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RESUMEN  
La importancia de las enzimas como herramienta biotecnológica se ha incrementado en los últimos 
años (Haard, 1994), así como también la demanda por enzimas con propiedades específicas; 
además se ha generado el interés por diversificar las fuentes de obtención de éstas biomoléculas. 
El ambiente marino contiene una gran diversidad de material genético, por lo tanto, representa un 
enorme potencial como fuente de enzimas de interés comercial (Haard, 1994). Alrededor del 50-
60% de la producción pesquera es usada para consumo humano directo, mientras que millones de 
toneladas de subproductos derivados de esta actividad son eliminados, ya que son considerados 
desecho (Morrisey y Okada, 2007). La actividad de las enzimas digestivas (proteasas) en 
cefalópodos como el calamar gigante (Dosidicus gigas) es inusualmente alta, además estos 
animales cuentan con un sistema digestivo especializado para un procesamiento rápido de los 
alimentos (Seed, 1983). Se purificó tripsina del hepatopancreas de calamaar gigante (Dosidicus 
gigas), por fraccionación con sulfato de amonio (30-70% de saturación), filtración en gel y 
cromatografía de afinidad. La tripsina mostró PM de 23.5 kDa de acuerdo al análisis SDS-PAGE, 
mostró una sola banda de actividad en el zymograma. La enzima exhibió máxima actividad a pH 
8.5 y 40 ºC, usando BAPNA como sustrato. Km y kcat mostraron valores de 0.085 ± 1.45 mM y 
1.76 ± 0.12 s-1, respectivamente. 
 
 
1. INTRODUCCIÓN  
La importancia de las enzimas como herramienta biotecnológica se ha incrementado en los últimos 
años, así como también la demanda por enzimas con propiedades específicas; además se ha 
generado el interés por diversificar las fuentes de obtención de éstas biomoléculas. 
El ambiente marino contiene una gran diversidad de material genético, por lo tanto, representa un 
enorme potencial como fuente de enzimas de interés comercial (Haard, 1994). Alrededor del 50-
60% de la producción pesquera es usada para consumo humano directo, mientras que millones de 
toneladas de subproductos derivados de esta actividad son eliminados, ya que son considerados 
desecho (Morrisey y Okada, 2007). La actividad de las enzimas digestivas (proteasas) en 
cefalópodos como el calamar gigante (Dosidicus gigas) es inusualmente alta, además estos 
animales cuentan con un sistema digestivo especializado para un procesamiento rápido de los 
alimentos (Seed, 1983). Las proteasas del sistema digestivo (Hepatopáncreas, HP) del calamar 
gigante son principalmente cistein, metalo y serina proteasas (Raksakulthai y Haard 1999). La 
pesquería del calamar gigante es una de las principales en México, con una producción en 
promedio de 72, 144 toneladas de 2004 a 2013 (SAGARPA, 2015), el cual es normalmente 
vendido (filete) en la presentación fresco-congelado o cocido-congelado (Luna-Raya et al, 2006). 
Sin embargo, el sistema digestivo no es utilizado (aproximadamente 5,770 toneladas), 
representando además una fuente de contaminación. Este material constituye hasta el 8% del peso 
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corporal total del calamar, el cual contiene 20% de proteína cruda (Ezquerra-Brauer et al, 2002). 
Proteasas extraídas del tracto digestivo del calamar Illex illecebrosus, han sido utilizadas de 
manera experimental en procesos de la industria alimentaria tales como, elaboración de salsa de 
pescado, salado y fermentado de carnes, ablandamiento y maduración de quesos (Lee et al 1982). 
Una de las enzimas serina proteasas más importantes en peces e invertebrados es la tripsina 
(endopeptidasa), la cual hidroliza el enlace peptídico del lado carboxilo de los aminoácidos arginina 
y lisina, mostrando pesos moleculares entre 22 a 28 kDa (Whitaker, 1994). Tripsina ha sido aislada 
de varias especies de peces, por ejemplo Siniperca chuatsi, Balistes capriscus, Sepia officialis, 
Lutjanus vitta, Diapterus rhombeus, Salaria basilisca, Pterygoplichthys disjunctivus (Lu et al 2008, 
Jellouli et al 2009, Balti et al 2009, Khantaphant y Benjakul 2010, Silva et al 2011, Ktari et al 2012, 
Villalba-Villalba et al 2013) y caracterizada en base a sus propiedades físico-químicas, sin embargo 
la información de tripsina de cefalópodos es escasa. El objetivo de este trabajo fue purificar y 
caracterizar la tripsina del sistema digestivo del calamar gigante (Dosidicus gigas) para generar 
información básica que contribuya a dilucidar el potencial biotecnológico de dicha enzima. 
 
 
2. PARTE EXPERIMENTAL 
Obtención de la muestra 
Los calamares se capturaron en el Golfo de California ((27°55´N110°54´N). Inmediatamente 
después de la captura fueron almacenados en hielo y transportados al Laboratorio de Alimentos 
Marinos de la Universidad de Sonora en Hermosillo, Sonora, México. El tiempo transcurrido desde 
la captura hasta el evicerado fue menos de 12 h. 
 
Preparación del extracto crudo de enzimas 
El HP (100 g) se homogenize con 200 ml de buffer Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 por 2 min y 
centrifugado a 18,000xg por 30 min a 2-4 ºC. Después de la centrifugación, los lípidos fueron 
removidos manualmente y el sobrenadante se filtró; el extracto crudo (EC) sin lípidos se almacenó 
a -80 ºC hasta el momento de los análisis.  
 
Purificación de la enzima 
El EC se fraccionó con sulfato de amonio al 30 y 70% de saturación, cada vez se centrifugó a 
20,000 xg por 20 min a 4ºC. El precipitado se disolvió en 20 ml de buffer Tris-HCl 50 mM a pH 7.5 
(buffer A), y se inyectó en una columna de Shepadex  G-75 (1.6 cm x 120 cm), la muestra de eluyó 
con buffer A con un flujo de 0.3 ml/min, se colectaron 3 ml por fracción. Las fracciones con 
actividad tipo tripsina fueron mezcladas e inyectadas en una columna de Benzamidina-Sepharose 
4 Fast Flow (1.1 cm x 15 cm), equilibrada con el buffer A. Las fracciones retenidas fueron eluídas 
con cambio de pH de la fase móvil de 7.5 a 3.0, usando buffer Glicina-HCl 50 mM, pH 3.0 (antes de 
la elución adherer 200 µL Tris-HCl 1 M, pH 9.0 en cada tubo o fracción). Las fracciones eluídas se 
mezclaron para futuros análisis. 
 
Determinación de la concentración de proteína 
Se utilizó el método de Bradford, usando albúmina de suero bovino como estandar. 
 
SDS-PAGE y Zymograma 
Los ensayos de electroforesis se realizaron según la metodología descrita por Laemmli, 1970, 
usando 14% en el gel de separación. Para el zymograma las muestras no se calentaron ni se 
sometieron a condiciones desnaturalizantes y reductoras. 
 
Actividad amidasa 
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La actividad tipo amidasa se evaluó siguiendo la metodología de Erlanger et al (1962), usando 1 
mM de BAPNA como sustrato. Las unidades de BAPNA hidrolizado (U) se calcularon con la 
siguiente ecuación: U = A410/min x 1000 x 1 / 8,800 x mg enzima. 
 
pH óptimo y temperatura óptima 
El efecto del pH sobre la actividad de la tripsina fue evaluado usando un buffer universal de pH 4 a 
11 a 25 ºC por 15 min (Stauffer, 1989). Para el análisis del efecto de la temperatura sobre la 
actividad de la enzima, el extracto fue incubado a 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65 y 70 ºC por 15 
min en buffer Tris-HCl 50 mM a pH óptimo. 
 
Estabilidad al pH y a la temperatura 
Se evaluó midiendo la actividad residual a varios pH´s (de 4 a 11) por 60 min a 25 ºC, usando un 
buffer universal (Stauffer, 1989). La estabilidad a la temperatura se evaluó incubado la enzima a 
varias temperaturas  (25, 35, 45, 55 y 65 ºC) por 60 min para después medir actividad residual. 
 
Parámetros cinéticos 
Las constantes Km y kcat fueron evaluadas usando varias concentraciones de BAPNA como 
sustrato (0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mM). 
 
 
3. CONCLUSIONES 
Este trabajo describe las principales características fisicoquímicas, bioquímicas y cinéticas de una 
serin-proteasa obtenida del hepatopancreas del calamar gigante (Dosidicus gigas). En base a los 
resultados obtenidos, se concluye que la enzima aislada y purificada es tripsina, la cual mostró alta 
actividad en un rango de pH de 6.5 a 11 y temperaturas de 25 a 40 ºC. Por lo que, el 
hepatopáncreas de calamar gigante (Dosidicus gigas) puede ser una fuente importante de tripsina 
para usarse como herramienta biotecnológica. 
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