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RESUMEN

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es una especie muy abundante en el océano
pacifico mexicano, el cual es explotado como un importante recurso maritimo,
principalmente en el Golfo de California. D. gigas es exportado en su mayoria al
mercado asiatico como producto fresco-congelado. Durante su manejo pos
captura, las fibras de colageno juegan un papel muy importante ya que son las
responsables de la union entre varias células. Esto gracias a la accion de una
enzima llamada lisil oxidasa (LOX), que se encarga de estabilizar dichas fibras
mediante un mecanismo de entrecruzamiento covalente, produciendo una
molécula de piridinolina (Pyr). Por lo anterior, en este presente estudio se
determind el efecto del almacenamiento en hielo de aletas, manto y tentaculos de
calamar gigante sobre la actividad de LOX y contenido de Pyr, y la relacion que
tienen éstos con la textura de masculo. Para dichos estudios especimenes de D.
gigas adulto, fueron capturados en Bahia de Kino Sonora. Una vez eviscerados
los organismos, se dividieron en sus tres regiones anatomicas, para después
extraer e identificar la presencia de la enzima mediante ensayos de actividad
especifica y electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, la cual permanece activa
en las tres regiones anatdmicas durante el almacenamiento en hielo. También se
determind la concentracién de Pyr en el tejido conectivo después de 20 dias de
almacenamiento, siendo mayor para aletas en comparacién con tentaculos y
manto. (526.6, 351 y 474.2 pmol/100 mg, respectivamente). Finalmente la

resistencia al corte de las tres regiones anatémicas mostré un aumento a medida



gue aumentd el tiempo de almacenamiento en hielo, alcanzando un pico maximo
después de 10 dias.

En este estudio se logré identificar la presencia de LOX en musculo de aletas,
manto y tentdculos de calamar gigante, la cual permanece activa durante su
almacenamiento en hielo. Adema4s, se encontré una relacion entre dicha actividad
y la presencia de Pyr con la textura de su musculo, el cual tiende a ser mas duro

después del almacenamiento en hielo.



INTRODUCCION

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es un molusco cefalépodo de gran tamafio
que se distribuye en el Océano Pacifico Occidental desde las costas de California
en Estados Unidos hasta Chile. En México, se captura principalmente en las
costas del Mar de Cortés, siendo los mayores productores los estados de Sonora
y Baja California Sur, donde representa el 95 % sobre el total de las especies de
calamar capturadas (Klett y col., 1996; De la Cruz y col., 2007). Lo que le ha valido
para situarse como una de las principales pesquerias artesanales de México,
compitiendo en captura con pesquerias industrializadas y de mayor tradicion como
la sardina y el camarén.

Sin embargo, su consumo a nivel nacional es muy bajo, debido a una falta
de costumbre y al desconocimiento de sus caracteristicas nutricionales y formas
de preparacion, siendo comercializado principalmente hacia el mercado asiéatico, a
donde se exporta como materia prima con poco valor agregado y a bajo precio.
Actualmente existe potencial en el mercado nacional para fomentar su consumo,
el cual se esta introduciendo paulatinamente como sustituto de otras especies
marinas, entre las que destaca el pulpo y el abulén (Luna-Raya y col., 2006).

Una de las particularidades de este organismo es el comportamiento que
presenta su musculo durante su almacenamiento en hielo, ya que tiende a ser
relativamente mas duro y es menos fragil al compararlo con otros organismos
marinos (Ramirez-Olivas y col. 2004). Este comportamiento se ha asumido que se
debe a las caracteristicas estructurales que se presentan en su tejido conectivo.
Uno de los principales constituyentes dentro del musculo de calamar, el cual juega

un papel muy importante en cualquier tejido animal, ya que es el encargado de la
10



unién entre varias células, de ahi que exista una estrecha relacion entre su
comportamiento y la firmeza del musculo (Ando y col., 2001; Torres-Arreola y col.,
2008).

Recientemente se han realizado estudios sobre las caracteristicas del tejido
conectivo del manto, aletas y tentculos, encontrando marcadas diferencias en el
arreglo estructural y caracteristicas fisicoquimicas. Estas diferencias se han
relacionado con el contenido de colageno que esta presente en cada regién, asi
como al grado de agregacion (Torres-Arreola y col., 2008).

En este sentido, se sabe que la estabilidad del coldgeno en las diferentes
regiones anatdmicas de un organismo o entre diferentes organismos se puede
deber a una enzima llamada lisil oxidasa (LOX; EC 1.4.3.13) que en mayor o
menor medida le confiere estabilidad, lo anterior por medio de una agregacion del
tejido conectivo, efecto de un entrecruzamiento en las fibras de colageno (Kagan y
col., 1986).

La enzima LOX béasicamente se encarga de catalizar la deaminacion
oxidativa de lisinas e hidroxilisinas presentes en las moléculas de colageno
activando con esto una serie de reacciones espontaneas para la formacién de una
molécula llamada piridinolina, capaz de entrecruzar hasta tres moléculas de
coldgeno por medio de enlaces covalentes (Kagan y col., 1986; Smith-Mungo &
Kagan., 1998). La mayoria de los estudios realizados acerca de la relacion entre
actividad de LOX y el comportamiento de las fibras de colageno se han realizado
en tejido conectivo de organismos terrestres, siendo escasa la informacion
generada a partir de animales de origen marino (Consuegra & Johnston, 2006).

Recientemente se purificd y se caracterizé parcialmente la enzima LOX del
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musculo de tentdculos de calamar gigante (Torres-Arreola y col., 2011 y 2012), la
cual esta estrechamente relacionada con las caracteristicas estructurales de las
fibras de colageno. Sin embargo, aun no se ha establecido la relacion existente
entre la actividad de la LOX y la presencia de Pyr con la textura del musculo en
cada region anatomica del calamar gigante durante su manejo en frio.

Por lo antes expuesto, en este estudio, se propone evaluar la relacién entre
actividad de la LOX, la presencia de Pyr y los cambios en la textura del musculo
de aletas, manto y tentaculos de calamar gigante durante su almacenamiento en
hielo. Esto permitira entender mejor la funciéon que desempefia el tejido conectivo

y la LOX durante el manejo en frio de la especie.
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OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar el efecto del almacenamiento en hielo de aletas, manto y tentaculos de
calamar gigante (Dosidicus gigas) sobre la actividad de lisil oxidasa y relacionarla

con la textura del musculo

2.2 Objetivos Especificos

Extraer e identificar la LOX a partir de aleta, manto y tentaculos de calamar
gigante (D. gigas) almacenado 20 dias en hielo.

Cuantificar el contenido de piridinolina en aletas, manto y tentaculos de calamar
gigante (D. gigas) durante su almacenamiento en hielo.

Monitorear la resistencia al corte como indice de textura en aletas, manto y

tentaculos de calamar gigante (D. gigas) almacenado en hielo.
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ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de Calamar Gigante

El término molusco, derivado del latin “mollus”, significa suave debido a lo blando
del cuerpo del animal, el cual esta protegido solamente por una hoja de tejido
llamado manto. Dentro de los moluscos se incluyen los gasterépodos, los bivalvos
y los cefalopodos, siendo estos ultimos la clase més organizada que agrupa
organismo tales como el pulpo y el calamar, denominandose de esa manera
debido que tienen unidos los pies a la cabeza (“‘cephale” que significa cabeza y
“podos” que significa pies).

El calamar es considerado como el invertebrado mas veloz que existe en el
océano. En México el calamar mas importante en pesqueria es el calamar gigante
(Dosidicus gigas) ya que es el mas abundante (Uriarte-Montoya, 2007). Su

clasificacion taxondmica se muestra a continuacion:

Reino: Animal Suborden: Oegopsina
Phylum: Mollusca Familia: Ommastrephidea
Clase: Cephalopoda Subfamilia: Ommastrephinae
Subclase: Coleoidea Geénero: Dosidicus
Superorden: Decapodiforme Especie: Dosidicus gigas

Orden: Teuthida

El calamar gigante descrito originalmente por D"Orbigny en 1835 también
es conocido como el calamar del pacifico, calamar jumbo, calamar de Humboldt,

pota y poton. Posee una morfologia con cuerpo en forma cilindrica comunmente
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denominado como manto, el cual envuelve sus 6rganos internos. El manto de los
machos es mas duro y grueso respecto al de las hembras; sin embargo hay que
recalcar que este tipo de dimorfismo es poco aparente (Nesis, 1970). El radio del
manto se reduce poco a poco, cada vez mas en la regién de insercion de las
aletas y terminando como punta conica. El borde de la base del manto en su
porcién ventral estd ligeramente vuelto hacia fuera y hacia arriba, entre los
cartilagos de union de manto con el sifén. Contiene una estructura interna
cartilaginosa comunmente llamada “pluma” la cual da soporte a los musculos del
cuerpo del calamar, estd compuesta principalmente de quitina y generalmente se
extiende de lleno a lo largo del manto (Young, 2009).

Posee ademas un extremo de dos aletas laterales muy amplias de forma
romboidal que utiliza de manera complementaria con el sifén. El sifon es una
cavidad ventral que desemboca hacia la parte del lateral en forma de embudo
recubierto por el manto, cuando el agua penetra la cavidad y, al ser expulsada a
presion mediante este 6rgano, dota al animal de un sistema de locomocién por
propulsion a chorro para desplazarse a gran velocidad. Continuando con la
descripcion anatémica de calamar en el extremo opuesto se localiza la cabeza,
boca, tentaculos y brazos (Ehrhardt y col.,, 1982). La boca de esta especie
presenta un par de dientes que asemeja el pico de un perico y alrededor de ella se
encuentran ocho tentaculos con ventosas y dos brazos contractiles que utiliza para
atrapar a sus presas. La caracteristica mas notable es tal vez la prolongacion de
los extremos distales de los brazos en filamentos largos y delgados contiendo
entre cien y doscientas pares de ventosas diminutas muy agrupadas (Markaida,

2001).
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Otra caracteristica distintiva de esta especie es la foveola, que es una
hendidura que cede espacio al sifén en la porcién posterior de la cabeza; tiene
siete surcos longitudinales en promedio, asi como cuatro a cinco pliegues
secundarios a ambos lados.

El cartilago de union del manto con la cabeza presenta una bifurcacion en
forma de “T” invertida caracteristica de la familia Ommastrephidae a la cual
pertenece este organismo. La cabeza generalmente es mas ancha en su porcion
posterior, en ella sobresalen dos grandes ojos lobulosos muy conspicuos con
proyeccién anterior y parpados laterales (Ehrhardt y col., 1986). La piel del
calamar estd conformada por cuatro capas, las dos primeras del lado externo
contienen entre ellas las células pigmentosas de los cromat6foros, mientras que
las capas tres y cuatro estan compuestas por tejidos conectivos en forma de
filamentos delgados (Maza-Ramirez, 2001). Los calamares se caracterizan por
tener ciclos de vida cortos, que pueden oscilar entre seis y nueve meses de edad.
Sin embargo, hay reportes que establecen que la mayoria de las especies viven
de uno a dos afios. Este ciclo de vida dependera de la temperatura del agua en la
gue se desarrolle el calamar gigante (Domingues y col., 2002).

En las Figuras 1 y 2 se puede apreciar graficamente la morfologia interna y

externa del calamar gigante (D. gigas)
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Figura 1. Morfologia externa de Dosidicus gigas.
Fuente: FAO, 2003
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Figura 2.Anatomia Interna de Dosidicus gigas.
Fuente: Encarta® (1998).
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Los calamares son organismo depredadores activos, poseen un papel
determinante en las estructuras tréficas en los océanos, y son también un
importante recurso pesquero. Todos los cefalopodos son carnivoros desde las
primeras fases de vida hasta el final de su ciclo de vida (Villanueva y col., 2003).

Aunado a sus ciclos cortos de vida se tiene que la tasa de mortalidad es
alta. Lo anterior pudiera ser explicado por el hecho de que es una especie que,
como la mayoria de los cefalépodos, se encuentra a niveles tréficos intermedios
sufriendo por lo tanto altas tasas de depredacion, especialmente durante los
estadios de vida juvenil existiendo incluso un pronunciado canibalismo en estos
organismos (Ehrhardt y col., 1983). En trabajos llevados a cabo en el golfo de
california se ha observado que el canibalismo es méas frecuente en calamares de
gran tamafio, principalmente hembras.

En el Golfo de California se han reportado niveles altos de canibalismo de la
especie Dosidicus gigas, hasta un 30% de su dieta, y se han atribuido a la
escasez de presas (Ehrhardt, 1991). Sin embargo esta conclusion se ha obtenido
a partir de muestras tomadas de los barcos pesqueros, y esto significa que la
pesca podria estar influyendo en el comportamiento de alimentacion de los
animales. Lo mismo ocurre en otras areas, tales como Chile, donde el canibalismo
presenta valores de 96 a 99% (Cubillos y col, 2004; Ulloa y col, 2006), En ambos
estudios, se tomaron muestras durante la pesca de calamar, sin embargo, no
consideran que el estrés causado por esta actividad, lo que podria ser la razén de
sus altos valores de canibalismo. Por otro lado Rosas-Luis en 2007 informaron
que el canibalismo no es una parte importante del espectro tréfico en muestras

tomadas de dos cruceros de investigacion en las areas que no son zonas
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pesqueras de la costa oeste de la peninsula de Baja California. Las diferencias
obtenidas entre los dos tipos de areas sefialan que el canibalismo se ha
sobreestimado como un comportamiento natural en esta especie y también indican
que las actividades de pesca estan influyendo en los resultados.

El calamar gigante presenta dimorfismo sexual; las hembras son mas
grandes que los machos, sin embargo en comparacion con otras especies de gran
tamafo de la misma familia, esta diferencia es insignificante (Nigmatullin y col.,
1991). Como el canibalismo es el resultado del dominio presentado por
especimenes de gran tamafio sobre otros mas pequefos, se esperaria que las
hembras presentaran este comportamiento con mas frecuencia que los machos.
Los resultados obtenidos por Ibarra-Garcia y colaboradores mostraron que las
hembras tenian un mayor porcentaje de canibalismo en el estémago, a pesar de
que el tamafio era igual para hembras y machos, esto posiblemente a que las

hembras eran mas voraz en el momento de la captura.

Reproduccién

Los calamares gigantes son organismos dioicos 0, sea de sexo separado. Los
organos reproductores de los calamares se encuentran en la cavidad de manto o
sadbana (Markaida & Sosa-Nishizaki, 2003). También se sabe que el calamar
gigante es una especie con reproducciéon monociclica, cada individuo o espécimen
solo tendra una estacion reproductiva durante su vida.

En el hemisferio sur, la reproduccion ocurre durante todo el afio con

maximos durante primavera y verano teniendo lugar el desove tanto en la
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pendiente continental como en areas oceanicas adyacentes. Las determinaciones
sobre las estaciones de desove en esta especie han sido dificiles de definir,
debido principalmente a diferencias en las metodologias aplicadas asi como a la
talla de los ejemplares utilizados (Markaida y col., 2004).

En el golfo de California se han determinado grupos modelos en los cuales
los porcentajes de hembras maduras varian considerablemente alcanzado las
hembras la primera madurez sexual entre los 34 y 40 cm de longitud del manto
ademas que es frecuente encontrar mas hembras que machos. Se ha sefialado
que para las aguas de las regiones costeras de Peru y Chile existe un grupo
modal de individuos grandes los cuales madurarian tardiamente en relacion a las
poblaciones que habitan la corriente de california y la corriente de Peru
alcanzando las hembras su primera madurez sexual alrededor de los 36 y 37 cm

de longitud del manto.

Comportamiento

El calamar gigante es un tipico organismo necténico formado de cardumenes los
cuales estan constituidos por docenas de individuos de tamafio uniforme,
esparcidos ampliamente (Nesis, 1970). Entre octubre y diciembre en la corriente
de Peru se han observado incluso de dia, grandes cardimenes compactos de
cientos o miles de individuos que no se detienen a alimentarse y que
probablemente estén migrado. Los juveniles son los miembros mas activos
formando cardumenes de 20-40 animales entre la superficie e isoterma superior.

Los sub-adultos son menos activos se agregan en grupos cazadores de 200-1200
21



individuos moviéndose a velocidades de 10-25 kilometros. Pese a la posible
competicion por alimento el calamar dosidicus gigas y el calamar Sthenoteuthis
oulaniensis forman a veces cardumenes mixtos (Nigmatullin y col., 2009).

No ha sido posible mantener al calamar gigante en cautiverio, el tiempo
mMAaximo en que se mantuvo un ejemplar en cautiverio fue de tan solo tres dias y se
reportd que solo logran sobrevivir los ejemplares estudiados en condiciones de
cautiverio por 16 horas aproximadamente. Mientras que en un estudio posterior se
reportd que la muerte de los organismos se presento tras 20 horas de cautiverio
ademas de observar canibalismo en los tanques. Estos estudios dieron por
concluido que los calamares gigantes no duran en cautiverio mas de 24 horas.

El calamar gigante es potencialmente peligroso, mordiendo a los
pescadores que lo manipulan a bordo. Los buceadores que han tratado de
observar al calamar gigante en el golfo de california han sido atacados por lo que
se requiere de la proteccién de las mismas jaulas para la observacion subacuatica
de los tiburones. Este peligro esta siempre ligado a la pesca de este espécimen.
Ya que cuando se esta pescando esta especie, hay un estrés que provoca un gran

canibalismo y agresividad.
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3.2 Distribucion y Pesca de Calamar Gigante

El calamar gigante se distribuye desde California (USA) hasta Chile en
Sudamérica cubriendo todo el pacifico mexicano y una gran parte del continente
americano como se muestra en la Figura tres. En México especificamente, las
zonas donde se realiza la mayor explotacion de calamar gigante se encuentran en
el Golfo de California también llamado mar de Cortés como se muestra en la
Figura 4. En ciudades como Guaymas, Sonora y Santa Rosalia, Baja California
Sur (Uriarte, M. 2007).

El calamar gigante es una especie migratoria ya que dependiendo de la
disponibilidad de alimento y/o cambios de temperatura puede migrar desde el
océano Pacifico al Golfo de California. Esta especie migra desde el océano
Pacifico hacia aguas territoriales dentro y fuera del Golfo de California
dependiendo de sus necesidades de alimentacién. La migracion hacia dentro del
Golfo de California inicia en el mes de enero y el calamar se mueve hacia el norte
en el mes de abril como se puede apreciar en la Figura 5. De mayo a agosto se
sitla en la parte media del Golfo. Durante el mes de julio algunos calamares se
dispersan hacia el lado este y la mayoria ocupan la parte central, lo que provoca
una mezcla de organismos una gran variedad de talla y peso. Iniciando el mes de
agosto empieza la migracion hacia el sur del Golfo de California para
posteriormente salir al Océano Pacifico como se muestra en la Figura 6. Todo el
patron antes mencionado puede verse alterado por los cambios de temperatura

(Ehrhardt, 1991).
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Figura 3. Ubicacion geogréfica de la distribucion de Dosidicus gigas en América, el color
azul denota la concentracion de esta especie.
Fuente: FAO, (2003).
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Figura 4. Zona de mayor concentracion de Dosidicus gigas en el Golfo de California
representado en color azul.
Fuente: FAO, (2003).
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Figura 5. Migracion de Dosidicus gigas del Océano Pacifico hacia el Golfo de California
en las estaciones invierno-primavera.
Fuente: Ehrhardt y colaboradores (1983).
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Figura 6. Migracion de Dosidicus gigas del Golfo de California hacia el Océano Pacifico

en las estaciones verano-otofo.
Fuente: Ehrhardt y colaboradores (1983)
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En el Golfo de California, la pesca de calamar inicia en marzo hasta finales
del verano en septiembre. Se realiza en periodo de penumbra y oscuridad, a
embarcacion parada, esto debido al fototropismo positivo caracteristico de esta
especie. El calamar gigante es una especie marina que ha sido subutilizada en el
mercado nacional ya que el 89% de la pesca total se destina a exportacion
mayormente al mercado asiatico, quedando solo el 11% para consumo nacional
en donde se comercializa principalmente fresco, congelado y precocido (De la
Cruz y col., 2007).

La pesqueria de calamar gigante en el Golfo de California inicio en 1974
con la operacion de una reducida flota artesanal, explotandose comercialmente a
partir de finales de la década de los 80s. No fue sino hasta la caida de precio del
camarén y su periodo de veda correspondiente (1978) cuando se consideré al
calamar como recurso pesquero viable segun el Instituto Nacional de la Pesca.

Es en la region Noroeste del pais donde se pesca la mayor parte de todo el
calamar gigante, siendo Baja California Sur, Sonora y Sinaloa los estados de
mayor aportacion pesquera (Salinas y col., 2005). Es importante sefialar que la
naturaleza migratoria de esta especie hace que sea extremadamente dificil tener
un cuadro delimitado de su distribucion espacial y temporal en forma simultanea
para el total de sus areas de ocurrencia, ademas la variacion de los parametros
ambientales afecta en gran medida la aparicion de los organismos en diversas
areas de distribucién (Markaida, 2001).

La mayor parte de las exportaciones corresponde a producto congelado con

el 91% seguido del producto fresco con el 4% y del procesado y enlatado con el
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4%. La presentacion congelada obedece principalmente a que la mayoria de las
captura se congela y se semiprocesa en los barcos por razones de calidad
(Salinas y col., 2005).

Los desechos de la industria procesadora de pescados y mariscos, después
del fileteado, pueden representar hasta un 75 % del peso de la captura total en
forma de huesos, aletas, cabezas, visceras y escamas (Shahidi, 2006). En la
pesqueria del calamar sélo se aprovecha la parte comestible (42 %) y el resto es
desechado. Tales desechos pueden ser utilizados para obtener enzimas y otros
subproductos de alto valor nutricional y comercial, como es el colageno. Cerca del
30 % de los desechos contienen alto contenido del mismo, que pueden ser
empleados para la producciéon industrial de colageno y gelatina, con fines
cosméticos o de alimentos balanceados para animales, dandole asi un valor
agregado a la pesqueria de este organismo e impulsando un desarrollo

sustentable y redituable.

3.3 Composicion Quimica Muscular y Proteica

El masculo de calamar se caracteriza principalmente por ser blanco y magro. El
calamar fresco tiene una consistencia pegajosa, y no es facil de masticar. El
manto al ser cocinado se contrae y asume una forma redonda, debido
especialmente a la contraccion de la piel. Por el contrario, la carne de calamar
gigante seca tiene una consistencia dura que puede ser rasgada

transversalmente, pero no en sentido longitudinal.
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El manto estd compuesto de cinco diferentes capas de tejido. La capa
dominante est4d formada por bandas ortogonales de fibras musculares,
intercaladas entre dos tunicas de tejido conectivo. Las tdnicas interna y externa
estan cubiertas por un revestimiento visceral y uno exterior, respectivamente.
Cada fibra contiene en sus periferias una determinada cantidad de miofibrillas.

La composicion quimica del manto y tentaculos es muy parecida a otros
organismos marinos magros. La carne contiene 75-84% agua, 13-22% proteina
cruda, 0.1-2.7% lipidos y 0.9-1.9% minerales, también existen muchos
compuestos nitrogenados lo que probablemente le atribuya el sabor 4cido-amargo
caracteristico del calamar (Luna-Raya y col., 2006). El manto de calamar gigante
contiene aproximadamente un 20% de proteina total, la cual puede ser clasificada
basandose en sus caracteristicas de solubilidad las: miofibrilares (solubles en
soluciones salina, 1=0.5), sarcopldsmicas (solubles en agua) y estromales
(insolubles en soluciones salina, 1=0.5). Las miofibrilares son las mas abundantes,
ya que constituyen el 55-60% del total de proteinas del musculo y forman su
estructura fibrosa (Kijowski, 2001).

Las proteinas miofibrilares del calamar difieren de las proteinas del pescado
y mamiferos al ser mas solubles en agua, menos susceptibles a la congelacién y
mas propensas a la desnaturalizacion térmica (Ramirez-Olivas y col., 2004).
Tienen caracteristicas térmicas diferentes, debido a la presencia de la
paramiosina. Se ha reportado que ésta altera considerablemente las
caracteristicas de textura en los productos gelificados a partir de proteina
muscular de especies marinas. Por lo que, tanto el contenido de paramiosina

como las diferentes interacciones miosina-paramiosina podrian relacionarse, al
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menos parcialmente con el comportamiento térmico observado en las proteinas
miofibrilares de invertebrados marinos, debido a los cambios en el medio ambiente
quimico (Paredi y col., 2002).

Las proteinas sarcoplasmicas se localizan dentro del sarcolema, son
solubles en agua o en soluciones salinas de baja molaridad (<50 mM) y
comprenden cerca del 30 a 35% de las proteinas totales del musculo (Xiong,
1997). La mioglobina es presuntamente la mas importante, debido a que es la
responsable del color de la carne, que es relacionado con la calidad del producto
(Kijowski, 2001). Sin embargo, en cefalopodos como el calamar, la hemocianina
es la proteina que realiza la funciébn que la mioglobina hace en organismos
vertebrados, es decir, transporta el oxigeno a través del cuerpo. A diferencia de la
mioglobina, la hemocianina presenta un color azul cuando se encuentra oxigenada
mientras que cuando esta desoxigenada es incolora.

El tejido conectivo se encuentra en el espacio extracelular y su funcion es la
de mantener y soportar al muasculo mediante sus componentes: tendones,
epimisio, perimisio y endomisio. El tejido conectivo estd formado por diversas
fibras que se encuentran en una sustancia amorfa, gelatinosa y altamente
hidratada, rica en proteoglucanos y glucoproteinas. En esta sustancia estan los
fibroblastos que sintetizan las proteinas fibrosas de colageno y elastina. La
estabilidad estructural del tejido conectivo es determinada en gran medida por el
colageno puesto que es el que da firmeza y mantiene unidas a las células, la
elastina también ayuda pero en menor grado proporcionando elasticidad requerida
para el movimiento. Tomando en cuenta lo anterior se sabe que el colageno es

uno de los principales determinantes de la textura de carnes y productos marinos,
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ademas en estos ultimos afios su concentracion esta relacionada con la capacidad
natatoria de los pescados.

El musculo de calamar gigante se suaviza después de su coccion (Otwell y
Hamann, 1979; Ando y col., 2001), En el masculo de animales marinos, la firmeza
tiene una estrecha relacion con el colageno, el principal constituyente del tejido
conectivo (Ochiai y col., 1985). En el muasculo cocido, el calor descompone el
coldgeno a gelatina lo cual disminuye la integridad entre las células musculares, lo
que lleva a un reblandecimiento muscular. En el musculo de calamar, sin
embargo, el espacio intercelular es tan estrecho que las fibrillas de colageno no
pueden ser claramente observadas bajo un microscopio electronico de
transmision. Por lo tanto, el colageno parecia tener poca influencia sobre el
ablandamiento del musculo de calamar después de la coccion. La principal causa
del ablandamiento se informé que era debido probablemente a la destrucciéon de
células musculares durante la coccién (Kugino y Kugino, 1994). Sin embargo,
Ando y colaboradores informaron que habia una considerable cantidad de
coldgeno en cinco especies de calamar y que los musculos del manto se habian
ablandado después de la gelatinizacion de 30% del total de colageno en la
coccién. Por lo anteriormente dicho tanto el colageno y las células musculares
podrian ser la causa por la cual el musculo de calamar gigante se ablanda
después de su coccion. También es importante saber que el calamar no solo es
consumido cocinado, ya que en Japon es consumido crudo (Sashimi) y la textura
del masculo es muy importante para la calidad del platillo. EI masculo de calamar
gigante se ablanda rapidamente durante su almacenamiento que conduce a un

deterioro de la calidad. Por lo tanto, la resolucion del mecanismo de
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ablandamiento es muy importante para la industria pesquera. En una investigacion
por parte de Ando y colaboradores en 2001, se comparo la resistencia al corte del
musculo de calamar crudo y muasculo cocido. En este estudio se observd que la
fuerza de corte en el musculo crudo disminuy6 considerablemente entre las tres y
nueve horas, en contraste la fuerza de corte para el musculo cocido se mantuvo

casi constante aunque por debajo de la fuerza de corte del musculo crudo.

3.4 Generalidades del Colageno

El colageno es el principal elemento fibroso de tejido conectivo y la proteina
individual mas abundante del organismo. El colageno contribuye de manera
significativa a la dureza del musculo del animal, de ahi que el término colageno
derive de un vocablo griego “kolla” que significa pegamento. Ademas la gelatina
producto de la desnaturalizacion del colageno es usada en muchos productos
alimenticios (Purslow, 2002).

Las principales fuentes de colageno industrial estan limitadas a piel y
huesos de cerdos y bovinos, con posibilidad de transmitir enfermedades a los
humanos. Por tal razén, la obtencidén de colageno a partir de organismos acuaticos
se ha incrementado en las Ultimas décadas, por su alta disponibilidad, bajo costo y
ausencia de riesgo de transmisién de enfermedades. El uso de colageno a partir
de organismos marinos en la industria de alimentos, cosméticos y productos
biomédicos como biomaterial se ha expandido considerablemente (Johnston vy

col., 2005).
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El colageno no es una molécula homogénea, sino que es una familia de
moléculas que tienen una configuracibn comun Unica de triple hélice. Hasta el
momento se han aislado 19 tipos distinto de colageno, codificado por 40 genes,
estos colagenos varian en su ensamblado, longitud de hélice, naturaleza y tamafio
de porciones no helicoidales. Los tipos de colageno de mayor importancia en el
musculo de productos marinos son el tipo I, lll y V, estos estan caracterizados por
formar fibras (Exposito y col., 2002). Y su estructura basica esta constituida por
tres cadenas proteicas helicoidales unidas para formar los Ilamados
tropocolagenos la cual tiene una longitud de 280 nm y diametro de 1.5 nm, cada
cadena alfa contiene alrededor de 1000 aminoacidos y pesa 100 kDa. Las tres
cadenas estan perfectamente entrelazadas a lo largo de la molécula de
tropocolageno con excepcion de los extremos donde se encuentran proteinas
globulares que intervienen en la uniébn quimica con otra molécula de
tropocolageno adyacente, esta zona fina se le conoce como telopéptidos (Engel &
Bachinger, 2005).

Entre los aminoé&cidos del colageno, la glicina es el mas abundante puesto
que representa 35% del total de aminoéacidos. La glicina no contiene cadena R o
cadena lateral por lo que permite colocarse empacada y estable sin problemas
estéricos. El coladgeno en si es pobre en amino&cidos esenciales, por lo que se le
tiene en una clasificacion muy baja y que aflade poco valor nutritivo, pero como se
revisO anteriormente afecta significativamente la fuerza tensil y la integridad
muscular y propiedades reoldgicas del musculo (Alberts y col., 1990).

El colageno es la Unica proteina rica en hidroxiprolina, siendo mayor su

concentracion en el colageno de mamiferos con respecto a los colagenos de
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pescado. El contenido de hidroxiprolina es relativamente constante y debido a que
no se encuentra en cantidades significativas en otras proteinas animales, los
métodos quimicos para la deteccion de coldgeno estan basados principalmente en
la determinacién de hidroxiprolina en el tejido (Vazquez y col., 2004).

Por otro lado, se sabe que la estabilidad del colageno en las diferentes
regiones anatémicas de un organismo o entre diferentes organismos es debida
principalmente a la concentracion de prolina e hidroxiprolina, a mayor contenido de
estos, la estabilidad de la proteina es mayor. Sin embargo, estos aminoacidos no
son los Unicos responsables de la estabilidad de las fibras de colageno, existe una
enzima llamada lisil oxidasa que en mayor o menor medida le confiere estabilidad,
lo anterior por medio de una agregacion del tejido conectivo, efecto de un

entrecruzamiento en las fibras de colageno.

Aplicaciones del colageno

El coldgeno es un material biolégico natural muy importante y ha sido
extensamente estudiado como polimero para su aplicacibn en productos
manufacturados. Tecnologicamente, el colageno tiene aplicaciones biomédicas e
industriales. Las aplicaciones industriales del colageno datan desde mucho tiempo
atrds. El principal atractivo del coladgeno como biomaterial para aplicaciones
biomédicas es su baja inmunogenicidad por lo que es visto en el cuerpo como un
constituyente natural en lugar de un cuerpo extrafio. El colageno se puede
procesar de diversas presentaciones como tubos, esponjas, polvos, soluciones

inyectables (Meena y col., 1999).
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Industrialmente, el colageno tiene aplicaciones en la elaboracién de cuero y
la elaboracion de la gelatina. El cuero consiste basicamente en piel animal tratada
quimicamente, mientras que la gelatina es tejido conectivo animal que es
desnaturalizado y degradado por el calor y agentes quimicos. Ambos consisten
basicamente de colageno pero sin muy distintos en cuanto a su quimica y forma
(Meenay col., 1999).

La gelatina es sin duda actualmente uno de los ingredientes mas versatiles
en la industria, encontrando mayor aplicacion en la industria cosmetolégica, al ser
constituyentes de jabones, shampos, cremas faciales y otros cosméticos. La
gelatina en las dltimas décadas en la industria de alimentos, se ha venido
potenciando significativamente, ya que suele utilizarse para mejorar la elasticidad,
la consistencia y la estabilidad de los alimentos (Fennema, 2000). La gelatina se
obtiene del colageno de piel y huesos de animales terrestres.

También cuando el colageno se calienta en exceso, mas alla de la
temperatura 6ptima, se obtiene un producto amorfo, sin ninguna ordenacién que

se usa como pegamento y que cominmente se le conoce como cola.
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3.5 Generalidades de Lisil Oxidasa

Palamakumbura y Trakman (2002) reportaron que LOX se sintetiza como
proenzima de 50 kDa y es secretada en el medio ambiente extracelular para
después ser activada por enzimas proteolitica que dan como resultado una enzima
funcional con un peso molecular de 32 kDa y un propéptido de 24 kDa (Panchenko
y col., 1996). La enzima funcional esté involucrado en la reticulacion de colageno y
elastina en el espacio extracelular. Estos enlaces cruzados contribuyen al
mantenimiento de la estructura fisica y la rigidez de la matriz de coladgeno (Bailey y
col., 1998), asi como a mantener sus propiedades funcionales.

Por lo tanto LOX juega un papel muy importante en la formacion y
reparacion de la matriz extracelular en sistemas cardiovasculares, respiratorios,
0seos y otros sistemas del cuerpo. La vision inicial en la estructura molecular de
LOX fue derivada de la clonacién de la secuencia de ADNc de la aorta de rata
(Trackman y col., 1990, 1991).

Aunque el peso molecular del catalizador funcional aislado de los tejidos
conectivos variaron entre 28 y 32 kDa, dependiendo de las especies de
vertebrados de origen, una proteina de 46 kDa era el producto del gen predicho a
partir de la secuencia de ADNc obtenido. Estudios posteriores (Trackman y col.,
1991; Panchenko y col., 1996) se confirmé que la enzima de la aorta de rata se
sintetiza como una pre-proteina de 46 kDa que contiene secuencia de péptido
sefal. El péptido sefial se elimina por la escision en el vinculo Cys21-Ala22 vy el

dominio de propéptido es N-glicosilado durante su paso a traves del aparato de
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Golgi produciendo una proenzima de 50 kDa, que se secreta entonces en la matriz
extracelular como una proteina cataliticamente inactiva (Trackman y col., 1992).

La enzima activa de 32-kDa se libera por escision proteolitica de la
proenzima en Gly162-Aspl163 por una metalo-endoproteasa (Cronshaw y col.,
1995; Panchenko y col., 1996) y recientemente confirmado (Uzell y col., 2001). Lo
que se sabe actualmente de las propiedades cataliticas y moleculares de la
enzima activa viene en gran parte derivadas de la cinética, quimica, y estudios
espectroscopicos en LOX purificada a partir de aorta bovina. La comparacion de la
secuencia de aminoacidos de la enzima lisil oxidad de aorta de rata con varios
péptidos aislados de lisil oxidada del tubo digesto de bovino revelé que hay una
homologia casi completa entre estas dos enzimas (Trackman y col., 1990, 1991).
Por otra parte, las propiedades de LOX de rata y LOX purificada de bovino son
casi las mismas y es pertinente pensar que también para las formas con actividad
catalitica de las enzimas clonados de humano, ratén y de pollo se esperaria
encontrar homologia mayor al 95%.

Los primeros intentos de purificacion de LOX de los tejidos conectivos se
vieron frustrados por la insolubilidad de la enzima en solucién salina neutra. El
hallazgo de que la enzima se solubiliza facilmente por estos tampones
suplementados con urea 4 a 6 M (Narayanan y col., 1974) allané el camino para
ser exitosamente purificada hasta la homogeneidad aparente. La insolubilidad de
LOX probablemente refleja su estrecha asociacion con sus sustratos en la matriz
extracelular (Kagan y col., 1986), que es consistente con el comportamiento
totalmente soluble de LOX excreta por células fibrogénicas in vitro, antes de la

deposicion de cantidades significativas de proteinas de la matriz extracelular.
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La enzima LOX madura aislada de aorta bovina migra como una proteina
de una sola banda aparentemente de 32 kDa, en SDS-PAGE (Kagan y col., 1979).
Esta enzima aparentemente homogénea resulté en cuatro isoformas de 32 kDa
sobre una cromatografia a través de DEAE celulosa. Cada uno de estas isoformas
muestra el mismo mecanismo catalitico, la especificidad y el perfil inhibidor

(Sullivan & Kagan, 1982).

3.7 Entrecruzamiento de Colageno por Lisil Oxidasa

La estructura fibrosa del colageno se estabiliza frente al esfuerzo mecéanico por
entrecruzamientos intra e intermoleculares inducidos enzimaticamente.
Inicialmente, la formacién de enlaces cruzados esta mediada por la enzima LOX
durante la formacion de las fibras de colageno. La actividad de esta enzima esta
limitada a la region no helicoidal del colageno, es decir, en los telopéptidos, y da
como resultado la deaminacion de lisina (Lys) e hidroxilisina (Hyl) para formar una
molécula llamada piridinolina (Pyr).

La molécula de mayor entrecruzamiento de colageno maduro es la Pyr
(Ando 2001). LOX se ha estudiado ampliamente en los organismos terrestres
(pollo, bovinos y humanos), principalmente con un enfoque biomédico. Sin
embargo, desde el punto de vista de la ciencia alimentaria, hay evidencia del
efecto que pueden tener un alto contenido de coldgeno y Pyr en la textura de los
alimentos y una estrecha relacion se ha encontrado entre la firmeza muscular y el

comportamiento de colageno en los mariscos (Eyre, 2005).
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Pyr es un componente muy activo de la matriz extra celular que da
estabilidad y dureza al colageno y elastina por entrecruzamientos en ingles “cross-
linking” (Fujimoto y col., 1977).

En el masculo de calamar alrededor del 70% del colageno permanece
insoluble después de calentarlo por mas de 30 minutos, como se sabe el colageno
en los musculos gelatiniza después de un tratamiento de calor por lo que este
hecho sugiere que hay un tipo de coldgeno resistente al calentamiento donde la
Pyr esta en mayor concentraciéon lo que produce un mejor entrecruzamiento
estable al calentamiento (Ando 2001). En un estudio realizado por Ando y sus
colaboradores también se determiné la cantidad de Hyl en este coldgeno
insoluble, el cual resultd ser mas bajo que en el colageno soluble, esto es porque
la molécula de Pyr es formada por la oxidacion de Hyl por la enzima LOX.

Por lo tanto si los niveles de LOX en tejido estan elevados esto llevara a
mayor produccion de Pyr por lo tanto habrda méas dureza y estabilidad en el tejido
(Consuegra & Johnston 2006).

Es importante saber que la actividad LOX, o incluso presencia de esta
enzima, no se ha reportado en tejido de animales marinos. Sin embargo, es bien
sabido que en el salmén del Atlantico, a pesar de su baja concentracién de
colageno, la cantidad de piridinolina (Pyr) entrecruzada afecta a las propiedades
texturales del salmén fresco o ahumado (Johnston y col., 2005). Mientras tanto, en
el manto de diferentes especies de calamar (Loligo pealei y Todarodes pacificus),
se observd un aumento en la cantidad de Pyr y contenido de la fraccion de

colageno insoluble después de un tratamiento térmico (Ando y col., 2001).
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En estudios anteriores, el contenido, asi como algunas propiedades fisicas
y quimicas, del coldgeno soluble en pepsina (CSP) y el colageno insoluble (CI) se
compardé en aleta, manto y tentaculos de calamar gigante adulto (Torres-Arreola y
col., 2008). En ellos, el uso de calorimetria diferencial de barrido mostré6 una
transicion estructural molecular muy alta en las temperaturas de 115 a 120 °C con
el CSP. La més alta temperatura y AH se detectaron para el colageno de los
tentaculos calamares gigantes. Estos hechos sugieren fuertemente la presencia

de LOX en los tejidos de calamares gigantes.
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MATERIALES Y METODOS.

4.1 Materia Prima

Se utiliz6 masculo de especimenes adultos de calamar gigante (Dosidicus gigas),
los cuales fueron capturados en las costas de Bahia de Kino, Sonora. Los
organismos eviscerados fueron transportados en hielo al laboratorio de productos
marinos del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la
Universidad de Sonora, e inmediatamente se llevd a cabo el faenado, separando
las aletas, manto y tentaculos, los cuales fueron destinados para analisis

enzimaético.

4.2 Extraccion Enzimatica

La extraccion del tejido conectivo fue desarrollada de acuerdo a la metodologia
descrita por Kagan y Cai (1995) con ligeras modificaciones. 100 gramos de
musculo fresco de las tres regiones anatomicas (manto, aletas y tentaculos) del
calamar gigante fue mezclado y homogenizado por 24 h con una solucién de
NaOH 0.1 N con la finalidad de remover las proteinas miofibrilares y
proteoglicanos. Pasadas las 24 h, se procedié a la centrifugacién a 9000 rpm por
40 min para obtener un precipitado (tejido conectivo), el cual fue puesto en

congelacion para su futura liofilizacion.

4.3 Ensayos de Actividad

La actividad de LOX fue determinada utilizando la técnica descrita en 2002 por

Palamakumbura y Trakman, basada en la deteccion fluorométrica (Ex, 560 nm;
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Em, 590 nm) del compuesto amplex red. La mezcla de reaccion (1000 uL) esta
compuesta por: 10 mM de 1,5-diaminopentano (sustrato especifico sintético), 50
mM de borato de sodio (pH 8.2), 1.2 M de urea, 10 mM de amplex red (N-acetil-
3,7-dihidroxifenoxazina) utilizado como fluoréforo una unidad de peroxidasa de
rabano y 50 pL del extracto enzimético (adicionado al final). La mezcla de reaccion
fue incubada por 30 min a 37 °C, pasado ese tiempo la reaccion fue detenida
aplicando un enfriamiento con hielo. La actividad fue reportada como la cantidad
de peroxido de hidrogeno formados por mg de proteina, comparando los cambios

en fluorescencia con una curva estandar de peroxido de hidrogeno.

4.4 Electroforesis en Gel de SDS-Poliacrilamida

La masa molecular de la enzima semipurificada fue estimada por electroforesis en
gel de sds-poliacrilamida con dodecil sulfato sédico al 12% (SDS-PAGE) en
condiciones reductoras. El gel fue tefiido con azul de Coomassie. Las imagenes
de las muestras en geles de electroforesis fueron capturadas utilizando un

densitdmetro.

4.5 Cuantificacion de Piridinolina

100 mg de tejido conectivo liofilizado fueron hidrolizados con tres mL HCI 6M a
150 °C por 6 h. Después la muestra hidrolizada se pre-fracciond6 mediante la
extraccion de fase sélida (SPE) usando una columna de entrecruzamiento
Chromabond® para remover moléculas de interferencia. Después 1.6 mL de la
muestra hidrolizada fueron diluidos con un volumen igual de acido acético al 90%

y se mezclaron con 2.5 mL de acetonitrilo en un tubo de ensaye de 5 mL. Luego,
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la soluciéon se transfirié a una columna SPE previamente equilibrada con 2.5 mL
de tampon de lavado preparado con acetonitrilo, acido acético y agua desionizada
(8: 1: 1, v/ v/ v). La columna se lavo cuatro veces con 2.5 mL de tampdn de
lavado y un lavado final con 400 pL de agua desionizada. La columna se drend y
los entrecruzamientos de Pyr se eluyeron con 200 pL de acido heptafluorobutirico
al 1% (HBFA) directamente en un via de HPLC de micro-inserto. La Pyr se separé
usando un sistema HPLC Serie 1100 (Hewlett Packard Co. Waldbrom, Alemania)
acoplado a un detector de fluorescencia. Se utilizO un sistema de inyeccion
automética equipada con una jeringa de 100 pL para cargar 20 pL de cada
muestra a una columna ODS C18 Microsorb-MV (100 C18, 4.6 mm ID x 250 mm,
Microsorb, Rainin, CA, EE.UU.) y la separacion fue realizada a una velocidad de
flujo de 1 mL/min a 40 ° C. La fase movil consisti6 en 0.12% HBFA en agua
desionizada (solucion A) y acetonitrilo al 50% (solucién B). La columna se equilibré
con 20% de disolvente B, la separacion cromatogréfica se logré con un gradiente
de elucion de 20 a 30% de disolvente B en 20 min. La Pyr fue controlada por
fluorescencia a Aex = 297 nm and Aem = 395 nm. El Contenido de Pyr se estimé
como moles por mol de colageno. Se utilizé un factor de 7.14 para convertir masa
de hidroxiprolina a la masa de colageno, y la concentracién se calculdé suponiendo

que el colageno tiene una masa molecular de 3.38 x 10° g/mol (Ando y col., 2006).

4.6 Determinacion del Perfil de textura

La textura fue medida registrando la fuerza requerida para cortar el musculo de

calamar (1 cm x 1 cm x 1 cm) utilizando un texturémetro TA-XT2 Plus (Food
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Technology Corp., Sterling, VA, USA) con una cuchilla en forma de V unido a una

celda de 100 N de carga y a una velocidad de corte de 200 mm/min.

4.7 Andlisis Estadistico

El disefio estadistico del presente estudio fue planeado para reducir la variacion
entre repeticiones. Los datos referidos de la actividad LOX y contenido Pyr se
basan en el promedio de tres determinaciones. El andlisis de la textura se basa en
el promedio de diez determinaciones. Los datos fueron evaluados mediante el
andlisis de varianza (ANOVA). Se establecieron las diferencias de medias
mediante la prueba de Tukey con una variacion por la replicacion de <5%.
También se realiz6 un analisis de correlacion entre la actividad LOX, el contenido

Pyr y textura. Los datos fueron analizados mediante el programa JMP 5.0.
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RESULTADOS

5.1 Obtencion de Tejido Conectivo

El extracto crudo de tejido conectivo fue obtenido a partir de 100 g de musculo de
cada una de las regiones anatdomicas (aleta, manto y tentaculos) del calamar
gigante, donde primeramente fue necesario realizar una precipitacion del tejido
conectivo. Dicha extraccion se llevo a cabo durante los 20 dias donde el musculo
permanecio en hielo, con intervalos de cinco dias (Dia 0, 5, 10, 15y 20). Debido a
que el rendimiento de extraccién se mantuvo constante durante todo el periodo de
almacenamiento, en la Tabla 1 solo se muestra el contenido de tejido conectivo al
dia cero de las tres regiones anatomicas evaluadas, donde los tentaculos
presentan un mayor contenido en comparacion con aletas y manto (P<0.05). Esto
concuerda con investigaciones anteriores, donde se ha reportado que en dicha
regibn anatomica se encuentra un mayor contenido de tejido conectivo (Torres-

Arreola y col., 2008).

Tabla 1.Tejido conectivo extraido a partir 100 gramos de musculo fresco de calamar
gigante.

Dias de
Almacenamiento Aleta Manto Tentaculos
(dias)
Dia 0 1.68 g 0.74 g 1.85¢

*Los valores obtenidos representan el tejido conectivo con un contenido de humedad del 90%.
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El rendimiento en gramos obtenido del tejido conectivo fue consistente con
el reportado en la investigacion de Luna-Raya y colaboradores en 2006 ya que
atribuyen solamente entre 2% del peso total de musculo a las proteinas del tejido
conectivo.

Por otra parte, en estudios llevados a cabo en especies de calamar como
Loligo patagonica, lllex argentinus, lllex cndenti, Tadoropis eblanae (Sikorski y
Borderias, 1994; Morales y col., 2000) se ha detectado un contenido de tejido
conectivo que varia entre el 3 y 18 % en las diferentes regiones anatdémicas,
incluyendo manto y aleta. La gran variabilidad en los valores encontrados para las
tres regiones anatomicas analizadas y con respecto a lo reportado previamente,
sustenta que dependiendo de las funciones que desempefia el organismo y
considerando que los cefalépodos son especies de rapido crecimiento, implicando
un alto grado de reemplazo o recambio proteico, estos factores afectan
significativamente la variabilidad en el contenido de tejido conectivo en el musculo
(Sikorski y Borderias, 1994; Morales y col., 2000).

Cabe mencionar que el contenido de tejido conectivo no mostrd variaciéon
significativa (P=0.05) durante el almacenamiento en hielo del calamar gigante.
Finalmente, una vez obtenido el tejido conectivo este fue sometido a un proceso

de extraccion de nuestra enzima en estudio LOX.

5.2 Actividad de Lisil Oxidasa

Se evaluo la actividad de LOX extraida del musculo de calamar gigante durante

los 20 dias de almacenamiento en hielo, utilizando 1,5-diaminopentano como
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sustrato especifico (Tabla 2). Se ha informado que la edad y el tamafio de los
organismos marinos influye en el contenido de tejido conectivo y la actividad de
LOX en su muasculo (Ando y col., 2006). Teniendo en cuenta que LOX es una
enzima extracelular situada en el tejido conjuntivo, se espera que tenga actividad

diferente segln la region anatomica evaluada.

Tabla 2. Actividad de lisil oxidasa durante el almacenamiento en hielo del musculo de
calamar gigante (Dosidicus gigas).

Almacenamient Actividad especifica
o en hielo (10 U/mg proteina*)
(dias) Aleta Manto Tentaculos

0 7.0¢ 4.12 2.08

5 7.0¢ 4,02 4.1°¢

10 7.1°¢ 5.2b 5.0d

15 5.2b 5.9¢ 3.2b

20 4,14 7.14 3.1°

Unidades = Actividad expresada como nmoles de peréxido de hidrogeno producidos en un minuto
*U = Unidades por mg de proteina en ensayo a 37°C.

Los datos son la media de tres determinaciones, la variacién entre repeticiones fue <5%.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

En la Tabla 2 se muestra que durante los 20 dias de almacenamiento en
hielo. La actividad de LOX presenta un comportamiento diferente entre las tres
regiones anatomicas evaluadas, mientras que la actividad especifica de LOX
extraida de aletas mostro una tendencia a disminuir gradualmente, siendo un 43%
inferior a los 20 dias que al dia O (musculo fresco). Por lo contrario, en manto la
actividad aument6 gradualmente, con un aumento significativo (p<0,05) en su

actividad especifica en el mismo periodo de tiempo. Por ultimo, en los tentaculos
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la actividad de LOX alcanz6 un valor maximo después de 10 dias de
almacenamiento en hielo, con una diferencia significativa (p<0,05) para después
disminuir gradualmente a partir del dia 15. La presencia de LOX activa en el
musculo sugiere la produccion de Pyr durante el almacenamiento en hielo de
calamar gigante, que podria conducir al incremento en la dureza del musculo
durante el mismo periodo de tiempo, influenciado inicialmente por este
comportamiento enzimatico. Lo anterior podria estar relacionado con la alta
resistencia térmica lograda por las proteinas del tejido conectivo durante el
almacenamiento en hielo de aleta, manto y tentaculo de calamar gigante, que
afecta a la solubilidad del colageno en el musculo (Razcon-Zavala y Tapia-
Vazquez, 2015).

Méas alla de las diferencias en la actividad de LOX con respecto al tiempo de
almacenamiento, es importante resaltar que su actividad presenta diferencias
considerables entre regiones anatomicas. Ademas de una mayor actividad con
respecto a lo reportado anteriormente para la misma especie. En este sentido,
Torres-Arreola y col. (2011) reportaron una actividad de 0.0002 U/mg proteina en
un extracto crudo de LOX de tentaculos de calamar gigante, lo cual es inferior a lo
detectado en las tres regiones anatémicas evaluadas en este estudio. Dichas
diferencias podrian deberse a la edad de los organismos evaluados, ya que en
dicho estudio se trabajé con calamares de mayor talla (45-50 cm), lo cual implica
gue se trata de organismos adultos, a diferencia de los evaluados en este estudio
(25-30 cm). Diversos autores han reportado que la edad juega un papel
fundamental en el grado de entrecruzamiento de las fibras de colageno por efecto

de la accion de LOX, siendo mayor el grado de entrecruzamiento en organismos
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adultos (Kaga, 1986; Palamakumbura y Trackman, 2002). Sin embargo, en este
caso al tratarse de un organismo de rapido crecimiento y recambio proteico, la

actividad de LOX puede variar considerablemente.

5.3 Perfil Electroforético

Una vez realizado el procedimiento de extraccién y los ensayos de actividad
enzimatica, se realiz6 una electroforesis en geles de SDS-Policrilamida de
extractos obtenidos a partir de musculo fresco de las tres regiones anatomicas de
calamar gigante, la cual sugiere que LOX aparecié como una banda con un peso
molecular (PM) de 32-34 kDa (Figura 9). Sin embargo, ya que este es un extracto
crudo a partir de tejido conectivo, se pueden ver mas bandas, probablemente
relacionado con cadenas B de colageno (=200 kDa) y elastina (=60 kDa). Se ha
informado que LOX aislada de mamiferos y sobre expresada a partir de peces de
agua dulce tiene un peso molecular de 28-32 kDa (Kagan & Li, 2003; Reynaud y
col., 2008). Por otra parte, LOX purificada de tentdculos de calamar gigante
también tiene un peso molecular dentro de este rango (32 kDa) (Torres-Arreola y

col., 2012).
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Figura 8. Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida del extracto crudo de LOX obtenido
a partir de musculo fresco de aletas (A), manto (M) y tentaculos (T) de calamar gigante.
STD: estandar de peso molecular.
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5.4 Concentracion de Piridinolina

Con la finalidad de determinar el grado de entrecruzamiento de las fibras de
colageno, se cuantifico el contenido de Pyr de las tres regiones anatomicas del
calamar gigante (aletas, manto y tentaculos) en el musculo fresco (dia 0) y al final
del almacenamiento en hielo (dia 20). En el musculo fresco el contenido de Pyr en
aletas fue de 233.3 pmol/ 100 mg de tejido conectivo. En cambio en aleta y manto
el contenido no pudo ser determinado. Sin embargo, todas las regiones
anatomicas mostraron un aumento significativo en la cuantificacién de dia 20 de
almacenamiento en hielo (p<0.05). En otras palabras, la molécula Pyr se acumula
independientemente del valor de la actividad enzimatica. Por otra parte, el
contenido Pyr encontrado después del almacenamiento en hielo esta relacionada
con la dureza del musculo, lo que confirma la interdependencia entre el
entrecruzamiento de colageno y la textura del musculo de calamar gigante. Estos
hallazgos concuerdan con el estudio realizado por Razcon-Zavala y Tapia-
Vazquez (2015), donde se encontraron cambios en las proteinas del tejido
conectivo durante el mismo almacenamiento de hielo, induciendo una disminucién
significativa de la solubilidad del colageno. Por otro lado, se ha sugerido que el
contenido Pyr en el pescado y calamar podria aumentar durante la manipulacion
en frio del musculo, afectando las propiedades texturales de la estabilidad de las

fibras de colageno (Ando y col., 2001).
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Tabla 3. Cuantificacion de piridinolina durante el almacenamiento en hielo del musculo de
calamar gigante (Dosidicus gigas).

Almacenamiento Contenido de piridinolina
en hielo (pmol/100 mg tejido conectivo)
(dias) Aleta Manto Tentaculo
0 233.32 ND ND
20 526.6° 351 474.2

ND: no detectado
Los resultados son promedio de tres determinaciones.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

5.5 Perfil de Textura

En la Figura 9 se muestran los cambios en la dureza del masculo que se miden
como la resistencia al corte que presentan las regiones anatomicas del calamar
gigante (aleta, manto y tentaculos) durante los 20 dias de almacenamiento en
hielo. Después del dia 10 con respecto al dia 0 se encontraron cambios
significativos (p< 0,05) en la dureza del musculo para las tres regiones
anatdmicas. Lo anterior podria estar relacionado con el mecanismo de
entrecruzamiento del coldgeno durante el almacenamiento en hielo del calamar
gigante, esto debido probablemente a la actividad de LOX, que entrecruza el
colageno y la elastina en el masculo mediante la formacion de Pyr a través de la
deaminacién de lisina e hidroxilisina y asi aumentando la estabilidad de la
molécula de colageno que se reflejaria como un aumento en la fuerza de corte de
las fibrillas (Kagan y col, 1986; Smith-Mungo & Kagan, 1998; Torres-Arreola y col.,

2012).
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Por otra parte, después del dia 10 hasta el 20 no se encontraron cambios
significativos (p> 0,05) en la fuerza de corte requerida para cualquiera de las
regiones anatémicas evaluadas. Esto puede ser debido a una actividad proteolitica
(enddgena y microbiana) sobre las proteinas miofibrilares que son las principales
proteinas en el musculo con casi un 80%. En otras palabras el musculo esta
entrando en un periodo de descomposicidén lo que conlleva a la degradacion de
estas proteinas miofibrilares y asi a la pérdida de dureza del musculo por el tiempo
que lleva en el hielo el muasculo. Razcon-Zavala y Tapia-Vazquez (2015)
informaron de cambios en la agregacion y la resistencia térmica de las proteinas
del tejido conectivo durante el almacenamiento en hielo, que podrian estar

relacionados con el endurecimiento muscular que se muestra en este estudio.

55



120 1

100

Resistencia al Corte (N)

—*= Aletas
Manto
—— Tentaculos

4

0 5 10 15 20

Almacenamiento en Hielo (dias)

Figura 9. Fuerza de corte requerida en las diferentes regiones anatémicas durante su

almacenamiento en hielo.
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CONCLUSIONES

Basado en lo observado en los geles de poliacrilamida, se logré identificar la LOX
extraida del tejido conectivo, con un peso molecular de aproximadamente 32 KDa.
De la misma manera se obtuvieron resultados positivos en los ensayos de
actividad enzimatica ya que con el sustrato especifico 1,5-aminopentano. Esto
asegura que LOX estd presente y activa en las tres regiones anatomicas de
dosidicus gigas durante su almacenamiento en hielo.

Se logro establecer una relaciéon entre la actividad de LOX, el contenido de
Pyr y la resistencia al corte del musculo de calamar gigante durante su
almacenamiento en hielo. En este trabajo se reporta por primera vez los cambios
de actividad de la LOX y contenido de Pyr de este organismo durante su
almacenamiento el hielo, lo cual podria ayudar a entender el comportamiento del

musculo de calamar gigante durante su manejo poscaptura.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda en estudios posteriores la cuantificacion de piridinolina con
intervalos de 5 dias como méaximo para poder apreciar el aumento de esta
molécula gradualmente.
Se recomienda también cuantificar el contenido de hidroxilisina al inicio y
término del almacenamiento de calamar gigantes con el fin de saber si esta

molécula esté siendo utilizada para la formacién de Pyr por parte de LOX.
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