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RESUMEN

En ¢l presente estuddio se midio ln actividad de enzimas digestivas de postlarvas 40 (Plyo)

del camaron blanco fbnacus setterus crecido on condiciones contruladas <o alimentacion, asi

como la actividad en postiarvas, juveniles v adultos del medio natural. Las postlarvas de
condiciones controladas se alimentaron durante 30 dias, con dietas purificadas, se cmpleo el
disenio factorial con 5 niveles de proteina (20, 30, 40, 50 v GO %) v 2 niveles de cnerxia
(R v 4 keal/g). La encmaa dictética se ajusto medhante la vanacion de los carbohidratos
{Experimento 1) o de los hpmdos (Expermmuente 2). Una vez terminadas las prucbas de
alimentacion, las postlarvas se homogemzaron pu

st obtener los extractos enzamatcos los cuales

se utilizaron para determinar ¢l contenido de proteina v para evaluar

actividad de las enzimas
digestivas (proteinasas totales, quimotnpsina, mpsina ¥ a-amilasa), Los resultados muestran una

influencia directa del alimento sobre la actividad de Lis enzimas digestivas al vanar los niveles de

proteina total. En cl expenmento 1 la actvidad (proteinasas  totales, tmipsina v a-amijasa)

cuantitativianente  Mayor sc¢ observo con 40w de protena (3 kcal/g). La actividad  de
quimotripsina tue inferior a los anteriores. pero fue La mas clevada en las dictas de baja energia.

En la dietas de alta energia (4 Kk

I/2) se observo it mavor acovidad  con 30 S de proteina en
toxlas las actividades cvaluadas. En el expetimento 2 no se observo una dieta con la cual
coincidan las actividades enzimaticas mas altias, como en el caso del experimento 1: sin embargoe
51 hay un ctecto al vanar ¢l contenida de proteina v la enerxia. 8¢ Observo (quc ka mejor tasa

instantanca de crecimiento, la mas alta supervivenc

v ¢l mejor IRB se obtuvieron con las
postlarvas que se alimentaron con 40 % de proteina, 3 kcal/g v 1147 % de carbohidratos. Los
resultados indican una alta corrclacion entre li achvidad enzimatica, sustrato metabolico v
crecimiento, lo cual permite continnar el requernimiento de las proteinas v 1a energia total de las
postlarvas para cl expenimenta 1. En el experimento Z los resultados de la respuesta nuticional v
fisiologica no mostraron una correliacion enfie la actividad enzimatica. sustrato metabdlico v
crecimicnto. Al comparar ambos cxperimentos se obscerve que existen diterencias significativas
(F < 0.05) principalmente con 40 % de protema (3 keal/@) ¥ con 30 % de proteina (4 kcal/g)
para el experimento 1, los otros resultados no muestran diterencias significativas. En cuanto a la
actividad de postlarvas, juveniles v adultos del medio natural se observo un aumento significativo
conforme cl camaron paso de postlarva a adulto, Se compararon los resultados de las postlarvas
de condiciones controladas (mejores tratamicntos), con las del medio natural observando
diferencias significativas entre la actividad enzimatca evaluada. £l resultado cuantitativamente
mayor es Ja actividad de la a-amilasa en las postlarvas del medio natural,



Evaluation of the nctivity of digestive enzymes in the white shrimp fertacus sctifcrus
under controlled conditions of feceding.
Abstract

1n this study we measurcd the activity of digestive enzymes in the white shrimp
renucus sctiferies under controlled conditions of feeding and in postlarvace, juveniles and
adults from their natural enviroment. The postlntvac under controlled conditions were
fed for 30 days with purified dicts. A factorial design was used with § levels of protein
content (20, 30, 40, 50 and 60 %) and 2 encrgy levels (3 and 4 kcal/g). The dictary
cnergy was adjusted by varying the amount of carbohydrtes (Experiment 1) or lipids
(Experiment  2). After finishing the feceding experiments, the postliivie were
homogenized nnd a soluble extract was obtained to evaluate total protcolytic activity,
chymotrypsin, trypsin and a-amylase. The results showed a direct effect of the dict on
the activity of the digestives enzymes when the protein levels vavied. In experiment 1 the
highest activities were obscrved at 40 % protein (3 keal/@), chymotripsin activity was
lower but, it showed the highest activity at diets with low energy. In the dicts with high
energy levels (4 keal/g) the higliest activity was observed at 20 % protcin for all the
activities evaluated. In cxperiment 2 the highest activities did not coincide with any
specific diet; however there is an effect when the protein content and the cnergy levels
vary. The best instant growth rate and IRB, as well as the highest survivorship were
obta
carbohydrates. The results show a high correlation among the enzymatic activity,

ted  with  postlarvaes feed with 40 % protein, 3 keal/g and 11.47 % of

metabolic subtrate and growth, this confirms the dictary protein requirement and total
energy of the postlurvies en experiment 1. In experiment 2 the results of the nutritional
and physiological response did net show a corrclation among thie enzymatic activity,
metabolic substrate and growth. However, there are significant differences (1<0.05)
between experiments 1 In 2 particularly at 40 % protein (3 keal/g) and at 30 % protein
(4 kenl/g) for experiment 1, the rest of the results did not show significative differences.
The digestive activitics of postlarvace, juveniles and adults from the natiural enviroment,
had a significant increase with age. When comparing the results of the postlarvac in
controlled conditions (best treataments) with those of the enviroment, significant
differences were obscrved on the enzymatic activities evaluated. The u-amylasc activity
in postlarvae from the natural environment was several orders of magnitude higher than

in artificially fed postlarvac.
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INTRODUCCION

Entre los crustaccos dc importancia comercia! que han sido cultivados con mayor
intensidad, sc encuentran los camarones peneidos. En México y en muchos paises el
camaron constituye uno de los mayores recursos pesqueros por su volumen de captura y
su alto valor en el mercado nacional e internacional (Saenz, 1987) Por lo tanto, la
camaronicultura se ha constituido como una industria relevante en respucesta al incremento
de la demanda de camaron en ol mundo (Martinez, 1993) El desarrollo de la
se ha fortalecido por el conocimiento cada vez mas profundo de la

camaronicultura
o basico de

biologia de las especies sujetas a cultive Un aspecto es ial es ¢l cono
! (Tacon, 1990). Como parte dc los

los requerimientos nutrici les de los
estudios, se han realizado analisis con ¢l objeto de buscar fuentes protéicas adecuadas para
la cria intensiva del camaron (Forrellat, ¢f al, 1988) Para ello ha sido necesario
desarrollar técnicas que permitan evaluar la calidad protéica del alimento en condiciones
controladas y asi obtcner respuestas biologicas apropiadas, comparando las diferencias
con poblaciones no controladas La mayor parte de los estudios nutricionales realizados en
los camaraones sc han dirigido a la prucba de diferentes tipos de dictas, mientras que los
estudios de los cambios antogénicos rclacionados con las actividades digestivas y el
crecimicento, las investigaciones de bioenergética y fisiologia digestiva son menos
numecerosas (l.ece y Lawrence, 1984, 1985)

f.as investigaciones actuales de los procesos digestivos tienen como objetivos
principales conocer ¢l potencial digestivo y la eficiencia de este proceso, es decir la
habilidad que tiene un organismo para poder hidrolizar los diferentes nutrientes (proteinas,
lipidos, fibras, etc.) contenidos cn Ia dicta y la capacidad que tiencn para ser absorbidos y
imilados por el organismo. Estos factores pueden ser evaluados por medio del analisis
de la actividad de las enzimas digestivas con el objeto de formular dictas dptimas con base
idad fisiologica del organismo (Lec y Lawrence, 1984).

en ¢l entendimi de ta cap

Las enzimas digestivas tienen como principal funcion hidrolizar las proteinas,
péptidos, carbohidratos y lipidos de! alimento, por lo tanto su es una hery
atil en los estudios de nutricion. La accion de las actividades hidroliticas en el aparato
digestivo de un animal depende de la composicion y forma del alimento y el grado de

d as la descc icion del ali > determina ¢l tipo de

q

trituracion de éste, ¥
nutricnte disponible para Ja absorcion (Lee y Lawrence, 1984). Por lo tanto la
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ion de las i digestivas y ¢l co imicnto de sus bi
accién, son utiles para la formulacidon de dictas adaptadas a la fisiologi

y su modo de

de las esf
estudiadas, asi como ¢l conocimicento de sus caracteristicas bioquimicas constituye un
aspecto basico (Gonzalez er al., 1995).

El presente estudio tuvo como principal objetivo evaluar diversas actividades
enzimaticas hidroliticas del aparato digestivo del camarén blanco del Golfo de México
Penacus sctiferus, cn relacion a la dicta, natural y artificial. Estec objetivo se pretende

P g los ientes objetivos particulares:

1.-Determinar el efecto de los carbohidratos de la dieta sobre la actividad de diversas
enzimas hidroliticas de postlarvas (Plyo) de F’cnaeus setiferus.

2.-Determinar el efecto de los lipidos de 1a dicta sobre la actividad de diversas enzimas
hidroliticas de postlarvas (Pl..o) de Penacus setiferus.

3.-C las vari

de la actividad de diversas enzimas hidroliticas de acuerdo al
origen de los organismos del medio natural y de laboratorio.
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ANTECEDENTES

o, requerimi nutrici les y

Sc ha planteado que las preferencias det
actividad de enzimas digestivas cambian conforme ¢l organismo sc desarrolla, sobre todo
en las primeras fases y también de acucrdo a la especic, ya que se ha observado que
ocurren transformaciones cn sus habitos ali icios porque bi de una vida

planctdnica a una bentonica (Jiime y Garcia, 1990).

Después de la cclosion en mar abierto, las larvas de Flenacus setiferus pasan a
través de 5§ estadios de nauplios que no sc alimentan (N1-Ng), 3 cstadios de protozoca
(Z1-Z3) y 3 cstadios de mysis (M{-M3) antes de la transformacion a postlarva (PLy).
Todas cstas ctapas son planctonicas [.as postlarvas migran hacia aguas costeras y adoplln
una vida bentonica, exhibicndo cambios en los habitos ali arios. En h
de decapodos tales como {os cangrejos y langostas, 1a muda metamorfica esta ncompnﬂ.da

por un cambio abrupto en los habitos planctonicos a bentonicos. Sin embargo este cambio
cn el género Penacus se prolonga a un periodo de dos semanas y ocurre gradualmente
mientras que las primeras postlarvas migran cerca de la costa a las zonas de crianza
(Percz-Farfante, 1969, Lovett y Felder 1990b) (Fig. 1).

Con el propésito de conocer los requerimi >s  de  protei lipid: y
carbohidratos, se han realizado estudios para conocer los habitos alimenticios del camarén

ido esto 1 y analisis proximal

en el mcdio natural, que consisten en analisis del

McTigue y Zimmerman, 1991). Al distinguir sus idades en dici naturales cs
B B

posible elaborar dietas adccuadas que satisfag sus idades nutricionales en

condiciones controladas

El camaron es un animal omnivoro cuya dieta incluye crusticeos, moluscos,
poliquetos, oligoquetos, poliquetos epibénticos, pépod harparticoides, pericaridos y
foraminiferos; se alimentan también de algas filamentosas, diatomeas y detritus de origen
diverso y en menor proporcion de pastos o vegetacion sumergida (O'Brien, 1994, Mc
Tigue y Zimmerman, 1991; Fernandez e al., 1988)

Por sus caracteristicas de importancia nutricional y porque es uno de los
se han diado con mayor interés los

componentes mas caros en las dictas arti
requerimicntos de proteinas (Fernindez ef al, 1988). Houng-Yung ef al. (1985), plantea

3



Figura 1. Ciclo de vida de un camar6n peneido tipico. 1. maduraciéon y
raproduccién; 2. nauplios; 3. protozoeas; 4. mysis; 5. postiarvas; 6.
juveniles: 7. adultos. A. zona de poca profundidad; B. zona de pastos; C.
mar abierto (Martinez, 1993).



que en pruebas de alimentacién el requerimiento de proteinas en las primeras etapas es
muy alto, excede al 40 % de protcina cruda y disminuye a menos de 30 % en los altimos
estadios del ciclo de vida

Existen numerosos estudios que han determinado y analizado los requerimicntos
de proteina. sobre todo en la fase postlarval, de diversas especics. A continuacion se
presentan los niveles optimos de varias especies del género Penacus

ESPECIE NIVEL OPTIMO DE REFERENCIA
PROTEINA (%)

Penacus aztecus 40 Venkataramiah er af 1975,

33-51 Zein-Eldin y Corliss, 1976
Penacus califormensis 31 Colvin y Brand, 1977
Penacus japonicus 54 Deshimaru v Kuroki, 1974
Penacus mergnuensis 33-32 Sedgwick, 1979
Penacus monodon 34-30 Khonnapa, 1977,

38 Bages v Sloane, 1981

Penacus stvliroseris 30-44 Colvin y Brand, 1977
Penaeus sclhumin 60

Garcia v Galindo, 1990, y
Gaxiola, 1991

Penacus varnmamer 30-35 Colvin y Brand. 1977
Penacus setiferus 40 en Plyo Gaxiola, 1994
Penacus duorarum 50 en Pl.ag Gaxiola, 1994

40 en Plgo Gaxiola. 1994

Los requerimientos de lipidos han sido poco estudiados, sin embargo se considera
que el requerimiento de lipidos debe ser menor o igual al 10 %% de la dieta v se sugiere que
los acidos grasos principalmente de la serie linolénica v linoléica son importantes en la
nutricion del camarén (Fenucci er a/.. 1981)

Kanazawa (1985) concluyo que los fosfolipidos ticnen efectos favorables para
promover el crecimiento y supervivencia en los camaroncs

Por otro lado los requerimienios de carbohidratos no han sido estudiados

pli te. Se had rado la pr
maltasa, sacarasa. quitinasa y celulasa

ia de carbohidrasas, incluyendo o y B-amilasa,
Las dos ultimas probablemente pueden ser
producidas por las bacterias celuloliticas v quitinoliticas presentes en ¢l aparato digestivo




de estos animales (Fernandez ¢r ol., 1988). Sin cmbargo sc ha demostrado Ia presencia de

actividad quitinolitica en Pencceus setiferus scgan Marin (1995).

Los estudios de nutricidon para los camarones pencidos han sido cnfocados a
valorar Ia respuesta organismica (el crecimiento y la supervivencia). En la actualidad
principalmente  se  realizan  investigaciones  integrales  que  incluyen  aspectos  de
bioenergética y fisiologia digestiva (Clifford y Brick., 1983, Dall y Smith, 1986, Hewitt ¢
Irving, 1990; Du Preez ¢t al., 1992 y Rosas ¢f al., 1993) Las cuales son necesarias  para
valorar cl cfecto del alimento sobre las respuestas fisiologicas de! organismo como cl
consumo de oxigeno, el incremento de calor aparente (ICA o ADE), Ia relacion oxigeno
consumido/nitrogeno excretado (O N) y la excrecidn nitrogenada postalimentaria Con
ello se evalua la capacidad digestiva del organismo y las diversas vias por las quc se
canaliza Ia energia producida por el alimento (metabolismo) Las respuestas fisiologicas de
la digestion se manificstan en la tasa metabolica de los organismos  Asi la relacion del
alimento con el aumento del consumo  de oxigeno, asociado con ¢l uso de la energia para
Ia transportacion del alimento en el tracto alimentario, digestian, absorcion y procesos
postabsortivos, sc define como incremento de calor aparente (ICA) (Beamish y Tripell,

1992; y Chakraborty ¢ral., 1992)

arones peneidos el incremento de la tasa metabdlica posterior a la

En los camr
ingestion del alimento esta correlacionada con la excrecion de productos nitrogenados

Los camarones peneidos catabolizan proteinas cuando sus necesidades de energia no son

cubiertas de manera adecuada por el alimento Bl catabolismo de las proteinas con fines

energéticos implica la desviacion de proteinas para la construccion de nuevo téjido para
obtener energia (Bages y Sloane, 1981, Bautista, 1986, Hajra ¢r o/, 1988, y Scedgwick,
1979). La relacion O.N (oxigeno consumido nitrogena excretado) es definida por
Mayzaud y Conover (1988) como un indice del catabolismo de nutrientes, es decir la
refacion entre el numero de atomos de oxigeno consumido y el numero de atomos de

nitrogeno excretado, esta relacion nos permite conocer ¢l sustrato metabolico encrgético
utilizado.

El aparato digestivo, esta formado por 3 regiones principales, la region anterior, la
media y la posterior. Lovett y Felder (1989) describen que en Plag la anterior ya esta
constituida como en el adulto, en la cual ¢l estomago esta formado por la camara del
cardias la cual esta constituida por pliegues (inferior y superior) y junto con el piso del
cardias forman los canales del cardias inferior y superior, poseen un dientc medio y un

(4]



denticulo terminal, presentan un molino gastrico, en Pl3s no esta tan quitinizado como en
Ia forma adulta y una cAmara pilorica (fig. 2).

El intestino medio esta constituido por el tronco del intestino medio, ¢l diverticulo
anterior del intestino medio, ef hepatopancreas y cl diverticulo del intestino medio
posterior (fig. 3). En Plg cl intestino medio esta constituido como en ¢l adulto, excepto
por cl diverticulo posterior (L.ovett y Felder, 1989)

A partir de Pl.ys cl intestino posterior esta constituido como en el adulto (Lovett y
Felder, 1989). l.a camara posterior es un filtro formado por dos crestas laterales y una
cresta media ventral densamentc cubierta con setas. La union del intestino medio con el
posterior se localiza en el 60. segmento abdominal (Fig. 4).

El hepatopancreas, localizado en la region media, es un organo vital en los
crustaceos, responsable de diversas actividades metabolicas. Es ¢l encargado de la sintesis
¥ secrecion de enzimas digestivas, de la absorcién de nutrientes, y esta involucrado en la
excrecion, ¢l ciclo de muda, el almacenamiento de reservas inorganicas, el metabolismo de
lipidos y carbohidratos y en mcnor proporcién en funciones de control neuroendécrino
(Gibson y Baker, 1979, Al-Nohanna er a/f., 1985) El epitelio del hepatopancreas esta
constituido por diversas células. lLa nomenclatura actual para cstas se basa en la
clasificacion de Jacobs (1928) y Hirsh y Jacobs (1928). Estos autores identificaron las
células E (embrionarias), F (Fibrilares), B (parccida a una ampolia) y R (reabsortivas o
absortivas) y mas rccientemente las células M (células de! intestino medio) descritas por
Al-Mohanna er al. (1984).

l.a evaluacion de las enzimas digestivas de un organismo nos proporciona
informacion acerca de Ia capacidad digestiva, es decir |la habilidad que tiene para degradar
y absorber los difercntes nutrientes contenidos en la dieta. (L.ee y Lawrence, 1984, Tsai ez
al., 1986).

Las proteinasas catalizan la hidrolisis de uni peptidi en pr i o péptidos
del ali ». En los cr A estas i son sccretadas por el hepatopancreas en
altas concentraciones (Gibson y Baker, 1979; Al-Mohanna er al., 1984), su especificidad

varia ampliamente.




Figura 2. Esquema del intestino en larvas y adultos de Penaeus seliferus. A,
Z5: B. Adulto. Ad. diverticulo anterior del inetstino medio; la. Intestino
anterior; Ip. Intestino posterior; Hp. Hepatopancreas; Lmc. ceca lateral del
intestino medio; Mgt. Tronco del intestino medio; Pmd. Diverticulo posterior
del intestino medio. (Lovett y Felder, 1989).



diverticuio anterior

tronco del iNfestino madio

glandula del fitro )
hepatopancreas

Figura 3. Vista Lateral del final anterior del intestino en Penaeus setiferus
: Pls. Las flechas indican patrones del que sigue el quimo durante el flujo de
. marea. {Lovertt y Felder, 1990a).

tronco del intestino medio intestine posterior
——

(=] Musculo distor rects!

Figura 4. Vista dorsal del tronco del intestino medio en Penaeus setiferus Z,.
Segmentos abdominales 1-6. (Lovett y Felder, 1990a}.




Vega-Villasante, Nolasco y Civera (1995) analizaron la actividad protcolitica en
todo el tracto digestivo de juveniles de Peracus califormensis como un primer intento de
entender la fisiologia digestiva de esta especic

Estos autores concluyeron que la actividad proteolitica en el extracto del tracto
digestivo del camaron café Penacus californensis tiene las siguientes propicdades: 1)
tienc una maxima actividad en una concentracion entre 0 y 0.5 M de NaCl, aunque se
presenta una alta actividad en 2 M de NaCl, 2) actividad optima a 50 °C; inactivacion
irreversible a 60 °C y 3) ticnen actividad entre pHl 6 ¥ 10 con una maxima actividad en pti
cercano al R Identificaron actividades

parecidas  a la tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasa A y B y de leucina-aminopeptidasa

La quimotripsina y la tripsina en mamiferos son enzimas digestivas conocidas
como serin-proteinasas. l.a quimotripsina ¢sta compuesta por 3 cadenas polipeptidicas
concctadas mediante puentes disulfuro intcrcatenarios, es sintetizada como un precursor
inactivo de una cadena sencilla, liamado quimotripsindgeno Es selectiva para los enlaces
peptidicos contiguos a tirosina, triptofano,

fenilalanina y de los grandes residuos
hidrofobicos tales como la metionina (Stryer, 1993)

Tsai ef al. (1986) identificaron la actividad de quimotripsina empleando sustratos
sintéticos eficientes y altamente especificos (Suc-(Ala)z-Pro-Phe-pNA) Concluyeron que
las quimotripsi y tripsi se |c
fos camarones que estud
penicill Aacrobrach

n en cl hepatopancreas, estomagos ¢ intestinos de
ron (Penacus monodon, Penacus

Japonicns,  Penaeus
reros y AMacrobrachium rosenbergit) £n un segundo
trabajo Tsai ¢f al/. (1991) caracierizaron la quimotripsina del intestino medio en ’crcens

monodon, Penacus japonicus y Penacus penicillaius. Encontraron que las quimotripsinas
de peneidos pueden ser clasificadas en dos subgrupos basada por su movilidad
electroforética, las dos formas dificren ligeramente con respecto a sus especificidades
cataliticas y las secuencias N-terminal, ambas son de cadena simple con tres uniones
disulfuro. Una presenta un punto isoeléctrico (pl) de 3 2 y peso molecular (P M) de 27000
o 28000 Daltones, mientras quc la otra tiene un pl de 3.0y P M de 25000 o 26000 Da.
Concluycron que sus resultados sugieren que la mayoria de los crustaceos decapodos

q ripsi como una principal endoproteinasa digestiva.

La tripsina es una endopeptidasa, que corta preferentemente proteinas y peptidos
en la unién peptidica de fos residuos de lisina y arginina. La enzima es sintetizada como un



precursor o zimégeno y sc almacena en las grinulos de zimogeno. Es sccretada dentro del
hepatopancreas (Gibson y Baker, 1979, Al-Mohanna, 1985)

m er al. (1992) caracteri
tas tripsinas de los vertebrados incluyen requerimientos de iones de calcio para la catalisis

zaron a Ia tripsina de camardn  Algunas diferencias con

enzimatica y estabilidad a cambios cn el pl, punto isocléctrico bajo, nivel bajo de
aminodcidos basicos y un rango amplio de pesos moleculares. l.os mismos autores
compararon las propiedades fisicoquimicas de la tripsina en Frocambarus clarkii, aislaron
4 ripsinas anionicas (A, B, C, vy D), los pesos moleculares para estas tripsinas
corresponden a 23 .8, 27 9, 24 B y 31 4 kda respectivamente

Vega-Villasante, Nolasco y Civera (1993) analizaron la actividad aminolitica en
extractos del tracto digestivo de juveniles de Penacus californicnsis, con el objeto de
entender la fisiologia digestiva de esta especie. Concluyen que se presenta considerable
actividad aminolitica entre pil 6.5-8 con una maxima alrededor de 7 5, la temperatura
optima se establece entre 30-30 °C, similar a las amilasas presentes cn otros crustaceos; la

tablece en una concentracion de 0 01 N de NaCl, la
2

maxima actividad de la amilasa se es
actividad de amilasa fuce parcialmente inhibida por los iones divalentes llg‘z, Zn'? Cu
Cr*, los jiones de hig': vy Ca'? parecen aumentar la actividad aminolitica

Van Wormhoudth (1974) realizo un trabajo donde evalud cuantitativamente los
cambios en las caracteristicas de las cnzimas digestivas relacionadas con el ciclo de
intermuda. LLas mediciones de las actividades de enzimas digestivas en ’alacenton serratus
durante cada ciclo de intermuda muestran que, en diferentes periodos del aio, las
variaciones siguen 3 csquemas diferentes; se presenta un ritmo de  actividad monofasico
observado durante la primavera; el maximo se sitga en la premuda. Un ritmo de actividad
difasico predominante durante los meses de verano, la maxima sc sitha al final de Ia
intermuda y la mitad de la premuda, este ritmo persiste en cl otodo, pero la amplitud es
menos pronunciada. Un ritmo de actividad monofasico caracteristico de los meses de
invierno; el maximo sc situa al final de la intermuda  y ¢l comienzo de la premuda.
Concluye que sus resultados sugieren que las condiciones ambicntales juegan un papel
importante en el control de la sintésis de enzimas en ¢l hepatopancreas, simultancamente
se reduce Ja intermuda y asi se facilita ¢l crecimiento del animal.

En otro trabajo Van Wormhoudth y Favrel (1988) caracterizaron ¢l sistcma de a-
amilasa por clectroforesis de P’alaemon elegans (Crustacea, Decapoda); detectaron siete



formas cuyos pesos moleculares estan entre 29,000 y 78,000 Da. Encontraron que durante
el ciclo de intermuda, los cambios en la sintésis de proteina muestran estar relacionados

con los cambios en las cantidades de las variantes de la a-amilasa, medidas por

inmunoclectroforesis

I.ee y Lawrence (1984 y 198S) determinaron que el nivel de proteina en la dicta
influye en las actividades enzimaticas digestivas en los camarones (Flenacus vearmnamei y
Penacns setiferus) de todos los tamados analizados, mientras que la fuente de proteina
tienc un gran efecto en la actividad enzimitica solamente en camarones pequeflos (< 10g)
Concluyen que hay diferentes respuestas con respecto al nivel y fuente de protcinas en
funcion del tamaiio. csto apoya que es necesario formular dictas especificas para el
camarén en las  diferentes ctapas, tomando en consideracion los cambias en la fisiologia

digestiva

Galgani y Ceccaldi (198R) evaluaron ¢l efecto de la incorporacion de harinas de
soya y de pescado sobre el crecimiento, sobrevivencia y caracteristicas del hepatopancreas
color y apariencia) y las enzimas digestivas
Probaron 4 concentraciones de
30 %a),

(rendimiento  hepatosomatico (RHS),
(proteinasas, amilasas y tripsina) de Penacus vannamers
harina de soya (0, 5, 15, 40 23), 4 concentraciones de harina de pescado (0, 5, 15
tambicén probaron el efecto de 2 tipos de harina de soya ¥ tres harinas de pescado de
diferente origen geogriafico. Sus resultados muestran que una concentracion alta de harina
de soya o de pescado en la dieta disminuyen el crecimiento sin un efecto aparente sobre las
enzimas digestivas evaluadas (proteinasas, amilasas y tripsina) o en las caracteristicas del
hepatopancreas, también que no hay un cfecto del tipo de soya o de pescado de acuerdo al
origen geografico de donde provinieron. Concluyen que sus resultados sugiceren que la
incoporacion tanto de harina de soya o de pescado en la dieta se debe restringir a
concentraciones bajas y solo con ¢l objeto de diversificar las fuentes de proteina

Le Moullac, Van Wormhoudth y AQUACOP (1994) analizaron los limites de la
a) de larvas de

adaptacion de las enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina y am
Penacus vannamei, principalmente en los subestadios de zoea, cn diferentes niveles de
protcina, carbohidratos, celulosa, diferentes fuentes de proteina y calidades de almidon en
dietas microparticuladas. Sus resultados  muestran que el alimento  artificial
(microparticulado) que conticne cascina disminuye ¢l contenido de proteina soluble y las
actividades enzimiticas. La actividad especifica de la tripsina pero no de la quimotripsina,
se correlaciona con el nivel de cascina (P <1 23) entre 10 y 60 % cn dictas artificiales. Por

72



nento parece tener poco efecto sobre las enzimas

otro lado las fibras de celulasa en el ali
digestivas. El almidon entre 1 y 20 % cn Ia dicta artificial no ticne influencia sobre la
actividad especifica de Ia il [ 5 inan sus resultados observando que el contenido

total de proteina soluble se correlaciona con el crecimiento larval, que corresponde a un
aumento del volumen de la glandula digestiva de acuerdo a lo descrito para 'eracns
seriferus por Lovett y Felder (1989); ademas muestran que las variaciones en el contenido

de protecina soluble en larvas de Fenacus v + se correlaci con la calidad del
alimento. Las actividades especificas de las enzimas siguen el mismo patron del contenido
de proteina soluble con respecto al crecimiento larval y ¢l alimento, es decir sumentan
regularmente entre zoea (Z) y mysis (My) Asi factores como la muda, la hora del dia y
temperatura pueden influir en las actividades enzimaticas y cuatro factores relacionados
cion: tipo de alimento (vivo o incrte),

con ¢l alimento, puecden ser la fuente de va
tamano, densidad y calidad

Le Moullac, Van Wormhoudth y AQUACO#P (1994) caoncluyen que parece que durante
los primeros estadios de desarrollo larval existe una adaptacion de la tripsina al nivel de
cascina en cl alimento y de la tripsina, quimotripsina y amilasa a la calidad del alimento,
como en el adulto El aumento de la tripsina pero no de la quimotripsina csta
¢l de cascina en la dicta y esto es paralelo al crecimicnto. Esta

corrclacionado al ni
induccion especifica y s respuesta puede ser provocada debido a la calidad de la proteina.

Rodrigucz ¢r al. (1994) evaluaron ¢l crecimiento, la sobrevivencia y la actividad de
enzimas digestivas de larvas y postlarvas de Penacus japonicus bajo tres regimenes de
alimentacion. En cl primer estadio de mysis, se usaron tres regimences de alimentacion: a)
Chaetoceros gracilis mas nauplios de Artemia sp., b) nauplios de Artemia sp c)
Chavtoceros gracilis Encontraron que no hay diferencias significativas en ¢l crecimiento,
sobrevivencia, contenido de proteinas o contenido de lipidos entre los animales que
recibicron el anico tipo dec alimento. Asi mismo observaron que el crecimiento de las
larvas que recibieron la dicta mezclada fue significativamente mas alta que en los otros
ina estuvo mas

tratamicntos. De acuerdo a la dicta suministrada, fa actividad de Ia trips
sa y las diferencias en la relacion de csas enzimas entre

influenciada que la de an
tratamientos, sugicre control independiente de su secrecion.

Lovett y Felder (1989, 1990a, 1990b y 1990c) rcalizaron diversos trabajos en
Penacus setiferus en donde describen los cambios en el desarrollo ontogénico, morfologia
del intestino, cinematica y cambios e¢n la actividad de enzimas digestivas de larvas y
postlarvas y cambios en la distribucion enzimatica. Plantcaron que existe un “periodo
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critico™ que comprende de PPLy-PL 4 durante cl cual se presentan altas tasas de monalidad.
Lovett y Felder (1990b) suponen que este periodo critico coincide con un cambio en la
bitos a fin de que el

actividad de en
camardn pueda digerir y asimilar eficientemente una nueva dieta

Lovett y Felder (1990b) correlacionaron los cambios que ocurren cn la morfologia,
de
isminucion en las actividades especificas de la enzimas

mas digestivas que corresponde a un cambio en los

actividad de enzimas digestivas y habitos alimentarios asociados con la ontogen

Pemacus senferus. Plantean que la

digestivas de mysis-postlarva (de N-P°1. coinciden con la degeneracion del intestino,
Y 1 <

presentandose un incremento  subsecuente en las actividades enzimaticas durante el

desarrollo postlarval que coincide con la diferenciacion del intestino en la forma adulta

Estc aumento representa mayor actividad enzimatica en tejidos hepatopancredticos y un

incremento alométrico en ¢l tamaito relativo del hepatopancreas En Pernicns setferns las
actividades especificas de amilasas y proteinasas son bajas en aquellas etapas que preceden
a la primera ctapa de alimentacion las actividades enzimaticas aumentan durante cl
desarrollo larval temprano. En el desarrollo postlarval la actividad de la amilasa aumenta y
en la metamorfosis la actividad de proteinasas disminuye, permanenciendo baja v
presentando un pico en la relacion amilasas/proteinasas (A/P) que ocurre en mysis (N3a)
Con respecto a la ontogenia del aparato digestivo ellos observaron disminucion en
la mayoria de las actividades de cnzimas digestivas inmediatamente después de la
metamorfosis que coincide can la degeneracion de Ia ceca anterior del intestino medio El

cremento en las actividades después del periodo critico coincide con la ramificacion de
16bulos del hepatopancreas, sus resultados indican que el aumento sustancial en las
actividades de enzimas digestivas (particularmente para la tripsina, carboxipeptidasa A y
amilasa) ocurre durante la cuarta y la quinta semana del desarrollo postlarval coincidiendo
con la diferenciacion del hepatopancreas Ademas en esta etapa del desarrollo, el intestino
anterior cast alcanza la morfologia y funcion de la forma adulta, ¢l diverticulo posterior
esta diferenciado y el tiempo de retencion del alimento aumenta dramaticamente en los
primeros estadios postlarvales

Asi mismo correlacionaron el cambio ontogenédtico. la actividad enzimatica, la
ta y los habitos alimentarios. Observando que en el estadio de zoca (Z)). cuando las

larvas comicnzan a alimentarse con algas, la actividad de esterasa cs tmaxima. En larvas las
actividades de tripsina y carboxipeptidasa A y B son maximas en zoea a mysis (Z3-My),
cambian sus habitos alimentarios de filtradores a una alimentacién raptorial en mysis (Mj)

didades

y la cficiencia de la filtracion continia declinando durante postlarva (PLy), las acti
disminuyen durante mysis (M) y en postlarva (PLy)



En postlarva (Pl.zu-PL3g) incluyen en su dieta mayor cantidad de materia animal y sc
ad enzimatica cvaluada Plantean que a pesar

reflcja en un aumento sutancial en la acti
de mantener constante la dicta en este estudio ocurre un cambio ontogenético significativo
en la actividad enzimatica y en Ia relacion amilasas/proteinasas (A/P). su interrogante es en
la validez de emplear la relacion amilasas/proteinasas (A/P) para predecir el grado cn el
cuil un organismo es omnivoro o herbivore ¥ concluyen que a pesar de la corrclacion
dad enzimatica con el cambio en los habitos

con los cambios ontogenéticos en la ac
alimentarios, el cambio ontogenético en la nctividad puede ser producto del desarrollo y
de enzimas, mas que un cambio

puede reflejar regulacion genética temporal de la sinte
en la dieta

in la tabla | se resumen los eventos asociados que ocurren en el desarrollo de
Penaens setiferus (Lovett y Felder, 1989,1990a, 1990b y 1990c)

Fang y L.ec (1992) estudiaron ¢l cambio de la actividad total de las proteinasas, de
nauplios a adultos de enaens monedon, detallaron la variacion de la tripsina y la
n evaluaron

quimotripsina y la ocurrencia de sus isoenzimas en diferentes estadios Tambi
Ia actividad de a-amilasa, maltasa, quitinasa y compararon los datos de las carbohidrasas
con los de las protecinasas para examinar ¢l cambio ontogénctico de los requerimientos
nutricionales de este camaron Sus resultados indican que la actividad proteolitica total fuc
baja durante la ctapa larval (nauplios y zoeca) aumenta en mysis y se¢ mantiene con poca
variacion de postlarva a adulto. Con respecto al cambio del patron de isoenzimas de
tripsina y quimotripsina encontraron dos isoenzimas activas presentes en mysis, aunque

tambien encontraron dos isocnzimas en Pl esto les indicod que al parecer solo una

sochzima fue similar mientras que la otra fuc diferente, ¢l patron en adultos es mas
complicado

La actividad de la a-amilasa aumenta después de postlarva, mientras que la actividad
quitinasa y maltasa mucestra un pico en zoca y gradualmente disminuye en ¢l adulto. La
actividad carbohidrasa en /2 monaodon fue bastante activa en las ctapas larvales y en el

adulto to corresponde al cambio en los habitos alimenticios del camaréon, cuya dicta

incluye diatomeas, zooplacton, detritus-bentos y dieta mezclada. Hacen notar que la

actividad de la quitinasa aumenta en zoca y cn mysis, cuando ¢l zooplacton es parte

importante en la dieta de la larva ya que la quitinasa puede ser muay atil para digerir el

esqucleto de copépodos y otros organismos planctonicos de naturaleza ar.
Asi concluyen que no hay duda que la ocurrencia y la actividad de enzimas digestivas

estin influenciadas por muchos factores externos c internos del animal

15



Tabla 1. Eventos que ocurren en la morfologia, actividad de enzimas digestivas y habitos
alimentarios asociados con la ontogenin de Penacus setiferus Lovett 'y Felder (1989,

1990a, 1990b y 1990c)

SUBESTADIOS MORFOLOGIA ACTIVIDAD DE HABITOS
ENZIMAS ALIMENTARIOS
DIGESTIVAS
N Vida planctonica | No hay  comunicacion { Proteinasas es baja { se  alimentan  de
del tubo del intestino | esterasas  es  baja, la | vitelo

(de nado libre)
ctapas Jarvales de
N-Muy,

anterior con ¢ tubo del

intestino medio

relacion A/P es alta con
Nsg

Py

Se¢ comunica ¢l tubo
digestivo anferior con ¢l
tubo del intesting
medio. comicnza,  la

alimentacion

La act proteinasa s baja,
la actividad de la esterasa es
mixima s¢ Jocahiza en todas
las  regones  del  intesuno

s bajan su

medio, s amilk

actividad

Se  alimentan  de

algas {(verde-
azules) y
diatomeas

Py - Pin

Poca diferenciacion de
Ia camara del cardias.
en Py sc obsena la
difcrenciacion  de  los
lobulos latcrales  que
daran origen a la ccca
del intestino medio

fateral

I.as proteinasas alcanzan

un maximo en Py, las

estera sc manticnen y
las amilasas bajan  su
actividad, ia

carboxipeptidasa A es
maxima en Zs, la relacion
A/P cs bajaenZ,

K¢ alimentan de
dustomeas,

dinoflagelados ©n
Py empiczan a
digenr clementos

dcl zoaplacton

(hepatopancreas)

M.

Diferenciacion de la
valvula pilorica que
divide a las camaras
(cardias y pilorica) en
Ny aparcce la
glandula del filtro

las proteinasas s
manticnen la tripsina v la
carboxipeptidasa A v B son
maximas (M, y Z,) las
csterasas disminuyen v las
amilasas alcanzan un
maximo, la rclacion A/P cn
My

En N1y ingicre
proteina animal,
clementos
mayores del
zooplancton  (del
tipo artemia)




Tabla 1. continuacion.

PLy -
Representa

Pl
un
periodo  critico
con altas tasas
de mortalidad

En 'enacus setiferus
¢l cambio morfologico
ocurre
sustancialmente
cuando

del
intestino medio latcral

la ceca

de larvas se diferencia
en el hepatopancreas,

aparccen las setas que
daran origen al molino
gastrico, ]
hepatopancreas v el
intestino anterior
alcanza la morfologia
y funcion del adulto,
cl diverticulo
posterior csta
diferenciado v el
tiempo de retencion

del alimento en  cl

intestino  aumenta en
los primeros estadios

postlarvales

Las protcinasas disminuycn y

aumentan cn Plgs. aumcntan

las actividades  cnzimaticas

particularmente tripsina ¥

carboxipeptidasa A las
Ia it

ocurre durantc la 4o. y Ia So.
det

coincide con  la

semana desarrollo

postlarval v

ter on de ta difer i

por ¢l hepatopancreas en Pl
diminuye pero en PLa aumenta
del
resto del desarrollo postianval,
AP

Pl.y » continua hasta Pl,, Las

marcadamente a  traveés

ta relacion comvicnza en

actividades de la amilasa,
profcinasa v fosfatasa alcalina
son cvidentes en la ceca lateral
durante ¢l desarrollo temprano,
también  es  evidente en el
Asi

n reticne las funciones

hepatopancreas maduro

oSt ro

sintesis de cnzimas

stivas, secrecion v

absorcion  durante  todo  cf

desarrollo

Son  organismos

omnivoros.




Otro trabajo que ha cvaluado los cambios relacionados con el

desarrollo
ontogénico es de Gonzalcz, Fraga y Carrillo (1995)

Determinaron los cambios en la

actividad dec Ia tripsina, quimotripsing, lecucina-aminopeptidasa, carboxipeptidasa B,

protcasas gencerales, a-amilasa y lipasa, durante la ontogenia de Pernacus schimitti, ademas

calcularon la  variacion de la  relacia a-amilasa/Prote:

sas  mencrales (A/1PG)  y
tripsina/Protcasas generales (1/PG). con ¢l objeto de intentar correlacionar la actividad

enzimiatica con la dicta y utilizar las rclaciones (A/PG Y T/PG) como un

cambios en los hibitos alimentarios de los camarones en cultivo

ndice de los

Encontraron que la
actividad de las enzimas determinadas on nauplios (tripsina, proteasas generales, a-amilasa

y lipasa) fue mucho menor que en protozoea. de este estadio hasta Pl.g donde observaron
una disminucion cn la actividad de todas las proteinasas, mientras que la a-amilasa
aumentd y la lipasa no presento diferencias significativas De juveniles a adultos, no
observaron diferencias en la actividad de la mayoria de las enzimas proteinasas, solo la
actividad de la leacina-aminopeptidasa disminuye mientras que Ia a-amilasa fue mayor L.a
relacion Tripsina/I'roteasas gencerales (T/PG) presentd su maximo valor en PlLs, mientras
que la relacion a-amilasa/Proteasas generales aumentd durante todo el desarrollo

Asi concluyeron que los cambios ontogenéticos en la actividad de las enzimas digestivas
son ¢l reflcjo de los cambios morfologicos del sistema digestivo, pero tambien de los
cambios en los habitos de vida y alimentarios que sufren las larvas y las primeros estadios
postiarvales En Peuacus schumuti, ¢l aumento constante de la relacion A/PG durante la

ontogenia hace a esta especie mas cficiente para la utilizacion de los carbobhidratos
dietéticos.

El analisis de todos estos estudios muestra que no hay un patron determinado o

constante en la respuesta de diversas actividades hidroliticas del aparato digestivo de los
Crusticeos, sino que probablemente ésta es el producto de la interrelacion de diversos
factores internos o genéticos, asi como factores externos como la estacion, la hora del dia,
la temperatura y factores rclacionados con el alimento como son: el tipo de alimento,

4, fdad lidad

>, y
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MATERIALES ¥ METODOS
OBTENCION DE LAS POSTLARVAS
A) Condiciones Controladas

Las postlarvas de Z’cruacus setiferns provinieron de hembras del medio natural,
capturadas en la sonda de Campeche frente a la Isla del Carmen a una profundidad de
cuatro brazas (7 m), las cuales fucron maduradas, inseminadas manualmente y desovadas

en cl laboratorio del Centro Regional de Investigaciones Pesqueras (CRIP) en la Cd. de

Campeche.

Una vez alcanzada la etapa de postlarva 40 se alimentaron en el jaboratorio
durante 30 dias, con dictas purificadas (Gaxiola 1994), las cuales contenian cinco
concentraciones de proteina (20, 30, 40, SO y 60 25). En ¢! experimento 1, el ajuste de la
cnergia se realizd mediante la variacion de los carbohidratos, los lipidos se mantuvieron

fijos en 8.5 %o y en ¢l experimento 2, el ajuste de la encrgia total de las dietas se hizo por

medio de los lipidos, los carbohidratos se mantuvieron fijos

l.a composicion de las dictas utilizadas en los bioensayos se presenta en las tablas
3 El método por cl cual fueron claboradas esta basado en las técnicas reportadas por
xi

-
Gaxiola (1991) y Garcia (en Alfonso e¢ral., 1993)

Una vez terminados los estudios de nutricion (crecimiento y sobrevivencia) y
respuesta fisiologica los organismaos fueron trasladados vivos, en bolsas de polictileno, con
agua del medio y atmésfera saturada de oxigeno, por avion a la Cd. de México y

congclados inmediatamente a -70 "C.
B) Mcdio Natural

Las postlarvas y juveniles silvestres se colectaron en la Laguna de Términos, Cd.
del Carmen Campeche, localizada al suroeste del Goifo del México entre los meridianos
91° 15" y 92" 00° dc longitud oeste y 18" 25" y 19” 00°de latitud norte (Ponce-Velez y
Bolleto, 1991 )Fig. 5). Las postlarvas sc capturaron en la parte noreste de Boca del
Carmen y los juveniles en Palizada Vieja. Los adultos se colectaron en la Sonda de

Campeche, frente a la Isla del Carmen.



‘Tabla 2 Composicion de las dietas del experimento 1 para postlarvas de Penaeus
setiferus. (Plea).
L TRATAMIENTOS
INGREDIENTES A B C D E F G H 1 J
Caseina 202 202 303 303 404 40.4 50.5 50.5 60.6 60.6
Arginina 2 2 3 3 4 s 5 6 6
Dextrina SR.67 3368 47.58 2257 3647 11.47 2538 1 143 o
Ac.de Girasol * 3.5 3.5 3.5 3s 3.5 35 35 3.5 3.5 35
Ac. H. Bac® 3s 35 3s 35 3.5 3.5 3.5 35 3.5 3.5
Lecitina 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Colesterol 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Vit. y Min.** 25 25 25 25 25 2.5 25 2.5 2.5 25
Vit. C © 0.5 0.5 0.5 [+ ) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
cMc ¢ 5 s s 5 s 5 s s 5 s
Relleno 2.63 27.62 2.62 2763 263 2763 2.62 27 26 159
oL
Prot. (%6) * 20 20 30 30 40 40 50 50 60 60
ED (Kcal/g)* ' 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3
P/E {mE:EuI)' 50 66.7 75 100 100 133.3 125 165.3 150 174.9
® Aceite de girasol
b Aceite de higado de bacalao
¢ Vitamina C
4 Carboximetil-celulosa (aglutinante)
: Porcentaje de proteina

Energia digestible
% Relacion proteina/energia
* Caiculados de acuerdo con Nose (1979): 4 Kcal/g para las proteinas y carbohidratos y 9

Kcal/g para los lipidos.
.= p la de vitami y minerales propuesta por Raistron Purina de México.
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Tabla 3 Composicién de las dietas del experimento 2 para

ias postlarvas de Pernacus
seriferus. (Ple).

| 1 TRATAMIENTOS
—

NGREDENTES w [ L] N L] P Q R S T
Cascina 202 202 3013 303 404 404 505 SOS 606 60.6
Arginina 2 3 3 4 E} S 5 6
Dextrina 119 1.9 1188 11RS 11 118 11.7% 11.7% 1.7 1.7
Ac. de Girasol * 1387 82 114 58S "9 3.3R 6.47 092 4 0
Ac. 11 Bac . 13R7 R2 (R} SRS RO 338 647 092 4 0
Lecitina 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Colesterol 0s o5 0.5 oS 05 05 0.5 0.5 0.5 0.s
Vit v Min e 2.5 25 25 2s 25 25 25 25 2.5 2.5
v (Gl 05 0s 0S5 0s 0s oS5 s 0.5 oS os
[of STodd s s s s s s s s s 5
Relleno 287 3977 2258 1168 165 27.54 10.31 2118 4.2 10.6
Prot. (%) * 20 20 30 30 40 40 50 50 60 60
Lipidos
totales (%) 2924 17.9 2413 132 193 R 26 14.4 134 2.5 1.5
ED (Kcal/g)*' 4 3 a 3 4 3 4 3 4 3
P/E (mg/Keal) * S0) 66 7 78 1043 100 133.3 125 1653 150 174.9

Accite de girasol

Accite de higado de bacalao
Vitamina C

Carboximetil-celulosa (aglutinante)
Porcentaje de proteina

Encrgia digestible

Reclacion proteina/encrgia

Calculados de acuerdo con Nosc (1979): 4 Kcal/g para las proteinas y carbohidratos y 9
Kcal/g para los lipidos.

** Premezcla de vitaminas y minerales propuesta por Ralstron Purina de México.

T a
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La captura de postlarvas se realizé a una profundidad de 7S ¢cm con una red de
patin con abertura de malla de SO0 pum, los juveniles fueron capturados a una profundidad
de 1 m con una red de prucha camaronera con abertura de mialla de 2.5 cm. Los adultos se
capturaron a una profundidad de 7 m con una red de monofilamento con abertura de malla

de 4.2 cm.
Preparacién de los extractos enzimaticos

Las postlarvas se descongelaron y se colacaron en cajas de petri sobre hiclo. Se les
absorbid ¢l exceso de agua con una toalla secante y se¢ pesaron en una balanza digital
(Qbhaus E-100 dec 0 01 g de precision)

Las muestras se homogenizaron cn agua desionizada por unos segundos en un
). E1 he R do se centrifugd por

bana de hiclo, con un polytron (Brinkman Instn
30 minutos a 4 “C y 38650 x g El sobrenadante libre de la capa de grasa, se alicuotoé y se

almacend a -70 °C

Determinacion de proteinas

Se utilizo el método de Bradford (1976) para la determinacion de protcinas en el
extracto de camaron, usando ¢l kit de Bio-Rad y albumina de bovine como estandar
(BSA).

El procedimiento fue cl siguiente
Se realizaron diferentes diluciones y 2 repeticiones de cada dilucion, a cada tubo de prueba
se le agrego 10 ul de muestra, 790 il de agua desionizada, 200 jt) de colorante Bio-rad, se
mezcld y se espero de 5 a 15 minutos, posteriormente se procede a leer en ol
espectofotométro (Beckman DU-64) a una longitud de onda de $95 nm

Determinacion de {a actividad enzimatica

Para cvaluar la actividad dc las cazimas digestivas, se emplearon técnicas
colorimetricas que utilizan sustratos cromogénicos (producen color). En la siguiente tabla
se muestran las enzimas digestivas, sustratos y métodos emplecados para la determinacion

de Ia actividad enzimatica
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ENZIMA SUSTRATO REFERENCIA
PROTEINASAS AZOCOLL. Walter (198R)
QUIMOTRIPSINA Suc-(Alag)-Pro-Phe-4-NA Geiger (1988)

TRIPSINA Bz-lle-Glu-Glv-Arg-4-NA Geiger y Fritz (1988)
@-AMILASA 4.6 ctilideno(Gy)-P- | Wallenfels e al. 1978 v

nitrofenil(G,)-D-
maltoheptasido

Wallenfels et ol . 1980
Rauscher, 198G, kit dec Sigma
(Sigma Chcmical Co Su Louis,
Mo)

PROTEINASAS TOTALES

La actividad de proteinasas se evalud por el método de Walter (1988) que utiliza
azocoll como sustrato debido a que éste sufre proteolisis por la mayoria de las proteinasas
El ataque proteolitico sobre ¢l sustrato insoluble libera péptidos coloreados solubles en el
medio. El procedimiento que se realiza fue el siguiente
La incubacion se realizd en un volumen total de 1 575 ml; 12 mg de sustrato en 0 750 ml
de amortiguador de fosfatos (0375 M, ptl 7 5) y agua desionizada, se incubaron por 6
minutos a 37 "C en un bado de temperatura controlada (L.ab-Line, Aquabath) para
equilibrarlos, posteriormente se agregd la muestra en diferentes concentraciones y se
incubd por 30 minutos a 37 °C, durante el tiecmpo de incubacion los tubos se agitaron
ocasionalmente con un agitador vortex. Después de la incubacion se agregaron 0 735 ml
de acido triclorofcetico 0.6 M, se centrifugd a 750 x g durante 10 minutos, a temperatura
ambiente, y ! sobrenadante se leyd a 520 nm en un espectrofotometro. Todas las
muestras se midieron contra un blanco-control que no conticne muestra, sometido a las
mismas condiciones que los experimentales.

QUIMOTRIPSINA

La actividad dc quimotripsina se determiné por ¢l método de Geiger (198R)
empleando el sustrato Suc-(Ala),-Pro-Phe-4-NA.

Los cnsayos se¢ llevaron a cabo cn un espectofotéometro con portaceldas de
temperatura controlada automaticamente, ¢n un volumen total de 0.7 ml, en amortiguador
Tris-HCI (Tris 0.1 M, pH 7.8, Ca*2, 20 mmol/; Triton X-100 0.05% (w/v)). La muestra
se preincuba en el amortiguador a 25 °C durante 5 minutos, se agregan 100 u! de sustrato
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(concentracién final 3.5 mmol/l), se agita fa solucian y se toman lecturas cada minuto,
durante 10 minutos a 405 nam. La 4-nitroanilida liberada por unidad dc tiempo se
maonitorcd por el incremento en la absorbancia a 405 nm, siendo una medida de la

actividad catalitica de la quimotripsina.
TRIPSINA

La actividad de la tripsina se analizdé por el método de Greiger y Fritz. (1988)
empleando Bz-He-Glu-Gly-Arg-4NA

Las prucbas se llevaron a cabo en un espectofotometro con portaceldas de
temperatura controlada automaticamente en un volumen total de 1.0 m! en un
amortiguador Tris (0.05 N, pif 8 2, Ca'? 20 mmol/l) La muestra se preincuba en cl
amortiguador a 37 ° C durante § minutos, sc agregan 100 utl de sustrato (concentracion
final | mmol/l) se agita la solucién y sc toman lecturas cada minuto durante 10 minutos a
405 nm. La tripsina corta los residuos de arginina, la 4-nitroanilida liberada por unidad de
tiempo se monitored por ¢l incremento de la absorbancia a 405 nm siendo una medida de

la actividad catalitica de la tripsina
a-AMILASA

Para la determinacion de la actividad de la a-amilasa se empled el kit comercial
Sigma ({Sigma Chemical Co. St Louis Missouri) basado en metodologias que emplean p-
nitrofenil-glucdsidos como sustratos (Wallenfels ¢f al., 1978 y Wallenfels ¢ al., 1980). El
kit emplea como sustrato 4.6-ctilideno(glucosily)-p-nitrofenil  (etilideno-glucasil,PNP)
{Rauscher, 1986).

Las reacciones involucradas en el ensayo de la a-amilasa son las siguientes:

SET-G/PNP a-amilasa_g. 2ET-G + 2G,PNP + 2ET-G. + 2G\PNP + ET-G: + G.PNP

2 GiPNP + 2 GyPNP ______a-glucosidasa__g. 4 PNP + 10 GLUCOSA

La a-amilasa hidroliza el 4,6-ctilideno-glucosil,PNP (etilideno-glucosilsPNP) en
fragmentos glucosilz-PNP, glucosil3-PNP y glucosile-PNP. La a-glucosidasa (a-1-4-
glucan glucohidrolasa) hidroliza el glucosilzPNP y el glucosihPNP en p-nitrofenol y
glucosa, 5 moles de sustrato (etilideno-glucosilPNP) producen 4 moles de p-nitrofenol.
Asi ¢l ataque libera fragmentos colorcados en ¢l medio. l.a tasa de incremento en la
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absorbancia a 105 nm es dircctamente proporcional a la actividad de la a-amilasa cn la
muestra.

E! procedimicnto a realizar es el siguiente
Se prepard ol sustrato de Ia a-amilasa y se equilibro en un baio de temperatura controlada
a 37 °C, los ensayos sc llevaron a cabo en un espectofotometro (Heckman [2UJ-64) con

portaceldas de temperatura controlada automaticamente, en un volumen total de 1.020 mi

En una celda sc pipeted 1| ml de sustrato para la a-amilasa y 0.020 ml (20u]) de muestra,
se mezcld y se incubd por 2 min. Se leyd y se registro la absorbancia en 405 nm contra
agun como referencia (Inicial A), se registro la absorbancia al minuto y a los dos minutos
(Final A) Se calculo el incremento de la absorbancia por minuto dada por la siguiente
férmula

AA= 14 -Fa/2

METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Todas las actividades sc expresaron cormo actividades especificas en unidades por
mg de protcina total (uw/mg) y se reportd como una media de la poblacion + el error
estandar para cada tratamiento experimental. En todos los casos se trabajo con una
probabilidad de 0.05. Se aplicé el ANDEVA multifactorial para evaluar la interracion
entre ¢l factor proteina y ¢l factor encrgia sobre las actividades enzimaiticas de las
postlarvas de P'enacus setiferus. Se realizaron analisis de varianza de una via para detectar
diferencias significativas entre los tratamicntos (ANDEVA) y la prueba de rangos
maltiples de Duncan para proteina y la energia dictética sobre la actividad de las enzimas
digestivas. Asi como prucbas de t para detectar diferencias significativas entre las
postlarvas del medio natural y las postlarvas de condiciones controladas
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RESULTADOS

En la tabla 4 se presenta el ninncro, peso, volumen total de sobrenadante y peso
promedio empleados para los anilisis de la actividad enzimatica de las postlarvas de
Penacus setiferns de condiciones controladas que se emplearon para el extracto
enzimitico

En la tabla § se presenta ¢l numero, peso, volumen total de sobrenadante y peso
promedio empleados para los analisis de la actividad enzimatica dc las postlarvas, juveniles

(cabezas) y adultos (hepatopancreas) que se emplearon para cl extracto cnzimatico

Contenido de proteinas

proteina total de los extractos

En la tabla 0 sc presenta el contenido de
de condiciones controladas de los

enzimaticos de las postlarvas de J'enaeus setiferus

diferentes tratamicntos expresado en mg/ml
En la tabla 7 se presentan los datos del contenido de protcinas de los extractos de

las postlarvas, juveniles y adultos (H’ernacus setiferus) del medio natural, expresado en

mg/ml

Estos datos fueron utilizados para obtener la actividad especifica de las distintas

actividades enzimaticas medidas
PROTEINASAS TOTALES

A) CONDICIONES CONTROLADAS

EXPERIMENTO 1 - Efecto de la variacion del contenido de proteina los resultados del

efecto de la variacion del contenido de proteina en la dieta se presentan en la figura 6 y

tabla 8
No sc observo una correlacion lincal al variar ¢l contenido de protecina sobre la
actividad enzimatica del extracto de las postlarvas de Penacus setiferus (PLu), sin
cembargo para las dictas de baja energia (3 kcal/g) (Tabla 8), se obtuvé la mayor actividad
enzimatica con 40 % de proteina, (536.1 * 5022 Wmg de proteina) este valor difiere
significativamente (P < 0.05) con los demas tratamientos tanto dc alta como de baja

cnergia (Fig. 6)
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TABLA 4. PESO, VOLUMEN TOTAL DE SOBRENADANTE NUMERO Y PESO
PROMEDIO DE [LAS POSTLARVAS IDIZ IMcanacus setiferus EMPLEADAS PARA 1LOS
ANALISIS 3155 LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DL CONDICIONES
CONTROLADAS QUE SE EMPLEARON PARA EL EXTRACTO ENZIMATICO

a).- cl ajuste de la energia total de dictas se realiza mediante carbohidratos, los lipidos

fijos en 8.5 25 lixperimento 1

DIETA A B [} D E
No. de
postlarvas 13 66 48 42 37
Pcso dc las
postlanas 027 307 m 22w 268 n 167w
Peso Promedio
de 1‘1'5 0021 g 0047 g 0047 g 0.064 g 0045 g
| postiannas
Vol Total de
sobrenadante 3.8ml 4.8 mi 104 ml 3oml 20ml
DIETA F G H ! J
No. dec
postlarvas 37 42 25 9 22
Peso dc las 249 187 g 101 g 047 g 079 g
postiarvas
Peso Promedio
::::;nm 0.067g 0.045 g 0040 g 0.052¢g 0036 g
Vol. Total de
Sobrenadantc 13.8 ml 0.97 m! 1.75 ml 1.3 ml 225 ml
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TABLA 4. continuacion.

b).- ¢l ajuste de la energia total de las dictas se realizé mediante lipidos, mientras que los
carbohidratos permanccieron fijos. Experimento 2.

DIETA [ a8 L L] N (o]
No de
postlarvas 57 s 41 36 41
Peso de las
postlarvas 175 093 o 078 g 0.78 2 090 p
Peso Promedio
de las 2 27
Daslanas 0031 g 0.027 ml 0019 g 0022 g 0022 g
Vot Total dc
sobrenadante 1.95 ml 48 ml 1.8 mi 1.5 ml 2.4 mi

DIETA P Q R S

No. de
Poslarvas 39 22 26 a2
Peso de las
postlarvas 087 g 063 079 p 1.1l g
Pcso Promedio de
las Postlarvas 0022 p 0.029 g 0030 g 0.035 u
Vol Total de
Sobrenadante 2.8 ml 3.60 mi 4.0 m} 1.45 m!
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TABLA 5S. NUMERO, VOLUMEN TOTAL DE SOBRENADANTE Y

PESO
PROMEDIO EMPLEADOS PARA LOS ANALISIS DE LA  ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LAS POSTLARVAS, JUVENILES Y ADULTOS DE Penacus

setiferus DEL MEDIO NATURAL. QUE SE
ENZIMATICO

RON PARA LI EXTRACTO

ETAPA FOSTLARVAS | SUVENILES [ ADULTO { ADULTO | ADULTO | ADULTO

3) «) (5) (6)
No. de 270 13 1 1

1 1
organisinos (CABEZAS)
Peso dc los 1422 g 498 g 1.50g 162k 113 g ORIg
Orpanismos

Pcso 0.053 1.4647 1.59 1.62 113
promedio de g & B & ¥
los

organisimnos

Vol. wotal de [3
e 28 44 mi 150 ml 7.95 ml 8.1 ml

0Bag

565 ml 4.2 ml
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TABLA 6. CONTENIDO DE PROTEINAS DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS
DIZ LAS POSTLARVAS DE /'cniacus sctiferus ALIMENTADAS CON DIETAS

PURIFICADAS

a).- El ajuste de la encrgia total de las dictas se realizd mediante carbohidratos, 1os lipidos
se mantuvieron fijos en 8.5 % Experimento 1,

DIETAS
A 8 C D E
072 2039 4 R2 15 92 21 a8
0.67 19 67 457 1621 21.65
077 20 606 4 84 1621 20 56
069 20 8o 16 02 20 006
21 585 20.47
20 36 17.80
2165 1973

x =071 +0037

= 20.73 + 0 64

x=474+012

x=1609+0.13

x = 2025+ 11X

DIETAS
F G H ] J

074 19 87 R71 519 7 61
076 18 RR 8.12 564 7.37
077 19 47 871 559 7.56
0.78 7.14
0.79 7.41
O 8S 771
074

070

.79

083

x =077 + 0042

x = 1941 + 0.40

x =RSIL+0.28

Xx=547+02

x =747 +0.19

* contenido de proteina total expresado en mg/ml.
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Tabla 6.

comtinuacion.

b).- £l ajuste de Ia energia total de las dictas se realizd mediante lipidos, micentras que los
carbohidratos permanecicron fijos. Experimento 2

DIETAS
[ L M N o
1592 50 R 3 7 86 ~
1552 49 R4 ROl
16 90 4 4 B 45 771
16.45 435
1546 425
16.20 4 55
x= {608 + 0S5 x =458 + O 2% = K 30+ ()06 x=T®6 + 012
DIETAS
VETA
o [ Q R )
722 495 294 129 1068
751 495 342 324 1118
801 49 292 336 10 ®R
687 371 3129
6 58 2 94 324
7.46 331 3.26
835 279
84S 2 88
845
x = 7 .66 + 066 x =493 +0023 x =311 + 030

x =33 +0076 x_=

1091 + 020

* contcnido de proteina total expresado en mg/ml

32




TABILA 7. CONTENIDO DI PROTEINAS DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS
DE LAS POSTLARVAS,  JUVENILES Y ADULTOS DE Penacus sctiferus DEL
MEDIO NATURAL.

POSTLARVAS | JUVENILES | ADULTO (3) ADULTO (4) ADULTO (8) ADULTO (8)
O R7 7.48 4.65 773 5.51 4.65
144 7.73 516 7.83 521 4.74
1.19 7.31 618 722 504 4.75
1.11 4.55 9.14 5.59 5.04

357 10.49 5.05 2.78
377 9.00 713 4.57
X 1154020 | x= 781 & 017 ] x= 465 ¢+ 0K? X=R 87+ 110 x= 8§ 69 + 06K X~ 442 +075

Contenido de proteina total expresado en myp/ml
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En las dictas de alta encrgia (4 kcal/g), la mayor actividad se obtuvo con 30 %% de
proteinas (200.1 + 28.3 Wmg de proteina), ésta presenta diferencias significativas con los
demas tratamientos (P < 0 05) de alta encrgia

EXPERIMENTO 2 - kifecto de la variacion del contenido de proteina Bl ajuste de 1a
encrgia de las dietas se realizo mediante lipidos

No hay una relacion lineal del alimento sobre la actividad de proteinasas para este
experimentao, s

n embargo el andlisis de rangos moltiples de PDuncan (I - 1 05) nos
muestra que existe un cfecto de la variacion del porcentaje de prateina sobre la actividad

proteolitica, presentando una influencia directa de 1o energia sobre esta actividad, esto nos

indica que hay una relacion del nivel de proteina con ¢l nivel de energis
de proteinasas

sobre b actividad

Los resultados de  la actividad proteolitica total de postlarvas de Hernaeus setiferus
(Plin) se presentan en la tabla 8 En las dictas de alta energia (4 kcal/g) la actividad de
proteinasas mayor se aobtuvo con S0 % de proteinas, (R1 03 + 14 37 twWmg de proteina)
cste valor presenta diferencias significativas con los otros tratamientos (P -2 0 0S) (Fig 7)

Por otro lado en las dictas de baja energia (3kcal/g), se presentaron dos picos de
actividad: uno con 2075 de proteina, (107 S 4 11 02) y otro con 50 25 de proteina, (103 ]

# 15 45) cstos tratamientos  mostraron diferencias significativas  con respecto a los otros
(P < 00S) (Fig 7)

B) MEDIO NATURAL

La actividad de proteinasas obtenida para las postlarvas (tabla R), fuc de 34223 + 79 IR
Wmg de proteina. para los juveniles {cabezas) fue de 1652 R8 + 172 07 Wmg dc proteina,
la de los adultos (hepatopancreas) fluctud de 1203225 + 648 81 a 41778 77 + 12564 24

Wmg de proteina (Fig R)

QUIMOTRIPSINA
A) CONDICIONES CONTROLADAS

EXPERIMENTO 1 -

Tanto en las dictas de alta y con baja cnergia (Tabla 9) no se observd una
correlacion lineal entre la actividad de quimotripsina y los niveles protéicos. Sin embargo
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SE

TABLA 8 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL DE LOS ENTRACTOS
ENZIMATICOS DE LAS POSTLARVAS DE Penaeus senferus DE CONDICIONES
CONTROLADAS (experimento 1y 2) Y DEL MEDIO NATURAL. Expresada en w/mg
de proteina. PROMEDIO « ERROR ESTANDAR

"““EEW'- EXPERIMENTO | EXPERIMENTO2 | MEDIO NATURAL
PROTEINA
ENLA JALTA BAJA ALTA BAJA LA -liTl‘l‘i
DIETA | ENERGIA | ENERGIA | ENERGIA | ENERGIA
(4 kealig) 1 (3 keal'e) 1 {dkeal's) | (3 kealip)
20 TIre0et | 3T | s L 0TS | POSTLARNAS | 34204792
e
30 J0Te28F [ 0912 119" | oedvs’ | 20052429 | JUVENILES | 16529
1721
40 rerast [ Stele | mae2art | 498232 | ADLLTO 161178+
02 30604
50 2167 | Has¥ 104+ 1031s | ADULTO 12022+
¥ 1548 6488
60 S1e866 [ N3Se8T | M2aa2 ADULTO T8
128612
ADULTO 298844 ¢
12629

Supraindices distintos indican diferencias significativas (P<0 05)
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Flg. 6 Actividnd de proteinasas totales de las postiarvas de P. setiferus alimentadas con dietas
purificadas. El ajuste de la energin total de las dietas se realizd mediants carbohidratos, los
lipidos fijos en B.5 ¥,. Eapresada en u/mg de prot. (Eap. 1).Las barras verticales representan 1a DS
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Fig. 7 Actividad de protsinasas totales de las postiarvas de P. setiferus alimentadas con dietas
purificadas. El ajuste de Ia energia total de las dietas se realizéo mediante lipidos.
Expresada en u/mg de prot. (Exp. 2). Las basras verticales representan ia D.S.
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el anal

encrgia, influyen sobre la actividad de la quimotripsina en las postiarvas de Penacus
setiferus (P < 0.05)

s multifactorial refleja que 1a viriacion de fa protcioa, junto con el nivel de

La actividad cspecifica obtenida en las dictas de alta energia (4 keal/g), (tabla 9),
muestra que la mayor actividad se obtuvo con la dicta con 30 % de proteina, (3451 X 102

+83 X 10" Wmyg de proteina) Las actividades sc observan en la Fig, 9

En las dictas de baja energia (3 keal/g) (Fig 9) La mayor actividad correspondio a
1a dicta con 40 %% de proteina (97 9 X 107" ¢ 3 25 X10™" t/mg de proteina) Esto muestra
cl efecto de la influencia de la energia v del contenido de proteina, ya que presenta

diferencias significativas con los demas tratamientos de baja energia y también con los de
alta encrgia

EXPERIMENTO 2 -

La variacion de los lipidos y las proteinas dictéticas afectaron significativamente la
actividad de quimotripsina de las postlarvas de Peraens settferus (Fig 10)

Los resultados de la actividad obtenida para esta enzima fucron mayores en dos
niveles de proteina para las dictas de baja energia

(3 keal/g) comparados con los
obtenidos en las dictas de alta encrgia (tabla 9)

Para la dictas de baja encrgia (3 kcal/g), la actividad mas clevada se obtuvo con 20
% de proteinas, siguiéndola cl tratamicento con 40 %6 de proteina

En las dictas con alta energia (‘dkcal/g) sc observa una tendencia de aumento de la
actividad quimotriptica conforme se increment@ el contenido protéico de las dictas hasta
50 % de proteinas y luego disminuya significativamente en 60 25 de proteinas.

El tratamiento mas elevado significativamente fue ¢! de 20 %5 de proteina v 3
kcal/g.

B) MEDIO NATURAL

Con respecto a la actividad de la quimotripsina para las postlarvas (tabla 9) fue de
0.012 + 0.0008 W/mg dec proteina, para los juveniles se obtuvo una actividad de 0.7 +
0.005 Wmg de proteina y para los adultos los valores se presentaron entre 1.03 + 0.12 a
4.81 + 0.26 Wmg de proteina. (Fig. 11).
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TABLA 9 ACTIVIDAD DE QUIMOTRIPSINA DE LOS EXTRACTOS
ENZIMATICOS DE LAS POSTLARVAS DE Penaens setiferus DE CONDICIONES
CONTROLADAS (expenmento 1 y 2) Y DEL MEDIO NATURAL PROMEDIO -

ERROR ESTANDAR.

”"“;:W[ EXPERIMENTO 1* | EXPERIMENTO2® | MEDIO NATURAL :
PROTEINA i
ENLA [ALTA BAJA ALTA BAJA A .““‘“’”’ H

g de protewa |

DIETA | ENERGIA | ENERGIA | ENERGIA | ENERGIA ;

(4 kealle) ! (3 kcala) 1{4keale) | (3 kealm)

2 S2402 | S7e02" | 2850077 | pssya 12yt [ POSILARVAS | 012
10008
30 WS1=83 1 2184+72% [ 3000007 | 1574004 | UVENILES [ 0740008
40 19403 | 9794328 | 41208 | 967006 JADILTO 301+014
50 6804 | 1350039° | 45:012° | 03014004 | ADULTO 163012
60 120026 | %3828 | 112018 ADVLTO 189:012
ADULTO 481£02

*actividad expresada en wmg de proteina X 10°
Supraindices distintos indican diferencias significativas (P<0 05)



0.16

0.14 ALTA ENERGIA (4 kcai/g)

0.12

o

BAJA ENERGIA (3 kcal/g)
0.08

2 0.06

U/m de proteina

C.04

0.02

20
% DE PROTEINA EN LA DIETA

das con dietas
rbohidratos, los

Fig. 9 Actividad de quimotripsina de las posta
an
1). Las b-rrns verticales representan 1a D.S

purificadas. El ajuste de |a energia total de las di
tipidos fijos en 8.3 % Expresado en u/mg de prot. (Exp.

0.02

0.015 {
BAJA ENERGIA (3 kcal/g)

Ujmg de proteina
o
Q

ALTA ENERGIA
(4 kcal/g)

o
g

20 30 40 50 GO
% DE PROTEINA EN LA DIETA

Fig.10 Actividad de quimovipsina de las postiarvas de P. setiferus, alimentadas con dietas
purificadas. El ajuste de |la energia total de las dietas se realizé mediante lipidos. Expresada en
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TRIPSINA

A) CONDICIONES CONTROLADAS

EXPERIM TO 1 .-
En general no hay un patrén lineal de aumento o disminucion al variar los niveles

protéicos Sin embargo se observo un pico de maxima actividad en 40 25 de proteina v 3
y del nivel de

kcal/g demostrando un claro efecto de la variacion del contenido de protei
energia.

La varincion de esta actividad para las dictas de alta energia (4 kcal/g) se presenta
cn la tabla 10, sicndo las mas alta la dicta con 30 %% de proteina, (1.16 + 0.053 Wmg de
protcina) presentando diferencias significativas con los demas tratamientos (I < 0.05)
(Fig 12)

Para las dictas de baja cnergia (3 kcal/g) los datos sc observan cn la tabla 10,

Fig 12.
EXPERIMENTO 2 -

El nivel de proteina afecto significativamente la actividad de tripsina (I° ~ 005) y
también se presento una interaccion de la relacion entre las proteinas y la energia de las
dietas y en la actividad de esta enzima (P < 0 05) (Fig 13)

En los tratamientos de alta energia (4 kcal/g) se presento la maxima actividad con
20 % de proteina, (0 26 + 0.028 $/mg de protcina) y disminuyd conforme aumento el nivel
de proteina, prescntando diferencias significativas en la actividad al cambiar ¢} nivel de
inclusion de las proteinas (P <2 0.05) L.os valores obtenidos en estas dietas resultaron
menores que los correspondientes a los alimentos con baja energia

En las dictas con baja encrgia (3 keal/g) tabla 10, Fig 13, la acti
de los tratamicntos con 20 y 40 %6 de proteina resultaron ser los mayores

ad de tripsina

8) MEDIO NATURAL
La actividad de la tripsina en cl extracto enzimatico de las postlarvas del medio

natural no se midid, porque se le formo un precipitado blanco que. a pesar de
centrifugarlo, interferia con las mediciones.
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TABLA. 10 ACTIVIDAD DE TRIPSINA DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS DE
LAS POSTLARVAS DE Penaeus setiferus DE CONDICIONES CONTROLADAS
{experimento | y 2) Y DEL MEDIO NATURAL Expresado en wmg de proteina
PROMEDIO - ERROR ESTANDAR

RRCENTAR T EXPERIMENTO 1 l EXPERIMENTO 2 \ MEDIO NATURAL }
PROTEINA
\ ENLA {ALTA \BMA ALTA B\J\ \“‘“ :‘1:"22"1
DIETA | FNERGIA | ENERGIA E\ERG]\ ENERGIA t
kel | {3keabie) | (4 keal) ) (3 kealw) |
l 0 039 lon H068 w 0K \moum’ BUSTLARVAS
0o
T nwou’]oxu«uma 81820007 | 06w’ | UVENLES | 18208
40

|
i aopr*
50 | 042007 [USe00ls | Buaehon | Sebos | ADULTO

[ ‘m»_we ‘owwr \M)mo

‘GN'HJ

11 m?}

B4 l.! '

Lo

1 =

Oo(s]l; 1";0031 o l\{os}«_om“wmo iusosvm
| t
| |

1 ADULTO

Supraindices distintos indican diferencias significativas {P<0.05).
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Para los juveniles fue de 2.8 + 0.4 i/mg de proteina y en los adultos los vatores se
presentaron cntre 26.04 + 1.4 a 145.06 + 14 R W/mg de protecina. (Fig14)

a- AMILASA

A) CONDICIONES CONTROLADAS

EXPERIMENTO 1 -

Los cambios en ¢l nivel protéico de las dictas asi como la variacion del nivel de
energia influycron de manera significativa sobre Ia actividad de a-amilasa (P -2 0 05) tabla
11 (Fig. 15), aunque no se observo una correlacion lineal al variar los niveles de proteina y
de encrgia En los tratamicmios de alta energia (4 keal/g) (Fig 15) la actividad mas alta se
obscrvo con 60 %% de proteina, (16 87 X102 +O0IR X 10T v con 30 %% de proteina,
(1585 X 107 + 3 48 X 10?2 Wmg de proteina) Sin embargo estadisticamente no existen
diferencias significativas con los otros niveles protéicos (P > 0 05) de alta encegia

Para los tratamientos de baja energin (3 kcal/g) 1a influencia de la energia v del
nivel protéico se manificstd en 40 %6 de proteinas, (OR 33 X107 » 8§53 X 1077 Wing de
proteina),

mientras que las otras cuatro dictas no mostraron diferencias  significativas
(P >0 05) (Fig 15)

EXPERIMENTO 2 -

L.a actividad dc la a-amilasa se vio influenciada por la variacion del nivel protéico
de las postlarvas de Penacus setiferus (P < 0 05) y ademas sc presenta una interaccion con
la energia dictética (Fig 16)

En las dictas de alta energia (4 kcal/g) (tabla 11) la actividad incrementé conforme
aumento la proteina cn 1a dicta hasta el tratamiento con 40 25 de proteina (18 03 X 107 4+
0.72 X 107 Wmg de proteina). disminuyendo en 60 % de proteina (6.53 X 107 + 0 28 N
102 W/mg de proteina)

Para las dictas de baja cnergia (3 kcal/g) (tabla 11) también aumentd la actividad

amilolitica observandose la maxima con 40 %% de proteina, (15 88 X 102 + 0 0061 Wmg de
proteina).
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TABLA. 11 ACTIVIDAD DE a-AMILASA DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS
DE LAS POSTLARVAS DE Penaeus setferus DE CONDICIONES CONTROLADAS
(experimento 1y 2) Y DEL MEDIO NATURAL PROMEDIO - ERROR ESTANDAR

""‘;:W‘ EXPERIMENTO §* | EXPERIMENTO2® | MEDIO NATURAL
PROTEINA
ENLA TALTA  BAIA  JALTA  [BAA W wTiw
DIETA | ENERGIA | ENERGIA | ENERGIA | ENERGIA ;
(4 kealed | (3 kealg) | (dkeale) | (3 keal'n) )
20 G5 e048" | So0e0iB | 999epdy’ | e | PSRV ms;lusi
30 15850 348% | 649+017" | 1207200™ | 11832029 | JUVENILES | 839234
10 5074018* {98344553° [ 18034072 L1888 0061° [ ADULTO WAT. |
905
S0 | 78700 | 815203* [ 163940287 | 110207 [ ADULTO FCTEN
3101
60 16574018" | 11474018 | 653+028" ADULTO 164
$17
ADULTO mlee |
ung

*actividad expresada en w/mg de proteina X 10°
Supraindices distintos indican diferencias significativas (P<0.05)
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B) MEDIO NATURAL

L.a actividad de la a-amilasa (tabla 1) fue dec 197.5 + 14.4 w/mg de protcina pars
Ias postlarvas, en juveniles la actividad fue de 743.9 + 23.4 Wmg dc protcina y parm los
adultos los valores oscilaron entre 2043.6 4 83.01 a 5116.4 + 461.7 Wmg de proteina.
(Fig. 17).

La prucha de t (de student) se realizd para detectar  diferenci

significativas de Ias diversas actividades de enzimas digestivas evaluadas (protei sas

totales, quimotripsing, tripsina y a-amilasa) de las postlarvas de condiciones controladas y
de las del medio natural. Parti

alarmente las dictas que presentaron la mavor actividad de
3 healig)

proteinasas, quimotrsipsina, tripsina y a-amilasa, es decir la dicta C (alta energi

con 30 %6 de proteina, 47.58 o de catbohidratos y 8.5 %o de lipidos v la dicta F (bs

cnergia, 3 kcal/g) con 30 26 de proteina, 11.-37 "o de carbohidratos y B S "o de lipidos. En

Ia tabla 12 sc presentan los resultados de la actividad enzimatica de las postlarvas del

medio natural y de condiciones naturales. S¢ encontro que existen diferencias gignificativas
(P < 0.05)
silvestres (Fi

re las postlanvas de Peravcus setiferies bajo condiciones controladas con las
s. 18, 19 y 20).
‘Tabla 12. Actividad cnzimatica de las postlarvas del medio natural y de condiciones

controladas {que presentaron las mas alta actividad)

Postlarvas FROTPINASAS TRIPSINA QUINIOTIRIFSINA - ANTLLLASA
de TOTALES wing u/mg de (Wmg do protesna) | wimeg de proteene (A/P) x 10"
condiciones 4o provena. proteina. x1n*
controladas
Dieta C 2001 1.16 1451 + 23.5 016 079
30 % de + 693 + 018 + 008

proteina Alta

encrgia (4

keal/p)
Dicta F 536.1 28+0.11 979+ 4.6 0.98+0.15 .83
404 +123

proteina Baja

encrgia (3
kcal/p)
Postlarvas det 34224 702 —— 12040790 197.52 + 577.1
medio natural ) - 14.38
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PISCUSION

Las enzimas detectadas para los camarones crecidos en condiciones controladas
postlarvas de 40 dins (Pl.40) y silvestres (postiarvas, juveniles y adultos) de F2, setiferus en
este trabajo han sido identificadas, determinadas y caracterizadas en otros crustaccos (Tsai
er al. 1986, Van Warmboudt 1988, Tsai er «of 1991, Garcia-Carrefio 1992, Vega-
Villasante ¢f af. 1993; Glass y Stark 1993 y Vega-Villasante ¢f a/. 1995)

En los crustacecos y cspecificamente cn algunas especies de pencidos la

er al (1986 y 1991)
demostraron la presencia de quimotripsina en el hepatopancreas, estomagos ¢ intestinos de
los camaroncs que  estudiaron  lenacus  meonodon, 1

quimotripsina no se ha detectado o es muy baja, sin embargo, T

gaperticus, 1. penicillatus,
AMacrobrachium monoceros y A rosenbergn, concluyendo que depende de la utilizacion

de sustratos muy especificos para detectar la actividad de esta enzima  Forrellat ¢r al.
(1990) plantean que cn pencidos la actividad de la tripsina es muy alta y la de la

quimotripsina es muy baja. ésto coincide con los resultados obtenidos para este trabajo.
Como mostro et anal

is estadistico de los datos obtenidos en este trabajo, la
combinacion del contenido de proteinas y el ajuste del nivel de energia mediante
carbohidratos o lipidos en la dieta produjo variaciones en las actividades enzimaticas
digestivas medidas cn las postlarvas de 40 dias de /. sctiferus, aunque no existe una
correlacion lineal entre las actividades enzimaticas con cl contenido de proteina y ¢l nivel
de energia.

La evaluacion del efecto de la relacion entre el contenido de proteinas de la dicta y
el nivel de energia, manteniendo fijos los lipidos (experimento 1) mostro que en las dictas
de baja energia (3 kcal/g) el pico mas allo de actividad de tripsina, quimotripsina, a-
amilasa y proteinasas totales se obtuvo con 40 %6 de proteinas, mientras que en las dietas
de alta energia (4 kcal/g) las mayores actividades se obtuvieron con 30 %5 de proteinas.

Los resultados del experimento 1 (Tablas 8, 9, 10y 11, Figs 6, 9, 12 y 15) nos
indican que cxiste un cfecto de la dicta sobre las actividades en

maticas digestivas al
variar el contenido de proteina y el nivel de energia en las dictas isolipidicas. En generat no
se observo una relacion lineal, es decir no correspondié un aumento constante en las
actividades enzimaticas al aumentar el nivel de proteinas en la dicta. Sin embargo, es claro
que las mayores actividades no se distribuyen de manera aleatoria, sino que se agrupan en
un pico diferente para cada nivel de energia  Es interesante hacer notar que las actividades
(proteinasas totales, tripsina y @-amilasa) obtenidas con 40 % de proteinas y bajo nivel de
energia (3 kcal/g) son, cn general mucho mayores que las obtenidas con 30 % de proteinas
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y alto nivel de cnergia (4 keal/g), con excepeion de fa actividad de quimotripsina, que

resulto mas alta con esta Gltima ¢

sta Los resuftados de la actividad de Tas enzimas
digestiv

s para el experimento 1 demuestran que Lo dieta con 40 %5 de prot

a vy baja

(3 keal/g) coinciden con los tequerimientos nutricionales (mayor crecimiento 9 6
%% de myg din', la
biomasa (1IRB)) s

cnergi

as alti sobrevivenci

65 "oy el mas alto incremento relativo de la
i los datos de Gasiola (100.1)

La evaluacion del efecto de

acion entie ¢l conter

4 rel do de proteimnas de la dicta v
el nivel de encr

con los dol experimento 1 (Figs o, 9 12 v 15)

1 mantenicado tijos los carbohidratos fexperimentao 20 Tablas 8.9 10§

s 7,10, 13 v 1o) sevelo una dispersion mportante de los datos, en comparacion

Aunque o] analisis estadistico muesta
algung

diferencias que son <y

nficativas, no existe uan patton cbirro, el de interpretn

como en el caso de las dictas isolipidicas Es importante hacer on,

notiy QUT. SN ONCCP
los  svalores  de actividad  mas altos obtenidos con las dictas
i
casos hasta en un orden de magnitud

isolimdicas  son

ativamente menores que los obtenidos con las dietas del experimento 1 en aluoanos

Aumpue los resul

dos de

actividad enzimati
correlacion con los’ requerimientos nutri

no demuestran una coincidencia o

onales (Gaxiola, 1994) como en el caso anterior

es importante destacar que se abserva que la dicta con 20 vy 60 %5 de proteina v alta

encreia (<1 kcal/g) tucron los resultados en crecimiento v sobrevivencia los mas bajos
comparados con los otros tratamicntos {(la mas baja sobievivencia 263 v 3009, peso
promedio de 0 021 y 0 036 g respecti

nente) (Ci

xiola, 199-1) Con respecto a las dictas
3
kecal/g) fue la mas baja y presento diferencias signilicativas con los otros tratamicntos con

de baja energ

(3 kcal/g ) se observo que la dicta con 60 "5 de proteina v baja energ

respecto a los requerimientos nutricionales, tuvo la mas baja supervivencia (291 %a) v ol
peso promedio (0 0S2 ) no fue muy hajo comparado con las otras  dictas
resultados reflejan un efecto de la concent

Listos

acion de proteinas v de los carbohidratos en la
dicta Asi como lo plantea Van Wormhoudt (1980) para Jalaemaon servaties donde plantea

que

as dictas ricas en carbohidratos v pobres en proteina producen un crecimiento pobre v
una alta mortalidad, lo mismo sucede con alimentos ue contienen una alta cone
dc protcina

sntracion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran gue la combinacion del
contenido de proteina con el nivel de energia producen variaciones en la actividad
enzimatica aungue ¢sta no presentd un patron lineal  Esto coincide con los repattes de
Hoyle (1973) donde e v
lipa cta de
HHomarns americanus, aungue no mostro una adaptacion significante, observo un aumento

actividad especifica de amil

. protein

generale:

sas para examinar la adapta,

wn digestiva a diferentes niveles de g

midon en la d
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general en cada una de esas actividades, sugiricando que cs probable que la adaplacion
ocurra. También Van Wormhoudt ¢ al. (1980) para Dalacmon scrratus, repono que la
animales (que pesan entre 80 y 380 my, se obtienc con
una dieta que contiene 3 S % de carbohidy

mejor tasa de crecimiento para los

s y 60 %% de proteina,  las dictas que son
vicas en carbohidriatos v pobies en proteina dan por resultado un pobre crecimiento y alta
mortalidad, lo ay

prot

Nneacutre par

nentos que contienen una alta concentracion de
ina Concluye que las vatiaciones en el peso himedo del hepatopancre
actividades de enzimas digestivas totales estan unidas i las v
crecimiento del camaron

as y en las

ariaciones en la tasa del

Lee v bawience (198:3) detenminaron que of tamafio del ¢
nivel de prot

naraon, la tuente y el

a on Lo dicta atecta en alpuna medid
vanpener En ouo trabg

actividdad proteolitica en Hleraens
o Lee v Lawrence (1985) examinaton cf efecto del

smbio en la
dicta v el nivel de proteina sobre fa tasa de crecimiento, sobrevivencia, digestibilidad de 1a
proteing

mento vy b actividad de enzimas

sestivas de diferentes tamaos de

won anahisis de re,

I acuferus Reali resion para comprobar si habia un aumento con

entre la d

ta con Jas activig

ades  espeaiticas de proteinasas total

s tripsina,
imilasa, esterasa no especitica v hipasa K analisis demaostro
una telacion sipnificativa entre estas dos tactores

cathoxipeptidasa 3, quitinasa,

Le Maoullac ¢f «f. (1994) ohservaron
que ks actividades de

ALpsana, (uinue

psina v oamilasi en Lievas de Fenacus vanname
estan

SN

tivamente afect

das por la calidad del alimento v son independientes del
crecimicnto Bn oteo i

0 Van Wormhoudt ¢f a4l (en prensa) detenminaron que ¢l nivel
de caseina en la dicta provoca un aumento en la actividad espe

ifica de 1a tripsina mientras
que by actividad espeatica de Ta amilasa disminuye cuando el nivel de cascina aumenta
Rodugaes ¢f af (19931 analiz

aron el cfecto det alimento vivo v ode una dicta artificial
idad enzin
existen diferencias entie la actividad de

y la die

micioe

capsulada sobre la acti atic

en lary

de I japwnncus concluvendo que

a tripsing en Ly

< alimentadas con alimento vivo
actividad  esta intfluenciada por una
En otro trabajo Rodriguez o al

a arntificial sugiriendo que 1a respucesta
ca a la dieta {1993) probaron tres tipos de
alimento observando que de acuerdo a la dicta suministrada ¢sta influyo sobre la actividad
de fa tripsing v Luamilasa

fisiolog

Los trabajos arsiba mencionados compruchan que Ly dieta influyve sobre la actividad

enzimatica en respuesta a diferentes concentraciones de proteina, a difcrentes tipos y
calidades de alimento Jo cual coincide con los resultados reportados en este trabajo. Asi se
concluve que ¢

ste un clecto directo de la dicta al variar el contenido de proteina y el
sobre la actividad de la enzing

nivel de energ,

s digestivas evaluadas en este trabajo
(proteinasas totales, quimotripsina, tripsina y a-amilasa) sin embargo es probable que
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existan otros factores internos y externos del organismo que provocan respuestas
diferentes en la actividad enzimatica.

La coincidencia que existe entre las mas altas actividades enzimaticas y la dicta que
promovio la mejor tasa de crecimiento parece de la mayor importancia, ya que podria
implicar una asociacion entre los niveles de actividades enzimaticas digestivas v el estado
fisiologico general de los animales Entre las implicaciones de esta relacion estana la
propuesta de que las bajas actividades que se observaron con otras dietas podrnan secr
debidas, al menos en parte. a una condicion fisiologica deficiente de los animales
experimentales De cualquier manera. estas consideraciones plantean preguntas que seria
interesante explorar en experimentos ulteriores

Con respecto al ciclo de vida para las postlarvas se han descrito diversos sub-
estadios. estos son reconocidos en ocasiones por detalles morfologicos dificiles de
identificar. asi en postlarvas en cultivo se ha convenido nombrar postlarva aquella que
viene de la metamorfosis del ultimo sub-estadio de mysis. postlarva 2 al segundo dia de ser
postlarva v asi sucesivamente (Alfonso c¢r «/ 1993) por lo anterior ¢n los organismos
experimentales es posible tener un seguimiento del desarrollo del organismo vy determinar
con certeza la fase en la cual se encuentra, por otro lado en los organismos silvestres no ¢s
posible tener un control del desarrrollo por lo que es posible que no se este comparando
organismos de la misma edad de desarrollo postlarval

La comparacion de los niveles de actividad de enzimas digestivas de las postiarvas
del medio natural con las postlarvas mantenidas con la dicta F (40 %0 de proteina, 11 47 %o
de carbohidratos, 8 5 %o de bpidos v 3 Kcal/g) la que promovio la mejor tasa de
crecimiento) revelo que las enzimas proteoliticas (proteinasas totales v quimotripsing)
mostraron niveles similares en ambas poblaciones, o incluso mayores para el caso de las
postlarvas experimentales (tabla 12 Figs 18, 19 v 20) En contraste con este hallazgo. la
actividad de a-amilasa mostro una gran diferencia. de varios ordenes de magnitud. entre
ambas poblaciones Resulta dificil encontrar una explicacion para esta diferencia tan
grande. sobre todo en ausencia de datos cuantitativos acerca del nivel de carbohidratos en
la dicta natural de estos organismos  Sin embargo no se puede ignorar la informacion
existente en relacion con las dietas naturales de estos organismos  Algunos estudios han
demostrado que /7’ scenferus es una especie omnivora-herbivora (McTigue v Zimmerman
1991 v Sanchez ¢r «f 1995) Con estos estudios tal vez es posible explicar la ahta actividad
amilolitica de los organismos del medio natural es decir que en ¢l medio en que habiten su
dieta consista basicamente de material vegetal como lo plantean Mc Tigue y Zinunerman
(1991) ademas existen evidencias de su limitada capacidad para degradar quitina (Marin,
1995) lo cual es una evidencia de su baja carnivoria. pero no hay que olvidar que no cs

56



posible dar una afirmacion absoluta a este respecto porque las fuentes de alimentacion
varian considerablemente incluso dentro de la misma especie, dependiendo de las
condiciones ambicntates bajo las cuales sc desarrollan y de las distintas fases del ciclo de
vida (Fernandez ¢f al 198R)

Cabe destacar que no es posible la comparacion de Ia actividad  especifica
(proteinasas totales, quimotripsina, tripsina y (x-amilasa) en |
setife

ctapas de desarrollo de /.

us, porque sc utilizaron diferentes partes del cuerpo para obtener el extracto

enzin

tico, postlarvas  (organismo  completo),  juveniles (cabezas) y  adultos
(hepatopancreas) Sin  embargo  se  abserve  que  la  actividad  en  general es
significativamente b,

a en postlarvas aumentando en juv

eniles y adultos Aunque no hay
ar que existen trabajos que teportan el cambio ontogendtica de la
cnzimatica (L.ovett y Felder, 1989, 1990a, 199%0h, y 1990c; Fang y Lee, 1992 y Gonzalez.,

que ol

Fraga y Carrillo, 1995) En cllos se plantea que los cambios en la actividad enzimaitica es
Ia respuesta a los camhios en la morfologia del sistema digestivo que sufren los

organismos, asi mismo son un reflejo de los cambios en los habitos de vida y alimentarios

Felder
(1990b) cancluyeron que aunque existe una correlacion de los cambios ontogenéticos en

1a actividad enzimitica con ¢l cambio en los habitos alimentarios v que este cambio puede

que sufren las larvas y los primeros estadios postlarvales  Sin embargo lLovett y

ser el producto del desarrollo, el cual puede reflejar una regulacion genctica temporal de la
sintesis de enzimas, mas que un cambio en la dieta A este respecto probablemente sca
necesario mayor investigacion a nivel molecular y bioquimico que nos permita conocer

con precision los cambios y mecanismos involucrados en la regulacion en.
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CONCLUSIONES

de la dicta v el nivel

La evaluacion del efecto de la telacion entre el contenido de protein

a, mantenicndo fijos los lipidos (experimento 1) mostra que en da dictas de bajs

. quimatripsina, (-anlasa v

encrgia (3 keal/g) ¢l pico mas alto de actividad de teipsir
s que en las dictas de alta

proteinasas totales se obtuvo con <10 %4 de proteinas, mient

se abtuvicton con 30 % s

encrgia (4 heal/g) las o

La evaluacion del cfecto de la relacion entre el contenido de protemnas de ta dicta v el nivel

de coergia. mantenicndo tijos los carbohidratos (experimento 2) revela una dispersion
importante de los datos, en comparacion con el expesitmento 1, siendo mucho menores las

actividades detectadas

Los resultados de la respuesta nutricional coincide con los de la actividad enzimatica esto

podria confitmir que los requerinlicntos optimos para postlarvas de 30 dias de /2 senferas

se localice a esta concentracion de proteing v con este nive! de energia (3 keal/p) es decir

Ia mas digestible v que refleie una condicion fisiologica estable

que la dicta se

La comparniacion de los niveles de actividad de enzimas digestivas de Tas postlarvas del

o

medio natural con las postluvas de la dicta F (30 o de proteina, 1147 ®a de
T

catbohidratos, B S % de lipidos y 3 khcal/g) revelo que las enzimas  proteohticas

(proteinasas totales v quimotripsina) mostraron niveles similares en ambas poblaciones, o

incluso mayores para el caso de flas postlarvas experimentales

La actividad de la a-amilasa en postlarvas silvestres es mucho mayor que los organismos
experimentales o cual indicaria de alguna manera los habitos alimentarios de estos

-herviboros

organismoas reportados como omnivero

La actividad enzimitica protcinas totales, quimotripsina,  tripsina ¥y at-amilasa fue

significativamente menor cn postlarvas aumentando en juveniles y adultos
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