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INTRODUCCION

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es un
recurso pesquero de gran importancia en nuestro
pais. El volumen de captura de esta especie ha sido
del orden de las 100000 ton en algunos anos re-
cientes y se obtiene principalmente en los estados
de Baja California Sur, Sonora y Sinaloa (CONAPES-
CA, 2010). La importancia econémica del calamar
gigante esta ligada a los volumenes de captura, ya
que al ser un producto muy barato y sobre todo
subutilizado, es necesario obtener grandes volu-
menes de esta especie para que pueda reflejar una
ganancia econdmica.

En México, podemos ubicar este recursoenla
parte central del Golfo de California, observandose
migraciones de los meses de noviembre y diciem-
bre, de Santa Rosalia a Guaymas y emprendiendo
el viaje de regreso en los meses de mayo y junio.

Es una especie que presenta ciclos de vida
cortos, sin superar los dos anos de vida las espe-
cies mas longevas. Son depredadores muy activos,
carnivoros e incluso canibales, ya que requieren de
altas ingestas de alimentos para cubrir los requeri-
mientos caldricos necesarios para sostener su alta
tasa metabdlica.
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El calamar gigante, esta constituido por dos
regiones, la cabeza, la cual tiene 8 brazos y 2 ten-
taculos alrededor de la boca que esta constituida
por un pico quitinoso y una radula. Sus ojos son
los mas desarrollados de los invertebrados y se si-
tuan a ambos lados de la cabeza. El manto alberga
los érganos internos y es de forma cilindrica, en su
extremo terminal cuenta con 2 aletas romboidales
que forman parte de su sistema de locomocién
junto con el sifén. El primero sirve para el nado
lento y el segundo para el nado rapido mediante
la propulsién a chorro (Ehrhardt et al., 1983).

La regién del animal que principalmente se
aprovecha y comercializa es el manto, del cual so-
lamente un porcentaje muy bajo se distribuye a
nivel nacional, ya que en México no se tiene una
cultura de consumo del calamar, aunque en anos
recientes se ha estado utilizando como sustituto
del pulpo y de abulon. El resto de la captura del ca-
lamar se exporta a otros mercados, principalmen-
te el asiatico (Luna-Raya et al., 2006). Sin embargo,
éste es exportado como materia prima y no como
producto terminado.

Las partes del calamar que no son utilizadas
(entre el 40-60 % del animal), tales como los tenta-
culos, cabeza y las visceras, en estas ultimas se in-
cluye a la glandula digestiva o hepatopancreas, un
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tejido rico en enzimas proteoliticas, se convierten
en desperdicios, contribuyendo asi a la contamina-
cion del ambiente (Klomklao, 2008). Es necesario
encontrar otras alternativas de uso para el calamar
gigante. Una opcion es la obtencion de enzimas,
sobre todo del hepatopancreas ya que como se
ha mencionado, tiene una intensa actividad enzi-
matica, especialmente de proteasas. Este tipo de
industria de extraccién de enzimas de productos
del mar ha tenido éxito en paises como Noruega
y Suecia.

LAS ENZIMAS DE CALAMAR GIGANTE

Las enzimas son proteinas con actividad ca-
talitica debido a su poder especifico de activacion,
intervienen en todos los procesos metabdlicos,
que no podrian llevarse cabo sin su presencia. Al
ser proteinas, se ven afectadas por las mismas con-
diciones que una proteina comun, como son los
cambios de pH, temperatura, concentracion, fuer-
za idnica, etc. (Whitaker, 1994).

Para su estudio podemos tomar en cuenta
tres aspectos:

Su funcién bioldgica, es decir, de qué manera
la enzima interviene en el correcto funcionamiento
del organismo. Esto también ayuda a comprender
como es afectado un organismo por los cambios
en su entorno que pueden derivar en alteraciones
metabdlicas o cambios evolutivos.

Su capacidad de conferir o quitar un atributo
de calidad. Si lo vemos desde el punto de vista de
tecnologia de los alimentos, hay enzimas capaces
de generar cambios enddgenos en el organismo y
que se reflejan en sus productos alimenticios. Por
citar un ejemplo, estd la intervencién de las enzi-
mas en la maduracién de la carne como cambio
deseable. Un cambio indeseable seria la pérdida
de la firmeza en el musculo de calamar por accién
enzimatica.

El tercer aspecto se refiere a la obtencion de
enzimas de un organismo para aplicarlas en otras
areas de la industria, como el uso de ciertas enzi-
mas de origen marino en la fabricacién de queso,
o en laindustria de las pieles o los detergentes (Sh-
ahidiy Janak Kamil, 2001).

Si tomamos en cuenta estos puntos po-
demos ver que la importancia del estudio de las
enzimas va mas alla que la mera aplicacién de un
proceso tecnoldgico. Es clave en la optimizacion
de procesos industriales, de conservacion de ali-
mentos, de control de enfermedades e incluso del
equilibrio ecoldgico.

En el caso del calamar gigante, cuya impor-
tancia econémica es relevante, pero su industria
aun se encuentra en proceso de desarrollo, la tec-
nologia enzimatica puede hacer que la especie
pase de ser un producto subutilizado a un produc-
to con alto porcentaje de aprovechamiento inte-
gral. En el caso de la obtenciéon de enzimas para
aplicaciéon industrial, éstas pueden ser obtenidas
de aquellas partes del calamar que no son apro-
vechadas de forma eficiente, por ejemplo las vis-
ceras, que contienen enzimas muy activas, acos-
tumbradas a adaptarse a cambios en la cantidad
de oxigeno o a cambios de temperatura y a pro-
cesos metabdlicos mas rapidos que los realizados
por sus homoélogos terrestres, como en el caso del
crecimiento o la digestién (Haard, 1994) Asimismo,
los beneficios del conocimiento de las enzimas en-
contradas en el calamar gigante pueden ir desde
un mayor conocimiento de los aspectos fisiologi-
cos de la especie y cdmo ésta es afectada por los
cambios en su entorno, hasta su manejo poscaptu-
ra o la completa utilizacién de las partes que cons-
tituyen el cuerpo del calamar.

Sin embargo, al hablar de enzimas de cala-
mar gigante cabe preguntarnos ;Dénde se en-
cuentra ésta informacion? A nivel mundial, varios
investigadores han generado informacién sobre
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las enzimas encontradas en el calamar gigante,
pero esta informacion se mantiene dispersa en las
diferentes revistas cientificas especializadas. Exis-
ten varios grupos de investigacion sobre enzimas
de calamar gigante, los estudios que se han reali-
zado van desde la deteccion de actividad enzima-
tica general en el musculo del calamar, hasta el ais-
lamiento y caracterizaciéon de enzimas especificas
en diversos érganos de esta especie. Las enzimas
se encuentran clasificadas en 6 grupos (oxidorre-
ductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomera-
sas y ligasas) y esta misma clasificaciéon nos servira
para enumerar las enzimas encontradas en cala-
mar gigante, por lo que a continuacion se muestra
un resumen de lo publicado hasta la fecha.

Oxido-reductasas

La enzima lisil oxidasa fue purificada parcial-
mente por Torres-Arreola et al. (2011) de los ten-
taculos del calamar gigante. Es una enzima que
aunque ya habia sido ampliamente estudiada en
organismos terrestres, en organismos marinos su
presenciay caracteristicas cinéticas habian sido re-
portadas de manera muy somera.

Este estudio, logré sentar las bases para el
protocolo de purificacion de esta enzima en or-
ganismos marinos. La importancia del estudio de
esta enzima radica en que es la responsable de
catalizar los primeros pasos del entrecruzamiento
de las fibras de coldgeno en el musculo, influyen-
do directamente en sus caracteristicas de firmeza.
Esto es muy importante ya que la firmeza es uno
de los principales atributos de calidad en el mus-
culo de calamar.

Transferasas e Hidrolasas

Mientras que en el grupo correspondiente a
las tranferasas no se han encontrado reportes pu-
blicados de actividad enzimatica, el grupo corres-
pondiente a las hidrolasas, cuenta con la mayor
concentracion de informacién generada sobre en-
zimas de calamar gigante. Dentro de las hidrolasas,
las proteasas son el grupo de enzimas mds estu-
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diado para procesos bioindustriales. Casi la mitad
de todas las enzimas industriales son proteasas,
utilizadas en industrias como la de detergentes,
peleteria e industria alimentaria (Klomklao, 2008).

Las proteasas podemos dividirlas para su
estudio en 2 grupos: exoproteasas (también llama-
das peptidasas), cuando la enzima rompe un ex-
tremo de la cadena proteica o bien, endoproteasas
(proteinasas), si éstas rompen la cadena de forma
interna.

En el calamar gigante se han realizado di-
versos estudios sobre actividad proteolitica. En un
principio, estos estudios no buscaban determinar
la actividad de una enzima en especifico, pero sir-
vieron para conocer algunas de las caracteristicas
de las enzimas presentes y su efecto en los tejidos
estudiados, lo que ha permitido con el paso del
tiempo una especializacién en el estudio de las en-
zimas del calamar gigante y la generacién de hip6-
tesis sobre qué tipo de enzimas falta por descubrir
en esta especie.

De los estudios sobre actividad proteolitica
general en calamar gigante resaltan los siguien-
tes: Ramirez-Olivas (2000) detectdé en el extrac-
to crudo de manto de calamar gigante actividad
proteolitica; dandole seguimiento durante el al-
macenamiento en hielo. Encontré que el muscu-
lo de calamar presentaba actividad tipo tripsina
y quimotripsina, asi como actividad tipo leucina
aminopeptidasa, prolina aminopeptidasa y lisina
aminopeptidasas. Asimismo, se midieron los cam-
bios de textura en el musculo de calamar gigante
durante 15 dias de almacenamiento en hielo y se
llegd a la conclusion de que las enzimas presen-
tes en el musculo de calamar afectaban su textura
(Ramirez-Olivas et al., 2004).

Ezquerra-Brauer et al. (2002) realizaron un
estudio en el cual se determiné la influencia de la
temporada de captura sobre la actividad proteoli-
tica de los tejidos de hepatopancreas y manto de
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calamar gigante. Encontrando que la temporada
de captura afectaba no solo las caracteristicas fisi-
cas de esta especie, sino que también su actividad
proteolitica.

Se encontré que los ejemplares capturados
durante el otoflo median casi el doble que los cap-
turados en verano. Respecto a la composicién qui-
mica del manto y del hepatopdancreas, esta varié
significativamente con la estacion, reportandose
menos humedad y mds proteina cruda y ceniza en
los mantos de los calamares obtenidos en prima-
vera. En el hepatopancreas, estas determinaciones
no tuvieron una variaciéon estadisticamente signi-
ficativa.

Para determinar la actividad enzimatica en
manto y hepatopancreas de calamar gigante, se
obtuvieron extractos enzimaticos de estos teji-
dos, llamados extracto enzimatico de musculo
(EM) y extracto enzimatico de hepatopancreas
(EHP). Estos extractos fueron sometidos a un en-
sayo enzimatico con azocaseina y se encontro que
el extracto de hepatopancreas presentaba una
considerable actividad de endoproteinasas. Los
EHP de calamar gigante contenian también ac-
tividades detectables de tripsina, quimotripsina,
alanina aminopeptidasa y alanina-fenilalanina car-
boxipeptidasa. Estas actividades también fueron
encontradas en el extracto enzimatico de manto,
pero en mucha menor proporcién. Los EM de los
calamares que se cosecharon en otofio, presenta-
ron una actividad de proteasas mas alta.

Los factores ambientales y biolégicos, como
la maduracién, desove, alimentacién y temperatu-
ras del habitat afectan las enzimas de los produc-
tos del mar. Sin embargo, no fue posible establecer
cual factor provocé la variacién en la actividad pro-
teolitica total en este estudio.

El pH en la actividad proteolitica total en el
EHP en la temporada de primavera presenté un
pH 6ptimo de 5-6 y una temperatura 6ptima de 70

°C, estos resultados variaron con respecto a los en-
contrados en el EHP de otono, donde se obtuvie-
ron valores de pH 6ptimo de 5y 9, asi como tem-
peraturas optimas de 40 °Cy 70 °C.

En el EM, la temporada de pesca afecto a los
valores de pH y temperatura, presentandose dos
picos de actividad a pH 6 y 8 para primavera y de 6
y 10 para otono. Esto sugiere que las proteasas aci-
das y alcalinas siempre estan presentes en el man-
to de calamar, pero en distinta proporcion segun
la temporada. La temperatura 6ptima para el EM
en primavera fue de 60 °Cy en otono fue de 40 °C.

La composicion y peso molecular de las en-
zimas en EHP fue determinada mediante zimo-
gramas o geles de electroforesis de actividad en-
zimatica. En el zimograma del EHP de calamar de
primavera habia una zona de gran actividad, que
mostraba actividad caseinolitica. La masa mole-
cular de dicha zona era de 33 kDa. En los EHP de
otofno las masas moleculares de las zonas activas
estuvieron entre 26 y 36 kDa.

En los EM los zimogramas fueron detecta-
bles. Pero las bandas de los patrones de proteina
para los EM de calamar de abril y noviembre fue-
ron similares. 15 bandas fueron separadas por
SDS-PAGE con masas moleculares entre 20-66 kDa.

En conclusion, este estudio demostrd que la
actividad proteolitica tanto en el EHP, como en EM,
se ve afectada por la temporada de captura.

Konno et al. (2003) realizaron la desnaturali-
zacion térmica y el perfil de autolisis de las protei-
nas miofibrilares del musculo del manto de cala-
mar gigante para determinar la viabilidad del uso
de calamar gigante (Dosidicus gigas) como sustitu-
to del calamar japonés (Todarodes pacificus). Inves-
tigaron las propiedades bioquimicas de las miofi-
brillas del calamar gigante mediante la medicion
de tres tipos de actividades de ATPasa por cambios
de concentracién de KCl, el perfil de inactivacion
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térmica de la Ca**ATPasa miofibrilar y el perfil de
autolisis por el control de la division de la miosina
en la incubaciéon de un homogenado muscular de
calamar gigante.

Se encontré una importante actividad hi-
drolitica de la miosina por la accién de metalo-
proteasas a pH fisiolégicos y estas enzimas fueron
parcialmente inhibidas en procesos tecnoldgicos
por adicion de EDTA. El resultado de esta investi-
gacion fue que las propiedades bioquimicas y el
perfil de inactivacién térmica de la Ca**ATPasa asi
como el perfil de autolisis del musculo del manto
de calamar gigante eran indistinguibles de las de
Todarodes pacificus, por lo que el calamar gigante
podia sustituirlo como materia prima similar en el
mercado japonés, sin precauciones especiales.

En el estudio realizado por Albrecht-Ruiz y
Solari (2006), se estudiaron aspectos sobre la ac-
tividad proteolitica en manto de calamar gigante.
Su objetivo fue efectuar una caracterizacion par-
cial de la actividad proteolitica del musculo fresco
de calamar gigante para conocer los efectos del
pH y la temperatura sobre la autolisis, asi como el
efecto obtenido al aplicar inhibidores de grado ali-
mentario (albumina de huevo y plasma de bovino)
y buffers de citrato.

Se encontré que la actividad proteolitica au-
mentaba en un rango de 20-50 °C, tanto a pH aci-
do como alcalino. Asimismo se midié el efecto de
inhibidores grado alimentario (albumina de huevo
y plasma de bovino), con el objetivo de ver el efec-
to de éstos sobre la capacidad de gelificaciéon de
surimi de calamar, no encontrando ninguna modi-
ficacion en las propiedades de los geles formados.
Sin embargo, en lo que se refiere a la utilizacién
de buffers de citrato, se encontré que éste lograba
disminuir el sabor acido-amargo caracteristico del
musculo de calamar.

Por su parte Dublan-Garcia et al. (2006) de-
terminaron la actividad proteolitica en el manto de
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calamar gigante y encontraron que habia actividad
proteolitica a pH acido y neutro y que para todos
los pH esta actividad tenia como temperatura 6p-
tima 35 °C. Ademas se probaron distintos inhibido-
res y se encontré que entre ellos la quimostatina,
la pepstatina y la leupeptina, tuvieron un mayor
efecto inhibitorio (82, 87 y 68 %, respectivamente,
lo cual indica la presencia de proteasas asparticas
y cisteina proteasas) mientras que el inhibidor de
tripsina, el EDTA y el pirofosfato inhibieron la pro-
tedlisis en un 50 %.

El perfil de pesos moleculares de las protei-
nas presentes en el extracto crudo del manto del
calamar indicé que éstas tienen pesos molecula-
res en un intervalo de 11 a 395 kDa, lo cual abar-
ca el peso molecular para muchas proteasas. Por
lo que lleg6 a la conclusién de que en el musculo
de calamar gigante se encontraban un conjunto
de proteasas, tales como serina proteasas, metalo
proteasas y cisteina proteasas. También evaluaron
el musculo de calamar gigante y evalué los cam-
bios estructurales y fisicoquimicos en el manto du-
rante el almacenamiento en refrigeracion o conge-
lacién. Encontraron que al mantener el manto de
calamar almacenado en congelacién no se perdia
la actividad de las proteasas presentes y que por lo
tanto estas pueden modificar tantos las propieda-
des estructurales como las reoldgicas del musculo
durante su almacenamiento y procesamiento pos-
terior.

Estudios de Actividad Proteolitica Espe-
cifica en Calamar Gigante

Una de las formas en que pueden ser estu-
diadas las proteasas es agrupandolas en cuatro
grupos: Proteasas acidas o asparticas, tiol o cistei-
na proteasas, serina proteasas y metaloproteasas.

Las proteasas asparticas se caracterizan por
su alta actividad y estabilidad a pH acido. Ya en
los estudios antes mencionados se hablaba de la
presencia de actividad enzimatica a pH acido, no
es de extrafnar que se realizaran estudios mas es-
pecificos en este rango de pH, asi Valdez-lbarra
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(2009) realizé un estudio en el cual determin acti-
vidad enzimatica en un extracto crudo de hepato-
pancreas de calamar gigante. Primero realizé una
precipitaciéon fraccionada con sulfato de amonio,
después un ensayo enzimatico con hemoglobina
desnaturalizada con acido como sustrato y para
finalizar un ensayo de inhibiciéon con diferentes
tipos de inhibidores, donde la pepstatina (inhibi-
dor especifico de proteasas asparticas) presenté el
mayor porcentaje de inhibicién, confirmandose de
esta manera la presencia de proteasas asparticas
en el hepatopancreas de calamar gigante.

Dentro de las cisteina proteasas, Cardenas-
Lopez y Haard (2005; 2009) realizaron experimen-
tos importantes. Ellos realizaron una autolisis ex-
perimental en extracto crudo de hepatopancreas,
en el que encontraron dos picos de maxima autoli-
sisa pH de 3 y 5. Tomando la fraccion enzimatica a
pH 5, por ser la mas cercana a la neutralidad, se de-
cidié buscar la enzima o enzimas responsables de
la protedlisis a este pH. Después de medir activi-
dad enzimatica y realizar ensayos de inhibicion, se
encontrd que la actividad enzimatica era del tipo
cisteina proteasa. Después se llevé a cabo la puri-
ficacion en dos pasos: mediante precipitacion con
sulfato de amonio y cromatografia de filtracion en
gel, obteniéndose una fraccién que fue sometida
a ensayos enzimaticos y ensayos de inhibiciéon con
sustratos e inhibidores especificos de cisteina pro-
teasas. La enzima cuya presencia fue confirmada
mediante técnicas protedmicas fue la catepsina L.

Osuna-Ruiz et al. (2010) también realizaron
una importante aportacion al conocimiento de las
enzimas de calamar gigante al realizar la purifica-
cidn, caracterizacion e hidrdlisis de caseina de una
aminopeptidasa en el hepatopancreas.

Fuera del grupo de las peptidasas, hay otras
hidrolasas de interés como son las enzimas AMP
deaminasa y 5-nucleotidasa. La obtencion del in-
dice de frescura en los productos pesqueros esta
directamente ligada a la degradacion del ATP. Sin

embargo, en el calamar el indice de frescura deter-
minado por métodos tradicionales no es aplicable.
En el caso del calamar la degradacién del ATP ocu-
rre de una forma significativamente mas rapida y
esto hace que el resultado indique una completa
pérdida de frescura cuando no es asi. El estudio
realizado por Marquez-Rios et al. (2008) explica
este comportamiento. La enzima AMP deamina-
sa cataliza la deaminacion irreversible de AMP a
amoniaco y tiene un importante papel bioquimico
y fisioldgico en el metabolismo energético al com-
petir con la enzima 5°-nucleotidasa por el AMP
disponible. Purificaron la enzima AMP deaminasa
y encontraron que la degradacién del ATP en ca-
lamar seguia un patrén diferente al encontrado en
peces, de tal forma que después de 24 horas de
almacenamiento en hielo el nivel de ATP era muy
bajo, mientras que el nivel de hipoxantina (Hx) era
muy alto. Para poder medir frescura en calamar es
necesaria una relacion de los metabolitos mas gra-
dual, por lo que se sugirié que el indice Hx/AMP
podria ser un mejor indicador de frescura. Asimis-
mo, Pacheco Aguilar et al. (2010; 2009) purificaron
y caracterizaron parcialmente la enzima 5-nucleo-
tidasa encontrando que la enzima es regulada por
cationes mono y divalentes asi como ATP y ADP y
aumenta su actividad cuando disminuye significa-
tivamente el ATP, aumentando los niveles de ADP
lo suficiente para una buena accién de la enzima.
Ademas encontraron que la enzima también esta
regulada por la carga energética adenilada.

Liasas, Isomerasas y Ligasas

Siguiendo con los grupos enzimaticos, por
ultimo mencionaremos a una enzima que se en-
cuentra en el grupo de las liasas. Esta enzima es
la 6xido de trimetilamina demetilasa (conocida
como TMAOasa). Esta enzima cataliza la conver-
sion del 6xido de trimetilamina (TMAO) a dime-
tilamina (DMA) y formaldehido (FA) que son pro-
ductos de la degradacién de productos pesqueros,
por lo tanto indeseables, ya que pueden influir en
la formacion de agregados proteicos y por ende en
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la textura del producto (Badii y Howell, 2002; Ben-
jakul et al., 2004).

Fu et al. (2006) encontraron que esta enzima
presenta una temperatura éptima relativamente
altay buena estabilidad térmica, es decir, la enzima
es capaz de causar un dano potencial en el calamar
al producir gran cantidad de dimetilaminas y for-
maldehido durante el proceso de calentamiento,
aunque resulté ser inhibida significativamente por
polifenoles del té, acido fitico y acido acético.

En cuanto alasisomerasasy las ligasas no hay
enzimas documentadas aun en el calamar gigante.

CONCLUSIONES

A pesar de la importancia econémica del ca-
lamar gigante, la informacién respecto a sus enzi-
mas en general sigue siendo escasa. Con respecto
a los grupos de enzimas, las proteasas han sido las
mas estudiadas y aunque hay aplicaciones pros-
pectivas de las enzimas que se han estudiado, to-
davia falta mucho conocimiento acerca de sus ca-
racteristicas, sus implicaciones en el metabolismo
del calamar gigante, y sus usos como herramientas
analiticas.
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