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Resumen

La medusa bola de cainon (Stomolophus sp. 2) es considerada un recurso
pesquero abundante y de relevancia econémica en el estado de Sonora;
su captura se ha incrementado notablemente en los tltimos afios debido a
su demanda en los mercados asiaticos. Ademas de ser considerada alimen-
to, posee biomoléculas de interés industrial, entre ellas el colageno y protei-
nas pigmentarias. En el presente trabajo se purific6 la proteina S2bp, que le
da la coloracion caracteristica a la medusa bola de cafidn, se cuantificaron
sus aminodcidos primarios por un método cromatografico y se analiz6 por
colorimetria triestimulo a diferentes condiciones de pH. Se identificaron
14 aminodcidos primarios y 2 iminodcidos, ademads, se determinaron las
variaciones de color, angulo y matiz del pigmento. Los resultados obtenidos
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mostraron que el color del pigmento es altamente estable en un rango de
pH de 1 a 13 y a temperatura ambiente.

Palabras clave: Stomolophus sp.2, proteina S2bp, proteina azul.

Introduccion

La medusa bola de caiidén ha adquirido una progresiva relevancia en el nor-
te de México, especialmente en el estado de Sonora, donde se han registra-
do capturas superiores a las 80000 toneladas anuales (Hernandez et al.,
2024). En México se capturan principalmente dos especies de medusa bola
de cafién: Stomolophus sp. 1 en el alto golfo de California y Stomolophus sp. 2
en el resto del noroeste del pais. El mercado de la medusa bola de caiidén
representa una gran oportunidad en paises asiaticos como China, Corea,
Malasia, Indonesia, Tailandia y Singapur, donde esta no solo es apreciada
por su valor proteico, sino también en la industria farmacéutica y cosméti-
ca por su alto contenido de coldgeno (Méndez y Carrillo, 2023). Ademas de
su importancia como alimento, esta posee un pigmento de origen proteico
color azul, el cual resulta de gran relevancia, debido a que, en la actualidad,
dentro de los colorantes naturales, el azul es probablemente el mayor desa-
tio, debido a que las fuentes naturales de este color son limitadas. El uso de
pigmentos naturales son la tendencia actual en el sector alimentario, debido
a la demanda de seguridad alimentaria en comparacion con los aditivos
sintéticos, a pesar de esto, sigue siendo mas econémico para los fabricantes
utilizar colorantes o pigmentos sintéticos en sus productos, ya que pueden
proporcionar una mayor resistencia a la temperatura, la radiacién lumino-
sa o los cambios de pH en el medio, ademas de que los colorantes azules
naturales escasean (Carocho et al., 2014).

Los principales colorantes azules naturales encontrados en la literatura
son las antocianinas, genipina y ficocianina, sin embargo, estas sustancias
colorantes son inestables, suelen tener una tincién mas débil, mayor sensi-
bilidad a la temperatura y a cambios de pH (Olas et al., 2021). Actualmente
la ficocianina es el pigmento proteico que se utiliza como colorante natural
en alimentos y medicinas, sin embargo, a pesar de presentar una buena
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resistencia a temperaturas inferiores a 47 °C, su estabilidad disminuye sig-
nificativamente a altas temperaturas y a cambios de pH (Neves et al., 2021).
Debido a lo anterior, este trabajo esta enfocado en la caracterizacion de un
pigmento obtenido de la medusa bola de caidn (Stomolophus sp. 2), de
modo tal que esto nos brinde informacion sobre su particularidad, princi-
palmente su composicion de aminoacidos y el efecto del pH sobre la esta-
bilidad del color del pigmento proteico.

Metodologia

Para llevar a cabo el estudio del pigmento proteico de la medusa bola de
canén (conocido como S2bp) se llevé a cabo una cromatografia de interac-
cion hidrofébica (HIC), con el fin de obtenerla pura, siguiendo la metodo-
logia descrita por Martinez-Pérez et al. (2020), esta técnica se basa en la
interaccion reversible entre una superficie hidrofébica de una proteina y de
una matriz cromatografica a un gradiente decreciente de concentraciones
altas a moderadas de sal, con sulfato de amonio la elucién se logra (Mayolo-
Deloisa et al., 2012); también se realiz6 un gel de electroforesis en de polia-
crilamida para la determinacion de la pureza de la proteina purificada. Pos-
teriormente, se llevd a cabo la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), para la deteccion de aminoacidos que se basa en una reaccion fluo-
rescente originada de la derivatizacién de aminoacidos primarios con el
compuesto O-ftalaldehido. La medicion del color se llevé a cabo usando
el espacio de color CIELAB (CIE L*a*b*), este sistema especifica un color
mediante tres parametros L*, a* y b*, que se pueden visualizar en un es-
pacio 3D.

Diseno del estudio

Las metodologias empleadas fueron de caracter cuantitativo, ya que se cal-
cularon los promedios, desviaciones estandar y el coeficiente de variacion
de los datos obtenidos, este se trabajo dentro de un limite de hasta 30 % de
coeficiente de variacion. Asimismo, se realizaron duplicados de la muestra
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en el analisis para garantizar la confiabilidad de los resultados y reducir el
error en el experimento.

Determinacidon de aminoacidos de la proteina S2bp
por HPLC

Para la determinacion de aminoacidos primarios proteicos libres de la pro-
teina S2bp por HPLC se utilizé la metodologia de Vazquez-Ortiz (1997), con
modificaciones explicadas a continuacion.

Hidrolisis acida de la muestra

Se tomaron 1.4 mg de la proteina pura (S2bp) y liofilizada, a continuacion,
se paso a tubos que contenian 1.4 mg de tioglicolato de sodio, seguido se
anadieron 3 ml de HCl 6 M a cada tubo (n = 3). Estos fueron sometidos al
vacio durante 2 minutos hasta la aparicion de un halo himedo en la zona
de la rosca del tubo. Posteriormente, los tubos con muestra se incubaron a
150 °C durante 6 horas, o hasta la completa desaparicion de cualquier resi-
duo de muestra. El hidrolizado se transfirié a un matraz bola de 25-50 ml
y se llevé a sequedad en rotavapor. Una vez evaporado el HCI de la muestra,
se realizo un lavado con 5 ml de agua Milli-Q filtrada y se repitié nueva-
mente el proceso de evaporacion. Esta operacion se llevo a cabo dos veces
mas. Lo anterior con el objetivo de asegurarse de que no quede rastro de
HCI. Finalmente, la muestra se resuspendié en 2 ml de amortiguador de ci-
trato a un pH de 2.2 y se transfiri6é a microtubos hasta posterior uso.

Identificacion de aminoacidos mediante HPLC

De la solucion obtenida de la hidrdlisis acida se realiz6 una dilucion 1:1000
con agua Milli-Q filtrada (0.45 pm); posteriormente, se agregaron 600 pl de
agua Milli-Q filtrada, esta solucion se llevé al HPLC, mismo que realizé la
derivatizacién automatizada, mezclando entre corridas el reactivo O-Pthal-
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dehido con la muestra de hidrolizada, esta se inyect6 para la determinacién
de aminodcidos. Se utilizaron estandares de aminoacidos LAA21-1KT de
Sigma Aldrich y el estandar interno L-a-amino-n-butyric acid de Sigma
Aldrich, en concentracion final de 2 ug/ml.

Determinacion de la variacion del color
de la proteina S2bp

Se utilizé una concentracién 1 mg/ml de proteina, para evaluar el efecto del
pH en el cambio de color, angulo y croma, en un rango de 1, 4, 7.2 y 13.
Ademas, S2bp fue sometida a cambios de pH utilizando una solucidn de
buffer universal (Stauffer, 1989). El pH de la solucién buffer (1-13) se ajus-
t6 con HCI concentrado o NaOH 6 M; posteriormente, se le adiciond una
solucion que contenia proteina azul para obtener una concentracion de
0.8 mg/ml. Esta se incubd entre 5-20 min a temperatura ambiente para lo-
grar el cambio de color. La reaccion se detuvo utilizando el mismo amorti-
guador a pH 7.2 en relacidn 1:3, de tal forma que la concentracion final de
la proteina azul llegara a 0.2 mg/ml. Cada ensayo se realizé por triplicado.

Medicion de angulo y matiz de la proteina S2bp

Para la medicion del color se utilizo el colorimetro portatil Konica Minolta
CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc., Japon), obteniendo coordenadas de
L*, a* y b*, un estandar internacional para medicién de color adoptado por
la Commission Internationale d’Eclairage (cIE). Con ello se calculé el an-
gulo de matiz y el croma con las siguientes férmulas:

Angulo de Matiz = arcotang (b—*) (1)

a*

Croma = (a** + b*?) (2)

1
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Resultados y discusion
Pureza de la proteina s2bp

Figura 7.1. Gel de electroforesis de la proteina azul de medusa
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Notas: MM = marcador de peso molecular; E = extracto de proteina.
Fuente: Elaboracion propia.

Andlisis del hidrolizado de S2bp mediante HPLC

El andlisis del perfil cromatografico del hidrolizado liquido, a través de la
técnica de HPLC, permitio identificar y cuantificar los aminoacidos presen-
tes en la proteina azul S2bp. En la tabla 7.1 se detalla el contenido de ami-
noacidos, se detectaron 14 aminodacidos primarios y 2 iminoacidos, donde
8 de estos son clasificados como esenciales, la treonina y valina son los
aminodcidos esenciales mayoritarios. Los aminodcidos primarios son esen-
ciales para la formacion de proteinas, ya que son fundamentales para la
constitucion de tejidos, la sintesis de enzimas, hormonas, anticuerpos, y
otros compuestos bioldgicamente relevantes (Naclerio, 2006). Estos tienen
un grupo cuyo esqueleto carbonado no puede ser sintetizado a partir de
moléculas simples por los seres humanos y, por lo tanto, deben proveerse
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con la dieta (Gil, 2010). La identificacién de estos aminoacidos esenciales
sugiere que la proteina S2bp tiene un potencial relevante en aplicaciones
nutricionales y alimentarias. Por otro lado, el perfil cromatografico mostro6
una alta sefial de acido glutamico, aproximadamente en el minuto 2 como
se muestra en la figura 7.2, seguido de la tirosina en el minuto 7.

Tabla 7.1. Contenido de aminodcidos de S2bp y otros pigmentos

% de aminodcidos

Aminodcido $2bp (mg AA/g)  Spirulina de f: g?)ggginzna de i;lgfltgcig:i(;lﬁna P;Zf:z:c::::e
Acido aspdrtico 31.14£ 255 3.80 5.56 5.81 7.56
Acido glutdmico 142.58 £9.61 435 4.94 4.65 6.72
Serina 0.63+0.20 5.16 7.41 9.30 4.62
Histidina* 17.47 £1.09 571 0.61 - 4.20
Arginina - 245 4.32 6.40 252
Glicina 7.26 £0.15 5.98 8.02 6.40 9.24
Treonina 63.28 +£3.88 5.16 6.17 5.81 6.30
Taurina - - - - -
Alanina 91.68 +5.80 7.61 14.81 16.86 3.36
Tirosina 28.64+1.28 571 6.79 291 4.62
Metionina* 2.22+0.08 245 247 3.49 2.52
Valina* 99.79+5.97 9.51 247 7.56 7.14
Fenilalanina* 232+0.18 571 3.09 291 5.46
Isoleucina* 10.05+0.76 8.15 6.79 5.23 5.04
Leucina* 9.23+0.44 7.88 8.02 8.14 7.98
Lisina* 89.80 +2.36 3.80 5.56 2.33 8.40
Glutamina - 217 4.32 291 3.36
Asparagina - 4.62 3.70 4.07 5.46

Nota: * Aminoacidos esenciales, — no detectado.
Fuente: Elaboracion propia

La C-ficocianina, pigmento obtenido a partir de la espirulina (Arthros-
pira platensis), mostré un mayor contenido de aminoacidos. El porcentaje
se estimo al utilizar una plantilla de la base de datos de UniProt, mediante
la secuencia de aminoacidos de la subunidad a y p de la C-ficocianina (ta-
bla 7.1), donde la sub unidad a mostré un mayor contenido de alanina,
seguido de glicina y leucina por igual; en el caso de la sub unidad f, esta
mostré un mayor porcentaje de alanina y serina. Tanto la medusa bola de
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canon (Stomolophus sp. 2) como la espirulina se desarrollan en condiciones
de pH y salinidad que son tipicas de sus habitats marinos, para la medusa
bola de cafidn la salinidad del agua es de 36 ppm, mientras que la espiruli-
na de 20 a 35 ppm (Pérez y Arredondo, 2023). Otra proteina pigmentaria
es la producida por la medusa Aequorea victoria, cuya funcion es transducir
la quimioluminiscencia azul de la proteina aequorina en luz fluorescente
verde mediante un proceso de transferencia de energia (Franco y Longart,
2009). Esta proteina esta conformada por 238 aminodcidos, su composicion
se obtuvo de la base de datos de UniProt mediante la secuencia de amino-
acidos (se detalla en la tabla 7.1), que muestra diferencias en las cantidades
de aminoacidos que la conforman, principalmente con los aminoacidos
lisina y glicina.

Figura 7.2. Cromatograma representativo de la muestra de la proteina azul
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Figura 7.3. Cromatograma representativo del estdndar de 16 aminodcidos
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El desarrollo del pigmento S2bp se realizé exclusivamente a nivel la-
boratorio, por lo que no se cuenta con datos representativos sobre rendi-
mientos o costos a escala industrial. Atin es necesario escalar y optimizar el
proceso para obtener esta informacién. Como referencia, los pigmentos
naturales de color azul, como la espirulina, tienen precios de alrededor de
$400 MxN por cada 100 gramos, mientras que la ficocianina ronda los
$200 MxN por 100 gramos. Los precios varian dependiendo del vendedor.

Efecto del pH sobre el color de S2bp

La proteina S2bp de la medusa bola de caiién mostro estabilidad en un
amplio rango de pH (1-13), la presencia de color fue medida con el colori-
metro Konica Minolta CR-400, obteniendo coordenadas de L*, a* y b*.
Estos datos se muestran en la tabla 7.2, donde los resultados no mostraron
grandes diferencias en cuanto a la variacién del angulo de matiz, los valores
permanecieron en el rango de los grises, lo que sugiere que el pH no modi-
ficé el color a un nivel perceptible; de manera similar, el croma que repre-
senta la intensidad del color también mostro ligeras variaciones entre los
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distintos rangos de pH, lo que indica que, aunque se realizaron ajustes en
el pH, la opacidad o vivez del color de la proteina no experimentd cambios
significativos. En comparacidn, diversos estudios mencionan que la C-fico-
cianina es notablemente estable a 4 y 37 °C (Fodosa et al., 2021), ademas de
ser estable a pH entre 4y 7. En la tabla 7.3 se presentan los valores de esta-
bilidad del pH de las ficocianinas de diferentes organismos, se sefiala que la
ficocianina producida por Galdieria phlegrea tiene una ventaja sobre la pro-
ducida por Spirulina, cuyo pigmento se inactiva a 46 °C. Por otro lado, en
un estudio realizado por Martinez-Pérez et al. (2020) se reporto que la tem-
peratura es un factor determinante en la estabilidad de la proteina azul S2bp,
ya que se observé que la maxima absorbancia fue de 650 nm a una tempe-
ratura de 50 °C, mientras que de 10 a 40 °C el color azul no mostré un
cambio significativo, sin embargo, al aumentar la temperatura de 60 a 70 °C
el color azul desaparecio.

Tabla 7.2. Andlisis de color a distintos rangos de pH

pH L* Angulo de matiz Croma
1 58.326 £ 0.615 216.721 £1.490 1.835+0.264
4 45.920 £ 2.425 40.918 £ 18.205 0.544 +0.0765
7.2 35.083 +0.885 265.314 £6.025 1.181 £ 0.0456
12 42223 £1.034 254.005 + 14.862 1.311 £ 0.029
13 41.650 £ 3.065 187.882 + 6.437 0.841 +0.043

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 7.3. Estabilidad de ficocianinas

Organismo T(°C) pH Referencia
G. phlegrea 80 5-7 Ferraro et al. (2020)
Geitlerinema sp. 4-37 4-7 Patel et al. (2018)
C. clavulatum 4 74 Nair et al. (2018)
Spirulina 37 4 Minic et al. (2016)
Sthomolopus sp. 2 50 1-13 Martinez et al. (2020)

Fuente: Elaboracion propia.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que la proteina azul S2bp presenté un
contenido de aminoacidos diverso, indicativo de su potencial valor nutri-
cional y funcional. Ademas, la evaluacién de la estabilidad del pH mediante
la medicion del color revel6 que la proteina S2bp presento ligeros cambios
en angulo de matiz, croma y la luminosidad en un rango de pH entre 1y 13,
esto indica que la proteina es estable y resistente a cambios en el pH, lo que
sugiere que podria ser una potencial alternativa como pigmento natural
frente a los pigmentos sintéticos actualmente utilizados en diversos sectores
industriales. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para caracteri-
zar sus propiedades, funcionalidades y seguridad para su uso en la industria.
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