UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA.

PURIFICACION PARCIAL Y CARACTERIZACION DE
PROTEASAS DEL PEPINO DE MAR Isostichopus fuscus Y
ALGUNAS APLICACIONES.

TESIS PRESENTADA POR:
M.C. ARISAI DEL CARMEN HERNANDEZ SAMANO.
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTORA EN BIOTECNOLOGIA.

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. ISABEL GUERRERO LEGARRETA.
ASESORAS:

DRA. RAQUEL GARCIA BARRIENTOS.
DRA. XOCHITL GUZMAN GARCIA.

MEXICO D.F., 2015.



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

El posgrado en Biotecnologia de la Universidad Autdbnoma Metropolitana esta incluido en
el Padron Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT), con categoria de alto nivel, con el convenio 471-0/Doctorado en
Biotecnologia.

La presente tesis se llevd a cabo con el apoyo de una beca otorgada por el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones”.

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano




“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

AGRADECIMIENTOS

Agradezco ampliamente a:

X/
°

X/
L X4

X/
L X4

Consejo Nacional de Cienciay Tecnologia (CONACYT).
Por otorgarme una beca para realizar el Doctorado en Biotecnologia.

Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa (UAM-I1). San Rafael Atlixco
186, Col. Vicentina, Del. Iztapalapa, C.P. 09340, México D.F., México.

Por haberme formado profesionalmente, de la mejor manera posible, durante el
Doctorado en Biotecnologia.

Coordinador del Posgrado en Biotecnologia.
Por haberme apoyado en los tramites establecidos del doctorado, y especialmente,
por los trdmites para la obtencidn de apoyos econémicos para congresos y estancias

de investigacion.

e Dr. Francisco José Fernandez Perrino.
e Dr. Héctor Escalona Buendia.

Comité tutorial.

Por las asesorias y evaluaciones durante el Doctorado y por las revisiones de la
presente tesis.

Directora:
e Dra. Isabel Guerrero Legarreta.

Asesoras:
e Dra. Xochitl Guzman Garcia.
e Dra. Raquel Garcia Barrientos.

Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste S.C. (CIBNOR). Instituto
Politécnico Nacional 195, C.P. 23096, La Paz, Baja California Sur, México.

Por haberme recibido durante dos estancias de investigacién para realizar una parte
del trabajo experimental del presente proyecto de Doctorado.

A mis tutores durante la estancia:

e Dr. Felipe Ascencio Valle.
e Dr. Arturo Sierra Beltran.

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

 Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL, CSIC-UAM,
CEI UAM+CSIC). Nicolas Cabrera 9, 28049, Madrid, Espafia.

Por haberme recibido durante una estancia de investigacion para realizar una parte
del trabajo experimental del presente proyecto de Doctorado.

A mis tutoras durante la estancia:

e Dra. Elena Molina Hernandez.
e Dra. Blanca Hernandez Ledesma.

¢ Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD). Carretera a
la Victoria Km. 0.6, C.P. 83304, Hermosillo, Sonora, México.

Por haberme recibido durante una estancia de investigacion para realizar una parte
del trabajo experimental del presente proyecto de Doctorado.

A mis tutores durante la estancia:

e Dr. Aarén Fernando Gonzéalez Cérdova.
e Dra. Belinda Vallejo Cérdoba.
e Dra. Maria de Jesus Torres Llanez.

¢ Universidad Auténoma de Baja California Sur (UABCS). Carretera al Sur Km
5.5, C.P. 23080, La Paz, Baja California Sur, México.

Por formar parte de mi educacion al permitirme cursar parte de los créditos que
constituyen el plan de estudios del Doctorado en Biotecnologia de la UAM, con la
materia “Equinodermos”.

e M.C. José Alfonso Vélez Barajas (Especialista en recursos bentdnicos).
¢ Miembros del jurado.
Por la revision, evaluacion y comentarios sobre la presente tesis.

Dr. Carlos Regalado Gonzélez (Universidad Autonoma de Querétaro).
Dra. Lidia Dorantes Alvarez (Instituto Politécnico Nacional).

Dra. Raquel Garcia Barrientos (Universidad Politécnica de Tlaxcala).

Dra. Xochitl Guzman Garcia (Universidad Autonoma Metropolitana).
Dr. Sergio Huerta Ochoa (Universidad Autonoma Metropolitana).

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano 5



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

DEDICATORIA

Dedico la presente tesis de Doctorado en Biotecnologia al lector
que tenga interés en el tema y haya buscado como referencia este
documento. Espero que dicho escrito aporte el conocimiento vy
experiencia necesarios para el desarrollo de proyectos futuros. Es un
placer dedicar mi trabajo a la comunidad cientifica, una minima
contribucion al mundo de la investigacion, ya que la comprension de
los fenomenos bioquimicos de organismos marinos es compleja y es

escasa comparada con lo que falta por dilucidar.

De la misma forma, dedico este trabajo a todos aquellos seres
humanos que de alguna forma me brindarvon apoyo y ayuda para
(levar a cabo mis estudios de posgrado, la terminacion del proyecto
doctoral y la escritura de tesis. Principalmente a mi familia
conformada por Andrés Herndndez A., Honoria Samano A., J.
Nicolas Herndndez R. y J. Nicolds Herndndez S., y a todos mis
amigos del laboratorio y externos, que sin su caririo y compania esta

meta seria insignificante en mi vida.

Arisai del Carmen Herndndez Sdmano.

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano 6



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

INDICE

RESUMEN ...ttt bbbt b ke bbbttt b bt bbbttt e st ebeans 18
N S I ¥ A O OSSOSO 22
1 INTRODUCCION. ....ooitiicieteceice ettt sttt 26
2 REVISION BIBLIOGRAFICA. ......oooioieeeetetete et ese st 28
2.1.  Caracteristicas generales de 1SOStiChOPUS fUSCUS. .........ccoeriiuiiriniiiniiene e 28
2.1.1  ClasificaCion taXONOMICA. .......ccueiveieeiieieriesesieieeee e e ste e e e e e ssasse s e teseesseseeseeneesessens 28
2.1.2 Caracteristicas morfoldgicas externas € INtEINAS...........cccveveveeeeieiieeiesie e se e 28

2 e T AN 13311 - o o PSSR 30
2.1.4 REPIOQUCCION. ..ottt bbbttt bbbt 30
N T B L= o1 10 - To (o] TSROSO 31
2.1.6 Mecanismos de defensa y regeneracion Celular. ...........cccooeviviiieii i 31
2.1.7  HADItAt Y diSrIDUCION. ..ot 32
2.1.8  Importancia ambiental............c.coeiiiiiii i e 33
2.1.9  IMPOrtanCia BCONOMICA. ......cecveiieiieeie ettt see st ste et et e sbe e e besre e saesre e e e sreereeneens 34
2.1.10 Acuicultura de . fUSCUS €N IMEXICO. ....c.ecviiiiieieieieieese ettt enea 35
2.1.11 Tecnologia de productos de Pepino de MAar...........cccoeiieiierinenne et 36
2.1.12 Legislacion para proteccion de 1. fuscus en IMEXICO........c.coeveeiiiiie e 37
2.1.13 Composicion Y valor NULFICIONAL. .........cciieiiiiie s 38
2.1.14 Compuestos bioactivos y actividad biolAgICa. ...........ccoceriiiiiiii i 38
2.2  Enzimas proteoliticas de organismos Marin0S. ..........cccceveiiiieeieseeiese e sre e e sree e 40
2.2.1 ClasifiCaCion de PrOtEASAS. ......coveiieeieriieeeiiese ettt see e ste e te et ste e be s e e stesreetesreareenee s 41
2.2.2  Purificacion y caracterizacion de Proteasas..........ccouuerrerirerirerisiesisiesiee s es 42
2.2.3  AplICACIONES U8 PrOEASAS. ... .euveueeuieririisieriete ettt st b e aneene 45
2.3 Hidrolizados de ProteiNa. ......cc.ciiieiiiiiieeiecie et sre et sre e be e sresree e 46
2.4 Peéptidos bioactivos (Actividad antioXidante)...........cceeureiriririiieisere e 46
3 ANTECEDENTES. ..o ottt e e st e s be e e s tbe e s ta e e snreeeanes 48
4 JUSTIFICACION. w.oooiceeeeeesee ettt sttt naanens 51
B HIPOTESIS. .ottt sttt sttt n st ntnens 51
R O = T8 | I Y 1 TSRS 51
6.1  ODJEIVO GENEIAL ...oeoiie et e e pe e sreera et 51
6.2  ODJEtiVOS PATICUIAIES. .......ectieie ittt s re et a et s re e s be s e e sbeeree e 51
7 MATERIALES Y METODOS. ...ttt et ter e ee st en st en s 52
7.1 ObtenCION A ESPECTMENES. .....cviuieiiieiiieie ettt ettt bbb bbb 52
7.2 ANALISIS 08 BSPECIMENES. .....veivieiie ettt sttt e sbeere e besbe e e e sbesaeesreereenrens 52
7.3 ANALISIS PrOXIMAL ...oviviiiiiiiiise bbb bbbt 52
7.4 Obtencién de extracto proteolitico crudo de los 6rganos de estudio de 1. fuscus.................... 53
7.5  Caracterizacion del extracto proteolitiCO. .......cccvvciveiiiiiiiici e 53
7.5.1 ConcentraCion A& PrOtEINA. .......ccceiiveiieiieicie sttt sbe e e sr e be et e sreerae e 54
7.5.2  Determinacion de actividad proteolitiCa..........ccovvrireriiiiiirsee s 54
7.5.3 Efecto del pH sobre la actividad proteolitiCa. ..........ccecviivreriiereieeeesee e 54
7.5.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica. ...........ccccevvevveivrivnieienesereeeenns 54
7.5.5 Cinética de inactivaCion tEIMICA. .........c.cceveiiiiiieiee et ere 55
7.5.6 Efecto de almacenamiento en refrigeracion sobre la actividad proteolitica..............cc........ 55
7.5.7 Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad proteolitica...........cc.ccocevcerernivenanns 55
7.5.8 Efecto de iones sobre la actividad proteolitiCa. ...........coovreriiiereneieieisece e 55
7.5.9  ANAliSiS ElECIrOTOrBLICOS. .....iviiiiciecese et reerea 56
7.5.9. 1 SDS-PAGE. ...ttt ettt r et sttt neene e 56
7.5.9.2  ZIMOGIAFia. cvecciiiieciice et b bbb e et re e ras 56

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano 7



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

7.6 Purificacion parcial 8 ProtEaASAS. .........cccieieiiieieiieeiie st e e e s e ste st stesre e e tesre e e sre e e sresreenaens 56
7.6.1 Precipitacion selectiva de ProteiNas. ........occouiciireireiireise s 57
7.6.2  URFAfIITACION. ....ecvevicice ettt sttt e e e erens 57
7.6.3 Cromatografia de intercambio i0NICO.........ccccveviiiiiic i 58

7.6.3.1 Cromatografia de intercambio iONICO €N l0tE. .........coviveiriiriiiiiiiiee e 58

7.6.3.2 Cromatografia de intercambio i6nico por LPLC .......ccccooeieiieiinirse e 58

7.7  Purificacion e identificacidn de proteinas por espectrometria de masas (HPLC-MS). ........... 58
7.8  Hidrolisis de proteina y gelatina del musculo de 1. fuscus con extracto proteolitico de los

tENTACUIOS B 1. FUSCUS. ... ..viiiieieiicict sttt sttt neereanas 59

7.8.1 Obtencidn de proteina y gelatina del masculo de 1. fUSCUS. ......c.cccevvveieiieiiieviieece e 59

7.8.2 Produccién de hidrolizados de proteina y gelatina del masculo de 1. fuscus. ..........c..c.c..... 59

7.8.3 Determinacion de capacidad antioxidante (ORAC). ......ccoviriierrieiniiee e 60

7.8.4 Purificacion de péptidos con actividad antioxidante (RP-HPLC).........ccccccevvviviieieiiennens 60
7.9  Hidrolisis de proteinas de huevo y leche con extracto proteolitico de los tentaculos de 1.

UG CUS . . ettt et e e e et 60

7.9.1  Andlisis electroforético (SDS-PAGE)........ccoiiiiiiieiieisie e 61

7.9.2  ANALISIS POr RP-HPLC. .....ooiiiii ettt sttt st sre et nre s 61

7.10  ANALISIS ESTAISTICO. ...vvveiiie et 61

7.11  Estrategia eXPerimental. ..ot s 62

8 RESULTADOS Y DISCUSION......cceiieiiieieeteeteseeeeeseeteseesaessisssss s senasses s ses s sensnens 63

8.1 ANAlISIS U ESPECIMENES. ......viiticie ittt ettt sbe e e be s e e sresbeeneesreereesrens 63

8.2 ANALISIS PrOXIMAL. ....c.oiviiiiiiieiiee bbb 64

8.3  Caracterizacion de los extractos proteoliticos Crudos. ........ccoceiiveiiiiiieeicce e 64
8.3.1 Determinacion del tiempo de reaccion con el extracto del musculo ventral. ...................... 64
8.3.2 Determinacion de concentracion de Proteina. ..........ococveeireiineiineise e 65
8.3.3 Efecto del pH sobre la actividad proteolitiCa. ...........coourriireiiiiiiiiiesee e 65
8.3.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica. .........c.ccocvvvveveiiicvicniiiccccecee, 67
8.3.5 Cinética de iNaCtivaCion tEMICA. .........cccciiverieieieiee st 69
8.3.6 Efecto de almacenamiento en refrigeracion sobre la actividad proteolitica. ....................... 71
8.3.7 Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad proteolitica...........cccccoeevvveviinnnennn. 72
8.3.8 Efecto de iones sobre la actividad proteolitiCa. .........c.ccccevveviiiiiie i 74
8.3.9 Anadlisis electroforético (SDS-PAGE y Zimografia). .........ccccoeerirernennenneneeee e 77

8.4  Purificacion parcial de proteasas de los érganos de estudio de I. fUSCUS........c.cccevveereieciennnne 79
8.4.1 Estudio preliminar con extracto proteolitico del misculo ventral..............cccocevvveieieenenne. 79

8.4.1.1 Precipitacion selectiva de Proteinas. .........coccvieiriineineiner s 79
S N U 11 - 1 (- (o] o o 1A 80
8.4.2 Cromatografia de intercambio anionico en lote. .........cccevveviiiiie i 82
8.4.2.1 Extracto proteolitico del musculo ventral de I. fUSCUS. .......c.ccvevvevviiiiiieiircec, 82
8.4.2.2 Extracto proteolitico del tracto digestivo de I. fUSCUS. .......c.cceevveviiieeviciiiicce e, 84
8.4.2.3  Extracto proteolitico de los tentaculos de I. fUSCUS. .......coevveieiiiiiniie e 86
8.4.3 Cromatografia de intercambio anidnico por LPLC...........ccocovvieiiiiiiienisenee e 88

8.5  Caracterizacion de extractos proteoliticos parcialmente purificados. ..........ccccvcvrerererininanns 89
8.5.1 Determinacion de concentracion de Proteina. .........cocveveerererereieieeiesese e 89
8.5.2 Efecto del pH sobre la actividad proteolitiCa. .........cocoovrririiiieiiriceee e 90
8.5.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica. ..........cccooevveiervninienieieseeee, 92
8.5.4 Anadlisis electroforético (SDS-PAGE y Zimografia)..........cccceveererierieieninninseneneneeeeeenns 94

8.6 Purificacion de proteinas POr HPLC. .......ccovoiiiiiiiseiee e 96

8.7  Identificacion de proteinas por espectrometria de masas (LC-MS). .......ccccvevreiennininennnn. 100

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano 8



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

8.8  Hidrdlisis de proteina y gelatina del masculo de 1. fuscus con extracto proteolitico de los

tentaculos de 1. fuscus y determinacion de actividad antioxXidante. .........c..ccocvcererervnieniennnns 102
8.8.1 Purificacion de péptidos con actividad antioxidante (RP-HPLC). ........cccccovvviriiincienene. 104
8.9  Hidrdlisis de proteinas de huevo y leche con extracto proteolitico de los tentaculos de I.
18 U ST R 106
8.9.1 Hidrolisis de OVORIDUMING. ......ccvcviiiiiiieieieeeee e ereas 107
8.9.2  HidrOliSiS & CASEINA.......eeverieiieiiitiitiie ittt ettt bt nre s 108
CONCLUSION GENERAL ...ttt 112
PERSPECTIVAS ... oottt sttt s et s te st et e e st e s e e beesesbestenteseneeneanearens 113
PRODUCTIVIDAD ACADEMICA ........cooiiieieceeeee et eses s ess s, 114
BIBLIOGRAFIA .....oooieeeeeeeeee ettt sttt sttt 116
ANEXOS ..ottt ettt Re e R et e Eeetentenr et et ene e e enenreas 139

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano 9



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

INDICE DE TABLAS

Tabla Pagina
1 Compuestos bioactivos de pepinos de mar y su actividad bioldgica. 39
2 Caracteristicas fisicoquimicas de proteasas de organismos marinos y terrestres. 41
3 Antecedentes de purificacion de enzimas proteoliticas del pepino de mar S. 49

japonicus.

4 Cantidades de sulfato de amonio por litro para precipitacion selectiva de 57
proteinas.

5 Anélisis proximal del musculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de 64
. fuscus.

6 Concentracion de proteina de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus. 65

7 Tiempo de vida media a 60°C de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus. 71

8 Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad de extractos proteoliticos 73
crudos de 1. fuscus.

9 Efecto de iones (10 mM) sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de I. 74
fuscus.

10  Interpretacion del efecto de iones sobre la actividad de extractos proteoliticos de 75
I. fuscus.

11  Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del 79
musculo ventral de I. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,4),SO..

12 Parametros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 80
del masculo ventral de 1. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SO,.

13 Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del 80
muasculo ventral de |. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SO, y
ultrafiltracion.

14  Parametros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 81
del musculo ventral de 1. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SO, y
ultrafiltracion.

15  Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del 82
masculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio aniénico
en lote, precipitacion con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

16  Parametros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 83
del musculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio
anionico en lote, precipitacion con (NH,4),SO, y ultrafiltracion.

17 Concentracién de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del 84
tracto digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio anionico
en lote, precipitacion con (NH,4),SO, y ultrafiltracion.

18  Parametros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 85
del tracto digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio
anionico en lote, precipitacion con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

Arisai del Carmen Hernandez Samano 10



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

Tabla Pagina
19  Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico de 86
los tentaculos de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio ani6nico
en lote, precipitacion con (NH,4),SO, y ultrafiltracion.
20  Parametros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 87
de los tentdculos de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio
anionico en lote, precipitacién con (NH,),SO, y ultrafiltracién.
21  Concentracion de proteina de extractos parcialmente purificados de I. fuscus por 89
LPLC.
22  Esquema de purificacion de proteasas de I. fuscus. 100
23 Proteasas de I. fuscus identificadas por espectrometria de masas (LC-MS). 101
24 Actividad antioxidante de hidrolizados de proteina muscular de 1. fuscus. 102
25  Actividad antioxidante de hidrolizados de proteina y gelatina muscular de I. 102
fuscus a 24 h.
26  Actividad antioxidante de péptidos de proteina muscular de I. fuscus. 103
27  Actividad antioxidante de los péptidos de la fraccion menor a 3 kDa del 104
hidrolizado de proteina muscular de 1. fuscus (E:S=1:1, 24 h).
Arisai del Carmen Hernandez Samano 11



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina

1 Morfologia externa de I. fuscus, ejemplar del complejo insular Espiritu Santo 29
del Golfo de California (México).

2 Representacion esquematica de la morfologia interna de 1. fuscus. 29

3 Morfologia externa de I. fuscus juvenil. 31

4 Areas de captura de 1. fuscus en Baja California (México). 33

5 Preparaciones culinarias de pepino de mar. 34

6 Estacion de proceso de pepino de mar en Nueva Caledonia, Madagascar y 37
Papua-Nueva Guinea.

7 Morfologia externa de pepinos de mar |. fuscus capturados en el Golfo de 63
California (México).

8 Espiculas de 1. fuscus. 63

9 Actividad especifica del extracto proteolitico crudo del mdsculo ventral de I. 64
fuscus en funcion del tiempo de reaccion.

10 Efecto del pH sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus. 66

11 Estabilidad al pH de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus. 66

12 Efecto de la temperatura sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de 68
I. fuscus.

13 Estabilidad térmica de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus. 68

14 Cinética de inactivacion térmica a 70°C de extractos proteoliticos crudos de 1. 70
fuscus.

15 Efecto de almacenamiento en refrigeracion (4°C) sobre la actividad enzimatica 71
de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus.

16 SDS-PAGE y zimografia del extracto proteolitico crudo del masculo ventral de 77
. fuscus.

17 SDS-PAGE y zimografia del extracto proteolitico crudo del tracto digestivo de 78
. fuscus.

18 SDS-PAGE y zimografia del extracto proteolitico crudo de los tentaculos de 1. 78
fuscus.

19 Actividad especifica de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del 79
musculo ventral de 1. fuscus obtenidas por precipitacién con (NH,;),SO.,.

20 Actividad especifica de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del 81
musculo ventral de I. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SO, y
ultrafiltracion.

21 Actividad especifica (pH 8) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 82
del masculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio
anionico en lote, precipitacion con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

Arisai del Carmen Hernandez Samano 12



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

Figura Pagina
22 Actividad especifica (pH 6-10) de fracciones proteoliticas del extracto 83
proteolitico del musculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografia de

intercambio aniodnico en lote, precipitacion con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

23 Actividad especifica (pH 8) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 84
del tracto digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio
anionico en lote, precipitacién con (NH,4),SO, y ultrafiltracién.

24 Actividad especifica (pH 6-10) de fracciones proteoliticas del extracto 85
proteolitico del tracto digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de
intercambio anionico en lote, precipitacion con (NH,;),SO, y ultrafiltracion.

25 Actividad especifica (pH 8) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico 86
de los tentaculos de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio
anionico en lote, precipitacion con (NH,4),SO, y ultrafiltracion.

26 Actividad especifica (pH 6-10) de fracciones proteoliticas del extracto 87
proteolitico de los tentaculos de . fuscus obtenidas por cromatografia de
intercambio anidnico en lote, precipitacion con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

27 Perfil cromatografico (LPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado 88
del masculo ventral de 1. fuscus.

28 Perfil cromatografico (LPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado 88
del tracto digestivo de I. fuscus.

29 Perfil cromatografico (LPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado 89
de los tentaculos de I. fuscus.

30 Efecto del pH sobre la actividad proteolitica de extractos parcialmente 90
purificados de I. fuscus.

31 Efecto de la temperatura, a pH 6, sobre la actividad proteolitica de extractos 92
parcialmente purificados de I. fuscus.

32 Efecto de la temperatura, a pH 8, sobre la actividad proteolitica de extractos 93
parcialmente purificados de I. fuscus.

33 SDS-PAGE del extracto proteolitico parcialmente purificado del musculo 94
ventral de I. fuscus. Tincion con azul de Coomassie.

34 SDS-PAGE del extracto proteolitico parcialmente purificado del musculo 94
ventral de I. fuscus. Tincion con plata.

35 Zimografia del efecto del pH sobre la actividad del extracto proteolitico 95
parcialmente purificado del musculo ventral de I. fuscus (hidrdlisis de caseina,
60°C).

36 Zimografia de la estabilidad térmica del extracto proteolitico parcialmente 95
purificado del musculo ventral de I. fuscus (hidrdlisis de caseina, pH 6, 60°C).
Preincubacién 1 h.

37 SDS-PAGE de los extractos proteoliticos parcialmente purificados de los 95
tentaculos y tracto digestivo de 1. fuscus. Tincion en plata.

Arisai del Carmen Hernandez Samano 13



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

Figura
38

39

40

41

42

43

44

45

46
47
48

49

50

o1

52

Zimografia de los extractos proteoliticos parcialmente purificados de los
tentaculos y tracto digestivo de 1. fuscus (hidrolisis de caseina, pH 6, 60°C).
Perfil cromatografico (RP-HPLC) del extracto proteolitico parcialmente
purificado del muasculo ventral de I. fuscus y actividad especifica de las
fracciones purificadas.

Perfil cromatografico (RP-HPLC) de la fraccion purificada “IV” del extracto
proteolitico parcialmente purificado del musculo ventral de I. fuscus y
actividad especifica de las subfracciones purificadas.

Perfil cromatografico (RP-HPLC) del extracto proteolitico parcialmente
purificado del tracto digestivo de 1. fuscus y actividad especifica de las
fracciones purificadas.

Perfil cromatogréafico (RP-HPLC) de la fraccion purificada “9” del extracto
proteolitico parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus y actividad
especifica de la subfraccién purificada.

Perfil cromatografico (RP-HPLC) del extracto proteolitico parcialmente
purificado de los tentaculos de 1. fuscus y actividad especifica de las fracciones
purificadas.

Perfil cromatografico (RP-HPLC) de la fraccion purificada “I” del extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus y actividad
especifica de la subfraccion purificada.

Perfil cromatogréafico (RP-HPLC) de la fraccion purificada “E” del extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus y actividad
especifica de la subfraccion purificada.

Actividad antioxidante de la fraccion menor a 3 kDa del hidrolizado de
proteina muscular de I. fuscus (E:S=1:1, a 24 h).

Perfil cromatogréfico de la fraccion menor a 3 kDa del hidrolizado de proteina
muscular de I. fuscus (E:S=1:1, 24 h) para la purificacion de los péptidos.
Actividad antioxidante del péptido “II” de la fraccion menor a 3 kDa del
hidrolizado de proteina muscular de 1. fuscus (E:S=1:1, 24 h).

SDS-PAGE de hidrolizados de proteinas de huevo y leche generados por
hidrélisis con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de
I. fuscus.

Densitogramas de perfiles electroforéticos de hidrolizados de proteinas de
huevo y leche generados por hidrolisis con extracto proteolitico parcialmente
purificado de los tentaculos de I. fuscus.

SDS-PAGE de hidrolizados de ovoalbimina generados por hidrélisis con
extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus.
Perfil cromatogréfico (RP-HPLC) de hidrolizados de ovoalbdmina generados
por hidrolisis con extracto proteolitico parcialmente purificado de los
tentaculos de 1. fuscus.

Pagina

96

96

97

97

98

98

99

99

103

104

104

106

106

107

108

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano

14



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

Figura Pagina
53 SDS-PAGE de hidrolizados de caseina generados por hidrolisis con extracto 109
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus.
54 Perfil cromatogréafico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseina generados por 109
hidrolisis con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de
I. fuscus.
55 Perfil cromatografico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseina generados por 110
hidrdlisis con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de
I. fuscus.
56 SDS-PAGE de hidrolizados de caseina generados por hidrolisis con extracto 110
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus.
57 Perfil cromatografico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseina generados por 111
hidrélisis con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de
I. fuscus.
Arisai del Carmen Hernandez Samano 15



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

Anexo

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

INDICE DE ANEXOS

Curvas estandar para la determinacién de concentracién de proteina.

Anaélisis de especimenes I. fuscus recolectados en el Golfo de California.
Andlisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey de la
actividad de extractos proteoliticos crudos del muasculo ventral de I. fuscus en
funcidn del tiempo de reaccion.

Anadlisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del efecto del
pH sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.

Andlisis de varianza y comparacion maltiple de medias por Tukey de la
estabilidad al pH de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.

Anaélisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del efecto de
la temperatura sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.
Anélisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey de la
estabilidad a la temperatura de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.
Caélculo de tiempo de vida media de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus.
Anaélisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del efecto de
almacenamiento en refrigeracion sobre la actividad de extractos proteoliticos
crudos de 1. fuscus.

Anaélisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del efecto de
inhibidores de proteasas sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de 1.
fuscus.

Analisis de varianza y comparacion mualtiple de medias por Tukey del efecto de
iones sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.

Analisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey de actividad
de extractos proteoliticos parcialmente purificados de I. fuscus.

Analisis de varianza y comparacion maltiple de medias por Tukey del efecto del
pH sobre la actividad de extractos proteoliticos parcialmente purificados de I.
fuscus.

Analisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del efecto de
la temperatura sobre la actividad de extractos proteoliticos parcialmente
purificados de I. fuscus.

Analisis de varianza y comparacién maultiple de medias por Tukey de
purificacion de proteinas de I. fuscus por HPLC.

Curvas de calibracion e hidrolizados de proteina del musculo de 1. fuscus para el
calculo de actividad antioxidante.

Curvas de calibracion e hidrolizados de proteina y gelatina del mdsculo de I.
fuscus para el célculo de actividad antioxidente.

Curvas de calibracion y péptidos de hidrolizado de proteina del musculo de |I.
fuscus para el calculo de actividad antioxidante.

Curvas de calibracion y péptidos purificados de hidrolizado de proteina del
masculo de I. fuscus para el calculo de actividad antioxidante.

Pagina

140
141

141

142

142

143

143

144

144

145

146

146

147

147

148

149

150

151

152

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano

16



ABREVIATURAS

Abreviatura

Significado

U/mg Actividad especifica= unidad de actividad proteolitica (U)/mg de proteina.
Kd Constante de inactivacion enzimatica aparente.
tyo Tiempo de vida.
AUC Area bajo la curva “Area under the curve” (de cinética de fluorescencia).
Net AUC | Area bajo la curva neta.
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
TLCK Na-tosil-L-lisin clorometilcetona.
TI Inhibidor de tripsina.
EDTA Acido 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 Cromatografia liquida de baja presion “Low pressure liquid chromatography”.
RP-HPLC | Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa “Reverse phase-High
resolution liquid chromatography”.
LC-MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas “Liquid
6 HPLC-MS | chromatography-Mass spectrometry”.
ORAC-FL | Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno-fluoresceina “Oxygen radical
absorbance capacity-fluorescein”.
LDTI “Leech derived tryptase inhibitor”.
F1 Fraccién no retenida por cromatografia de intercambio aniénico en lote.
F2 Fraccion eluida con NaCl 0.25 M por cromatografia de intercambio aniénico
en lote.
F3 Fraccion eluida con NaCl 0.50 M por cromatografia de intercambio anidnico
en lote.
F2 pp.60% | Fraccion eluida con NaCl 0.25 M por cromatografia de intercambio anionico
>100 kDa | en lote, precipitada con sulfato de amonio saturado al 60%, con peso
molecular mayor a 100 kDa.
F3 pp.60% | Fraccion eluida con NaCl 0.50 M por cromatografia de intercambio aniénico
>100 kDa | 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 unicas.
Los pepinos de mar son invertebrados del fondo marino apreciados en la gastronomia
oriental por su alto valor nutricional y compuestos bioactivos. Dichos organismos poseen
un importante caracter autolitico, lo que ha motivado el estudio de sus enzimas
proteoliticas. No obstante, hasta el momento no existen reportes acerca de las proteasas de
Isostichopus fuscus, una de las especies de pepino de mar mas abundantes en México. Por
lo tanto, el objetivo de la presente tesis fue purificar parcialmente y caracterizar extractos
proteoliticos de diferentes drganos de I. fuscus del Golfo de California (México) y estudiar
su capacidad para generar hidrolizados de proteinas. Se capturaron 12 especimenes y se
observaron sus caracteristicas morfoldgicas externas, se analizaron las espiculas presentes y
se determinaron los parametros morfométricos. Los pepinos de mar se disectaron en
musculo ventral, tracto digestivo y tentaculos para la determinacion del contenido de
proteina y obtencidn de extractos proteoliticos crudos para su caracterizacion enzimatica,
en la que se determind: el pH 6ptimo de actividad proteolitica, la estabilidad al pH, la
temperatura Optima de actividad, la estabilidad a la temperatura, el efecto de
almacenamiento a 4°C, cinéticas de desnaturalizacion térmica, el tiempo de vida media, el
efecto de inhibidores de proteasas, el efecto de iones metalicos, el peso molecular por
electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), y la
identificacion de actividad proteolitica por zimografia (hidrolisis de caseina 2% a pH 6 y
60°C). Ademas, se purificaron parcialmente los tres extractos proteoliticos crudos
obtenidos, se determind el efecto del pH y la temperatura sobre su actividad proteolitica, y
se estimd el peso molecular de las proteasas presentes por SDS-PAGE. La purificacion
parcial de los tres extractos proteoliticos se realizd6 mediante cromatografia de intercambio
anionico, en lote y por cromatografia liquida de baja presion (LPLC) (elucion con NaCl 0.5
M). El extracto proteolitico del musculo ventral, adicionalmente, se sometid a precipitacion
de proteinas con sulfato de amonio saturado al 60% Y ultrafiltracion con membranas de 100
kDa (recuperando las proteasas mayores a 100 kDa), debido a que con esa combinacion de
métodos de purificaciobn se obtuvo mayor actividad proteolitica durante estudios
preliminares. Posteriormente, los extractos proteoliticos parcialmente purificados fueron
purificados por cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC)
registrando su actividad proteolitica, factor de purificacion y porcentaje de recuperacion,
asimismo se determind la homologia de las proteasas purificadas de I. fuscus con otras
proteasas por medio de espectrometria de masas (MS). Finalmente, se utilizd el extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos para generar hidrolizados de proteina.
Los hidrolizados de proteina se obtuvieron a partir del masculo dorsal de I. fuscus, de dos
proteinas del huevo (ovoalbimina y lisozima) y dos proteinas lacteas (caseina y PB-
lactoglobulina). Los hidrolizados de proteina fueron generados con diferentes relaciones
enzima:sustrato y tiempos de hidrolisis. En el caso de los hidrolizados del masculo dorsal
se midié la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) de los péptidos
generados, seleccionando el hidrolizado con mayor valor de ORAC para la purificacion del
péptido con mayor capacidad antioxidante, la cual consto de ultrafiltracion con membranas
de 3 kDa y RP-HPLC. En el caso de los hidrolizados de las proteinas de huevo y leche, los
péptidos generados se analizaron por SDS-PAGE y RP-HPLC, seleccionando las proteinas
con mayor hidrdlisis.
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Las caracteristicas morfoldgicas externas y el analisis de espiculas confirmaron el
género y la especie de I. fuscus, el peso y longitud promedios fueron de 380 g y 23.3 cm
correspondientes a especimenes adultos de 5 a 7 afios de edad. Se determiné 21% de
proteina en el musculo ventral, 32% en el tracto digestivo y 15% en los tentaculos, similar a
lo reportado para Isostichopus badionotus. El extracto proteolitico crudo del musculo
ventral presento actividad optima a pH 2, 6, y 8 (37°C). Los extractos proteoliticos crudos
del tracto digestivo y de los tentaculos coincidieron en el pH Optimo de actividad,
presentando actividad maxima a pH 6 y 8 (37°C). Los extractos proteoliticos crudos de las
tres regiones estudiadas presentaron estabilidad en un intervalo de pH entre 2 y 8. El
musculo 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
tentaculos a pH 3-5 y 7 (91-95% de actividad residual). De manera analoga, las
temperaturas Optimas de actividad proteolitica de los extractos proteoliticos crudos fueron
40-60°C; 40 y 70 °C; y 60°C, respectivamente. Adicionalmente, se observé que a bajas
temperaturas, entre 0 y 10 °C, los tres extractos proteoliticos estudiados presentaron
actividad proteolitica, ésta es una caracteristica relevante debido a que permitiria un menor
gasto de energia ya que no seria necesario elevar la temperatura para alcanzar alta actividad
proteolitica. Los extractos proteoliticos fueron estables a temperaturas entre 10 y 50°C; el
masculo ventral de 20-30°C (91-100% de actividad residual); el tracto digestivo de 30-
50°C (85-89% de actividad residual); y los tentaculos a 10 y 30 °C (85-86% de actividad
residual); por lo que el tracto digestivo fue el mas estable a alta temperatura. Los extractos
proteoliticos crudos presentaron actividades residuales de 52% para el musculo ventral,
41% para el tracto digestivo y 66% para los tentaculos, después de permanecer 22 dias a
4°C. Ademas, todos los extractos proteoliticos 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
musculo ventral fue el mas estable a la desnaturalizacion térmica con tiempo de vida media
de 3.5 h, seguido del extracto del tracto digestivo con 3.1 h y de los tentaculos con 2.6 h.
No obstante, no es posible establecer la resistencia de una proteasa especifica a la
desnaturalizacion por calor, debido a que se emplearon extractos crudos donde estan
presentes diferentes enzimas proteoliticas. EI comportamiento de los extractos proteoliticos
crudos de I. fuscus ante el pH y temperatura, indicd 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 caracteristicas de las proteasas de I. fuscus estan ligadas a las
diferencias que existen entre dichas especies y los habitats en que se desarrollan. A pH 6, el
extracto proteolitico crudo del masculo ventral fue parcialmente inhibido con pepstatina A
(68% de actividad residual) y B-mercaptoetanol (76% de actividad residual); el extracto
proteolitico del tracto digestivo fue parcialmente inhibido con PMSF (79% de actividad
residual) y pepstatina A (81% de actividad residual); y el extracto proteolitico de los
tentaculos fue parcialmente inhibido con TLCK (79% de actividad residual) y pepstatina A
(83% de actividad residual). Por lo tanto, se sugirié la presencia predominante de aspartil y
cistein proteasas en el extracto proteolitico del mdsculo ventral, y en los extractos
proteoliticos del tracto digestivo y de los tentaculos, la presencia de serin y aspartil
proteasas. A pH 8, los extractos proteoliticos crudos mostraron inhibicion significativa con
EDTA (actividades residuales de 41% para musculo ventral, 71% para tracto digestivo y
81% para tentaculos) y TI (actividades residuales de 54% para musculo ventral, 75% para
tracto digestivo y 82% para tentaculos). Por lo tanto, los resultados anteriores sugirieron la
presencia predominante de metalo proteasas en los tres extractos proteoliticos.
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La actividad de las proteasas del extracto del musculo ventral se inhibié cerca de la
mitad con Cu®* (42% de actividad residual) y Mn** (59% de actividad residual), mientras
que Hg®* aumenté 16% la actividad proteolitica; el extracto proteolitico del tracto digestivo
presentd la menor actividad residual con Ba®* (75%), mientras que el Ca** aumentd 1% la
actividad proteolitica; y el extracto proteolitico de los tentaculos se inhibié parcialmente
con Ba®* (71% de actividad residual). El extracto proteolitico del mésculo ventral presenté
una proteina predominante de 180 kDa; en el extracto del tracto digestivo se identificaron
dos proteinas de 109 y 39-42 kDa; y en el extracto de los tentaculos tres proteinas de 106,
68 y 39 kDa. Los estudios de zimografia mostraron la presencia de proteasas en los tres
extractos proteoliticos. Con base en los resultados obtenidos en los estudios de efecto de
iones sobre las proteasas y electroforesis, se sugirid la presencia de cistein y metalo
proteasas en los tres extractos proteoliticos crudos.

Los tres extractos proteoliticos parcialmente purificados mostraron actividades
Optimas en los siguientes valores o intervalos de pH: pH 6-8 y pH 10 para el musculo
ventral; pH 6 y pH 8-9 para el tracto digestivo; y pH 6-8 para los tentaculos; similar a lo
reportado para S. japonicus. EI pH del agua donde habitan los pepinos de mar podria influir
en el comportamiento de sus enzimas digestivas como se ha demostrado para otras especies
marinas, el pH para el cultivo 6ptimo de I. fuscus es de 8.4-8.5. Asimismo, la tendencia del
aumento de la actividad proteolitica hacia pH alcalino podria 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, asi como al tipo de alimentacién, ya que se
ha demostrado que factores tales como caracteristicas fisiologicas y régimen nutricional
influyen en la actividad de las enzimas digestivas de especies marinas. Las temperaturas a
las que se presentaron las actividades proteoliticas Optimas, a pH 6, de los extractos
proteoliticos parcialmente purificados del muasculo ventral, del tracto digestivo y de los
tentaculos fueron 50°C, 60°C, 10°C, respectivamente; mientras que las actividades
proteoliticas 6ptimas a pH 8 se observaron a 10°C para el musculo ventral; 50°C para el
tracto digestivo; y 30 y 50 °C para los tentaculos. En general, las proteasas de I. fuscus
mostraron actividad Optima a temperaturas mas altas que las proteasas de S. japonicus,
posiblemente por las caracteristicas fisicoquimicas 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 mas de 30°C. Se ha reportado que la temperatura 6ptima de las
proteasas de organismos marinos generalmente varia con el tipo de 6rganos y especies. En
el mismo contexto, en los pH’s y temperaturas estudiados, el extracto proteolitico
parcialmente purificado de los tentaculos mostré mayor actividad proteolitica que los otros
extractos estudiados, lo que sugiri6 un sistema alternativo de digestion ya que el pepino de
mar es capaz de expulsar sus drganos internos (como método de defensa) y regenerarlos. Se
identificd una proteasa con peso molecular estimado entre 46 y 49 kDa en los tres extractos
proteoliticos parcialmente purificados (musculo ventral, 49 kDa; tracto digestivo, 47 kDa;
tentaculos, 46 kDa). Los resultados coincidieron con lo reportado para cistein y metalo
proteasas de S. japonicus.

Los extractos proteoliticos purificados del musculo ventral, del tracto digestivo y de
los tentaculos presentaron actividades especificas de 17252 U/mg, 7504 U/mg, y 3907
U/mg, con factores de purificacion de 26.6, 28.2, y 12.2, y recuperacién del 0.5%, 1.2%, y
1.7%, respectivamente.
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Se encontro ligera homologia con tripsina y complejo tripsina-inhibidor de triptasa
(LDTI, “Leech derived tryptase inhibitor”), sin embargo, al no tener homologia con serin,
aspartil, cistein 0 metalo proteasas previamente descritas, se sugirié que pueden tratarse de
nuevos miembros del grupo de las proteasas.

El hidrolizado de proteina muscular de 1. fuscus generado con el extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus, tuvo mayor actividad
antioxidante con una relacion enzima:sustrato de 1:1 por 24 h. La fraccion con peso
molecular menor a 3kDa de dicho hidrolizado tuvo una capacidad antioxidante de 0.92
MOl rrolox/MQproteina (Valor de ORAC), coincidiendo con el efecto antioxidante del Trolox
(antioxidante sintético). El péptido purificado de dicha fraccion tuvo un valor de ORAC de
0.74 pmolroiox/Mproteina. La produccion de péptidos antioxidantes a partir del masculo de |.
fuscus autolizado o de baja calidad puede ser una alternativa para aprovechar este recurso.

Por otra parte, la ovoalbimina y la caseina tuvieron mayor hidrolisis con el extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus (relacién enzima:sustrato
1:2, v/v) comparado con la hidrolisis de lisozima y PB-lactoglobulina. Se obtuvieron
péptidos de ovoalbumina 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 hidrdlisis de caseina 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 caseina se hidroliz6 nuevamente pero a una relacion
enzima:sustrato mayor (1:4, v/v) generandose péptidos de 14.2, 17.6 y 19.5 kDaa 7y 60 °C
por 24 h, y un péptido de 14.2 kDa a 7°C por 48 h. Existen escasos reportes sobre hidrolisis
de ovoalbumina y caseina 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 poblacion pediétrica es alérgica a las proteinas de leche y/o huevo. Ademas, los péptidos
generados en la hidrélisis de caseina y ovoalbimina podrian poseer actividades bioldgicas
benéficas.

En conclusion, se observo la presencia de proteasas estables al pH, a la temperatura
y al almacenamiento en refrigeracion, y con actividad proteolitica a baja temperatura, lo
gue genera ventajas en su utilizacion. En el mismo contexto, el estudio del extracto
proteolitico de los tentaculos de I. fuscus es una aportacion novedosa ya que hasta el
momento se desconocen reportes sobre proteasas de los tentaculos de pepinos de mar.
Adicionalmente, no se ha reportado la presencia de péptidos antioxidantes en hidrolizados
de proteina de I. fuscus, ni la generacion de hidrolizados de proteinas (en este caso, proteina
muscular de I. fuscus, y proteinas de huevo y leche) con proteasas de pepino de mar.
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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 Kkinetics, 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 NacCl). 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 1. 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 1. fuscus, two egg proteins (lysozyme and ovalbumin) and two milk proteins
(casein and pB-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 1. 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 1. 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 B-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*
(42% residual activity) and Mn?* (59% residual activity), while Hg®" increased 16%
proteolytic activity; proteolytic extract from digestive tract showed the lowest residual
activity with Ba?* (75%), whereas Ca®* increased 1% proteolytic activity; and proteolytic
extract from tentacles was partially inhibited with Ba®* (71% residual activity).
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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 1. fuscus generated with the partially purified
proteolytic extract from 1. 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 pmoltroiox/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
umolrrolox/ 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 B-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 INTRODUCCION

Cuando se intentan comprender los procesos quimicos 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, tamafio, 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 purificacion 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 mas importantes y ampliamente utilizadas (Chaplin y Bucke,
1990; Whitaker, 1994), por ejemplo, en la industria de detergentes y cuero, asi 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 Unicas en comparacion con las enzimas proteoliticas de animales terrestres,
plantas 0 microorganismos. Entre éstas propiedades destacan su mayor eficiencia catalitica,
estabilidad a bajas temperaturas de reaccion, considerable actividad y estabilidad catalitica
a pH neutro y alcalino, entre otras (Haard y Simpson, 2000). EI conocimiento sobre estas
enzimas es Util tanto para determinar los plazos maximos de almacenamiento (evitando la
autolisis) y para desarrollar aplicaciones précticas en fisiologia, bioquimica y ciencias de la
alimentacion (Garcia-Carrefio, 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 reaccién
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
informacion basica (Haard y Simpson, 2000).

Por otra parte, los pepinos de mar han llamado la atencién por sus multiples
peculiaridades. Dichos organismos son invertebrados marinos de cuerpo cilindrico que
viven en el fondo de los mares. Pertenecen al phylum Echinodermata y clase
Holothuroidea; en este phylum también se encuentran los erizos, lirios, arafias y estrellas de
mar. Los holotdridos cumplen un importante papel ecol6gico en la estructura y
funcionamiento de las comunidades bentonicas (Bakus, 1973). Ademas, son muy
demandados en el mercado asiatico para su consumo, destacando China y Japon a nivel
mundial (Toral-Granda, 2008; Purcell y col., 2010), lo que ha contribuido al desarrollo de
una pesqueria especifica sobre esta especie (De Paco y col., 1993). Son apreciados en la
gastronomia oriental como un alimento tradicional con supuestas propiedades afrodisiacas
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
farmaceéutica (Lovatelli y col., 2004). El pepino de mar deshidratado de alta calidad puede
Ilegar a alcanzar precios de hasta 500 ddlares 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 proteina y 2% de grasa, variando segun la especie
(Wang, 1997) y posee altos niveles de aminoécidos esenciales como arginina, valina,
leucina y triptofano (Lovatelli y col., 2004). Asimismo cerca del 70% del total de proteina
consiste de coladgeno (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 Meéxico, la captura de pepino de mar se inicié a finales de la década de 1980, sobre
todo en las peninsulas de Baja California y Yucatan (Lovatelli y col., 2004). Una de las
especies mas abundantes es el pepino de mar café Isostichopus fuscus (Ludwig, 1875), la
cual es la especie comercial mas comdn encontrada en el oriente del Pacifico. I. fuscus se
distribuye desde Baja California (México) a Ecuador (Deichmann, 1958; Maluf, 1991). Es
uno de los holotaridos méas grandes y de los mas cotizados en el mercado asiatico 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-Leon y col., 1995). Sin embargo, en México, es extraido y exportado
de forma ilegal desde antes de otorgarse los primeros permisos de pesca comercial en 1987.
La medida de proteccion que se tiene actualmente es la NOM-059-SEMARNAT-2010 que
determina a la especie en la categoria de protegida (Diario Oficial, 2004).

Los pepinos de mar poseen alta capacidad digestiva y de autolisis en respuesta a
diferentes factores ambientales y mecanicos (Dai, 1990), por lo que se han realizado varios
estudios sobre sus enzimas proteoliticas. Entre las especies de pepino de mar mas
estudiadas por su valor comercial se encuentra Stichopus japonicus, procedente de los
mares de Japon 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 proteoliticos de I. fuscus capturado en el
Golfo de California (México) y estudiar la capacidad de sus proteasas para generar
hidrolizados de proteinas.
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2  REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Caracteristicas generales de Isostichopus fuscus.

El phylum Echinodermata figura entre los invertebrados marinos bentonicos mas conocidos,
estd formado por las clases Asteroidea (estrellas de mar), Ofiuroidea (arafias de mar), Equinoidea
(erizos de mar), Crinoidea (lirios de mar) y Holothuroidea (pepinos de mar) (Calva, 2002).

El nombre holoturoideo fue dado por el filésofo griego Aristételes (“holos™: completo y
“thurios”: empujar, avanzar). El nombre cientifico Cucumis marimus el cual significa “pepino de
mar” fue acufiado por el taxonomista de invertebrados Pliny the Elder (23-79 A.D.) (Ridzwan y
col., 2007). Este organismo es conocido comUnmente como pepino de mar (espafiol), sea cucumber
(inglés), namako (japonés), trepang, béche-de-mer, balate (quizd en Malayo), cohombro de mar,
carajo de mar, entre otros.

2.1.1 Clasificacion taxonomica.
La clasificacion taxondmica del pepino de mar Isostichopus fuscus es la siguiente:

Dominio: Eukarya.

Reino: Animal.

Phylum: Equinodermata.

Clase: Holothuroidea.

Orden: Aspidochirotida.

Familia: Stichopodidae.

Género: Isostichopus.

Especie: fuscus.

Nombre cientifico: Isostichopus fuscus, Ludwig 1875 (sinénimo: Stichopus fuscus).
Nombre comdn: pepino de mar café.

En general, los pepinos de mar son clasificados y divididos taxonémicamente con base en la
descripcion de las siguientes caracteristicas morfoldgicas externas e internas (Zetina y col., 2002):
forma general del cuerpo, disposicion y forma de los pies ambulacrales, nimero y forma de los
tentaculos, forma del anillo calcareo y forma y combinacion de espiculas u osiculos (Pawson, 1982;
Toral-Granda, 2005). A continuacion se describiran las caracteristicas morfolégicas de I. fuscus.

2.1.2 Caracteristicas morfoldgicas externas e internas.

Morfoldgicamente la clase Holothuroidea presenta un cuerpo cilindrico donde se aprecia
perfectamente diferenciada una superficie dorsal y una ventral, asi como una parte anterior donde se
encuentra la boca rodeada de tentaculos y el extremo posterior distal donde esté el ano (Figura 1)
(Solis-Marin y col., 2009).

I. fuscus tiene una longitud total media de 20.8 £ 2.8 cm, con tamarios que van desde 13 hasta
31 cm (Toral-Granda y Martinez, 2007). Son animales adaptados a la reptacion, por lo cual poseen
pies ambulacrales, de los cuales los mas desarrollados son los inferiores; otros pies se sitlan en los
dos radios dorsales, son llamados “podios” y tienen funciones sensibles (Figura 1). Hay diferentes
formas de tenticulos: dendroide, pinado, digitado, peltado y peltado-dendroide. 1. fuscus presenta
tentaculos peltados (Solis-Marin y col., 2009).
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Figura 1. Morfologia externa de I. fuscus, ejemplar del complejo insular Espiritu Santo del Golfo de
California (México). SD = Superficie dorsal; A = Ano; B = Boca; P = Podios.

La forma del cuerpo, nimero y forma de tentaculos, posicion de la boca y el ano,
disposicién y forma de los pies ambulacrales son las caracteristicas morfoldgicas que determinan
los grupos a nivel de orden (Solis-Marin y col., 2009).

Las caracteristicas morfoldgicas internas mas importantes para la clasificacion a nivel de
familia y género son: la forma del anillo calcareo, nimero y forma de los canales pétreos, forma y
numero de madreporitas, nimero y longitud de vesiculas de Poli, disposicion de gdnadas, presencia
0 ausencia de tubulos de Cuvier, musculos retractores, forma y disposicion de los arboles
respiratorios, forma de los musculos longitudinales y disposicién y trayectoria del intestino (Figura
2) (Solis-Marin y col., 2009).

El sistema digestivo clasico del orden Aspidochirotida, al cual pertenece I. fuscus, comienza
en los tentaculos, continda con la boca y prosigue el eséfago y la region estomacal, enseguida se
produce un angostamiento y el intestino. De todo el sistema, el 6rgano méas conspicuo es el intestino
el cual se encuentra enrollado dentro del celoma. Dicho enrollamiento muestra una posicion
definida, puesto que primero desciende a la parte posterior (intestino delgado), recorriendo la region
media dorsal, luego se curva y asciende a la parte anterior; desciende a lo largo de la region ventral
media y la parte final del intestino prosigue en un recto de tamafio considerable que desemboca en
una cloaca amplia y por ltimo esta el ano (Figura 2). Frecuentemente el intestino y el recto
contienen arena.

Anillo  {u>
), Calcareo \T

Tentaculos
bucales

Figura 2. Representacion esquematica de la morfologia interna de I. fuscus (Ruppert y Barnes,
1996).
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Para la identificacion de la especie, la caracteristica mas importante es la diferente
combinacion y forma de depdsitos calcareos llamados espiculas u osiculos (estructuras de carbonato
de calcio con tamaiios entre 20 y 600 pum) los cuales conforman el endoesqueleto de los pepinos de
mar, estos se encuentran embebidos en la piel y en las paredes de algunos 6rganos internos (Solis-
Marin y col., 2009), estas estructuras internas y el sistema vascular acuifero son las que les
confieren sostén y movilidad (Brusca y Brusca, 2003).

Existen diferentes formas de espiculas: mesas o tablas, botones, placas perforadas, cuerpos
en forma de “C” y barrotes, entre otros. La familia Stichopodidae, a la que pertenece |. fuscus,
posee generalmente espiculas en forma de tablas, en algunas ocasiones cuerpos en forma de “C”y,
con menor frecuencia, botones. Este tipo de espiculas son uno de los elementos esqueléticos mas
comunes en la piel (Solis-Marin y col., 2009).

2.1.3 Alimentacion.

No se han dilucidado todavia la mayoria de los mecanismos alimenticios de los pepinos de
mar. Sin embargo, se sabe que en su alimentacion siempre intervienen los tentaculos y que se
alimentan de recursos como plancton, detritus, contenido organico 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 alimentacion
artificial utilizada estuvo compuesta principalmente de harina de pescado, Sargassum thumbergii y
subproductos solidos de la produccién de vino y cerveza. Los autores determinaron que el
contenido 6ptimo de proteina en la dieta es de 22%. La tasa maxima de ganancia de peso ocurrid
cuando la dieta era rica en treonina, valina, leucina, fenilalanina, lisina, histidina y arginina; y
disminuy6 cuando la dieta era rica en fibra.

Especificamente para I. fuscus no se tiene una dieta estandar definida para su produccion en
acuicultura. En Ecuador, se esta realizando el cultivo de esta especie a pequefia escala a través de
experimentos sobre alimentacion de larvas de |. 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 holotdrido y se estan realizando estudios para definir el tipo de
alimentacion 6ptima para su produccién. Inicialmente se han utilizado mezclas de microalgas y
suplementos. Battaglene (1999) utiliz6 la mezcla de méas 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 Reproduccion.

I. fuscus presenta sexos separados; es gonocoérico (dioico), aunque no muestra dimorfismo
sexual externo, el sexo se identifica mediante la histologia de las génadas (Howaida y col., 2004).
Tienen una Unica gonada 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-Leon y col., 1995).
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I. fuscus alcanza la madurez sexual cuando tiene un peso de 161 a 171 g (peso humedo
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 dias, alcanzando 35 mm a los 72
dias en cultivo (Mercier y col., 2004). Al igual que otros equinodermos, algunas especies incuban
sus huevos. La incubacion 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 holotaridos se estima entre los 5 y 10 afios, los especimenes
mas viejos podrian tener alrededor de 12 afios de edad (Cameron y col., 1989).

Figura 3. Morfologia externa de I. fuscus juvenil (Mercier y col., 2004). T = Tentaculos; P =
Pigmentos de la pared del cuerpo; | = Intestino; AP = Podios ambulacrales; A = Ano; PA = Papilas.

2.1.5 Depredadores.

Los pepinos de mar tienen pocos enemigos naturales, se mencionan s6lo algunos como
cangrejos, peces y estrellas de mar del género Solaster (Calva, 2002). También, dentro de los
equinodermos, los holotlridos representan la clase mas infestada por parasitos, mas de un tercio de
los parasitos viven sobre o dentro de holotdridos (Jangoux, 1990). Las partes principales del cuerpo
que sufren las infestaciones son el sistema digestivo y el celoma. Las enfermedades son en su
mayoria estructurales como llagas en la superficie de la epidermis, perforaciones en el arbol
respiratorio y en el celoma. Se han registrado como parasitos algunas bacterias causantes de
ulceracion de la piel, hongos, protozoos que viven en el tracto digestivo y arbol respiratorio, y
metazoos como platelmintos del phylum Platyhelminthes (Becker, 2002; Barel y Kramer, 1977).

2.1.6 Mecanismos de defensa y regeneracion celular.

Los pepinos de mar tienen estrategias singulares de defensa contra sus depredadores.
Algunas especies son capaces de expulsar los Ilamados “tGbulos de Cuvier” los cuales estan
compuestos aproximadamente de 60% de proteinas y 40% de carbohidratos, una composicién Gnica
entre las secreciones de invertebrados marinos (DeMoor y col., 2003). Los tabulos de Cuvier
poseen una gran adhesividad por lo que inmovilizan e inhabilitan al depredador. Dicha adhesividad
se debe parcialmente a las proteinas (DeMoor y col., 2003; VandenSpiegel y Jangoux, 1987). I.
fuscus no presenta tabulos de Cuvier, sin embargo, utiliza otra estrategia de defensa la cual consiste
en expulsar su tracto digestivo a traves del ano para distraer al depredador y escapar. Los érganos
expulsados son sustituidos por el organismo por diferentes mecanismos de regeneracion biolégica
(Dolmatov y col., 2009). EI tiempo requerido para la regeneracion de los érganos eviscerados varia
entre especies. Experimentalmente, se ha observado que los holoturidos regeneran el tracto
digestivo en aproximadamente un mes, aunque Holothuria scabra requiere solo 7 dias para el
proceso completo de regeneracion; Sclerodactyla briareus y Holothuria glaberrima requieren de 20
a 30 dias, y Stichopus mollis requiere de 145 dias (Garcia-Arraras y col., 2001).
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La evisceracion de érganos, no es el inico mecanismo de defensa de los holotudridos, ciertas
especies de los géneros Holothuria, Stichopus, Cucumaria, Paraaudina, Thelenota, Pentacta y
Actinopyga también descargan, al ser manipulados, un fluido gomoso procedente de glandulas
especiales situadas en la pared del cuerpo (Valledor, 1994). Este fluido contiene una sustancia
designada como holoturina, la cual estd constituida por saponinas y glucdsidos, que tiene una
funcion defensiva contra los depredadores (Kalinin y col., 2008). La holoturina es toxica al ser
ingerida y es irritante para la piel. EI mal sabor de ésta toxina quizé explique que los holoturidos
tienen muy pocos predadores. Por otra parte, el fluido viscoso hace que se adhieran particulas de
arena sobre la superficie externa del animal, incrementando su mimetismo, lo que probablemente
sea un método de defensa (Valledor, 1994).

2.1.7 Habitat y distribucién.

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 espiculas, son mas tolerantes a
las grandes profundidades, y por ende, a las altas presiones hidrostaticas (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 pesqueria de esta
especie se realiza a profundidades de 1 a 20 m (Fajardo-Leon y Vélez-Barajas, 1996). En Baja
California (México) reside principalmente en habitats de coral y roca (Herrero-Perézrul y col.,
1999). Esta especie se puede encontrar durante todo el dia, siendo mas 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 Galapagos
(Ecuador) (Deichmann, 1958; Maluf, 1991; Solis-Marin y col., 2009). Hooker y col. (2005) reporta
su presencia en las Islas Lobos de Afuera (Per(l) y Caso (1961) incluye a la Patagonia. Se puede
encontrar en todo el archipiélago de las Islas Galapagos, con densidades mas altas en las Islas
Fernandina e Isabela (Murillo y col., 2002). En México, la distribucion geogréafica de esta especie
comprende principalmente las costas de Sonora, Baja California y Baja California Sur (BCS)
(Figura 4), asi como en la costa oeste de BCS, al sur de la Isla Margarita (Deichmann, 1958; Caso,
1961; Fajardo-Ledn y col., 1995). En el litoral del Pacifico, en los estados de Guerrero y Oaxaca
(Salgado-Castro, 1994; Fajardo-Ledn y Vélez-Barajas, 1996).
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Figura 4. Areas de captura de 1. 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 oceanicos y devuelve nutrientes a la red alimenticia. Por lo tanto, permite que los
nutrientes del fondo sean aprovechables por organismos de otros niveles troficos. Son los
responsables de cambios significativos en la composicion del sedimento y reciclaje de nutrientes.
Asimismo, mezcla las capas superiores del fondo facilitando la penetracion de oxigeno (Calva,
2002). Este proceso evita la acumulacién de materia organica en descomposicion y puede ayudar a
controlar poblaciones de plagas y organismos patdgenos, incluidas ciertas bacterias.

Coulon y Jangoux (1993) encontraron gque una poblacion de Holothuria tubulosa puede
filtrar de 5.9 a 12.9 kg m™ afio™ de sedimento dependiendo de los regimenes de temperatura y
tamafio corporal. Debido a esta actividad de alimentacién, los holotdridos 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 holoturidos 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 Litzen, 1972). Algunos peces se pueden
alojar en la cloaca del pepino de mar y entran o salen del animal cuando se abre el esfinter del ano
(Calva, 2002), la mayoria pertenece a los géneros Carapus y Encheliophis, de la familia Carapidae,
también son usualmente encontrados en el &rbol respiratorio o en la cavidad celémica. Los pepinos
de mar también actian como estimuladores del desarrollo para algunas larvas de Carapus sp.
(Lovatelli y col., 2004).
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2.1.9 Importancia econémica.

Los holoturidos son consumidos en diferentes preparaciones culinarias principalmente en
paises asiaticos (Figura 5). Generalmente se utiliza el masculo, 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 ténico y remedio tradicional en la
cultura asiatica 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
hipertension, asma, reumatismo, cortaduras, quemaduras, impotencia y constipacién (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 Japdn. 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 (Japon) (Purcell y col., 2010).

Multiples 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 extraido y
utilizado en la industria farmacéutica y de los alimentos, en este Ultimo caso como suplemento
alimenticio para deportistas por su contenido de sulfato de condroitina, componente principal del
cartilago, y para personas con algunas deficiencias nutricionales.

El precio de los pepinos de mar depende del tamafio del animal, el tipo de comercializacion,
en fresco o procesado, y principalmente de la calidad final. La talla comercial es de 24 cm de
longitud (Salgado-Castro, 1994). Los organismos mas grandes generalmente gobiernan los precios
por kilogramo. El pepino de mar japonés, Apostichopus japonicus, puede llegar a costar mas de 300
USD/kg seco en los mercados, si los animales estan en perfecto estado. Algunas especies tropicales,
particularmente Holothuria scabra y Holothuria lessoni pueden tener un alto precio si son
especimenes 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 Galapagos 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 produccién mundial de pepino de mar silvestre se origin6 en Asia,
seguida de Oceania (16%), Norte y Centroamérica (12%) y Africa (5%). La mayoria de la
recoleccion de pepino de mar en 2004 se realiz6 en el Océano Pacifico, en particular en el noroeste
(43%) y en la region 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 mas de 5 300 toneladas (TM), con un valor de 30.9 millones de dolares (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
Salomén. Hong Kong también fue el principal exportador en términos de valor con 22.7 millones de
dolares. Para el mismo afio, las importaciones de pepinos de mar ascendieron a 7 300 TM,
representando 56.7 millones de délares. Hong Kong SAR fue el primer importador en volumen con
4 400 TM, seguido por China y Taiwan, en términos de valor, Hong Kong fue el primer importador
con 50.4 millones de dolares. 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 minima cantidad
de pepinos de mar frescos o refrigerados (Lovatelli y col., 2004).

En la region centro-occidental del Pacifico (México, América Central y América del Sur)
existen alrededor de 300 especies de holotaridos en aguas poco profundas (Preston, 1993). Hay 35
especies de pepinos de mar conocidas y utilizadas para su produccién y comercializacién. 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 foment6 el inicio de su captura comercial en
México entre 1987 y 1988. El interés por explotar comercialmente este recurso se manifestd
principalmente en Baja California, y en Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacéan,
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
exportacion del producto: el pepino precongelado y el deshidratado, siendo la primera la méas
rentable (Aguilar-lbarra y Ramirez-Soberon, 2002). 1. fuscus es uno de los equinodermos
holotaridos méas grandes y de los mas cotizados en los mercados asiaticos por la textura suave de su
piel (Caso, 1961). En 2001, México tuvo una produccién de pepino de mar de 481 toneladas lo que
representd 2.6% de la produccion mundial. Actualmente la mayoria 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 importé mas 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 encontré entre 1 a 6 USD para
el afio 2013. Se reportd una produccion de 2 762.4 TM de pepino de mar, con un valor de 4.6
millones de dolares (SAGARPA, 2013; FAO, 2012). No hay informacién sobre las capturas y
exportaciones por especie.

2.1.10 Acuicultura de I. fuscus en México.

La produccion exitosa de juveniles de S. japonicus en la década de 1980 facilitd su
acuicultura en Japo6n 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 produccién de pepino de mar en el
norte de China. Es un sistema de alta densidad para la cria de pepinos de mar adultos y produccion
de juveniles. Cuando los pepinos de mar son lo suficientemente grandes, se ponen en estanques de
tierra 0 en aguas marinas costeras poco profundas para crecer (Yuan y col., 2006).
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La alimentacidn con dietas preparadas es un factor principal en la acuicultura para aumentar
el crecimiento y la produccion (Abdel-Tawwab y col., 2007; Xia y col., 2013). Los diferentes
métodos de procesamiento de alimentos para organismos acuaticos, causan cambios quimicos y
fisico-quimicos 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 alimentacion y digestion, requerimientos nutricionales y éptimos 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 Galapagos en instalaciones en las costas de Ecuador. Los autores presentaron informacién
sobre desove, fertilizacién, cultivo larvario, control de enfermedades y crecimiento de juveniles. El
estudio se realiz6 durante tres afios y se determind, que en condiciones dptimas, los pepinos de mar
juveniles pueden crecer hasta 8 cm de longitud en 3.5 meses. La tasa de supervivencia fue entre 30-
50%. Ademaés, proponen el uso de estanques de camarones abandonados como una opcion
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 mas 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, ademas estudiaron
aspectos como: alimentacion, crecimiento y biologia reproductiva de I. fuscus. Sin embargo, ain no
existen manuales estandares 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
Mazatlan, Sinaloa; y la Sociedad Cooperativa Piripichi S.C. de R.L. en colaboracién con la
Universidad Auténoma de Baja California Sur, donde tienen el objetivo de reproduccién y
produccion de semilla de I. fuscus para la recuperacion de la pesqueria en Baja California Sur. La
reproduccion acuicola de pepino de mar es impulsada también por los pescadores locales como una
alternativa a la pesca convencional (Herrero-Perézrul, 2005).

2.1.11 Tecnologia 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 produccion a nivel industrial,
existen diferentes procesos para la obtencién 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 presion durante 60 min con NaCl 3%, posteriormente son secadas en un
horno al vacio a temperatura ambiente y finalmente calentadas nuevamente a 60°C. En Maine,
Estados Unidos, los principales productos derivados de Cucumaria frondosa son el musculo
envasado al vacio o congelado y el musculo 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 Papta-Nueva Guinea, los pepinos de mar se secan en bastidores de malla
después de ser sometidos a ebullicion (Figura 6).
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Figura 6. Estacion de proceso de pepino de mar en Nueva Caledonia, Madagascar y PapUa-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 masculo seco
de pepinos de mar. En Malasia, los extractos de piel hervida se consumen como ténico para el
tratamiento del asma, la hipertension, el reumatismo, y la cicatrizacidn 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 reuméatica. 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 Legislacion para proteccion de 1. fuscus en México.

La explotacion ilegal de 1. fuscus en la peninsula de Baja California (México) se inici6 en la
década de 1980 como una actividad de pequefia escala que respondié a la demanda internacional de
los paises orientales. Los primeros permisos oficiales de pesca comercial de esta especie se
otorgaron en 1987 (Aguilar-Ibarra y Ramirez-Soberén, 2002).

En 2002, el pepino de mar 1. fuscus fue sujeto a proteccion especial, permitiendo el uso de
esta especie bajo condiciones restringidas. Para 2003, I. fuscus se incluyé en el Apéndice Il del
Convenio de Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES)
convirtiéndose en el primer y hasta ahora la Gnica 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
proteccién de especies especificas, especialmente si tales especies estan en el comercio ilegal para
abastecer a los mercados extranjeros (Willock y col., 2004).

En 2005, se desarroll6 un plan de manejo adaptativo bajo un esquema participativo de los
gobiernos locales y nacionales, comunidad cientifica y asociaciones de pescadores, para evaluar
continuamente el impacto de esta pesca. Este plan incluye la asignacion de cuotas para la
acuicultura y los informes de capturas y poblacion, esta sujeto a revision anual y es adaptado a los
nuevos resultados obtenidos (Toral-Granda, 2007). Esta informacion ayuda a decidir las medidas de
gestion adicionales para garantizar la sostenibilidad del recurso (Herrero-Perézrul, 1999).

Actualmente, la medida de proteccion para el pepino de mar estd4 publicada en el Diario
Oficial de la Federacion en la norma oficial mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, “Proteccidén
ambiental-Especies nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y
especificaciones para su inclusion, exclusion o cambio-Lista de especies en riesgo”.
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La norma NOM-059-SEMARNAT-2010, determina que el pepino de mar esta en la
categoria de proteccidn especial, la cual se define como: “Aquellas que podrian llegar a encontrarse
amenazadas por factores que inciden negativamente en su viabilidad, por lo que se determina la
necesidad de propiciar su recuperacién y conservacion o la recuperacion y conservacion de
poblaciones de especies asociadas”.

La pesqueria de I. fuscus se gestiona en régimen de concesion de acuerdo a la “Unidad de
Manejo para la Vida Silvestre” (UMA) aprobado por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT). S6lo Cuba, Peru, 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
proteccidn es la ubicacién en Baja California Sur de predios de propiedad federal registrados para el
aprovechamiento extractivo de I. fuscus muchos de los cuales estan ubicados en poligonos situados
en el Golfo de California (Toral-Granda, 2008).

2.1.13 Composicion y valor nutricional.

En general, el pepino de mar se compone de aproximadamente 55% de proteina, 2% de
grasa (Wang, 1997) y 0.2-2% de carbohidratos (Mehmet y col., 2011), en peso seco, variando segun
la especie. La pared del cuerpo del pepino de mar consiste de colageno insoluble que representa
cerca del 70% de la proteina total (Saito y col., 2002). Chen (2003) report6 un contenido de proteina
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), ademas de minerales como calcio, magnesio, hierro y
zinc (Bordbar y col., 2011). También, contienen altos niveles de aminoacidos esenciales como
lisina, arginina, triptéfano, treonina y fenilalanina (DeMoor y col., 2003; Wen y col., 2010). Otro
aspecto importante en la composicion de aminoacidos del pepino de mar es la combinacién de los
mismos con funciones bioldgicas como glicina (componente mayoritario con 5.57-12.50 g/100 g
peso humedo) (Bordbar y col., 2011), acido glutdmico (4.69-7.31 g/100 g peso humedo), acido
aspartico (3.48-5.06 g/100 g peso humedo), alanina (2.95-5.77 g/100 g peso himedo) y arginina
(2.71-4.95 ¢/100 g peso himedo) (Wen y col., 2010).

Las relacion aminoécidos esenciales/aminoécidos totales, asi como aminoécidos esenciales/
aminoacidos 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 holotdridos poseen diversos compuestos bioactivos que
se discutiran en la siguiente seccién (Bordbar y col., 2011).

2.1.14 Compuestos bioactivos y actividad bioldgica.

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 anticancerigenos (Venugopal, 2009; Guerard y col., 2011; Blunden, 2001). En
los pepinos de mar existen cantidades considerables de compuestos bioactivos, especialmente
glicdsidos triterpenoides (saponinas), sulfatos de condroitina, glicosaminoglicanos, polisacaridos
sulfatados, esteroles (glucosidos sulfatos), fendlicos, péptidos, cerebrosidos y lectinas (Bordbar y
col., 2011).
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Los compuestos quimicos presentes en diferentes especies de pepino de mar han mostrado
actividades bioldgicas y farmacoldgicas, tales como antiangiogénica (Tian y col., 2005; Tong y col.,
2005), anticancerigena (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),
antitrombotica (Pacheco y col., 2000), antitumoral (Zou y col., 2003; Tian y col., 2005; Tong y col.,
2005), y cicatrizacion de heridas (San Miguel-Ruiz y Garcia-Arrarés, 2007).

En la Tabla 1 se presentan algunos de los compuestos bioactivos reportados en diferentes
especies de pepino de mar y su actividad bioldgica estudiada. Entre los compuestos bioactivos mas
estudiados en el pepino de mar estan el glicosaminoglicano de holoturia y el fucano de holoturia,
gue contienen sulfato de condroitina (polisacarido sulfatado) como fraccion principal (Volpi y col.,
2006; Popov y col., 2002; Mourdo y col., 1996). El sulfato de condroitina se ha extraido de este
holotdrido desde la década de 1990; se ha utilizado en el tratamiento de la artritis y de otras
patologias de las articulaciones. Posee un intervalo amplio de propiedades bioldgicas, entre las que
destacan su accion anticoagulante y antitrombética. El sulfato de condroitina se ha obtenido de
especies como Ludwigothurea grises, recolectado en Rio de Janeiro, Brasil, y Stichopus japonicus,
de las costas de Hokkaido, Japén (Volpi y col., 2006).

Asimismo, el pepino de mar tiene una alta concentracién de coldgeno que puede ser
convertido en gelatina para utilizarse como substancia bioactiva (Zeng y col., 2007). De igual
forma, debido a que la proteina de pepino de mar es rica en glicina, acido glutamico y arginina, este
holotdrido es utilizado como fuente de aminoécidos con una importante funcion bioldgica en la
regulacion del sistema inmune (Zhao y col., 2008).

Tabla 1. Compuestos bioactivos de pepinos de mar y su actividad bioldgica (Modificado de Bordbar
y col., 2011).

Especies de pepino de mar Compuestos bioactivos Actividad
Pentacta quadrangularius, | saponinas sulfatadas (filinospido A, filinospido E, anti-
Cucumaria frondosa. fracciones: B1000 y sulfato de condroitina). angiogénico
Holothuria scabra, Holothuria | triterpenoide (trondosido A), triterpeno oligoglicosidos
leucos pilota, S. chloronotus, | (okhotosidos B1, B2, B3), triterpeno glicosidos
Cucumaria frondosa, Cucumaria | (intercedensidos A, B, C), glicolipido (grondanol A), anticancer
okhotensis, Mensamaria | triterpeno  oligoglicosidos (holoturina A 'y 24-
intercedens, Pearsonothuria | dehidroequinosido, frondanol(R)-A5p), base esfingoide
graeffei, S.japonicus. composicién de cerebrosidos.

Fudwigothurea grisea, Thelenota | sulfato de condroitina fucosilado. anti-
ananas. coagulante
Stichopus japonicus. polipéptidos de bajo peso molecular, polipéptidos
&cidos, mucopolisacéridos, coldgeno y aminoécidos antifatiga
bioactivos.
Actinopyga echinites, Actinopyga | sapogeninas  esteroidales,  glicosidos triterpeno
miliari, Holothuria atra, | sulfatados (hemoiedemosidos A y B, patagonicosido A, anti-
Holothuria scabra, Bohadshia | holoturina B, patagonicosido A), gliclosidos triterpeno | microbiano,
argus, Cucumaria frondosa, | tipo holostano (marmoratosido A, 17a-hidroxi- | antibacteriano
Holothuria poli, Hemoiedema | impatiensido A, impatiensido A y bivittosido D), | y antiflngico.
spectabilis, Psolus patagonicus, | péptidos bioactivos.
Actinopyga lecanora,
Bohadschia marmorata.
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Tabla 2. Compuestos bioactivos de pepinos de mar y su actividad biol6gica (Modificado de Bordbar

y col., 2011).

Especies de pepino de mar Compuestos bioactivos Actividad
Cucumaria frondosa, Stichopus | hidrolizados de gelatina, hidrolizados de proteina,
japonicus, Paracaudina | péptidos biactivos, fenoles y flavonoides, polipeptidos
chilensis, Holothuria scabra, | de coladgeno, enzimas (superperoxido dismutasa, | antioxidante
Holothuria leucospilota, | catalasa, glutationperoxidasa, y glutation reductasa).
Stichopus chloronotus, Acaudina
molpadioides.
Stichopus japonicus. glicosaminoglicanos (holoturiano glicosaminoglicano). | antitrombotico
Stichopus japonicus, Holothuria | lectina CEL 111 * hemolitica
atra, Holothuria scabra, citotdxica
Cucumaria echinata.
Acaudina molpadioides. | péptidos de hidrolizados de gelatina ; hidrolizados de anti-
Cucumaria frondosa. proteina ® hipertensivo
Staurocucumis liouvillei. glicosidos triterpenos trisulfatados (liouvillosidos A y antiviral

B).

Stichopus japonicus. sulfato fucano, glucosamina, condroitina. osteoartritis
Mensamaria intercedens, | glicosidos triterpeno (intercedensidos D-I, hillasidos A
Holothuria  hilla, Pentacta | y B, holoturinosidos A, B, C y D, desholoturina A,
quadrangularis, Holothuria | nobilisidos A, B y C, fuscocinerosidos A, B, y C),
forskali, Stichopus japonicus, | glicoproteina, saponinas sulfatadas (filinopsido A), antitumoral
Holothuria nobilis, Holothuria | mucopolisacarido, glicosidos triterpeno
fuscocinerea, Holothuria | monosulfatados (cumasido), glicosido triterpeno tipo
impatiens, Ludwigothurea | lanostano (impatiensido A), polisacaridos sulfatados.
grisea, Cucumaria japonica.

! Hatakeyama y col. (2002); Matsubara y col. (2007); Oda y col. (1997).
2 Zhao y col. (2007).
® Hamaguchi y col. (2010).

2.2 Enzimas proteoliticas de organismos marinos.

Los organismos marinos comprenden miles de especies diversas que subsisten en diferentes
hébitats (Haard, 1992). La diferencia de factores ambientales tales como temperatura, presion,
salinidad, intensidad de la luz y disponibilidad de oxigeno, han causado a través del tiempo que los
animales marinos se adapten a estas condiciones, 1o que se ha traducido en la presencia de enzimas
con propiedades especializadas en comparacion con las enzimas homdlogas de animales terrestres,
plantas o microorganismos (Simpson y Haard, 1987). Las enzimas proteoliticas o proteasas de
organismos marinos producidas por las glandulas digestivas tienen accion litica catalizando la
rotura de enlaces peptidicos con la participacion 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 caracteristicas distintivas de las proteasas digestivas marinas son: mayor
eficiencia catalitica y estabilidad a temperaturas de reaccion bajas, menor termoestabilidad, y
actividad catalitica 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 presion (Ashie y col., 1996), en la capacidad para
hidrolizar proteinas 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 informacién basica sobre estas enzimas, entre
otras razones (Haard y Simpson, 2000).
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de proteasas de organismos marinos y terrestres (Haard y
Simpson, 2000).

Enzima Fuente T. Bioldgica P.M. pH T. optima
(°C) (kDa) optimo (°C)
Aspartil proteasas
Bacalao del Atlantico 0-5 35.5 3.5 40
Capelan (-1)-4 23, 27 3.7,25 38, 43
Pepsina Bacalao Polar (-15)-2 40, 42 2 37
Sardina 10 33, 37 2,4 40, 55
Porcino 37 32-35 2 47
Serin proteasas
Bacalao del Atlantico 0-5 24.2,24.8 75-8 40
Capelan (-1.0)-4 28 75-8 45
Tripsina 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
Bacalao del Atlantico 0-5 26 7.8 52
Quimotripsina Trucha arcoiris 15 28.2 - 28.8 9.0 55
Bovino 37 7.2 57
Elastasa Bacalao del Atlantico 0-5 28 75-9 43
Porcino 37 75-9 58

2.2.1 Clasificacion de proteasas.

Las proteasas digestivas de los animales marinos se clasifican con los mismos criterios
utilizados para proteasas de otros animales, plantas o microorganismos. EI método estandar de
clasificacion propuesto por la Comision de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimicos
(IUB) se basa en los mecanismos cataliticos. Las clases de enzimas se diferencian por criterios,
tales como la naturaleza de los grupos en los sitios cataliticos, la especificidad por el sustrato, la
respuesta a inhibidores, o por la actividad y estabilidad en condiciones acidas, neutras o alcalinas
(Haard y Simpson, 2000).

El sistema de la Comision de Enzimas para la clasificacion asigna cuatro nimeros precedidos
de la abreviatura EC (“Enzyme Commission”). El primer nimero es asignado en funcién del tipo de
reaccion quimica catalizada. Asi, para el grupo de enzimas digestivas o proteasas marinas, el primer
namero es “3”, que significa que son hidrolasas (catalizan reacciones de hidrolisis). El segundo
numero se refiere a la subclase. Para las hidrolasas, la subclase se basa en el tipo de enlace
hidrolizado. Las proteasas digestivas marinas hidrolizan enlaces peptidicos, por lo que todas estas
enzimas tienen el numero “4” como segundo digito. El tercer digito de acuerdo al sistema de la EC
subdivide las enzimas en subsubclases que define estrictamente los tipos de enlaces hidrolizados o
identifica la naturaleza quimica de los grupos esenciales en los centros cataliticos de las enzimas.
Por ultimo, el cuarto digito, es un nimero serial asignado a las enzimas dentro de la subsubclase
(Haard y Simpson, 2000). Asi, las proteasas digestivas de los animales marinos se clasifican en
cuatro categorias: serin proteasas, cistein proteasas, aspartil proteasas y metalo proteasas (Whitaker,
1994).
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Serin proteasas (EC 3.4.21).

Son un grupo de endoproteasas activas a pH neutro o ligeramente alcalino, e inestables o
inactivas en condiciones &cidas. Se caracterizan por la presencia de residuos de serina, histidina y
acido aspartico en sus sitios cataliticos. Son inhibidas por diisopropilfosfofluoridato (DFP), a través
de la reaccion con el grupo hidroxilo de la serina que esta en el sitio activo (Mihalyi, 1978). Se
encuentran en los tejidos del pancreas, el ciego pildrico y los intestinos de los animales.

Cistein proteasas (EC 3.4.22).

Son un grupo de endoproteasas con residuos de cisteina e histidina como grupos esenciales
en los sitios cataliticos. Estas enzimas requieren del grupo tiol (-SH), proporcionado por el residuo
de cisteina del sitio activo para que su estructura esté intacta, de ahi que también sean Ilamadas tiol
proteasas 0 sulfhidril proteasas. Las tiol proteasas son inhibidas por iones de metales pesados y sus
derivados, asi 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
acido, e inestables o inactivas en condiciones alcalinas. También se conocen como &cido proteasas 6
carboxil proteasas debido a que sus sitios cataliticos se componen de los grupos carboxilo de dos
residuos de &cido aspartico (Whitaker, 1994).

Metalo proteasas (EC 3.4.24).

Son enzimas hidroliticas cuya actividad depende de la presencia de cationes divalentes. Los
estudios de modificacién quimica sugieren que puede haber al menos un residuo de tirosilo y un
residuo de imidazol asociados a los sitios cataliticos 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 dialisis. La mayoria de las metalo proteasas mas conocidas son exopeptidasas.

2.2.2 Purificacion y caracterizacion de proteasas.

Las proteasas digestivas han sido aisladas de varios animales marinos utilizando basicamente
los mismos principios aplicados a recuperar enzimas similares a partir de tejidos de animales de
tierra, vegetales y microorganismos. Asi, las técnicas de purificacion se basan en diferencias de
solubilidad (precipitacion con sales, disolventes organicos), tamafio (cromatografia de exclusion,
dialisis); carga (cromatografia de intercambio idnico, electroforesis), y unién a ligandos especificos
(cromatografia de afinidad, de interaccion hidrofébica).

En general, la purificacion se realiza homogeneizando la muestra con un amortiguador a pH
alrededor de 7, posteriormente es centrifugando para obtener las enzimas proteoliticas solubles, se
somete a un fraccionamiento por precipitacion, seleccionando la fraccion de interés y se llevan a
cabo diferentes pasos de cromatografia de filtracién en gel e intercambio ani6nico y afinidad, en su
mayoria (Winter y Neurath, 1970; Camacho y col., 1980; Haard y Simpson, 2000). A continuacion
se indican las principales enzimas proteoliticas aisladas a partir de organismos marinos.
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Serin proteasas (EC 3.4.21).

Las tres serin proteasas mas importantes que se han purificado de las glandulas 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 peptidico por el lado del grupo
carboxilo de los aminoécidos 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 pildrico, tejido pancreatico e intestino de
varios organismos como boquerén (Engraulis encrasicholus), bacalao de Groenlandia (Gadus
ogac), bacalao del Atlantico (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 mas amplia que la tripsina ya que rompe
los enlaces peptidicos por el lado carboxilo de los aminoécidos con cadenas laterales voluminosas y
aminoacidos no polares como la tirosina, fenilalanina, triptéfano y leucina (Whitaker, 1994). En
general, las quimotripsinas de organismos marinos son mas 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 Atlantico
(Gadus morhua), y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), entre otros (Haard y Simpson, 2000).

Elastasa (EC 3.4.21.11).

La elastasa rompe especificamente el enlace peptidico por el lado carboxilo de aminoacidos
pequefios e hidrofébicos como alanina y valina (Whitaker, 1994). Son enzimas producidas por el
pancreas que llevan a cabo la hidrolisis de elastina en las condiciones que prevalecen en el intestino,
pH 7-9. Esta enzima se ha caracterizado en diferentes especies como: bacalao del Atlantico (Gadus
morhua), atun rojo (Thunnus thynnus), carpa (Cyprinus carpio), lenguado de dover (Solea solea),
anguila (Anguila japonica), entre otros (Haard y Simpson, 2000).

Cistein proteasas (EC 3.4.22).

Son enzimas digestivas que se han encontrado en el hepatopancreas de calamares de aleta
corta y otros animales marinos, en donde mas del 90% de la actividad proteolitica es aportada por
las cistein proteasas. La catepsina B es la cistein proteasa mas reportada en organismos marinos
(Haard y Simpson, 2000).

Catepsina B (EC 3.4.22.1).
Es activa a pH &cido, e inactiva a pH alcalino. Se ha aislado de las glandulas digestivas de

animales marinos como almeja caballo (Tresus capax), mejillén (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 estomagos 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 aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina y
triptéfano. Se caracterizan por poseer actividad a pH &cido. Se han obtenido pepsinas y proteasas
con actividad similar a las pepsinas a partir de las glandulas digestivas de animales marinos como:
bacalao del Atlantico (Gadus morhua), capelan (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 acidas con actividad enzimatica parecida a la de las
pepsinas, aunque se diferencian de estas en su estructura y algunas propiedades cataliticas. Se han
aislado de los jugos gastricos de salmén y merluza (Merluccius gayi) (Haard y Simpson, 2000).

Quimosina (EC 3.4.23.4).

Tienen preferencial especificidad por los aminoacidos arométicos, fenilalanina, tirosina y
triptéfano. Se han descrito como proteasas &cidas con algunas caracteristicas diferentes. Estas
enzimas son mas activas y estables alrededor de pH 7.0, a diferencia de otras proteasas acidas como
la pepsina. Algunas proteasas digestivas con actividad similar a la quimosina fueron aisladas de la
mucosa gastrica de focas arpa (Pagophilus groenlandicus) jovenes y adultas como zimdgenos
(Haard y Simpson, 2000).

Metalo proteasas (EC 3.4.24).

Las metalo proteasas han sido caracterizadas, en su mayoria, a partir de tejidos musculares
de animales marinos (no en glandulas digestivas) como el pez roca, la carpa y el manto del calamar,
aunque no estdn muy distribuidas entre los animales marinos (Haard y Simpson, 2000).

Colagenasa.

Las colagenasas de animales marinos son similares a las de los mamiferos de tierra respecto
a su accion sobre el colageno 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 glandulas digestivas de animales marinos tales como cangrejo, langosta y camaron
(Haard y Simpson, 2000).
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2.2.3 Aplicaciones de proteasas.

En el &mbito industrial, las proteasas son el grupo de enzimas mas 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 caracteristicas 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 recuperacion de proteinas y/o péptidos de huesos; la hidrélisis de proteinas de
sangre; la produccion de hidrolizados de proteinas; la reduccion de la viscosidad en procesos de
cuajado y maduracion del queso, entre otros. Entre las aplicaciones biomédicas se pueden
mencionar la reduccion de la inflamacion de tejidos; la disolucion de coagulos de la sangre; la
aceleracion en la cicatrizacién de heridas; la activacién de hormonas; el diagnostico 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. Ademas, 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 6ptimo alrededor de 9
a 10 (Olsen, 2004).

Las ventajas en el uso de enzimas de origen marino incluyen una mayor actividad catalitica
en reacciones a temperaturas bajas, 1o que puede ser utilizado para procesar alimentos reduciendo
los costos de energia y evitando el deterioro de componentes termolabiles (Simpson y Haard, 1987).
Asimismo, estas enzimas son generalmente de baja termoestabilidad, lo que permite su inactivacion
por tratamientos térmicos mas suaves (Simpson y Haard, 1985; Guizani y col., 1991).

Un ejemplo especifico de la utilizacion de proteasas marinas es la tripsina del bacalao de
Groenlandia en el curado de arenque y fermentacion de calamar; esta tripsina posee alta actividad
catalitica a baja temperatura. La suplementacion de la maduracién del arenque con extractos
enzimaticos de visceras del mismo pescado o con tripsina del ciego pil6rico del bacalao de
Groenlandia beneficia la formacion de aminoacidos que mejoran el sabor (glutamato, alanina,
leucina, serina, lisina, arginina, y prolina). La tasa inicial de solubilizacién de proteina con tripsina
de bacalao es casi el doble de la observada con tripsina bovina. Para el calamar fermentado en
procesos a 4°C, la adicién de tripsina de bacalao aumenta la formacion de aminoéacidos libres y las
puntuaciones sensoriales del producto final. Otra aplicacién de proteasas marinas es la produccion
de queso (en Noruega) empleando pepsina de bacalao del Atlantico o enzimas gastricas de atun
(Thunnus obesus). Asimismo, el queso tipo Cheddar se ha preparado con proteasas similares a la
guimosina de la mucosa gastrica de foca arpa (Pagophilus groenlandicus), la cual tienen
propiedades cataliticas similares a quimosina de ternera. El queso fabricado con proteasas de foca
tiene un puntaje sensorial mas alto que el obtenido con cuajo de ternera, ademas que las proteasas
gastricas de foca son mas estables que las pepsinas a pH neutro a alcalino, y son activas a pH mas
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 proteinas nativas es
aprovechada en la inactivacion de la pectin metil esterasa (PME) y polifenoloxidasas en la
produccion de jugos de citricos y manzana, respectivamente (Haard y Simpson, 2000).

En acuicultura, es importante la accesibilidad de nutrientes de los recursos alimenticios, la
cual estd 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 acuaticos para su acuicultura (Le
Moullac y col., 1997). La evaluacion del coeficiente de digestibilidad aparente en alimentacion 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 (Xiay col., 2013).
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2.3 Hidrolizados de proteina.

Los hidrolizados de proteina tienen una amplia gama de aplicaciones potenciales como:
alimentos (Frokjaer, 1994; Lahl y Braun, 1994), ingredientes para la alimentaciéon animal (Faid y
col., 1997), ingredientes para medios de cultivo microbiano (Vecht-Lifshitz y col., 1990), y
fertilizantes (Kurbanoglu y Algur, 2002). La hidrolisis de proteinas con enzimas es un método
eficiente para mejorar las propiedades funcionales y nutricionales de las proteinas de origen animal,
vegetal o de subproductos. En su estado natural las proteinas tienen poca o nula contribucion a la
formacion de sabores en los alimentos; los productos de la hidrolisis, tales como péptidos y
aminoécidos, son capaces de producir sabor, ademas de interaccionar con otros componentes de los
alimentos como azlcares y grasas, creando sabores especificos. Los extractos con sabor a carne
producidos por hidroélisis proteica se utilizan en sopas, salsas y comidas preparadas; el material
proteinico recuperado por la aplicacion 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 produccion de hidrolizados de proteinas (Benjakul y Morrissey, 1997; Shahidi y
col., 1995). La intensidad del sabor depende del contenido de aminoacidos libres, péptidos y sus
productos de reaccion (Klomklao, 2008).

Con respecto a la hidrdlisis de proteinas 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 bioldgicas (Madureira y col., 2010;
Daval6s y col., 2004). EI huevo contiene alérgenos en la clara, como ovoalblmina, ovomucoide,
ovotransferrina y lisozima (Holen y Elsayed, 1990; Hoffman, 1983). La ovoalbumina es una
fosfoglicoproteina de 45 kDa y es la proteina mas 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 s6lido), proteinas (aproximadamente 4% del contenido s6lido) y lactosa (5%
del contenido sélido), aunque la composicion de este alimento varia segun la raza de la vaca
(Muehlhoff y col., 2013). Las proteinas de la leche son resistentes a muchos de los tratamientos a
los que se somete este alimento. La -lactoglobulina es la proteina que con mayor frecuencia induce
alergia, seguida de las caseinas (os-caseina, ogs;-caseina, B-caseina y k-caseina), a-lactoalbumina y
con menos frecuencia la seroalblmina bovina. Las caseinas constituyen alrededor del 79% del total
de la proteina de la leche de vaca. La mayoria de los pacientes alérgicos a caseina estan
sensibilizados a los cuatro tipos de caseina (Restani y col., 1999).

2.4 Péptidos bioactivos (Actividad antioxidante).

Los péptidos bioactivos se han definido como fragmentos especificos de proteinas, entre 3 y
20 aminoacidos de longitud, encriptados en la estructura primaria de las proteinas (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 atraido 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 prevencién de
enfermedades (Kimy col., 2010). El papel de los antioxidantes ha recibido cada vez mas atencion;
los antioxidantes sintéticos poseen actividades antioxidantes méas 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 crénicas
(Zhou y col., 2012).
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Los péptidos antioxidantes actlan previniendo que otras moléculas se unan al oxigeno,
reaccionando e interactuando mas rapidamente con los radicales libres que otras moléculas
presentes (Reitter y col., 1995). Es decir, los compuestos antioxidantes bloquean la produccion de
compuestos que pueden dafar a las proteinas, lipidos y ADN, y por tanto evitar el desarrollo de
diversas patologias y envejecimiento. El dafio 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 proteinas marinas actdan
como antioxidantes potenciales (Khantaphant y Benjakul, 2008; Kim y col., 2010). Entre las fuentes
marinas estudiadas estan 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 mejillén (Mytilus edulis) (Jung y col., 2005; Rajapakse y col., 2005b), el
mejillén azul (Mytilus coruscus) (Jung y col., 2007), y las gbnadas de erizo de mar puUrpura
(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 extraccion con solventes, fermentacion microbiana e hidrdlisis
enzimatica, este Ultimo con proteasas como tripsinas, pepsinas y quimotripsinas (Su y col., 2012;
Hong y col., 2008; Tauzin y col., 2003). Sin embargo, el método de hidrélisis enzimatica es
preferible en las industrias de alimentos y farmacéutica debido a que no generan compuestos
dafiinos para la salud (Kimy 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 (Quifiones 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 bioquimicos. 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 mecénicos, generando pérdidas econdmicas durante su cultivo,
procesamiento y conservacion (Wu y col., 2013a). Debido a lo anterior, los holotdridos han sido
sometidos a diferentes estudios para entender sus mecanismos de degradacion. Diversos grupos de
investigacion 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
(Wuy col., 2013a), entre otras enzimas relacionadas con la digestion.

Las enzimas proteoliticas del tracto digestivo de S. japonicus fueron estudiadas por Fu y col.
(2005), quienes encontraron alta actividad caseinolitica y acida, sugiriendo la presencia de metalo
proteasas, probables colagenasas con actividad similar a la tripsina y quimotripsina (serin
proteasas); en este estudio se reportdé 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 inhibicion y activacion concluyeron la
existencia de enzimas similares a las cistein 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 combinacion de métodos cromatograficos y asociadas con la
digestion de proteinas. Estudiaron ademas, la estabilidad a diferente pH y temperatura, el efecto de
diversos iones, y analisis por espectrometria de masas. Suny col. (2011) purificaron una catepsina
B del intestino de S. japonicus con buena estabilidad al pH y la temperatura. Con estudios de
inhibicion y la secuencia de aminoacidos por espectrometria de masas, demostraron que se trataba
de cistein proteasas con grupos sulfihidrilo, sugiriendo que podia tratarse de un nuevo miembro de
esta familia de enzimas. Recientemente, Wu y col. (2013a) purificaron una metalo proteasa
gelatinolitica (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 enfoc6 en la participacion de dichas
enzimas en la degradacion de colageno y la purificacion se realizd6 mediante una combinacion de
fraccionamiento con sulfato de amonio y cromatografia. En la Tabla 3, se muestran las
caracteristicas de las purificaciones de proteasas de S. japonicus reportadas en la literatura.

Por otra parte, el analisis de la composicion del pepino de mar es esencial para entender el
proceso de degradacién por autolisis. Se ha determinado la composicion quimica y estructura de las
fibras de colageno altamente insoluble que constituye la dermis (principal parte comestible) del
pepino de mar S. japonicus (Cui y col., 2007). Asi mismo, se ha analizado la proteolisis del
coldgeno y las proteinas no colagenas presentes (Wu y col., 2013a,b).
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Tabla 4. Antecedentes de purificacion de enzimas proteoliticas del pepino de mar S. japonicus.

Organo | Cantidad | Obtencion de extracto Meétodos de purificacion Enzima | Referen-
de de crudo sugerida cia
estudio muestra
Amortiguador: Tris- Cromatografia de intercambio Serin Fuy col.,
HCI 50 mM (pH 7.5). iénico: proteasa 2005.
20 Centrifugacion: 10 000 Q-Sepharose FF, Metalo
organismos g, 30 min, 4°C. Cromatografia de filtracion en | proteasa
gel: Sephacryl S-300.
Tracto Amortiguador: acetato
digestivo de sodio 50 mM (pH Cromatografia de intercambio
100 g 5.0) con L-cisteina 5 iénico: Catepsina | Suny
mM, EDTA1 mMYy DEAE Sepharose CL-6B, B col.,
Triton X-100 al 0.2%. | Cromatografia de filtracion en 2011.
Centrifugacion: 20 000 | gel: Sephadex G-75y TSK-
g, 20 min, 4°C. Gel 3000 SWxI.
Fraccionamiento:
(NH,),SO, 80%.
Amortiguador: &cido
citrico citrato de sodio
50 mM (pH 5.0). Cromatografia de intercambio | Proteasa | Qiy col.,,
50¢ Autolisis: radiacion i6nico: DE-52 celulosa, similar a 2007.
UV (30 W) por 30 min. | Cromatografia de filtracion en cistein
Centrifugacion: 12 000 gel: Sephadex G-100. proteasas
rpm, 10 min, 4°C.
Fraccionamiento:
(NH4),SO, 20 y 80%.
Amortiguador: acetato Fraccionamiento:
de sodio 50 mM (pH (NHy4),S0, 20-80%. Proteasa Zhuy
5.0)con EDTA1mM | Cromatografia de intercambio | similar a col.,
100 g y Triton X-100 al i6nico: DEAE Sepharose CL- | catepsinas | 2008b.
0.2%. 6B, Cromatografia de L
Centrifugacion: 10 000 | filtracién en gel: Sephadex G-
Pared g, 20 min, 4°C. 75, TSK-Gel.
del Amortiguador: Tris-
cuerpo HCI 50 mM (pH 7.5)
con glicerol 20%, 2- Cromatografia de intercambio | Fosfatasa Zhuy
500 g mercaptoetanol 5 mM, iénico: cida de col.,
PMSF5mMyEDTA DEAE Sepharose CL-6B, alto peso 2009.
5 mM. Cromatografia de filtracién en | molecular
Centrifugacion: 13 680 | gel: Sephacryl S-100, HPLC
g, 15 min, 4°C. con TSK-Gel 4000 PWxI.
Fraccionamiento:
(NH,),S0O, 80%.
Amortiguador: Tris- Fraccionamiento:
HCI 20 mM (pH 8) con (NH,),S0, 30-80%.
5mM CacCl, y 0.02% Cromatografia de intercambio Metalo Wuy
4009 NaNs. i6nico: DEAE-Sephacel, proteasa col.,
Centrifugacion: 10 000 | Cromatografia de filtracion en 2013a.
g, 15 min, 4°C. gel: Sephacryl S-200 HR,
Cromatografia de intercambio
ionico: Q-Sepharose,
Cromatografia de interaccion
hidrofobica: Phenyl-Sepharose
6-Fast Flow.
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En el estudio que antecedio la presente tesis (Hernandez-Sdmano, 2010) se reportaron las
actividades proteoliticas de extractos de los tentaculos, el tracto digestivo, los tlbulos internos, el
arbol respiratorio y diferentes regiones de piel y musculo de I. fuscus, empleando técnicas
enzimaticas e histoldgicas. La caracterizacion histolégica mostro la presencia de gran cantidad de
tejido conjuntivo, agregados de células con actividad digestiva, epitelios de regiones digestivas,
inclusiones que sugieren la accion de defensa de hemocitos, tubulos intestinales, parasitos y
residuos de alimentos. Los tejidos con evidente cantidad de células con actividad digestiva fueron
los tentaculos, los tabulos internos, el arbol respiratorio y la piel dorsal. La caracterizacion
enzimatica mostré que la mayoria de las proteasas presentes en los 6rganos estudiados de I. fuscus
poseen mayor actividad proteolitica en la region alcalina que a pH acido. Se observo actividad
proteolitica pronunciada a pH de 6 a 10. De igual forma se observé que en comparacion a las otras
regiones de piel y musculo estudiadas, la piel externa y la piel ventral presentaron la mayor
actividad proteolitica a pH 10. Se sugirié que la causa de la alta actividad proteolitica a pH basico
de los extractos de la piel de I. fuscus es debida al contacto de estas regiones anatémicas con el
medio ya que son organismos adaptados a la reptacion encontrandose en el fondo marino filtrando
grandes cantidades de arena.
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4 JUSTIFICACION.

Los pepinos de mar poseen la capacidad de autolizarse en respuesta a diferentes factores
ambientales y mecéanicos debido a la presencia de enzimas proteoliticas enddgenas, por lo que se
requiere del estudio de dichas proteasas para entender los procesos de degradacion. Adicionalmente,
la caracterizacién de las proteasas del pepino de mar es de gran utilidad en la acuicultura de este
organismo para identificar, mejorar la formulacion y presentacion de dietas. Por otra parte, de forma
indirecta, el estudio basico de los pepinos de mar puede incentivar la produccidn, aprovechamiento
y conservacién de dichos organismos marinos.

5 HIPOTESIS.

Las proteasas del pepino de mar Isostichopus fuscus presentan caracteristicas fisicoquimicas
particulares, tales como alta actividad proteolitica 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 biotecnolégicas.

6 OBJETIVOS.

6.1 Objetivo general.

Purificar parcialmente y caracterizar extractos proteoliticos del musculo ventral, del tracto
digestivo y de los tentaculos del pepino de mar Isostichopus fuscus capturado en el Golfo de
California (México), y estudiar la capacidad de sus proteasas para generar hidrolizados de proteinas.

6.2 Objetivos particulares.

1. Determinar el efecto del pH, la temperatura, el almacenamiento en refrigeracion, inhibidores de
proteasas e iones, sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos del musculo ventral, del
tracto digestivo y de los tentaculos de I. fuscus e identificar en forma tentativa el tipo de
enzimas proteoliticas presentes.

2. Purificar parcialmente los extractos proteoliticos crudos del musculo ventral, del tracto
digestivo y de los tentaculos de 1. fuscus, determinar el efecto del pH y la temperatura sobre su
actividad proteolitica, e identificar el tipo de enzimas proteoliticas presentes.

3. Purificar los extractos proteoliticos parcialmente purificados del musculo ventral, del tracto
digestivo y de los tentaculos de I. fuscus, estimar el peso molecular e identificar la proteasa
mayoritaria en los extractos proteoliticos purificados.

4. Estudiar la capacidad del extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I.
fuscus para generar hidrolizados de proteinas, a partir de proteinas de huevo, leche y musculo
dorsal de I. fuscus.
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7 MATERIALES Y METODOS.

7.1 Obtencidn de especimenes.

Se extrajeron doce especimenes de Isostichopus fuscus de dos zonas del Golfo de California
(México). La primera captura fue cerca de la Isla Tiburon (28° 42” 48.6” N, 112° 17" 22.8” W) en
Sonora, gracias a la colaboracion del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C.
(CIAD). La segunda captura fue en el complejo insular Espiritu Santo (24° 36" N, 110° 18" W) en
Baja California Sur, gracias a la colaboracién del Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S. C. (CIBNOR). La colecta se llevé 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 Andlisis de especimenes.

Se registraron las caracteristicas morfologicas externas, los pesos y las longitudes de los
pepinos de mar capturados antes de ser sacrificados. Posteriormente, se analizaron las espiculas u
osiculos presentes en el musculo de 1. fuscus (Solis-Marin y col., 2009). Se tom6 una muestra del
musculo de aproximadamente 5 mm?, se colocé en un tubo de ensayo con 5 mL de hipoclorito de
sodio y se agitd hasta desintegrar totalmente la materia orgéanica. Se retir6 el hipoclorito de sodio y
se dej6 el precipitado para posteriormente lavarlo con agua destilada y remover el exceso de cloro.
Se tomo una muestra del precipitado y se observo en el microscopio éptico a 100x.

7.3 Andlisis proximal.

Porcentaje de humedad y materia seca.

Se siguid el método descrito por la AOAC (1975). Se pesaron 0.5 g de cada érgano estudiado
(musculo ventral, tracto digestivo y tentaculos) en capsulas 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 100°C y posteriormente se pesaron (antes de la medicién se colocaron por 15 min en un
desecador a temperatura ambiente). Los célculos 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 orgéanica.

Se sigui6 el método descrito por AOAC (1975). Se colocaron crisoles en una estufa Riossa
(D.F., México) a 100°C 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 increment6 gradualmente), se dejaron enfriar dentro de la
mufla hasta 100°C, se colocaron en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se
pesaron. Los porcentajes de cenizas y materia organica se calcularon con las siguientes ecuaciones:
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% ceniza = [(peso crisol + muestra) - (peso crisol + cenizas) x 100] / peso de la muestra
% materia organica = % materia seca - % ceniza
Contenido de proteina.

El contenido de proteina se analizd por el método de Kjeldahl (AOAC, 1975). Se pesaron 0.2
g de cada drgano estudiado (musculo ventral, tracto digestivo y tentaculos) 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 &cido sulfurico concentrado. La mezcla fue
digerida en un micro digestor Kjeldahl “DGMK-630” de FIGURSA (Estado de México, México)
hasta que la solucion se torné transparente (aproximadamente 5 h), se enfrié a temperatura ambiente
y se transfirio a un destilador, lavando el matraz con 5 mL de agua destilada.

Las mezclas fueron neutralizadas con 20 mL de hidréxido de sodio al 40%, se destilaron de
100 a 130 mL, recogiendo la muestra por burbujeo en 20 mL de &cido bérico 4% con 8 gotas de
solucion indicadora (20 mg de rojo de metilo + 100 mg de verde de bromocresol, aforado a 100 mL
con alcohol etilico 96%). La solucion obtenida se titulé con acido clorhidrico (HCI) 0.1 N hasta
cambiar de color azul a naranja. El porcentaje de nitrogeno total en la muestra se calculé con la
siguiente ecuacion:
% N = [Vhei X Ny X 14 x 100] / peso de la muestra (mg)

Donde:

Ve = Volumen consumido de HCI en la titulacion (mL).
Nucr = Normalidad del HCI (0.1 N).

El porcentaje de proteina cruda se estimé multiplicando el porcentaje de nitrégeno total por
un factor de 6.25, establecido para carnes y pescado (MAFF, 1975).

7.4  Obtencion de extracto proteolitico crudo de los 6rganos de estudio de 1. fuscus.

Los pepinos de mar fueron disectados para separar el muasculo ventral, el tracto digestivo y
los tentaculos, los cuales se lavaron con agua destilada fria para eliminar impurezas. Cada 6rgano se
homogeneizé con amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7, a 4°C (relacién 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 separ6 el extracto proteolitico crudo
(sobrenadante) y se almacend6 a 4°C hasta su analisis.

7.5 Caracterizacion del extracto proteolitico.

Se caracterizaron los extractos proteoliticos crudos del musculo ventral, del tracto digestivo
y de los tentaculos de I. fuscus. Se determind el efecto de pH, temperatura, almacenamiento en
refrigeracion, inhibidores de proteasas e iones, sobre la actividad de las enzimas proteoliticas. Se
estimé el peso molecular de las proteinas presentes y se identificd la actividad proteolitica por
zimografia de acuerdo a los métodos que se describen a continuacion.
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7.5.1 Concentracion de proteina.

Se determind la concentracidn de proteina de los extractos proteoliticos crudos de |. fuscus
por el método de biuret (Gornall y col., 19; Robinson y Hogden, 1940), para los extractos
proteoliticos parcialmente purificados y purificados se utilizo el método de Lowry y col. (1951), y
para los hidrolizados de proteina del muasculo dorsal de I. fuscus se usd el método del acido
bicinconinico (BCA) (Smith y col., 1985) con el equipo de Thermo Scientific Pierce (Rockford,
Illinois, Estados Unidos). Se empled albumina sérica bovina (BSA) como estandar en todos los
métodos; las curvas estandar se muestran en el Anexo 1.

7.5.2 Determinacién de actividad proteolitica.

La actividad proteolitica se analiz6 por hidrélisis de hemoglobina al 1% (p/v) en solucion
acida (acido boérico 0.025 M, &cido fosforico 0.025 M y acido acético 0.25 M) (Anson, 1938), y por
hidrolisis de caseina al 1% (p/v) en amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7, a 4°C (Kunitz, 1946).
Se agregaron 250 pL de sustrato (al pH correspondiente) y 80 pL de extracto proteolitico, y se
dejaron reaccionar durante 15 min a 37°C o a la temperatura Optima (condicion previamente
establecida). La reaccion enzimatica se detuvo con 175 pL de &cido tricloroacético (TCA) al 25%
(p/v) y se centrifugd a 10 000 g por 10 min en una microcentrifuga “14K” de Bio-Rad (Hercules,
California, Estados Unidos). El sobrenadante (péptidos resultantes de la hidrdlisis) se leyd a 280 nm
en un espectrofotometro “DU-650" de Beckman (Fullerton, California, Estados Unidos). Los
resultados se expresaron como actividad especifica (U/MJgroweina), donde una unidad de actividad
proteolitica (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 = [Abs,gonm X Factor de dilucion] / [0.001 x tiempo de reaccion (min)]
7.5.3 Efecto del pH sobre la actividad proteolitica.

El pH 6ptimo de actividad de las enzimas proteoliticas se determiné en el intervalo de pH 2 a
5 con hemoglobina 1%, y en el intervalo de pH 6 a 10 con caseina 1%, como se indica en el método
de determinacidn de actividad proteolitica descrito en el apartado 7.5.2. La estabilidad de las
enzimas proteoliticas en estos intervalos de pH se analizé incubando previamente el extracto con los
siguientes amortiguadores durante 1 h a temperatura ambiente: KCI-HCI 0.1 M (pH 2), Gly-HCI 0.2
M (pH 3-4), amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 5-8), y Tris-HCI 0.1 M (pH 9-10) (Fu y col.,
2005). Posteriormente, se determinaron las actividades proteoliticas de acuerdo al método de
determinacion de actividad proteolitica (apartado 7.5.2) en las condiciones Optimas 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 proteolitica.

La temperatura dptima de actividad de las proteasas se determind midiendo las actividades
proteoliticas como se describié en el apartado 7.5.2, a diferentes temperaturas de reaccion en el
intervalo de 0 a 80 °C, a pH Optimo de actividad proteolitica (pH 6). El efecto de la temperatura
sobre la estabilidad proteolitica se evalué incubando previamente el extracto a diferentes
temperaturas en el intervalo de 0 a 80 °C durante 1 h y posteriormente se determinaron las
actividades proteoliticas en las condiciones dptimas de pH y temperatura (pH 6 y 60°C), siguiendo
el método de determinacion de actividad proteolitica (apartado 7.5.2), reportando los resultados
como actividad residual.
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7.5.5 Cinética de inactivacién térmica.

Una estrategia indirecta para estudiar la estabilidad termodindmica de las proteinas es
mediante el estudio de cinéticas de inactivacion o desnaturalizacion térmica, las cuales son
generalmente expresadas en términos de tiempo de vida media (ty;) a cierta temperatura. Por lo
tanto, se realizaron cinéticas de inactivacion térmica incubando los extractos proteoliticos a 70°C
por 1 h, tomando alicuotas cada 10 minutos para la medicion de la actividad proteolitica (apartado
7.5.2) en las condiciones éptimas de pH y temperatura (pH 6 y 60°C), reportandose como actividad
residual. Dado que la cinética de inactivacion térmica de las enzimas sigue generalmente una
cinética de primer orden, de la forma:

A=Ase —Kdt
Donde:
A=Actividad proteolitica final.
Ap=Actividad proteolitica inicial.
Kd=constante de inactivacion.
t=tiempo de reaccion.

Se calcul6 la constante de inactivacién enzimatica aparente (Kd) y el tiempo de vida media
(ty2) a partir del grafico Ln (actividad final /actividad inicial) contra el tiempo de incubacién (en
minutos), donde la pendiente de la recta es el valor de Kd y ty, = Ln (2/Kd) (Hernandez-Martinez y
col., 2011).

7.5.6 Efecto de almacenamiento en refrigeracion sobre la actividad proteolitica.

Los extractos proteolitico se mantuvieron en refrigeracion a 4°C durante 22 dias, cada dos
dias se midi6 la actividad proteolitica en las condiciones dptimas de pH y temperatura (pH 6 y
60°C) de acuerdo al método de determinacion de actividad proteolitica descrito en el apartado 7.5.2,
reportando los resultados como actividad residual.

7.5.7 Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad proteolitica.

Se determino el efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad enzimatica de
los extractos proteoliticos estudiados (Fu y col., 2005; Garcia-Carrefio, 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 serin proteasas, inhibidor
de tripsina (T1) 0.6 g/mL para inhibicién de tripsinas, acido etilen diamino tetra acético (EDTA) 10
mM para metalo proteasas, pepstatina A 1 puM para inhibicion de aspartil proteasas, y B-
mercaptoetanol 1 mM para cistein proteasas. El extracto proteolitico se incubd con el inhibidor
correspondiente (1:1, v/v) durante 1 h a 25°C, posteriormente se analiz6 la actividad proteolitica a
las condiciones 6ptimas de pH y temperatura (pH 6 y 60°C), de acuerdo al método de
determinacion de actividad proteolitica indicado en el apartado 7.5.2, reportando los resultados
como actividad residual.

7.5.8 Efecto de iones sobre la actividad proteolitica.

Se determiné el efecto de iones sobre la actividad de los extractos proteoliticos utilizando
MnSO, y CuSO,, y en forma de sales de cloro: Ca**, Na*", K*, Zn**, Mg, y Ba** (Qi y col., 2007;
Zhu y col., 2008b; Sun y col., 2011; Wu y col., 2013a). Las soluciones salinas se ajustaron a una
concentracion de 10 mM. El extracto proteolitico y la solucion salina correspondiente, relacién 1:1
(v/v), se incubaron durante 1 h a 25°C.
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La actividad proteolitica se evalu6 a las condiciones optimas de pH y temperatura (pH 6 y
60°C), por el método de determinacion de actividad proteolitica indicado en el apartado 7.5.2,
reportando los resultados como actividad residual.

7.5.9 Andlisis electroforéticos.
7.5.9.1 SDS-PAGE.

Los extractos proteoliticos 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 separacién y de 4 a 5 % de acrilamida para los
geles de concentracion. Las muestras (extracto proteolitico en amortiguador) se calentaron a 95°C
por 1 min antes de ser analizadas. Se utilizd un marcador de pesos moleculares de 45 a 200 kDa de
Bio-Rad (ovoalbtimina, 45.00 kDa; albimina, 66.22 kDa; fosforilasa, 97.40 kDa; B-galactosidasa,
116.25 kDa; miosina, 200 kDa). El analisis se llevd a cabo en las siguientes condiciones: voltaje
constante de 150 V, 30 mA y 4°C. Los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250 0.1% (en
solucion 40% metanol, 10% acido acético y 50% agua destilada). Por otra parte, se hizo una tincién
con plata con el conjunto de reactivos para tincién “Rapid-Ag-Stain” de Schwarz/Mann Biotech
(Cleveland, Ohio, Estados Unidos). Los geles se destifieron con una solucién de 40% metanol, 10%
acido acético y 50% agua destilada. EI analisis de imagenes se llevd a cabo en un equipo “Gel-Doc
2000 de Bio-Rad con el software Quantity One (version 4).

7.5.9.2 Zimografia.

Los extractos proteoliticos fueron sometidos a estudios de zimografia de acuerdo al método
reportado por Garcia-Carrefio y Haard (1993) con algunas modificaciones. Se llevé a cabo una
electroforesis (PAGE) en condiciones no desnaturalizantes (sin agregar SDS y B-mercaptoetanol) a
corriente constante de 15 mA por gel, 100 V y 4°C. Posteriormente, los geles se sumergieron en una
solucion de caseina 2% al pH éptimo de actividad (pH 6) por 1 h a 4°C, después se incubaron por 2
h a la temperatura 6ptima de actividad (60°C). Pasado el tiempo de incubacion, los geles se lavaron
con agua destilada varias veces. Finalmente, los geles se tifieron durante 2 h con azul de Coomasie
R-250 al 0.1% vy se destifieron en una solucién de 40% metanol, 10% acido acético y 50% agua
destilada, hasta que las zonas bioactivas fueron visibles. Adicionalmente, se realizaron nuevamente
zimografias (como se detalla anteriormente), Gnicamente con el extracto del masculo ventral, a pH
de 6 a 10, y zimografias utilizando extractos proteoliticos preincubandos por 1 h a 40, 50 y 60 °C.

7.6 Purificacion parcial de proteasas.

Se realiz6 un estudio preliminar con el extracto proteolitico crudo del musculo ventral de I.
fuscus (debido a la cantidad de muestra disponible) donde se aplic6 precipitacion de proteinas con
sulfato de amonio y ultrafiltracion, para seleccionar la fraccion con mayor actividad proteolitica.

Posteriormente, el método de purificacion parcial de proteasas se dividio en tres etapas: En
la primera etapa se aplicé cromatografia de intercambio anidnico en lote. En segunda etapa se
aplicé precipitacion de proteinas con sulfato de amonio y ultrafiltracion bajo las condiciones
seleccionadas en el estudio preliminar (mencionado en el parrafo anterior). Finalmente, en la tercera
etapa se sometieron las fracciones proteoliticas de interés a cromatografia de intercambio anidnico
por LPLC (“Low pressure liquid chromatography™).
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En cada etapa de purificacion se calcularon el porcentaje de recuperacion y el factor de
purificacion a partir de las siguientes ecuaciones:

% Recuperacic’)n = [ACtiVidad tOtaIFracci(’m purificada (U) / ACtiVidad 1:OtaIExtracto crudo (U)] x 100
Factor de Purificacion = Actividad especifica totalgraccion purificada / Actividad especifica totalgiracto crudo
Actividad especifica total = Actividad total (U) / Proteina total (mg)

Por lo tanto, la purificacion parcial del extracto proteolitico crudo del masculo ventral consto
de los siguientes métodos: cromatografia de intercambio anidnico en lote (elucion con NaCl 0.50
M), precipitacién de proteinas con sulfato de amonio saturado al 60%, ultrafiltracion con
membranas de 100 kDa (recuperando las proteasas mayores a 100 kDa), y cromatografia de
intercambio anidnico por LPLC (elucion con NaCl 0.50 M). Para los extractos proteoliticos crudos
del tracto digestivo y de los tentaculos, sélo se utilizaron cromatografias de intercambio anidnico en
lote y por LPLC debido a los resultados obtenidos durante la segunda etapa del método de
purificacion parcial de proteasas. Los metodos de purificacion de proteasas mencionados
anteriormente se describen a continuacién en los siguientes apartados.

7.6.1 Precipitacion selectiva de proteinas.

El extracto proteolitico crudo del masculo ventral de 1. fuscus obtenido como se describi6 en
el apartado 7.4, se fraccion6 mediante precipitacion de proteinas con sulfato de amonio [(NH,).SO4]
saturado al 60% Yy 80% de acuerdo a lo reportado por Scopes (1994) (Tabla 4).

Tabla 5. Cantidades de sulfato de amonio por litro para precipitacion selectiva de proteinas (Scopes,

1994).
% de Saturacion | (NH4),SO, (g/L)
60 390
80 140

Las sales residuales de (NH,;),SO, presentes como resultado del fraccionamiento fueron
eliminadas utilizando bolsas para dialisis 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 Ultrafiltracion.

Los extractos proteoliticos precipitados con sulfato de amonio, obtenidos en el apartado
7.6.1, se sometieron a separacién por tamafio 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 Cromatografia de intercambio ionico.
7.6.3.1 Cromatografia de intercambio idnico en lote.

Los extractos proteoliticos crudos del muasculo ventral, del tracto digestivo y de los
tentdculos de I. fuscus obtenidos como se describié en el apartado 7.4, se sometieron a
cromatografia de intercambio anidnico 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 Cromatografia de intercambio ionico por LPLC .

Se utilizaron el extracto proteolitico del misculo ventral obtenido por cromatografia de
intercambio anionico en lote (como se menciond en el apartado 7.6.3.1) precipitado con (NH,),SO,4
saturado al 60% Yy ultrafiltrado (fraccion con peso molecular mayor a 100 kDa), y los extractos
proteoliticos del tracto digestivo y de los tentadculos obtenidos s6lo por cromatografia de
intercambio anidnico en lote (apartado 7.6.3.1), para ser sometidos a cromatografia de intercambio
anionico por cromatografia liquida de baja presion (LPLC, “Low pressure liquid chromatography”)
en el sistema automatizado “Econo system” de Bio-Rad (Hercules, California, Estados Unidos). Se
utilizé un cartucho “Econo-Pac High Q” de Bio-Rad, equilibrado con Tris-HCI 25 mM, pH 8.1. Se
empled como eluyente Tris-HCI 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 concentracion de proteina
y con actividad proteolitica. 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 conservacion.

7.7 Purificacion e identificacion de proteinas por espectrometria de masas (HPLC-
MS).

Los extractos proteoliticos parcialmente purificados del musculo ventral, del tracto
digestivo y de los tentaculos (obtenidos como se describié en el apartado 7.6.3.2), fueron sometidos
a cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC, “Reverse phase-High pressure
liquid chromatography ) para purificar las proteasas con mayor actividad, las cuales fueron
posteriormente analizadas por espectrometria de masas. Se utilizo el sistema “HPLC Agilent 1100”
de Agilent (Waldbronn, Alemania) con una columna “300 Extend-C18-5um” de Agilent de 4.6 X
250 mm. Las condiciones de operacion fueron: flujo 0.5 mL/min, volumen de inyeccion 20 pL,
solvente polar (A): acido trifluoroacético (TFA) 0.04% en agua Milli-Q, solvente no polar (B): TFA
0.03% en acetonitrilo. Se utilizé6 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 informatico “Value Solution ChemStation” (Agilent
Technologies).

Las proteinas purificadas por RP-HPLC se sometieron a hidrdlisis con tripsina de acuerdo
al procedimiento de digestion triptica indicado por Thermo Scientific Pierce (Rockford, Estados
Unidos) con algunas modificaciones. La relacion tripsina:proteina fue de 1:5. La digestion proteica
consistié en dos partes: 1) Reduccion y alquilacion; y 2) Digestion. En la primera parte, se
agregaron 15 uL de amortiguador de digestion (solucién de bicarbonato de amonio 50 mM en agua
ultrapura) y 1.5 pL de amortiguador de reduccién (solucion de ditiotreitol 100 mM en agua
ultrapura).
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Se agregaron 10 pL de solucion de proteina (0.15 mg/mL) vy se ajusté el volumen final a 27
pUL con agua ultrapura. La muestra se incub6 a 95°C por 5 min y se adicionaron 3 pL de
amortiguador de alquilacion (solucion de iodoacetamida 100 mM en agua ultrapura, preparada en el
momento en un tubo cubierto de la luz) y se incub6 en obscuridad a temperatura ambiente por 20
min. En la segunda parte, se adiciond 1 pL de tripsina y se incubd a 37°C por 2 h. Posteriormente,
se agregd nuevamente 1 uL de tripsina y se incubd a 37°C por 3 h. Terminada la digestion, se
detuvo la reaccion enziméatica por congelamiento a -20°C. Una vez digeridas las proteinas se
tomaron 10 pL de muestra (1.5 pg de proteina) y se resuspendieron en 10 pL de agua ultrapura, se
filtraron y se analizaron por espectrometria 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 analisis de datos con el programa
informatico “LC/MSD Trap”, version 4.1 (Agilent Technologies). Las secuencias se analizaron en
las bases de datos “SwissProt” y “NCBInr” utilizando el buscador “Mascot MS/MS lons Search” (p
< 0.05).

7.8 Hidrdlisis de proteina y gelatina del musculo de 1. fuscus con extracto
proteolitico de los tentaculos de I. fuscus.

El propdsito de esta parte del trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante de los péptidos
obtenidos a partir de la hidrélisis de proteina y gelatina del muasculo dorsal de 1. fuscus, mediante
hidrolisis enzimatica con proteasas de los tentaculos de I. fuscus, como una alternativa para el
aprovechamiento del musculo de pepinos de mar autolizados o de baja calidad, y para aplicar los
extractos proteoliticos parcialmente purificados obtenidos de I. fuscus.

7.8.1 Obtencion de proteina y gelatina del masculo de I. fuscus.

Se homogeneizé el musculo dorsal de I. fuscus con agua destilada con una relaciéon 1:2
(p/v). El homogenado se calenté a 95°C durante 60 min, cuidando la proporcién de agua destilada
durante el proceso. Posteriormente, debido al alto contenido de sal, el homogenado se dializ6 y
liofilizé (Pérez-Vega y col., 2013). Se utilizd una solucién de proteina al 1% (p/v) en amortiguador
de fosfatos 20 mM, pH 7, para la produccion de hidrolizados de proteina.

La extraccién de gelatina se llevo a cabo por el método de Kim y col. (1994) con algunas
modificaciones. Se homogeneizd el musculo dorsal de I. fuscus con agua destilada con una relacion
1:1 (p/v) y se centrifug6 a 10 000 g por 20 min a 4°C. El sedimento se mezcld lentamente con una
solucion de hidréxido de sodio (NaOH) 0.05 M con una relacion 1:10 (p/v) por 12 h a 4°C,
posteriormente se centrifug6 a 10 000 g por 20 min a 4°C. El precipitado se ajusté a pH 7 con agua
destilada y HCI 0.1 N. La mezcla se solubilizé por 8 h a 40°C y nuevamente se centrifugé a 10 000
g por 20 min a 4°C. El sobrenadante se utiliz6 como gelatina para la obtencidn de hidrolizados.

7.8.2 Produccién de hidrolizados de proteina y gelatina del musculo de I. fuscus.

El extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus (obtenido
como se describid en el apartado 7.6.3.2) se mezcl6 separadamente con las soluciones de proteina y
gelatina del musculo dorsal de I. fuscus (obtenidas como se mencioné en el apartado 7.8.1) a
proporciones de enzima:sustrato 1:1, 1:2 y 2:1 (v/v). Se ajusté el pH a 6 en todas las muestras, y se
calent6 a 60°C por tiempos de hidrdlisis de 2, 5, 8 y 24 h. La reaccion se detuvo por inactivacion
térmica a 95°C por 20 min. Posteriormente, el hidrolizado se centrifugé a 10 000 g por 20 min a
4°C y se separ0 el sobrenadante.
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7.8.3 Determinacion de capacidad antioxidante (ORAC).

Se determind la capacidad antioxidante por el método de ORAC-FL (Capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno-Fluoresceina) de acuerdo a las condiciones especificadas por
Hernandez-Ledesma y col. (2005), modificadas por dichos autores para hidrolizados de proteinas y
péptidos. Se llevo a cabo a 40°C en amortiguador de fosfatos 75 mM (pH 7.4). La mezcla final
contenia: 120 pL de fluoresceina (70 nM), 60 pL de 2,2-azo-bis(2-amidino-propano)
dihidrocloruro (AAPH) (14 mM) y 20 pL de Trolox (0.2-1.6 nmol) o muestra a diferentes
concentraciones. Se registro la fluorescencia durante 137 min (104 ciclos) en un lector de placas
“Optima Fluostar” de BMG Labtech (Offenburg, Alemania) con 485 nm de excitacion y 520 nm de
emision, empleando el programa informatico “FLUOstar” versién 1.32 R2 (BMG Labtech) para la
medicion de fluorescencia. Se calculd el &rea bajo la curva neta (Net AUC) de las cinéticas de
fluorescencia, donde:

AUC=05+"f/fo+... filfo+ ... fiz6/ o+ 0.5 (f137/ fp)
Net AUC = AUCmuestra - AUCbIanco

Donde:
fo = fluorescencia al tiempo 0 (min).
f; = fluorescencia al tiempo i (min).

Posteriormente, se grafic6 Net AUC a diferentes concentraciones de la muestra o del
estandar (Trolox) y las pendientes resultantes se utilizaron para el célculo del valor de ORAC,
expresado como MO |lrrei0x/MUproteina, dONAE: UMOlTr010x/Mproteina= PeNdiente curva muestra/Pendiente
curva estandar (Trolox).

La técnica, se basa en la capacidad de generacién de radicales peroxilo por descomposicion
térmica del AAPH. Los radicales generados quedan disponibles en el seno de la reaccion para
oxidar la fluoresceina. Conforme la fluoresceina se degrada, la intensidad de la sefial de emision de
fluorescencia va disminuyendo. Compuestos con actividad antioxidante evitan o retrasan este
proceso, viéndose que la caida de la sefial de fluorescencia se disminuye o se retrasa en el tiempo
(Davalos y col., 2004).

7.8.4 Purificacion de péptidos con actividad antioxidante (RP-HPLC).

El hidrolizado de proteina del musculo dorsal de I. fuscus con mayor valor numérico de
ORAC (determinado como se describi6 en el apartado 7.8.3) se ultrafiltré 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 determiné 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 fraccion con mayor
capacidad antioxidante por cromatografia 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 separacion de péptidos. Se
utilizé solvente polar (A): acido trifluoroacético (TFA) 0.04% en agua Milli-Q, y solvente no polar
(B): TFA 0.03% en acetonitrilo. Se emple6 un gradiente de solvente B en A de 0 a 40 % en 60 min,
y se registrd la absorbancia a 220 nm con un detector “Waters 9967, utilizando el programa
informético “Empower 2000” (Waters).
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7.9 Hidrdlisis de proteinas de huevo y leche con extracto proteolitico de los
tentaculos de 1. fuscus.

Se utilizaron como sustratos las proteinas de huevo: ovoalbimina (OVA) y lisozima (LYS);
y las proteinas de leche: caseina (CN) y B-lactoglobulina (LG). Los sustratos se prepararon a una
concentraciéon de 2.5 mg/mL en amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7, 4°C. El extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus (obtenido de acuerdo al apartado
7.6.3.2), se agrego al sustrato en proporcion enzima:sustrato 1:2 (v/v), y se ajusto el pH de reaccion
a 6. Las hidrolisis se llevaron a cabo a 60°C durante 5y 24 h. La reaccion se detuvo por
inactivacién térmica a 95°C por 20 min. Posteriormente, se seleccionaron los sustratos que
presentaron mayor hidrdlisis aparente (OVA y CN) y se realizaron nuevamente ensayos de
hidroélisis a 60°C por 24 h, e hidrolisis a 7°C por 24 y 48 h. Por otra parte, se llevo a cabo la
hidrolisis de caseina (2.5 mg/mL) con extracto proteolitico parcialmente purificado de los
tentaculos de 1. fuscus, con una relacion enzima:sustrato 1:4 (v/v), a 60°C por 24 h, e hidrolisis a
7°C por 24 y 48 h. La reaccién se detuvo por inactivacion térmica a 95°C por 20 min.

7.9.1 Analisis electroforético (SDS-PAGE).

Se analizaron los hidrolizados de proteinas 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 proteinas de leche y huevo utilizadas, y
sus hidrolizados fueron diluidos a 1 mg/mL en Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8 (conteniendo: 2% (p/v) de
SDS, 5% (v/v) de 2-B-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 separacién electroforética se llevd
a cabo a voltaje constante de 150 V en una celda “Criterion” de Bio-Rad. Los geles se tifieron con
“Bio-Safe Coomassie G-250” de Bio-Rad.

7.9.2 Andlisis por RP-HPLC.

Se analizaron los hidrolizados de proteinas de leche y huevo por cromatografia 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 separacién de péptidos. Las condiciones de operacién fueron: flujo de 1 mL/min,
volumen de inyeccién de 50 L, solvente polar (A): &cido trifluoroacético (TFA) 0.037% en agua
Milli-Q, solvente no polar (B): TFA 0.027% en acetonitrilo. Se utiliz6 un gradiente de solvente B
en A, de 0 a 40% en 60 min, y se registrd la absorbancia a 220 nm con un detector dual “Waters
2487 \” de Waters empleando el programa informético “Empower 2000” (Waters).

7.10 Analisis estadistico.

Las muestras analizadas se asignaron en un disefio totalmente al azar. Los resultados se
sujetaron a analisis de varianza (ANOVA) y comparacion multiple de Tukey empleando el paquete
estadistico SPSS (“Statistical package for the social sciences”) version 15 para Windows. Todas las
determinaciones se llevaron a cabo por triplicado, los resultados fueron expresados como la media
de los resultados con su desviacion estandar.
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«

A continuacion se indica la estrategia experimental seguida en la presente tesis.

7.11 Estrategia experimental.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 Analisis de especimenes.

Los especimenes 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 5y 7 afios de edad (Reyes-Bonilla, 1997). Los organismos presentaron las caracteristicas
morfologicas externas (Figura 7) reportadas para I. fuscus por Solis-Marin y col. (2009). El anélisis
de espiculas confirmd la especie, presentandose principalmente espiculas en forma de tablas (Figura
8), ya que se ha reportado que la familia Stichopodidae, a la que pertenece I. fuscus, presenta
principalmente dichas espiculas (Solis-Marin y col., 2009).

Fotos: Hernandez-Sadmano A.C.

Figura 7. Morfologia externa de pepinos de mar I. fuscus capturados en el Golfo de California
(México). A = Ano; P = Podios; B = Boca; T = Tentaculos peltados.

Fotos: Hernandez-Samano A.C.

Figura 8. Espiculas de I. fuscus (100x). A) Tabla o mesa; B) Vista superior de una tabla.
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8.2 Analisis proximal.

El anélisis proximal de las muestras de los érganos estudiados se reporta en la Tabla 5. El
mayor contenido de proteina se presentd en el tracto digestivo con 32%, seguido del mdsculo
ventral con 21% vy finalmente en los tentaculos con 15%. El porcentaje de proteina reportado para
otros holoturidos va de 1 a 4 %, 8 a 24 %, hasta 40 a 63 %, es muy variable debido a que la
composicién proximal del pepino de mar fresco esta en funcién de la especie, las variaciones
estacionales y los regimenes alimenticios (Wen y col., 2010; Mehmet y col., 2011; Salarzadeh y
col., 2012; Lee y col., 2012; Omran, 2013).

Tabla 6. Analisis proximal del misculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de 1. fuscus.

Muestra Proteina cruda (%) | Humedad (%) | Ceniza (%)
Musculo ventral 21.02 £ 0.02 42.05+1.10 543+0.42
Tracto digestivo 31.59 £ 0.44 42.04 £1.25 6.06 + 1.60

Tentaculos 14.99 + 0.52 35.15+5.17 5.93 +1.05

Sin embargo, el contenido de proteina de I. fuscus fue similar a lo obtenido por Pérez-Vega
y col. (2013), quienes reportaron un contenido de proteina de 37% en lIsostichopus badionotus,
especie distribuida en la peninsula de Yucatan en México, la cual pertenece al mismo género que I.
fuscus. El alto contenido de proteina en el tracto digestivo puede deberse a la presencia de mayor
cantidad de enzimas proteoliticas y a la proteina utilizada como alimento por el animal. Los
contenidos de humedad (35-42%) y ceniza (5-6%) en los tres 6rganos analizados (Tabla 5) también
fueron similares a lo reportado para I. badionotus (60% de humedad y 5% de ceniza) (Pérez-Vegay
col., 2013).

8.3 Caracterizacion de los extractos proteoliticos crudos.

8.3.1 Determinacion del tiempo de reaccion con el extracto del musculo ventral.

La actividad enzimatica del extracto proteolitico del musculo ventral de I. fuscus tuvo un
decremento significativo (p<0.001) con respecto al tiempo hasta los 15 minutos de reaccion donde
la actividad proteolitica se mantuvo constante (sin diferencia significativa p>0.05) hasta los 18
minutos de reaccion (Figura 9), el analisis de varianza y comparacion maltiple de medias de Tukey
se reportan en el Anexo 3.

100 .,

80 -
g} 60 - i
5 0 e

40 e

Tl
....... T,
. e, Tereernnnnnnnn..., - TTTPIN
0 T
2 4 6 8 10 N ’ ) )

Tiempo (minutos)

Figura 9. Actividad especifica del extracto proteolitico crudo del masculo ventral de 1. fuscus en
funcion del tiempo de reaccion.
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Es decir, que 15 min fue el tiempo estimado que necesitaron las proteasas presentes para
hidrolizar la mayoria del sustrato. Por tanto, se decidié utilizar 15 min de reaccién como una
variable de control para todos los andlisis de actividad proteolitica posteriores. En la bibliografia,
los estudios sobre la actividad proteolitica de las enzimas del pepino de mar S. japonicus se
realizaron a tiempos de reaccion entre 10 y 20 minutos (Fu y col., 2005; Zhu y col., 2008b; Sun y
col., 2011).

8.3.2 Determinacién de concentracion de proteina.

El extracto proteolitico del musculo ventral de I. fuscus tuvo la menor concentracion de
proteina (6.03 mg/mL), seguido de los extractos de los tentaculos (6.17 mg/mL) y el tracto digestivo
(6.27 mg/mL) (Tabla 6). Fu y col. (2005) reportaron una concentracion de proteina de 6.91 mg/mL
en el tracto digestivo de Stichopus japonicus, similar a los resultados obtenidos en este estudio.

Tabla 7. Concentracion de proteina de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.

Muestras mg/mL"
Musculo ventral 6.03+0.14
Tracto digestivo 6.27 +0.19

Tentaculos 6.17 £ 0.01

*Valor medio (0 media).

8.3.3 Efecto del pH sobre la actividad proteolitica.

La actividad proteolitica en funcién de pH, de los extractos proteoliticos crudos del mudsculo
ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de 1. fuscus se presenta en la Figura 10. El analisis de
varianza y comparacion maltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 4. El extracto
proteolitico del musculo ventral de I. fuscus tuvo actividad proteolitica significativa (p<0.001) a pH
2, 6 y 8, a 37°C. Los extractos proteoliticos del tracto digestivo y de los tentaculos tuvieron
actividades proteoliticas significativas (p<0.001) a pH 6 y 8 (37°C). Los tres 6rganos estudiados
tuvieron perfiles de actividad proteolitica similares, por lo tanto, los resultados presuponen la
presencia de proteasas &cidas y alcalinas, posiblemente similares, en los extractos obtenidos. Cabe
destacar que el extracto proteolitico de los tentaculos presentd la mayor actividad especifica
(comparada con la actividad proteolitica del muasculo ventral y el tracto digestivo) en el rango de pH
estudiado (pH 2-10), lo cual sugiere que los tentaculos podrian funcionar como un sistema de
digestion alternativo utilizado por el pepino de mar cuando ha expulsado sus 6rganos 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
(Garcia-Arraras y col., 2001).

Los resultados de actividad 6ptima a pH 6 de las proteasas del masculo ventral coincidieron
con los de Wu y col. (2013b), quienes reportaron un pH 6ptimo de 6.1 (46°C) para cistein proteasas
de la pared del cuerpo de S. japonicus. La actividad éptima (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 maximos de actividad a pH 5 y 8 (37°C) en extracto crudo del tracto digestivo
de S. japonicus. En cuanto al extracto proteolitico de los tentaculos, no se encontraron reportes en la
bibliografia sobre actividad de proteasas presentes en los tentaculos de alguna especie de pepino de
mar, por lo que se sugirid que estas estructuras anatémicas poseen el mismo tipo de enzimas
proteoliticas que el tracto digestivo, dado a que posiblemente esta regién anatomica participa en la
degradacion del alimento desde el area oral del organismo.
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Figura 10. Efecto del pH sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus.

La Figura 11 muestra la estabilidad al pH de los extractos proteoliticos del musculo ventral,
del tracto digestivo y de los tentaculos de I. fuscus. El analisis de varianza y comparacion multiple
de medias de Tukey se reportan en el Anexo 5.

Actividad Residual (%0)
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Figura 11. Estabilidad al pH de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus.

Las proteasas acidas del musculo 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 proteolitica. Las proteasas neutras y alcalinas retuvieron de 61 a 66 % de actividad
inicial a pH de 7 a 10. La estabilidad proteolitica fue similar a lo obtenido por Qi y col. (2007) para
cistein 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 region alcalina, ya que ellos mencionaron
un decremento significativo de la actividad proteolitica mientras que las proteasas de I. fuscus
mostraron actividad a pH bésico (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
gelatinoliticas, estables a pH de 6 a 9.

El extracto proteolitico del tracto digestivo fue méas 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 apH de 5a 13.5,y
con lo indicado por Sun y col. (2011) para cistein proteasas (catepsinas B) de S. japonicus, estables
a pH de 4.5 a 6. Sin embargo, nuestros resultados difirieron nuevamente en la regién alcalina con lo
reportado por dichos autores (Sun y col., 2011), ya que a partir de pH 6.5 ellos describen la pérdida
de mas de 60% de actividad proteolitica, es decir el 40% de actividad residual, y en nuestro estudio
se perdio aproximadamente de 13 a 24 % de la actividad proteolitica (de 76 a 87 % de actividad
residual).

Las proteasas de los tentaculos 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 proteolitico del tracto digestivo, descrito en el parrafo anterior.

Cabe destacar que los extractos proteoliticos del tracto digestivo y de los tentaculos
presentaron mayor estabilidad al pH (pH 2-10) que el extracto del musculo ventral, debido a que
posiblemente las proteasas de estos érganos participan en el proceso de digestion.

8.3.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica.

La Figura 12 muestra la actividad enzimatica de los extractos proteoliticos crudos del
musculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de I. fuscus en funcién a la temperatura. El
analisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 6.

El intervalo de temperatura 6ptima para las proteasas del musculo ventral fue de 40 a 60°C
(p<0.001), lo que coincide con los resultados obtenidos por Wu y col. (2013b) para cistein proteasas
de la pared del cuerpo de S. japonicus con actividad éptima a 46°C. La actividad especifica del
extracto proteolitico del tracto digestivo fue significativa (p<0.001) a 40 y 70 °C, lo que coincidié
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 proteolitico de los tentdculos mostrd actividad proteolitica
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 degradacion de las proteinas 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 proteoliticos crudos de I. fuscus.

La Figura 13 muestra la estabilidad a la temperatura de los extractos proteoliticos del
masculo ventral, el tracto digestivo y los tentadculos de I. fuscus. El analisis de varianza y
comparacion mdaltiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 7. Los tres extractos
proteoliticos 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 proteoliticos crudos de I. fuscus.

El extracto proteolitico crudo del masculo ventral mostré mayor estabilidad de 20 a 30 °C,
reteniendo de 91 a 100 % de la actividad proteolitica inicial. Estos resultados concordaron con Zhu
y col. (2008b) quienes reportaron estabilidad de 20 a 40 °C para catepsinas L de S. japonicus.
Ademés, nuestros resultados fueron similares a lo descrito por Qi y col. (2007) para cistein
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 difiri6 con
nuestros resultados, ya que el extracto del musculo ventral de 1. fuscus mostro6 actividad residual de
79% a 70°C.
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El extracto proteolitico del tracto digestivo fue estable de 30 a 50 °C, reteniendo de 85 a 89
% de la actividad proteolitica inicial. Los resultados coincidieron con lo descrito para proteasas
acidas 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 desnaturalizacion por calor hasta 70°C (76%
de actividad residual), mientras que la actividad proteolitica 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 proteolitico crudo de los tentdculos presentaron mayor
estabilidad térmica a 10 y 30 °C con 85-86% de actividad residual. Estas enzimas conservaron el
72% de su actividad proteolitica inicial al ser incubadas a 70°C por una hora. La estabilidad de las
proteasas a 30°C, coincidid con los resultados obtenidos para los extractos del musculo ventral y del
tracto digestivo de I. fuscus, descritos en los parrafos anteriores.

Las proteasas de todos los extractos crudos analizados presentaron actividad proteolitica de
0 a 10 °C, estos resultados no pudieron ser comparados con los reportes en la literatura sobre
actividad proteolitica 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 acuaticos viven en
entornos frios 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 proteinas 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 podria suceder también en el pepino de mar ya que generalmente es un
organismo bentonico, 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 reaccién. Una ventaja del uso de enzimas
proteoliticas activas a bajas temperaturas, principalmente en la industria, es que permitirian un
menor gasto de energia en los procesos de produccion debido a que no seria necesario elevar la
temperatura para alcanzar alta actividad proteolitica (Haard y Simpson, 2000).

8.3.5 Cinética de inactivacion térmica.

Los extractos proteoliticos crudos del masculo ventral, el tracto digestivo y los tentaculos
de I. fuscus presentaron mas de 78% de actividad residual al ser incubados por una hora a 70°C
(Figura 14). El extracto proteolitico del musculo ventral presentd mayor resistencia a la
desnaturalizacion por calor, seguido del extracto del tracto digestivo y posteriormente el extracto de
los tentaculos. No obstante, este analisis no proporciond evidencia suficiente para establecer si
alguna de las proteasas en los diferentes 6rganos estudiados presenta mayor resistencia a la
desnaturalizacion térmica, debido a que se analizaron extractos proteoliticos crudos, donde hay
presencia de diversos tipos de enzimas proteoliticas. Sin embargo, los resultados dan informacion
preliminar sobre el comportamiento de los extractos crudos proteoliticos ante la temperatura.
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Figura 14. Cinética de inactivacion térmica a 70°C de extractos proteoliticos 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 incubacion por una hora a 45°C, mientras que Wu y col. (2013a) demostraron la presencia de
actividad proteolitica de una metalo proteasa gelatinolitica de S. japonicus por medio de zimografia
al incubarla por 18 h a 60°C. De los datos de estos autores se concluye que las proteasas de 1. fuscus
posiblemente tengan mayor resistencia a la desnaturalizacion térmica, coincidiendo con los
resultados del apartado 8.3.4, sugiriendo que el comportamiento de las proteasas ante la temperatura
esta ligado a las diferencias entre especies, es decir, las diferencias que existen entre los géneros a
los que pertenecen, y habitats 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
proteolitica 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
varia entre especies (Shahidi y col., 2001).

La Tabla 7 muestra las constantes de inactivacién aparente (Kd) y los tiempos de vida
media (ty) de los extractos proteoliticos crudos de I. fuscus (Anexo 8). Los tiempos de vida media
de las proteasas en el musculo ventral, el tracto digestivo y los tentaculos 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 musculo de organismos marinos como sardina, cangrejo,
salmoén del Atlantico, carpa, bacalao, trucha arcoiris, corvina, jurel comdn y arenque (Haard y
Simpson, 2000). Por otro lado, se ha reportado una catepsina D (aspartil proteasa) en el higado 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 mas comunes que han sido
aisladas y caracterizadas del estbmago 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 proteoliticos crudos de I. fuscus.
Muestras Kd ty, (Min) | ty, (h) R?
Muasculo ventral | -0.0033 | 210.00 3.50 0.9556
Tracto digestivo | -0.0037 | 187.30 3.12 0.9507
Tentaculos -0.0045 | 154.00 2.57 0.9389

Los tiempos de vida media sugieren que los extractos proteoliticos de los diferentes 6rganos
estudiados de I. fuscus poseen proteasas con posibles caracteristicas particulares (alto nivel de
glicosilacidn; alto contenido de enlaces disulfuro, puentes de hidrogeno y enlaces ionicos; alto
contenido de prolina, arginina o residuos aromaticos) que incrementen la estabilidad de la
conformacion de las proteinas haciéndolas menos flexibles (Capasso y col., 1999).

8.3.6 Efecto de almacenamiento en refrigeracion sobre la actividad proteolitica.

Los extractos proteoliticos del masculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de I.
fuscus, retuvieron 52, 41 y 66 % de la actividad proteolitica original, respectivamente, al ser
almacenados a 4°C durante 22 dias (Figura 15). El analisis de varianza y comparacion multiple de
medias de Tukey se reportan en el Anexo 9.

100
80 -
)
< 60
3
=4
8
Y 40 B
©
3
s 20
3
<
0 T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo (dias)
-+ Msculo ventral —*—Tracto digestivo =+=Tentaculos

Figura 15. Efecto de almacenamiento en refrigeracion (4°C) sobre la actividad enzimatica de
extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.

La estabilidad de las proteasas de los tres 6rganos analizados en almacenamiento a 4°C,
coincidié con lo reportado por Wu y col. (2013a) quienes describieron la actividad de metalo
proteasas gelatinoliticas de S. japonicus almacenadas por 18 dias a 4°C. Este comportamiento puede
estar relacionado con el hecho de que la mayor parte de los organismos acuaticos son
poiquilotermos (Haard y Simpson, 2000). Por tanto, las proteinas de estos animales sufren
modificaciones estructurales para prevenir los efectos de la temperatura, o que no sucede en
especies de sangre caliente (Foegeding y col., 2000). La conservacion de la actividad enzimatica de
las proteasas al ser almacenadas a baja temperatura por largo tiempo, favorece en que dichas
enzimas tienen la capacidad de estar en refrigeracion evitandose la necesidad de congelacién y por
ende el efecto de desnaturalizacion al descongelarlas.
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8.3.7 Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad proteolitica.

La Tabla 8 muestra el efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad
proteolitica de los extractos crudos del musculo ventral, el tracto digestivo y los tentaculos de |I.
fuscus (el andlisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo
10). Para los extractos proteoliticos del musculo ventral, a pH 6, se observd que el pepstatina A
(inhibidor de aspartil proteasas) tuvo efecto significativo de inhibicion (p<0.001) reteniendo 68% de
la actividad proteolitica inicial, sequido de B-mercaptoetanol (inhibidor de cistein proteasas) con
76% de actividad residual, EDTA (inhibidor de metalo proteasas) y PMSF (inhibidor de serin
proteasas) con 77% de actividad residual, y TI (inhibidor de tripsina) con 80% de actividad residual.
El TLCK (inhibidor de serin proteasas) no tuvo efecto significativo (p>0.05) sobre la actividad
proteolitica (97% de actividad residual). Se ha reportado que algunos inhibidores de serin proteasas
interactlian sobre enzimas que poseen residuos de histidina cercanos al sitio activo (Aranishi y col.,
1997), lo que explicaria la diferencia entre la inhibicion con TLCK y PMSF (inhibidores de serin
proteasas). Por otro lado, se observé alta inhibicién de la actividad proteolitica (p<0.001) a pH 8
con EDTA reteniendo 41% de la actividad proteolitica inicial y con el inhibidor TI con 54% de
actividad residual. Por lo tanto, se concluyd que existe la posible presencia predominante de
aspartil, cistein y metalo proteasas en el extracto proteolitico del musculo ventral de I. fuscus.

El extracto proteolitico 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 observo inhibicion parcial significativa
(p<0.001) con el inhibidor TI con 71% de actividad residual y con EDTA reteniendo 75% de la
actividad proteolitica original. Estos resultados sugirieron la posible predominancia de serin,
aspartil y metalo proteasas en el tracto digestivo de I. fuscus.

Las enzimas proteoliticas de los tentaculos, a pH 6, se inhibieron significativamente
(p<0.001) con TLCK reteniendo 79% de la actividad proteolitica inicial, y con pepstatina A con
83% de actividad residual. El estudio a pH 8 mostr6 inhibicion significativa (p<0.001) con EDTA,
reteniendo 81% de la actividad proteolitica original y con el inhibidor TI con 82% de actividad
residual. Por lo tanto, se concluy6 la posible presencia mayoritaria de serin, aspartil y metalo
proteasas en los tentaculos de 1. fuscus, de igual forma que lo obtenido para el extracto proteolitico
del tracto digestivo.

Los resultados de inhibicién de las proteasas del musculo ventral de I. fuscus, coincidieron
con lo reportado por Qi y col. (2007) para cistein proteasas de S. japonicus. Asimismo, Zhu y col.
(2008b) reportaron la presencia de catepsina L (cistein proteasa) en S. japonicus. Paralelamente, Wu
y col. (2013a) encontraron la presencia de metalo proteasas gelatinoliticas en S. japonicus inhibidas
significativamente por EDTA, en forma analoga a nuestros resultados a pH 8, por lo que existe la
posibilidad de que estas enzimas también estén presentes en |. fuscus. Con respecto a la presencia
de aspartil proteasas en I. fuscus, Wu y col. (2013b) reportaron que la proteo6lisis de las proteinas
MYP (“Major yolk protein™) y actina (proteinas no colagenas) de S. japonicus no depende solo de
cistein proteasas, sino que existen ademas otro tipo de enzimas proteoliticas implicadas, sin
embargo no especificaron el tipo de proteasas. Por lo tanto, no se descarta la existencia de aspartil
proteasas en |. fuscus, ademas, la mayoria de los autores mencionados no estudiaron el efecto de
inhibidores de aspartil proteasas. También, se ha encontrado que a nivel fisioldgico, la degradacion
de proteinas en el desarrollo embrionario es mediada por una aspartil proteasa, la catepsina D
(Fialho y col., 2005), y una cistein proteasa, la catepsina B (Raldua y col., 2006), por lo que es
posible la presencia de aspartil proteasas en el musculo ventral de I. fuscus.
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Tabla 9. Efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de I.

fuscus.
Actividad residual (%)*
Inhibidor Concentracion | Musculo ventral | Tracto digestivo | Tentaculos
(Inhibidor)

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

Tl 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 4055+ 1.70 7493 +1.81 81.14 £ 2.25
Pepstatina A 1uM 68.02 £ 0.58 80.49+1.91 83.27+1.18
B-Mercaptoetanol 1 mM 75.90 £ 1.42 96.19 £ 1.93 99.75+0.12

*Reaccion 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 ademas 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
gue estan involucradas en la regulacién de la muerte celular programada y en la digestion de
proteinas de alimentos en invertebrados (Blanco-Labra y col., 1996; Williamson y col., 2002;
Padilha y col., 2009; Rojo y col., 2010).

Los resultados de inhibicién de las proteasas del tracto digestivo y los tentaculos de I.
fuscus, concordaron con los reportes de Fu y col. (2005) quienes describen la presencia de serin y
metalo proteasas en el tracto digestivo de S. japonicus. Estos autores sugirieron que las serin
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 serin 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 (cistein 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 tentaculos de I. fuscus. Estos hechos permiten sugerir
la posible presencia de catepsina D en I. fuscus, similar a lo discutido en el parrafo anterior. Se ha
reportado que la catepsina D tiene un papel importante en la degradacion del musculo de salmén
(Mommsen 2004) y bacalao del Atlantico (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 proteolitica.

La Tabla 9 muestra el efecto de diferentes iones sobre la actividad proteolitica de los
extractos crudos del musculo ventral, el tracto digestivo y los tentaculos de I. fuscus (el andlisis de
varianza y comparacién multiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 11).

El extracto proteolitico del musculo ventral presentd la menor actividad residual (p<0.001)
al ser incubado con Cu* y Mn®* con 42 y 59 % de actividad residual, respectivamente, los iones
Ba®*, Ca*, Zn* y CI tuvieron un efecto parcial en las actividades proteoliticas con actividades
residuales de 80% a 89%. Por el contrario, los iones Hg®* aumentaron 16% la actividad proteolitica.
Los iones Mg? y Na* no presentaron efectos significativos (p>0.05) sobre la actividad proteolitica
(95% y 98% de actividad residual, respectivamente).

El extracto proteolitico del tracto digestivo al incubarse con Ba®* presentd la menor
actividad residual (p<0.001) con 75%, mientras que la presencia de Ca®* aumenté 1% la actividad
proteolitica. Los iones restantes (Hg®*, Mg?*, Cu**, Mn*, Zn*, Na’, CI) no tuvieron un efecto
significativo (p>0.05) sobre la actividad proteolitica de este extracto (de 90% a 95 % de actividad
residual).

El extracto proteolitico de los tentaculos retuvo el 71% de la actividad proteolitica inicial
(p<0.001) al incubarse con el i6n Ba?*, mientras que los iones Hg?*, Mg®*, Cu*, Mn?*, Zn*, y Ca**
inhibieron parcialmente la actividad proteolitica de este extracto con actividades residuales de 81%
a89%. Los iones Na* y CI" no tuvieron efectos significativos (p>0.05) sobre la actividad proteolitica
de dicho extracto (91% de actividad residual para ambos).

Tabla 10. Efecto de iones (10 mM) sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.

Actividad residual (%)*
16n Musculo ventral | Tracto digestivo | Tentaculos
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* 59.01 + 0.47 92.65+0.41 84.36 + 0.50
cu”™ 41.93+3.40 91.40 £ 0.77 82.07 £ 0.50
Ca”™* 89.39 +2.92 100.49+0.36 | 88.48 +0.21
Mg** 95.09+7.01 89.59 £ 0.10 81.32+£0.29
Ba”* 88.53 £ 0.26 74.85 + 0.43 70.80 £ 0.09
Hg™ 115.74 £ 1.97 93.68 + 0.92 86.35 + 0.58

*Reaccion a pH 6 y 60°C.

En la Tabla 10 se muestra una interpretacion del efecto que tuvieron los iones utilizados en
el presente estudio sobre la actividad de los extractos proteoliticos del muasculo ventral, el tracto
digestivo y los tentaculos de I. fuscus, para la subsecuente discusion de los resultados.
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Tabla 11. Interpretacion del efecto de iones sobre la actividad de extractos proteoliticos de I. fuscus.

Efecto del ion Extracto proteolitico Extracto proteolitico | Extracto proteolitico
del musculo ventral del tracto digestivo de los tentaculos
Inhibicion Cu™*, Mn** Ba”™* Ba”*
significativa
Inhibicion Ba*, Cca*,zn",CI" | = - Hg*, Mg®", Ca®*, Cu®,
parcial Mn**, Zn*
Aumento de Hg™ ca®* |
actividad
Sin efecto Mg**, Na* Hg™, Mg*, Cu*, Mn*, Na*, CI
significativo Zn*, Na", CI

En el extracto proteolitico del masculo ventral de I. fuscus el efecto inhibitorio del ién Cu®*
sobre la actividad proteolitica se explica debido a que se ha reportado que algunos iones como el
Cu?* pueden tener afinidad por los grupos sulfihidrilo por lo que inactivan especificamente algunas
proteinas funcionales, las cuales poseen residuos de cisteina en sus sitios activos o como soporte
conformacional de sus dominios (Aranishi y col., 1997), como es el caso de las cistein proteasas. Al
respecto, el efecto inhibitorio del Cu** (42% de actividad residual) y Mn*" (59% de actividad
residual) sobre la actividad proteolitica 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 cistein proteasas de la pared del cuerpo de S. japonicus.

Asimismo, el efecto de inhibicion parcial de los iones Ba?* y Ca*" sobre la actividad del
extracto proteolitico del musculo ventral (89% de actividad residual para ambos iones) coincidio
con lo reportado por Qi y col., (2007) para cistein 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 gelatinoliticas de S. japonicus en
presencia de Ba** y Ca?*, y en nuestro estudio se obtuvieron valores altos pero no mayores al
control. Cabe destacar que nuestro ensayo se llevd a cabo a pH 6, por lo que se esperaria que a pH 8
(6ptimo de las metalo proteasas), la actividad residual en presencia de Ba*" y Ca®* sea mayor a
100%. Adicionalmente, la alta concentracion de Ca** (10 mM) en el agua de mar podria explicar
que éste cation divalente funcione como especie activante de metalo proteasas localizadas en la
superficie celular (Mayne y Robinson, 1996), lo que explicaria el alto valor de actividad residual
obtenido en éste estudio. Por otra parte, nuestros resultados con respecto al efecto inhibitorio parcial
del i6n Zn" (84% de actividad residual) sobre la actividad del extracto proteolitico del musculo
ventral, difirieron de los reportados por Zhu y col. (2008b) para cistein proteasas de S. japonicus, ya
gue estos autores encontraron una inhibicion total de la actividad en presencia de dicho i6n (0% de
actividad residual). Sin embargo, el efecto del i6n Zn" sobre la actividad proteolitica fue semejante
a lo descrito por Wu y col. (2013a) para metalo proteasas gelatinoliticas de la pared del cuerpo de S.
japonicus.

Con respecto al aumento de actividad del extracto proteolitico del musculo ventral en
presencia del i6n Hg** (16% de actividad proteolitica), se sugiri6 que el efecto de dicho i6n puede
estar relacionado con el mecanismo de activacion de la matriz metaloproteinasa (MMP), la cual es
una familia de enzimas peptidasas (colagenasas, gelatinasas, entre otras) que en presencia de iones
Zn* y Ca®, contribuyen a regular el comportamiento celular mediante la degradacion de
componentes de la matriz extracelular (colageno, gelatina) (Nagase y col., 1999). Se ha reportado
que la MMP puede ser activada por proteasas o in vitro por agentes quimicos como el HgCl, (Visse
y Nagase, 2003). Ademas se ha reportado que la MMP podria tener un papel importante en la
autolisis de S. japonicus (Suny col., 2013).
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El efecto no significativo del i6n Mg®* (95% de actividad residual) sobre la actividad del
extracto proteolitico del musculo ventral coincidié con lo reportado por Zhu y col. (2008b) para
cistein 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?*, Mn?*, Ba*,
Ca®*, Zn*, Hg* y Mg*, sobre la actividad del extracto proteolitico del misculo ventral de 1. fuscus,
se concluydé que es probable la presencia de cistein y metalo proteasas en dicho extracto
proteolitico.

En el extracto proteolitico del tracto digestivo de I. fuscus, el efecto inhibitorio del ién Ba**
sobre la actividad proteolitica (75% de actividad residual), se puede explicar sugiriendo la presencia
de la matriz metaloproteinasa (MMP), debido a que el cloruro de bario ejerce una inhibicién
selectiva desplazando el i6n Ca** del centro catalitico en la matriz metaloproteinasa 2 (MMP-2)
(Ziouti y col., 2006). Adicionalmente, se sabe que el cloruro de bario puede precipitar algunas
proteinas (Ziouti y col., 2006).

Por otro lado, el aumento de actividad del extracto proteolitico del tracto digestivo en
presencia del i6n Ca®* (101% de actividad residual) fue similar a lo reportado por Sun y col. (2011)
para cistein 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?*, Cu** y Mn®" sobre la actividad del
extracto proteolitico del tracto digestivo (90-93% de actividad residual), fue similar a lo reportado
para cistein proteasas (Suny col., 2011) y metalo proteasas (Fu y col., 2005) del tracto digestivo de
S. japonicus. Mientras que el efecto no significativo del i6n Zn?* (91% de actividad residual) sobre
la actividad proteolitica, difirié con lo reportado por Fu y col. (2005) y Sun y col. (2011), ya que
ellos describieron una reduccion significativa de la actividad proteolitica en presencia de Zn*" (6% y
16% de actividad residual, respectivamente). En el mismo contexto, la presencia de iones
enddgenos en la muestra puede activar a las proteasas y no permitir observar el efecto neto del Zn*
sobre la actividad proteolitica, 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* en la matriz metaloproteinasa 2 (MMP-2) (Ziouti y col., 2006), lo que explicaria la alta
actividad residual en presencia del i6n Zn*".

En resumen, el comportamiento proteolitico del extracto del tracto digestivo de I. fuscus en
presencia de los iones Ba*, Ca**, Mg*", Cu**, Mn*" y Zn* sugiri6 la presencia de cistein y metalo
proteasas en este extracto proteolitico.

En el extracto proteolitico de los tentaculos de I. fuscus, el efecto inhibitorio del i6n Ba**
(71% de actividad residual) y el efecto no significativo de los iones Na*" y CI"(91-92% de actividad
residual) sobre la actividad proteolitica, coincidieron con lo obtenido en este estudio para el extracto
proteolitico del tracto digestivo de 1. fuscus. Hasta el momento, se desconoce la existencia de
reportes acerca del efecto de iones sobre la actividad de proteasas de los tentaculos de algin pepino
de mar, sin embargo, el que los resultados hayan sido muy similares a los obtenidos para el extracto
proteolitico del tracto digestivo sugirid, de igual forma, la posible presencia de cistein y metalo
proteasas en el extracto proteolitico de los tentaculos de I. fuscus.
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8.3.9 Andlisis electroforético (SDS-PAGE y Zimografia).

La Figura 16 muestra que en el extracto proteolitico del masculo ventral de I. fuscus existe
una proteina predominante con peso molecular estimado de 180 kDa, mientras que los estudios de
zimografia, basada en hidrdélisis de caseina (2%, p/v, a pH 6 y 60°C), confirmaron la presencia de
enzimas proteoliticas en dicho extracto, presentando fuerte actividad enzimatica (Figura 16). Los
resultados fueron similares a lo reportado por Fu y col. (2005) quienes identificaron una proteina de
114 kDa en el tracto digestivo de S. japonicus. Se sugiere que el alto peso molecular aparente de la
proteina presente puede deberse a la presencia de proteinas de coldgeno ya que poseen pesos
moleculares estimados de 138 kDa (Liu y col., 2010).
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Figura 16. SDS-PAGE y zimografia del extracto proteolitico crudo del masculo ventral de 1. fuscus.
Lineas: 1, Marcador molecular; 2, Extracto crudo; 3, Zimografia del extracto crudo.

En el extracto proteolitico del tracto digestivo de I. fuscus, se identificaron dos proteinas
con pesos moleculares estimados de 109 y 39-42 kDa, mientras que la zimografia basada en
hidrdlisis de caseina (2%, p/v, a pH 6 y 60°C) demostr6 la presencia de enzimas proteoliticas 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 proteinas de 39 (probable colagenasa), 36
(cistein proteasa) y 45 (metalo proteasa) kDa, respectivamente, en el tracto digestivo y pared del
cuerpo de S. japonicus. Por lo tanto se sugirié la presencia de cistein y metalo proteasas en el
extracto proteolitico del tracto digestivo de 1. fuscus.
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1 2

Figura 17. SDS-PAGE y zimografia del extracto proteolitico crudo del tracto digestivo de I. fuscus.
Lineas: 1, Extracto crudo; 2, Zimografia del extracto crudo.

En el extracto proteolitico de los tentaculos de I. fuscus se observaron tres proteinas de
aproximadamente 106, 68 y 39 kDa (Figura 18). El estudio de zimografia basado en hidrélisis de
caseina (2%, p/v, a pH 6 y 60°C) demostrd la presencia de enzimas proteoliticas 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 cistein proteasas de 36 y 63 kDa en la pared del cuerpo de S. japonicus,
respectivamente. Por lo tanto, se sugirié la presencia de cistein y metalo proteasas en el extracto
proteolitico de los tentaculos de I. fuscus.
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Figura 18. SDS-PAGE y zimografia del extracto proteolitico crudo de los tentaculos de I. fuscus.
Lineas: 1, Extracto crudo; 2, Zimografia del extracto crudo.
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8.4 Purificacion parcial de proteasas de los 6rganos de estudio de 1. fuscus.
8.4.1 Estudio preliminar con extracto proteolitico del masculo ventral.
8.4.1.1 Precipitacion selectiva de proteinas.

Concentracion de proteina.

El extracto proteolitico crudo del musculo ventral de I. fuscus y la fraccion proteolitica
precipitada con sulfato de amonio saturado al 60%, tuvieron concentraciones de proteina de 6.0
mg/mL, mientras que el extracto proteolitico crudo sometido a precipitacion con sulfato de amonio
saturado al 80% tuvo la menor concentracion de proteina con 0.3 mg/mL (Tabla 11). Lo anterior
indica que la minoria de las proteinas presentes en el extracto proteolitico estudiado necesitan una
fuerte fuerza ionica en el medio para precipitar. Dicha precipitacion se debe a que se disminuye el
grado de hidratacion de los grupos ionicos superficiales de la proteina, ya que las sales del sulfato
de amonio compiten por el agua y rompen las interacciones electrostaticas, de forma que las
moléculas proteicas se agregan y precipitan.

Tabla 12. Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
musculo ventral de |. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SO,.

Condiciones de precipitaciéon mg/mL"
[% sat. (NH4).SO,]
Extracto crudo 6.03 +1.53
60 5.93 +0.37
80 0.26 £0.01

*Valor medio (0 media).
Determinacion de actividad proteolitica.

La fraccion proteolitica precipitada con sulfato de amonio saturado al 80% del extracto
proteolitico del muasculo ventral de I. fuscus present6 la mayor actividad proteolitica en el intervalo
de pH 2-10 comparada con la fraccion proteolitica precipitada con sulfato de amonio saturado al
60% V el extracto proteolitico crudo (Figura 19). Cabe destacar que dicha fraccion proteolitica tuvo
mayor actividad proteolitica en el intervalo de pH 2-5.
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Figura 19. Actividad especifica de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del musculo
ventral de I. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SO,.
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El mayor porcentaje de recuperacion de proteina se obtuvo en la fraccion proteolitica precipitada
con sulfato de amonio saturado al 60% con 38.5% y un factor de purificacion de 0.6 (Tabla 12).

Tabla 13. Parametros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del

musculo ventral de 1. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SO,.

Condiciones de | Actividad | Proteina | Actividad Factor de %
precipitacion total* total* especifica | purificacion | Recuperacién
[%0 sat. (NH4),SO,4] | (U,pH8) | (mg) | (U/mg, pH 8)
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 selecciond la fraccién proteolitica precipitada con sulfato de amonio
saturado al 60% para la purificacién parcial, con base en la actividad proteolitica, el factor de
purificacion y principalmente por el porcentaje de recuperacion obtenido. El porcentaje de
recuperacién fue la variable decisiva para la seleccién de la fraccion proteolitica ya que permitira
continuar con los siguientes pasos de purificacion y aumentar el factor de purificacion.

8.4.1.2 Ultrafiltracion.
Concentracion de proteina.

La fraccion proteolitica precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% con peso
molecular mayor a 100 kDa del extracto proteolitico del musculo ventral de 1. fuscus fue la que tuvo

mayor concentracion de proteina con 5.7 mg/mL (Tabla 13).

Tabla 14. Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
musculo ventral de 1. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,4),SO,y ultrafiltracion.

Condiciones de precipitacion [% sat. mg/mL*
(NH,),SO4](peso molecular en kDa)
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).
Determinacion de actividad proteolitica.

Se present6 la mayor actividad proteolitica en la fraccion precipitada con sulfato de amonio
saturado al 80% con peso molecular mayor a 100 kDa del extracto proteolitico del musculo ventral
de 1. fuscus (Figura 20). Dicha fraccién mostré actividad proteolitica predominante en el intervalo
de pH 2-7 (Figura 20). Subsiguientemente, la fraccion precipitada con sulfato de amonio saturado al
60% con peso molecular mayor a 100 kDa tuvo alta actividad proteolitica.
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—e—Extractocrudo --*--pp.60%>100kDa --®- pp.60%<50kDa —m=pp.80%>100kDa —@—pp.80%<50kDa

Figura 20. Actividad especifica de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del musculo
ventral de I. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,4),SO,y ultrafiltracion.

Las fracciones proteoliticas con pesos moleculares menores a 50 kDa presentaron las
menores actividades proteoliticas en el rango de pH 2-10 (Figura 20), los menores valores de
porcentaje de recuperacion y factor de purificacién (Tabla 14).

Tabla 15. Parametros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
musculo ventral de I. fuscus obtenidas por precipitacion con (NH,),SQO,y ultrafiltracion.

Condiciones de
precipitacion Actividad | Proteina | Actividad | Factor de %
[% sat. (NH,),SO4](peso | total* total* | especifica | purificacion | Recuperacion
molecular en kDa) (U, pH 8) (mQ) (U/mg)
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 (0 media).

La fraccion proteolitica precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% con peso
molecular mayor a 100 kDa, tuvo el mayor porcentaje de recuperacién con 17% y un factor de
purificacion de 0.8 (Tabla 14), lo cual definio a dicha fraccion como la 6ptima para continuar con la
purificacion parcial, ya que el porcentaje de recuperacién permitié ejecutar mas pasos de
purificacion y por lo tanto incrementar el factor de purificacion.
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8.4.2 Cromatografia de intercambio anionico en lote.
8.4.2.1 Extracto proteolitico del musculo ventral de I. fuscus.

Concentracion de proteina.

La mayor concentracion de proteina se obtuvo en la fraccién proteolitica 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 proteolitico del musculo ventral de I. fuscus con 0.4 mg/mL (Tabla
15).

Tabla 16. Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
musculo ventral de 1. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico en lote,
precipitacion con (NH,4),SO, y ultrafiltracion.

Fraccion (condiciones elucion)/precipitacion mg/mL"
% sat. (NH,),SO./peso molecular (kDa)
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 (0 media).

Determinacion de actividad proteolitica.

La mayor actividad proteolitica a pH 8 (p<0.001) se encontr6 en la fraccion proteolitica
eluida con NaCl 0.50 M precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% Yy con peso molecular
mayor a 100 kDa del extracto proteolitico del musculo ventral de I. fuscus (F3 pp.60% >100 kDa)
(Figura 21) (el andlisis de varianza y comparacion maltiple de medias de Tukey se reportan en el
Anexo 12), tuvo un porcentaje de recuperacion de 15.9% y un factor de purificacion de 2.2 (Tabla

16).
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Figura 21. Actividad especifica (pH 8) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
musculo ventral de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio aniénico en lote,
precipitacion con (NH,4),SO, y ultrafiltracion.
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Tabla 17. Pardmetros de recuperacién de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
musculo ventral de 1. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico en lote,
precipitacion con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

Fraccion, condiciones
elucién/precipitacion | Actividad | Proteina | Actividad | Factor de %
% sat. (NH,),SO,/peso | total* total* | especifica | purificacion | Recuperacion
molecular (kDa) (U,pH8) | (mg) (U/mg)
Extracto crudo 3773750 | 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 proteolitica de las fracciones del
extracto proteolitico del musculo ventral de I. fuscus. La fraccion 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 proteolitica en el rango de pH 6-10, por lo tanto dicha
fraccion fue seleccionada (nombrada “extracto proteolitico parcialmente purificado del musculo
ventral”) y con base en los resultados reportados en la Tabla 16.
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Figura 22. Actividad especifica (pH 6-10) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
musculo ventral de 1. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico en lote,
precipitacion con (NH,),SO, y ultrafiltracion.
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8.4.2.2 Extracto proteolitico del tracto digestivo de I. fuscus.

Concentracion de proteina.

La mayor concentracion de proteina se obtuvo en la fraccién proteolitica eluida con NaCl
0.25 M del extracto proteolitico del tracto digestivo de 1. fuscus (F2 Eluido 0.25 M) con 0.3 mg/mL
(Tabla 17).

Tabla 18. Concentracion de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del tracto
digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico en lote, precipitacion
con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

Fraccion, condiciones elucion/precipitacion mg/mL"
% sat. (NH,),SO4/peso molecular (kDa)
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 (0 media).

Determinacion de actividad proteolitica.

La mayor actividad proteolitica a pH 8 (p>0.001) se encontr6é en la fraccion proteolitica
eluida con NaCl 0.50 M del extracto proteolitico del tracto digestivo de I. fuscus (F3 Eluido 0.50 M)
(Figura 23) (el andlisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el
Anexo 12), con un porcentaje de recuperacién de 58.3% y un factor de purificacion de 1.9 (Tabla
18).
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Figura 23. Actividad especifica (pH 8) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del tracto
digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico en lote, precipitacion
con (NH,),S0O, y ultrafiltracion.
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Tabla 19. Pardmetros de recuperacién de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del tracto
digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio aniénico en lote, precipitacion
con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

Fraccion, condiciones

elucién/precipitacion | Actividad | Proteina | Actividad | Factor de %

% sat. (NH,),SO,/peso | total* total* | especifica | purificacion | Recuperacion
molecular (kDa) (U,pH8) | (mg) (U/mg)

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 proteolitica de las fracciones del
extracto proteolitico del tracto digestivo de I. fuscus. La fraccion proteolitica 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 selecciond esta fraccion
(nombrada “extracto proteolitico parcialmente purificado del tracto digestivo™) apoyado de los
resultados reportados en la Tabla 18.
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Figura 24. Actividad especifica (pH 6-10) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico del
tracto digestivo de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio aniénico en lote,
precipitacion con (NH,4),SO, y ultrafiltracion.
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8.4.2.3 Extracto proteolitico de los tentaculos de I. fuscus.

Concentracion de proteina.

La mayor concentracion de proteina se obtuvo en la fraccién proteolitica eluida con NaCl
0.50 M precipitada con sulfato de amonio saturado al 60% y con peso molecular mayor a 100 kDa
del extracto proteolitico de los tentaculos de I. fuscus (F3 pp.60% >100 kDa) con 0.28 mg/mL

(Tabla 19).

Tabla 20. Concentracién de proteina de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico de los
tentaculos de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio aniénico en lote, precipitacion
con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

Fraccion, condiciones elucién/precipitacion mg/mL"
% sat. (NH,),SO,/peso molecular (kDa)
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 (0 media).

Determinacion de actividad proteolitica.

La mayor actividad proteolitica a pH 8 (p<0.001) se encontr6é en la fraccion proteolitica
eluida con NaCl 0.50 M del extracto proteolitico de los tentaculos de I. fuscus (F3 eluido 0.50 M)
(Figura 25) (el analisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el
Anexo 12), el porcentaje de recuperacién de dicha fraccién fue de 58.8% vy el factor de purificacion

de 1.6 (Tabla 20).
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Figura 25. Actividad especifica (pH 8) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico de los
tentaculos de 1. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico en lote, precipitacion
con (NH,),SO, y ultrafiltracion.
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Tabla 21. Pardmetros de recuperacion de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico de los
tentaculos de 1. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio aniénico en lote, precipitacion
con (NH,),SO, y ultrafiltracion.

Fraccion, condiciones

elucién/precipitacion | Actividad | Proteina | Actividad | Factor de %

% sat. (NH,),SO,/peso | total* total* | especifica | purificacion | Recuperacion
molecular (kDa) (U,pH8) | (mg) (U/mg)

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 proteolitica de las fracciones del
extracto proteolitico de los tentaculos de I. fuscus. La fraccion proteolitica eluida con NaCl 0.50 M
(F3 eluido 0.50 M) tuvo la mayor actividad a pH 6-8, por lo que se seleccion6 dicha fraccion para
los estudios posteriores (nombrada “extracto proteolitico parcialmente purificado de los
tentaculos™), apoyado de los resultados reportados en la Tabla 20.
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Figura 26. Actividad especifica (pH 6-10) de fracciones proteoliticas del extracto proteolitico de los
tentaculos de I. fuscus obtenidas por cromatografia de intercambio aniénico en lote, precipitacién
con (NH,),S0O, y ultrafiltracion.
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8.4.3 Cromatografia de intercambio aniénico por LPLC.

Los extractos proteoliticos parcialmente purificados fueron sometidos nuevamente a
cromatografia de intercambio anionico pero empleando cromatografia liquida a baja presion
(LPLC), recolectando las fracciones eluidas con NaCl 0.50 M y posteriormente se determind su
actividad proteolitica en las condiciones 6ptimas predeterminadas (pH 6, 60°C). Las Figuras 27, 28
y 29 muestran los perfiles cromatogréaficos por LPLC de los extractos proteoliticos parcialmente
purificados del musculo ventral, el tracto digestivo y los tentaculos de I. fuscus, respectivamente. La
fraccion del extracto proteolitico del musculo ventral presentd una actividad especifica de 6 827
U/mg (Figura 27).
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Figura 27. Perfil cromatografico (LPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado del
musculo ventral de I. fuscus.

La fraccion del extracto proteolitico del tracto digestivo tuvo una actividad proteolitica de
7 697 U/mg (Figura 28), y la fraccion del extracto proteolitico de los tentaculos tuvo una actividad
proteolitica de 3 724 U/mg (Figura 29).
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Figura 28. Perfil cromatogréfico (LPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado del tracto
digestivo de I. fuscus.
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Figura 29. Perfil cromatografico (LPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado de los
tentaculos de 1. fuscus.

Diferentes autores han reportado purificaciones de proteasas del pepino de mar S. japonicus
empleando cromatografia de intercambio ani6nico 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 enzimética de
los extractos proteoliticos del musculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de I. fuscus
comparada a la obtenida sélo por cromatografia de intercambio anionico en lote (apartado 8.4.2).

8.5 Caracterizacion de extractos proteoliticos parcialmente purificados.
8.5.1 Determinacion de concentracion de proteina.

El extracto proteolitico parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus obtenido
por LPLC (como se mostrd en el apartado 8.4.3) tuvo la mayor concentracion de proteina (0.14
mg/mL), seguido de los extractos proteoliticos del mdsculo ventral (0.08 mg/mL) y de los
tentaculos (0.01mg/mL) (Tabla 21).

Tabla 22. Concentracién de proteina de extractos parcialmente purificados de I. fuscus por LPLC.
Muestras mg/mL"
Musculo ventral | 0.08 + 0.04
Tracto digestivo | 0.14 +0.02
Tentaculos 0.01 £0.02
*Valor medio (0 media).
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8.5.2 Efecto del pH sobre la actividad proteolitica.

La Figura 30 muestra el efecto del pH sobre la actividad proteolitica de extractos
parcialmente purificados del mdsculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de 1. fuscus, a
60°C (el anélisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo
13). El extracto proteolitico del musculo ventral mostré actividad proteolitica significativamente
mayor (p<0.001) a pH 10, seguido de pH 8 y pH 6-7. Asimismo, el extracto proteolitico 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 tentaculos fue més activo (p<0.001) a pH 7, seguido de pH 6 y 8.
Esto llevd a concluir la presencia de proteasas &cidas y alcalinas en todos los extractos, por lo que
seria necesaria una mayor purificacion para obtener los optimos de actividad proteolitica de
proteasas especificas.

Cabe destacar que el extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos present6
mayor actividad especifica que el extracto proteolitico del tracto digestivo (obtenidos con el mismo
procedimiento de purificacion 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 proteoliticos crudos de
I. fuscus), donde se sugirié que los tentadculos podrian funcionar como un sistema de digestion
alternativo cuando el pepino de mar ha expulsado sus 6rganos internos como método de defensa.

15000 -

/§--.“--§—_."§--~
s i
10000 4 = = o o === 2~ _ e *
~ 7/
S~
5000 -
g 3000 - 9
5 .
2000 -
1000
,
O T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH
----MUsculo ventral —=—Tracto digestivo -+ Tentaculos

Figura 30. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica de extractos parcialmente purificados de I.
fuscus.

Las proteasas del musculo ventral con actividad Optima 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 Optimos de actividad a pH 5 (37°C) y pH 7 (50°C), respectivamente, para cistein
proteasas purificadas de la pared del cuerpo de S. japonicus. Asimismo, los resultados concordaron
con el pH optimo (pH 6.1) de cistein proteasas implicadas en la protedlisis de proteinas no
coldgenas de S. japonicus, reportado por Wu y col. (2013b). En cuanto a las proteasas con maxima
actividad a pH 8, coincidieron con lo obtenido por Wu y col. (2013a) para metalo proteasas
gelatinoliticas de S. japonicus con actividad a pH 8-9 (37°C).
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Por otro lado, los dptimos de actividad de las proteasas acidas de los extractos parcialmente
purificados del tracto digestivo (pH 6) y de los tentaculos (pH 6-7) fueron similares a lo descrito por
Sun y col. (2011), quienes purificaron catepsinas B del intestino de S. japonicus con actividades
maximas a pH 5.5 (40°C). Mientras que los Optimos de actividad en la region alcalina de las
proteasas del tracto digestivo (pH 8-9) y de los tentaculos (pH 8) coincidieron con Fu y col. (2005),
quienes reportan colagenasas (metalo proteasas) con actividad similar a serin proteasas en el tracto
digestivo de S. japonicus.

Se ha demostrado actividad proteolitica en una variedad de equinodermos (Lawrence,
1982), asi como la presencia de serin proteasas de tipo tripsina y quimotripsina (proteasas alcalinas)
en holotdridos (Fish, 1967). Ademas, existen reportes de que las colagenasas en el tracto digestivo
muestran al mismo tiempo actividades similares a la tripsina y quimotripsina con una actividad
méaxima 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), Alarcon y col. (1998), Hidalgo y col. (1999), Essed y col. (2002) han detectado en otros
organismos marinos proteasas con actividades 6ptimas a pH alcalino, sugiriendo la presencia de
serin proteasas. En general, se ha reportado que las tripsinas marinas (serin proteasas) son mas
activas a pH alcalino, con un intervalo de pH 6ptimo de 7.5-10.5 (Klomklao y col., 2006).

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos y reportes en la literatura, se sugirio que
las proteasas alcalinas identificadas en los tres Organos estudiados, con éptimos de actividad
alrededor de pH 8, pueden ser serin y/o metalo proteasas, mientras que las proteasas acidas, con
actividades significativas cerca de pH 6, son posibles cistein proteasas.

Factores tales como caracteristicas fisioldgicas, temperatura, clima, régimen nutricional y
requerimientos de componentes bioquimicos especificos, 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 podria influir en el comportamiento de sus enzimas digestivas. Se ha
reportado para el cultivo éptimo 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
explicaria la tendencia de la actividad proteolitica hacia pH alcalino.

En el mismo contexto, los habitos alimenticios de peces podrian afectar la actividad
proteolitica (Chakrabarti y col., 1995; Hidalgo y col., 1999). Las especies carnivoras poseen
mayores niveles de proteasas acidas en comparacion con las especies omnivoras o herbivoras (Jonas
y col., 1983). El pepino de mar es un organismo detritivoro lo que explicaria la presencia de
proteasas con mayor actividad a pH alcalino, sin embargo, también se alimenta de plancton, algas,
microalgas y algunos invertebrados, lo que explicaria la necesidad de la actividad de proteasas
acidas.
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8.5.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica.

La Figuras 31 muestra el efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica de los
extractos proteoliticos parcialmente purificados del masculo ventral, del tracto digestivo y de los
tentaculos de 1. fuscus, a pH 6 (el analisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey
se reportan en el Anexo 14). Los 6ptimos de actividad (p<0.001) para los extractos parcialmente
purificados del musculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos 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 proteolitica 6ptima a 50°C para cistein
proteasas de la pared del cuerpo de S. japonicus. Asimismo, fueron similares con lo descrito por Wu
y col. (2013a) para metalo proteasas gelatinoliticas de S. japonicus con mayor actividad proteolitica
a 40-45°C.
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Figura 31. Efecto de la temperatura, a pH 6, sobre la actividad proteolitica de extractos parcialmente
purificados de I. fuscus.

La Figuras 32 muestra el efecto de la temperatura, a pH 8, sobre la actividad proteolitica de
los extractos proteoliticos parcialmente purificados del musculo ventral, del tracto digestivo y de los
tentaculos de I. fuscus (el analisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se
reportan en el Anexo 14). Los 6ptimos de actividad (p<0.001) para los extractos parcialmente
purificados del musculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos 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 éptima 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 maxima a 37°C.
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Figura 32. Efecto de la temperatura, a pH 8, sobre la actividad proteolitica de extractos parcialmente
purificados de I. fuscus.

Es importante mencionar que el extracto proteolitico parcialmente purificado de los
tentaculos de I. fuscus mostré mayor actividad proteolitica en los dos estudios de temperatura, a pH
6 y pH 8, que el extracto proteolitico del tracto digestivo, lo que sugirié nuevamente que los
tentaculos podrian funcionar como un sistema de digestion alternativo mientras el pepino de mar
regenera sus érganos internos, como se discutio 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 caracteristicas fisicoquimicas 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
gue las zonas de extraccion para este estudio (Golfo de California, México) presentan aguas
superficiales de 8-12°C en invierno y mas 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 éptimos
de actividad proteolitica a temperaturas cercanas a 60°C, similar a lo obtenido en el presente
estudio. Ademas, se ha demostrado que las temperaturas éptimas de las proteasas extraidas de los
Organos internos de peces, muestran variaciones entre los diferentes drganos y las especies
(Khantaphant y col., 2008), como es el caso de las proteasas del ciego pilérico de especies como:
pargo (Lutjanus vitta) que muestran una actividad proteolitica 6ptima a 65°C (Khantaphant y col.,
2008); sardina Monterrey (Sardinops sagax caerulea) con maxima actividad a 50°C (Castillo-
Yafiez y col., 2005); salmon real (Oncorhynchus tshawytscha) con 6ptima actividad a 60°C
(Kurtovic y col., 2006); y pescado azul (Pomatomus saltatrix) con temperatura 6ptima de 55°C
(Klomklao y col., 2007), lo que explicaria la diferencia entre las temperaturas 6ptimas de actividad
proteolitica obtenidas en el presente estudio para I. fuscus y lo reportado para S. japonicus. En
general, se ha reportado que las tripsinas marinas son méas activas a temperaturas entre 40 y 60 °C
(Klomklao y col., 2006).
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8.5.4 Analisis electroforético (SDS-PAGE y Zimografia).

El extracto proteolitico parcialmente purificado del musculo ventral de I. fuscus presentd
una proteasa con peso molecular estimado de 49 kDa (Figuras 33 y 34) con actividad proteolitica
basada en hidrdlisis de caseina (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 cistein proteasa de 36 kDa en la pared del
cuerpo de S. japonicus. Por lo tanto, se sugirio la posible presencia de cistein y/o metalo proteasas

en el extracto proteolitico estudiado.
i

Figura 33. SDS-PAGE del extracto proteolitico parcialmente purificado del misculo ventral de 1.
fuscus. Tincion con azul de Coomassie.
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Figura 34. SDS-PAGE del extracto proteolitico parcialmente purificado del muasculo ventral de I.
fuscus. Tincion con plata. Lineas: 1. Marcador molecular; 2. Extracto parcialmente purificado.

Los estudios de zimografia 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 muasculo 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 proteolitica del extracto proteolitico parcialmente purificado reportados en los
apartados 8.5.2 y 8.5.3, respectivamente.
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1 2 3 4 5

Figura 35. Zimografia del efecto del pH sobre la actividad del extracto proteolitico parcialmente
purificado del muasculo ventral de 1. fuscus (hidrolisis de caseina, 60°C). Lineas: 1, pH 6; 2, pH 7; 3,
pH 8; 4, pH 9; 5, pH 10.

1 2 3 4

Figura 36. Zimografia de la estabilidad térmica del extracto proteolitico parcialmente purificado del
musculo ventral de 1. fuscus (hidr6lisis de caseina, pH 6, 60°C). Preincubacion 1 h. Lineas: 1, 60°C;
2,50°C; 3, 40°C; 4, Sin incubacion.

El extracto proteolitico parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus presento
una proteasa con peso molecular estimado de 47 kDa (Figura 37), mientras que el extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos tuvo una proteasa similar de 46 kDa (Figura
37), dichas proteasas tuvieron actividad caseinolitica (2%, p/v, a pH 6 y 60°C) (Figura 38). Los
resultados fueron similares a lo reportado por Qi y col. (2007) para cistein 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 sugirié la presencia de cistein y/o
metalo proteasas en los extractos proteoliticos del tracto digestivo y de los tentaculos de |. fuscus.
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Figura 37. SDS-PAGE de los extractos proteoliticos parcialmente purificados del tracto digestivo y
de los tentaculos de I. fuscus. Tincidn en plata. Lineas: 1, Marcador molecular; 2, Extracto
proteolitico del tracto digestivo; 3, Extracto proteolitico de los tentaculos.
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1 2
Figura 38. Zimografia de los extractos proteoliticos parcialmente purificados del tracto digestivo y
de los tentaculos de I. fuscus (hidrolisis de caseina, pH 6, 60°C). Lineas: 1, Extracto proteolitico del
tracto digestivo; 2, Extracto proteolitico de los tentaculos.

8.6 Purificacion de proteinas por HPLC.

La Figura 39 muestra las seis fracciones purificadas del extracto proteolitico parcialmente
purificado del musculo ventral de I. fuscus por HPLC. La fraccion “IV” mostr6 la mayor actividad
proteolitica (p<0.001) con respecto a las otras fracciones, con una actividad especifica de 15 498
U/mg (el andlisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo
15). Por lo tanto, la fraccion “IV” se sometié nuevamente a HPLC obteniéndose tres subfracciones
(Figura 40), de las cuales la subfracciéon “IVc” presentd la mayor actividad especifica con 17 252

U/mg, por lo que se selecciond dicha subfraccion para su posterior identificacion por espectrometria
de masas.
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Figura 39. Perfil cromatografico (RP-HPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado del
musculo ventral de I. fuscus y actividad especifica de las fracciones purificadas.
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Figura 40. Perfil cromatografico (RP-HPLC) de la fraccion purificada “IV” del extracto proteolitico
parcialmente purificado del musculo ventral de I. fuscus y actividad especifica de las subfracciones
purificadas.

Del extracto proteolitico parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus se
obtuvieron diez fracciones por HPLC (Figura 41). La fraccién “9” mostr6 la mayor actividad
proteolitica (p<0.001) con respecto a las otras fracciones, con una actividad especifica de 1 767
U/mg (el andlisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo
15). Dicha fraccion se recolectd y se sometid nuevamente a HPLC para obtener su perfil
cromatografico y determinar nuevamente su actividad especifica (Figura 42). S6lo se presentd una
subfraccién, nombrada fraccion “9a”, con actividad especifica de 7 831 U/mg, la cual fue
recolectada para el analisis de espectrometria de masas.
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Figura 41. Perfil cromatogréfico (RP-HPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado del
tracto digestivo de I. fuscus y actividad especifica de las fracciones purificadas.
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Figura 42. Perfil cromatogréafico (RP-HPLC) de la fraccion purificada “9” del extracto proteolitico
parcialmente purificado del tracto digestivo de I. fuscus y actividad especifica de la subfraccion
purificada.

Finalmente, del extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus
se obtuvieron diez fracciones por HPLC (Figura 43), donde las fracciones “E” e “I” tuvieron la
mayor actividad proteolitica (p<0.001) con respecto a las otras fracciones, con actividades
especificas de 2 341 y 4 293 U/mg, respectivamente (el analisis de varianza y comparacion maltiple
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 cromatograficos y determinar sus
actividades especificas (Figura 44 y 45). La subfraccion “Ea” tuvo mayor (p<0.001) actividad
proteolitica que la subfraccion “Ia”, con actividad especifica de 3 907 U/mg, por lo que fue
seleccionada y recolectada para el analisis de espectrometria de masas.
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Figura 43. Perfil cromatografico (RP-HPLC) del extracto proteolitico parcialmente purificado de los
tentaculos de 1. fuscus y actividad especifica de las fracciones purificadas.
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Figura 44. Perfil cromatografico (RP-HPLC) de la fraccion purificada “I” del extracto proteolitico
parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus y actividad especifica de la subfraccion
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Figura 45. Perfil cromatogréafico (RP-HPLC) de la fraccidon purificada “E” del extracto proteolitico
parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus y actividad especifica de la subfraccion
purificada.

La Tabla 22 muestra los factores de purificacién y porcentajes de recuperacion obtenidos
durante la purificacién de los extractos proteoliticos del misculo ventral, del tracto digestivo y de
los tentaculos de I. fuscus. El extracto proteolitico purificado del masculo ventral tuvo un factor de
purificacion final de 26.6 con un porcentaje de recuperacion de 0.9%, mientras que el extracto
proteolitico purificado del tracto digestivo presentd un factor de purificacion de 29.4 con un
porcentaje de recuperacion de 1.3%, y el extracto proteolitico purificado de los tentaculos
incrementd su actividad proteolitica 11.2 veces con respecto a la actividad proteolitica del extracto
crudo (factor de purificacion de 12.2) con 1.7% de recuperacion. Los resultados obtenidos fueron
similares a lo reportado por Qi y col. para cistein proteasas de S. japonicus, quienes mencionaron un
factor de purificacion de 17 con 5.3% de recuperacién. Sin embargo, Zhu y col. (2008b) reportaron
mas del doble de purificacion con un factor de 42.8 con un porcentaje de recuperacion de 6.4%. De
igual forma, Sun y col. (2011) obtuvieron un factor de purificacion de 81.3 con recuperacion del
3.3%. Sin embargo, dichos autores utilizaron mas pasos de purificacién que los utilizados en el
presente estudio, como cromatografia de exclusion molecular en una columna “TSK gel”.
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Tabla 23. Esquema de purificacion de proteasas de I. fuscus.
Actividad Proteina Actividad Factor de %
Paso de purificacion total (U) | total (mg) | especifica (U/mg) | purificacién | Recuperacion

MUSCULO VENTRAL
Extracto crudo 37731.5 58.17 648.7 1.0 100.0
Intercambio anionico en lote - DEAE A-50 19400.0 24.00 808.3 12 514
Fraccionamiento (NH4)2S04 > 100 kDa 6000.0 417 1438.6 2.2 15.9
Intercambio anionico LPLC - High Q 2024.4 0.30 6827.3 105 54
HPLC - C18 (Fraccion IVc) 342.7 0.02 172517 26.6 0.9

TRACTO DIGESTIVO
Extracto crudo 235194 88.34 266.2 1.0 100.0
Intercambio anionico en lote - DEAE A-50 13706.7 21.68 495.2 19 58.3
Intercambio anionico LPLC - High Q 2581.3 0.34 7697.2 28.9 11.0
HPLC - C18 (Fracci6n 9a) 300.0 0.04 7830.6 29.4 13

TENTACULOS

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 (Fraccion Ea) 286.5 0.07 3907.4 12.2 17

8.7

Identificacidn de proteinas por espectrometria de masas (LC-MS).

En la Tabla 23 se muestran las proteinas de I. fuscus identificadas por espectrometria de
masas. Las enzimas proteoliticas purificadas del musculo ventral, del tracto digestivo y de los
tentaculos fueron ligeramente homologas a tripsina y complejo tripsina-inhibidor de triptasa (LDTI,
“Leech derived tryptase inhibitor”). EI LDTI es una pequefia proteina que se ha descrito como
inhibidora de la estructura tetramérica de la triptasa al actuar de manera directa sobre el centro
activo (Muhlhahn y col., 1994). La triptasa es una proteina perteneciente a la familia de las serin
proteasas y constituye la mayor parte de las endopeptidasas almacenadas en los granulos de
secrecion de los mastocitos. Los estudios in vitro sugieren que la enzima participa en el catabolismo
de las proteinas de la matriz extracelular (Muhlhahn y col., 1994). EI 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
homologia con catepsinas previamente descritas sugiriendo que puede tratarse de un nuevo
miembro de la familia de cistein proteasas lisosomales, debido a que en sus analisis obtuvieron
homologia 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 proteoliticos purificados estudiados fue de 7 a 8 % (Tabla 23),
esto significa el porcentaje de la secuencia de la proteina representada por los péptidos
identificados, por lo que podemos decir que la homologia entre las proteinas es muy baja.
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Tabla 24. Proteasas de |. fuscus identificadas por espectrometria de masas (LC-MS).

Proteina identificada Base de Taxonomia | Puntuacion Masa Cobertura
datos nominal / de
pl secuencia
calculado (%)
Miisculo ventral “Fraccion IVc”
Tripsina SwissProt Sus scrofa 60 24394 / 7
7.00
Cadena E, LDTI NCBInr Sus scrofa 83 23457/ 8
Complejo tripsina 0| 8.26
3318722
Tracto digestivo “Fraccion 9a”
Proteina hipotética NCBInr Lottia 49 12191/ 12
LOTGIDRAFT_155067 0i gigantea 5.24
556096927 | (Molusco)
Tripsina NCBInr Sus scrofa 82 24394 / 7
gi|136429 7.00
Cadena E, LDTI NCBInr Sus scrofa 76 23457/ 8
Complejo tripsina 0i|3318722 8.26
Queratina, tipo Il SwissProt Homo 111 65393/ 5
citoesquelética 2 sapiens 8.07
epidérmica
Tentaculos “Fraccion 1a”
Tripsina NCBInr Sus scrofa 74 24394 / 7
gi|136429 7.00
Cadena E, LDTI NCBInr Sus scrofa 76 23457/ 8
Complejo tripsina 0i|3318722 8.26

Las puntuaciones obtenidas para tripsina y complejo tripsina-inhibidor de los extractos
proteoliticos purificados estudiados fueron de 60 y 83 para musculo ventral, 76 y 111 para tracto
digestivo y 74 y 76 para tentaculos, respectivamente (Tabla 23). La puntuacion es una medida de la
significancia estadistica de una deteccion. La probabilidad de una identificacion correcta del
espectro con una secuencia en la base de datos aumenta con el nimero de sefiales de la proteina
detectables. De acuerdo a los resultados reportados por el buscador MASCOT, los valores de
puntuacion obtenidos no indicaron identidad u homologia significativa (p<0.05) de los péptidos.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que las enzimas proteoliticas purificadas del
musculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de I. fuscus podrian ser nuevos miembros
de las proteasas, debido a que no se encontré6 homologia con serin, aspartil, cistein o metalo
proteasas descritas anteriormente en la literatura.
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8.8 Hidrdlisis de proteina y gelatina del musculo de 1. fuscus con extracto
proteolitico de los tentaculos de 1. fuscus y determinacion de actividad
antioxidante.

Se utilizo el extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus
(obtenido como se describid en el apartado 7.6.3.2) para hidrolizar la proteina del masculo dorsal de
I. fuscus utilizando diferentes relaciones enzima:sustrato (1:2, 1:1; 2:1) a 2 y 5 h de reaccién,
posteriormente se determiné la capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (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 andlisis de varianza y comparacion
multiple de medias de Tukey se reportan en el Anexo 16). Por lo tanto, se considerd incrementar el
tiempo de hidrolisis a 24 h y utilizar so6lo las proporciones enzima:sustrato, 1:1 y 2:1 para aumentar
el grado de protedlisis y obtener mayor cantidad de péptidos con posible actividad antioxidante.
Ademas, se propuso utilizar gelatina obtenida del masculo dorsal de 1. fuscus con la hipotesis de
facilitar la hidrolisis debido a que la gelatina es colageno hidrolizado por calor, lo que permitiria
obtener mayor cantidad de péptidos. Lo anterior con base en el parrafo siguiente.

El mecanismo de accidon 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 aminoéacidos hidrofébicos en el péptido (Mendis y col., 2005b). Por otro lado, los péptidos de
gelatina contienen principalmente aminoécidos hidrofébicos (Kimy col., 2010). Por lo tanto, ya que
el pepino de mar posee cerca del 70% de colageno de la proteina total, y dicho coldgeno cuando es
hidrolizado por calentamiento genera gelatina, se espera que los péptidos derivados de la gelatina
del masculo dorsal de I. fuscus tengan mayores efectos antioxidantes.

Tabla 25. Actividad antioxidante de hidrolizados de proteina muscular de 1. fuscus.
E:S=1:2, | E:S=1:2, | E:S=1:1, | E:S=1:1, | E:S=2:1, E:S=2:1,
2h 5h 2h 5h 2h 5h

mg/mL* 3.46 3.47 3.50 3.47 3.27 3.30
UMO! Troix/MY proteina | 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 (0 media).
**LUMOl1r010x/ MYproteina = PeNdiente curva muestra / Pendiente curva estandar (Trolox).

Hidrolizado

Los hidrolizados de proteina del musculo dorsal de 1. fuscus (ambas proporciones
enzima:sustrato, 1:1y 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 utilizo la proteina del muasculo dorsal en los subsiguientes
estudios (el anélisis de varianza y comparacion multiple de medias de Tukey se reportan en el
Anexo 17). Ademas, se selecciond la relacion enzima:sustrato 1:1 debido a que no hubo diferencia
significativa (p>0.05) entre los valores de ORAC de las muestras de proteina del musculo
estudiadas (enzima:sustrato 1:1 y 2:1). Por lo tanto, la gelatina se descarté como sustrato y se
rechazo la hipétesis planteada anteriormente.

Tabla 26. Actividad antioxidante de hidrolizados de proteina y gelatina muscular de I. fuscus a 24 h.
Hidrolizado Proteina, 1:1 | Proteina, 2:1 | Gelatina, 1:1 | Gelatina, 2:1
mg/mL* 3.85 3.29 3.07 3.29
UMO! Troiox/MY proteina | 0.72+0.07 | 0.70+£0.06 | 0.61+0.04 | 0.56 +0.06
*Valor medio (o media).

**UMO1ro10x/MPproteina = PeNdiente curva muestra / Pendiente curva estandar (Trolox).

Arisai del Carmen Hernandez Sdmano 102



“Purificacion parcial y caracterizacién de proteasas de I. fuscus y algunas aplicaciones’.

El hidrolizado de proteina muscular de I. fuscus, generado con una relacion enzima:sustrato
1:1 con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos, hidrolizado por 24 h, se
ultrafiltr6 con membranas de 3 kDa. La fraccion de péptidos con peso molecular menor a 3 kDa
presentd el mayor valor de ORAC (p<0.001) con 0.92 pmol+oi0x/MPproteina, €S deCir, que tuvo mayor
actividad antioxidante comparado con la fraccidén de péptidos con peso molecular mayor a 3 kDa
(Tabla 26) (el andlisis de varianza y comparacion maltiple 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
célculo del valor de ORAC) de los valores de las areas bajo las curvas netas (Net AUC) de las
cinéticas de fluorescencia contra diferentes concentraciones de Trolox o de la fraccion de péptidos
con peso molecular menor a 3 kDa.

Tabla 27. Actividad antioxidante de péptidos de proteina muscular de I. fuscus.
Hidrolizado E:S=1:1, 24 h | Péptidos > 3kDa | Péptidos < 3kDa
mg/mL" 6.08 0.11
MO 1roi0/MY proteina 0.49 + 0.01 0.92 +0.04
*Valor medio (o media).
**UMOltro10x/MYproteina = PeNdiente curva muestra / Pendiente curva estandar (Trolox).
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Figura 46. Actividad antioxidante de la fraccion menor a 3 kDa del hidrolizado de proteina
muscular de I. fuscus (E:S=1:1, a 24 h). A) Curva estandar de Trolox; B) Péptidos con peso
molecular menor a 3 kDa. Grafica representativa de tres experimentos independientes.

Nuestros resultados concordaron con lo reportado por Liu y col. (2009) quienes encontraron
gue los péptidos con peso molecular menor a 3 kDa (derivados de hidrolizados de proteinas del
plasma de porcinos) tienen mayor capacidad reductora. Las propiedades de los péptidos
antioxidantes estan relacionadas con su composicion de aminoacidos, estructura y peso molecular
(Zhou y col., 2012). Generalmente, los de bajo peso molecular son altamente antioxidantes (Chen y
col., 2007) aungue otros autores han encontrado que la actividad antioxidante de los hidrolizados
esta relacionada con el grado de hidrolisis (Gibbs y col., 2004; Kim y col., 2007).
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8.8.1 Purificacion de péptidos con actividad antioxidante (RP-HPLC).

Se purificaron 5 péptidos de la fraccion de péptidos con peso molecular menor a 3 kDa del
hidrolizado de proteina muscular de 1. fuscus (relacion 1:1 y generado a 24 h) mediante
cromatografia preparativa por RP-HPLC (Figura 47) para determinar la capacidad antioxidante de
cada peptido. El péptido “II” mostr6 el mayor valor de ORAC (p<0.001) con 0.74
HMOltroi0x/MYproteina, €S decir, mayor actividad antioxidante, comparado con el valor de ORAC de los
otros péptidos purificados (Tabla 27) (el analisis de varianza y comparacion mdltiple 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 calculo del valor de ORAC) de los valores de las areas bajo las curvas netas (Net
AUC) de las cinéticas de fluorescencia contra diferentes concentraciones de Trolox o de péptido
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Figura 47. Perfil cromatogréafico de la fraccion menor a 3 kDa del hidrolizado de proteina muscular
de I. fuscus (E:S=1:1, 24 h) para la purificacion de los péptidos.

Tabla 28. Actividad antioxidante de los péptidos de la fraccion menor a 3 kDa del hidrolizado de
proteina muscular de I. fuscus (E:S=1:1, 24 h).

Hidrolizado Péptido 11 | Péptido 111 | Péptido IV | Péptido V
mg/mL" 0.16 0.14 0.17 0.34
MO Troio/MY proteina | 0.74 +0.07 | 0.50 + 0.02 [ 0.18 + 0.02 | 0.15 + 0.01

*Valor medio (0 media).
**UMOltro10x/MYproteina = PeNdiente curva muestra / Pendiente curva estandar (Trolox).
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Figura 48. Actividad antioxidante del péptido “II” de la fraccion menor a 3 kDa del hidrolizado de
proteina muscular de I. fuscus (E:S=1:1, 24 h). A) Curva estandar de Trolox; B) Péptido “II” con
peso molecular menor a 3 kDa. Gréfica 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 dptimas de obtencion de hidrolizados de
proteina (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 colageno
de pepino de mar (Bordbar y col., 2011) hasta el momento no se ha reportado la obtencion de
péptidos antioxidantes a partir de proteina de I. fuscus. Nuestros resultados mostraron que los
hidrolizados de proteina muscular de 1. 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 tentaculos 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 tamafio, cantidad, composicion y secuencia de
aminodacidos de los péptidos generados, lo cual influye en la actividad biolégica de los hidrolizados
(Zhou y col., 2012). Ademés, las propiedades del hidrolizado tales como solubilidad,
emulsificacion, formacion de espuma y gelificacién, también dependen de la especificidad de la
enzima y del grado de hidrdlisis (Clemente, 2000).

Debido a que en el andlisis electroforético de las enzimas proteoliticas de los tentaculos de
I. fuscus, reportado en el apartado 8.5.4, se sugirié la posible presencia de cistein 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 cisteinas tiene una accion
antioxidante independiente debido a su interaccién directa con los radicales. Los grupos tiol son
expuestos al exterior, actuando como donadores de hidrégeno 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 fendlicos con actividad antioxidante ya que las principales fuentes
de alimento de los pepinos de mar son fitoplancton y particulas derivadas de la degradacion de
macroalgas, los cuales son materiales ricos en dichos compuestos (Osama y col., 2009).

Finalmente, el extracto proteolitico de los tentaculos y la proteina del masculo dorsal de |I.
fuscus, como subproductos, pueden ser aprovechados para la produccién de péptidos con actividad
antioxidante y podrian 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 Hidrdlisis de proteinas de huevo y leche con extracto proteolitico de los
tentaculos de I. fuscus.

De ensayos preliminares de hidrolisis de ovoalblmina, lisozima, caseina y p-lactoglobulina
con el extracto parcialmente purificado de los tentaculos de 1. fuscus (obtenido como se describi6 en
el apartado 7.6.3.2), se seleccionaron ovoalbumina y caseina debido a que fueron los sustratos que
mostraron cualitativamente mayor hidrélisis (Figuras 49 y 50).

. 720,08
17288 100.00
s
' 50.00
450,00
o —1 L 37.00
437.00 : ]
= 1 k25,00
-gg.gg 20.00
21500 4 - 1 o
10,00
410.00

1 2 3 4 2 B 7 & 9 10 4 12 13 14
MARCADOROVA  OWASh OvA241 CN  CNSh CN2 LG LGSh LG24h LJs L¥S3h LYS24n MARCADOR

Figura 49. SDS-PAGE de hidrolizados de proteinas de huevo y leche generados por hidrdlisis con
extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus. Lineas: 1, 14, Marcador
molecular; 2, ovoalbimina (OVA); 3, OVA hidrolizada 5 h; 4, OVA hidrolizada 24 h; 5, caseina
(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.
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Figura 50. Densitogramas de perfiles electroforéticos de hidrolizados de proteinas de huevo y leche
generados por hidrolisis con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de 1.
fuscus.
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La p-lactoglobulina es muy resistente a la hidrélisis con pepsina (Mandalari y col., 2009b),
asimismo la lisozima es resistente a la digestién 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
hidrolisis de B-lactoglobulina y lisozima, debido a que la pepsina es una aspartil proteasa y la
proteinasa K una serin proteasa y que el extracto proteolitico de los tentaculos de 1. fuscus con el
que se llevo a cabo el ensayo de hidrolisis posee posiblemente aspartil y serin proteasas como lo
discutido en el estudio del efecto de diferentes inhibidores de proteasas en el apartado 8.3.7.

8.9.1 Hidrdlisis de ovoalblimina.

Una de las principales razones por las cuales existe interés en la hidrélisis de proteinas de
huevo es que parte de la poblacion pediatrica padece alergia a dichas proteinas (Heine y col., 2006).
La ovoalbimina es una fosfoglicoproteina (45 kDa) mayoritaria en la clara de huevo (54%),
considerada de los principales alérgenos (Mine y Yang, 2008). Por otro lado, la ovoalbimina no
tiene ninguna actividad biol6gica, sin embargo, por hidrélisis enzimatica se liberan péptidos
bioactivos de la estructura primaria de esta proteina. Se han reportado actividades bioldgicas de
hidrolizados de ovoalbumina como actividades antimicrobiana y antioxidante (Pellegrini y col.,
2004; Davalds y col., 2004) y la inhibicion de la enzima convertidora de angiotesina (Miguel y col.,
2006; Hong y col., 2008).

La Figura 51 muestra el perfil electroforético de hidrolizados de ovoalbumina producidos
por la accién del extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de 1. 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 produccién de hidrolizados de ovoalbumina 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 reaccion de 48 h.
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Figura 51. SDS-PAGE de hidrolizados de ovoalblmina generados por hidrolisis con extracto
proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus. Lineas: 1, Marcador molecular;
2, ovoalbumina (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
hidrolisis de proteinas de huevo con tripsina, quimotripsina y elastasa (serin proteasas). Estos
autores describieron un alto grado de hidrolisis y la produccion de péptidos de 9.5, 34 y 37 kDa.
Asimismo, reportaron una proteina de 78 kDa correspondiente a ovotransferrina coincidiendo con
lo obtenido en el analisis de SDS-PAGE (Figura 51, banda en color amarillo). Sin embargo, Miguel
y col. (2006) informaron que la obtencién de péptidos por hidrélisis de huevo crudo se deriva
principalmente de la ovoalbumina ya que la ovotransferrina es mucho mas resistente a la protedlisis.
La Figura 52 muestra el perfil cromatogréafico (RP-HPLC) de los hidrolizados de ovoalbimina y la
diferencia de hidrofobicidad de los péptidos generados, donde se puede apreciar que la mayor
hidrolisis se obtuvo a 60°C por 24 h'y a 7°C por 48 h.
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Figura 52. Perfil cromatografico (RP-HPLC) de hidrolizados de ovoalbimina generados por
hidrolisis con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus.

8.9.2 Hidrolisis de caseina.

Mas de 6 000 millones de personas en el mundo consumen leche de vaca y productos
lacteos. La alergia a la leche de vaca es una de las mas 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 proteinas encontradas en la leche son las
caseinas que constituyen cerca del 80% de la proteina total (FAO, 2013), dichas proteinas se
encuentran entre las principales proteinas de la leche que causan alergia (Benedé y col., 2014). La
caseina existe en forma de micela como agregado de cuatro mondmeros: osl-, as2-, B- y k-
caseinas. Los alérgenos de la leche conservan su actividad bioldgica incluso después de ser
sometidos a altas temperaturas (Fiocchi y col., 2010).

La Figura 53 muestra la hidrélisis de caseina con el extracto proteolitico parcialmente
purificado de los tentaculos de 1. 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 hidrdélisis de caseina a bajas
temperaturas utilizando enzimas proteoliticas.
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Se hidrolizaron totalmente los cuatro monémeros de la caseina, 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, 11.3y 7.4 kDa, y a 7°C por 48 h péptidos de 7.2 kDa (Figura 53).
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Figura 53. SDS-PAGE de hidrolizados de caseina generados por hidr6lisis con extracto proteolitico
parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus. Lineas: 1, Marcador molecular; 2, caseina
(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 cromatogréafico (RP-HPLC) de los hidrolizados de
caseina. La deteccion mediante RP-HPLC de los péptidos generados fue minima, posiblemente por
baja concentracion de los péptidos presentes, ya que en el estudio de SDS-PAGE si se observaron
los péptidos producidos.
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Figura 54. Perfil cromatogréfico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseina generados por hidrolisis
con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus.
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Figura 55. Perfil cromatogréafico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseina generados por hidrolisis
con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus.

Sin embargo, en las Figuras 54 y 55 se puede observar que la mayor hidrolisis de caseina se
obtuvo a 60°C por 24 h, seguida de la hidrolisis a 7°C por 48 h. Por otra parte, debido a la
satisfactoria hidroélisis de caseina, se realiz6 un nuevo ensayo de hidro6lisis pero utilizando el doble
de la concentracién del sustrato (enzima:sustrato, 1:4). La Figura 56 muestra que tres de los cuatro
mondmeros de la caseina se hidrolizaron parcialmente (asl-, as2-, y B- caseinas), mientras que la k-
caseina de aproximadamente 25.3 kDa se hidroliz6 totalmente generando tres péptidos en mayor
concentracion con pesos moleculares estimados de 14.2, 17.6 y 19.5kDaa 60y 7 °C por 24 h, y un
péptido en mayor concentracion de 14.2 kDa a 7°C por 48 h. Cabe destacar que se observd mayor
hidrolisis de caseina a 7°C por 48 h.

1 2 3 4

Figura 56. SDS-PAGE de hidrolizados de caseina generados por hidrolisis con extracto proteolitico
parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus. Lineas: 1, Caseina (CN); 2, CN hidrolizada
24 ha7°C; 3, CN hidrolizada 24 h a 60°C; 4, CN hidrolizada 48 ha 7°C.

La Figura 57 muestra el perfil cromatografico (RP-HPLC) de los hidrolizados de caseina
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 hidrolisis de caseina. Sin embargo, la mayor hidrélisis de caseina se obtuvo a 60°C
por 24 h, seguida de la hidrolisis a 7°C por 48 h.
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Figura 57. Perfil cromatogréfico (RP-HPLC) de hidrolizados de caseina generados por hidrolisis
con extracto proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos de I. fuscus.

Nuestros resultados concordaron con los de Su y col. (2012) quienes reportaron hidrélisis
pancredtica de caseina bovina a pH 8 y 37°C durante 24 h en un reactor con agitacion. Por su parte,
Zhanga y col. (2010) estudiaron la hidr6lisis enzimatica de caseina con papaina 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 digestion con proteasas de alérgenos de la leche de
vaca como a-caseina, observando la susceptibilidad de esta proteina a la hidrélisis con pepsina y
pancreatina. Las aspartil proteasas, como la pepsina actlan 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 proteolitico parcialmente purificado de los tentaculos (apartado 8.3.7) son en parte las
responsables de la protedlisis de la caseina, ademas de la participacién de las cistein y/o metalo
proteasas presentes (apartado 8.5.4).
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CONCLUSION GENERAL

Se purificaron parcialmente las proteasas presentes en los extractos proteoliticos del
musculo ventral, del tracto digestivo y de los tentaculos de Isostichopus fuscus. Los resultados
mostraron la presencia de proteasas cidas y alcalinas en los extractos proteoliticos estudiados con
estabilidad al pH, a la temperatura y al almacenamiento en refrigeracion. También, dichas proteasas
tuvieron actividad proteolitica a bajas temperaturas, donde esta Ultima caracteristica se destaca por
las ventajas que se podrian generar al utilizarse en la industria, tales como, la reduccién de los
costos energeéticos y la conservacion de componentes termolabiles de interés.

Las proteasas de I. fuscus tuvieron mayor estabilidad a pH alcalino y mayor resistencia a la
desnaturalizacion térmica que lo reportado para el pepino de mar Stichopus japonicus, sugiriendo
que el comportamiento de las proteasas esta ligado a las diferencias entre estas especies y a los
habitats en los que se desarrollan. Se ha reportado que factores como caracteristicas fisiologicas,
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 acidas fueron posiblemente cistein proteasas. Cabe destacar que no fue posible descartar
la presencia de aspartil proteasas en los extractos proteoliticos. Ademas, al no haber encontrado
homologia por espectrometria de masas con serin, aspartil, cistein o metalo proteasas previamente
descritas, se sugirié que pueden tratarse de nuevos miembros del grupo de las proteasas.

Se obtuvo mayor actividad proteolitica con el extracto de los tentaculos de 1. fuscus que con
los extractos proteoliticos del musculo ventral y del tracto digestivo, sugiriendo un sistema
alternativo de digestion ya que los pepinos de mar son capaces de expulsar sus 6rganos internos
(como un método de defensa) y regenerarlos. Asimismo, los estudios utilizando las proteasas de los
tentaculos de 1. fuscus son una contribucién importante ya que actualmente se desconoce la
existencia de reportes sobre proteasas de los tentaculos de alguna especie de pepino de mar.

Por otra parte, fue posible utilizar el extracto proteolitico parcialmente purificado de los
tentaculos de 1. fuscus para hidrolizar proteinas del muasculo dorsal de 1. fuscus, de huevo y de leche.

En el mismo contexto, se identificd que los hidrolizados de proteina del masculo dorsal de
I. fuscus poseen capacidad antioxidante y se purificaron los péptidos responsables de dicha
actividad biol6gica. No se han reportado estudios sobre la presencia de péptidos antioxidantes en
hidrolizados de proteina de I. fuscus, por lo que con este estudio se plante6 una alternativa para el
aprovechamiento del musculo de pepinos de mar autolizados o de baja calidad y la utilizacion de los
extractos proteoliticos obtenidos en el presente trabajo.

Finalmente, la hidrolisis de ovoalbumina y caseina a 7°C es una aportaciéon novedosa
debido a que se tienen escasos reportes acerca de su hidrolisis a bajas temperaturas y a las maltiples
ventajas que se tendrian por llevar a cabo la hidrolisis enzimatica a dicha temperatura.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo incentiva la produccién 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 purificacion de proteasas de I. fuscus, robustos y finos.

En el mismo contexto, el posible desarrollo que se puede prever con este trabajo es la
utilizacion de proteasas de 1. fuscus en procesos biotecnoldgicos bajo diferentes condiciones de pH
y temperatura, debido a las caracteristicas particulares presentadas por de las enzimas proteoliticas
de dicho organismo marino.

Por tanto, se sugiere la produccion de hidrolizados proteina de I. fuscus por medio de
hidrolisis enzimatica con proteasas del mismo organismo o con proteasas comerciales, asi como la
purificacion de los péptidos generados en funcion de su capacidad antioxidante (detectada de forma
preliminar en este trabajo) o de otras posibles actividades bioldgicas, realizando los estudios
correspondientes, in vitro e in vivo, por diferentes métodos o técnicas.

Finalmente, se sugiere la realizacion de estudios in vitro e in vivo para determinar la
alergenicidad (por ejemplo: la técnica de ELISA) y la actividad biolégica de los hidrolizados de
proteinas de leche y huevo generados a bajas temperaturas con proteasas de |. fuscus debido a que
no ha sido reportado anteriormente y a que parte de la poblacion pediatrica padece alergia a dichas
proteinas.
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ANEXO 1. Curvas estdndar para la determinacion de concentracion de proteina.
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ANEXO 2. Anélisis de especimenes I. fuscus recolectados en el Golfo de California

(México).
Pesos y longitudes de pepinos de mar I. fuscus.
No. Peso Longitud

(9) (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 14
C.V. 10.3 5.8

ANEXO 3. Analisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey de la
actividad de extractos proteoliticos crudos del masculo ventral de 1. fuscus en funcion
del tiempo de reaccion.

Analisis de varianza
Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Mdsculo ventral 2253.634 9 |0.001

Comparacion multiple de medias de Tukey

Fuente Tiempo de reaccion (min)

de 2 4 6 8 10 12 14 15 16 18
variacion
Mdsculo | 101.3% | 51.4° | 35.2° | 27.5% | 22.6° | 18.8" | 15.89 | 14.3"" | 13.5™ | 12.7™
ventral

Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente
diferentes (o=0.05).
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ANEXO 4. Analisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del
efecto del pH sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.

Misculo ventral 23.940 8 |0.001

Tracto digestivo 60.142 8 |0.001

Tentaculos 185.474 8 | 0.001

Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de pH
variacion 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mdasculo | 49.8%* | 43.2° | 40.5° | 38.8" | 45.4° | 43.3° | 45.7° | 42.1% | 42.4°
ventral
Tracto 52.8° | 50.7% | 45.3° | 42.3" | 58.6** | 52.4° | 54.8" | 50.6% | 52.4°
digestivo
Tentaculos | 65.27 | 61.7° | 55.9" | 51.4% | 73.9° | 70.4° | 76.2** | 70.6° | 71.6°

Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente
diferentes (a=0.05).

*Valor medio significativamente mayor.

ANEXO 5. Analisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey de la
estabilidad al pH de extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadrética | gl | Sig.

Musculo ventral 130.806 8 | 0.001

Tracto digestivo 89.053 8 |0.001

Tentaculos 35.828 8 |0.001

Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de pH
variacion 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Masculo | 79.7%* | 51.9" | 74.4*"* | 69.1°¢ | 67.4° | 61.3%° | 64.6°%¢ | 66.2°%¢ | 60.3°
ventral
Tracto 89.7° | 87.8°°| 89.6° | 83.3° | 82.7% | 86.9° | 94.5%* | 755" |79.3°
digestivo
Tentaculos | 90.9° | 95.3%* | 95.2** | 915" | 87.8°° | 90.9" | 85.6° | 85.7%° | 88.1°

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superindice son significativamente diferentes
(a=0.05).

*Valor medio significativamente mayor.
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ANEXO 6. Analisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del
efecto de la temperatura sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de I.
fuscus.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadratica | gl | Sig.
Mdsculo ventral 50.609 8 |0.001
Tracto digestivo 296.892 8 |0.001

Tentaculos 113.228 8 |0.001

Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Temperatura (°C)
variacion 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Musculo | 45.0° | 47.5° | 47.2° | 48.5° | 50.6° | 56.4™ | 56.7°% | 44.4" | 45.0°
ventral
Tracto | 50.8" | 60.2" | 63.4°7 [ 56.4° | 72.7°* | 52.7" | 66.2° | 76.4™* | 36.3°
digestivo
Tentaculos | 73.9%° [ 72.1%"| 80.9°° [ 78.8° | 75.6° | 73.9%° [ 94.7>* | 82.1° | 711
Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente
diferentes (a=0.05).
*Valor medio significativamente mayor.

ANEXO 7. Anélisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey de la
estabilidad a la temperatura de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Misculo ventral 553.593 8 |0.001
Tracto digestivo 599.541 8 |0.001
Tentaculos 215.366 8 | 0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Temperatura (°C)
variacion 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Masculo | 85.2° | 77.3" [ 91.4° | 102.2%* | 83.9° | 83.2¢ |78.9°| 78.8° | 48.8°
ventral
Tracto 69.8" | 82.2° [ 81.3° | 88.6°* | 85.1°* | 86.9%°* | 72.3° | 75.6" | 42.2¢
digestivo
Tentaculos | 74.4°¢ | 84.7%* | 77.2° | 85.5% | 745°¢| 78.5*" | 67.5° | 72.3°¢ | 52.1°

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superindice son significativamente diferentes
(0=0.05).
*Valor medio significativamente mayor.
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ANEXO 8. Calculo de tiempo de vida media de extractos proteoliticos crudos de I.

fuscus.
4.7 -
S 46 1 y=-0.0037x + 4.5928
3 R2=0.9507
2 y =-0.0033x + 4.5905
S5 TS, R?=0.9556
° e
- T
1 s o
-
<
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g R2=0.9389
42 T T T T T 1
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--*--Msculo ventral —#—Tracto Digestivo —+—Tentaculos

Incubacion por 1 h a 70°C de los extractos proteoliticos crudos de I. fuscus.
Ln (actividad final/actividad inicial) vs. tiempo de incubacion (minutos)

Donde: Kd = pendiente de la recta; ty, = Ln (2/Kd).
ANEXO 9. Andlisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del
efecto de almacenamiento en refrigeracion sobre la actividad de extractos proteoliticos

crudos de I. fuscus.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Mdsculo ventral 584.188 11 | 0.001
Tracto digestivo 989.752 8 |0.001

Tentaculos 467.154 5 ]0.001

Comparacion multiple de medias de Tukey

Fuente de Tiempo de almacenamiento (dias)

variacion 1 4 6 7 8 10 13 15 17 18 21 22
Masculo | 100% [ 90.9°¢ | - [ 89.3%9 | 87.09 | 89.4° | ---- | 89.7° | 68.3° | 62.2" | 58.4% | 52.5"
ventral

Tracto 100° | 78.9° | 74.0°| 72.9° | 73.2° | ---- | 58.4° [ 49.6" | - | - | 47.99] 40.8"
digestivo

Tenta- | 100° | 84.9° [ 76.8° | 748" | - | - | - [729°] - | - | — | 628
culos

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superindice son significativamente diferentes
(a=0.05).
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ANEXO 10. Andlisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del
efecto de inhibidores de proteasas sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos

Ensayo a pH 6

de I. fuscus.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadratica | gl | Sig.
Mdsculo ventral 65.906 5 ]0.001
Tracto digestivo 164.225 5 |0.001
Tentaculos 163.902 5 ]0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Inhibidor
variacion PMSF | TLCK | Tl | EDTA | Pepstatina A | p-Mercaptoetanol
Muasculo | 77.2°¢% | 96.7* | 80.3" | 76.8%° 68.0°* 75.9°
ventral
Tracto 79.4% | 86.2° | 92.0%°| 94.9° 80.5* 96.2°
digestivo
Tentaculos | 95.5° [ 79.3%* | 93.1°| 95.6° 83.3° 99.8

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superindice son significativamente diferentes

(0:=0.05).

*Valor medio significativamente menor.
Ver el apartado de abreviaturas.

EnsayoapH 8

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Musculo ventral 1872.671 3 |0.001
Tracto digestivo 40.144 3 |0.001
Tentaculos 36.883 3 | 0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Inhibidor
variacion | PMSF | TLCK | TI EDTA
Mdasculo | 93.92 | 97.1* | 51.0°* | 40.0°*
ventral
Tracto 75.0° | 81.2% [71.2°%% | 74.9°
digestivo
Tentaculos | 75.9°* | 84.3* |81.9*° | 81.1°

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superindice son significativamente diferentes

(¢=0.05).

*Valor medio significativamente menor.
Ver el apartado de abreviaturas.
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ANEXO 11. Andlisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey del
efecto de iones sobre la actividad de extractos proteoliticos crudos de 1. fuscus.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Musculo ventral 1278.684 8 |0.001
Tracto digestivo 130.872 8 |0.001
Tentaculos 84.096 8 | 0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de lones
variacion | CI" | Na* | zn" | Mn®™ | Ccu® | Ca® | Mg® | Ba® | Hg*
Muasculo | 80.1% | 97.9° | 84.1% | 59.0° | 41.9™ | 89.4°¢9 [ 95.1°¢ | 88.5%¢ | 115.7°
ventral
Tracto | 91.8%°[ 953" | 90.8°" | 92.7°% [ 91.4%¢ | 100.5° | 89.6" | 74.9% | 93.7°
digestivo
Tentaculos | 91.5° | 90.5° | 8557 | 84.4° | 82.1" | 88.5° | 81.3" | 70.1% | 86.4°

Valor medio de actividad residual (%) con diferente superindice son significativamente diferentes
(0=0.05).
*Valor medio significativamente menor.

ANEXO 12. Andlisis de varianza y comparacion mualtiple de medias por Tukey de
actividad de extractos proteoliticos parcialmente purificados de I. fuscus.
Cromatografia de intercambio anidnico en lote.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Musculo ventral 690667.645 5 ]0.001
Tracto digestivo 28280.135 5 |0.001
Tentaculos 57548.515 5 |0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Fracciones purificadas
variacion F1 F2 F3 F2 pp.60% | F3pp.60% | Extracto
>100 kDa >100 kDa crudo
Musculo 81.8° | 68.5° | 808.3 317.5° 1438.6** 648.7°
ventral
Tracto 212.8° | 247.0° | 495.2°* 124.8° 150.1° 266.2°
digestivo
Tentaculos | 83.2° | 255.7° [ 513.8°* 31.7° 95.7° 319.8%*

Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente
diferentes (a=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. Andlisis de varianza y comparaciéon multiple de medias por Tukey del
efecto del pH sobre la actividad de extractos proteoliticos parcialmente purificados de

I. fuscus.
Andlisis de varianza
Fuente de variacion | Media cuadratica | gl | Sig.
Musculo ventral 2187034.700 8 |0.001
Tracto digestivo 32338.613 8 |0.001
Tentaculos 10654914.000 8 |0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de pH
variacion 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Musculo | 242.8° | 202.8° | 231.8° | 338.7° | 703.3" | 831.2°° | 1438.6° | 939.9° | 3007.3*
ventral
Tracto | 901.4%¢ | 812.3" | 845.1°" | 941.8°" | 1165.8°* | 885.8°°" | 1046.6° | 1143.8°* | 1014.6"°
digestivo
Tentaculos | 9653.7° | 9220.9" | 10355.2" | 6491.6' | 13471.9° | 13660.4** | 12787.8° | 11691.9° | 10592.6°
Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente

diferentes (a=0.05).
*Valor medio significativamente mayor.

ANEXO 14. Analisis de varianza y comparacién multiple de medias por Tukey del
efecto de la temperatura sobre la actividad de extractos proteoliticos parcialmente
purificados de I. fuscus.

Ensayoa pH 6

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Musculo ventral 71689.695 5 | 0.001
Tracto digestivo 127820.618 6 | 0.001
Tentaculos 14748607 5 | 0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Temperatura (°C)
variacion 10 20 30 37 50 60 70
Masculo | 404.3° | 484.8° | 94.9° 621.5* | 393.3" |210.5°
ventral
Tracto 1043.3° | 487.7" | 982.7° | 1165.8" | 1131.8° | 1256.4** | 908.7¢
digestivo
Tentaculos | 8837.0°* | 3334.9% | 2680.4° | 5472.5° | 8753.22* | 7716.7° | ----

Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente
diferentes (a=0.05).

*Valor medio significativamente mayor.
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Ensayo a pH 8

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadréatica | gl | Sig.
Musculo ventral 223407.032 5 |0.001
Tracto digestivo 96571.671 6 | 0.001
Tentaculos 10441684.000 6 | 0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Temperatura (°C)
variacion 10 20 30 37 40 50 60 70
Muasculo | 752.4%* | 751.3%* - | 798.2%* 312.9° | 530.7° | 134.3°
ventral
Tracto 1574.3° | 1545.4% | 15405° | ---- 1635.8° | 1915.8** | 1305.2° | 1251.9'
digestivo
Tentaculos | 15956.9° | 19626.8° | 21589.9° | - | 18810.1°¢ | 22082.1% | 18438.4° | 16736.9°
Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente

diferentes (a=0.05).
*Valor medio significativamente mayor.

ANEXO 15. Andlisis de varianza y comparacion multiple de medias por Tukey de
purificacion de proteinas de I. fuscus por HPLC.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadratica | gl | Sig.
Musculo ventral 1.1E+008 5 |0.001
Tracto digestivo 559105.399 9 |0.001
Tentaculos 4350194.400 9 |0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de Fracciones purificadas
variacion I 11 111 v \Y Vi
Musculo ventral | 206.6° | 781.3° | 302.7° | 15497.6** | 470.7" | 105.3°
Fuente Fracciones purificadas
de 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
variacion
Tracto | 867.1°° | 416.1% | 1142.5° | 633.2°° | 1193.2" | 1175.7° | 366.4° | 292.3% | 1766.8** | 864.6°
digestivo
Fuente de Fracciones purificadas
variacion | A B C D E F G H [ J
Tentaculos | 46.1° | 325.2° | 292.3° | 2159.5"° | 2340.8" | 1889.3° | 258.7° [ 318.0° | 4293.2** | 696.4°
Valor medio de actividad especifica (U/mg) con diferente superindice son significativamente

diferentes (a=0.05).
*Valor medio significativamente mayor.
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ANEXO 16. Curvas de calibracién e hidrolizados de proteina del musculo de I. fuscus
para el calculo de actividad antioxidante.

CURVADE CALIBRACION
40 -
30
9)
220
2 y = 21726x + 2.2913
z R2=0.9986
10 -
0 T T T |
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002
Trolox (umol)
E/S=1:2,2h E/S=1:2,5h
40 - 40
30 - 30 -
(@] @]
2 il
2 20 - 2 20
k3] - @
z y=28Ta Sk x 9.60253 ‘0 y = 6030.7% + 0.766
10 1 : R2=0.9901
0 : : : ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
Proteina (mg) Proteina (mg)
E/S=1:1,2h E/S=1:1,5h
40 - 40 1
30 30
(@]
Q >
S o 20 -
2 20 §
z z
10 - y = 6363.5x - 0.6263 10 A y =5958x + 0.0907
R2=0.9915 R2=0.9885
0 : : : : ‘ 0 T T T T |
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
Proteina (mg) Proteina (mg)
E/S=2:1,2h E/S=2:1,5h
40 - 40
30 - 30
o o)
220 i
2 20 220
z y=5826.1x + 1.0477 z y = 7240.6x + 0.5352
10 1 R2=0.9948 10 - R2=0.9799
0 ! ! ' ' ' 0 T T T T ,
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
Proteina (mg) Proteina (mg)
Donde:

Net AUC = Area bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.
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Analisis de varianza

Fuente de variacion

Media cuadratica

gl | Sig.

Hidrolizados

0.004

5 ]0.001

Comparaciéon multiple de medias de Tukey

Fuente de Relacion enzima:sustrato, tiempo (h)
variacion 1:2,2h | 1:2,5h | 1:1,2h | 1:1,5h | 2:1,2h | 2:1, 5h
Hidrolizados | 0.283° | 0.293*° | 0.303?" | 0.2922° | 0.313*" | 0.3812

Valor medio de ORAC con diferente superindice son significativamente diferentes (a.=0.05).

ANEXO 17. Curvas de calibraciéon e hidrolizados de proteina y gelatina del musculo
de 1. fuscus para el calculo de actividad antioxidente.

CURVADE CALIBRACION

40

30
O
Y20
b y = 22651x + 1.9018
2 10 R2=0.9985

0
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002
Trolox (umol )

0 Proteina cruda 1%, 1:1, 24h 20 Gelatina, 1:1, 24h
30 30
9 &)
2 ?5 20 y = 12196x - 0.9362
z y=14417x-26175 | |2 R2=0.9954
10 R2=0.9901 10
0 0
0.000 0001 0001 0.002 0002 0003 0.003 0.000 0.001 0.001 0.002 0002 0.003 0.003 0.004
Proteina (mg) Proteina (mg)
0 Proteina cruda 1%, 2:1, 24h 0 Gelatina, 2:1, 24h
30 30
o =
2 S 2
= < y = 11630x - 0.7841
g y=14797x-1996 | | B R2=0.996
10 R2=0.9928 10
0 0
0.000 0.001 0.001 0.002 0.002 0.003 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004
Proteina (mg) Proteina (mg)
Donde:

Net AUC = Area bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.
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Andlisis de varianza
Fuente de variacién | Media cuadratica | gl | Sig.

Hidrolizados a 24 h 0.024 3 |0.001
Comparaciéon multiple de medias de Tukey
Fuente de variacion Sustrato, relacion enzima:sustrato
Proteina, 1:1 | Proteina, 2:1 | Gelatina, 1:1 | Gelatina, 2:1
Hidrolizados a 24 h 0.724%* 0.698°* 0.615" 0.556"

Valor medio de ORAC con diferente superindice son significativamente diferentes (a.=0.05).
*Valor medio significativamente mayor.

ANEXO 18. Curvas de calibracion y péptidos de hidrolizado de proteina del masculo
de I. fuscus para el calculo de actividad antioxidante.

CURVADE CALIBRACION

40

30 -
S
z 0 y = 20049x + 0.8918
g R2=0.9989
=z

10 -

0 ‘ ‘ : ‘
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002
Trolox (umol)
20 Péptidos > 3 kDa 0 Péptidos < 3 kDa

w
o
L

0
(:_)) 9 . /
<20 < 20
= y=10947x - 1.624 <
z R?=0.9842 z = 19695x + 1.6137
y X + 1.
10 10 = R2=0.9989
0 T T T T ) 0 T T )
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.000 0.001 0.001 0.002
Proteina (mg) Proteina (mg)
Donde:

Net AUC = Area bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.

Andlisis de varianza
Fuente de variacion Media cuadréatica | gl | Sig.
Hidrolizado proteina, 1:1, 24 h 0.266 1 | 0.001

Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de variacion Péptidos

>3 kDa | <3 kDa

Hidrolizado proteina, 1:1, 24 h | 0.494° | 0.916%*

Valor medio de ORAC con diferente superindice son significativamente diferentes («=0.05).

*Valor medio significativamente mayor.
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ANEXO 19. Curvas de calibracién y péptidos purificados de hidrolizado de proteina
del musculo de I. fuscus para el calculo de actividad antioxidante.

CURVADE CALIBRACION
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3 2
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0 : : : ‘
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002
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30 30 1
o (8]
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<20 <20 -
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10 R2=0.9993 10 A y=10813x + 0.531
R2=0.9985
0 T T T T ] 0 T T T 1
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025 0.0000 0.0008 0.0016 0.0024 0.0032
Proteina (mg) Proteina (mg)
40 1 Péptido 1V < 3kDa 0 Péptido V < 3kDa
30 - 30 -
(D) y =4258.6x - 0.2181 1)
2=
220! R2=0.9998 220
z kot
10 1 z y=3117.3x + 5.6523
10 R2=0.9986
0 T T T T | 0 . : . T ,
0.0000 0.0008 0.0016 0.0024 0.0032 0.0040 0.0000 0.0020 0.0040 0.0060 0.0080 0.0100
Proteina (mg) Proteina (mg)
Donde:

Net AUC = Area bajo la curva neta de cinéticas de fluorescencia.

Analisis de varianza

Fuente de variacion | Media cuadratica | gl | Sig.
Péptidos < 3 kDa 0.156 3 |0.001
Comparacion multiple de medias de Tukey
Fuente de variacién Péptidos purificados
1 11 v \
Péptidos < 3kDa | 0.738** | 0.497° | 0.184° | 0.147°

Valor medio de ORAC con diferente superindice son significativamente diferentes («=0.05).
*Valor medio significativamente mayor.
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