mar. 

Adicionalmente, no se ha reportado la presencia de péptidos antioxidantes en hidrolizados 

de proteína de I. fuscus, ni la generación de hidrolizados de proteínas (en este caso, proteína 

muscular de I. fuscus, y proteínas de huevo y leche) con proteasas de pepino de mar. 



“Purificación parcial y caracterización de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”. 

 

Arisaí del Carmen Hernández Sámano  22 

 

ABSTRACT 
 

Marine organisms have adapted to different environmental conditions over time, 

these adaptations have resulted in protease with unique properties. Sea cucumbers are 

marine invertebrates appreciated in oriental gastronomy for its high nutritional value and 

bioactive compounds. These organisms have an important autolytic character, which has 

motivated the study of its proteolytic enzymes. However, so far there are no reports about 

proteases from Isostichopus fuscus, one species of sea cucumber most abundant in Mexico. 

Therefore, the objective of this thesis was to partially purify and characterize the proteolytic 

extracts from different organs of I. fuscus from Gulf California (Mexico) and test their 

ability to generate protein hydrolysates.  

 

12 specimens were collected and external morphological characteristics were 

observed, spicules were analyzed, and the morphometric parameters were determined. The 

sea cucumbers were dissected in ventral muscle, digestive tract and tentacles, and the 

protein content was determined and crude proteolytic extracts were obtained for enzymatic 

characterization. In the characterization was determined: the optimal pH for proteolytic 

activity, stability to pH, the optimal temperature for proteolytic activity, temperature 

stability, the effect of storage at 4°C, thermal denaturation kinetics, the half-life, the effect 

of protease inhibitors, the effect of metal ions, the molecular weight by gel electrophoresis 

polyacrylamide sodium dodecyl sulphate (SDS-PAGE), and the identification of proteolytic 

activity by zymography (2% casein hydrolysis at pH 6 and 60°C). Furthermore, the three 

obtained crude proteolytic extracts were partially purified, the effects of pH and 

temperature on its proteolytic activity were determined, and the molecular weight of the 

proteases by SDS-PAGE was estimated. Partial purification of the three proteolytic extracts 

was performed using anion exchange chromatography in batch and low pressure liquid 

chromatography (LPLC) (elution with 0.5 M NaCl). Proteolytic extract of ventral muscle, 

additionally, was subjected to protein precipitation with saturated ammonium sulfate to 

60% and ultrafiltration with membranes of 100 kDa (recovering major proteases to 100 

kDa), because with this combination of purification methods higher proteolytic activity was 

obtained in preliminary studies. Subsequently, the purified partially proteolytic extracts 

were purified by high resolution liquid chromatography in reverse phase (RP-HPLC) 

registering its proteolytic activity, purification factor and recovery rate. The homology of 

the purified proteases from I. fuscus to other proteases was determined by mass 

spectrometry (MS). Finally, the purified partially proteolytic extract of tentacles for to 

generate protein hydrolysates was used. Protein hydrolysates were obtained from the dorsal 

muscle of I. fuscus, two egg proteins (lysozyme and ovalbumin) and two milk proteins 

(casein and β-lactoglobulin). Protein hydrolysates were generated with different 

relationships of enzyme:substrate and hydrolysis times. In the case of dorsal muscle 

hydrolysates the oxygen radical absorbance capacity (ORAC) of the peptides generated 

were measured, selecting the hydrolyzate with more ORAC value for the purification of the 

peptide with the highest antioxidant capacity, wich was by ultrafiltration with 3 kDa 

membrane and RP-HPLC. In the case of egg and milk hydrolysates, the generated peptides 

were analyzed by SDS-PAGE and RP-HPLC, selecting the best proteins hydrolysis. 
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External morphology and spicules analysis confirmed the genus and species of I. 

fuscus, the weight and length averages were 380 g and 23.3 cm corresponding to adult 

specimens of 5-7 years old. 21% protein in the ventral muscle, 32% in the digestive tract 

and 15% in the tentacles, similar to that reported for Isostichopus badionotus, was 

determined. Crude proteolytic extract of ventral muscle presented optimum activity at pH 2, 

6, and 8 (37°C). Crudes proteolytic extracts of digestive tract and tentacles had optimum 

activity at pH 6 and 8 (37°C). The proteolytic extracts of the regions studied showed 

stability in a pH range between 2 and 8. Ventral muscle at pH 2-6 (67-80% residual 

activity, except to pH 3 with 48% residual activity); digestive tract at pH 2-4 and 8 (88-

95% residual activity); and tentacles at pH 3-5 and 7 (91-95% residual activity). Similarly, 

the optimum temperatures of proteolytic activity of crude proteolytic extracts were 40-

60°C; 40 and 70°C; and 60°C, respectively. Additionally, it was observed that at low 

temperatures between 0 and 10°C, the three proteolytic extracts showed proteolytic activity, 

this is an important feature because it would allow for less energy as it would be necessary 

high temperature to achieve high proteolytic activity. Proteolytic extracts were stable at 

temperatures between 10 and 50°C; ventral muscle at 20-30°C (91-100% residual activity); 

the digestive tract at 30-50°C (85-89% residual activity); and tentacles at 10 and 30 °C (85-

86% residual activity); so the digestive tract was more stable to temperature over 85% 

residual activity. Crude proteolytic extracts showed 52% residual activity for the ventral 

muscle, 41% for the digestive tract and 66% for the tentacles, after standing 22 days at 4°C. 

Furthermore, all proteolytic extracts showed up to 79% residual activity when were 

incubated for 1 h at 70°C; ventral muscle extract was more stable to thermal denaturation 

with half-life of 3.5 h, followed by the digestive tract extract with 3.1 h, and the tentacles 

with half-life of 2.6 h. However, it is not possible to set the resistance to heat denaturation 

of a specific protease because various proteolytic enzymes are present in the proteolytic 

extract. Proteolytic behavior of I. fuscus crude extracts to pH and temperature, said I. fuscus 

proteases have higher pH and temperature stability than that reported for the sea cucumber 

Stichopus japonicus, suggesting that the characteristics of the proteases from I. fuscus are 

linked to the differences between these species and the habitats in which they develop. At 

pH 6, the crude proteolytic extract from ventral muscle was partially inhibited by pepstatin 

A (68% residual activity) and β-mercaptoethanol (76% residual activity); proteolytic 

extract from digestive tract was partially inhibited with PMSF (79% residual activity) and 

pepstatin A (81% residual activity); and the proteolytic extract from tentacles was partially 

inhibited with TLCK (79% residual activity) and pepstatin A (83% residual activity). 

Therefore, the dominant presence of cysteine and aspartyl proteases in the proteolytic 

extract from ventral muscle was suggested, and in the extracts from digestive tract and 

tentacles, the presence of serine and aspartyl proteases. At pH 8, the crude proteolytic 

extracts showed significative inhibition with EDTA (residual activities: 41% for ventral 

muscle, 71% for digestive tract, and 81% for tentacles) and TI (residual activities: 54% for 

ventral muscle, 75% for digestive tract, and 82% for tentacles). Therefore, the above results 

suggested the predominant presence of metallo proteases in the three proteolytic extracts. 

The protease activity of ventral muscle extract was inhibited approximately half with Cu
2+

 

(42% residual activity) and Mn
2+

 (59% residual activity), while Hg
2+

 increased 16% 

proteolytic activity; proteolytic extract from digestive tract showed the lowest residual 

activity with Ba
2+

 (75%), whereas Ca
2+

 increased 1% proteolytic activity; and proteolytic 

extract from tentacles was partially inhibited with Ba
2+

 (71% residual activity).  



“Purificación parcial y caracterización de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”. 

 

Arisaí del Carmen Hernández Sámano  24 

 

The proteolytic extract from ventral muscle presented a predominant protein of 180 

kDa; in the digestive tract extract two proteins of 109 and 39-42 kDa were identified; and 

the tentacles extract presented three proteins of 106, 68 and 39 kDa. Zymography studies 

showed the presence of proteases in the three proteolytic extracts. Based on the results of 

effect of ions on proteases and electrophoresis studies, the presence of cysteine and metallo 

proteases in the three crude proteolytic extracts was suggested. 

 

The three partially purified proteolytic extracts showed optimum activities in the 

following values or ranges of pH: pH 6-8 and pH 10 for the ventral muscle; pH 6 and pH 8-

9 for the digestive tract; and pH 6-8 for the tentacles; similar to that reported for S. 

japonicus. The water pH where the sea cucumbers inhabit could influence the behavior of 

their digestive enzymes as has been demonstrated for other marine species, the optimal pH 

for the cultivation of I. fuscus is 8.4-8.5. Also, the trend of increased proteolytic activity 

towards alkaline pH could be explained because sea cucumbers feed constantly and 

therefore eat high amounts of sea water which is neutral pH and for the type of food, since 

it has been shown that factors such as physiological characteristics and nutritional regimen 

influence the activity of the digestive enzymes of marine species. The temperatures at 

which the optimum proteolytic activity at pH 6, from partially purified proteolytic extracts 

from ventral muscle, digestive tract and tentacles were 50°C, 60°C, 10°C, respectively; 

while the optimum proteolytic activities at pH 8 were observed at 10°C for ventral muscle; 

50°C for digestive tract; and 30 and 50 °C for tentacles. In general, I. fuscus proteases 

showed optimum activity at higher temperatures than S. japonicus proteases, possibly by 

the physicochemical characteristics of the environment in which it develops, since S. 

japonicus lives in temperatures of 3°C to 26°C, and I. fuscus can live in water at 8°C to 

over 30°C. It has been reported that the optimum temperature of protease from marine 

organisms generally varies with the type of organs and species. In the same context, the 

partially purified proteolytic extract from tentacles showed higher proteolytic activity than 

other extracts studied, suggesting an alternative digestion system because the sea 

cucumbers are able to expel his internal organs (as defense method) and regenerate them. A 

protease with estimated molecular weight between 46 and 49 kDa in the three partially 

purified proteolytic extracts (46 kDa for ventral muscle; 47 kDa for digestive tract; 49 kDa 

for tentacles) was identified. The results were consistent with those reported for cysteine 

and metallo proteases from S. japonicus. 

 

The purified proteolytic extracts from ventral muscle, digestive tract and tentacles 

presented specific activities of 17252 U/mg, 7504 U/mg, and 3907 U/mg, with purification 

factors of 26.6, 28.2, and 12.2, and recovery of 0.5%, 1.2%, and 1.7%, respectively. It 

found homology with trypsin and complex trypsin-tryptase inhibitor (LDTI, Leech derived 

tryptase inhibitor), so having no homology with serine, aspartyl, cysteine and metallo 

proteases previously described, it was suggested that they may be new members of the 

proteases group. 

 

The hydrolyzate of muscle protein from I. fuscus generated with the partially purified 

proteolytic extract from I. fuscus tentacles, had higher antioxidant activity with an 

enzyme:substrate ratio of 1:1 for 24 h. The fraction with molecular weight below 3kDa of 

this hydrolyzate had an antioxidant capacity of 0.92 μmolTrolox/mgprotein (ORAC) coinciding 

with the antioxidant effect of Trolox (synthetic antioxidant).  
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The peptides purified from this fraction had an ORAC value of 0.74 

μmolTrolox/mgprotein. Production of antioxidant peptides from muscle autolyzed of I. fuscus or 

muscle with low quality can be an alternative for to tap this resource. 

 

Moreover, ovalbumin and casein had higher hydrolysis with partially purified 

proteolytic extract from I. fuscus tentacles (enzyme:substrate ratio 1:2, v/v) compared to the 

hydrolysis of lysozyme and β-lactoglobulin. Ovalbumin peptides of 30-36 kDa at 60°C for 

24 h, and peptides of 8-30 and 33.8 kDa to 7°C for 48 h were obtained; and the casein 

hydrolysis were obtained peptides of 10-20 and less than 10 kDa to 60°C for 24 h, three 

peptides of 10.6, 11.3, and 7.2 kDa to 7°C for 24 h, and 7.2 kDa peptide at 7°C for 48 h. 

Casein was hydrolyzed again but to higher enzyme:substrate ratio (1:4, v/v) generating 

peptides of 14.2, 17.6 and 19.5 kDa at 7 and 60 °C for 24 h, and 14.2 kDa peptide at 7°C 

for 48 h. There are few reports on ovalbumin and casein hydrolysis at low temperature. 

This study may be relevant, once studied the immune response of these hydrolysates, 

because part of the pediatric population is allergic to milk and/or egg proteins. In addition, 

the peptides generated in the casein and ovalbumin hydrolysis could have beneficial 

biological. 

 

In conclusion, the presence of stable proteases at pH, temperature and refrigerated 

storage was observed with proteolytic activity at low temperature, leading to advantages in 

their use. In the same context, the study of proteolytic extract from the I. fuscus tentacles is 

a novel contribution as far proteases reports on the tentacles of sea cucumbers are 

unknown. Additionally, has not been reported the presence of antioxidant peptides in 

protein hydrolyzates from I. fuscus, or the generation of protein hydrolysates (in this case, 

muscle protein from I. fuscus, and egg and milk proteins) with sea cucumber proteases. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
 Cuando se intentan comprender los procesos químicos en las células y los organismos, 

sus interacciones y cambios, es preciso aislar los diversos constituyentes, identificarlos y 

estudiar sus estructuras y propiedades. Para separar las moléculas, se aprovechan las 

diferencias que existen entre ellas, como solubilidad, tamaño, masa, carga eléctrica o 

afinidad por otras moléculas. Por lo tanto, para pasar desde células o tejidos a un material 

purificado, se suelen utilizar diferentes técnicas de purificación de modo secuencial 

(Mathews y col., 2002). 

  

 Se han realizado una serie de estudios para purificar y caracterizar las proteasas de 

organismos marinos (Haard y Simpson, 2000); en términos de aplicaciones industriales, las 

proteasas son de las enzimas más importantes y ampliamente utilizadas (Chaplin y Bucke, 

1990; Whitaker, 1994), por ejemplo, en la industria de detergentes y cuero, así como en 

aplicaciones farmacéuticas tales como medicamentos digestivos y anti-inflamatorios 

(Zhang y Kim, 2010).  

  

 Los organismos marinos se han adaptado a diferentes condiciones ambientales a través 

del tiempo, estas adaptaciones junto con otros factores se han traducido en proteasas con 

propiedades únicas en comparación con las enzimas proteolíticas de animales terrestres, 

plantas o microorganismos. Entre éstas propiedades destacan su mayor eficiencia catalítica, 

estabilidad a bajas temperaturas de reacción, considerable actividad y estabilidad catalítica 

a pH neutro y alcalino, entre otras (Haard y Simpson, 2000). El conocimiento sobre estas 

enzimas es útil tanto para determinar los plazos máximos de almacenamiento (evitando la 

autolisis) y para desarrollar aplicaciones prácticas en fisiología, bioquímica y ciencias de la 

alimentación (García-Carreño, 1992; Haard, 1992; Jiang y col., 1991). En los procesos de 

alimentos, las enzimas marinas pueden proveer numerosas ventajas sobre las enzimas que 

tradicionalmente se usan debido a su actividad y estabilidad bajo condiciones de reacción 

extremas o inusuales (Rasmussen y Morrissey, 2007). Sin embargo, actualmente hay un uso 

limitado de proteasas marinas en la industria, entre otras razones, por la relativa escasez de 

información básica (Haard y Simpson, 2000). 

  

 Por otra parte, los pepinos de mar han llamado la atención por sus múltiples 

peculiaridades. Dichos organismos son invertebrados marinos de cuerpo cilíndrico que 

viven en el fondo de los mares. Pertenecen al phylum Echinodermata y clase 

Holothuroidea; en este phylum también se encuentran los erizos, lirios, arañas y estrellas de 

mar. Los holotúridos cumplen un importante papel ecológico en la estructura y 

funcionamiento de las comunidades bentónicas (Bakus, 1973). Además, son muy 

demandados en el mercado asiático para su consumo, destacando China y Japón a nivel 

mundial (Toral-Granda, 2008; Purcell y col., 2010), lo que ha contribuido al desarrollo de 

una pesquería específica sobre esta especie (De Paco y col., 1993). Son apreciados en la 

gastronomía oriental como un alimento tradicional con supuestas propiedades afrodisíacas 

y curativas (Gentle, 1979; Conand, 1990; Richmond y col., 1995). China es el principal 

productor a nivel mundial y se destina principalmente a las industrias alimentaria y 

farmacéutica (Lovatelli y col., 2004). El pepino de mar deshidratado de alta calidad puede 

llegar a alcanzar precios de hasta 500 dólares americanos (Purcell y col., 2012).  
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 Los pepinos de mar poseen alto valor nutricional ya que se compone de 

aproximadamente 55% (peso seco) de proteína y 2% de grasa, variando según la especie 

(Wang, 1997) y posee altos niveles de aminoácidos esenciales como arginina, valina, 

leucina y triptófano (Lovatelli y col., 2004). Asimismo cerca del 70% del total de proteína 

consiste de colágeno (Saito y col., 2002), el cual puede ser convertido en gelatina al 

hervirse y puede utilizarse como potencial substancia bioactiva (Zeng y col., 2007). 

Adicionalmente, poseen diversos compuestos bioactivos que han sido estudiados (Bordbar 

y col., 2011).  

 

En México, la captura de pepino de mar se inició a finales de la década de 1980, sobre 

todo en las penínsulas de Baja California y Yucatán (Lovatelli y col., 2004). Una de las 

especies más abundantes es el pepino de mar café Isostichopus fuscus (Ludwig, 1875), la 

cual es la especie comercial más común encontrada en el oriente del Pacífico. I. fuscus se 

distribuye desde Baja California (México) a Ecuador (Deichmann, 1958; Maluf, 1991). Es 

uno de los holotúridos más grandes y de los más cotizados en el mercado asiático por la 

textura suave de su piel (Caso, 1961). En general, la especie alcanza longitudes de hasta 28 

cm y pesos de 960 g, en el Golfo de California (México) (Herrero-Pérezrul, 1994; Salgado-

Castro, 1994; Fajardo-León y col., 1995). Sin embargo, en México, es extraído y exportado 

de forma ilegal desde antes de otorgarse los primeros permisos de pesca comercial en 1987. 

La medida de protección que se tiene actualmente es la NOM-059-SEMARNAT-2010 que 

determina a la especie en la categoría de protegida (Diario Oficial, 2004). 

 

Los pepinos de mar poseen alta capacidad digestiva y de autolisis en respuesta a 

diferentes factores ambientales y mecánicos (Dai, 1990), por lo que se han realizado varios 

estudios sobre sus enzimas proteolíticas. Entre las especies de pepino de mar más 

estudiadas por su valor comercial se encuentra Stichopus japonicus, procedente de los 

mares de Japón y China (Jiaxin, 2004; Liao, 1997). No obstante, se desconocen reportes 

acerca de las proteasas de I. fuscus. Por lo tanto, el objetivo general de este estudio fue 

purificar parcialmente y caracterizar extractos proteolíticos de I. fuscus capturado en el 

Golfo de California (México) y estudiar la capacidad de sus proteasas para generar 

hidrolizados de proteínas. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA. 
 

2.1. Características generales de Isostichopus fuscus. 
 

 El phylum Echinodermata figura entre los invertebrados marinos bentónicos más conocidos, 

está formado por las clases Asteroidea (estrellas de mar), Ofiuroidea (arañas de mar), Equinoidea 

(erizos de mar), Crinoidea (lirios de mar) y Holothuroidea (pepinos de mar) (Calva, 2002). 

 

 El nombre holoturoideo fue dado por el filósofo griego Aristóteles (“holos”: completo y 

“thurios”: empujar, avanzar). El nombre científico Cucumis marimus el cual significa “pepino de 

mar” fue acuñado por el taxonomista de invertebrados Pliny the Elder (23-79 A.D.) (Ridzwan y 

col., 2007). Este organismo es conocido comúnmente como pepino de mar (español), sea cucumber 

(inglés), namako (japonés), trepang, bêche-de-mer, balate (quizá en Malayo), cohombro de mar, 

carajo de mar, entre otros. 

 

2.1.1 Clasificación taxonómica. 
 

 La clasificación taxonómica del pepino de mar Isostichopus fuscus es la siguiente:  

 

Domínio: Eukarya.  

Reino: Animal. 

Phylum: Equinodermata. 

Clase: Holothuroidea. 

Orden: Aspidochirotida. 

Familia: Stichopodidae. 

Género: Isostichopus. 

Especie: fuscus. 

Nombre científico: Isostichopus fuscus, Ludwig 1875 (sinónimo: Stichopus fuscus). 

Nombre común: pepino de mar café.  

 

 En general, los pepinos de mar son clasificados y divididos taxonómicamente con base en la 

descripción de las siguientes características morfológicas externas e internas (Zetina y col., 2002): 

forma general del cuerpo, disposición y forma de los pies ambulacrales, número y forma de los 

tentáculos, forma del anillo calcáreo y forma y combinación de espículas u osículos (Pawson, 1982; 

Toral-Granda, 2005). A continuación se describirán las características morfológicas de I. fuscus.  

 

2.1.2 Características morfológicas externas e internas.  
 

 Morfológicamente la clase Holothuroidea presenta un cuerpo cilíndrico donde se aprecia 

perfectamente diferenciada una superficie dorsal y una ventral, así como una parte anterior donde se 

encuentra la boca rodeada de tentáculos y el extremo posterior distal donde está el ano (Figura 1) 

(Solís-Marín y col., 2009).  

  

 I. fuscus tiene una longitud total media de 20.8 ± 2.8 cm, con tamaños que van desde 13 hasta 

31 cm (Toral-Granda y Martínez, 2007). Son animales adaptados a la reptación, por lo cual poseen 

pies ambulacrales, de los cuales los más desarrollados son los inferiores; otros pies se sitúan en los 

dos radios dorsales, son llamados “podios” y tienen funciones sensibles (Figura 1). Hay diferentes 

formas de tentáculos: dendroide, pinado, digitado, peltado y peltado-dendroide. I. fuscus presenta 

tentáculos peltados (Solís-Marín y col., 2009). 
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Figura 1. Morfología externa de I. fuscus, ejemplar del complejo insular Espíritu Santo del Golfo de 

California (México). SD = Superficie dorsal; A = Ano; B = Boca; P = Podios. 

 

 La forma del cuerpo, número y forma de tentáculos, posición de la boca y el ano, 

disposición y forma de los pies ambulacrales son las características morfológicas que determinan 

los grupos a nivel de orden (Solís-Marín y col., 2009). 

  

 Las características morfológicas internas más importantes para la clasificación a nivel de 

familia y género son: la forma del anillo calcáreo, número y forma de los canales pétreos, forma y 

número de madreporitas, número y longitud de vesículas de Poli, disposición de gónadas, presencia 

o ausencia de túbulos de Cuvier, músculos retractores, forma y disposición de los árboles 

respiratorios, forma de los músculos longitudinales y disposición y trayectoria del intestino (Figura 

2) (Solís-Marín y col., 2009). 

  

 El sistema digestivo clásico del orden Aspidochirotida, al cual pertenece I. fuscus, comienza 

en los tentáculos, continúa con la boca y prosigue el esófago y la región estomacal, enseguida se 

produce un angostamiento y el intestino. De todo el sistema, el órgano más conspicuo es el intestino 

el cual se encuentra enrollado dentro del celoma. Dicho enrollamiento muestra una posición 

definida, puesto que primero desciende a la parte posterior (intestino delgado), recorriendo la región 

media dorsal, luego se curva y asciende a la parte anterior; desciende a lo largo de la región ventral 

media y la parte final del intestino prosigue en un recto de tamaño considerable que desemboca en 

una cloaca amplia y por último está el ano (Figura 2). Frecuentemente el intestino y el recto 

contienen arena. 

 

 
 

Figura 2. Representación esquemática de la morfología interna de I. fuscus (Ruppert y Barnes, 

1996). 

SD 

P 

A 
B 

Foto: Martínez-Castillo V.  
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 Para la identificación de la especie, la característica más importante es la diferente 

combinación y forma de depósitos calcáreos llamados espículas u osículos (estructuras de carbonato 

de calcio con tamaños entre 20 y 600 μm) los cuales conforman el endoesqueleto de los pepinos de 

mar, estos se encuentran embebidos en la piel y en las paredes de algunos órganos internos (Solís-

Marín y col., 2009), estas estructuras internas y el sistema vascular acuífero son las que les 

confieren sostén y movilidad (Brusca y Brusca, 2003). 

 

 Existen diferentes formas de espículas: mesas o tablas, botones, placas perforadas, cuerpos 

en forma de “C” y barrotes, entre otros. La familia Stichopodidae, a la que pertenece I. fuscus, 

posee generalmente espículas en forma de tablas, en algunas ocasiones cuerpos en forma de “C” y, 

con menor frecuencia, botones. Este tipo de espículas son uno de los elementos esqueléticos más 

comunes en la piel (Solís-Marín y col., 2009). 

 

2.1.3 Alimentación. 
 

 No se han dilucidado todavía la mayoría de los mecanismos alimenticios de los pepinos de 

mar. Sin embargo, se sabe que en su alimentación siempre intervienen los tentáculos y que se 

alimentan de recursos como plancton, detritus, contenido orgánico presente en fango y limo, algas o 

microalgas como Rhodomonas y Dunaliella (Calva, 2002), y algunos invertebrados (Pawson, 

1982).   

  

 En cuanto a la acuicultura del pepino de mar, ésta es relativamente reciente. Huiling y col. 

(2004), reportaron las necesidades nutricionales de Apostichopus japonicus. La alimentación 

artificial utilizada estuvo compuesta principalmente de harina de pescado, Sargassum thumbergii y 

subproductos sólidos de la producción de vino y cerveza. Los autores determinaron que el 

contenido óptimo de proteína en la dieta es de 22%. La tasa máxima de ganancia de peso ocurrió 

cuando la dieta era rica en treonina, valina, leucina, fenilalanina, lisina, histidina y arginina; y 

disminuyó cuando la dieta era rica en fibra. 

  

 Específicamente para I. fuscus no se tiene una dieta estándar definida para su producción en 

acuicultura. En Ecuador, se está realizando el cultivo de esta especie a pequeña escala a través de 

experimentos sobre alimentación de larvas de I. fuscus utilizando una mezcla de microalgas vivas, 

principalmente Rhodomonas y Dunaliella (Mercier y col., 2004). México, también se ha comenzado 

la crianza en estanques de este holotúrido y se están realizando estudios para definir el tipo de 

alimentación óptima para su producción. Inicialmente se han utilizado mezclas de microalgas y 

suplementos. Battaglene (1999) utilizó la mezcla de más de 4 microalgas como alimento para larvas 

de Holothuria scabra a concentraciones de 20,000 a 40,000 células/mL. Otros autores han 

reportado mezclas de Chaetoceros muelleri, Isochrysis galbana y Rhodomonas salina (Agudo, 

2006; Duy, 2010).  

 

2.1.4 Reproducción. 
 

I. fuscus presenta sexos separados; es gonocórico (dioico), aunque no muestra dimorfismo 

sexual externo, el sexo se identifica mediante la histología de las gónadas (Howaida y col., 2004). 

Tienen una única gónada que presenta cinco estadios de desarrollo: indiferenciado, gametogénesis, 

madurez, desove y postdesove. El ciclo reproductor es anual, con un desove en verano. La especie 

muestra una temporada reproductiva influenciada por la afluencia de agua caliente (Salgado-Castro, 

1994; Herrero-Pérezrul, 1994; Fajardo-León y col., 1995).  
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I. fuscus alcanza la madurez sexual cuando tiene un peso de 161 a 171 g (peso húmedo 

escurrido) (Toral-Granda y col. 2007; Herrero-Pérezrul, 1994). Para larvas en cautiverio, ésta 

especie completa su metamorfosis y se instala entre los 22 y 27 días, alcanzando 35 mm a los 72 

días en cultivo (Mercier y col., 2004). Al igual que otros equinodermos, algunas especies incuban 

sus huevos. La incubación se produce en la zona ventral o dorsal del animal. La larva es llamada 

auricularia y el pepino de mar joven llega a medir aproximadamente 1.5 cm de largo a (Figura 3) 

(Hamel y col., 2003). La vida de los holotúridos se estima entre los 5 y 10 años, los especímenes 

más viejos podrían tener alrededor de 12 años de edad (Cameron y col., 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Morfología externa de I. fuscus juvenil (Mercier y col., 2004). T = Tentáculos; P = 

Pigmentos de la pared del cuerpo; I = Intestino; AP = Podios ambulacrales; A = Ano; PA = Papilas. 

 

2.1.5 Depredadores. 

  
Los pepinos de mar tienen pocos enemigos naturales, se mencionan sólo algunos como 

cangrejos, peces y estrellas de mar del género Solaster (Calva, 2002). También, dentro de los 

equinodermos, los holotúridos representan la clase más infestada por parásitos, más de un tercio de 

los parásitos viven sobre o dentro de holotúridos (Jangoux, 1990). Las partes principales del cuerpo 

que sufren las infestaciones son el sistema digestivo y el celoma. Las enfermedades son en su 

mayoría estructurales como llagas en la superficie de la epidermis, perforaciones en el árbol 

respiratorio y en el celoma. Se han registrado como parásitos algunas bacterias causantes de 

ulceración de la piel, hongos, protozoos que viven en el tracto digestivo y árbol respiratorio, y 

metazoos como platelmintos del phylum Platyhelminthes (Becker, 2002; Barel y Kramer, 1977).  

  

2.1.6 Mecanismos de defensa y regeneración celular. 
 

Los pepinos de mar tienen estrategias singulares de defensa contra sus depredadores. 

Algunas especies son capaces de expulsar los llamados “túbulos de Cuvier” los cuales están 

compuestos aproximadamente de 60% de proteínas y 40% de carbohidratos, una composición única 

entre las secreciones de invertebrados marinos (DeMoor y col., 2003). Los túbulos de Cuvier 

poseen una gran adhesividad por lo que inmovilizan e inhabilitan al depredador. Dicha adhesividad 

se debe parcialmente a las proteínas (DeMoor y col., 2003; VandenSpiegel y Jangoux, 1987). I. 

fuscus no presenta túbulos de Cuvier, sin embargo, utiliza otra estrategia de defensa la cual consiste 

en expulsar su tracto digestivo a través del ano para distraer al depredador y escapar. Los órganos 

expulsados son sustituidos por el organismo por diferentes mecanismos de regeneración biológica 

(Dolmatov y col., 2009). El tiempo requerido para la regeneración de los órganos eviscerados varía 

entre especies. Experimentalmente, se ha observado que los holotúridos regeneran el tracto 

digestivo en aproximadamente un mes, aunque Holothuria scabra requiere solo 7 días para el 

proceso completo de regeneración; Sclerodactyla briareus y Holothuria glaberrima requieren de 20 

a 30 días, y Stichopus mollis requiere de 145 días (García-Arrarás y col., 2001). 

 



“Purificación parcial y caracterización de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”. 

 

Arisaí del Carmen Hernández Sámano  32 

 

La evisceración de órganos, no es el único mecanismo de defensa de los holotúridos, ciertas 

especies de los géneros Holothuria, Stichopus, Cucumaria, Paraaudina, Thelenota, Pentacta y 

Actinopyga también descargan, al ser manipulados, un fluido gomoso procedente de glándulas 

especiales situadas en la pared del cuerpo (Valledor, 1994). Este fluido contiene una sustancia 

designada como holoturina, la cual está constituida por saponinas y glucósidos, que tiene una 

función defensiva contra los depredadores (Kalinin y col., 2008). La holoturina es tóxica al ser 

ingerida y es irritante para la piel. El mal sabor de ésta toxina quizá explique que los holotúridos 

tienen muy pocos predadores. Por otra parte, el fluido viscoso hace que se adhieran partículas de 

arena sobre la superficie externa del animal, incrementando su mimetismo, lo que probablemente 

sea un método de defensa (Valledor, 1994). 

 

2.1.7 Hábitat y distribución. 
 

Los pepinos de mar se encuentran principalmente en el fondo marino, son abundantes en los 

fondos arenosos, en arrecifes de coral profundos y en zonas abisales. Destacan en cantidad entre los 

equinodermos abisales ya que al tener un esqueleto conformado por espículas, son más tolerantes a 

las grandes profundidades, y por ende, a las altas presiones hidrostáticas (Calva, 2002).  

 

I. fuscus habita preferentemente en fondos marinos rocosos y coralinos (Toral-Granda y 

col., 2007); ocasionalmente también en fondos arenosos y fangosos. Se puede encontrar desde 

aguas someras hasta 61 m de profundidad (Kerstitch, 1989), pero generalmente vive en la zona 

costera alrededor de 39 m de profundidad (Deichman, 1958; Maluf, 1991). La pesquería de esta 

especie se realiza a profundidades de 1 a 20 m (Fajardo-León y Vélez-Barajas, 1996). En Baja 

California (México) reside principalmente en hábitats de coral y roca (Herrero-Perézrul y col., 

1999). Esta especie se puede encontrar durante todo el día, siendo más activa de noche (Shepherd y 

col., 2004; Toral, 2004).  

 

I. fuscus se distribuye desde el Golfo de California (México) a Ecuador, incluyendo el 

archipiélago de Revillagigedo (México), la isla del Coco (Costa Rica) y las islas Galápagos 

(Ecuador) (Deichmann, 1958; Maluf, 1991; Solís-Marín y col., 2009). Hooker y col. (2005) reporta 

su presencia en las Islas Lobos de Afuera (Perú) y Caso (1961) incluye a la Patagonia. Se puede 

encontrar en todo el archipiélago de las Islas Galápagos, con densidades más altas en las Islas 

Fernandina e Isabela (Murillo y col., 2002). En México, la distribución geográfica de esta especie 

comprende principalmente las costas de Sonora, Baja California y Baja California Sur (BCS) 

(Figura 4), así como en la costa oeste de BCS, al sur de la Isla Margarita (Deichmann, 1958; Caso, 

1961; Fajardo-León y col., 1995). En el litoral del Pacífico, en los estados de Guerrero y Oaxaca 

(Salgado-Castro, 1994; Fajardo-León y Vélez-Barajas, 1996).  
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Figura 4. Áreas de captura de I. fuscus en Baja California (México) (Reyes-Bonilla, 1997). 

 

2.1.8 Importancia ambiental.  
 

El pepino de mar tiene gran valor dentro del ecosistema marino debido a que filtra los 

sedimentos oceánicos y devuelve nutrientes a la red alimenticia. Por lo tanto, permite que los 

nutrientes del fondo sean aprovechables por organismos de otros niveles tróficos. Son los 

responsables de cambios significativos en la composición del sedimento y reciclaje de nutrientes. 

Asimismo, mezcla las capas superiores del fondo facilitando la penetración de oxígeno (Calva, 

2002). Este proceso evita la acumulación de materia orgánica en descomposición y puede ayudar a 

controlar poblaciones de plagas y organismos patógenos, incluidas ciertas bacterias.  

 

Coulon y Jangoux (1993) encontraron que una población de Holothuria tubulosa puede 

filtrar de 5.9 a 12.9 kg m
-2

 año
-1

 de sedimento dependiendo de los regímenes de temperatura y 

tamaño corporal. Debido a esta actividad de alimentación, los holotúridos pueden alterar la 

estabilidad del fondo marino donde habitan (Coulon y Jangoux, 1993; Dar y Ahmad, 2006). Por 

otro lado, sus huevos y larvas forman parte del plancton el cual es alimento vital de otras especies 

marinas.  

 

En el mismo contexto, son comunes las asociaciones entre holotúridos y otros organismos 

comensales como cangrejos, bivalvos y peces. Los bivalvos viven en la cloaca o habitan en la pared 

del tracto digestivo (Jangoux, 1990). Un caso especial de simbiosis intradigestiva es la desarrollada 

por Megadenus cantharelloides que alcanza la pared del tracto digestivo de Stichopus chloronotus 

con el fin de alimentarse del tejido dérmico (Humphreys y Lützen, 1972). Algunos peces se pueden 

alojar en la cloaca del pepino de mar y entran o salen del animal cuando se abre el esfínter del ano 

(Calva, 2002), la mayoría pertenece a los géneros Carapus y Encheliophis, de la familia Carapidae, 

también son usualmente encontrados en el árbol respiratorio o en la cavidad celómica. Los pepinos 

de mar también actúan como estimuladores del desarrollo para algunas larvas de Carapus sp. 

(Lovatelli y col., 2004). 
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2.1.9 Importancia económica. 
 

Los holotúridos son consumidos en diferentes preparaciones culinarias principalmente en 

países asiáticos (Figura 5). Generalmente se utiliza el músculo, aunque el intestino es también 

consumido como un alimento marino fermentado (“konowata”, en japonés).  

 

 Los pepinos de mar se comercializan frescos, secos o deshidratados (“iriko”, en japonés), y 

en salmuera, entre otras presentaciones. Se han empleado como tónico y remedio tradicional en la 

cultura asiática para diversas heridas internas y externas, ya que se cree que tienen propiedades 

curativas (Battaglene y col., 1999). En la literatura china y malaya se reportan para el tratamiento de 

hipertensión, asma, reumatismo, cortaduras, quemaduras, impotencia y constipación (Lawrence y 

col., 2009; Yaacob y col., 1997). Adicionalmente a los usos medicinales, existe alta demanda de 

pepino de mar como alimento afrodisiaco (Mehmet y col., 2011; Fredalina y col., 1999). Por otra 

parte, el pepino de mar es un alimento con alto valor nutricional. El pepino de mar deshidratado es 

vendido principalmente en China, seguido de Corea, Indonesia y Japón. También se exportan 

cantidades importantes hacia Estados Unidos y Australia (Bordbar y col., 2011). 

 

 
 

Figura 5. Preparaciones culinarias de pepino de mar. Izquierda: pepinos de mar en salsa (China); 

Derecha: “Namako” (Apostichopus japonicus) de Kobe (Japón) (Purcell y col., 2010). 

 

Múltiples especies de pepino de mar han sido explotadas por la creciente demanda global. 

Muchas de las biomoléculas presentes en diferentes especies de pepino de mar se han extraído y 

utilizado en la industria farmacéutica y de los alimentos, en este último caso como suplemento 

alimenticio para deportistas por su contenido de sulfato de condroitina, componente principal del 

cartílago, y para personas con algunas deficiencias nutricionales.  

 

El precio de los pepinos de mar depende del tamaño del animal, el tipo de comercialización, 

en fresco o procesado, y principalmente de la calidad final. La talla comercial es de 24 cm de 

longitud (Salgado-Castro, 1994). Los organismos más grandes generalmente gobiernan los precios 

por kilogramo. El pepino de mar japonés, Apostichopus japonicus, puede llegar a costar más de 300 

USD/kg seco en los mercados, si los animales están en perfecto estado. Algunas especies tropicales, 

particularmente Holothuria scabra y Holothuria lessoni pueden tener un alto precio si son 

especímenes grandes y bien procesados (Massin y col., 2009). Actualmente, en Hong Kong, H. 

scabra es vendido a precios que van de 115 a 640 USD/kg seco, y en muchas ocasiones hasta 1670 

USD/kg seco. Cada organismo de 1.5-2.0 kg de peso fresco, equivale a 75-100 g de peso seco 

(Purcell y col., 2012).  

 

En 2003, el precio de venta del pepino de mar deshidratado en el mercado de Malasia fue 

alrededor de 110 USD/kg y congelado de 23-24 USD/kg; en las Islas Galápagos el precio del 

pepino de mar en salmuera fue de 22.88 USD/kg (Murillo y col., 2003). Una tendencia similar se 

observa también en otros mercados de Asia.  
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En el 2001, el 66% de la producción mundial de pepino de mar silvestre se originó en Asia, 

seguida de Oceanía (16%), Norte y Centroamérica (12%) y África (5%). La mayoría de la 

recolección de pepino de mar en 2004 se realizó en el Océano Pacífico, en particular en el noroeste 

(43%) y en la región centro-occidental (32%) (México, América Central y América del Sur) 

(Lovatelli y col., 2004). Para el 2001, las exportaciones de pepinos de mar a nivel mundial fueron 

de más de 5 300 toneladas (TM), con un valor de 30.9 millones de dólares (FAO, 2008). El 84% del 

volumen y el 90% del valor de estas exportaciones fueron de pepino de mar curado. En términos de 

volumen, Hong Kong fue el principal exportador con 3 900 TM, seguido por China y las Islas 

Salomón. Hong Kong también fue el principal exportador en términos de valor con 22.7 millones de 

dólares. Para el mismo año, las importaciones de pepinos de mar ascendieron a 7 300 TM, 

representando 56.7 millones de dólares. Hong Kong SAR fue el primer importador en volumen con 

4 400 TM, seguido por China y Taiwán, en términos de valor, Hong Kong fue el primer importador 

con 50.4 millones de dólares. La mayor parte de pepino mar importado se compuso de productos 

secos, salados o en forma de salmuera (68%), seguida por congelados (31%) y una mínima cantidad 

de pepinos de mar frescos o refrigerados (Lovatelli y col., 2004). 

 

En la región centro-occidental del Pacífico (México, América Central y América del Sur) 

existen alrededor de 300 especies de holotúridos en aguas poco profundas (Preston, 1993). Hay 35 

especies de pepinos de mar conocidas y utilizadas para su producción y comercialización. Se trata 

de especies que en general tienen paredes gruesas, entre ellas se encuentra I. fuscus (Toral-Granda, 

2008). La demanda por el pepino de mar I. fuscus fomentó el inicio de su captura comercial en 

México entre 1987 y 1988. El interés por explotar comercialmente este recurso se manifestó 

principalmente en Baja California, y en Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacán, 

Guerrero y Oaxaca. Sin embargo, dado que en México no se consume el pepino de mar, una vez 

procesado y empacado se exporta. Actualmente en México existen dos presentaciones para la 

exportación del producto: el pepino precongelado y el deshidratado, siendo la primera la más 

rentable (Aguilar-Ibarra y Ramírez-Soberón, 2002). I. fuscus es uno de los equinodermos 

holotúridos más grandes y de los más cotizados en los mercados asiáticos por la textura suave de su 

piel (Caso, 1961). En 2001, México tuvo una producción de pepino de mar de 481 toneladas lo que 

representó 2.6% de la producción mundial. Actualmente la mayoría del pepino de mar I. fuscus de 

México es exportado a Hong Kong y Estados Unidos ya sea refrigerado o deshidratado (FAO, 

2012). Hong Kong importó más de 14 toneladas de México de 1995 a 2005; los datos disponibles 

en la FAO indica un total de 2 564 TM capturadas desde 1998 hasta 2005, con un promedio de 

captura anual de 320.5 + 86.3 TM (Toral-Granda, 2008).  
 

 En México, el precio de pepino de mar por unidad fresca se encontró entre 1 a 6 USD para 

el año 2013. Se reportó una producción de 2 762.4 TM de pepino de mar, con un valor de 4.6 

millones de dólares (SAGARPA, 2013; FAO, 2012). No hay información sobre las capturas y 

exportaciones por especie.  

 

2.1.10 Acuicultura de I. fuscus en México. 
 

La producción exitosa de juveniles de S. japonicus en la década de 1980 facilitó su 

acuicultura en Japón y China (Yuan y col., 2006; Zhang y Liu, 1998). Se desarrollaron métodos 

efectivos de cultivo de pepino de mar en jaulas, estanques y semi-intensivos. Hasta el momento, el 

cultivo semi-intensivo ha sido ampliamente utilizado para la producción de pepino de mar en el 

norte de China. Es un sistema de alta densidad para la cría de pepinos de mar adultos y producción 

de juveniles. Cuando los pepinos de mar son lo suficientemente grandes, se ponen en estanques de 

tierra o en aguas marinas costeras poco profundas para crecer (Yuan y col., 2006).  
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La alimentación con dietas preparadas es un factor principal en la acuicultura para aumentar 

el crecimiento y la producción (Abdel-Tawwab y col., 2007; Xia y col., 2013). Los diferentes 

métodos de procesamiento de alimentos para organismos acuáticos, causan cambios químicos y 

físico-químicos en las materias primas, lo que puede afectar la digestibilidad de los nutrientes 

(Camire, 2001; Morken y col., 2011; Sorensen y col., 2011). Se han realizado numerosas 

investigaciones sobre alimentación y digestión, requerimientos nutricionales y óptimos ingredientes 

para alimentos de pepinos de mar. Los alimentos en pasta o puré son ampliamente utilizados en el 

cultivo de pepino de mar (Tanaka, 1958; Okorie y col., 2008; Seo y col., 2011). 

 

Mercier y col. (2004) reportaron el primer estudio sobre crianza de I. fuscus proveniente de 

las islas Galápagos en instalaciones en las costas de Ecuador. Los autores presentaron información 

sobre desove, fertilización, cultivo larvario, control de enfermedades y crecimiento de juveniles. El 

estudio se realizó durante tres años y se determinó, que en condiciones óptimas, los pepinos de mar 

juveniles pueden crecer hasta 8 cm de longitud en 3.5 meses. La tasa de supervivencia fue entre 30-

50%. Además, proponen el uso de estanques de camarones abandonados como una opción 

prometedora para el cultivo de I. fuscus (Hamel y col., 2003; Mercier y col., 2004; Becker y col., 

2009). En México, existen pocos reportes sobre cultivo de I. fuscus, el primero y más importante es 

el realizado por Mercier y col. (2012), donde se incluyeron métodos de desarrollo larval y 

crecimiento de juveniles con sistemas de crianza en tierra en costas mexicanas, además estudiaron 

aspectos como: alimentación, crecimiento y biología reproductiva de I. fuscus. Sin embargo, aún no 

existen manuales estándares publicados para la crianza de I. fuscus, por lo que su acuicultura se 

lleva a cabo tomando como referencia el cultivo de otras especies comerciales (Hair y col., 2012) 

como Holothuria scabra (Agudo, 2006; Lovatelli y col., 2004) y Stichopus japonicus (Lovatelli y 

col., 2004).  

 

Los proyectos actuales de acuicultura de I. fuscus en México se localizan en los estados de 

Sonora, Sinaloa y Baja California Sur. Algunos ejemplos son Acuacultura Dos Mil S.A. de C.V., en 

Mazatlán, Sinaloa; y la Sociedad Cooperativa Piripichi S.C. de R.L. en colaboración con la 

Universidad Autónoma de Baja California Sur, donde tienen el objetivo de reproducción y 

producción de semilla de I. fuscus para la recuperación de la pesquería en Baja California Sur. La 

reproducción acuícola de pepino de mar es impulsada también por los pescadores locales como una 

alternativa a la pesca convencional (Herrero-Perézrul, 2005). 

 

2.1.11 Tecnología de productos de pepino de mar. 
 

Los productos derivados de pepinos de mar que se comercializan son principalmente los 

congelados, en salmuera y los deshidratados. Debido a que no existe producción a nivel industrial, 

existen diferentes procesos para la obtención de dichos productos, dependiendo de la especie y del 

lugar de captura. Ke y col. (1987) reportaron un proceso que incluye hervir las paredes del cuerpo 

de los pepinos de mar a presión durante 60 min con NaCl 3%, posteriormente son secadas en un 

horno al vacío a temperatura ambiente y finalmente calentadas nuevamente a 60°C. En Maine, 

Estados Unidos, los principales productos derivados de Cucumaria  frondosa son el músculo 

envasado al vacío o congelado y el músculo hervido y secado (Feindel, 2002; Bruckner, 2006; 

Therkildsen y Petersen, 2006). En Estados Unidos las especies de Parastichopus se hierven, secan y 

salan, algunos son comercializados congelados y otros frescos (Bruckner, 2006). En Nueva 

Caledonia, Madagascar y Papúa-Nueva Guinea, los pepinos de mar se secan en bastidores de malla 

después de ser sometidos a ebullición (Figura 6).   
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Figura 6. Estación de proceso de pepino de mar en Nueva Caledonia, Madagascar y Papúa-Nueva 

Guinea (Purcell y col., 2010). 

 

Con respecto a los usos medicinales del pepino de mar, algunos productos procesados son 

las tabletas, comercializadas en Asia y Estados Unidos, las cuales se elaboran con el músculo seco 

de pepinos de mar. En Malasia, los extractos de piel hervida se consumen como tónico para el 

tratamiento del asma, la hipertensión, el reumatismo, y la cicatrización de cortaduras y quemaduras 

(Bordbar y col., 2011). Algunos productos que contienen extractos de pepino de mar se emplean en 

el tratamiento de la artritis reumatoide, osteoartritis y espondilitis reumática. En Malasia, los 

pepinos de mar son usados en una gran variedad de productos incluyendo gelatina, crema corporal, 

shampoo y pasta de dientes (Choo, 2008). 

 

2.1.12 Legislación para protección de I. fuscus en México. 
 

La explotación ilegal de I. fuscus en la península de Baja California (México) se inició en la 

década de 1980 como una actividad de pequeña escala que respondió a la demanda internacional de 

los países orientales. Los primeros permisos oficiales de pesca comercial de esta especie se 

otorgaron en 1987 (Aguilar-Ibarra y Ramírez-Soberón, 2002).  

 

En 2002, el pepino de mar I. fuscus fue sujeto a protección especial, permitiendo el uso de 

esta especie bajo condiciones restringidas. Para 2003, I. fuscus se incluyó en el Apéndice III del 

Convenio de Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) 

convirtiéndose en el primer y hasta ahora la única especie de pepino de mar incluida en CITES. 

Esto puede ser un valioso instrumento ya que una parte de CITES tiene por objeto ayudar en la 

protección de especies específicas, especialmente si tales especies están en el comercio ilegal para 

abastecer a los mercados extranjeros (Willock y col., 2004). 

  

En 2005, se desarrolló un plan de manejo adaptativo bajo un esquema participativo de los 

gobiernos locales y nacionales, comunidad científica y asociaciones de pescadores, para evaluar 

continuamente el impacto de esta pesca. Este plan incluye la asignación de cuotas para la 

acuicultura y los informes de capturas y población, está sujeto a revisión anual y es adaptado a los 

nuevos resultados obtenidos (Toral-Granda, 2007). Esta información ayuda a decidir las medidas de 

gestión adicionales para garantizar la sostenibilidad del recurso (Herrero-Perézrul, 1999).   

 

Actualmente, la medida de protección para el pepino de mar está publicada en el Diario 

Oficial de la Federación en la norma oficial mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, “Protección 

ambiental-Especies nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorías de riesgo y 

especificaciones para su inclusión, exclusión o cambio-Lista de especies en riesgo”.  
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La norma NOM-059-SEMARNAT-2010, determina que el pepino de mar está en la 

categoría de protección especial, la cual se define como: “Aquellas que podrían llegar a encontrarse 

amenazadas por factores que inciden negativamente en su viabilidad, por lo que se determina la 

necesidad de propiciar su recuperación y conservación o la recuperación y conservación de 

poblaciones de especies asociadas”. 

 

La pesquería de I. fuscus se gestiona en régimen de concesión de acuerdo a la “Unidad de 

Manejo para la Vida Silvestre” (UMA) aprobado por la Secretaría de Medio Ambiente y Recursos 

Naturales (SEMARNAT). Sólo Cuba, Perú, Chile, Ecuador y México han regulado las actividades 

pesqueras de pepino de mar. México y Ecuador se han enfocado en I. fuscus. Parte del programa de 

protección es la ubicación en Baja California Sur de predios de propiedad federal registrados para el 

aprovechamiento extractivo de I. fuscus muchos de los cuales están ubicados en polígonos situados 

en el Golfo de California (Toral-Granda, 2008). 

 

2.1.13 Composición y valor nutricional. 
 

En general, el pepino de mar se compone de aproximadamente 55% de proteína, 2% de 

grasa (Wang, 1997) y 0.2-2% de carbohidratos (Mehmet y col., 2011), en peso seco, variando según 

la especie. La pared del cuerpo del pepino de mar consiste de colágeno insoluble que representa 

cerca del 70% de la proteína total (Saito y col., 2002). Chen (2003) reportó un contenido de proteína 

de hasta 83% para pepino de mar seco pudiendo ser vendido como nutracéutico o encapsulado. 

 

Los pepinos de mar tienen un alto perfil de nutrientes ya que contienen vitaminas A, B1 

(tiamina), B2 (riboflavina) y B3 (niacina), además de minerales como calcio, magnesio, hierro y 

zinc (Bordbar y col., 2011). También, contienen altos niveles de aminoácidos esenciales como 

lisina, arginina, triptófano, treonina y fenilalanina (DeMoor y col., 2003; Wen y col., 2010). Otro 

aspecto importante en la composición de aminoácidos del pepino de mar es la combinación de los 

mismos con funciones biológicas como glicina (componente mayoritario con 5.57-12.50 g/100 g 

peso húmedo) (Bordbar y col., 2011), ácido glutámico (4.69-7.31 g/100 g peso húmedo), ácido 

aspártico (3.48-5.06 g/100 g peso húmedo), alanina (2.95-5.77 g/100 g peso húmedo) y arginina 

(2.71-4.95 g/100 g peso húmedo) (Wen y col., 2010).  

 

Las relación aminoácidos esenciales/aminoácidos totales, así como aminoácidos esenciales/ 

aminoácidos no esenciales del intestino y del aparato respiratorio del pepino de mar son cercanas a 

los patrones ideales establecidos por la FAO/WHO (Yuan y col., 2010) sugiriendo un alto valor 

nutritivo. Adicionalmente a lo anterior, los holotúridos poseen diversos compuestos bioactivos que 

se discutirán en la siguiente sección (Bordbar y col., 2011).  

 

2.1.14 Compuestos bioactivos y actividad biológica. 
 

El océano posee una gran biodiversidad y representa un rico reservorio de alimentos 

nutritivos y componentes bioactivos, en particular péptidos bioactivos y agentes antimicrobianos, 

anti-inflamatorios y anticancerígenos (Venugopal, 2009; Guerard y col., 2011; Blunden, 2001). En 

los pepinos de mar existen cantidades considerables de compuestos bioactivos, especialmente 

glicósidos triterpenoides (saponinas), sulfatos de condroitina, glicosaminoglicanos, polisacáridos 

sulfatados, esteroles (glucósidos sulfatos), fenólicos, péptidos, cerebrosidos y lectinas (Bordbar y 

col., 2011).  
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Los compuestos químicos presentes en diferentes especies de pepino de mar han mostrado 

actividades biológicas y farmacológicas, tales como antiangiogénica (Tian y col., 2005; Tong y col., 

2005), anticancerígena (Roginsky y col., 2004), anticoagulante (Nagase y col., 1995; Chen y col., 

2011), antihipertensiva (Hamaguchi y col., 2010), antiinflamatoria (Collin, 2004), antimicrobiana 

(Beauregard y col., 2001), antioxidante (Althunibat y col., 2009; Mamelona y col., 2007), 

antitrombótica (Pacheco y col., 2000), antitumoral (Zou y col., 2003; Tian y col., 2005; Tong y col., 

2005), y cicatrización de heridas (San Miguel-Ruíz y García-Arrarás, 2007).  

 

En la Tabla 1 se presentan algunos de los compuestos bioactivos reportados en diferentes 

especies de pepino de mar y su actividad biológica estudiada. Entre los compuestos bioactivos más 

estudiados en el pepino de mar están el glicosaminoglicano de holoturia y el fucano de holoturia, 

que contienen sulfato de condroitina (polisacárido sulfatado) como fracción principal (Volpi y col., 

2006; Popov y col., 2002; Mourão y col., 1996). El sulfato de condroitina se ha extraído de este 

holotúrido desde la década de 1990; se ha utilizado en el tratamiento de la artritis y de otras 

patologías de las articulaciones. Posee un intervalo amplio de propiedades biológicas, entre las que 

destacan su acción anticoagulante y antitrombótica. El sulfato de condroitina se ha obtenido de 

especies como Ludwigothurea grises, recolectado en Río de Janeiro, Brasil, y Stichopus japonicus, 

de las costas de Hokkaido, Japón (Volpi y col., 2006). 

 

Asimismo, el pepino de mar tiene una alta concentración de colágeno que puede ser 

convertido en gelatina para utilizarse como substancia bioactiva (Zeng y col., 2007). De igual 

forma, debido a que la proteína de pepino de mar es rica en glicina, ácido glutámico y arginina, este 

holotúrido es utilizado como fuente de aminoácidos con una importante función biológica en la 

regulación del sistema inmune (Zhao y col., 2008). 

 

Tabla 1. Compuestos bioactivos de pepinos de mar y su actividad biológica (Modificado de Bordbar 

y col., 2011). 
Especies de pepino de mar Compuestos bioactivos Actividad 

Pentacta quadrangularius, 

Cucumaria frondosa. 

saponinas sulfatadas (filinospido A, filinospido E, 

fracciones: B1000 y sulfato de condroitina).  

anti-

angiogénico 

Holothuria scabra, Holothuria 

leucos pilota, S. chloronotus, 

Cucumaria frondosa, Cucumaria 

okhotensis, Mensamaria 

intercedens, Pearsonothuria 

graeffei, S.japonicus. 

triterpenoide (trondosido A), triterpeno oligoglicosidos 

(okhotosidos B1, B2, B3), triterpeno glicosidos 

(intercedensidos A, B, C), glicolipido (grondanol A), 

triterpeno oligoglicosidos (holoturina A y 24-

dehidroequinosido, frondanol(R)-A5p), base esfingoide 

composición de cerebrosidos. 

 

 

anticáncer 

Fudwigothurea grisea, Thelenota 

ananas. 

sulfato de condroitina fucosilado.  anti-

coagulante 

Stichopus japonicus. polipéptidos de bajo peso molecular, polipéptidos 

ácidos, mucopolisacáridos, colágeno y aminoácidos 

bioactivos. 

 

antifatiga 

Actinopyga echinites, Actinopyga 

miliari, Holothuria atra, 

Holothuria scabra, Bohadshia 

argus, Cucumaria frondosa, 

Holothuria poli, Hemoiedema 

spectabilis, Psolus patagonicus, 

Actinopyga lecanora, 

Bohadschia marmorata. 

sapogeninas esteroidales, glicosidos triterpeno 

sulfatados (hemoiedemosidos A y B, patagonicosido A, 

holoturina B, patagonicosido A), gliclosidos triterpeno 

tipo holostano (marmoratosido A, 17α-hidroxi-

impatiensido A, impatiensido A y bivittosido D), 

péptidos bioactivos.  

 

anti-

microbiano, 

antibacteriano 

y antifúngico. 
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Tabla 2. Compuestos bioactivos de pepinos de mar y su actividad biológica (Modificado de Bordbar 

y col., 2011). 
Especies de pepino de mar Compuestos bioactivos Actividad 

Cucumaria frondosa, Stichopus 

japonicus, Paracaudina 

chilensis, Holothuria scabra, 

Holothuria leucospilota, 

Stichopus chloronotus, Acaudina 

molpadioides. 

hidrolizados de gelatina, hidrolizados de proteína, 

péptidos biactivos, fenoles y flavonoides, polipeptidos 

de colágeno, enzimas (superperoxido dismutasa, 

catalasa, glutationperoxidasa, y glutation reductasa). 

 

 

antioxidante 

Stichopus japonicus. glicosaminoglicanos (holoturiano glicosaminoglicano). antitrombótico 

Stichopus japonicus, Holothuria 

atra, Holothuria scabra, 

Cucumaria echinata. 

lectina CEL III 
1
 hemolítica 

citotóxica 

Acaudina molpadioides. 

Cucumaria frondosa. 

péptidos de hidrolizados de gelatina 
2
; hidrolizados de 

proteína 
3
  

anti-

hipertensivo 

Staurocucumis liouvillei. glicosidos triterpenos trisulfatados (liouvillosidos A y 

B). 

antiviral 

Stichopus japonicus. sulfato fucano, glucosamina, condroitina. osteoartritis 

Mensamaria intercedens, 

Holothuria hilla, Pentacta 

quadrangularis, Holothuria 

forskali, Stichopus japonicus, 

Holothuria nobilis, Holothuria 

fuscocinerea, Holothuria 

impatiens, Ludwigothurea 

grisea, Cucumaria japónica. 

glicosidos triterpeno (intercedensidos D-I, hillasidos A 

y B, holoturinosidos A, B, C y D, desholoturina A, 

nobilisidos A, B y C, fuscocinerosidos A, B, y C), 

glicoproteina, saponinas sulfatadas (filinopsido A), 

mucopolisacarido, glicosidos triterpeno 

monosulfatados (cumasido), glicosido triterpeno tipo 

lanostano (impatiensido A), polisacaridos sulfatados. 

 

 

 

antitumoral 

1
 Hatakeyama y col. (2002); Matsubara y col. (2007); Oda y col. (1997). 

2
 Zhao y col. (2007). 

3
 Hamaguchi y col. (2010). 

 

2.2 Enzimas proteolíticas de organismos marinos. 
 

Los organismos marinos comprenden miles de especies diversas que subsisten en diferentes 

hábitats (Haard, 1992). La diferencia de factores ambientales tales como temperatura, presión, 

salinidad, intensidad de la luz y disponibilidad de oxígeno, han causado a través del tiempo que los 

animales marinos se adapten a estas condiciones, lo que se ha traducido en la presencia de enzimas 

con propiedades especializadas en comparación con las enzimas homólogas de animales terrestres, 

plantas o microorganismos (Simpson y Haard, 1987). Las enzimas proteolíticas o proteasas de 

organismos marinos producidas por las glándulas digestivas tienen acción lítica catalizando la 

rotura de enlaces peptídicos con la participación de moléculas de agua, de la misma forma que 

ocurre con las proteasas de plantas, animales terrestres y microorganismos (Haard y Simpson, 

2000). 

 

Algunas de las características distintivas de las proteasas digestivas marinas son: mayor 

eficiencia catalítica y estabilidad a temperaturas de reacción bajas, menor termoestabilidad, y 

actividad catalítica y estabilidad a pH neutro o alcalino (Tabla 2) (Simpson y Haard, 1987; 

Asgeirsson y Bjarnasson, 1989).  Las proteasas digestivas de los animales marinos también pueden 

diferir de las terrestres en su sensibilidad a la presión (Ashie y col., 1996), en la capacidad para 

hidrolizar proteínas nativas y en la sensibilidad a pH, sales, urea, detergentes y otros materiales 

(Simpson y Haard, 1985; Guizani y col., 1991). Sin embargo, el uso industrial de las proteasas 

marinas es limitado a causa de la relativa escasez de información básica sobre estas enzimas, entre 

otras razones (Haard y Simpson, 2000). 
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Tabla 3. Características fisicoquímicas de proteasas de organismos marinos y terrestres (Haard y 

Simpson, 2000). 
Enzima Fuente T. Biológica 

(°C) 

P.M. 

(kDa) 

pH 

óptimo 

T. óptima 

(°C) 

Aspartil proteasas 

 

 

Pepsina 

Bacalao del Atlántico 0 - 5 35.5 3.5 40 

Capelán (-1) - 4 23, 27 3.7, 2.5 38, 43 

Bacalao Polar (-1.5) - 2 40, 42 2 37 

Sardina 10 33, 37 2, 4 40, 55 

Porcino 37 32-35 2 47 

Serín proteasas 

 

 

Tripsina 

Bacalao del Atlántico 0 - 5 24.2, 24.8 7.5 - 8 40 

Capelán  (-1.0) - 4 28 7.5 - 8 45 

Bacalao de Groenlandia (-2.0) - 2 23.5 7.5 35 

Sardina 10 22.9 - 28.9 10 45 

Bovino 37 23 8.2 45 

 

Quimotripsina 

Bacalao del Atlántico 0 - 5 26 7.8 52 

Trucha arcoíris 15 28.2 - 28.8 9.0 55 

Bovino 37 --- 7.2 57 

Elastasa Bacalao del Atlántico 0 - 5 28 7.5 - 9 43 

Porcino 37 --- 7.5 - 9 58 

 
2.2.1 Clasificación de proteasas. 

 

Las proteasas digestivas de los animales marinos se clasifican con los mismos criterios 

utilizados para proteasas de otros animales, plantas o microorganismos. El método estándar de 

clasificación propuesto por la Comisión de Enzimas de la Unión Internacional de Bioquímicos 

(IUB) se basa en los mecanismos catalíticos. Las clases de enzimas se diferencian por criterios, 

tales como la naturaleza de los grupos en los sitios catalíticos, la especificidad por el sustrato, la 

respuesta a inhibidores, o por la actividad y estabilidad en condiciones ácidas, neutras o alcalinas 

(Haard y Simpson, 2000). 

 

El sistema de la Comisión de Enzimas para la clasificación asigna cuatro números precedidos 

de la abreviatura EC (“Enzyme Commission”). El primer número es asignado en función del tipo de 

reacción química catalizada. Así, para el grupo de enzimas digestivas o proteasas marinas, el primer 

número es “3”, que significa que son hidrolasas (catalizan reacciones de hidrólisis). El segundo 

número se refiere a la subclase. Para las hidrolasas, la subclase se basa en el tipo de enlace 

hidrolizado. Las proteasas digestivas marinas hidrolizan enlaces peptídicos, por lo que todas estas 

enzimas tienen el número “4” como segundo dígito. El tercer dígito de acuerdo al sistema de la EC 

subdivide las enzimas en subsubclases que define estrictamente los tipos de enlaces hidrolizados o 

identifica la naturaleza química de los grupos esenciales en los centros catalíticos de las enzimas. 

Por último, el cuarto dígito, es un número serial asignado a las enzimas dentro de la subsubclase 

(Haard y Simpson, 2000). Así, las proteasas digestivas de los animales marinos se clasifican en 

cuatro categorías: serín proteasas, cisteín proteasas, aspartil proteasas y metalo proteasas (Whitaker, 

1994). 

 



“Purificación parcial y caracterización de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”. 

 

Arisaí del Carmen Hernández Sámano  42 

 

Serín proteasas (EC 3.4.21). 

 

Son un grupo de endoproteasas activas a pH neutro o ligeramente alcalino, e inestables o 

inactivas en condiciones ácidas. Se caracterizan por la presencia de residuos de serina, histidina y 

ácido aspártico en sus sitios catalíticos. Son inhibidas por diisopropilfosfofluoridato (DFP), a través 

de la reacción con el grupo hidroxilo de la serina que está en el sitio activo (Mihalyi, 1978). Se 

encuentran en los tejidos del páncreas, el ciego pilórico y los intestinos de los animales.  

 

Cisteín proteasas (EC 3.4.22). 

 

Son un grupo de endoproteasas con residuos de cisteína e histidina como grupos esenciales 

en los sitios catalíticos. Estas enzimas requieren del grupo tiol (-SH), proporcionado por el residuo 

de cisteína del sitio activo para que su estructura esté intacta, de ahí que también sean llamadas tiol 

proteasas ó sulfhidril proteasas. Las tiol proteasas son inhibidas por iones de metales pesados y sus 

derivados, así como por agentes alquilantes y agentes oxidantes (Mihalyi, 1978).  

 

Aspartil proteasas (EC 3.4.23). 

 

Las aspartil proteasas, son un grupo de endoproteasas con alta actividad y estabilidad a pH 

ácido, e inestables o inactivas en condiciones alcalinas. También se conocen como ácido proteasas ó 

carboxil proteasas debido a que sus sitios catalíticos se componen de los grupos carboxilo de dos 

residuos de ácido aspártico (Whitaker, 1994).  

 

Metalo proteasas (EC 3.4.24).  

 

Son enzimas hidrolíticas cuya actividad depende de la presencia de cationes divalentes. Los 

estudios de modificación química sugieren que puede haber al menos un residuo de tirosilo y un 

residuo de imidazol asociados a los sitios catalíticos de estas proteasas (Whitaker, 1994). Son 

inhibidas por agentes quelantes, tales como 1,10-fenantrolina y EDTA, y algunas veces por el 

simple proceso de diálisis. La mayoría de las metalo proteasas más conocidas son exopeptidasas.  

 

2.2.2 Purificación y caracterización de proteasas. 
 

Las proteasas digestivas han sido aisladas de varios animales marinos utilizando básicamente 

los mismos principios aplicados a recuperar enzimas similares a partir de tejidos de animales de 

tierra, vegetales y microorganismos. Así, las técnicas de purificación se basan en diferencias de 

solubilidad (precipitación con sales, disolventes orgánicos), tamaño (cromatografía de exclusión, 

diálisis); carga (cromatografía de intercambio iónico, electroforesis), y unión a ligandos específicos 

(cromatografía de afinidad, de interacción hidrofóbica).  

 

En general, la purificación se realiza homogeneizando la muestra con un amortiguador a pH 

alrededor de 7, posteriormente es centrifugando para obtener las enzimas proteolíticas solubles, se 

somete a un fraccionamiento por precipitación, seleccionando la fracción de interés y se llevan a 

cabo diferentes pasos de cromatografía de filtración en gel e intercambio aniónico y afinidad, en su 

mayoría (Winter y Neurath, 1970; Camacho y col., 1980; Haard y Simpson, 2000). A continuación 

se indican las principales enzimas proteolíticas aisladas a partir de organismos marinos. 
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Serín proteasas (EC 3.4.21).  

 

Las tres serín proteasas más importantes que se han purificado de las glándulas digestivas 

de los animales marinos y han sido caracterizadas son: tripsina, quimotripsina y elastasa.  

 
Tripsina (EC 3.4.21.4). 

 

La tripsina muestra su especificidad para romper el enlace peptídico por el lado del grupo 

carboxilo de los aminoácidos con cadenas laterales voluminosas y con carga positiva, como lisina y 

arginina. Poseen actividad a pH neutro a ligeramente alcalino.  

 

Las tripsinas marinas han sido aisladas del ciego pilórico, tejido pancreático e intestino de 

varios organismos como boquerón (Engraulis encrasicholus), bacalao de Groenlandia (Gadus 

ogac), bacalao del Atlántico (Gadus morhua), lisa (Mugil cephalus), sardina (Melanostica 

sardinos), y estrellas de mar (Chen y col., 1978), entre otros (Haard y Simpson, 2000). 

 

Quimotripsina (EC 3.4.21.1). 

 

La quimotripsina tiene una especificidad mucho más amplia que la tripsina ya que rompe 

los enlaces peptídicos por el lado carboxilo de los aminoácidos con cadenas laterales voluminosas y 

aminoácidos no polares como la tirosina, fenilalanina, triptófano y leucina (Whitaker, 1994). En 

general, las quimotripsinas de organismos marinos son más activas en el intervalo de pH de 7.5 a 

8.5, presentando mayor estabilidad en torno a pH 9 (Kristjansson y Nielson, 1992). Se han aislado y 

caracterizado a partir de especies marinas como anchoa (Engraulis japonica), bacalao del Atlántico 

(Gadus morhua), y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), entre otros (Haard y Simpson, 2000).  

 
Elastasa (EC 3.4.21.11). 

 

La elastasa rompe específicamente el enlace peptídico por el lado carboxilo de aminoácidos 

pequeños e hidrofóbicos como alanina y valina (Whitaker, 1994). Son enzimas producidas por el 

páncreas que llevan a cabo la hidrólisis de elastina en las condiciones que prevalecen en el intestino, 

pH 7-9. Esta enzima se ha caracterizado en diferentes especies como: bacalao del Atlántico (Gadus 

morhua), atún rojo (Thunnus thynnus), carpa (Cyprinus carpio), lenguado de dover (Solea solea), 

anguila (Anguila japonica), entre otros (Haard y Simpson, 2000).  

 

Cisteín proteasas (EC 3.4.22). 

 

 Son enzimas digestivas que se han encontrado en el hepatopáncreas de calamares de aleta 

corta y otros animales marinos, en donde más del 90% de la actividad proteolítica es aportada por 

las cisteín proteasas. La catepsina B es la cisteín proteasa más reportada en organismos marinos 

(Haard y Simpson, 2000).  

 

Catepsina B (EC 3.4.22.1). 

  

Es activa a pH ácido, e inactiva a pH alcalino. Se ha aislado de las glándulas digestivas de 

animales marinos como almeja caballo (Tresus capax), mejillón (Perna perna L), almeja (Spisula 

solidissima), entre otros (Haard y Simpson, 2000).  
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Aspartil proteasas (EC 3.4.23). 

 

Hasta el momento, las aspartil proteasas que han sido aisladas de los estómagos de animales 

marinos y caracterizadas son: pepsina, gastricina y quimosina o renina (Haard y Simpson, 2000). 

 

Pepsina (EC 3.4.23.1). 

 

Tiene preferencial especificidad por los aminoácidos aromáticos, fenilalanina, tirosina y 

triptófano. Se caracterizan por poseer actividad a pH ácido. Se han obtenido pepsinas y proteasas 

con actividad similar a las pepsinas a partir de las glándulas digestivas de animales marinos como: 

bacalao del Atlántico (Gadus morhua), capelán (Mallotus villosus), bacalao de Groenlandia (Gadus 

ogac), bacalao polar (Boreogadus saida), sardina (Sardinos melanostica), entre otros (Haard y 

Simpson, 2000). 

 

Gastricina (EC 3.4.23.3). 

 

 Se han descrito como proteasas ácidas con actividad enzimática parecida a la de las 

pepsinas, aunque se diferencian de estas en su estructura y algunas propiedades catalíticas. Se han 

aislado de los jugos gástricos de salmón y merluza (Merluccius gayi) (Haard y Simpson, 2000).  

 

Quimosina (EC 3.4.23.4).  

 

 Tienen preferencial especificidad por los aminoácidos aromáticos, fenilalanina, tirosina y 

triptófano. Se han descrito como proteasas ácidas con algunas características diferentes. Estas 

enzimas son más activas y estables alrededor de pH 7.0, a diferencia de otras proteasas ácidas como 

la pepsina. Algunas proteasas digestivas con actividad similar a la quimosina fueron aisladas de la 

mucosa gástrica de focas arpa (Pagophilus groenlandicus) jóvenes y adultas como zimógenos 

(Haard y Simpson, 2000). 

 

Metalo proteasas (EC 3.4.24). 

 

Las metalo proteasas han sido caracterizadas, en su mayoría, a partir de tejidos musculares 

de animales marinos (no en glándulas digestivas) como el pez roca, la carpa y el manto del calamar, 

aunque no están muy distribuidas entre los animales marinos (Haard y Simpson, 2000). 

 

Colagenasa. 

 

 Las colagenasas de animales marinos son similares a las de los mamíferos de tierra respecto 

a su acción sobre el colágeno nativo. Sin embargo, las colagenasas digestivas marinas presentan una 

actividad similar a la de las tripsinas y quimotripsinas. Las colagenasas se han purificado y 

caracterizado de glándulas digestivas de animales marinos tales como cangrejo, langosta y camarón 

(Haard y Simpson, 2000).  
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2.2.3 Aplicaciones de proteasas. 
 

En el ámbito industrial, las proteasas son el grupo de enzimas más importante y utilizado 

(Chaplin, 1990; Whitaker, 1994). En particular, en la industria alimentaria las proteasas tienen 

diversas aplicaciones como: la mejora del producto final, las características de manejo y la textura 

de cereales y productos horneados; la mejora del secado, y de la calidad de los productos derivados 

del huevo y carne; la recuperación de proteínas y/o péptidos de huesos; la hidrólisis de proteínas de 

sangre; la producción de hidrolizados de proteínas; la reducción de la viscosidad en procesos de 

cuajado y maduración del queso, entre otros. Entre las aplicaciones biomédicas se pueden 

mencionar la reducción de la inflamación de tejidos; la disolución de coágulos de la sangre; la 

aceleración en la cicatrización de heridas; la activación de hormonas; el diagnóstico de candidiasis; 

y la mejora en los procesos digestivos (Godfrey y Reichelt, 1983; Haard y Simpson, 1994). En la 

industria de detergentes, las proteasas fueron las primeras en ser utilizadas ampliamente en el 

blanqueo. Además, son utilizadas en el tratamiento de la lana, en el desgomado de seda cruda y en 

el proceso de curtido del cuero o piel en el que se emplean proteasas con pH óptimo alrededor de 9 

a 10 (Olsen, 2004).  

 

Las ventajas en el uso de enzimas de origen marino incluyen una mayor actividad catalítica 

en reacciones a temperaturas bajas, lo que puede ser utilizado para procesar alimentos reduciendo 

los costos de energía y evitando el deterioro de componentes termolábiles (Simpson y Haard, 1987). 

Asimismo, estas enzimas son generalmente de baja termoestabilidad, lo que permite su inactivación 

por tratamientos térmicos más suaves (Simpson y Haard, 1985; Guizani y col., 1991). 

 

Un ejemplo específico de la utilización de proteasas marinas es la tripsina del bacalao de 

Groenlandia en el curado de arenque y fermentación de calamar; esta tripsina posee alta actividad 

catalítica a baja temperatura. La suplementación de la maduración del arenque con extractos 

enzimáticos de vísceras del mismo pescado o con tripsina del ciego pilórico del bacalao de 

Groenlandia beneficia la formación de aminoácidos que mejoran el sabor (glutamato, alanina, 

leucina, serina, lisina, arginina, y prolina). La tasa inicial de solubilización de proteína con tripsina 

de bacalao es casi el doble de la observada con tripsina bovina. Para el calamar fermentado en 

procesos a 4°C, la adición de tripsina de bacalao aumenta la formación de aminoácidos libres y las 

puntuaciones sensoriales del producto final. Otra aplicación de proteasas marinas es la producción 

de queso (en Noruega) empleando pepsina de bacalao del Atlántico o enzimas gástricas de atún 

(Thunnus obesus). Asimismo, el queso tipo Cheddar se ha preparado con proteasas similares a la 

quimosina de la mucosa gástrica de foca arpa (Pagophilus groenlandicus), la cual tienen 

propiedades catalíticas similares a quimosina de ternera. El queso fabricado con proteasas de foca 

tiene un puntaje sensorial más alto que el obtenido con cuajo de ternera, además que las proteasas 

gástricas de foca son más estables que las pepsinas a pH neutro a alcalino, y son activas a pH más 

bajo (pH 6.6) que las proteasas del cuajo de ternero (pH 6.8-7) para coagular la leche.  En el mismo 

contexto, la capacidad de las tripsinas de animales marinos para hidrolizar proteínas nativas es 

aprovechada en la inactivación de la pectin metil esterasa (PME) y polifenoloxidasas en la 

producción de jugos de cítricos y manzana, respectivamente (Haard y Simpson, 2000). 

 

En acuicultura, es importante la accesibilidad de nutrientes de los recursos alimenticios, la 

cual está determinada por el perfil y actividad de enzimas digestivas de los organismos (Furne y 

col., 2005). Por lo que el estudio de la actividad de enzimas digestivas es un paso esencial para 

entender las necesidades digestivas y nutricionales de los animales acuáticos para su acuicultura (Le 

Moullac y col., 1997). La evaluación del coeficiente de digestibilidad aparente en alimentación de 

organismos marinos es un prerrequisito esencial para determinar los requerimientos de nutrientes de 

los organismos y desarrollar dietas nutricionalmente balanceadas y a bajo costo (Xia y col., 2013).  
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2.3 Hidrolizados de proteína. 
 

Los hidrolizados de proteína tienen una amplia gama de aplicaciones potenciales como: 

alimentos (Frokjaer, 1994; Lahl y Braun, 1994), ingredientes para la alimentación animal (Faid y 

col., 1997), ingredientes para medios de cultivo microbiano (Vecht-Lifshitz y col., 1990), y 

fertilizantes (Kurbanoglu y Algur, 2002). La hidrólisis de proteínas con enzimas es un método 

eficiente para mejorar las propiedades funcionales y nutricionales de las proteínas de origen animal, 

vegetal o de subproductos. En su estado natural las proteínas tienen poca o nula contribución a la 

formación de sabores en los alimentos; los productos de la hidrólisis, tales como péptidos y 

aminoácidos, son capaces de producir sabor, además de interaccionar con otros componentes de los 

alimentos como azúcares y grasas, creando sabores específicos. Los extractos con sabor a carne 

producidos por hidrólisis proteica se utilizan en sopas, salsas y comidas preparadas; el material 

proteínico recuperado por la aplicación de proteasas puede obtenerse a partir de residuos de huesos 

de vaca, cerdo, pavo y pollo. Asimismo, los desperdicios de la industria pesquera pueden ser 

utilizados para la producción de hidrolizados de proteínas (Benjakul y Morrissey, 1997; Shahidi y 

col., 1995). La intensidad del sabor depende del contenido de aminoácidos libres, péptidos y sus 

productos de reacción (Klomklao, 2008).  

 

Con respecto a la hidrólisis de proteínas de huevo y leche, el interés actual de este proceso se 

basa en reducir las propiedades alergénicas de estos alimentos (Benedé y col., 2014; Graszkiewicz y 

col., 2010) y obtener péptidos con diferentes propiedades biológicas (Madureira y col., 2010; 

Davalõs y col., 2004). El huevo contiene alérgenos en la clara, como ovoalbúmina, ovomucoide, 

ovotransferrina y lisozima (Holen y Elsayed, 1990; Hoffman, 1983). La ovoalbúmina es una 

fosfoglicoproteína de 45 kDa y es la proteína más abundante de la clara de huevo, contando con 

54% (p/p) del contenido proteico. La leche de vaca proporciona nutrientes esenciales como grasas 

(3-4% del contenido sólido), proteínas (aproximadamente 4% del contenido sólido) y lactosa (5% 

del contenido sólido), aunque la composición de este alimento varía según la raza de la vaca 

(Muehlhoff y col., 2013). Las proteínas de la leche son resistentes a muchos de los tratamientos a 

los que se somete este alimento. La ß-lactoglobulina es la proteína que con mayor frecuencia induce 

alergia, seguida de las caseínas (αS2-caseína, αS1-caseína, β-caseína y κ-caseína), α-lactoalbúmina y 

con menos frecuencia la seroalbúmina bovina. Las caseínas constituyen alrededor del 79% del total 

de la proteína de la leche de vaca. La mayoría de los pacientes alérgicos a caseína están 

sensibilizados a los cuatro tipos de caseína (Restani y col., 1999).  

 

2.4 Péptidos bioactivos (Actividad antioxidante).   
 

Los péptidos bioactivos se han definido como fragmentos específicos de proteínas, entre 3 y 

20 aminoácidos de longitud, encriptados en la estructura primaria de las proteínas (Pérez-Vega y 

col., 2013), con un impacto positivo en las funciones o condiciones del metabolismo humano (Kitts 

y Weiler, 2003). Debido a sus aplicaciones potenciales en la salud humana, los péptidos bioactivos 

derivados de alimentos han atraído el interés de diferentes investigaciones (Kitts, 1994; Madureira y 

col., 2010), tal es el caso de los péptidos con actividad antioxidante (Mulero-Canovas y col., 2011). 

Varios estudios reportan que los péptidos bioactivos marinos pueden usarse como componentes 

antihipertensivos, anticoagulantes, antimicrobianos y antioxidantes en alimentos funcionales o 

nutracéuticos y farmacéuticos, debido a su potencial terapéutico en el tratamiento o prevención de 

enfermedades (Kim y col., 2010). El papel de los antioxidantes ha recibido cada vez más atención; 

los antioxidantes sintéticos poseen actividades antioxidantes más fuertes, sin embargo su uso 

conlleva riesgos potenciales para la salud (Ito y col., 1986). Por lo tanto, el interés se ha enfocado al 

estudio de antioxidantes naturales efectivos, como los péptidos bioactivos, los cuales pueden 

proteger al ser humano de radicales libres y retardar el progreso de varias enfermedades crónicas 

(Zhou y col., 2012).  
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Los péptidos antioxidantes actúan previniendo que otras moléculas se unan al oxígeno, 

reaccionando e interactuando más rápidamente con los radicales libres que otras moléculas 

presentes (Reitter y col., 1995). Es decir, los compuestos antioxidantes bloquean la producción de 

compuestos que pueden dañar a las proteínas, lípidos y ADN, y por tanto evitar el desarrollo de 

diversas patologías y envejecimiento. El daño oxidativo también tiene gran importancia en los 

alimentos pudiendo afectar su calidad nutricional y funcional. 

 

Se ha reportado que los péptidos derivados de hidrolizados de proteínas marinas actúan 

como antioxidantes potenciales (Khantaphant y Benjakul, 2008; Kim y col., 2010). Entre las fuentes 

marinas estudiadas están diversos invertebrados como el calamar gigante (Dosidicus gigas) (Mendis 

y col., 2005a; Rajapakse y col., 2005a), las ostras (Crassostrea gigas) (Qian y col., 2008), los 

productos fermentados de mejillón (Mytilus edulis) (Jung y col., 2005; Rajapakse y col., 2005b), el 

mejillón azul (Mytilus coruscus) (Jung y col., 2007), y las gónadas de erizo de mar púrpura 

(Strongylocentrotus nudus) (Qin y col., 2011). Adicionalmente, numerosos péptidos bioactivos han 

sido aislados de subproductos marinos en diferentes procesos (Kim y col., 2000, 2001; Jun y col., 

2004; Ravallec y col., 2001). Los péptidos bioactivos marinos pueden producirse por diversos 

métodos, los principales son por extracción con solventes, fermentación microbiana e hidrólisis 

enzimática, este último con proteasas como tripsinas, pepsinas y quimotripsinas (Su y col., 2012; 

Hong y col., 2008; Tauzin y col., 2003). Sin embargo, el método de hidrólisis enzimática es 

preferible en las industrias de alimentos y farmacéutica debido a que no generan compuestos 

dañinos para la salud (Kim y col., 2010).  

 

Autores como: Zhong y col., 2007; Zheng y col., 2007; Chenghui y col., 2007; Althunibat y 

col., 2009; Su y col., 2009; Mamelona y col., 2010; Wang y col., 2010; Chen y col., 2010; y 

Hamaguchi y col., 2010, han reportado péptidos con actividad antioxidante en diferentes especies 

de pepino de mar. Pérez-Vega y col. (2013) estudiaron péptidos con actividad antioxidante del 

pepino de mar Isostichopus badionotus, especie existente en México.  
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3 ANTECEDENTES. 
 

Algunas especies de pepino de mar como: Holothuria forskali (O'Donoghue y Johnson, 1986; 

DeMoor y col., 2003), Holothuria glaberrima (Quiñones y col., 2002), Cucumaria frondosa (Koob, 

1999; Tipper y col., 2003), Cucumaria elongata (Fish, 1967), Parastichopus californicus (Liu y 

col., 2010) y principalmente Stichopus japonicus, han sido objeto de estudios bioquímicos. Sin 

embargo, hasta el momento no existen reportes sobre las proteasas de Isostichopus fuscus. 

 

Se ha reportado que los pepinos de mar poseen mecanismos de autolisis activados por 

factores ambientales y mecánicos, generando pérdidas económicas durante su cultivo, 

procesamiento y conservación (Wu y col., 2013a). Debido a lo anterior, los holotúridos han sido 

sometidos a diferentes estudios para entender sus mecanismos de degradación. Diversos grupos de 

investigación han reportado en S. japonicus, colagenasas (Fu y col., 2005), catepsinas (Qi y col., 

2007; Zhu y col., 2008b; Sun y col., 2011), fosfatasas acidas (Zhu y col., 2009), metalo proteasas 

(Wu y col., 2013a), entre otras enzimas relacionadas con la digestión.  

 

Las enzimas proteolíticas del tracto digestivo de S. japonicus fueron estudiadas por Fu y col. 

(2005), quienes encontraron alta actividad caseinolítica y ácida, sugiriendo la presencia de metalo 

proteasas, probables colagenasas con actividad similar a la tripsina y quimotripsina (serín 

proteasas); en este estudio se reportó también la alta estabilidad térmica de las metalo proteasas 

alcalinas caracterizadas. Por su parte, Qi y col. (2007) purificaron y caracterizaron proteasas de la 

pared del cuerpo de S. japonicus.  Por medio de estudios de inhibición y activación concluyeron la 

existencia de enzimas similares a las cisteín proteasas con gran estabilidad a la temperatura y pH. 

Zhu y col. (2008b) purificaron una enzima de S. japonicus similar a la catepsina L, sugiriendo que 

esta proteasa se encuentra en forma de complejo enzima-inhibidor o precursor.  Zhu y col. (2009) 

reportaron la presencia de fosfatasas acidas de alto peso molecular en la pared del cuerpo de S. 

japonicus, purificadas por una combinación de métodos cromatográficos y asociadas con la 

digestión de proteínas. Estudiaron además, la estabilidad a diferente pH y temperatura, el efecto de 

diversos iones, y análisis por espectrometría de masas.  Sun y col. (2011) purificaron una catepsina 

B del intestino de S. japonicus con buena estabilidad al pH y la temperatura. Con estudios de 

inhibición y la secuencia de aminoácidos por espectrometría de masas, demostraron que se trataba 

de cisteín proteasas con grupos sulfihidrilo, sugiriendo que podía tratarse de un nuevo miembro de 

esta familia de enzimas. Recientemente, Wu y col. (2013a) purificaron una metalo proteasa 

gelatinolítica (GMP) de la pared del cuerpo de S. japonicus y la caracterizaron para dilucidar la 

causa de la autolisis de este organismo marino. El estudio se enfocó en la participación de dichas 

enzimas en la degradación de colágeno y la purificación se realizó mediante una combinación de 

fraccionamiento con sulfato de amonio y cromatografía. En la Tabla 3, se muestran las 

características de las purificaciones de proteasas de S. japonicus reportadas en la literatura.   

 

Por otra parte, el análisis de la composición del pepino de mar es esencial para entender el 

proceso de degradación por autolisis. Se ha determinado la composición química y estructura de las 

fibras de colágeno altamente insoluble que constituye la dermis (principal parte comestible) del 

pepino de mar S. japonicus (Cui y col., 2007). Así mismo, se ha analizado la proteólisis del 

colágeno y las proteínas no colágenas presentes (Wu y col., 2013a,b).  
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Tabla 4. Antecedentes de purificación de enzimas proteolíticas del pepino de mar S. japonicus. 
Órgano 

de 

estudio  

Cantidad 

de 

muestra 

Obtención de extracto 

crudo 

Métodos de purificación Enzima 

sugerida 

Referen-

cia 

 

 

 

 

 

Tracto 

digestivo 

 

 

 

 

 

 

 

20 

organismos 

Amortiguador: Tris-

HCl 50 mM (pH 7.5). 

Centrifugación: 10 000 

g, 30 min, 4°C. 

Cromatografía de intercambio 

iónico:  

Q-Sepharose FF, 

Cromatografía de filtración en 

gel: Sephacryl S-300. 

Serín 

proteasa 

Metalo 

proteasa 

Fu y col., 

2005. 

 

 

 

100 g  

Amortiguador: acetato 

de sodio 50 mM (pH 

5.0) con L-cisteína 5 

mM, EDTA 1 mM y 

Triton X-100 al 0.2%. 

Centrifugación: 20 000 

g, 20 min, 4°C. 

Fraccionamiento: 

(NH4)2SO4 80%. 

 

Cromatografía de intercambio 

iónico:  

DEAE Sepharose CL-6B,  

Cromatografía de filtración en 

gel: Sephadex G-75 y TSK-

Gel 3000 SWxl. 

 

 

Catepsina 

B 

 

 

Sun y 

col., 

2011. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pared 

del 

cuerpo  

 

 

 

 

 

50 g 

Amortiguador: ácido 

cítrico citrato de sodio 

50 mM (pH 5.0). 

Autolisis: radiación 

UV (30 W) por 30 min. 

Centrifugación: 12 000 

rpm, 10 min, 4°C.  

Fraccionamiento: 

(NH4)2SO4 20 y 80%. 

 

 

Cromatografía de intercambio 

iónico: DE-52 celulosa,  

Cromatografía de filtración en 

gel: Sephadex G-100. 

 

 

Proteasa 

similar a 

cisteín 

proteasas 

 

 

Qi y col., 

2007. 

 

 

 

100 g  

Amortiguador: acetato 

de sodio 50 mM (pH 

5.0) con EDTA 1 mM 

y Triton X-100 al 

0.2%. 

Centrifugación: 10 000 

g, 20 min, 4°C. 

Fraccionamiento:  

(NH4)2SO4 20-80%. 

Cromatografía de intercambio 

iónico: DEAE Sepharose CL-

6B, Cromatografía de 

filtración en gel: Sephadex G-

75, TSK-Gel. 

 

Proteasa 

similar a 

catepsinas 

L 

 

Zhu y 

col., 

2008b. 

 

 

 

500 g 

Amortiguador: Tris-

HCl 50 mM (pH 7.5) 

con glicerol 20%, 2-

mercaptoetanol 5 mM, 

PMSF 5 mM y EDTA 

5 mM.  

Centrifugación: 13 680 

g, 15 min, 4°C.  

Fraccionamiento: 

(NH4)2SO4 80%. 

 

 

Cromatografía de intercambio 

iónico:  

DEAE Sepharose CL-6B, 

Cromatografía de filtración en 

gel: Sephacryl S-100, HPLC 

con TSK-Gel 4000 PWxl. 

 

 

Fosfatasa

ácida de 

alto peso 

molecular 

 

 

Zhu y 

col., 

2009. 

 

 

 

400 g  

Amortiguador: Tris-

HCl 20 mM (pH 8) con 

5mM CaCl2 y 0.02% 

NaN3.  

Centrifugación: 10 000 

g, 15 min, 4°C.  

 

Fraccionamiento:  

(NH4)2SO4 30-80%. 

Cromatografía de intercambio 

iónico: DEAE-Sephacel,  

Cromatografía de filtración en 

gel: Sephacryl S-200 HR, 

Cromatografía de intercambio 

iónico: Q-Sepharose, 

Cromatografía de interacción 

hidrofóbica: Phenyl-Sepharose 

6-Fast Flow. 

 

 

Metalo 

proteasa 

 

 

Wu y 

col., 

2013a. 
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En el estudio que antecedió la presente tesis (Hernández-Sámano, 2010) se reportaron las 

actividades proteolíticas de extractos de los tentáculos, el tracto digestivo, los túbulos internos, el 

árbol respiratorio y diferentes regiones de piel y músculo de I. fuscus, empleando técnicas 

enzimáticas e histológicas. La caracterización histológica mostró la presencia de gran cantidad de 

tejido conjuntivo, agregados de células con actividad digestiva, epitelios de regiones digestivas, 

inclusiones que sugieren la acción de defensa de hemocitos, túbulos intestinales, parásitos y 

residuos de alimentos. Los tejidos con evidente cantidad de células con actividad digestiva fueron 

los tentáculos, los túbulos internos, el árbol respiratorio y la piel dorsal. La caracterización 

enzimática mostró que la mayoría de las proteasas presentes en los órganos estudiados de I. fuscus 

poseen mayor actividad proteolítica en la región alcalina que a pH ácido. Se observó actividad 

proteolítica pronunciada a pH de 6 a 10. De igual forma se observó que en comparación a las otras 

regiones de piel y músculo estudiadas, la piel externa y la piel ventral presentaron la mayor 

actividad proteolítica a pH 10. Se sugirió que la causa de la alta actividad proteolítica a pH básico 

de los extractos de la piel de I. fuscus es debida al contacto de estas regiones anatómicas con el 

medio ya que son organismos adaptados a la reptación encontrándose en el fondo marino filtrando 

grandes cantidades de arena. 
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4 JUSTIFICACIÓN. 
 

Los pepinos de mar poseen la capacidad de autolizarse en respuesta a diferentes factores 

ambientales y mecánicos debido a la presencia de enzimas proteolíticas endógenas, por lo que se 

requiere del estudio de dichas proteasas para entender los procesos de degradación. Adicionalmente, 

la caracterización de las proteasas del pepino de mar es de gran utilidad en la acuicultura de este 

organismo para identificar, mejorar la formulación y presentación de dietas. Por otra parte, de forma 

indirecta, el estudio básico de los pepinos de mar puede incentivar la producción, aprovechamiento 

y conservación de dichos organismos marinos. 

  

 

5 HIPÓTESIS. 
 

Las proteasas del pepino de mar Isostichopus fuscus presentan características fisicoquímicas 

particulares, tales como alta actividad proteolítica y estabilidad a la temperatura y el pH. 

Adicionalmente, dichas proteasas pueden proporcionar ventajas sobre las proteasas de animales 

terrestres y/o microbianas en aplicaciones biotecnológicas. 

 

 

6 OBJETIVOS. 
 

6.1 Objetivo general.  
 

Purificar parcialmente y caracterizar extractos proteolíticos del músculo ventral, del tracto 

digestivo y de los tentáculos del pepino de mar Isostichopus fuscus capturado en el Golfo de 

California (México), y estudiar la capacidad de sus proteasas para generar hidrolizados de proteínas.  

 

6.2 Objetivos particulares. 
 

1. Determinar el efecto del pH, la temperatura, el almacenamiento en refrigeración, inhibidores de 

proteasas e iones, sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos del músculo ventral, del 

tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus e identificar en forma tentativa el tipo de 

enzimas proteolíticas presentes. 

 

2. Purificar parcialmente los extractos proteolíticos crudos del músculo ventral, del tracto 

digestivo y de los tentáculos de I. fuscus, determinar el efecto del pH y la temperatura sobre su 

actividad proteolítica, e identificar el tipo de enzimas proteolíticas presentes. 

 

3. Purificar los extractos proteolíticos parcialmente purificados del músculo ventral, del tracto 

digestivo y de los tentáculos de I. fuscus, estimar el peso molecular e identificar la proteasa 

mayoritaria en los extractos proteolíticos purificados. 

 

4. Estudiar la capacidad del extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. 

fuscus para generar hidrolizados de proteínas, a partir de proteínas de huevo, leche y músculo 

dorsal de I. fuscus. 
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7 MATERIALES Y MÉTODOS.  
 

7.1 Obtención de especímenes. 
 

Se extrajeron doce especímenes de Isostichopus fuscus de dos zonas del Golfo de California 

(México). La primera captura fue cerca de la Isla Tiburón (28° 42´ 48.6” N, 112° 17´ 22.8” W) en 

Sonora, gracias a la colaboración del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A. C. 

(CIAD). La segunda captura fue en el complejo insular Espíritu Santo (24° 36´ N, 110° 18´ W) en 

Baja California Sur, gracias a la colaboración del Centro de Investigaciones Biológicas del 

Noroeste, S. C. (CIBNOR). La colecta se llevó a cabo a profundidades de 3 a 15 m, siguiendo los 

lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010), 

una vez obtenida la licencia de captura correspondiente (licencia: SGPA/DGVS/00616/11). Los 

organismos se mantuvieron en agua de mar a 10-15°C por 24 h antes de ser sacrificados y 

disectados. 

 

7.2 Análisis de especímenes. 
 

Se registraron las características morfológicas externas, los pesos y las longitudes de los 

pepinos de mar capturados antes de ser sacrificados. Posteriormente, se analizaron las espículas u 

osículos presentes en el músculo de I. fuscus (Solís-Marín y col., 2009). Se tomó una muestra del 

músculo de aproximadamente 5 mm
2
, se colocó en un tubo de ensayo con 5 mL de hipoclorito de 

sodio y se agitó hasta desintegrar totalmente la materia orgánica. Se retiró el hipoclorito de sodio y 

se dejó el precipitado para posteriormente lavarlo con agua destilada y remover el exceso de cloro. 

Se tomó una muestra del precipitado y se observó en el microscopio óptico a 100x.  

 

7.3 Análisis proximal. 

 
Porcentaje de humedad y materia seca. 

 

Se siguió el método descrito por la AOAC (1975). Se pesaron 0.5 g de cada órgano estudiado 

(músculo ventral, tracto digestivo y tentáculos) en cápsulas de porcelana previamente llevadas a 

peso constante por 2 h a 100°C en una estufa Riossa (D.F., México). Las muestras se secaron por 24 

h a 100ºC y posteriormente se pesaron (antes de la medición se colocaron por 15 min en un 

desecador a temperatura ambiente). Los cálculos de humedad y materia seca se obtuvieron de las 

siguientes ecuaciones: 

 

% Humedad = [Pérdida de peso de la muestra (g) / Peso inicial de la muestra (g)] x 100 

 

% Materia seca = 100 - % Humedad 

 

Ceniza y materia orgánica. 

 

Se siguió el método descrito por AOAC (1975). Se colocaron crisoles en una estufa Riossa 

(D.F., México) a 100ºC por 2 h, se dejaron en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente 

y posteriormente se pesaron. Las muestras de 0.5 g se pesaron en los crisoles y se calentaron en una 

mufla a 500°C por 12 h (la temperatura se incrementó gradualmente), se dejaron enfriar dentro de la 

mufla hasta 100ºC, se colocaron en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se 

pesaron. Los porcentajes de cenizas y materia orgánica se calcularon con las siguientes ecuaciones: 
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% ceniza = [(peso crisol + muestra) - (peso crisol + cenizas) x 100] / peso de la muestra 

 

% materia orgánica = % materia seca - % ceniza 

 

Contenido de proteína. 

 

El contenido de proteína se analizó por el método de Kjeldahl (AOAC, 1975). Se pesaron 0.2 

g de cada órgano estudiado (músculo ventral, tracto digestivo y tentáculos) y se colocaron en 

matraces micro Kjeldhal; se adicionaron 0.8 g de catalizador (96 g de sulfato de sodio, 3.5 g de 

sulfato de cobre y 0.5 g de selenio negro) y 5 mL de ácido sulfúrico concentrado. La mezcla fue 

digerida en un micro digestor Kjeldahl “DGMK-630” de FIGURSA (Estado de México, México) 

hasta que la solución se tornó transparente (aproximadamente 5 h), se enfrió a temperatura ambiente 

y se transfirió a un destilador, lavando el matraz con 5 mL de agua destilada.  

 

Las mezclas fueron neutralizadas con 20 mL de hidróxido de sodio al 40%, se destilaron de 

100 a 130 mL, recogiendo la muestra por burbujeo en 20 mL de ácido bórico 4% con 8 gotas de 

solución indicadora (20 mg de rojo de metilo + 100 mg de verde de bromocresol, aforado a 100 mL 

con alcohol etílico 96%). La solución obtenida se tituló con ácido clorhídrico (HCl) 0.1 N hasta 

cambiar de color azul a naranja. El porcentaje de nitrógeno total en la muestra se calculó con la 

siguiente ecuación: 

% N = [VHCl x NHCl x 14 x 100] / peso de la muestra (mg) 

 

Donde: 

 

VHCl = Volumen consumido de HCl en la titulación (mL). 

NHCl = Normalidad del HCl (0.1 N). 

 

El porcentaje de proteína cruda se estimó multiplicando el porcentaje de nitrógeno total por 

un factor de 6.25, establecido para carnes y pescado (MAFF, 1975). 

 

7.4 Obtención de extracto proteolítico crudo de los órganos de estudio de I. fuscus. 
 

Los pepinos de mar fueron disectados para separar el músculo ventral, el tracto digestivo y 

los tentáculos, los cuales se lavaron con agua destilada fría para eliminar impurezas. Cada órgano se 

homogeneizó con amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7, a 4°C (relación tejido:amortiguador, 1:2), 

con un homogeneizador “PRO 250” de PRO Scientific (Monroe, Connecticut, Estados Unidos). Los 

homogenados se centrifugaron a 10 000 g durante 30 min a 4°C en una centrifuga “5810R” de 

Eppendorf (Hamburgo, Alemania) con rotor F-34-6-38. Se separó el extracto proteolítico crudo 

(sobrenadante) y se almacenó a 4°C hasta su análisis. 

 

7.5 Caracterización del extracto proteolítico.  

 
Se caracterizaron los extractos proteolíticos crudos del músculo ventral, del tracto digestivo 

y de los tentáculos de I. fuscus. Se determinó el efecto de pH, temperatura, almacenamiento en 

refrigeración, inhibidores de proteasas e iones, sobre la actividad de las enzimas proteolíticas. Se 

estimó el peso molecular de las proteínas presentes y se identificó la actividad proteolítica por 

zimografía de acuerdo a los métodos que se describen a continuación. 
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7.5.1 Concentración de proteína. 
  

Se determinó la concentración de proteína de los extractos proteolíticos crudos de I. fuscus 

por el método de biuret (Gornall y col., 19; Robinson y Hogden, 1940), para los extractos 

proteolíticos parcialmente purificados y purificados se utilizó el método de Lowry y col. (1951), y 

para los hidrolizados de proteína del músculo dorsal de I. fuscus se usó el método del ácido 

bicinconínico (BCA) (Smith y col., 1985) con el equipo de Thermo Scientific Pierce (Rockford, 

Illinois, Estados Unidos). Se empleó albúmina sérica bovina (BSA) como estándar en todos los 

métodos; las curvas estándar se muestran en el Anexo 1.   

 

7.5.2 Determinación de actividad proteolítica. 
 

La actividad proteolítica se analizó por hidrólisis de hemoglobina al 1% (p/v) en solución 

ácida (ácido bórico 0.025 M, ácido fosfórico 0.025 M y ácido acético 0.25 M) (Anson, 1938), y por 

hidrólisis de caseína al 1% (p/v) en amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7, a 4°C (Kunitz, 1946). 

Se agregaron 250 µL de sustrato (al pH correspondiente) y 80 µL de extracto proteolítico, y se 

dejaron reaccionar durante 15 min a 37ºC o a la temperatura óptima (condición previamente 

establecida). La reacción enzimática se detuvo con 175 µL de ácido tricloroacético (TCA) al 25% 

(p/v) y se centrifugó a 10 000 g por 10 min en una microcentrífuga “14K” de Bio-Rad (Hercules, 

California, Estados Unidos). El sobrenadante (péptidos resultantes de la hidrólisis) se leyó a 280 nm 

en un espectrofotómetro “DU-650” de Beckman (Fullerton, California, Estados Unidos). Los 

resultados se expresaron como actividad específica (U/mgproteína), donde una unidad de actividad 

proteolítica (U) se define como la cantidad de enzima que produce un cambio de 0.001 en la 

absorbancia a 280 nm por min (Yamaguchi y col., 1982). Por lo tanto:  

 

U = [Abs280nm x Factor de dilución] / [0.001 x tiempo de reacción (min)] 

 

7.5.3 Efecto del pH sobre la actividad proteolítica. 
 

El pH óptimo de actividad de las enzimas proteolíticas se determinó en el intervalo de pH 2 a 

5 con hemoglobina 1%, y en el intervalo de pH 6 a 10 con caseína 1%, como se indica en el método 

de determinación de actividad proteolítica descrito en el apartado 7.5.2. La estabilidad de las 

enzimas proteolíticas en estos intervalos de pH se analizó incubando previamente el extracto con los 

siguientes amortiguadores durante 1 h a temperatura ambiente: KCl-HCl 0.1 M (pH 2), Gly-HCl 0.2 

M (pH 3-4), amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 5-8), y Tris-HCl 0.1 M (pH 9-10) (Fu y col., 

2005). Posteriormente, se determinaron las actividades proteolíticas de acuerdo al método de 

determinación de actividad proteolítica (apartado 7.5.2) en las condiciones óptimas de pH y 

temperatura (pH 6 y 60°C), reportando los resultados como actividad residual.  

 

7.5.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolítica. 
 

La temperatura óptima de actividad de las proteasas se determinó midiendo las actividades 

proteolíticas como se describió en el apartado 7.5.2, a diferentes temperaturas de reacción en el 

intervalo de 0 a 80 °C, a pH óptimo de actividad proteolítica (pH 6). El efecto de la temperatura 

sobre la estabilidad proteolítica se evaluó incubando previamente el extracto a diferentes 

temperaturas en el intervalo de 0 a 80 °C durante 1 h y posteriormente se determinaron las 

actividades proteolíticas en las condiciones óptimas de pH y temperatura (pH 6 y 60°C), siguiendo 

el método de determinación de actividad proteolítica (apartado 7.5.2), reportando los resultados 

como actividad residual. 
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7.5.5 Cinética de inactivación térmica. 
  

Una estrategia indirecta para estudiar la estabilidad termodinámica de las proteínas es 

mediante el estudio de cinéticas de inactivación o desnaturalización térmica, las cuales son 

generalmente expresadas en términos de tiempo de vida media (t1/2) a cierta temperatura. Por lo 

tanto, se realizaron cinéticas de inactivación térmica incubando los extractos proteolíticos a 70°C 

por 1 h, tomando alícuotas cada 10 minutos para la medición de la actividad proteolítica (apartado 

7.5.2) en las condiciones óptimas de pH y temperatura (pH 6 y 60°C), reportándose como actividad 

residual. Dado que la cinética de inactivación térmica de las enzimas sigue generalmente una 

cinética de primer orden, de la forma:  

A = A0 e 
–Kd t

 

Donde: 

A=Actividad proteolítica final. 

A0=Actividad proteolítica inicial.  

Kd=constante de inactivación.   

t=tiempo de reacción. 

 

Se calculó la constante de inactivación enzimática aparente (Kd) y el tiempo de vida media 

(t1/2) a partir del gráfico Ln (actividad final /actividad inicial) contra el tiempo de incubación (en 

minutos), donde la pendiente de la recta es el valor de Kd y t1/2 = Ln (2/Kd) (Hernández-Martínez y 

col., 2011).  

 
7.5.6 Efecto de almacenamiento en refrigeración sobre la actividad proteolítica.  

 

Los extractos proteolítico se mantuvieron en refrigeración a 4°C durante 22 días, cada dos 

días se midió la actividad proteolítica en las condiciones óptimas de pH y temperatura (pH 6 y 

60°C) de acuerdo al método de determinación de actividad proteolítica descrito en el apartado 7.5.2, 

reportando los resultados como actividad residual. 

 

7.5.7 Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad proteolítica. 
 

Se determinó el efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad enzimática de 

los extractos proteolíticos estudiados (Fu y col., 2005; García-Carreño, 1992; Sookkheo y col., 

2000; Benyon y Bond, 2001). Los inhibidores utilizados fueron: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 5 mM y Na-tosil-L-lisin clorometilcetona (TLCK) 10 mM para serín proteasas, inhibidor 

de tripsina (TI) 0.6 g/mL para inhibición de tripsinas, ácido etilen diamino tetra acético (EDTA) 10 

mM para metalo proteasas, pepstatina A 1 µM para inhibición de aspartil proteasas, y β- 

mercaptoetanol 1 mM para cisteín proteasas. El extracto proteolítico se incubó con el inhibidor 

correspondiente (1:1, v/v) durante 1 h a 25°C, posteriormente se analizó la actividad proteolítica a 

las condiciones óptimas de pH y temperatura (pH 6 y 60°C), de acuerdo al método de 

determinación de actividad proteolítica indicado en el apartado 7.5.2, reportando los resultados 

como actividad residual.  

 

7.5.8 Efecto de iones sobre la actividad proteolítica. 
 

Se determinó el efecto de iones sobre la actividad de los extractos proteolíticos utilizando 

MnSO4 y CuSO4, y en forma de sales de cloro: Ca
2+

, Na
2+

, K
+
, Zn

2+
, Mg

2+
, y Ba

2+
 (Qi y col., 2007; 

Zhu y col., 2008b; Sun y col., 2011; Wu y col., 2013a). Las soluciones salinas se ajustaron a una 

concentración de 10 mM. El extracto proteolítico y la solución salina correspondiente, relación 1:1 

(v/v), se incubaron durante 1 h a 25°C.  
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La actividad proteolítica se evaluó a las condiciones óptimas de pH y temperatura (pH 6 y 

60°C), por el método de determinación de actividad proteolítica indicado en el apartado 7.5.2, 

reportando los resultados como actividad residual. 

 

7.5.9 Análisis electroforéticos. 
 

7.5.9.1 SDS-PAGE.  
 

Los extractos proteolíticos se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida con 

dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, “Dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”) de 

acuerdo al método de Laemmli (1970) en un sistema de electroforesis vertical “Mini-Protean Tetra 

Cell” de Bio-Rad (Hercules, California, Estados Unidos). Se emplearon geles discontinuos (0.75 

mmm) de 8 a 10 % de acrilamida para los geles de separación y de 4 a 5 % de acrilamida para los 

geles de concentración. Las muestras (extracto proteolítico en amortiguador) se calentaron a 95°C 

por 1 min antes de ser analizadas. Se utilizó un marcador de pesos moleculares de 45 a 200 kDa de 

Bio-Rad (ovoalbúmina, 45.00 kDa;  albúmina, 66.22 kDa;  fosforilasa, 97.40 kDa;  β-galactosidasa, 

116.25 kDa; miosina, 200 kDa). El análisis se llevó a cabo en las siguientes condiciones: voltaje 

constante de 150 V, 30 mA y 4°C. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie R-250 0.1% (en 

solución 40% metanol, 10% ácido acético y 50% agua destilada). Por otra parte, se hizo una tinción 

con plata con el conjunto de reactivos para tinción “Rapid-Ag-Stain” de Schwarz/Mann Biotech 

(Cleveland, Ohio, Estados Unidos). Los geles se destiñeron con una solución de 40% metanol, 10% 

ácido acético y 50% agua destilada. El análisis de imágenes se llevó a cabo en un equipo “Gel-Doc 

2000” de Bio-Rad con el software Quantity One (versión 4). 

 

7.5.9.2 Zimografía. 
 

Los extractos proteolíticos fueron sometidos a estudios de zimografía de acuerdo al método 

reportado por García-Carreño y Haard (1993) con algunas modificaciones. Se llevó a cabo una 

electroforesis (PAGE) en condiciones no desnaturalizantes (sin agregar SDS y β-mercaptoetanol) a 

corriente constante de 15 mA por gel, 100 V y 4°C. Posteriormente, los geles se sumergieron en una 

solución de caseína 2% al pH óptimo de actividad (pH 6) por 1 h a 4°C, después se incubaron por 2 

h a la temperatura óptima de actividad (60°C). Pasado el tiempo de incubación, los geles se lavaron 

con agua destilada varias veces. Finalmente, los geles se tiñeron durante 2 h con azul de Coomasie 

R-250 al 0.1% y se destiñeron en una solución de 40% metanol, 10% ácido acético y 50% agua 

destilada, hasta que las zonas bioactivas fueron visibles. Adicionalmente, se realizaron nuevamente 

zimografias (como se detalla anteriormente), únicamente con el extracto del músculo ventral,  a pH 

de 6 a 10, y zimografias utilizando extractos proteolíticos preincubandos por 1 h a 40, 50 y 60 °C.  

 

7.6 Purificación parcial de proteasas. 
 

 Se realizó un estudio preliminar con el extracto proteolítico crudo del músculo ventral de I. 

fuscus (debido a la cantidad de muestra disponible) donde se aplicó precipitación de proteínas con 

sulfato de amonio y ultrafiltración, para seleccionar la fracción con mayor actividad proteolítica. 

 

 Posteriormente, el método de purificación parcial de proteasas se dividió en tres etapas: En 

la primera etapa se aplicó cromatografía de intercambio aniónico en lote. En segunda etapa se 

aplicó precipitación de proteínas con sulfato de amonio y ultrafiltración bajo las condiciones 

seleccionadas en el estudio preliminar (mencionado en el párrafo anterior). Finalmente, en la tercera 

etapa se sometieron las fracciones proteolíticas de interés a cromatografía de intercambio aniónico 

por LPLC (“Low pressure liquid chromatography”). 
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En cada etapa de purificación se calcularon el porcentaje de recuperación y el factor de 

purificación a partir de las siguientes ecuaciones:    

 

% Recuperación = [Actividad totalFracción purificada (U) / Actividad totalExtracto crudo (U)] x 100 

 

Factor de Purificación = Actividad específica totalFracción purificada / Actividad específica totalExtracto crudo 

 

Actividad específica total = Actividad total (U) / Proteína total (mg) 

 

Por lo tanto, la purificación parcial del extracto proteolítico crudo del músculo ventral consto 

de los siguientes métodos: cromatografía de intercambio aniónico en lote (elución con NaCl 0.50 

M), precipitación de proteínas con sulfato de amonio saturado al 60%, ultrafiltración con 

membranas de 100 kDa (recuperando las proteasas mayores a 100 kDa), y cromatografía de 

intercambio aniónico por LPLC (elución con NaCl 0.50 M). Para los extractos proteolíticos crudos 

del tracto digestivo y de los tentáculos, sólo se utilizaron cromatografías de intercambio aniónico en 

lote y por LPLC debido a los resultados obtenidos durante la segunda etapa del método de 

purificación parcial de proteasas. Los métodos de purificación de proteasas mencionados 

anteriormente se describen a continuación en los siguientes apartados.  

 

7.6.1 Precipitación selectiva de proteínas. 
 

El extracto proteolítico crudo del músculo ventral de I. fuscus obtenido como se describió en 

el apartado 7.4, se fraccionó mediante precipitación de proteínas con sulfato de amonio [(NH4)2SO4] 

saturado al 60% y 80% de acuerdo a lo reportado por Scopes (1994) (Tabla 4).  

 

Tabla 5. Cantidades de sulfato de amonio por litro para precipitación selectiva de proteínas (Scopes, 

1994). 
% de Saturación (NH4)2SO4 (g/L) 

60 390 

80 140 

 

Las sales residuales de (NH4)2SO4 presentes como resultado del fraccionamiento fueron 

eliminadas utilizando bolsas para diálisis con corte de peso molecular (MWCO, “Molecular weight 

cut off”) de 12 400 de Sigma-Aldrich (D-0405) (Milwaukee, Wisconsin, Estados Unidos), con agua 

Milli Q durante 12-24 h a 4°C con 4 recambios. 

 

7.6.2 Ultrafiltración.  
 

Los extractos proteolíticos precipitados con sulfato de amonio, obtenidos en el apartado 

7.6.1, se sometieron a separación por tamaño molecular mediante el uso de tubos “Amicon Ultra-

15” de Millipore (Cork, Irlanda) con membranas “Ultracel-50” y “Ultracel-100” (Millipore) de 50 y 

100 kDa, respectivamente. Se centrifugaron a 10 000 g por 30 min a 4°C.  
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7.6.3 Cromatografía de intercambio iónico.  
 

7.6.3.1  Cromatografía de intercambio iónico en lote. 
 

Los extractos proteolíticos crudos del músculo ventral, del tracto digestivo y de los 

tentáculos de I. fuscus obtenidos como se describió en el apartado 7.4, se sometieron a 

cromatografía de intercambio aniónico en lote en una matriz “DEAE Sephadex A50” de Sigma-

Aldrich (Milwaukee, Wisconsin, Estados Unidos). Se emplearon como eluyentes soluciones de 

NaCl de 0.25 y 0.50 M en amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7, a 4°C.  

 

7.6.3.2 Cromatografía de intercambio iónico por LPLC . 
 

 Se utilizaron el extracto proteolítico del músculo ventral obtenido por cromatografía de 

intercambio aniónico en lote (como se mencionó en el apartado 7.6.3.1) precipitado con (NH4)2SO4 

saturado al 60% y ultrafiltrado (fracción con peso molecular mayor a 100 kDa), y los extractos 

proteolíticos del tracto digestivo y de los tentáculos obtenidos sólo por cromatografía de 

intercambio aniónico en lote (apartado 7.6.3.1), para ser sometidos a cromatografía de intercambio 

aniónico por cromatografía líquida de baja presión (LPLC, “Low pressure liquid chromatography”) 

en el sistema automatizado “Econo system” de Bio-Rad (Hercules, California, Estados Unidos). Se 

utilizó un cartucho “Econo-Pac High Q” de Bio-Rad, equilibrado con Tris-HCl 25 mM, pH 8.1. Se 

empleó como eluyente Tris-HCl 25 mM (pH 8.1) + NaCl 0.50 M, leyendo la absorbancia a 280 nm, 

con un flujo de 0.5 mL/min. Se recolectaron las subfracciones con mayor concentración de proteína 

y con actividad proteolítica. Dichas subfracciones se desalinizaron en una columna “PD-10 

Sephadex G-25” de Amersham Biosciences (Uppsala, Suecia) usando amortiguador de fosfatos 20 

mM, pH 7, a 4°C, y se liofilizaron para su conservación. 

 

7.7 Purificación e identificación de proteínas por espectrometría de masas (HPLC-

MS). 
 

Los extractos proteolíticos parcialmente purificados del músculo ventral, del tracto 

digestivo y de los tentáculos (obtenidos como se describió en el apartado 7.6.3.2), fueron sometidos 

a cromatografía liquida de alta resolución en fase reversa (RP-HPLC, “Reverse phase-High pressure 

liquid chromatography”) para purificar las proteasas con mayor actividad, las cuales fueron 

posteriormente analizadas por espectrometría de masas. Se utilizó el sistema “HPLC Agilent 1100” 

de Agilent (Waldbronn, Alemania) con una columna “300 Extend-C18-5µm” de Agilent de 4.6 x 

250 mm. Las condiciones de operación fueron: flujo 0.5 mL/min, volumen de inyección 20 µL, 

solvente polar (A): ácido trifluoroacético (TFA) 0.04% en agua Milli-Q, solvente no polar (B): TFA 

0.03% en acetonitrilo. Se utilizó un gradiente de solvente B en A de 0 a 60 % en 30 min, 

registrando la absorbancia a 214 nm con un detector de longitud de onda variable “VWD G1314A” 

de Agilent empleando el programa informático “Value Solution ChemStation” (Agilent 

Technologies).  

 

Las proteínas purificadas por RP-HPLC se sometieron a hidrólisis con tripsina de acuerdo 

al procedimiento de digestión tríptica indicado por Thermo Scientific Pierce (Rockford, Estados 

Unidos) con algunas modificaciones. La relación tripsina:proteína fue de 1:5. La digestión proteica 

consistió en dos partes: 1) Reducción y alquilación; y 2) Digestión. En la primera parte, se 

agregaron 15 µL de amortiguador de digestión (solución de bicarbonato de amonio 50 mM en agua 

ultrapura) y 1.5 µL de amortiguador de reducción (solución de ditiotreitol 100 mM en agua 

ultrapura).  
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Se agregaron 10 µL de solución de proteína (0.15 mg/mL) y se ajustó el volumen final a 27 

µL con agua ultrapura. La muestra se incubó a 95°C por 5 min y se adicionaron 3 µL de 

amortiguador de alquilación (solución de iodoacetamida 100 mM en agua ultrapura, preparada en el 

momento en un tubo cubierto de la luz) y se incubó en obscuridad a temperatura ambiente por 20 

min. En la segunda parte, se adicionó 1 µL de tripsina y se incubó a 37°C por 2 h. Posteriormente, 

se agregó nuevamente 1 µL de tripsina y se incubó a 37°C por 3 h. Terminada la digestión, se 

detuvo la reacción enzimática por congelamiento a -20°C. Una vez digeridas las proteínas se 

tomaron 10 µL de muestra (1.5 µg de proteína) y se resuspendieron en 10 µL de agua ultrapura, se 

filtraron y se analizaron por espectrometría de masas (LC-MS, “Liquid chromatography-Mass 

spectrometry”) en un equipo “1100 LC/MSD Trap” modelo G2445D de Agilent (Waldbronn, 

Alemania). Los espectros de MS/MS generados se sometieron a análisis de datos con el programa 

informático “LC/MSD Trap”, versión 4.1 (Agilent Technologies). Las secuencias se analizaron en 

las bases de datos “SwissProt” y “NCBInr” utilizando el buscador “Mascot MS/MS Ions Search” (p 

< 0.05). 

 

7.8 Hidrólisis de proteína y gelatina del músculo de I. fuscus con extracto 

proteolítico de los tentáculos de I. fuscus. 

 
 El propósito de esta parte del trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante de los péptidos 

obtenidos a partir de la hidrólisis de proteína y gelatina del músculo dorsal de I. fuscus, mediante 

hidrólisis enzimática con proteasas de los tentáculos de I. fuscus, como una alternativa para el 

aprovechamiento del músculo de pepinos de mar autolizados o de baja calidad, y para aplicar los 

extractos proteolíticos parcialmente purificados obtenidos de I. fuscus.  

 

7.8.1 Obtención de proteína y gelatina del músculo de I. fuscus. 
 

Se homogeneizó el músculo dorsal de I. fuscus con agua destilada con una relación 1:2 

(p/v). El homogenado se calentó a 95°C durante 60 min, cuidando la proporción de agua destilada 

durante el proceso. Posteriormente, debido al alto contenido de sal, el homogenado se dializó y 

liofilizó (Pérez-Vega y col., 2013). Se utilizó una solución de proteína al 1% (p/v) en amortiguador 

de fosfatos 20 mM, pH 7, para la producción de hidrolizados de proteína.  

 

La extracción de gelatina se llevó a cabo por el método de Kim y col. (1994) con algunas 

modificaciones. Se homogeneizó el músculo dorsal de I. fuscus con agua destilada con una relación 

1:1 (p/v) y se centrifugó a 10 000 g por 20 min a 4°C. El sedimento se mezcló lentamente con una 

solución de hidróxido de sodio (NaOH) 0.05 M con una relación 1:10 (p/v) por 12 h a 4°C, 

posteriormente se centrifugó a 10 000 g por 20 min a 4°C. El precipitado se ajustó a pH 7 con agua 

destilada y HCl 0.1 N. La mezcla se solubilizó por 8 h a 40°C y nuevamente se centrifugó a 10 000 

g por 20 min a 4°C. El sobrenadante se utilizó como gelatina para la obtención de hidrolizados.  

 

7.8.2 Producción de hidrolizados de proteína y gelatina del músculo de I. fuscus. 
 

El extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus (obtenido 

como se describió en el apartado 7.6.3.2) se mezcló separadamente con las soluciones de proteína y 

gelatina del músculo dorsal de I. fuscus (obtenidas como se mencionó en el apartado 7.8.1) a 

proporciones de enzima:sustrato 1:1, 1:2 y 2:1 (v/v). Se ajustó el pH a 6 en todas las muestras, y se 

calentó a 60°C por tiempos de hidrólisis de 2, 5, 8 y 24 h. La reacción se detuvo por inactivación 

térmica a 95°C por 20 min. Posteriormente, el hidrolizado se centrifugó a 10 000 g por 20 min a 

4°C y se separó el sobrenadante.  
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7.8.3 Determinación de capacidad antioxidante (ORAC). 
 

 Se determinó la capacidad antioxidante por el método de ORAC-FL (Capacidad de 

absorción de radicales de oxígeno-Fluoresceína) de acuerdo a las condiciones especificadas por 

Hernández-Ledesma y col. (2005), modificadas por dichos autores para hidrolizados de proteínas y 

péptidos. Se llevó a cabo a 40°C en amortiguador de fosfatos 75 mM (pH 7.4). La mezcla final 

contenía: 120 µL de fluoresceína (70 nM), 60 µL de 2,2'-azo-bis(2-amidino-propano) 

dihidrocloruro (AAPH) (14 mM) y 20 µL de Trolox (0.2-1.6 nmol) o muestra a diferentes 

concentraciones. Se registró la fluorescencia durante 137 min (104 ciclos) en un lector de placas 

“Optima Fluostar” de BMG Labtech (Offenburg, Alemania) con 485 nm de excitación y 520 nm de 

emisión, empleando el programa informático “FLUOstar” versión 1.32 R2 (BMG Labtech) para la 

medición de fluorescencia. Se calculó el área bajo la curva neta (Net AUC) de las cinéticas de 

fluorescencia, donde:   

 

AUC = 0.5 + f1 / f0 + …  fi / f0 + …  f136 / f0 + 0.5 (f137 / f0) 

 

Net AUC = AUCmuestra - AUCblanco 

 

Donde:  

f0 = fluorescencia al tiempo 0 (min). 

fi = fluorescencia al tiempo i (min). 

 

Posteriormente, se graficó Net AUC a diferentes concentraciones de la muestra o del 

estándar (Trolox) y las pendientes resultantes se utilizaron para el cálculo del valor de ORAC, 

expresado como µmolTrolox/mgproteína, donde: µmolTrolox/mgproteína= Pendiente curva muestra/Pendiente 

curva estándar (Trolox). 

 

La técnica, se basa en la capacidad de generación de radicales peroxilo por descomposición 

térmica del AAPH. Los radicales generados quedan disponibles en el seno de la reacción para 

oxidar la fluoresceína. Conforme la fluoresceína se degrada, la intensidad de la señal de emisión de 

fluorescencia va disminuyendo. Compuestos con actividad antioxidante evitan o retrasan este 

proceso, viéndose que la caída de la señal de fluorescencia se disminuye o se retrasa en el tiempo 

(Dávalos y col., 2004).  

 

7.8.4 Purificación de péptidos con actividad antioxidante (RP-HPLC). 
 

El hidrolizado de proteína del músculo dorsal de I. fuscus con mayor valor numérico de 

ORAC (determinado como se describió en el apartado 7.8.3) se ultrafiltró en tubos “Amicon Ultra-

4” con membranas “Ultracel-3” de 3 kDa de Merck-Millipore (Darmstadt, Alemania) a 7 500 g por 

30 min a 4°C. Se determinó la actividad antioxidante del filtrado y el retenido por el método de 

ORAC-FL (apartado 7.8.3). Posteriormente, se aislaron los péptidos de la fracción con mayor 

capacidad antioxidante por cromatografía preparativa en un equipo de “HPLC Waters 600” de 

Waters (Milford, Massachussets, Estados Unidos) con una columna “Hi-Pore Reversed Phase” de 

80 x 10 mm de Bio-Rad (Hercules, California, Estados Unidos) para separación de péptidos. Se 

utilizó solvente polar (A): ácido trifluoroacético (TFA) 0.04% en agua Milli-Q, y solvente no polar 

(B): TFA 0.03% en acetonitrilo. Se empleó un gradiente de solvente B en A de 0 a 40 % en 60 min, 

y se registró la absorbancia a 220 nm con un detector “Waters 996”, utilizando el programa 

informático “Empower 2000” (Waters). 
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7.9 Hidrólisis de proteínas de huevo y leche con extracto proteolítico de los 

tentáculos de I. fuscus. 
 

Se utilizaron como sustratos las proteínas de huevo: ovoalbúmina (OVA) y lisozima (LYS); 

y las proteínas de leche: caseína (CN) y β-lactoglobulina (LG). Los sustratos se prepararon a una 

concentración de 2.5 mg/mL en amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7, 4°C. El extracto 

proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus (obtenido de acuerdo al apartado 

7.6.3.2), se agregó al sustrato en proporción enzima:sustrato 1:2 (v/v), y se ajustó el pH de reacción 

a 6. Las hidrólisis se llevaron a cabo a 60°C durante 5 y 24 h. La reacción se detuvo por 

inactivación térmica a 95°C por 20 min. Posteriormente, se seleccionaron los sustratos que 

presentaron mayor hidrólisis aparente (OVA y CN) y se realizaron nuevamente ensayos de 

hidrólisis a 60°C por 24 h, e hidrólisis a 7°C por 24 y 48 h. Por otra parte, se llevó a cabo la 

hidrólisis de caseína (2.5 mg/mL) con extracto proteolítico parcialmente purificado de los 

tentáculos de I. fuscus, con una relación enzima:sustrato 1:4 (v/v), a 60°C por 24 h, e hidrólisis a 

7°C por 24 y 48 h. La reacción se detuvo por inactivación térmica a 95°C por 20 min. 

 

7.9.1 Análisis electroforético (SDS-PAGE). 
 

Se analizaron los hidrolizados de proteínas de leche y huevo por SDS-PAGE con geles 

“Criterion Precast (Criterion XT Bis-Tris-12%)” de Bio-Rad (Richmon, California, Estados 

Unidos), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las proteínas de leche y huevo utilizadas, y 

sus hidrolizados fueron diluidos a 1 mg/mL en Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8 (conteniendo: 2% (p/v) de 

SDS, 5% (v/v) de 2-β-mercaptoetanol, 25% (v/v) de glicerol y 0.01% (p/v) de bromofenol azul). 

Posteriormente, las muestras se calentaron a 95°C por 5 min. La separación electroforética se llevó 

a cabo a voltaje constante de 150 V en una celda “Criterion” de Bio-Rad. Los geles se tiñeron con 

“Bio-Safe Coomassie G-250” de Bio-Rad.  

 

7.9.2 Análisis por RP-HPLC.  
 

Se analizaron los hidrolizados de proteínas de leche y huevo por cromatografía de fase 

reversa en un equipo “HPLC Waters 600” de Waters (Milford, Massachussets, Estados Unidos) con 

una columna “C18 Widepore” de 4.6 x 250 mm de Bio-Rad (Richmond, California, Estados 

Unidos) para separación de péptidos. Las condiciones de operación fueron: flujo de 1 mL/min, 

volumen de inyección de 50 µL, solvente polar (A): ácido trifluoroacético (TFA) 0.037% en agua 

Milli-Q, solvente no polar (B): TFA 0.027% en acetonitrilo. Se utilizó un gradiente de solvente B 

en A, de 0 a 40% en 60 min, y se registró la absorbancia a 220 nm con un detector dual “Waters 

2487 λ” de Waters empleando el programa informático “Empower 2000” (Waters). 

 

7.10 Análisis estadístico. 
 

Las muestras analizadas se asignaron en un diseño totalmente al azar. Los resultados se 

sujetaron a análisis de varianza (ANOVA) y comparación múltiple de Tukey empleando el paquete 

estadístico SPSS (“Statistical package for the social sciences”) versión 15 para Windows. Todas las 

determinaciones se llevaron a cabo por triplicado, los resultados fueron expresados como la media 

de los resultados con su desviación estándar. 
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7.11 Estrategia experimental.   

 
A continuación se indica la estrategia experimental seguida en la presente tesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3
. 

D
is

e
cc

ió
n

:

 

M
ú

sc
u

lo
 

ve
n

tr
al

.

 

T
ra

ct
o

 
d

ig
es

ti
vo

.

 

T
en

tá
cu

lo
s.

 

2
. 

R
eg

is
tr

o
 d

e
 

p
a

rá
m

e
tr

o
s 

m
o

rf
o

m
é

tr
ic

o
s 

y 
ta

xo
n

ó
m

ic
o

s.
 

4
. 

A
n

á
lis

is
 

p
ro

xi
m

a
l:


 

P
ro

te
ín

a.

 

C
e

n
iz

a
.


 

H
u

m
e

d
a

d
.

5
. 

O
b

te
n

ci
ó

n
 

d
e

 e
xt

ra
ct

o
 

p
ro

te
o

lít
ic

o
 

cr
u

d
o

.

6
. 

C
A

R
A

C
TE

R
IZ

A
C

IÓ
N

:

 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 
p

ro
te

ín
a

.

 

T
ie

m
p

o
 d

e
 r

e
a

cc
ió

n
.


 

E
fe

ct
o

 d
e

 
p

a
rá

m
e

tr
o

s.

 

A
n

á
lis

is
 

e
le

ct
ro

fo
ré

ti
co

.

7
. 

P
U

R
IF

IC
A

C
IÓ

N
 

P
A

R
C

IA
L 

:
E

st
a

n
d

a
ri

za
ci

ó
n

 d
e

l 
m

é
to

d
o

 d
e

 p
u

ri
fi

ca
ci

ó
n

 
p

a
rc

ia
l.

7
.4

 C
ro

m
at

o
g

ra
fí

a
 

d
e

 in
te

rc
a

m
b

io
 

ió
n

ic
o

 e
n

 F
P

LC
 

(0
.5

0
 M

).

9
. 

R
P

-H
P

LC
.

E
sp

e
ct

ro
m

et
rí

a
 d

e 
m

as
as

.

E
xt

ra
ct

o
 

se
m

ip
u

ri
fi

ca
d

o
 

d
e

 t
en

tá
cu

lo
s.

1
1

. 
G

e
n

e
ra

ci
ó

n
 d

e 
h

id
ro

li
za

d
o

s 
d

e 
p

ro
te

ín
as

 d
e

 le
ch

e
 

y 
h

u
ev

o
.

SD
S-

P
A

G
E.

R
P

-H
P

LC
.


 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 
p

ro
te

ín
a.


 

A
ct

iv
id

a
d

 p
H

 6
.8
. 

C
A

R
A

C
TE

R
IZ

A
C

IÓ
N

:

 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 p
ro

te
ín

a
.


 

E
fe

ct
o

 d
e

 p
H

 y
 t

e
m

p
e

ra
tu

ra
.


 

A
n

á
lis

is
 e

le
ct

ro
fo

ré
ti

co
.

7
.1

 C
ro

m
at

o
g

ra
fí

a
 

d
e

 in
te

rc
a

m
b

io
 

ió
n

ic
o

 e
n

 lo
te

.
(0

.5
0

 M
)

7
.2

 P
re

ci
p

it
a

ci
ó

n
 

co
n

 (
N

H
4

)2
SO

4
 

6
0

%
 

7
.3

 U
lt

ra
fi

lt
ra

ci
ó

n
 

1
0

0 
kD

a

1
0

. 
G

e
n

e
ra

ci
ó

n
 d

e 
h

id
ro

li
za

d
o

s 
d

e 
p

ro
te

ín
a 

y
 g

e
la

ti
n

a 
d

e
 m

ú
sc

u
lo

 d
o

rs
al

 
d

e
 I

. 
fu

sc
u

s.

O
R

A
C

.

U
lt

ra
fi

lt
ra

ci
ó

n
.

P
u

ri
fi

ca
ci

ó
n

 
d

e
 p

é
p

ti
d

o
s.

E
xt

ra
ct

o
s 

p
a

rc
ia

lm
e

n
te

 
p

u
ri

fi
ca

d
o

s.

1
. 

O
b

te
n

ci
ó

n
 y

 
m

an
te

n
im

ie
n

to
 

d
e

 o
rg

a
n

is
m

o
s.

 

3
. 

D
is

e
cc

ió
n

:

 

M
ú

sc
u

lo
 

ve
n

tr
al

.

 

T
ra

ct
o

 
d

ig
es

ti
vo

.

 

T
en

tá
cu

lo
s.

 

2
. 

R
eg

is
tr

o
 d

e
 

p
a

rá
m

e
tr

o
s 

m
o

rf
o

m
é

tr
ic

o
s 

y 
ta

xo
n

ó
m

ic
o

s.
 

4
. 

A
n

á
lis

is
 

p
ro

xi
m

a
l:


 

P
ro

te
ín

a.

 

C
e

n
iz

a
.


 

H
u

m
e

d
a

d
.

5
. 

O
b

te
n

ci
ó

n
 

d
e

 e
xt

ra
ct

o
 

p
ro

te
o

lít
ic

o
 

cr
u

d
o

.

6
. 

C
A

R
A

C
TE

R
IZ

A
C

IÓ
N

:

 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 
p

ro
te

ín
a

.

 

T
ie

m
p

o
 d

e
 r

e
a

cc
ió

n
.


 

E
fe

ct
o

 d
e

 
p

a
rá

m
e

tr
o

s.

 

A
n

á
lis

is
 

e
le

ct
ro

fo
ré

ti
co

.

7
. 

P
U

R
IF

IC
A

C
IÓ

N
 

P
A

R
C

IA
L 

:
E

st
a

n
d

a
ri

za
ci

ó
n

 d
e

l 
m

é
to

d
o

 d
e

 p
u

ri
fi

ca
ci

ó
n

 
p

a
rc

ia
l.

7
.4

 C
ro

m
at

o
g

ra
fí

a
 

d
e

 in
te

rc
a

m
b

io
 

ió
n

ic
o

 e
n

 F
P

LC
 

(0
.5

0
 M

).

9
. 

R
P

-H
P

LC
.

E
sp

e
ct

ro
m

et
rí

a
 d

e 
m

as
as

.

E
xt

ra
ct

o
 

se
m

ip
u

ri
fi

ca
d

o
 

d
e

 t
en

tá
cu

lo
s.

1
1

. 
G

e
n

e
ra

ci
ó

n
 d

e 
h

id
ro

li
za

d
o

s 
d

e 
p

ro
te

ín
as

 d
e

 le
ch

e
 

y 
h

u
ev

o
.

SD
S-

P
A

G
E.

R
P

-H
P

LC
.


 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 
p

ro
te

ín
a.


 

A
ct

iv
id

a
d

 p
H

 6
.8
. 

C
A

R
A

C
TE

R
IZ

A
C

IÓ
N

:

 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 p
ro

te
ín

a
.


 

E
fe

ct
o

 d
e

 p
H

 y
 t

e
m

p
e

ra
tu

ra
.


 

A
n

á
lis

is
 e

le
ct

ro
fo

ré
ti

co
.

7
.1

 C
ro

m
at

o
g

ra
fí

a
 

d
e

 in
te

rc
a

m
b

io
 

ió
n

ic
o

 e
n

 lo
te

.
(0

.5
0

 M
)

7
.2

 P
re

ci
p

it
a

ci
ó

n
 

co
n

 (
N

H
4

)2
SO

4
 

6
0

%
 

7
.3

 U
lt

ra
fi

lt
ra

ci
ó

n
 

1
0

0 
kD

a

1
0

. 
G

e
n

e
ra

ci
ó

n
 d

e 
h

id
ro

li
za

d
o

s 
d

e 
p

ro
te

ín
a 

y
 g

e
la

ti
n

a 
d

e
 m

ú
sc

u
lo

 d
o

rs
al

 
d

e
 I

. 
fu

sc
u

s.

O
R

A
C

.

U
lt

ra
fi

lt
ra

ci
ó

n
.

P
u

ri
fi

ca
ci

ó
n

 
d

e
 p

é
p

ti
d

o
s.

E
xt

ra
ct

o
s 

p
a

rc
ia

lm
e

n
te

 
p

u
ri

fi
ca

d
o

s.

1
. 

O
b

te
n

ci
ó

n
 y

 
m

an
te

n
im

ie
n

to
 

d
e

 o
rg

a
n

is
m

o
s.

 

3
. 

D
is

e
cc

ió
n

:

 

M
ú

sc
u

lo
 

ve
n

tr
al

.

 

T
ra

ct
o

 
d

ig
es

ti
vo

.

 

T
en

tá
cu

lo
s.

 

2
. 

R
eg

is
tr

o
 d

e
 

p
a

rá
m

e
tr

o
s 

m
o

rf
o

m
é

tr
ic

o
s 

y 
ta

xo
n

ó
m

ic
o

s.
 

4
. 

A
n

á
lis

is
 

p
ro

xi
m

a
l:


 

P
ro

te
ín

a.

 

C
e

n
iz

a
.


 

H
u

m
e

d
a

d
.

5
. 

O
b

te
n

ci
ó

n
 

d
e

 e
xt

ra
ct

o
 

p
ro

te
o

lít
ic

o
 

cr
u

d
o

.

6
. 

C
A

R
A

C
TE

R
IZ

A
C

IÓ
N

:

 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 
p

ro
te

ín
a

.

 

T
ie

m
p

o
 d

e
 r

e
a

cc
ió

n
.


 

E
fe

ct
o

 d
e

 
p

a
rá

m
e

tr
o

s.

 

A
n

á
lis

is
 

e
le

ct
ro

fo
ré

ti
co

.

7
. 

P
U

R
IF

IC
A

C
IÓ

N
 

P
A

R
C

IA
L 

:
E

st
a

n
d

a
ri

za
ci

ó
n

 d
e

l 
m

é
to

d
o

 d
e

 p
u

ri
fi

ca
ci

ó
n

 
p

a
rc

ia
l.

7
.4

 C
ro

m
at

o
g

ra
fí

a
 

d
e

 in
te

rc
a

m
b

io
 

ió
n

ic
o

 e
n

 F
P

LC
 

(0
.5

0
 M

).

9
. 

R
P

-H
P

LC
.

E
sp

e
ct

ro
m

et
rí

a
 d

e 
m

as
as

.

E
xt

ra
ct

o
 

se
m

ip
u

ri
fi

ca
d

o
 

d
e

 t
en

tá
cu

lo
s.

1
1

. 
G

e
n

e
ra

ci
ó

n
 d

e 
h

id
ro

li
za

d
o

s 
d

e 
p

ro
te

ín
as

 d
e

 le
ch

e
 

y 
h

u
ev

o
.

SD
S-

P
A

G
E.

R
P

-H
P

LC
.


 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 
p

ro
te

ín
a.


 

A
ct

iv
id

a
d

 p
H

 6
.8
. 

C
A

R
A

C
TE

R
IZ

A
C

IÓ
N

:

 

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 d
e

 p
ro

te
ín

a
.


 

E
fe

ct
o

 d
e

 p
H

 y
 t

e
m

p
e

ra
tu

ra
.


 

A
n

á
lis

is
 e

le
ct

ro
fo

ré
ti

co
.

7
.1

 C
ro

m
at

o
g

ra
fí

a
 

d
e

 in
te

rc
a

m
b

io
 

ió
n

ic
o

 e
n

 lo
te

.
(0

.5
0

 M
)

7
.2

 P
re

ci
p

it
a

ci
ó

n
 

co
n

 (
N

H
4

)2
SO

4
 

6
0

%
 

7
.3

 U
lt

ra
fi

lt
ra

ci
ó

n
 

1
0

0 
kD

a

1
0

. 
G

e
n

e
ra

ci
ó

n
 d

e 
h

id
ro

li
za

d
o

s 
d

e 
p

ro
te

ín
a 

y
 g

e
la

ti
n

a 
d

e
 m

ú
sc

u
lo

 d
o

rs
al

 
d

e
 I

. 
fu

sc
u

s.

O
R

A
C

.

U
lt

ra
fi

lt
ra

ci
ó

n
.

P
u

ri
fi

ca
ci

ó
n

 
d

e
 p

é
p

ti
d

o
s.

E
xt

ra
ct

o
s 

p
a

rc
ia

lm
e

n
te

 
p

u
ri

fi
ca

d
o

s.

1
. 

O
b

te
n

ci
ó

n
 y

 
m

an
te

n
im

ie
n

to
 

d
e

 o
rg

a
n

is
m

o
s.

L
P

L
C

 

(N
H

4
) 2

S
O

4
 



“Purificación parcial y caracterización de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”. 

 

Arisaí del Carmen Hernández Sámano  63 

 

8 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 

8.1 Análisis de especímenes. 
 

Los especímenes capturados presentaron un peso promedio de 380.0 ± 39.1 g y una longitud 

promedio de 23.3 ± 1.4 cm (Anexo 2), coincidiendo con lo reportado para pepinos de mar adultos 

de entre 5 y 7 años de edad (Reyes-Bonilla, 1997). Los organismos presentaron las características 

morfológicas externas (Figura 7) reportadas para I. fuscus por Solís-Marín y col. (2009). El análisis 

de espículas confirmó la especie, presentándose principalmente espículas en forma de tablas (Figura 

8), ya que se ha reportado que la familia Stichopodidae, a la que pertenece I. fuscus, presenta 

principalmente dichas espículas (Solís-Marín y col., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Morfología externa de pepinos de mar I. fuscus capturados en el Golfo de California 

(México). A = Ano; P = Podios; B = Boca; T = Tentáculos peltados. 

 

 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Espículas de I. fuscus (100x). A) Tabla o mesa; B) Vista superior de una tabla.  
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8.2 Análisis proximal. 
 

El análisis proximal de las muestras de los órganos estudiados se reporta en la Tabla 5. El 

mayor contenido de proteína se presentó en el tracto digestivo con 32%, seguido del músculo 

ventral con 21% y finalmente en los tentáculos con 15%. El porcentaje de proteína reportado para 

otros holotúridos va de 1 a 4 %, 8 a 24 %, hasta 40 a 63 %, es muy variable debido a que la 

composición proximal del pepino de mar fresco está en función de la especie, las variaciones 

estacionales y los regímenes alimenticios (Wen y col., 2010; Mehmet y col., 2011; Salarzadeh y 

col., 2012; Lee y col., 2012; Omran, 2013). 

 

Tabla 6. Análisis proximal del músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus. 

 

 

 

 

 
Sin embargo, el contenido de proteína de I. fuscus fue similar a lo obtenido por Pérez-Vega 

y col. (2013), quienes reportaron un contenido de proteína de 37% en Isostichopus badionotus, 

especie distribuida en la península de Yucatán en México, la cual pertenece al mismo género que I. 

fuscus. El alto contenido de proteína en el tracto digestivo puede deberse a la presencia de mayor 

cantidad de enzimas proteolíticas y a la proteína utilizada como alimento por el animal. Los 

contenidos de humedad (35-42%) y ceniza (5-6%) en los tres órganos analizados (Tabla 5) también 

fueron similares a lo reportado para I. badionotus (60% de humedad y 5% de ceniza) (Pérez-Vega y 

col., 2013).  

 

8.3 Caracterización de los extractos proteolíticos crudos. 

 

8.3.1  Determinación del tiempo de reacción con el extracto del músculo ventral. 
 

La actividad enzimática del extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus tuvo un 

decremento significativo (p<0.001) con respecto al tiempo hasta los 15 minutos de reacción donde 

la actividad proteolítica se mantuvo constante (sin diferencia significativa p>0.05) hasta los 18 

minutos de reacción (Figura 9), el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey 

se reportan en el Anexo 3.  
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Figura 9. Actividad específica del extracto proteolítico crudo del músculo ventral de I. fuscus en 

función del tiempo de reacción. 

Muestra Proteína cruda (%) Humedad (%) Ceniza (%) 

Músculo ventral 21.02 ± 0.02 42.05 ± 1.10 5.43 ± 0.42 

Tracto digestivo 31.59 ± 0.44 42.04 ± 1.25 6.06 ± 1.60 

Tentáculos 14.99 ± 0.52 35.15 ± 5.17 5.93 ± 1.05 
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Es decir, que 15 min fue el tiempo estimado que necesitaron las proteasas presentes para 

hidrolizar la mayoría del sustrato. Por tanto, se decidió utilizar 15 min de reacción como una 

variable de control para todos los análisis de actividad proteolítica posteriores. En la bibliografía, 

los estudios sobre la actividad proteolítica de las enzimas del pepino de mar S. japonicus se 

realizaron a tiempos de reacción entre 10 y 20 minutos (Fu y col., 2005; Zhu y col., 2008b; Sun y 

col., 2011). 

 

8.3.2 Determinación de concentración de proteína. 
 

El extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus tuvo la menor concentración de 

proteína (6.03 mg/mL), seguido de los extractos de los tentáculos (6.17 mg/mL) y el tracto digestivo 

(6.27 mg/mL) (Tabla 6). Fu y col. (2005) reportaron una concentración de proteína de 6.91 mg/mL 

en el tracto digestivo de Stichopus japonicus, similar a los resultados obtenidos en este estudio.  

 

Tabla 7. Concentración de proteína de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

Muestras  mg/mL
*
 

Músculo ventral 6.03 ± 0.14 

Tracto digestivo 6.27 ± 0.19 

Tentáculos 6.17 ± 0.01 
*Valor medio (o media). 

 

8.3.3  Efecto del pH sobre la actividad proteolítica.   
 

La actividad proteolítica en función de pH, de los extractos proteolíticos crudos del músculo 

ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus se presenta en la Figura 10. El análisis de 

varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 4. El extracto 

proteolítico del músculo ventral de I. fuscus tuvo actividad proteolítica significativa (p<0.001) a pH 

2, 6 y 8, a 37°C. Los extractos proteolíticos del tracto digestivo y de los tentáculos tuvieron 

actividades proteolíticas significativas (p<0.001) a pH 6 y 8 (37°C). Los tres órganos estudiados 

tuvieron perfiles de actividad proteolítica similares, por lo tanto, los resultados presuponen la 

presencia de proteasas ácidas y alcalinas, posiblemente similares, en los extractos obtenidos. Cabe 

destacar que el extracto proteolítico de los tentáculos presentó la mayor actividad específica 

(comparada con la actividad proteolítica del músculo ventral y el tracto digestivo) en el rango de pH 

estudiado (pH 2-10), lo cual sugiere que los tentáculos podrían funcionar como un sistema de 

digestión alternativo utilizado por el pepino de mar cuando ha expulsado sus órganos internos como 

método de defensa (Dolmatov y col., 2009). Se ha reportado que el pepino de mar es capaz de 

regenerar su tracto digestivo aproximadamente en 3 a 4 semanas, dependiendo de la especie 

(García-Arrarás y col., 2001). 

 

Los resultados de actividad óptima a pH 6 de las proteasas del músculo ventral coincidieron 

con los de Wu y col. (2013b), quienes reportaron un pH óptimo de 6.1 (46°C) para cisteín proteasas 

de la pared del cuerpo de S. japonicus. La actividad óptima (a pH 6 y 8) de las proteasas 

identificadas en el tracto digestivo de I. fuscus fue similar a la descrita por Fu y col. (2005) quienes 

obtuvieron valores máximos de actividad a pH 5 y 8 (37°C) en extracto crudo del tracto digestivo 

de S. japonicus. En cuanto al extracto proteolítico de los tentáculos, no se encontraron reportes en la 

bibliografía sobre actividad de proteasas presentes en los tentáculos de alguna especie de pepino de 

mar, por lo que se sugirió que estas estructuras anatómicas poseen el mismo tipo de enzimas 

proteolíticas que el tracto digestivo, dado a que posiblemente esta región anatómica participa en la 

degradación del alimento desde el área oral del organismo.  
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Figura 10. Efecto del pH sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

 

La Figura 11 muestra la estabilidad al pH de los extractos proteolíticos del músculo ventral, 

del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus. El análisis de varianza y comparación múltiple 

de medias de Tukey se reportan en el Anexo 5.  
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Figura 11. Estabilidad al pH de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

 

Las proteasas ácidas del músculo ventral fueron estables a los cambios de pH (Figura 11), 

reteniendo de 67 a 80 % de su actividad inicial a pH de 2 a 6, excepto a pH 3, donde perdieron 48% 

de actividad proteolítica. Las proteasas neutras y alcalinas retuvieron de 61 a 66 % de actividad 

inicial a pH de 7 a 10. La estabilidad proteolítica fue similar a lo obtenido por Qi y col. (2007) para 

cisteín proteasas de S. japonicus, estables a pH de 4 a 7. Sin embargo, nuestros resultados difirieron 

a lo reportado por dichos autores (Qi y col., 2007) en la región alcalina, ya que ellos mencionaron 

un decremento significativo de la actividad proteolítica mientras que las proteasas de I. fuscus 

mostraron actividad a pH básico (entre 60 y 66 % de actividad residual).  
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De igual forma, nuestros resultados coincidieron con lo descrito para S. japonicus por Zhu y 

col. (2008b) para catepsinas L estables a pH de 5 a 6, y por Wu y col. (2013a) para metalo proteasas 

gelatinolíticas, estables a pH de 6 a 9.  

 

El extracto proteolítico del tracto digestivo fue más estable a pH de 2 a 4 (88-90% de 

actividad residual) y pH 8 (95% de actividad residual) (Figura 11). Los resultados coincidieron con 

lo reportado por Fu y col. (2005) para metalo proteasas de S. japonicus, estables a pH de 5 a 13.5, y 

con lo indicado por Sun y col. (2011) para cisteín proteasas (catepsinas B) de S. japonicus, estables 

a pH de 4.5 a 6. Sin embargo, nuestros resultados difirieron nuevamente en la región alcalina con lo 

reportado por dichos autores (Sun y col., 2011), ya que a partir de pH 6.5 ellos describen la pérdida 

de más de 60% de actividad proteolítica, es decir el 40% de actividad residual, y en nuestro estudio 

se perdió aproximadamente de 13 a 24 % de la actividad proteolítica (de 76 a 87 % de actividad 

residual).  

 

Las proteasas de los tentáculos de I. fuscus fueron estables a pH de 3 a 5 (92-95% de 

actividad residual) y pH 7 (91% de actividad residual) (Figura 11), estos resultados fueron similares 

a los obtenidos con el extracto proteolítico del tracto digestivo, descrito en el párrafo anterior. 

 

Cabe destacar que los extractos proteolíticos del tracto digestivo y de los tentáculos 

presentaron mayor estabilidad al pH (pH 2-10) que el extracto del músculo ventral, debido a que 

posiblemente las proteasas de estos órganos participan en el proceso de digestión.  

 

8.3.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolítica. 
 

La Figura 12 muestra la actividad enzimática de los extractos proteolíticos crudos del 

músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus en función a la temperatura. El 

análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 6.  

 

 El intervalo de temperatura óptima para las proteasas del músculo ventral fue de 40 a 60°C 

(p<0.001), lo que coincide con los resultados obtenidos por Wu y col. (2013b) para cisteín proteasas 

de la pared del cuerpo de S. japonicus con actividad óptima a 46°C. La actividad específica del 

extracto proteolítico del tracto digestivo fue significativa (p<0.001) a 40 y 70 
o
C, lo que coincidió 

con lo reportado por Fu y col. (2005) para metalo proteasas del tracto digestivo de S. japonicus con 

mayor actividad a 37°C. El extracto proteolítico de los tentáculos mostró actividad proteolítica 

significativa a 60°C (p<0.001). Benjakul y col. (2003) informaron que las proteasas alcalinas 

activadas por calor en el pargo o huachinango (Lutjanus lutjanus) y lagarto tumbil (Saurida tumbil) 

juegan un papel importante en la degradación de las proteínas musculares, especialmente a 60-

65°C, similar a lo obtenido en el presente estudio.  
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Figura 12. Efecto de la temperatura sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

 

La Figura 13 muestra la estabilidad a la temperatura de los extractos proteolíticos del 

músculo ventral, el tracto digestivo y los tentáculos de I. fuscus. El análisis de varianza y 

comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 7. Los tres extractos 

proteolíticos estudiados presentaron estabilidad a la temperatura hasta 70°C, presentando 

actividades residuales de 72 a 79 %. 
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Figura 13. Estabilidad térmica de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

 

El extracto proteolítico crudo del músculo ventral mostró mayor estabilidad de 20 a 30 °C, 

reteniendo de 91 a 100 % de la actividad proteolítica inicial. Estos resultados concordaron con Zhu 

y col. (2008b) quienes reportaron estabilidad de 20 a 40 °C para catepsinas L de S. japonicus. 

Además, nuestros resultados fueron similares a lo descrito por Qi y col. (2007) para cisteín 

proteasas de S. japonicus, estables de 30 a 50 °C. Sin embargo, los autores citados mencionaron un 

decremento significativo en la estabilidad a temperaturas mayores a 50°C, lo que difirió con 

nuestros resultados, ya que el extracto del músculo ventral de I. fuscus mostró actividad residual de 

79% a 70°C. 
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El extracto proteolítico del tracto digestivo fue estable de 30 a 50 °C, reteniendo de 85 a 89 

% de la actividad proteolítica inicial. Los resultados coincidieron con lo descrito para proteasas 

ácidas y alcalinas del extracto crudo del intestino de S. japonicus (Fu y col., 2005), y fueron 

similares a las catepsinas B, reportadas para la misma especie, estables de 20 a 45 °C (Sun y col., 

2011). Las proteasas de I. fuscus fueron resistentes a la desnaturalización por calor hasta 70°C (76% 

de actividad residual), mientras que la actividad proteolítica de los extractos de S. japonicus 

tuvieron un decremento significativo a temperaturas mayores a 45°C (Fu y col., 2005; Sun y col., 

2011). 

 

Las proteasas del extracto proteolítico crudo de los tentáculos presentaron mayor 

estabilidad térmica a 10 y 30 °C con 85-86% de actividad residual. Estas enzimas conservaron el 

72% de su actividad proteolítica inicial al ser incubadas a 70°C por una hora. La estabilidad de las 

proteasas a 30°C, coincidió con los resultados obtenidos para los extractos del músculo ventral y del 

tracto digestivo de I. fuscus, descritos en los párrafos anteriores.  

 
Las proteasas de todos los extractos crudos analizados presentaron actividad proteolítica de 

0 a 10 °C, estos resultados no pudieron ser comparados con los reportes en la literatura sobre 

actividad proteolítica en el pepino de mar, ya que los estudios publicados se han llevado a cabo a 

partir de 20 a 30 °C. Sin embargo, se sabe que la mayor parte de los organismos acuáticos viven en 

entornos fríos y son animales poiquilotermos, es decir, que su temperatura corporal es similar a la 

del medio ambiente ya que carecen de mecanismos reguladores de temperatura (Haard y Simpson, 

2000) por lo que sus proteínas tienen propiedades distintas a las de especies de sangre caliente 

(Foegeding y col., 2000). Muchas especies marinas presentan proteasas activas a bajas 

temperaturas, lo que podría suceder también en el pepino de mar ya que generalmente es un 

organismo bentónico, es decir, que habita en el fondo marino donde la temperatura es baja. 

Asimismo, se ha reportado ampliamente que algunas proteasas digestivas de animales marinos son 

catalizadores muy eficientes a baja temperatura de reacción. Una ventaja del uso de enzimas 

proteolíticas activas a bajas temperaturas, principalmente en la industria, es que permitirían un 

menor gasto de energía en los procesos de producción debido a que no sería necesario elevar la 

temperatura para alcanzar alta actividad proteolítica (Haard y Simpson, 2000). 

 

8.3.5 Cinética de inactivación térmica. 
 

Los extractos proteolíticos crudos del músculo ventral, el tracto digestivo y los tentáculos 

de I. fuscus presentaron más de 78% de actividad residual al ser incubados por una hora a 70°C 

(Figura 14). El extracto proteolítico del músculo ventral presentó mayor resistencia a la 

desnaturalización por calor, seguido del extracto del tracto digestivo y posteriormente el extracto de 

los tentáculos. No obstante, este análisis no proporcionó evidencia suficiente para establecer si 

alguna de las proteasas en los diferentes órganos estudiados presenta mayor resistencia a la 

desnaturalización térmica, debido a que se analizaron extractos proteolíticos crudos, donde hay 

presencia de diversos tipos de enzimas proteolíticas. Sin embargo, los resultados dan información 

preliminar sobre el comportamiento de los extractos crudos proteolíticos ante la temperatura.  
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Figura 14. Cinética de inactivación térmica a 70°C de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

 

Fu y col. (2005) reportaron 60 y 19 % de actividad residual de proteasas de S. japonicus 

después de ser incubadas por una hora a 50 y 60 °C, respectivamente. Sun y col. (2011) indicaron 

que las catepsinas B de S. japonicus retuvieron cerca de 50% de la actividad inicial posteriormente 

a la incubación por una hora a 45°C, mientras que Wu y col. (2013a) demostraron la presencia de 

actividad proteolítica de una metalo proteasa gelatinolítica de S. japonicus por medio de zimografía 

al incubarla por 18 h a 60°C. De los datos de estos autores se concluye que las proteasas de I. fuscus 

posiblemente tengan mayor resistencia a la desnaturalización térmica, coincidiendo con los 

resultados del apartado 8.3.4, sugiriendo que el comportamiento de las proteasas ante la temperatura 

está ligado a las diferencias entre especies, es decir, las diferencias que existen entre los géneros a 

los que pertenecen, y hábitats en los que se desarrollan. Gao y col. (2009) estudiaron el efecto de la 

temperatura de cultivo sobre la actividad de las enzimas digestivas y encontraron que la actividad 

proteolítica es afectada por la temperatura del agua en la que crecen los pepinos de mar 

Apostichopus japonicus. Asimismo, se ha reportado que la estabilidad térmica de tripsinas de peces 

varía entre especies (Shahidi y col., 2001).      

 

La Tabla 7 muestra las constantes de inactivación aparente (Kd) y los tiempos de vida 

media (t1/2) de los extractos proteolíticos crudos de I. fuscus (Anexo 8). Los tiempos de vida media 

de las proteasas en el músculo ventral, el tracto digestivo y los tentáculos de I. fuscus fueron 3.5, 3.1 

y 2.6 h, respectivamente. Se ha reportado la presencia de proteasas alcalinas estables al calor (HAP, 

“Heat-stable alkaline proteinase”) en el músculo de organismos marinos como sardina, cangrejo, 

salmón del Atlántico, carpa, bacalao, trucha arcoíris, corvina, jurel común y arenque (Haard y 

Simpson, 2000). Por otro lado, se ha reportado una catepsina D (aspartil proteasa) en el hígado del 

pez Chionodraco hamatus que tiene estabilidad a altas temperaturas con tiempo de vida media de 

aproximadamente 1 h a 50°C a pesar de que es una especie que vive en regiones que alcanzan 

temperaturas bajas de 1°C (Capasso y col., 1999). Las aspartil proteasas más comunes que han sido 

aisladas y caracterizadas del estómago de animales marinos son pepsinas, quimosinas y gastricinas 

(Haard y Simpson, 2000). 
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Tabla 8. Tiempo de vida media a 70°C de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

Muestras Kd t1/2 (min) t1/2 (h) R
2
 

Músculo ventral -0.0033 210.00 3.50 0.9556 

Tracto digestivo -0.0037 187.30 3.12 0.9507 

Tentáculos -0.0045 154.00 2.57 0.9389 

 

Los tiempos de vida media sugieren que los extractos proteolíticos de los diferentes órganos 

estudiados de I. fuscus poseen proteasas con posibles características particulares (alto nivel de 

glicosilación; alto contenido de enlaces disulfuro, puentes de hidrógeno y enlaces iónicos; alto 

contenido de prolina, arginina o residuos aromáticos) que incrementen la estabilidad de la 

conformación de las proteínas haciéndolas menos flexibles (Capasso y col., 1999). 

 

8.3.6 Efecto de almacenamiento en refrigeración sobre la actividad proteolítica. 
 

Los extractos proteolíticos del músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de I. 

fuscus, retuvieron 52, 41 y 66 % de la actividad proteolítica original, respectivamente, al ser 

almacenados a 4°C durante 22 días (Figura 15). El análisis de varianza y comparación múltiple de 

medias de Tukey se reportan en el Anexo 9.   
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Figura 15. Efecto de almacenamiento en refrigeración (4°C) sobre la actividad enzimática de 

extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

 

La estabilidad de las proteasas de los tres órganos analizados en almacenamiento a 4°C, 

coincidió con lo reportado por Wu y col. (2013a) quienes describieron la actividad de metalo 

proteasas gelatinolíticas de S. japonicus almacenadas por 18 días a 4°C. Éste comportamiento puede 

estar relacionado con el hecho de que la mayor parte de los organismos acuáticos son 

poiquilotermos (Haard y Simpson, 2000). Por tanto, las proteínas de estos animales sufren 

modificaciones estructurales para prevenir los efectos de la temperatura, lo que no sucede en 

especies de sangre caliente (Foegeding y col., 2000).  La conservación de la actividad enzimática de 

las proteasas al ser almacenadas a baja temperatura por largo tiempo, favorece en que dichas 

enzimas tienen la capacidad de estar en refrigeración evitándose la necesidad de congelación y por 

ende el efecto de desnaturalización al descongelarlas.  
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8.3.7 Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad proteolítica. 
 

La Tabla 8 muestra el efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad 

proteolítica de los extractos crudos del músculo ventral, el tracto digestivo y los tentáculos de I. 

fuscus (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 

10). Para los extractos proteolíticos del músculo ventral, a pH 6, se observó que el pepstatina A 

(inhibidor de aspartil proteasas) tuvo efecto significativo de inhibición (p<0.001) reteniendo 68% de 

la actividad proteolítica inicial, seguido de β-mercaptoetanol (inhibidor de cisteín proteasas) con 

76% de actividad residual, EDTA (inhibidor de metalo proteasas) y PMSF (inhibidor de serín 

proteasas) con 77% de actividad residual, y TI (inhibidor de tripsina) con 80% de actividad residual. 

El TLCK (inhibidor de serín proteasas) no tuvo efecto significativo (p>0.05) sobre la actividad 

proteolítica (97% de actividad residual). Se ha reportado que algunos inhibidores de serín proteasas 

interactúan sobre enzimas que poseen residuos de histidina cercanos al sitio activo (Aranishi y col., 

1997), lo que explicaría la diferencia entre la inhibición con TLCK y PMSF (inhibidores de serín 

proteasas). Por otro lado, se observó alta inhibición de la actividad proteolítica (p<0.001) a pH 8 

con EDTA reteniendo 41% de la actividad proteolítica inicial y con el inhibidor TI con 54% de 

actividad residual. Por lo tanto, se concluyó que existe la posible presencia predominante de 

aspartil, cisteín y metalo proteasas en el extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus. 

 

El extracto proteolítico crudo del tracto digestivo, a pH 6, fue inhibido parcialmente 

(p<0.001) por PMSF con 79% de actividad residual y pepstatina A con 81% de actividad residual, 

seguido de TLCK con 86% de actividad residual. A pH 8, se observó inhibición parcial significativa 

(p<0.001) con el inhibidor TI con 71% de actividad residual y con EDTA reteniendo 75% de la 

actividad proteolítica original. Estos resultados sugirieron la posible predominancia de serín, 

aspartil y metalo proteasas en el tracto digestivo de I. fuscus.  

 

Las enzimas proteolíticas de los tentáculos, a pH 6, se inhibieron significativamente 

(p<0.001) con TLCK reteniendo 79% de la actividad proteolítica inicial, y con pepstatina A con 

83% de actividad residual. El estudio a pH 8 mostró inhibición significativa (p<0.001) con EDTA, 

reteniendo 81% de la actividad proteolítica original y con el inhibidor TI con 82% de actividad 

residual. Por lo tanto, se concluyó la posible presencia mayoritaria de serín, aspartil y metalo 

proteasas en los tentáculos de I. fuscus, de igual forma que lo obtenido para el extracto proteolítico 

del tracto digestivo.  

 

Los resultados de inhibición de las proteasas del músculo ventral de I. fuscus, coincidieron 

con lo reportado por Qi y col. (2007) para cisteín proteasas de S. japonicus. Asimismo, Zhu y col. 

(2008b) reportaron la presencia de catepsina L (cisteín proteasa) en S. japonicus. Paralelamente, Wu 

y col. (2013a) encontraron la presencia de metalo proteasas gelatinolíticas en S. japonicus inhibidas 

significativamente por EDTA, en forma análoga a nuestros resultados a pH 8, por lo que existe la 

posibilidad de que estas enzimas también estén presentes en I. fuscus. Con respecto a la presencia 

de aspartil proteasas en I. fuscus, Wu y col. (2013b) reportaron que la proteólisis de las proteínas 

MYP (“Major yolk protein”) y actina (proteínas no colágenas) de S. japonicus no depende sólo de 

cisteín proteasas, sino que existen además otro tipo de enzimas proteolíticas implicadas, sin 

embargo no especificaron el tipo de proteasas. Por lo tanto, no se descarta la existencia de aspartil 

proteasas en I. fuscus, además, la mayoría de los autores mencionados no estudiaron el efecto de 

inhibidores de aspartil proteasas. También, se ha encontrado que a nivel fisiológico, la degradación 

de proteínas en el desarrollo embrionario es mediada por una aspartil proteasa, la catepsina D 

(Fialho y col., 2005), y una cisteín proteasa, la catepsina B (Raldúa y col., 2006), por lo que es 

posible la presencia de aspartil proteasas en el músculo ventral de I. fuscus.  
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Tabla 9. Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de I. 

fuscus. 

Actividad residual (%)* 

Inhibidor Concentración 

(Inhibidor) 

Músculo ventral Tracto digestivo Tentáculos 

Control  100.00 100.00 100.00 

PMSF 5 mM 77.18 ± 2.34 79.41 ± 1.11 95.52 ± 0.49 

TLCK 10 mM 96.74 ± 0.01 86.15 ± 1.91 79.35 ± 0.93 

TI  0.6 g/L 80.32 ± 0.35 92.02 ± 1.98 93.10 ± 1.15 

TI (pH 8) 0.6 g/L 54.41 ± 2.10 71.16 ± 1.96 81.96 ± 1.58 

EDTA  10 mM 76.79 ± 0.71 98.78 ± 2.30 95.64 ± 0.74 

EDTA (pH 8) 10 mM 40.55 ± 1.70 74.93 ± 1.81 81.14 ± 2.25 

Pepstatina A 1 µM 68.02 ± 0.58 80.49 ± 1.91 83.27 ± 1.18 

β-Mercaptoetanol 1 mM 75.90 ± 1.42 96.19 ± 1.93 99.75 ± 0.12 

*Reacción a pH 6 y 60°C.  

 

En el mismo contexto, se ha considerado que las catepsinas en el pepino de mar pertenecen 

a varias clases. Como ejemplo existen los estudios de Zhu y col. (2008b) que además de catepsina L 

de S. japonicus, también encontraron actividad de catepsina B en la pared del cuerpo del pepino de 

mar Chopus japonicus. Por lo tanto, se sugiere que las posibles aspartil proteasas identificadas en 

este estudio pueden ser catepsinas D, las cuales se sabe que son lisosomales (Balti y col., 2010) y 

que están involucradas en la regulación de la muerte celular programada y en la digestión de 

proteínas de alimentos en invertebrados (Blanco-Labra y col., 1996; Williamson y col., 2002; 

Padilha y col., 2009; Rojo y col., 2010).  

 

Los resultados de inhibición de las proteasas del tracto digestivo y los tentáculos de I. 

fuscus, concordaron con los reportes de Fu y col. (2005) quienes describen la presencia de serín y 

metalo proteasas en el tracto digestivo de S. japonicus. Estos autores sugirieron que las serín 

proteasas eran colagenasas (metalo proteasas) debido a que se ha reportado que las colagenasas en 

el tracto digestivo de organismos marinos tienen ambas actividades, de serín y metalo proteasas 

(Yoshinaka y col., 1986; Roy y col., 1996; Aoki y col., 2003). Por otro lado, nuestros resultados 

difirieron con los reportados por Sun y col., 2011, quienes mencionaron la presencia de catepsinas 

B (cisteín proteasas) en el intestino de S. japonicus. Sin embargo, dichos autores, no estudiaron el 

efecto de inhibidores de aspartil proteasas, por lo que no es posible descartar la presencia de esta 

clase de proteasas en el tracto digestivo y los tentáculos de I. fuscus. Estos hechos permiten sugerir 

la posible presencia de catepsina D en I. fuscus, similar a lo discutido en el párrafo anterior. Se ha 

reportado que la catepsina D tiene un papel importante en la degradación del músculo de salmón 

(Mommsen 2004) y bacalao del Atlántico (Wang et al., 2007), lo que puede ser similar para I. 

fuscus. 
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8.3.8 Efecto de iones sobre la actividad proteolítica. 
 

La Tabla 9 muestra el efecto de diferentes iones sobre la actividad proteolítica de los 

extractos crudos del músculo ventral, el tracto digestivo y los tentáculos de I. fuscus (el análisis de 

varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 11).  

 

El extracto proteolítico del músculo ventral presentó la menor actividad residual (p<0.001) 

al ser incubado con Cu
2+ 

y Mn
2+

 con 42 y 59 % de actividad residual, respectivamente, los iones 

Ba
2+

, Ca
2+

, Zn
+
 y Cl

-
 tuvieron un efecto parcial en las actividades proteolíticas con actividades 

residuales de 80% a 89%. Por el contrario, los iones Hg
2+

 aumentaron 16% la actividad proteolítica. 

Los iones Mg
2+

 y Na
+ 

no presentaron efectos significativos (p>0.05) sobre la actividad proteolítica 

(95% y 98% de actividad residual, respectivamente).  

 

El extracto proteolítico del tracto digestivo al incubarse con Ba
2+ 

presentó la menor 

actividad residual (p<0.001) con 75%, mientras que la presencia de Ca
2+

 aumentó 1% la actividad 

proteolítica. Los iones restantes (Hg
2+

, Mg
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Zn
+
, Na

+
, Cl

-
) no tuvieron un efecto 

significativo (p>0.05) sobre la actividad proteolítica de este extracto (de 90% a 95 % de actividad 

residual).  

 

El extracto proteolítico de los tentáculos retuvo el 71% de la actividad proteolítica inicial 

(p<0.001) al incubarse con el ión Ba
2+

, mientras que los iones Hg
2+

, Mg
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Zn
+
, y Ca

2+ 

inhibieron parcialmente la actividad proteolítica de este extracto con actividades residuales de 81% 

a 89%. Los iones Na
+
 y Cl

-
 no tuvieron

 
efectos significativos (p>0.05) sobre la actividad proteolítica 

de dicho extracto (91% de actividad residual para ambos). 

 

Tabla 10. Efecto de iones (10 mM) sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 

Actividad residual (%)* 

Ión Músculo ventral Tracto digestivo Tentáculos 

Control 100.00 100.00 100.00 

Cl
-
 80.12 ± 5.51 91.75 ± 0.92 91.45 ± 0.58 

Na
+
 97.99 ± 7.76 95.33 ± 1.21 90.52 ± 0.23 

Zn
+
 84.09 ± 0.12 90.82 ± 0.40 85.50 ± 0.51 

Mn
2+

 59.01 ± 0.47 92.65 ± 0.41 84.36 ± 0.50 

Cu
2+

 41.93 ± 3.40 91.40 ± 0.77 82.07 ± 0.50 

Ca
2+

 89.39 ± 2.92 100.49 ± 0.36 88.48 ± 0.21 

Mg
2+

 95.09 ± 7.01 89.59 ± 0.10 81.32 ± 0.29 

Ba
2+

 88.53 ± 0.26 74.85 ± 0.43 70.80 ± 0.09 

Hg
2+

 115.74 ± 1.97 93.68 ± 0.92 86.35 ± 0.58 

*Reacción a pH 6 y 60°C.  

 

En la Tabla 10 se muestra una interpretación del efecto que tuvieron los iones utilizados en 

el presente estudio sobre la actividad de los extractos proteolíticos del músculo ventral, el tracto 

digestivo y los tentáculos de I. fuscus, para la subsecuente discusión de los resultados.  
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Tabla 11. Interpretación del efecto de iones sobre la actividad de extractos proteolíticos de I. fuscus. 

Efecto del ión  Extracto proteolítico 

del músculo ventral 

Extracto proteolítico 

del tracto digestivo 

Extracto proteolítico 

de los tentáculos 

Inhibición 

significativa  

Cu
2+

, Mn
2+

 Ba
2+

 Ba
2+

 

Inhibición 

parcial 

Ba
2+

, Ca
2+

, Zn
+
, Cl

-
 ----- Hg

2+
, Mg

2+
, Ca

2+
, Cu

2+
, 

Mn
2+

, Zn
+ 

Aumento de 

actividad 

Hg
2+

 Ca
2+

 ----- 

Sin efecto 

significativo 

Mg
2+

, Na
+
 Hg

2+
, Mg

2+
, Cu

2+
, Mn

2+
, 

Zn
+
, Na

+
, Cl

-
 

Na
+
, Cl

-
 

 

En el extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus el efecto inhibitorio del ión Cu
2+

 

sobre la actividad proteolítica se explica debido a que se ha reportado que algunos iones como el 

Cu
2+ 

pueden tener afinidad por los grupos sulfihidrilo por lo que inactivan específicamente algunas 

proteínas funcionales, las cuales poseen residuos de cisteína en sus sitios activos o como soporte 

conformacional de sus dominios (Aranishi y col., 1997), como es el caso de las cisteín proteasas. Al 

respecto, el efecto inhibitorio del Cu
2+

 (42% de actividad residual) y Mn
2+ 

(59% de actividad 

residual) sobre la actividad proteolítica observada en nuestro trabajo fue similar a lo obtenido por 

Qi y col., (2007) (48% de actividad residual) y Zhu y col. (2008b) (79-84% de actividad residual) 

para cisteín proteasas de la pared del cuerpo de S. japonicus. 

 

Asimismo, el efecto de inhibición parcial de los iones Ba
2+ 

y Ca
2+ 

sobre la actividad del 

extracto proteolítico del músculo ventral (89% de actividad residual para ambos iones) coincidió 

con lo reportado por Qi y col., (2007) para cisteín proteasas de S. japonicus (92-95% de actividad 

residual), y fue ligeramente similar a lo reportado por Wu y col. (2013a) ya que reportaron un 

incremento significativo de la actividad de metalo proteasas gelatinolíticas de S. japonicus en 

presencia de Ba
2+

 y Ca
2+

, y en nuestro estudio se obtuvieron valores altos pero no mayores al 

control. Cabe destacar que nuestro ensayo se llevó a cabo a pH 6, por lo que se esperaría que a pH 8 

(óptimo de las metalo proteasas), la actividad residual en presencia de Ba
2+ 

y Ca
2+ 

sea mayor a 

100%. Adicionalmente, la alta concentración de Ca
2+ 

(10 mM) en el agua de mar podría explicar 

que éste catión divalente funcione como especie activante de metalo proteasas localizadas en la 

superficie celular (Mayne y Robinson, 1996), lo que explicaría el alto valor de actividad residual 

obtenido en éste estudio. Por otra parte, nuestros resultados con respecto al efecto inhibitorio parcial 

del ión Zn
+
 (84% de actividad residual) sobre la actividad del extracto proteolítico del músculo 

ventral, difirieron de los reportados por Zhu y col. (2008b) para cisteín proteasas de S. japonicus, ya 

que estos autores encontraron una inhibición total de la actividad en presencia de dicho ión (0% de 

actividad residual). Sin embargo, el efecto del ión Zn
+
 sobre la actividad proteolítica fue semejante 

a lo descrito por Wu y col. (2013a) para metalo proteasas gelatinolíticas de la pared del cuerpo de S. 

japonicus.  

 

Con respecto al aumento de actividad del extracto proteolítico del músculo ventral en 

presencia del ión Hg
2+

 (16% de actividad proteolítica), se sugirió que el efecto de dicho ión puede 

estar relacionado con el mecanismo de activación de la matriz metaloproteinasa (MMP), la cual es 

una familia de enzimas peptidasas (colágenasas, gelatinasas, entre otras) que en presencia de iones 

Zn
+
 y Ca

2+
, contribuyen a regular el comportamiento celular mediante la degradación de 

componentes de la matriz extracelular (colágeno, gelatina) (Nagase y col., 1999). Se ha reportado 

que la MMP puede ser activada por proteasas o in vitro por agentes químicos como el HgCl2 (Visse 

y Nagase, 2003). Además se ha reportado que la MMP podría tener un papel importante en la 

autolisis de S. japonicus (Sun y col., 2013).  
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El efecto no significativo del ión Mg
2+ 

(95% de actividad residual) sobre la actividad del 

extracto proteolítico del músculo ventral coincidió con lo reportado por Zhu y col. (2008b) para 

cisteín proteasas de la pared del cuerpo de S. japonicus (96.5% de actividad residual).  

 

En resumen, de acuerdo a los resultados obtenidos del efecto de los iones Cu
2+

, Mn
2+

, Ba
2+

, 

Ca
2+

,
 
Zn

+
, Hg

2+ 
y Mg

2+
, sobre la actividad del extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus, 

se concluyó que es probable la presencia de cisteín y metalo proteasas en dicho extracto 

proteolítico. 

 

En el extracto proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus, el efecto inhibitorio del ión Ba
2+

 

sobre la actividad proteolítica (75% de actividad residual), se puede explicar sugiriendo la presencia 

de la matriz metaloproteinasa (MMP), debido a que el cloruro de bario ejerce una inhibición 

selectiva desplazando el ión Ca
2+

 del centro catalítico en la matriz metaloproteinasa 2 (MMP-2) 

(Ziouti y col., 2006). Adicionalmente, se sabe que el cloruro de bario puede precipitar algunas 

proteínas (Ziouti y col., 2006).  

 

Por otro lado, el aumento de actividad del extracto proteolítico del tracto digestivo en 

presencia del ión Ca
2+ 

(101% de actividad residual) fue similar a lo reportado por Sun y col. (2011) 

para cisteín proteasas (104% de actividad residual) y por Fu y col. (2005) para metalo proteasas 

(129% de actividad residual) del tracto digestivo de S. japonicus.  

 

Con respecto al efecto no significativo de los iones Mg
2+

, Cu
2+

 y Mn
2+

 sobre la actividad del 

extracto proteolítico del tracto digestivo (90-93% de actividad residual), fue similar a lo reportado 

para cisteín proteasas (Sun y col., 2011) y metalo proteasas (Fu y col., 2005) del tracto digestivo de 

S. japonicus. Mientras que el efecto no significativo del ión Zn
2+

 (91% de actividad residual) sobre 

la actividad proteolítica, difirió con lo reportado por Fu y col. (2005) y Sun y col. (2011), ya que 

ellos describieron una reducción significativa de la actividad proteolítica en presencia de Zn
2+

 (6% y 

16% de actividad residual, respectivamente). En el mismo contexto, la presencia de iones 

endógenos en la muestra puede activar a las proteasas y no permitir observar el efecto neto del Zn
2+

 

sobre la actividad proteolítica, por lo que se recomienda realizar un ensayo con proteasas inhibidas 

con EDTA 5mM. En contraste, se ha demostrado la existencia de metalo proteasas dependientes de 

Zn
2+

 en la matriz metaloproteinasa 2 (MMP-2) (Ziouti y col., 2006), lo que explicaría la alta 

actividad residual en presencia del ión Zn
2+

.  

 

En resumen, el comportamiento proteolítico del extracto del tracto digestivo de I. fuscus en 

presencia de los iones Ba
2+

, Ca
2+

, Mg
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

 y Zn
2+ 

sugirió la presencia de cisteín y metalo 

proteasas en este extracto proteolítico.  

 

En el extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus, el efecto inhibitorio del ión Ba
2+

 

(71% de actividad residual) y el efecto no significativo de los iones Na
+
 y Cl

- 
(91-92% de actividad 

residual) sobre la actividad proteolítica, coincidieron con lo obtenido en este estudio para el extracto 

proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus. Hasta el momento, se desconoce la existencia de 

reportes acerca del efecto de iones sobre la actividad de proteasas de los tentáculos de algún pepino 

de mar, sin embargo, el que los resultados hayan sido muy similares a los obtenidos para el extracto 

proteolítico del tracto digestivo sugirió, de igual forma, la posible presencia de cisteín y metalo 

proteasas en el extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus. 
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8.3.9 Análisis electroforético (SDS-PAGE y Zimografía). 
 

La Figura 16 muestra que en el extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus existe 

una proteína predominante con peso molecular estimado de 180 kDa, mientras que los estudios de 

zimografía, basada en hidrólisis de caseína (2%, p/v, a pH 6 y 60°C), confirmaron la presencia de 

enzimas proteolíticas en dicho extracto, presentando fuerte actividad enzimática (Figura 16). Los 

resultados fueron similares a lo reportado por Fu y col. (2005) quienes identificaron una proteína de 

114 kDa en el tracto digestivo de S. japonicus. Se sugiere que el alto peso molecular aparente de la 

proteína presente puede deberse a la presencia de proteínas de colágeno ya que poseen pesos 

moleculares estimados de 138 kDa (Liu y col., 2010).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. SDS-PAGE y zimografía del extracto proteolítico crudo del músculo ventral de I. fuscus. 

Líneas: 1, Marcador molecular; 2, Extracto crudo; 3, Zimografía del extracto crudo. 

 

En el extracto proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus, se identificaron dos proteínas 

con pesos moleculares estimados de 109 y 39-42 kDa, mientras que la zimografía basada en 

hidrólisis de caseína (2%, p/v, a pH 6 y 60°C) demostró la presencia de enzimas proteolíticas en 

dicho extracto (Figura 17). Los resultados fueron similares a lo reportado por Fu y col. (2005), Qi y 

col. (2007), y Wu y col. (2013a) quienes identificaron proteínas de 39 (probable colagenasa), 36 

(cisteín proteasa) y 45 (metalo proteasa) kDa, respectivamente, en el tracto digestivo y pared del 

cuerpo de S. japonicus. Por lo tanto se sugirió la presencia de cisteín y metalo proteasas en el 

extracto proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus.  
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Figura 17. SDS-PAGE y zimografía del extracto proteolítico crudo del tracto digestivo de I. fuscus. 

Líneas: 1, Extracto crudo; 2, Zimografía del extracto crudo. 

 

En el extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus se observaron tres proteínas de 

aproximadamente 106, 68 y 39 kDa (Figura 18). El estudio de zimografía basado en hidrólisis de 

caseína (2%, p/v, a pH 6 y 60°C) demostró la presencia de enzimas proteolíticas en el extracto 

estudiado (Figura 18). Los resultados fueron similares a lo reportado por Fu y col. (2005) quienes 

mencionaron la presencia de metalo proteasas de 39 kDa en el tracto digestivo de S. japonicus. 

Asimismo, nuestros resultados fueron semejantes a lo descrito por Qi y col. (2007) y Zhu y col. 

(2008b) quienes reportaron cisteín proteasas de 36 y 63 kDa en la pared del cuerpo de S. japonicus, 

respectivamente. Por lo tanto, se sugirió la presencia de cisteín y metalo proteasas en el extracto 

proteolítico de los tentáculos de I. fuscus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. SDS-PAGE y zimografía del extracto proteolítico crudo de los tentáculos de I. fuscus.  

Líneas: 1, Extracto crudo; 2, Zimografía del extracto crudo. 
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8.4 Purificación parcial de proteasas de los órganos de estudio de I. fuscus.  
 

8.4.1 Estudio preliminar con extracto proteolítico del músculo ventral. 
 

8.4.1.1 Precipitación selectiva de proteínas. 

 
Concentración de proteína. 

 

El extracto proteolítico crudo del músculo ventral de I. fuscus y la fracción proteolítica 

precipitada con sulfato de amonio saturado al 60%, tuvieron concentraciones de proteína de 6.0 

mg/mL, mientras que el extracto proteolítico crudo sometido a precipitación con sulfato de amonio 

saturado al 80% tuvo la menor concentración de proteína con 0.3 mg/mL (Tabla 11). Lo anterior 

indica que la minoría de las proteínas presentes en el extracto proteolítico estudiado necesitan una 

fuerte fuerza iónica en el medio para precipitar. Dicha precipitación se debe a que se disminuye el 

grado de hidratación de los grupos iónicos superficiales de la proteína, ya que las sales del sulfato 

de amonio compiten por el agua y rompen las interacciones electrostáticas, de forma que las 

moléculas proteicas se agregan y precipitan. 

 

Tabla 12. Concentración de proteína de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por precipitación con (NH4)2SO4. 

Condiciones de precipitación 

[% sat. (NH4)2SO4] 
mg/mL

*
 

Extracto crudo 6.03 ± 1.53 

 60 5.93 ± 0.37 

 80 0.26 ± 0.01 
*Valor medio (o media). 

 

Determinación de actividad proteolítica. 

 

La fracción proteolítica precipitada con sulfato de amonio saturado al 80% del extracto 

proteolítico del músculo ventral de I. fuscus presentó la mayor actividad proteolítica en el intervalo 

de pH 2-10 comparada con la fracción proteolítica precipitada con sulfato de amonio saturado al 

60% y el extracto proteolítico crudo (Figura 19). Cabe destacar que dicha fracción proteolítica tuvo 

mayor actividad proteolítica en el intervalo de pH 2-5.  
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Figura 19. Actividad específica de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del músculo 

ventral de I. fuscus obtenidas por precipitación con (NH4)2SO4. 
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El mayor porcentaje de recuperación de proteína se obtuvo en la fracción proteolítica precipitada 

con sulfato de amonio saturado al 60% con 38.5% y un factor de purificación de 0.6 (Tabla 12).  

 

Tabla 13. Parámetros de recuperación de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por precipitación con (NH4)2SO4. 

Condiciones de 

precipitación  

[% sat. (NH4)2SO4]  

Actividad 

total*  

(U, pH 8)  

Proteína 

total*  

(mg) 

Actividad 

específica 

(U/mg, pH 8) 

Factor de 

purificación 

 

% 

Recuperación 

 

Extracto crudo 14983.10 1205.70 12.40 1.00 100.00 

60 5775.10 735.10 7.90 0.60 38.50 

80 442.10 30.60 14.40 1.20 3.00 

*Valor medio (o media). 

 

Por lo tanto, se seleccionó la fracción proteolítica precipitada con sulfato de amonio 

saturado al 60% para la purificación parcial, con base en la actividad proteolítica, el factor de 

purificación y principalmente por el porcentaje de recuperación obtenido. El porcentaje de 

recuperación fue la variable decisiva para la selección de la fracción proteolítica ya que permitirá 

continuar con los siguientes pasos de purificación y aumentar el factor de purificación.  

 

8.4.1.2 Ultrafiltración.  
 

Concentración de proteína. 

 

La fracción proteolítica precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% con peso 

molecular mayor a 100 kDa del extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus fue la que tuvo 

mayor concentración de proteína con 5.7 mg/mL (Tabla 13).  

 

Tabla 14. Concentración de proteína de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Condiciones de precipitación [% sat. 

(NH4)2SO4](peso molecular en kDa) 
mg/mL

*
 

60 (> 100) 5.73 ± 0.04 

60 (50-100) 3.50 ± 0.04 

60 (< 50) 1.12 ± 0.03 

80 (> 100) 1.81 ± 0.06 

80 (50-100) 0.91 ± 0.06 

80 (< 50) 1.11 ± 0.08 
*Valor medio (o media). 

 

Determinación de actividad proteolítica. 

 

Se presentó la mayor actividad proteolítica en la fracción precipitada con sulfato de amonio 

saturado al 80% con peso molecular mayor a 100 kDa del extracto proteolítico del músculo ventral 

de I. fuscus (Figura 20). Dicha fracción mostró actividad proteolítica predominante en el intervalo 

de pH 2-7 (Figura 20). Subsiguientemente, la fracción precipitada con sulfato de amonio saturado al 

60% con peso molecular mayor a 100 kDa tuvo alta actividad proteolítica.  
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Figura 20. Actividad específica de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del músculo 

ventral de I. fuscus obtenidas por precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

 

Las fracciones proteolíticas con pesos moleculares menores a 50 kDa presentaron las 

menores actividades proteolíticas en el rango de pH 2-10 (Figura 20), los menores valores de 

porcentaje de recuperación y factor de purificación (Tabla 14).  

 

Tabla 15. Parámetros de recuperación de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Condiciones de 

precipitación 

[% sat. (NH4)2SO4](peso 

molecular en kDa) 

Actividad 

total*  

(U, pH 8)  

Proteína 

total*  

(mg) 

Actividad 

específica 

(U/mg) 

Factor de 

purificación 

 

% 

Recuperación 

 

Extracto crudo 14983.10 1205.70 12.40 1.00 100.00 

60 (> 100) 2542.00 266.30 9.50 0.80 17.00 

60 (50-100) 83.70 27.10 3.10 0.20 0.60 

60 (< 50) 264.10 78.30 3.40 0.30 1.80 

80 (> 100) 656.90 53.50 12.30 1.00 4.40 

80 (50-100) 131.70 8.00 16.40 1.30 0.90 

80 (< 50) 528.90 88.30 6.00 0.50 3.50 

*Valor medio (o media). 

 

 La fracción proteolítica precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% con peso 

molecular mayor a 100 kDa, tuvo el mayor porcentaje de recuperación con 17% y un factor de 

purificación de 0.8 (Tabla 14), lo cual definió a dicha fracción como la óptima para continuar con la 

purificación parcial, ya que el porcentaje de recuperación permitió ejecutar más pasos de 

purificación y por lo tanto incrementar el factor de purificación.  
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8.4.2 Cromatografía de intercambio aniónico en lote.  
 

8.4.2.1 Extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus.  
 

Concentración de proteína. 

 

La mayor concentración de proteína se obtuvo en la fracción proteolítica eluida con NaCl 

0.25 M precipitada con sulfato de amonio al 60% y con peso molecular mayor a 100 kDa (F2 

pp.60% >100 kDa) del extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus con 0.4 mg/mL (Tabla 

15).  

 

Tabla 16. Concentración de proteína de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, 

precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Fracción (condiciones elución)/precipitación 

% sat. (NH4)2SO4/peso molecular (kDa) 
mg/mL

*
 

Extracto crudo 1.16 ± 0.80 

F2 (Eluido 0.25 M) 0.32 ± 0.01 

F3 (Eluido 0.50 M) 0.04 ± 0.03 

F2 pp.60% >100 kDa 0.37 ± 0.01 

F3 pp.60% >100 kDa 0.08 ± 0.04 
*Valor medio (o media). 

 

Determinación de actividad proteolítica. 

 

La mayor actividad proteolítica a pH 8 (p<0.001) se encontró en la fracción proteolítica 

eluida con NaCl 0.50 M precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% y con peso molecular 

mayor a 100 kDa del extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus (F3 pp.60% >100 kDa) 

(Figura 21) (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el 

Anexo 12), tuvo un porcentaje de recuperación de 15.9% y un factor de purificación de 2.2 (Tabla 

16).  
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Figura 21. Actividad específica (pH 8) de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, 

precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 
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Tabla 17. Parámetros de recuperación de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, 

precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Fracción, condiciones 

elución/precipitación 

% sat. (NH4)2SO4/peso 

molecular (kDa) 

Actividad 

total* 

(U, pH 8) 

Proteína 

total* 

(mg) 

Actividad 

específica 

(U/mg) 

Factor de 

purificación 

 

% 

Recuperación 

 

Extracto crudo 37737.50 58.20 648.70 1.00 100.00 

F2 (Eluido 0.25 M) 1080.00 15.80 68.50 0.10 2.90 

F2 pp.60% >100 kDa 930.10 2.90 317.50 0.50 2.50 

F3 (Eluido 0.50 M) 19400.00 24.00 808.30 1.20 51.40 

F3 pp.60% >100 kDa 6000.00 4.20 1438.60 2.20 15.90 

*Valor medio (o media). 

 

La Figura 22 muestra el efecto del pH sobre la actividad proteolítica de las fracciones del 

extracto proteolítico del músculo ventral de I. fuscus. La fracción eluida con NaCl 0.50 M 

precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% y con peso molecular mayor a 100 kDa (F3 

pp.60% >100 kDa) tuvo la mayor actividad proteolítica en el rango de pH 6-10, por lo tanto dicha 

fracción fue seleccionada (nombrada “extracto proteolítico parcialmente purificado del músculo 

ventral”) y con base en los resultados reportados en la Tabla 16. 
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Figura 22. Actividad específica (pH 6-10) de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

músculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, 

precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 
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8.4.2.2 Extracto proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus.  
 

Concentración de proteína. 

 

La mayor concentración de proteína se obtuvo en la fracción proteolítica eluida con NaCl 

0.25 M del extracto proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus (F2 Eluido 0.25 M) con 0.3 mg/mL 

(Tabla 17).  

 

Tabla 18. Concentración de proteína de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del tracto 

digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, precipitación 

con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Fracción, condiciones elución/precipitación 

% sat. (NH4)2SO4/peso molecular (kDa) 
mg/mL

*
 

Extracto crudo 0.88 ± 0.01 

F2 (Eluido 0.25 M) 0.30 ± 0.03 

F3 (Eluido 0.50 M) 0.14 ± 0.01 

F2 pp.60% >100 kDa 0.18 ± 0.02 

F3 pp.60% >100 kDa 0.17 ± 0.02 
*Valor medio (o media). 

 

Determinación de actividad proteolítica. 

 

 La mayor actividad proteolítica a pH 8 (p>0.001) se encontró en la fracción proteolítica 

eluida con NaCl 0.50 M del extracto proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus (F3 Eluido 0.50 M) 

(Figura 23) (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el 

Anexo 12), con un porcentaje de recuperación de 58.3% y un factor de purificación de 1.9 (Tabla 

18).  
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Figura 23. Actividad específica (pH 8) de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del tracto 

digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, precipitación 

con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

 



“Purificación parcial y caracterización de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”. 

 

Arisaí del Carmen Hernández Sámano  85 

 

Tabla 19. Parámetros de recuperación de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del tracto 

digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, precipitación 

con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Fracción, condiciones 

elución/precipitación 

% sat. (NH4)2SO4/peso 

molecular (kDa) 

Actividad 

total*  

(U, pH 8)  

Proteína 

total*  

(mg) 

Actividad 

específica 

(U/mg) 

Factor de 

purificación 

 

% 

Recuperación 

 

Extracto crudo 23519.40 88.30 266.20 1.00 100.00 

F2 (Eluido 0.25 M) 14986.70 60.70 247.00 0.90 63.70 

F2 pp.60% >100 kDa 272.00 2.20 124.80 0.50 1.20 

F3 (Eluido 0.50 M) 13706.70 27.70 495.20 1.90 58.30 

F3 pp.60% >100 kDa 302.90 2.00 150.10 0.60 1.30 

*Valor medio (o media). 

 

La Figura 24 muestra el efecto del pH sobre la actividad proteolítica de las fracciones del 

extracto proteolítico del tracto digestivo de I. fuscus. La fracción proteolítica eluida con NaCl 0.50 

M (F3 Eluido 0.50 M) tuvo la mayor actividad a pH de 6 a 10, por lo que se seleccionó esta fracción 

(nombrada “extracto proteolítico parcialmente purificado del tracto digestivo”) apoyado de los 

resultados reportados en la Tabla 18. 
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Figura 24. Actividad específica (pH 6-10) de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico del 

tracto digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, 

precipitación con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 
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8.4.2.3 Extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus.  
 

Concentración de proteína. 

 

La mayor concentración de proteína se obtuvo en la fracción proteolítica eluida con NaCl 

0.50 M precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% y con peso molecular mayor a 100 kDa 

del extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus (F3 pp.60% >100 kDa) con 0.28 mg/mL 

(Tabla 19). 

 

Tabla 20. Concentración de proteína de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico de los 

tentáculos de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, precipitación 

con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Fracción, condiciones elución/precipitación 

% sat. (NH4)2SO4/peso molecular (kDa) 
mg/mL

*
 

Extracto crudo 1.03 ± 0.11 

F2 (Eluido 0.25 M) 0.14 ± 0.01 

F3 (Eluido 0.50 M) 0.09 ± 0.02 

F2 pp.60% >100 kDa 0.37 ± 0.01 

F3 pp.60% >100 kDa 0.28 ± 0.01 
*Valor medio (o media). 

  

Determinación de actividad proteolítica. 

 

La mayor actividad proteolítica a pH 8 (p<0.001) se encontró en la fracción proteolítica 

eluida con NaCl 0.50 M del extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus (F3 eluido 0.50 M) 

(Figura 25) (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el 

Anexo 12), el porcentaje de recuperación de dicha fracción fue de 58.8% y el factor de purificación 

de 1.6 (Tabla 20). 

 

0

200

400

600

Extracto crudo F1 (No retenido) F2 (Eluido 0.25 M) F3 (Eluido 0.5 M) F2pp.60%>100kDa F3pp.60%>100kDa

U
/m

g

 
 

Figura 25. Actividad específica (pH 8) de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico de los 

tentáculos de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, precipitación 

con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 
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Tabla 21. Parámetros de recuperación de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico de los 

tentáculos de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, precipitación 

con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 

Fracción, condiciones 

elución/precipitación 

% sat. (NH4)2SO4/peso 

molecular (kDa) 

Actividad 

total*  

(U, pH 8)  

Proteína 

total*  

(mg) 

Actividad 

específica 

(U/mg) 

Factor de 

purificación 

 

% 

Recuperación 

 

Extracto crudo 16406.90 51.30 319.80 1.00 100.00 

F2 (Eluido 0.25 M) 7182.20 28.08 255.70 0.80 43.80 

F2 pp.60% >100 kDa 232.90 7.35 31.70 0.10 1.40 

F3 (Eluido 0.50 M) 9650.00 18.78 513.80 1.60 58.80 

F3 pp.60% >100 kDa 666.70 6.96 95.70 0.30 4.10 
*Valor medio (o media). 

 

La Figura 26 muestra el efecto del pH sobre la actividad proteolítica de las fracciones del 

extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus. La fracción proteolítica eluida con NaCl 0.50 M 

(F3 eluido 0.50 M) tuvo la mayor actividad a pH 6-8, por lo que se seleccionó dicha fracción para 

los estudios posteriores (nombrada “extracto proteolítico parcialmente purificado de los 

tentáculos”), apoyado de los resultados reportados en la Tabla 20. 
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Figura 26. Actividad específica (pH 6-10) de fracciones proteolíticas del extracto proteolítico de los 

tentáculos de I. fuscus obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico en lote, precipitación 

con (NH4)2SO4 y ultrafiltración. 
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8.4.3 Cromatografía de intercambio aniónico por LPLC. 

 

Los extractos proteolíticos parcialmente purificados fueron sometidos nuevamente a 

cromatografía de intercambio aniónico pero empleando cromatografía líquida a baja presión 

(LPLC), recolectando las fracciones eluidas con NaCl 0.50 M y posteriormente se determinó su 

actividad proteolítica en las condiciones óptimas predeterminadas (pH 6, 60°C). Las Figuras 27, 28 

y 29 muestran los perfiles cromatográficos por LPLC de los extractos proteolíticos parcialmente 

purificados del músculo ventral, el tracto digestivo y los tentáculos de I. fuscus, respectivamente. La 

fracción del extracto proteolítico del músculo ventral presentó una actividad específica de 6 827 

U/mg (Figura 27).  
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Figura 27. Perfil cromatográfico (LPLC) del extracto proteolítico parcialmente purificado del 

músculo ventral de I. fuscus. 

 

La fracción del extracto proteolítico del tracto digestivo tuvo una actividad proteolítica de   

7 697 U/mg (Figura 28), y la fracción del extracto proteolítico de los tentáculos tuvo una actividad 

proteolítica de 3 724 U/mg (Figura 29).  

 
 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

mV

27 36 45 54 63 72 81 90 99 108 min
 

 

Figura 28. Perfil cromatográfico (LPLC) del extracto proteolítico parcialmente purificado del tracto 

digestivo de I. fuscus. 
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Figura 29. Perfil cromatográfico (LPLC) del extracto proteolítico parcialmente purificado de los 

tentáculos de I. fuscus. 

 

Diferentes autores han reportado purificaciones de proteasas del pepino de mar S. japonicus 

empleando cromatografía de intercambio aniónico utilizando un gradiente lineal de NaCl 0.1 a 1.5 

M en amortiguador para eluir las fracciones de interés (Qi y col., 2007; Zhu y col., 2008b; Sun y 

col., 20011), adicionalmente, se obtuvo un incremento significativo de la actividad enzimática de 

los extractos proteolíticos del músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus 

comparada a la obtenida sólo por cromatografía de intercambio aniónico en lote (apartado 8.4.2).  

 

8.5 Caracterización de extractos proteolíticos parcialmente purificados. 
 

8.5.1 Determinación de concentración de proteína. 
 

El extracto proteolítico parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus obtenido 

por LPLC (como se mostró en el apartado 8.4.3) tuvo la mayor concentración de proteína (0.14 

mg/mL), seguido de los extractos proteolíticos del músculo ventral (0.08 mg/mL) y de los 

tentáculos (0.01mg/mL) (Tabla 21). 

 

Tabla 22. Concentración de proteína de extractos parcialmente purificados de I. fuscus por LPLC. 

Muestras mg/mL
*
 

Músculo ventral  0.08 ± 0.04 

Tracto digestivo  0.14 ± 0.02 

Tentáculos 0.01 ± 0.02 
*Valor medio (o media). 

 

3 724.30 U/mg 

(Reacción con caseína a 

pH 6 y 60°C) 
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8.5.2 Efecto del pH sobre la actividad proteolítica.  
 

La Figura 30 muestra el efecto del pH sobre la actividad proteolítica de extractos 

parcialmente purificados del músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus, a 

60°C (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 

13). El extracto proteolítico del músculo ventral mostró actividad proteolítica significativamente 

mayor (p<0.001) a pH 10, seguido de pH 8 y pH 6-7. Asimismo, el extracto proteolítico del tracto 

digestivo tuvo mayor actividad (p<0.001) a pH 6, seguido de pH 8-9, mientras que el extracto 

parcialmente purificado de los tentáculos fue más activo (p<0.001) a pH 7, seguido de pH 6 y 8. 

Esto llevó a concluir la presencia de proteasas ácidas y alcalinas en todos los extractos, por lo que 

sería necesaria una mayor purificación para obtener los óptimos de actividad proteolítica de 

proteasas específicas.  

 

Cabe destacar que el extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos presentó 

mayor actividad específica que el extracto proteolítico del tracto digestivo (obtenidos con el mismo 

procedimiento de purificación parcial) en el rango de pH estudiado (pH 2-10), recordando lo 

discutido en el apartado 8.3.3 (efecto del pH sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de 

I. fuscus), donde se sugirió que los tentáculos podrían funcionar como un sistema de digestión 

alternativo cuando el pepino de mar ha expulsado sus órganos internos como método de defensa. 
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Figura 30. Efecto del pH sobre la actividad proteolítica de extractos parcialmente purificados de I. 

fuscus. 

 

Las proteasas del músculo ventral con actividad óptima a pH 6-7 tuvieron un 

comportamiento ante el pH similar a lo reportado por Zhu y col. (2008b) y Qi y col. (2007), quienes 

determinaron óptimos de actividad a pH 5 (37°C) y pH 7 (50°C), respectivamente, para cisteín 

proteasas purificadas de la pared del cuerpo de S. japonicus. Asimismo, los resultados concordaron 

con el pH óptimo (pH 6.1) de cisteín proteasas implicadas en la proteólisis de proteínas no 

colágenas de S. japonicus, reportado por Wu y col. (2013b). En cuanto a las proteasas con máxima 

actividad a pH 8, coincidieron con lo obtenido por Wu y col. (2013a) para metalo proteasas 

gelatinolíticas de S. japonicus con actividad a pH 8-9 (37°C).  
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Por otro lado, los óptimos de actividad de las proteasas ácidas de los extractos parcialmente 

purificados del tracto digestivo (pH 6) y de los tentáculos (pH 6-7) fueron similares a lo descrito por 

Sun y col. (2011), quienes purificaron catepsinas B del intestino de S. japonicus con actividades 

máximas a pH 5.5 (40°C). Mientras que los óptimos de actividad en la región alcalina de las 

proteasas del tracto digestivo (pH 8-9) y de los tentáculos (pH 8) coincidieron con Fu y col. (2005), 

quienes reportan colagenasas (metalo proteasas) con actividad similar a serín proteasas en el tracto 

digestivo de S. japonicus. 

 

Se ha demostrado actividad proteolítica en una variedad de equinodermos (Lawrence, 

1982), así como la presencia de serín proteasas de tipo tripsina y quimotripsina (proteasas alcalinas) 

en holotúridos (Fish, 1967). Además, existen reportes de que las colagenasas en el tracto digestivo 

muestran al mismo tiempo actividades similares a la tripsina y quimotripsina con una actividad 

máxima a pH 6.5-8.0 (Yoshinaka y col., 1987; Kristjansson y col., 1995; Zefirova y col., 1996), de 

forma similar a los resultados observados en nuestro estudio. De igual forma, Aleander y col. 

(2002), Alarcón y col. (1998), Hidalgo y col. (1999), Essed y col. (2002) han detectado en otros 

organismos marinos proteasas con actividades óptimas a pH alcalino, sugiriendo la presencia de 

serín proteasas. En general, se ha reportado que las tripsinas marinas (serín proteasas) son más 

activas a pH alcalino, con un intervalo de pH óptimo de 7.5-10.5 (Klomklao y col., 2006). 

 

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos y reportes en la literatura, se sugirió que 

las proteasas alcalinas identificadas en los tres órganos estudiados, con óptimos de actividad 

alrededor de pH 8, pueden ser serín y/o metalo proteasas, mientras que las proteasas acidas, con 

actividades significativas cerca de pH 6, son posibles cisteín proteasas. 

 

Factores tales como características fisiológicas, temperatura, clima, régimen nutricional y 

requerimientos de componentes bioquímicos específicos, pueden explicar los cambios de las 

actividades de proteasas digestivas (Fu y col., 2006). Por lo que el pH del agua en el que se 

encuentran estas especies podría influir en el comportamiento de sus enzimas digestivas. Se ha 

reportado para el cultivo óptimo de S. japonicus pH 7.8, y tolerancia a pH 7.5-8.4 (Wang y Cheng, 

2004; Liu y col., 2004) y para la crianza de I. fuscus pH de 8.4-8.5 (Mercier y col., 2004). 

Asimismo, el pepino de mar se alimenta de forma constante y por tanto ingiere grandes cantidades 

de agua de mar la cual se encuentra a pH neutro (Guillaume y Choubert, 1999). Lo anterior 

explicaría la tendencia de la actividad proteolítica hacia pH alcalino.  

 

En el mismo contexto, los hábitos alimenticios de peces podrían afectar la actividad 

proteolítica (Chakrabarti y col., 1995; Hidalgo y col., 1999). Las especies carnívoras poseen 

mayores niveles de proteasas ácidas en comparación con las especies omnívoras o herbívoras (Jonas 

y col., 1983). El pepino de mar es un organismo detritívoro lo que explicaría la presencia de 

proteasas con mayor actividad a pH alcalino, sin embargo, también se alimenta de plancton, algas, 

microalgas y algunos invertebrados, lo que explicaría la necesidad de la actividad de proteasas 

ácidas.  
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8.5.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolítica. 
 

La Figuras 31 muestra el efecto de la temperatura sobre la actividad proteolítica de los 

extractos proteolíticos parcialmente purificados del músculo ventral, del tracto digestivo y de los 

tentáculos de I. fuscus, a pH 6 (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey 

se reportan en el Anexo 14). Los óptimos de actividad (p<0.001) para los extractos parcialmente 

purificados del músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos fueron 50°C, 60°C, y 10 y 

50 °C, respectivamente. Los resultados obtenidos a pH 6 coincidieron con lo reportado por Qi y col. 

(2007) y Zhu y col. (2008b), quienes mencionaron actividad proteolítica óptima a 50°C para cisteín 

proteasas de la pared del cuerpo de S. japonicus. Asimismo, fueron similares con lo descrito por Wu 

y col. (2013a) para metalo proteasas gelatinolíticas de S. japonicus con mayor actividad proteolítica 

a 40-45°C.  
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Figura 31. Efecto de la temperatura, a pH 6, sobre la actividad proteolítica de extractos parcialmente 

purificados de I. fuscus. 

 

La Figuras 32 muestra el efecto de la temperatura, a pH 8, sobre la actividad proteolítica de 

los extractos proteolíticos parcialmente purificados del músculo ventral, del tracto digestivo y de los 

tentáculos de I. fuscus (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se 

reportan en el Anexo 14). Los óptimos de actividad (p<0.001) para los extractos parcialmente 

purificados del músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos fueron 10-37°C, 50°C, 30 y 

50 °C, respectivamente. Los resultados obtenidos a pH 8 fueron similares a lo reportado por Sun y 

col. (2011) quienes mencionaron una temperatura óptima de 45°C para catepsinas B del tracto 

digestivo de S. japonicus. Asimismo, coincidieron con los resultados publicados por Fu y col. 

(2005) para proteasas de S. japonicus con actividad máxima a 37°C.  
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Figura 32. Efecto de la temperatura, a pH 8, sobre la actividad proteolítica de extractos parcialmente 

purificados de I. fuscus. 

 

Es importante mencionar que el extracto proteolítico parcialmente purificado de los 

tentáculos de I. fuscus mostró mayor actividad proteolítica en los dos estudios de temperatura, a pH 

6 y pH 8, que el extracto proteolítico del tracto digestivo, lo que sugirió nuevamente que los 

tentáculos podrían funcionar como un sistema de digestión alternativo mientras el pepino de mar 

regenera sus órganos internos, como se discutió en el apartado 8.5.2.  

 

En general, las proteasas de I. fuscus mostraron mayor termoestabilidad que lo reportado 

para las proteasas de S. japonicus, posiblemente por las características fisicoquímicas del medio 

ambiente en el que se desarrolla I. fuscus, ya que los organismos S. japonicus que se han reportado 

provienen del mar de Bohai y mar Amarillo de China donde las masas de agua superficial costera 

en invierno alcanzan valores menores a 3-4°C y en verano entre 24-26°C (Chen, 2009), mientras 

que las zonas de extracción para este estudio (Golfo de California, México) presentan aguas 

superficiales de 8-12°C en invierno y más de 30°C en verano (Lluch-Cota y col., 2007; Bernal y 

col., 2001).  

 

En el mismo contexto, algunos estudios similares realizados con peces reportaron óptimos 

de actividad proteolítica a temperaturas cercanas a 60°C, similar a lo obtenido en el presente 

estudio. Además, se ha demostrado que las temperaturas óptimas de las proteasas extraídas de los 

órganos internos de peces, muestran variaciones entre los diferentes órganos y las especies 

(Khantaphant y col., 2008), como es el caso de las proteasas del ciego pilórico de especies como: 

pargo (Lutjanus vitta) que muestran una actividad proteolítica óptima a 65°C (Khantaphant y col., 

2008); sardina Monterrey (Sardinops sagax caerulea) con máxima actividad a 50°C (Castillo-

Yañez y col., 2005); salmón real (Oncorhynchus tshawytscha) con óptima actividad a 60°C 

(Kurtovic y col., 2006); y pescado azul (Pomatomus saltatrix) con temperatura óptima de 55°C 

(Klomklao y col., 2007), lo que explicaría la diferencia entre las temperaturas óptimas de actividad 

proteolítica obtenidas en el presente estudio para I. fuscus y lo reportado para S. japonicus. En 

general, se ha reportado que las tripsinas marinas son más activas a temperaturas entre 40 y 60 °C 

(Klomklao y col., 2006).  
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8.5.4 Análisis electroforético (SDS-PAGE y Zimografía).  
 

El extracto proteolítico parcialmente purificado del músculo ventral de I. fuscus presentó 

una proteasa con peso molecular estimado de 49 kDa (Figuras 33 y 34) con actividad proteolítica 

basada en hidrólisis de caseína (2%, p/v, a pH 6 y 60°C) (Figuras 35 y 36). Los resultados 

coincidieron con lo reportado por Wu y col. (2013a), quienes identificaron una metalo proteasa de 

45 kDa en la pared del cuerpo de S. japonicus. Asimismo, nuestros resultados fueron similares a lo 

descrito por Qi y col. (2007) quienes reportaron una cisteín proteasa de 36 kDa en la pared del 

cuerpo de S. japonicus. Por lo tanto, se sugirió la posible presencia de cisteín y/o metalo proteasas 

en el extracto proteolítico estudiado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. SDS-PAGE del extracto proteolítico parcialmente purificado del músculo ventral de I. 

fuscus. Tinción con azul de Coomassie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. SDS-PAGE del extracto proteolítico parcialmente purificado del músculo ventral de I. 

fuscus. Tinción con plata. Líneas: 1. Marcador molecular; 2. Extracto parcialmente purificado.  

 

Los estudios de zimografía a diferente pH (pH 6 a 10) (Figura 35) y estabilidad a la 

temperatura (40, 50 y 60 °C) (Figuras 36) mostraron que las proteasas del músculo ventral de I. 

fuscus tienen mayor actividad a pH 6, 8 y 10 y permanecen estables al ser incubadas por una hora a 

60°C, reafirmando los resultados obtenidos en los estudios del efecto del pH y la temperatura sobre 

la actividad proteolítica del extracto proteolítico parcialmente purificado reportados en los 

apartados 8.5.2 y 8.5.3, respectivamente.  
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Figura 35. Zimografía del efecto del pH sobre la actividad del extracto proteolítico parcialmente 

purificado del músculo ventral de I. fuscus (hidrólisis de caseína, 60°C). Líneas: 1, pH 6; 2, pH 7; 3, 

pH 8; 4, pH 9; 5, pH 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Zimografía de la estabilidad térmica del extracto proteolítico parcialmente purificado del 

músculo ventral de I. fuscus (hidrólisis de caseína, pH 6, 60°C). Preincubación 1 h. Líneas: 1, 60°C; 

2, 50°C; 3, 40°C; 4, Sin incubación. 

 

El extracto proteolítico parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus presentó 

una proteasa con peso molecular estimado de 47 kDa (Figura 37), mientras que el extracto 

proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos tuvo una proteasa similar de 46 kDa (Figura 

37), dichas proteasas tuvieron actividad caseinolítica (2%, p/v, a pH 6 y 60°C) (Figura 38). Los 

resultados fueron similares a lo reportado por Qi y col. (2007) para cisteín proteasas de 36 kDa y a 

lo descrito por Wu y col. (2013a) quienes identificaron metalo proteasas de 45 kDa, en ambos 

casos, en la pared del cuerpo de S. japonicus. Por lo tanto se sugirió la presencia de cisteín y/o 

metalo proteasas en los extractos proteolíticos del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. SDS-PAGE de los extractos proteolíticos parcialmente purificados del tracto digestivo y 

de los tentáculos de I. fuscus. Tinción en plata. Líneas: 1, Marcador molecular; 2, Extracto 

proteolítico del tracto digestivo; 3, Extracto proteolítico de los tentáculos. 
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Figura 38. Zimografía de los extractos proteolíticos parcialmente purificados del tracto digestivo y 

de los tentáculos de I. fuscus (hidrólisis de caseína, pH 6, 60°C). Líneas: 1, Extracto proteolítico del 

tracto digestivo; 2, Extracto proteolítico de los tentáculos.  

 

8.6 Purificación de proteínas por HPLC. 
 

La Figura 39 muestra las seis fracciones purificadas del extracto proteolítico parcialmente 

purificado del músculo ventral de I. fuscus por HPLC. La fracción “IV” mostró la mayor actividad 

proteolítica (p<0.001) con respecto a las otras fracciones, con una actividad específica de 15 498 

U/mg (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 

15). Por lo tanto, la fracción “IV” se sometió nuevamente a HPLC obteniéndose tres subfracciones 

(Figura 40), de las cuales la subfracción “IVc” presentó la mayor actividad específica con 17 252 

U/mg, por lo que se seleccionó dicha subfracción para su posterior identificación por espectrometría 

de masas. 
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Figura 39. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) del extracto proteolítico parcialmente purificado del 

músculo ventral de I. fuscus y actividad específica de las fracciones purificadas.  
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Figura 40. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de la fracción purificada “IV” del extracto proteolítico 

parcialmente purificado del músculo ventral de I. fuscus y actividad específica de las subfracciones 

purificadas. 

 

Del extracto proteolítico parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus se 

obtuvieron diez fracciones por HPLC (Figura 41). La fracción “9” mostró la mayor actividad 

proteolítica (p<0.001) con respecto a las otras fracciones, con una actividad específica de 1 767 

U/mg (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 

15). Dicha fracción se recolectó y se sometió nuevamente a HPLC para obtener su perfil 

cromatográfico y determinar nuevamente su actividad específica (Figura 42). Sólo se presentó una 

subfracción, nombrada fracción “9a”, con actividad específica de 7 831 U/mg, la cual fue 

recolectada para el análisis de espectrometría de masas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) del extracto proteolítico parcialmente purificado del 

tracto digestivo de I. fuscus y actividad específica de las fracciones purificadas. 
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Figura 42. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de la fracción purificada “9” del extracto proteolítico 

parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus y actividad específica de la subfracción 

purificada. 

 

Finalmente, del extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus 

se obtuvieron diez fracciones por HPLC (Figura 43), donde las fracciones “E” e “I” tuvieron la 

mayor actividad proteolítica (p<0.001) con respecto a las otras fracciones, con actividades 

específicas de 2 341 y 4 293 U/mg, respectivamente (el análisis de varianza y comparación múltiple 

de medias de Tukey se reportan en el Anexo 15). Por lo tanto, se recolectaron las fracciones “E” e 

“I” y se sometieron nuevamente a HPLC para obtener sus perfiles cromatográficos y determinar sus 

actividades específicas (Figura 44 y 45). La subfracción “Ea” tuvo mayor (p<0.001) actividad 

proteolítica que la subfracción “Ia”, con actividad específica de 3 907 U/mg, por lo que fue 

seleccionada y recolectada para el análisis de espectrometría de masas.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) del extracto proteolítico parcialmente purificado de los 

tentáculos de I. fuscus y actividad específica de las fracciones purificadas. 
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Figura 44. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de la fracción purificada “I” del extracto proteolítico 

parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus y actividad específica de la subfracción 

purificada. 
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Figura 45. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de la fracción purificada “E” del extracto proteolítico 

parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus y actividad específica de la subfracción 

purificada. 

 

La Tabla 22 muestra los factores de purificación y porcentajes de recuperación obtenidos 

durante la purificación de los extractos proteolíticos del músculo ventral, del tracto digestivo y de 

los tentáculos de I. fuscus. El extracto proteolítico purificado del músculo ventral tuvo un factor de 

purificación final de 26.6 con un porcentaje de recuperación de 0.9%, mientras que el extracto 

proteolítico purificado del tracto digestivo presentó un factor de purificación de 29.4 con un 

porcentaje de recuperación de 1.3%, y el extracto proteolítico purificado de los tentáculos 

incrementó su actividad proteolítica 11.2 veces con respecto a la actividad proteolítica del extracto 

crudo (factor de purificación de 12.2) con 1.7% de recuperación. Los resultados obtenidos fueron 

similares a lo reportado por Qi y col. para cisteín proteasas de S. japonicus, quienes mencionaron un 

factor de purificación de 17 con 5.3% de recuperación. Sin embargo, Zhu y col. (2008b) reportaron 

más del doble de purificación con un factor de 42.8 con un porcentaje de recuperación de 6.4%. De 

igual forma, Sun y col. (2011) obtuvieron un factor de purificación de 81.3 con recuperación del 

3.3%. Sin embargo, dichos autores utilizaron más pasos de purificación que los utilizados en el 

presente estudio, como cromatografía de exclusión molecular en una columna “TSK gel”.  
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Tabla 23. Esquema de purificación de proteasas de I. fuscus. 

Paso de purificación

Actividad 

total (U) 

Proteína 

total (mg)

Actividad 

específica (U/mg)

Factor de 

purificación

% 

Recuperación

MÚSCULO VENTRAL

Extracto crudo 37737.5 58.17 648.7 1.0 100.0

Intercambio anionico en lote - DEAE A-50 19400.0 24.00 808.3 1.2 51.4

Fraccionamiento (NH4)2SO4 > 100 kDa 6000.0 4.17 1438.6 2.2 15.9

Intercambio anionico LPLC - High Q 2024.4 0.30 6827.3 10.5 5.4

HPLC - C18 (Fracción IVc) 342.7 0.02 17251.7 26.6 0.9

TRACTO DIGESTIVO

Extracto crudo 23519.4 88.34 266.2 1.0 100.0

Intercambio anionico en lote - DEAE A-50 13706.7 27.68 495.2 1.9 58.3

Intercambio anionico LPLC - High Q 2581.3 0.34 7697.2 28.9 11.0

HPLC - C18 (Fracción 9a) 300.0 0.04 7830.6 29.4 1.3

TENTÁCULOS

Extracto crudo 16406.9 51.30 319.8 1.0 100.0

Intercambio anionico en lote - DEAE A-50 9650.0 18.78 513.8 1.6 58.8

Intercambio anionico LPLC - High Q 1520.6 0.41 3724.3 11.6 9.3

HPLC - C18 (Fracción Ea) 286.5 0.07 3907.4 12.2 1.7  
  

8.7 Identificación de proteínas por espectrometría de masas (LC-MS). 
 

En la Tabla 23 se muestran las proteínas de I. fuscus identificadas por espectrometría de 

masas. Las enzimas proteolíticas purificadas del músculo ventral, del tracto digestivo y de los 

tentáculos fueron ligeramente homólogas a tripsina y complejo tripsina-inhibidor de triptasa (LDTI, 

“Leech derived tryptase inhibitor”). El LDTI es una pequeña proteína que se ha descrito como 

inhibidora de la estructura tetramérica de la triptasa al actuar de manera directa sobre el centro 

activo (Mühlhahn y col., 1994). La triptasa es una proteína perteneciente a la familia de las serín 

proteasas y constituye la mayor parte de las endopeptidasas almacenadas en los gránulos de 

secreción de los mastocitos. Los estudios in vitro sugieren que la enzima participa en el catabolismo 

de las proteínas de la matriz extracelular (Mühlhahn y col., 1994). El LDTI también inhibe a la 

tripsina y quimotripsina (Di Marco y col., 1997).  
 

Los resultados obtenidos fueron muy similares a lo descrito por Sun y col. (2011) quienes 

purificaron una catepsina B del intestino de S. japonicus. Dichos autores concluyen que no hubo 

homología con catepsinas previamente descritas sugiriendo que puede tratarse de un nuevo 

miembro de la familia de cisteín proteasas lisosomales, debido a que en sus análisis obtuvieron 

homología con Cadena E, complejo tripsina-inhibidor de proteasa. 

 

La cobertura de secuencia (“Protein sequence coverage”) para tripsina y complejo tripsina-

inhibidor de triptasa de los extractos proteolíticos purificados estudiados fue de 7 a 8 % (Tabla 23), 

esto significa el porcentaje de la secuencia de la proteína representada por los péptidos 

identificados, por lo que podemos decir que la homología entre las proteínas es muy baja. 
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Tabla 24. Proteasas de I. fuscus identificadas por espectrometría de masas (LC-MS). 

Proteína identificada Base de 

datos 

Taxonomía Puntuación Masa 

nominal / 

pI 

calculado 

Cobertura 

de  

secuencia 

(%) 

Músculo ventral  “Fracción IVc” 

Tripsina  SwissProt Sus scrofa 60 24394 / 

7.00 

7 

Cadena E, LDTI 

Complejo tripsina 

NCBInr  

gi|  

3318722 

Sus scrofa 83 23457 / 

8.26 

8 

Tracto digestivo  “Fracción 9a” 

Proteína hipotética 

LOTGIDRAFT_155067  

NCBInr  

gi| 

556096927 

Lottia 

gigantea 

(Molusco) 

49 12191 / 

5.24 

12 

Tripsina  NCBInr  

gi|136429 

Sus scrofa 82 24394 / 

7.00 

7 

Cadena E, LDTI 

Complejo tripsina  

NCBInr  

gi|3318722 

Sus scrofa 76 23457 / 

8.26 

8 

Queratina, tipo II 

citoesquelética 2 

epidérmica  

SwissProt 

 

Homo 

sapiens 

111 65393 / 

8.07 

5 

Tentáculos “Fracción Ia” 

Tripsina  NCBInr  

gi|136429 

Sus scrofa 74 24394 / 

7.00 

7 

Cadena E, LDTI 

Complejo tripsina 

NCBInr  

gi|3318722 

Sus scrofa 76 23457 / 

8.26 

8 

 

Las puntuaciones obtenidas para tripsina y complejo tripsina-inhibidor de los extractos 

proteolíticos purificados estudiados fueron de 60 y 83 para músculo ventral, 76 y 111 para tracto 

digestivo y 74 y 76 para tentáculos, respectivamente (Tabla 23). La puntuación es una medida de la  

significancia estadística de una detección. La probabilidad de una identificación correcta del 

espectro con una secuencia en la base de datos aumenta con el número de señales de la proteína 

detectables. De acuerdo a los resultados reportados por el buscador MASCOT, los valores de 

puntuación obtenidos no indicaron identidad u homología significativa (p<0.05) de los péptidos.    

 

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que las enzimas proteolíticas purificadas del 

músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de I. fuscus podrían ser nuevos miembros 

de las proteasas, debido a que no se encontró homología con serín, aspartil, cisteín o metalo 

proteasas descritas anteriormente en la literatura.  
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8.8 Hidrólisis de proteína y gelatina del músculo de I. fuscus con extracto 

proteolítico de los tentáculos de I. fuscus y determinación de actividad 

antioxidante. 
 

Se utilizó el extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus 

(obtenido como se describió en el apartado 7.6.3.2) para hidrolizar la proteína del músculo dorsal de 

I. fuscus utilizando diferentes relaciones enzima:sustrato (1:2, 1:1; 2:1) a 2 y 5 h de reacción, 

posteriormente se determinó la capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC-FL) de cada 

hidrolizado, es decir, su capacidad antioxidante (Tabla 24). No hubo diferencia significativa entre 

los valores de ORAC de los hidrolizados obtenidos (p>0.05) (el análisis de varianza y comparación 

múltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 16). Por lo tanto, se consideró incrementar el 

tiempo de hidrólisis a 24 h y utilizar sólo las proporciones enzima:sustrato, 1:1 y 2:1 para aumentar 

el grado de proteólisis y obtener mayor cantidad de péptidos con posible actividad antioxidante. 

Además, se propuso utilizar gelatina obtenida del músculo dorsal de I. fuscus con la hipótesis de 

facilitar la hidrólisis debido a que la gelatina es colágeno hidrolizado por calor, lo que permitiría 

obtener mayor cantidad de péptidos. Lo anterior con base en el párrafo siguiente.  

 

El mecanismo de acción exacto de los péptidos como antioxidantes no se conoce 

claramente, pero se ha reportado que la potencia antioxidante se debe principalmente a la presencia 

de aminoácidos hidrofóbicos en el péptido (Mendis y col., 2005b). Por otro lado, los péptidos de 

gelatina contienen principalmente aminoácidos hidrofóbicos (Kim y col., 2010). Por lo tanto, ya que 

el pepino de mar posee cerca del 70% de colágeno de la proteína total, y dicho colágeno cuando es 

hidrolizado por calentamiento genera gelatina, se espera que los péptidos derivados de la gelatina 

del músculo dorsal de I. fuscus tengan mayores efectos antioxidantes.  

 

Tabla 25. Actividad antioxidante de hidrolizados de proteína muscular de I. fuscus.  

Hidrolizado 
E:S=1:2, 

2 h 

E:S=1:2, 

5 h 

E:S=1:1, 

2 h 

E:S=1:1, 

5 h 

E:S=2:1, 

2 h 

E:S=2:1,  

5 h 

mg/mL
*
  3.46 3.47 3.50 3.47 3.27 3.30 

µmol Trolox/mg proteína
*, **

 0.28 ± 0.02 0.29 ± 0.04 0.30 ± 0.01 0.29 ± 0.01 0.31 ± 0.05 0.38 ± 0.04 

*Valor medio (o media). 

**µmolTrolox/mgproteína = Pendiente curva muestra / Pendiente curva estándar (Trolox). 

 

Los hidrolizados de proteína del músculo dorsal de I. fuscus (ambas proporciones 

enzima:sustrato, 1:1 y 2:1) obtenidos a 24 h, tuvieron una capacidad antioxidante significativamente 

mayor (p<0.001) que los hidrolizados de gelatina estudiados (ambas proporciones enzima:sustrato, 

1:1 y 2:1) (Tabla 25), por lo que se utilizó la proteína del músculo dorsal en los subsiguientes 

estudios (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el 

Anexo 17). Además, se seleccionó la relación enzima:sustrato 1:1 debido a que no hubo diferencia 

significativa (p>0.05) entre los valores de ORAC de las muestras de proteína del músculo 

estudiadas (enzima:sustrato 1:1 y 2:1). Por lo tanto, la gelatina se descartó como sustrato y se 

rechazó la hipótesis planteada anteriormente.  

 

Tabla 26. Actividad antioxidante de hidrolizados de proteína y gelatina muscular de I. fuscus a 24 h.  
Hidrolizado Proteína, 1:1 Proteína, 2:1 Gelatina, 1:1 Gelatina, 2:1 

mg/mL
*
 3.85 3.29 3.07 3.29 

µmol Trolox/mg proteína
*, **

  0.72 ± 0.07 0.70 ± 0.06 0.61 ± 0.04 0.56 ± 0.06 

*Valor medio (o media). 

**µmolTrolox/mgproteína = Pendiente curva muestra / Pendiente curva estándar (Trolox). 
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El hidrolizado de proteína muscular de I. fuscus, generado con una relación enzima:sustrato 

1:1 con extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos, hidrolizado por 24 h, se 

ultrafiltró con membranas de 3 kDa. La fracción de péptidos con peso molecular menor a 3 kDa 

presentó el mayor valor de ORAC (p<0.001) con 0.92 µmolTrolox/mgproteína, es decir, que tuvo mayor 

actividad antioxidante comparado con la fracción de péptidos con peso molecular mayor a 3 kDa 

(Tabla 26) (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey se reportan en el 

Anexo 18). En la Figura 46 se pueden observar las pendientes de las rectas resultantes (para el 

cálculo del valor de ORAC) de los valores de las áreas bajo las curvas netas (Net AUC) de las 

cinéticas de fluorescencia contra diferentes concentraciones de Trolox o de la fracción de péptidos 

con peso molecular menor a 3 kDa. 

 

Tabla 27. Actividad antioxidante de péptidos de proteína muscular de I. fuscus.  
Hidrolizado E:S=1:1, 24 h Péptidos > 3kDa Péptidos < 3kDa 

mg/mL
*
  6.08 0.11 

µmol Trolox/mg proteína
*, **

 0.49 ± 0.01 0.92 ± 0.04 

*Valor medio (o media). 

**µmolTrolox/mgproteína = Pendiente curva muestra / Pendiente curva estándar (Trolox). 
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Figura 46. Actividad antioxidante de la fracción menor a 3 kDa del hidrolizado de proteína 

muscular de I. fuscus (E:S=1:1, a 24 h). A) Curva estándar de Trolox; B) Péptidos con peso 

molecular menor a 3 kDa. Gráfica representativa de tres experimentos independientes. 
 

Nuestros resultados concordaron con lo reportado por Liu y col. (2009) quienes encontraron 

que los péptidos con peso molecular menor a 3 kDa (derivados de hidrolizados de proteínas del 

plasma de porcinos) tienen mayor capacidad reductora. Las propiedades de los péptidos 

antioxidantes están relacionadas con su composición de aminoácidos, estructura y peso molecular 

(Zhou y col., 2012). Generalmente, los de bajo peso molecular son altamente antioxidantes (Chen y 

col., 2007) aunque otros autores han encontrado que la actividad antioxidante de los hidrolizados 

está relacionada con el grado de hidrólisis (Gibbs y col., 2004; Kim y col., 2007). 
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8.8.1 Purificación de péptidos con actividad antioxidante (RP-HPLC).  
 

Se purificaron 5 péptidos de la fracción de péptidos con peso molecular menor a 3 kDa del 

hidrolizado de proteína muscular de I. fuscus (relación 1:1 y generado a 24 h) mediante 

cromatografía preparativa por RP-HPLC (Figura 47) para determinar la capacidad antioxidante de 

cada péptido. El péptido “II” mostró el mayor valor de ORAC (p<0.001) con 0.74 

µmolTrolox/mgproteína, es decir, mayor actividad antioxidante, comparado con el valor de ORAC de los 

otros péptidos purificados (Tabla 27) (el análisis de varianza y comparación múltiple de medias de 

Tukey se reportan en el Anexo 19). En la Figura 48 se pueden observar las pendientes de las rectas 

resultantes (para el cálculo del valor de ORAC) de los valores de las áreas bajo las curvas netas (Net 

AUC) de las cinéticas de fluorescencia contra diferentes concentraciones de Trolox o de péptido 

“II”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Perfil cromatográfico de la fracción menor a 3 kDa del hidrolizado de proteína muscular 

de I. fuscus (E:S=1:1, 24 h) para la purificación de los péptidos. 

 

Tabla 28. Actividad antioxidante de los péptidos de la fracción menor a 3 kDa del hidrolizado de 

proteína muscular de I. fuscus (E:S=1:1, 24 h).  
Hidrolizado Péptido II  Péptido III  Péptido IV  Péptido V  

mg/mL
*
 0.16 0.14 0.17 0.34 

µmol Trolox/mg proteína 
*,**

 0.74 ± 0.07 0.50 ± 0.02 0.18 ± 0.02 0.15 ± 0.01 

*Valor medio (o media). 

**µmolTrolox/mgproteína = Pendiente curva muestra / Pendiente curva estándar (Trolox). 
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Figura 48. Actividad antioxidante del péptido “II” de la fracción menor a 3 kDa del hidrolizado de 

proteína muscular de I. fuscus (E:S=1:1, 24 h). A) Curva estándar de Trolox; B) Péptido “II” con 

peso molecular menor a 3 kDa. Gráfica representativa de tres experimentos independientes. 
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Nuestros resultados fueron similares a lo reportado por Zhen y col. (2012) quienes 

purificaron e identificaron tres oligopéptidos antioxidantes a partir de la autolisis del intestino del 

pepino de mar S. japonicus, sin embargo, las condiciones óptimas de obtención de hidrolizados de 

proteína (48.3°C, pH 4.4) fueron diferentes a las empleadas en el presente estudio (60°C, pH 6). Por 

otra parte, Osama y col. (2009) reportaron que los niveles de compuestos antioxidantes naturales en 

pepinos de mar pueden variar entre especies.  

 

Aunque se ha reportado la presencia de péptidos antioxidantes en hidrolizados de colágeno 

de pepino de mar (Bordbar y col., 2011) hasta el momento no se ha reportado la obtención de 

péptidos antioxidantes a partir de proteína de I. fuscus. Nuestros resultados mostraron que los 

hidrolizados de proteína muscular de I. fuscus tuvieron aproximadamente la misma actividad 

antioxidante que el Trolox, el cual es un antioxidante sintético utilizado como control para la 

técnica de ORAC. Por otro lado, las proteasas de los tentáculos de I. fuscus tuvieron la capacidad de 

generar los péptidos antioxidantes analizados en el presente estudio. Lo anterior es importante ya 

que la especificidad de las proteasas puede afectar el tamaño, cantidad, composición y secuencia de 

aminoácidos de los péptidos generados, lo cual influye en la actividad biológica de los hidrolizados 

(Zhou y col., 2012). Además, las propiedades del hidrolizado tales como solubilidad, 

emulsificación, formación de espuma y gelificación, también dependen de la especificidad de la 

enzima y del grado de hidrólisis (Clemente, 2000). 

 

Debido a que en el análisis electroforético de las enzimas proteolíticas de los tentáculos de 

I. fuscus, reportado en el apartado 8.5.4, se sugirió la posible presencia de cisteín proteasas, se 

piensa que los grupos tiol de dichas proteasas pudieron incrementar la actividad antioxidante, con 

base en que Qian y col. (2008) reportaron que el grupo tiol de las cisteínas tiene una acción 

antioxidante independiente debido a su interacción directa con los radicales. Los grupos tiol son 

expuestos al exterior, actuando como donadores de hidrógeno con el consecuente incremento de la 

capacidad antioxidante (Taylor y Richardson, 1980; Tong y col., 2000). Por otra parte, no se 

descarta el efecto de compuestos fenólicos con actividad antioxidante ya que las principales fuentes 

de alimento de los pepinos de mar son fitoplancton y partículas derivadas de la degradación de 

macroalgas, los cuales son materiales ricos en dichos compuestos (Osama y col., 2009).  

 

Finalmente, el extracto proteolítico de los tentáculos y la proteína del músculo dorsal de I. 

fuscus, como subproductos, pueden ser aprovechados para la producción de péptidos con actividad 

antioxidante y podrían ser ingredientes potenciales para el desarrollo de alimentos funcionales, 

como alternativa a los antioxidantes sintéticos que causan riesgos a la salud. Sin embargo, es 

necesario llevar a cabo otros métodos in vitro e in vivo para determinar la actividad antioxidante de 

estos péptidos.  
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8.9 Hidrólisis de proteínas de huevo y leche con extracto proteolítico de los 

tentáculos de I. fuscus.  
 

 De ensayos preliminares de hidrólisis de ovoalbúmina, lisozima, caseína y β-lactoglobulina 

con el extracto parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus (obtenido como se describió en 

el apartado 7.6.3.2), se seleccionaron ovoalbúmina y caseína debido a que fueron los sustratos que 

mostraron cualitativamente mayor hidrólisis (Figuras 49 y 50).  

 

 
 

Figura 49. SDS-PAGE de hidrolizados de proteínas de huevo y leche generados por hidrólisis con 

extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. Líneas: 1, 14, Marcador 

molecular;  2, ovoalbúmina (OVA); 3, OVA hidrolizada 5 h; 4, OVA hidrolizada 24 h; 5, caseína 

(CN); 6, CN hidrolizada 5 h; 7, CN hidrolizada 24 h; 8, lactoglobulina (LG); 9, LG hidrolizada 5 h; 

10, LG hidrolizada 24 h; 11, lisozima (LYS); 11, LYS hidrolizada 5 h; 13, LYS hidrolizada 24 h. 

 

OVA

LG

CN

LYS
 

Figura 50. Densitogramas de perfiles electroforéticos de hidrolizados de proteínas de huevo y leche 

generados por hidrólisis con extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. 

fuscus. 
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La β-lactoglobulina es muy resistente a la hidrólisis con pepsina (Mandalari y col., 2009b), 

asimismo la lisozima es resistente a la digestión con pepsina y proteinasa K (Polverino y col., 

2002). Por lo tanto, lo anterior puede explicar por qué en nuestros resultados no se obtuvo mayor 

hidrólisis de β-lactoglobulina y lisozima, debido a que la pepsina es una aspartil proteasa y la 

proteinasa K una serín proteasa y que el extracto proteolítico de los tentáculos de I. fuscus con el 

que se llevó a cabo el ensayo de hidrólisis posee posiblemente aspartil y serín proteasas como lo 

discutido en el estudio del efecto de diferentes inhibidores de proteasas en el apartado 8.3.7.  

  

8.9.1 Hidrólisis de ovoalbúmina. 
 

Una de las principales razones por las cuales existe interés en la hidrólisis de proteínas de 

huevo es que parte de la población pediátrica padece alergia a dichas proteínas (Heine y col., 2006). 

La ovoalbúmina es una fosfoglicoproteína (45 kDa) mayoritaria en la clara de huevo (54%), 

considerada de los principales alérgenos (Mine y Yang, 2008). Por otro lado, la ovoalbúmina no 

tiene ninguna actividad biológica, sin embargo, por hidrólisis enzimática se liberan péptidos 

bioactivos de la estructura primaria de esta proteína. Se han reportado actividades biológicas de 

hidrolizados de ovoalbúmina como actividades antimicrobiana y antioxidante (Pellegrini y col., 

2004; Davalõs y col., 2004) y la inhibición de la enzima convertidora de angiotesina (Miguel y col., 

2006; Hong y col., 2008).  

 

La Figura 51 muestra el perfil electroforético de hidrolizados de ovoalbúmina producidos 

por la acción del extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus a pH 6, 

a 60°C por 24 h y a 7°C por 24 y 48 h. Es de hacer notar que no se encontraron en la literatura 

reportes de producción de hidrolizados de ovoalbúmina a bajas temperaturas. Se obtuvieron 

péptidos de 30.6, 33.7 y 35.8 kDa a 60°C por 24 h, mientras que a 7°C se obtuvieron péptidos de 

8.2, 10.7, 29.9 y 33.8 kDa con un tiempo de reacción de 48 h.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. SDS-PAGE de hidrolizados de ovoalbúmina generados por hidrólisis con extracto 

proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. Líneas: 1, Marcador molecular; 

2, ovoalbúmina (OVA); 3, OVA hidrolizada 24 h a 7°C; 4, OVA hidrolizada 24 h a 60°C; 5, OVA 

hidrolizada 48 h a 7°C. 
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Los resultados fueron similares a lo reportado por Graszkiewicz y col. (2010) para la 

hidrólisis de proteínas de huevo con tripsina, quimotripsina y elastasa (serín proteasas). Estos 

autores describieron un alto grado de hidrólisis y la producción de péptidos de 9.5, 34 y 37 kDa. 

Asimismo, reportaron una proteína de 78 kDa correspondiente a ovotransferrina coincidiendo con 

lo obtenido en el análisis de SDS-PAGE (Figura 51, banda en color amarillo). Sin embargo, Miguel 

y col. (2006) informaron que la obtención de péptidos por hidrólisis de huevo crudo se deriva 

principalmente de la ovoalbúmina ya que la ovotransferrina es mucho más resistente a la proteólisis. 

La Figura 52 muestra el perfil cromatográfico (RP-HPLC) de los hidrolizados de ovoalbúmina y la 

diferencia de hidrofobicidad de los péptidos generados, donde se puede apreciar que la mayor 

hidrólisis se obtuvo a 60°C por 24 h y a 7°C por 48 h.  

 

: OVA 2.5 mg/mL : OVA+Extracto Tentáculos 24 h, 60 C

: OVA+Extracto Tentáculos 24 h, 7 C : OVA+Extracto Tentáculos 48 h, 7 C 

A
U

0.000

0.026

0.052

0.078

0.104

0.130

Minutos

6.0 12.0 18.0 24.0 30.0 36.0 42.0 48.0 54.0 60.0

 
 

Figura 52. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de hidrolizados de ovoalbúmina generados por 

hidrólisis con extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. 

 

8.9.2 Hidrólisis de caseína. 
 

Más de 6 000 millones de personas en el mundo consumen leche de vaca y productos 

lácteos. La alergia a la leche de vaca es una de las más comunes alergias alimenticias 

principalmente en infantes (Monaci y col., 2006), con incidencia entre 2 a 8 % en todo el mundo 

(FAO, 2013; Fiocchi y col., 2010). Las principales proteínas encontradas en la leche son las 

caseínas que constituyen cerca del 80% de la proteína total (FAO, 2013), dichas proteínas se 

encuentran entre las principales proteínas de la leche que causan alergia (Benedé y col., 2014). La 

caseína existe en forma de micela cómo agregado de cuatro monómeros: αs1-, αs2-, β- y κ- 

caseínas. Los alérgenos de la leche conservan su actividad biológica incluso después de ser 

sometidos a altas temperaturas (Fiocchi y col., 2010).  

 

La Figura 53 muestra la hidrólisis de caseína con el extracto proteolítico parcialmente 

purificado de los tentáculos de I. fuscus, a pH 6, a 60°C por 24 h y a 7°C por 24 y 48 h. Hasta el 

momento no se han encontrado referencias en la literatura acerca de hidrólisis de caseína a bajas 

temperaturas utilizando enzimas proteolíticas.  
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Se hidrolizaron totalmente los cuatro monómeros de la caseína, generando péptidos entre 10 

y 20 kDa y con peso molecular menor a 10 kDa a 60°C por 24 h, mientras que a 7°C por 24 h se 

produjeron péptidos de 10.6, 11.3 y 7.4 kDa, y a 7°C por 48 h péptidos de 7.2 kDa (Figura 53). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. SDS-PAGE de hidrolizados de caseína generados por hidrólisis con extracto proteolítico 

parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. Líneas: 1, Marcador molecular; 2, caseína 

(CN); 3, CN hidrolizada 24 h a 60°C; 4, CN hidrolizada 24 h a 7°C; 5, CN hidrolizada 48 h a 7°C. 

 

Las Figuras 54 y 55 muestran el perfil cromatográfico (RP-HPLC) de los hidrolizados de 

caseína. La detección mediante RP-HPLC de los péptidos generados fue mínima, posiblemente por 

baja concentración de los péptidos presentes, ya que en el estudio de SDS-PAGE sí se observaron 

los péptidos producidos.  

: CN 2.5mg/mL : CN+Extracto Tentáculos 24 h, 60 C 
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Figura 54. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseína generados por hidrólisis 

con extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. 
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: CN 2.5 mg/mL : CN+Extracto Tentáculos 24 h, 7 C : CN+Extracto Tentáculos 48 h, 7ºC 

 
 

Figura 55. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseína generados por hidrólisis 

con extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. 

 

Sin embargo, en las Figuras 54 y 55 se puede observar que la mayor hidrólisis de caseína se 

obtuvo a 60°C por 24 h, seguida de la hidrólisis a 7°C por 48 h. Por otra parte, debido a la 

satisfactoria hidrólisis de caseína, se realizó un nuevo ensayo de hidrólisis pero utilizando el doble 

de la concentración del sustrato (enzima:sustrato, 1:4). La Figura 56 muestra que tres de los cuatro 

monómeros de la caseína se hidrolizaron parcialmente (αs1-, αs2-, y β- caseínas), mientras que la κ-

caseína de aproximadamente 25.3 kDa se hidrolizó totalmente generando tres péptidos en mayor 

concentración con pesos moleculares estimados de 14.2, 17.6 y 19.5 kDa a 60 y 7 °C por 24 h, y un 

péptido en mayor concentración de 14.2 kDa a 7°C por 48 h. Cabe destacar que se observó mayor 

hidrólisis de caseína a 7°C por 48 h.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. SDS-PAGE de hidrolizados de caseína generados por hidrólisis con extracto proteolítico 

parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. Líneas: 1, Caseína (CN); 2, CN hidrolizada 

24 h a 7°C; 3, CN hidrolizada 24 h a 60°C; 4, CN hidrolizada 48 h a 7°C. 

 

La Figura 57 muestra el perfil cromatográfico (RP-HPLC) de los hidrolizados de caseína 

generados, donde se obtuvo un comportamiento similar al presentado en el perfil electroforético 

(Figuras 56).  
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Asimismo, nuevamente no fue posible observar en los cromatogramas los péptidos 

generados en la hidrólisis de caseína. Sin embargo, la mayor hidrólisis de caseína se obtuvo a 60°C 

por 24 h, seguida de la hidrólisis a 7°C por 48 h. 

 

: CN 2.5 mg/mL :CN+Extracto Tentáculos 24h, 60ºC 

: CN+Extracto Tentáculos 24h, 7ºC : CN+Extracto Tentáculos 48h, 7ºC 
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Figura 57. Perfil cromatográfico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseína generados por hidrólisis 

con extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos de I. fuscus. 

 

Nuestros resultados concordaron con los de Su y col. (2012) quienes reportaron hidrólisis 

pancreática de caseína bovina a pH 8 y 37°C durante 24 h en un reactor con agitación. Por su parte, 

Zhanga y col. (2010) estudiaron la hidrólisis enzimática de caseína con papaína en un sistema de 

dos fases, n-propanol/NaCl, a 55°C y pH 5.6 por 5 h. Otros estudios (Mandalari y col., 2009a) se 

han realizado para evaluar la resistencia a la digestión con proteasas de alérgenos de la leche de 

vaca como α-caseína, observando la susceptibilidad de esta proteína a la hidrólisis con pepsina y 

pancreatina. Las aspartil proteasas, como la pepsina actúan en secciones de 6 a 8 residuos 

(Mandalari y col., 2009a). Por lo tanto se sugiere que las posibles aspartil proteasas presentes en el 

extracto proteolítico parcialmente purificado de los tentáculos (apartado 8.3.7) son en parte las 

responsables de la proteólisis de la caseína, además de la participación de las cisteín y/o metalo 

proteasas presentes (apartado 8.5.4).  



“Purificación parcial y caracterización de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”. 

 

Arisaí del Carmen Hernández Sámano  112 

 

CONCLUSIÓN GENERAL 
 

Se purificaron parcialmente las proteasas presentes en los extractos proteolíticos del 

músculo ventral, del tracto digestivo y de los tentáculos de Isostichopus fuscus. Los resultados 

mostraron la presencia de proteasas ácidas y alcalinas en los extractos proteolíticos estudiados con 

estabilidad al pH, a la temperatura y al almacenamiento en refrigeración. También, dichas proteasas 

tuvieron actividad proteolítica a bajas temperaturas, donde esta última característica se destaca por 

las ventajas que se podrían generar al utilizarse en la industria, tales como, la reducción de los 

costos energéticos y la conservación de componentes termolábiles de interés.  

 

Las proteasas de I. fuscus tuvieron mayor estabilidad a pH alcalino y mayor resistencia a la 

desnaturalización térmica que lo reportado para el pepino de mar Stichopus japonicus, sugiriendo 

que el comportamiento de las proteasas está ligado a las diferencias entre estas especies y a los 

hábitats en los que se desarrollan. Se ha reportado que factores como características fisiológicas, 

temperatura del medio y régimen nutricional, pueden utilizarse para explicar las variaciones de las 

actividades de proteasas digestivas entre organismos marinos.  

 

En general, los resultados obtenidos, y con base en las referencias consultadas, sugirieron 

que las proteasas alcalinas identificadas fueron posibles metalo proteasas, mientras que las 

proteasas ácidas fueron posiblemente cisteín proteasas. Cabe destacar que no fue posible descartar 

la presencia de aspartil proteasas en los extractos proteolíticos. Además, al no haber encontrado 

homología por espectrometría de masas con serín, aspartil, cisteín o metalo proteasas previamente 

descritas, se sugirió que pueden tratarse de nuevos miembros del grupo de las proteasas. 

 

Se obtuvo mayor actividad proteolítica con el extracto de los tentáculos de I. fuscus que con 

los extractos proteolíticos del músculo ventral y del tracto digestivo, sugiriendo un sistema 

alternativo de digestión ya que los pepinos de mar son capaces de expulsar sus órganos internos 

(como un método de defensa) y regenerarlos. Asimismo, los estudios utilizando las proteasas de los 

tentáculos de I. fuscus son una contribución importante ya que actualmente se desconoce la 

existencia de reportes sobre proteasas de los tentáculos de alguna especie de pepino de mar. 

 

Por otra parte, fue posible utilizar el extracto proteolítico parcialmente purificado de los 

tentáculos de I. fuscus para hidrolizar proteínas del músculo dorsal de I. fuscus, de huevo y de leche.  

 

En el mismo contexto, se identificó que los hidrolizados de proteína del músculo dorsal de 

I. fuscus poseen capacidad antioxidante y se purificaron los péptidos responsables de dicha 

actividad biológica. No se han reportado estudios sobre la presencia de péptidos antioxidantes en 

hidrolizados de proteína de I. fuscus, por lo que con este estudio se planteó una alternativa para el 

aprovechamiento del músculo de pepinos de mar autolizados o de baja calidad y la utilización de los 

extractos proteolíticos obtenidos en el presente trabajo.  

 

Finalmente, la hidrólisis de ovoalbúmina y caseína a 7°C es una aportación novedosa 

debido a que se tienen escasos reportes acerca de su hidrólisis a bajas temperaturas y a las múltiples 

ventajas que se tendrían por llevar a cabo la hidrolisis enzimática a dicha temperatura.  
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PERSPECTIVAS 
 

 El presente trabajo incentiva la producción y aprovechamiento del pepino de mar I. fuscus, 

tanto por su valor alimenticio como por su contenido de compuestos bioactivos. Asimismo, sustenta 

el desarrollo de métodos de purificación de proteasas de I. fuscus, robustos y finos.  

 

 En el mismo contexto, el posible desarrollo que se puede prever con este trabajo es la 

utilización de proteasas de I. fuscus en procesos biotecnológicos bajo diferentes condiciones de pH 

y temperatura, debido a las características particulares presentadas por de las enzimas proteolíticas 

de dicho organismo marino.  

 

 Por tanto, se sugiere la producción de hidrolizados proteína de I. fuscus por medio de 

hidrólisis enzimática con proteasas del mismo organismo o con proteasas comerciales, así como la 

purificación de los péptidos generados en función de su capacidad antioxidante (detectada de forma 

preliminar en este trabajo) o de otras posibles actividades biológicas, realizando los estudios 

correspondientes, in vitro e in vivo, por diferentes métodos o técnicas. 

 

 Finalmente, se sugiere la realización de estudios in vitro e in vivo para determinar la 

alergenicidad (por ejemplo: la técnica de ELISA) y la actividad biológica de los hidrolizados de 

proteínas de leche y huevo generados a bajas temperaturas con proteasas de I. fuscus debido a que 

no ha sido reportado anteriormente y a que parte de la población pediátrica padece alergia a dichas 

proteínas. 
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ANEXO 1. Curvas estándar para la determinación de concentración de proteína.  
 

Método de biuret. 

 

y = 0.0555x + 0.0189

R² = 0.9985
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Método de Lowry. 

 

y = 0.2172x + 0.0705

R² = 0.9911
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Método de BCA. 

 

y = 0.0014x + 0.0252

R² = 0.9948
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ANEXO 2. Análisis de especímenes I. fuscus recolectados en el Golfo de California 

(México). 
 

Pesos y longitudes de pepinos de mar I. fuscus. 

No. Peso 

(g) 

Longitud 

(cm) 

1 350 25 

2 350 22 

3 350 22 

4 340 23 

5 500 25 

6 390 23 

7 345 22 

8 430 23 

9 320 22 

10 450 25 

11 405 22 

12 390 25 

Media 380.0 23.3 

D.E. 39.1 1.4 

C.V. 10.3 5.8 

 

 

ANEXO 3. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey de la 

actividad de extractos proteolíticos crudos del músculo ventral de I. fuscus en función 

del tiempo de reacción.  
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 2253.634 9 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente 

de 

variación 

Tiempo de reacción (min) 

2 4 6 8 10 12 14 15 16 18 

Músculo 

ventral 

101.3
a
 51.4

b
 35.2

c
 27.5

d
 22.6

e
 18.8

f
 15.8

g
 14.3

h,i
 13.5

h,i
 12.7

h,i
 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  
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ANEXO 4. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey del 

efecto del pH sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 23.940 8 0.001 

Tracto digestivo 60.142 8 0.001 

Tentáculos 185.474 8 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

pH 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Músculo 

ventral 

49.8ª* 43.2
c
 40.5

e
 38.8

f
 45.4

b
 43.3

c
 45.7

b
 42.1

d
 42.4

d
 

Tracto 

digestivo 

52.8
c
 50.7

d
 45.3

e
 42.3

f
 58.6

a
* 52.4

c
 54.8

b
 50.6

d
 52.4

c
 

Tentáculos 65.2
d
 61.7

e
 55.9

f
 51.4

g
 73.9

b
 70.4

c
 76.2

a
* 70.6

c
 71.6

c
 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  

 

 

ANEXO 5. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey de la 

estabilidad al pH de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 130.806 8 0.001 

Tracto digestivo 89.053 8 0.001 

Tentáculos 35.828 8 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

pH 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Músculo 

ventral 

79.7ª* 51.9
f
 74.4

a,b
* 69.1

b,c
 67.4

c,d
 61.3

d,e
 64.6

c,d,e
 66.2

c,d,e
 60.3

e
 

Tracto 

digestivo 

89.7
b
 87.8

b,c
 89.6

b
 83.3

d
 82.7

d
 86.9

c
 94.5

a
* 75.5

f
 79.3

e
 

Tentáculos 90.9
b
 95.3

a
* 95.2

a
* 91.5

b
 87.8

c,d
 90.9

b
 85.6

e
 85.7

d,e
 88.1

c
 

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superíndice son significativamente diferentes 

(=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  
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ANEXO 6. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey del 

efecto de la temperatura sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de I. 

fuscus. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 50.609 8 0.001 

Tracto digestivo 296.892 8 0.001 

Tentáculos 113.228 8 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Temperatura (°C) 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 

Músculo 

ventral 

45.0
e
 47.5

d
 47.2

d
 48.5

c
 50.6

b
 56.4

a
* 56.7

a
* 44.4

f
 45.0

e
 

Tracto 

digestivo 

50.8
f
 60.2

d
 63.4

c,d
 56.4

e
 72.7

b
* 52.7

f
 66.2

c
 76.4

a
* 36.3

g
 

Tentáculos 73.9
d,e

 72.1
e,f

 80.9
b,c

 78.8
c
 75.6

d
 73.9

d,e
 94.7

a
* 82.1

b
 71.1

f
 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  

 

 

ANEXO 7. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey de la 

estabilidad a la temperatura de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 553.593 8 0.001 

Tracto digestivo 599.541 8 0.001 

Tentáculos 215.366 8 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Temperatura (°C) 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 

Músculo 

ventral 

85.2
c
 77.3

f
 91.4

b
 102.2

 a
* 83.9

d
 83.2

d
 78.9

e
 78.8

e
 48.8

g
 

Tracto 

digestivo 

69.8
f
 82.2

c
 81.3

c
 88.6

a
* 85.1

b
* 86.9

a,b
* 72.3

e
 75.6

d
 42.2

g
 

Tentáculos 74.4
 b,c

 84.7
a
* 77.2

b
 85.5

a
* 74.5

b,c 
78.5

a,b
 67.5

c
 72.3

b,c
 52.1

d
 

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superíndice son significativamente diferentes 

(=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  
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ANEXO 8. Cálculo de tiempo de vida media de extractos proteolíticos crudos de I. 

fuscus. 
 

y = -0.0033x + 4.5905

R² = 0.9556

y = -0.0037x + 4.5928

R² = 0.9507

y = -0.0045x + 4.5913

R² = 0.9389

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7
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n

  
(A

c
ti

v
id

a
d

  
r
e
s
id

u
a

l)

Tiempo de incubación (min)

Músculo ventral Tracto Digestivo Tentáculos  
 

Incubación por 1 h a 70°C de los extractos proteolíticos crudos de I. fuscus.  

 

Ln (actividad final/actividad inicial) vs. tiempo de incubación (minutos) 

 

Donde: Kd = pendiente de la recta; t1/2 = Ln (2/Kd).   

 

 

ANEXO 9. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey del 

efecto de almacenamiento en refrigeración sobre la actividad de extractos proteolíticos 

crudos de I. fuscus. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 584.188 11 0.001 

Tracto digestivo 989.752 8 0.001 

Tentáculos 467.154 5 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 
Fuente de 

variación 

Tiempo de almacenamiento (días) 

1 4 6 7 8 10 13 15 17 18 21 22 

Músculo 

ventral 

100
a
 90.9

b,c
 ---- 89.3

c,d
 87.0

d
 89.4

c
 ---- 89.7

c
 68.3

e
 62.2

f
 58.4

g
 52.5

h
 

Tracto 

digestivo 

100
a
 78.9

b
 74.0

c
 72.9

d
 73.2

d
 ---- 58.4

e
 49.6

f
 ---- ---- 47.9

g
 40.8

h
 

Tentá-

culos 

100
a
 84.9

b
 76.8

c
 74.8

d
 ---- ---- ---- 72.9

e
 ---- ---- ---- 62.8

f
 

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superíndice son significativamente diferentes 

(=0.05).  
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ANEXO 10. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey del 

efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos 

de I. fuscus. 
 

Ensayo a pH 6 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 65.906 5 0.001 

Tracto digestivo 164.225 5 0.001 

Tentáculos 163.902 5 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Inhibidor  

PMSF TLCK TI EDTA Pepstatina A β-Mercaptoetanol 

Músculo 

ventral 

77.2
b,c,d

 96.7
a
 80.3

b
 76.8

c,d
 68.0

e
* 75.9

d
 

Tracto 

digestivo 

79.4
c
* 86.2

b
 92.0

a
 94.9

a
 80.5

c
* 96.2

a
 

Tentáculos 95.5
b
 79.3

e
* 93.1

c
 95.6

b
 83.3

d
 99.8

a
 

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superíndice son significativamente diferentes 

(=0.05).  

*Valor medio significativamente menor.  

Ver el apartado de abreviaturas. 

 

Ensayo a pH 8 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 1872.671 3 0.001 

Tracto digestivo 40.144 3 0.001 

Tentáculos 36.883 3 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Inhibidor  

PMSF TLCK TI EDTA 

Músculo 

ventral 

93.9ª 97.1
a
 51.0

b
* 40.0

b
* 

Tracto 

digestivo 

75.0
b
 81.2

a
 71.2

c
* 74.9

b
 

Tentáculos 75.9
c
* 84.3

a
 81.9

a,b
 81.1

b
 

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superíndice son significativamente diferentes 

(=0.05).  

*Valor medio significativamente menor.  

Ver el apartado de abreviaturas. 
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ANEXO 11. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey del 

efecto de iones sobre la actividad de extractos proteolíticos crudos de I. fuscus. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 1278.684 8 0.001 

Tracto digestivo 130.872 8 0.001 

Tentáculos 84.096 8 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Iones 

Cl
-
 Na

+
 Zn

+
 Mn

2+
 Cu

2+
 Ca

2+
 Mg

2+
 Ba

2+
 Hg

2+
 

Músculo 

ventral 

80.1
d
 97.9

b
 84.1

d
 59.0

e
 41.9

f
* 89.4

b,c,d
 95.1

b,c
 88.5

c,d
 115.7

a
 

Tracto 

digestivo 

91.8
d,e

 95.3
b
 90.8

e,f
 92.7

c,d
 91.4

d,e
 100.5

a
 89.6

f
 74.9

g
* 93.7

c
 

Tentáculos 91.5
a
 90.5

b
 85.5

d
 84.4

e
 82.1

f
 88.5

c
 81.3

f
 70.1

g
* 86.4

d
 

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superíndice son significativamente diferentes 

(=0.05).  

*Valor medio significativamente menor.  

 

 

ANEXO 12. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey de 

actividad de extractos proteolíticos parcialmente purificados de I. fuscus.  
 

Cromatografía de intercambio aniónico en lote. 

 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 690667.645 5 0.001 

Tracto digestivo 28280.135 5 0.001 

Tentáculos 57548.515 5 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Fracciones purificadas 

F1 F2 F3 F2 pp.60% 

>100 kDa 

F3 pp.60% 

>100 kDa 

Extracto 

crudo 

Músculo 

ventral 

81.8
c
 68.5

c
 808.3

b
 317.5

c
 1438.6

a
* 648.7

b
 

Tracto 

digestivo 

212.8
c
 247.0

b
 495.2

a
* 124.8

d
 150.1

d
 266.2

c
 

Tentáculos 83.2
c
 255.7

b
 513.8

a
* 31.7

d
 95.7

c
 319.8

a
* 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  

 

Donde: F1=No retenido; F2=Eluido 0.25 M; F3=Eluido 0.50 M; F2pp.60%>100kDa=F2 

precipitado 60% >100 kDa; F3pp.60%>100kDa=F3 precipitado 60% >100 kDa.  

Ver el apartado de abreviaturas. 
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ANEXO 13. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey del 

efecto del pH sobre la actividad de extractos proteolíticos parcialmente purificados de 

I. fuscus. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 2187034.700 8 0.001 

Tracto digestivo 32338.613 8 0.001 

Tentáculos 10654914.000 8 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

pH 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Músculo 

ventral 

242.8
e
 202.8

e
 231.8

e
 338.7

e
 703.3

d
 831.2

c,d
 1438.6

b
 939.9

c
 3007.3ª* 

Tracto 

digestivo 

901.4
d,e

 812.3
f
 845.1

e,f
 941.8

c,d
 1165.8

a
* 885.8

d,e,f
 1046.6

b
 1143.8

a
* 1014.6

b,c
 

Tentáculos 9653.7
g
 9220.9

h
 10355.2

f
 6491.6

i
 13471.9

b
 13660.4

a
* 12787.8

c
 11691.9

d
 10592.6

e
 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  

 

 

ANEXO 14. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey del 

efecto de la  temperatura sobre la actividad de extractos proteolíticos parcialmente 

purificados de I. fuscus. 
 

Ensayo a pH 6 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 71689.695 5 0.001 

Tracto digestivo 127820.618 6 0.001 

Tentáculos 14748607 5 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Temperatura (°C) 

10 20 30 37 50 60 70 

Músculo 

ventral 

404.3
b
 484.8

b
 94.9

c
 ---- 621.5

a
* 393.3

b
 210.5

c
 

Tracto 

digestivo 

1043.3
c
 487.7

f
 982.7

d
 1165.8

b
 1131.8

b
 1256.4

a
* 908.7

e
 

Tentáculos 8837.0
a
* 3334.9

d
 2680.4

e
 5472.5

c
 8753.2ª* 7716.7

b
 ---- 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  
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Ensayo a pH 8 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 223407.032 5 0.001 

Tracto digestivo 96571.671 6 0.001 

Tentáculos 10441684.000 6 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Temperatura (°C) 

10 20 30 37 40 50 60 70 

Músculo 

ventral 

752.4
a
* 751.3

a
* ---- 798.2

a
* ---- 312.9

c
 530.7

b
 134.3

d
 

Tracto 

digestivo 

1574.3
c
 1545.4

d
 1540.5

d
 ---- 1635.8

b
 1915.8

a
* 1305.2

e
 1251.9

f
 

Tentáculos 15956.9
d
 19626.8

b
 21589.9

a
 ---- 18810.1

b,c
 22082.1

a
 18438.4

c
 16736.9

d
 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  

 

 

ANEXO 15. Análisis de varianza y comparación múltiple de medias por Tukey de 

purificación de proteínas de I. fuscus por HPLC. 
 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Músculo ventral 1.1E+008 5 0.001 

Tracto digestivo 559105.399 9 0.001 

Tentáculos 4350194.400 9 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

 

Fuente de 

variación 

Fracciones purificadas 

I II III IV V VI 

Músculo ventral 206.6
b
 781.3

 b
 302.7

 b
 15497.6

a
*  470.7

 b
  105.3

 b
  

 

Fuente 

de 

variación 

Fracciones purificadas 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Tracto 

digestivo 

867.1
b,c

 416.1
d
 1142.5

b
 633.2

c,d
 1193.2

b
 1175.7

b
 366.4

d
 292.3

d
 1766.8ª* 864.6

b,c
 

 

Fuente de 

variación 

Fracciones purificadas 

A B C D E F G H I J 

Tentáculos 46.1
e
 325.2

e
 292.3

e
 2159.5

b,c
 2340.8

b
 1889.3

c
 258.7

e
 318.0

e
 4293.2

a
* 696.4

d
 

Valor medio de actividad específica (U/mg) con diferente superíndice son significativamente 

diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  
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ANEXO 16. Curvas de calibración e hidrolizados de proteína del músculo de I. fuscus 

para el cálculo de actividad antioxidante. 
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Donde:  

Net AUC = Área bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.  
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Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Hidrolizados 0.004 5 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de 

variación 

Relación enzima:sustrato, tiempo (h) 

1:2, 2h 1:2, 5h 1:1, 2h 1:1, 5h 2:1, 2h 2:1, 5h 

Hidrolizados 0.283
b
 0.293ª

,b 0.303ª
,b 0.292ª

,b 0.313ª
,b 

0.381ª
 

Valor medio de ORAC con diferente superíndice son significativamente diferentes (=0.05).  

 
 

ANEXO 17. Curvas de calibración e hidrolizados de proteína y gelatina del músculo 

de I. fuscus para el cálculo de actividad antioxidente. 
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Donde: 

Net AUC = Área bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.  
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Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Hidrolizados a 24 h 0.024 3 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de variación Sustrato, relación enzima:sustrato 

Proteína, 1:1 Proteína, 2:1 Gelatina, 1:1 Gelatina, 2:1 

Hidrolizados a 24 h 0.724
a
* 0.698

a
* 0.615

b
 0.556

b
 

Valor medio de ORAC con diferente superíndice son significativamente diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  

 
 

ANEXO 18. Curvas de calibración y péptidos de hidrolizado de proteína del músculo 

de I. fuscus para el cálculo de actividad antioxidante. 
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Donde:  

Net AUC = Área bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.  

 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Hidrolizado proteína, 1:1, 24 h 0.266 1 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de variación Péptidos 

> 3 kDa < 3 kDa 

Hidrolizado proteína, 1:1, 24 h 0.494
b
 0.916

a
* 

Valor medio de ORAC con diferente superíndice son significativamente diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  
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ANEXO 19. Curvas de calibración y péptidos purificados de hidrolizado de proteína 

del músculo de I. fuscus para el cálculo de actividad antioxidante. 
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Donde:  

Net AUC = Área bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.  

 

Análisis de varianza 

Fuente de variación Media cuadrática gl Sig. 

Péptidos < 3 kDa 0.156 3 0.001 

 

Comparación múltiple de medias de Tukey 

Fuente de variación Péptidos purificados 

II III IV V 

Péptidos < 3 kDa 0.738
a
* 0.497

b
 0.184

c
 0.147

c
 

Valor medio de ORAC con diferente superíndice son significativamente diferentes (=0.05).  

*Valor medio significativamente mayor.  

 

 

 


