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RESUMEN

Las proteinas constituyen la estructura y funcion de todo ser vivo de ahi que sea el primer nutriente a
considerarse en una dieta. La cantidad minima necesaria de ésta en larvas de camardn depende de la especie y
estadio por ello el presente trabajo tuve como finalidad determinar el requerimiento de proteina en protozoeas y
mysis de L. sefifarus y L. vannamei aimentadas con dietas microparticuladas purificadas a través de! incremento
en longilud, indice de desamollo, sobrevivencia, indice de calidad y rendimiento asi como la evaluacidn de la
actividad de proteasas y carbohidrasas y el consumo de oxigeno. El disefio experimental fue aleatorizade con
cuatro biensayos. Los niveles proteicos fueron 30, 40, 50 y 60%, 5% de carbohidratos para protozoeas y 15%
para mysis, y 6.5% de lipidos. El ratamiento testigo consistié en alimento vivo de acuerdo &l esquema basico
para cada especie y estadio. El indice de desamollo y el crecimiento fueron mejores con 30% de proteina para
prolozoeas de ambas especies y en 60 y 50% para L setiferus y L vannamei respectivamente, Con estos niveles
proteicos 1a actividad enzimatica fue diferente en cada especie y estadio al iqual que el gasto metabblico. Existid
una tendencia a metabolizar mas los proteinas que los carbohidratos en las larvas de L vannamei



INTRODUCCION

Los estudios sobre requerimientos nutritivos de crustaceos como el camardn se han desarrollade por el
incremento del cultivo de este organismo a nivel comercial. Las proteinas, lipidos y carbohidrates son fuentes de
energia que repercuten en el crecimiento, reproduccion y salud de los organismos y como consecuencia en la
sobrevivencia (Espinoza and Labarta 1987)

E! requerimiento dptimo de un nutriente estd definido como la cantidad minima del mismo que produce
¢l maximo crecimiento (Tacon 1990). E! requerimiento de cuakjuier nutriente se obtiene con experimentos de
alimentacion usando dietas artificiales, aunque los resultades arrojados no siempre pueden aplicarse a lodas las
especies cultivadas, pues existen diferencias notables en cuanto a las necesidades nutritvas entre especies {De
la Higuera 1990) e inclusive entre los diferentes estadios de una misma especie{lones ef al. 1997a). La
informacidn disponible sobre requerimientos nutitivos en larvas de camardn es escasa y ha sido generada
solamente para Marsupenaeus japonicus y Penaeus monodon (Tabla 1).

La necesidad de conocer el requerimiento de proteina para los camarones es debido a que es el
utriente que participa como constituyente de la estructura y funcidn de todo organismo vivo. Las necesidades de
ésta en Tos organismos disminuye a medida que avanza la edad (Espinoza y Labarta 1987). Usualmente es el
primer nutriente a considerar en la dieta de peneidos, ya que 1a requieren en altas concentraciones (entre el 30 y
70%) con fines energélicos para el manienimiento; ademas es el componente mas caro en la dieta (Tacon 1990;
Shiau y Yang 1992).

La cantidad de proleina que los organismos necesitan depende de la proporcion de aminoacidos
esenciales (Deshimaru y Kuroki 1974; Deshimaru y Yone 1978). También depende de la edad o estado fisicldgico
del organismo {Kanazaws y Teshima 1981; Kanazawa 1984). A diferencia de los animales lerrestres criados en
cautiverio, los peces asi como los camarones presentan un requerimiento de proteina mas elevado, debido a sus
habitos alimenticios y af uso de esta con fines energéticos. Para estos organismos es mas metabolizable 1a
energia desde €l catabolismo de las proteinas que desde los carbohidratos (Tacon 1990; Rosas ef af. 1997).

Con la ingestién del alimento las larvas adquieren energia que es almacenada v ransformada de acuerdo
a su uso. En el caso de los camarones, parte de esa energia se emplea en el crecimiento, en la muda, en Ja tasa
metabolica (estimada por el consumo de oxigeno) y en la excrecion nitrogenada (Kurmaly ef al. 1983b). Asi el



consumo de oxigeno, puede ser visto como un reflejo del costo metabdlico asociado a la ingestion y asimilacion
de cada tipo de alimento (Kurmaly et al. 1989b; Rosas ef al 1995)

. El andlisis de las enzimas digestivas es una herramienta en estudios de nutricion al describir los patrones
en un anima! con un régimen alimenticio y permite conocer su respuesta a diferentes fuentes y niveles de
nutnentes (Lee ef al. 1984). La identificacién de las enzimas digestivas, el conocimiento de su modo de accién y
sus cambios durante el desarrolio larval, son necesarios para la formulacion de dietas adaptadas a la fisiologia de
cada especie {Gonzalez ef al. 1994). Asi mismo la variacidn de su actividad puede estar asociada con cambios en
la morfologia def tubo digestivo (Lovett y Felder 1990; Gonzalez ef al 1994), con la dieta (Le Vay et al. 1993; Le
Moullac et al 1994, Rodriguez ef al 1994; Kumlu y Jones 1995, Lemos ef al. 1989) y en el tamaiio de los
camarones (Lee y Addison 1985).

En los camarones, la etapa larval ha sido muy poco estudiada en cuanto a los requerimientos
nutrimentales, las investigacionss se han enfocado fundamentalmente a la fase juvenil, debido a la umgente
necesidad de incrementar el rendimiento de los cultivos de estos organismos.

Tradicionalmente las larvas se han cultivado principaimente con alimento vivo (Gallardo ef al. 1995,
Kuban et al. 1985; Samaocha et & 1988; Tobias-Quinitio y Villegas 1982} entre otros. Algunos aulores han
combinado el alimento vivo con dielas arificiales (Bautista et af. 1991; Gelabert ef a/. 1987; Gallardo 2000) o bien
lo han sustituido totalmente (Kurmaly et af. 1989a; Teshima et af 1982), )

A pesar de las cualidades nutimentales de las microalgas se ha intentado sustituir el afimento vivo por
¢l ariificial, pues se sabe que el alimento vivo presena una variabilidad bioquimica en funcidn de fa
concentracion de nutrientes ulilizados y de la etapa de cultivo, fo cual afecta su valor nutimental (Jones et al.
1997b; Arredondo-Figueroa 1998). Aunque se conoce la composicion aproximada de carbohidratos, lipidos y
proteinas del alimento vivo, ésta cambia en cada especie de microalga de ahi que se empleen mezclas de ellas
para cubrir requerimientos dietéticos especificos, por eflo la mejor allemativa para determinar éstos es el uso de

dietas artificiales ‘pues su formulacion balanceada se puede ajustar a las necesidades nutrimentales de las — -

diferentes especies y estadios (Bautista et al. 1991; Chamberlain 1988; Jones ef al. 1997b). Estas dietas deben
ser disedadas fomando en cuenta el {amafio del organismo, sus hébilos aimenticios, entre oiros factores, que

garanticen la disponibilidad de los nutientes.



Hasta la fecha la produccion de postlarvas de camarén se ha reglizado exitosamente con el alimento
vivo y con dielas artificiales como complemento a éste, buscar una alternativa en 1a alimentacién de las larvas
conociendo ef requerimiento especifico de nutrientas para cada especie y estadio, ayudaria a establecer mejores
esquemas alimentarios y como consecuencia una mayor produccion de semilta para cultivo.

HIPOTESIS

E! requerimiento de proteina es especifico para cada especie y disminuye conforme aumenta la edad de
los camarones, entonces el requerimiento de este nulniente de las larvas de Liopenaeus setiferus sera diferente
al de las larvas de Litopenaeus vannamei y tendera a disminuir conforme se avance en la etapa larvaria.

Lilopenaeus sefiferus es una especie altemativa de cultivo en el Golfo de México (Sandifer et al. 1993)
mientras que L. vannamei es el camaron mas cullivado desde el inicio de la camaronicultura en nuestro pais y
ocupa el 16% de la produccion mundial {Rosenberry 2000). Si para ofras especies de peneidos de importancia
comercial se ha podido establecer el requerimiento de proteina con dielas artificiales, enlonces sera posible
determinario para estas dos especies de camartn blanco, L. setiferus y L. vannamei.

OBJETIVOS
* Detarminar ef requerimiento de proteina para los estadics de protozoea y mysis de Lifopenacus sefiferus y L
vannamei con dietas microparticuladas purificadas a partir del crecimiento, el indice de desarrollo, indice de
calidad y sobrevivencia,

* Evaluar el impaclo de las diferentes concentraciones de proteina dietetica en |a tasa respiratoria de las
protozoeas y las mysis de L. sefiferus y L Vannamei,

* Determinar ¢l efecto de disilnta concentraciones de proteina dietética en la actividad enzimética de proteinasas
{tripsina, quimiotripsina, proleasas totales), carbohidrasas (glucosidasa, «-amilasa) y la razén amilasa/proteasa
de las protozoeas y mysis de L. setiferus y L. Vannamei.



ANTECEDENTES

El ciclo de vida de los camarones peneidos presentan tres estadios larvales, nauplio, protozoea y
mysis. La fase naupliar con 5 subestadios se alimenta de las reservas del vitelo del huevo. La zoea 0 prolozosa
con 3 subestadios que es planctdnica v filtradora y se alimenta de diversas especies de fitoplancton en funcion
del tamafic de su boca y la forma o dureza de éstas células. Las mysis con 3 subestadios, también planciénicas,
filtradoras ¥ depredadoras se alimentan tanto de fitoplancton como de zooplancton {Jones ef al 1997b). Las
protozoeas al ser filtradoras requieren altas concentraciones de microalgas, mientras que 1as mysis necesitan
menos cantidad de éstas y méas proteina animal, pues al avanzar en su desarollo cambian de ser filtradoras a
raploriales (Espinoza y Labarta 1987; Kumiu ef al. 1996).

Entre protozoeas y mysis, no solo hay diferencias en sus habitos alimenticios, sino también en fa
rorfologia y funcionamiento del aparato digestivo, aunqua éste sea muy simple {Lovett y Felder 1989; Lovetty .
Felder 1990). Se sabe que en ias protozoeas, la digestion se realiza en el diverticulo anterior del intestino medio
y el hepalopancreas a fravés de enzimas {Lovett y Fekder 1980). Estas larvas presentan una baja eficiencia de
asimilacion y un corlo liempo de gastroevacuacion {alrededor de 15 minutos) por lo que niecesitan una suficiente
produccion de enzimas (Jones ef al. 1997b). Las mysis, en cambio, desarmollan fuertemente los dientes de la
porcidn gastrica lo que les permite ser mas carnivoras; en comparacién con las prolozoeas , retienen mucho
alimento y asimilan un alto porcentaje de energia de sus presas {Kumlu et al. 1996).

Se conoce la composicion aproximada de proteinas, carbohidratos y lipidos de algunas microalgas de
uso comin en la alimentacion de larvas de camardn (Tobias-Quinitio y Villegas 1982; Aujero, Milamena, et al.
1983). El porcentaje varfa dependiendo de la especie, 1as condiciones ambientales donde se cultivan y la fase del
crecimiento. Debido a estas variaciones, trabajos que determinen un requerimiento nufricional para larvas con
alimento vivo; es el de Thompson y Harrison (1992} quienes utlizando solo Thafassiosira pseudonana,
alimentaron a !arvas de Crassostrea gigas. Ellos obtuvieron altos crecimientos cuando las microalgas conlenfan
baja proteina y attos carbohidratos. Encontraron que la gran cantidad de &cidos grasos esenciales (22:6w3) que
contienen las células crecidas con alta luminosidad, les permite atas larvas crecer mas.

Existen trabajos previos a los requerimientos nutricionales en larvas de peneidos con alimento artificial

demostrando que éste permite crecer a las larvas de igual forma que el alimento vivo, en condiciones de



laboratorio {Kurmaly ef al 1989a; Jones and Kurmaly 1987; Jones et al 1989; Teshima et al. 1982) y en escala
comercial (Kummaly et al. 1989a; Cttogalli 1991).

En cuanto a los requerimientos como tal, Kanazawa and Teshima (1981) determinaton que las larvas de
M. japonicus requieren diez aminoacidcs esenciales y que sin estos los organismos presentan pobres
crecimientos. De manera similar Teshima et al. (1986) adicionaron L-arginina a una dieta cuya fuenle de proteina
fue la caseina Encontraron que 1a sebrevivencia y el desamollo fueron iguales o mas allos que los de las farvas
alimentadas con alimento vivo. Determinaron que es mas efectiva la caseina enriquecida con los aminoécidos

esencigles que no se encuentran en efla,

Kanazawa ef al (1971) y Shudo ef al (1971) demostraron que larvas de M. japonicus requieren
estercles para crecer y sobrevivir y que 0.5% de colesterol es el nivel Gplimo, sin embargo Teshima and
Kanazawa (1982) encontraron que con 1.0% el crecimiento y la sobrevivencia son mejores. De manera similar
Jones ef al. (1979a); Teshima y Kanazawa (1984); Kanazawa et al. {1985) estimaron que son necesarios Acidos
grasos y fosfolipidos para crecimiento y sobrevivencia de larvas de M. japonicus. A este respecto para L
vannamei Cruz-Teran (2000) probé diferentes fuentes lipidicas en larvas de L. vannamei a través de dietas
microparticuladas isopreteicas. Vario el porcentaje de lipidos de 15 a 25% encontrando que no habia diferencias
significalivas en crecimiento en longitud, sobrevivencia e indice de desamollo entre estos niveles lipidicos y el

alimento vivo.

Para determinar &l requerimiento nutrimental de proteina Teshima y Kanazawa (1984) emplearon dietas
microparticuladas desde protozoea hasta postlarva 1 de M. japonicus. Ellos combinaron  diferentes niveles de
proteina y lipidos, y proteina y carbohidratos para determinar los 6ptimos relacionando estas fuentes energéticas.
El estudio se realizé usando el indice de desarrollo y 1a sobrevivencia. Encontraron que los efectos de los niveles
de la proteina dietética varian con el incremento en los niveles de carbohidratos y no con los lipidos. Ellos
explican que los carbohidralos pueden ser utilizados mas eficientemente porque M. japonicus es una especie
herbivora. Para estos autores 45%, 45-55% y 55% de proteina comesponde a 25%, 15% y 5% de carbohidratos,
respectivamente, comao niveles 6plimos.

Los trabajos publicados sobre requerimientos nutricionales en larvas de camarones peneidos se
presenta en la Tabla 1. En ella puede notarse que solo se conocen los requerimientos para M. japonicus y P.
monodon ¥ que los requerimientos de proleina, lipidos y carbohidratos de las farvas de estas especies son

diferentes.



P. monodon presenta un infervalo muy amplio de todos los nutrientes y el requerimiento de cada uno
de elies varia notablemente entre los autores; esto en parte es debido a la matodologia y a tipo de dielas
empleadas (De la Higuera 1990; Halver 1989). También existen diferencias entre los estadios larvales, inclusive
dentro del mismo subestadio (Kurmaly 1989: Kurmaly et al. 1988; Kurmaly ef al. 1989a), eslo es porgue las

necesidades de pioteina, carbohidratos y lipidos en cada subestadio cambian.

Tabla 1.- Trabajos realizados para conocer los requenmientos nutricionales de proteina (P), carbohidratos { C) y
lipidos {L) de las larvas de peneidos. P=protozoeas, M=mysis Los valores estan dados en porcentaje.

ESTADIO P c L AUTOR
Marsupenaeus japoricus Py M 45.55 5-26 65 Teshima and Kanazawa (1584}
44 Besbes (1987)
Panaeus monodan P 48-52 24-33 235 Kunnaly et al. (1989a)
M 51-56 75178 18.2 Kurmaty et al. (1989a}
P 30 Khannapa (1979)
P 43 ¥unmaly et 2. (1989}
M 16 Kurmaly et al. (1985b)

Sobre la bioquimica de la nutricion existen estudios sobre ontogenia de enzimas digestivas en las

larvas, los cusles se presenta en tabla 2. Puede notarse que la mayoria de estos trabajos se han realizados con

alimento vivo. De manera general fa aclividad enzimatica en las diferentes especies es similar, encontrandose los

picos de actividad de las proteasas a finales del estadio de protozoea y los de las amilasas al inicio de mysis.

Estos cambios en la actividad enzimética pueden estar correlacionados con fa dieta y los habilos alimenticios

Lovett and Felder {1990).



Tabla 2~ Actividad enzimética registrada en larvas de peneidos. En las columnas de las enzimas se encuentra el
estadio en donde se presentd el pico de actividad de acuerdo al tipo de alimento empleado. P hace
referencia al estadio de protozoea, M a mysis y PL a postlarva.

ESPECIE ALIMENTACION PROTEASAS AMILASA RAZON TRIPSINA QUIMOTRIPSINA AUTOR
. AP .
Litopenaeus setferus  Microalgas P M Mil {Lovett and Felder 1990}
Lilopenaeus schimitti  Microalgas P PL5 M I {Gonzalez et af. 1994)
Farfantepenacus )
paulensis Microalgas PIl-MI PI-PIIl {Lemos ef 5. 1999)
Marsupenaeus .
{aponices Microalgas M1 {Le Vay of a1, 1393)
Microparticulado Mt {Le Vay et af. 1993}
Liopenseus vannamei Microalgas PH Pl P {Le Moullac of &, 1996)
Microparticulado el P Pl {Le Moullac et af. 1996)
Penasus monodon _ Microalgas MI PL 1D Ml {Fang and Lee 1992)

En larvas de L. vannamei, Medina-Reyna et al. {2000} evaluaron tres especies de Chaefoceros y una
especie de Dunafiefla, con la finalidad de conocer que especie contribuye mejor a la estimulacion de snzimas en
Ias protozoeas de esta especie. Le Moullac ef al (1994) al evaluar la actividad de tripsina, quimotripsing y -
amilasa en larvas de L. vannamei con diferentes fuentes proteicas y de carbohidratos, estimaron que dicha
induccion enzimalica es debido a la calidad del alimento independientemente del crecimiento. Esto también se
comobord para M. japonicus, (Le Vay et al. 1393) cuando determinaron la influencia de! alimento vivo y artificial en
la actividad de !a tripsina. Para este especie un allo crecimiento fue acompafiado por un alta actividad de la
tipsina.

Fang and Lee {1992) estimaron la actividad de proteasas y carbohidrasas desde larva hasta adulto en
P. monodon con la finalidad de conocer la fisiologia digestiva al determinar los picos de las enzimas y la razon
amilasa/proteasa; mientras que para Fenneropenaeus indicus {Kumlu and Jones 1995} evaluaron la actividad de
fa trpsina en larvas de alimentadas con microdlgas y suplementada con dietas arlificiales obteniendo
crecimientos simflares a las del alimento vivo solo. Esles investigadores encontraron una mayor actividad de la

tripsina en protozoea cuando el pico se presenta en mysis.

Reportes de evaluaciones del consumo de oxigeno en larvas de camaron se encuentran los de
Kurmaly ef al. {1989b) quienes alimentands larvas de P. monodon con microalgas y Arternia evaluaron las fasas

de ingestion, respiracion y crecimiento para calcular ka energla que emplean las larvas en estas funciones. Para

2



las larvas de L. sefiferus (Rosas et al. 1995} y L schimitti (Rosas et al. 1997) evaluaron el consumio de oxigeno
en larvas de L. setferus alimentadas con microalgas y nauplios de Ademia encontraron un aumento de éste a
medida que avanzaba el desamollo larval, ademas de que existe una acumulacién de energia metabélica en
protozoea lil Estos autores reportaron consumes de 0.5 a 12 pgOz hrtiarva! de protozoea | a mysis HIl.

En larvas alimentadas con dietas artificiales (Gallardo 2000) emple¢ una dieta que contenia 52.7% de
proteina, 11.5% de lipidos y 13.5% de carbohidratos con la finalidad de saber la concentracién adecuada de esta
dieta que pudiera sustituir los nauplios de Artemia. Midié el consumo de oxigeno de las larvas y lo relaciond con
el crecimiento, sobrevivencia e indice de desanmollo y determiné que de 0.11 a 0.13 mg lava'dia' es la
cantidad adecuada de microparticulada para las larvas de esta especie. Con 0.13 mg larva'dia? las larvas
consumieron en promedio de  0.44 a 1.69 pgOz hrt larvar! de mysis | a postiarva 1.

MATERIAL Y METODOS
OBTENCION DE LOS ORGANISMOS

Las larvas de L setiferus empleadas para cada experimento se obtuvieron del desove de una hembra
recién colectada de la Sonda de Campeche frente a la Isfa del Carmen a 4 brazas de profundidad e inseminada
artificialmente en el laboratorio. Por otro lado, las larvas de L vannamei fueron donadas por la Granja Sisal de
Industrias Pecis, (Mérida, Yucatén), éstas provenian del desove de una sola hembra.

DISENO EXPERIMENTAL
El disefto experimental empleade en los cuatro ensayos que conformaron la presente investigacion fue

completamente aleatorizado con cinco ratamientos y tres repeticiones para cada tratamiento. Los indicadores
evaluados se presentan en latabla 3.
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Tabla 3.- Disefio experimental empleado para la evaluacion de los requerimientos de proteina de las larvas de L.
setiferus y L vannamei, Pl=prolozoeal, Pll=protozoea Ii, PHi=protozoea Iil,

PROTO 7ZDFAS MY SIS

L. setifarus L. vannamei L. satferus L vannamei

% DE PROTEINA 30, 40, 50, 60 30, 40, 50, 80 30, 40, 50, 60 30, 40, 50, 60

% DE CARBOHIDRATOS 5 5 15 15

% UPIDOS 65 65 65 65

DOSIS DE ALIMENTO PIPIN 0.13 P10.06 - 0.08 013 032

] &l

mglarvar! dia PIHPII .10

FRECUENCIA DE ALIMENTACION  cada 4 horas cada 4 horas cada 6 horas cada 6 horas
Crecimiento (longitud) Crecimiento flongitud}  Crecimiento flongitud)  Crecimiento {longitud)

EVALUACIONES NUTRITIVAS Indice de Desamolto  Indice de Desamolio Indica de Desanolic  Indice de Desanulio
Sabrevivencia Sobrevivencia Sobrevivencia Scbrevivencia

tndice de Calidad Indice de Calidad

RESPUESTAS METABOLICAS Consumo de oxigeno  Consumode oxigeno  Consumode oxigeno  Consuma de crigeno
Proteinas tolales Protemas tolales Proteinas totales Proteinas tolales
Proteasas lotales Proteasas totales Proleasas lotales Proteasas totales

RESPUESTAS BIOQUIMICAS Teipsina Tripsma Tripsna Tripsina
Quimctripsina Quimotripsina Quimotripsina Quimotipsina
a-Amilasa a-Amilasa a-Amilasa o-Amilasa
Glucosidasa Glucosidasa Glucosidasa Glucosidasa

ELABORACION DE LAS DIETAS

Las formulaciones de las dietas que se ulilizaron en |a presente investigacion se indican en |a tabla 4,

Las dietas para las larvas de L sefiferus y L vannamei se elaboraron moliendo con un moline ciclénico de
aspas inicialmente las materias primas secas, excepto el almidon y of alginato, hasta obtener un tamafio de particula
menor de 50 micras. Estas particulas fueron anafizadas con un medidor de parliculas de rayo laser MALVERN
$B.0D. Todas los ingredientes fueron pesados en una balanza analitica.

Los ingredientes secos se mezclamn, 2 excepcion del agluinante, por espacio de 20 minutos en una bolsa
de piastico para inco:porados ;ierfeciamente. Posteriormente a los ingredieétes se les agregd bos aceites previamente
mezclados con la lecifing, en la misma bolsa. Se continubo agitando por 15 minutos mas, de tal manera que ks
aceites se incorporaran a la mezcla. Después de este tiempo se agregd el alginalo y el almidén previamente
mezclades y pregelatinizados con un minimo de agua, hasta oblener una pasta y poder elaborar los extrudidos con
un triturador de papas. . -



Los extrudidos fueron vaporizados durante 15 minutos y después se secamn en estufa a 60°C no més de 8
horas con 'a finalidad de evitar 1a pérdida de Yos nutrientes. Una vez seco ! alimenta se molio primero en un rotor
casero y después en e molino ciclonico para obtener particulas alrededor de 50 micras. Todas las dietas se
mantuvieron envasadas al vacio y a 4°C hasta su uso.

Tabla 4.- Ingredientes ufilizados para 1a elaboracién de las dietas microparticuladas con distintos niveles de
proteina para protozoeas y mysis de L. setiferus y L. vannamei. Las dietas con el nimero 1 comesponden
a las de prolozeeas y con ef numero 2 para mysis.  *E.D.= Energia digestible (Kjgr?).

TRATAMIENTOS
Al%h) B(%) C%) B{%)

At A2 B1 B2 ¢t c2 D1 D2
CASEINA 3213 3213 4278 4278 5354 5354 642 642
ARGININA 169 169 2z 22 28 28 33033
ALMIDON 5 13 5 9 5 15 5 13
ACEITE DE BACALAD 25 25 25 25 25 25 25 25
ACEITE DE GIRASOL 25 2% 25 25 25 25 26 25
GOLESTEROL g5 03 05 05 05 05 05 05
LECITINA 10 10 10 10 10 10 w10
ACIDO ASCORBICO 05 05 05 05 05 05 05 05
PREMEZCLA VITAMINAS L W 17 17 1717 177
PREMEZCLA MINERALES 0g 08 08 08 08 o8 08 08
ALGINATO DE SODIO 10 10 10 10 10 10 0o 10
CELULOSA 5068 4068 047 2947 2816 1816 15695 695
*ED. 981 1153 1194 1366 1407 1579 1620 1792
PROTEINAS TOTALES 30 30 40 40 50 50 &0 8)
CARBOHIDRATOS TOTALES 5 15 5 15 § 1% 5 1%

LIPDOS TOTALES 65 65 65 B5 65 65 85 65

11



BIOENSAYOS PRELIMINARES

Las dietas elaboradas presentaron diferentes tamaiios (tabla 5) con la finalidad de conocer si estos
tamafios de particula eran digeridos por protozoeas y mysis y  definir la frecuencia de alimentacién, se hicieron
dos pruebas preliminares con larvas de L sefiferus, .

Tabla 5- Didmetro promedio obtenido en la elaboracion de las dietas microparticuladas. Los numeros 1 hacen
referencia a 5% de carbohidratos (para protozoeas) y el nimero 2 a 15% de carbohidratos (para mysis).

DIETA % PROTEINA MCRAS
Al 0 216
A2 X 2.6
B1 40 379
B2 40 24
c1 50 2.1
Cc2 50 4845
Dt 60 4018
02 60 434

Para determinar si distintos tamafios de particula eran filados, capturados y asimilados de igual manera por
las profozoeas y mysis se colocaron nauplios 1V en 5 litres de agua de mar filrada y esterilizada a una densidad de
100 Yarvas firo! en tanques conicos de 10 liros de capacidad. Se empled un disefio experimental combinando tres
dietas, 1as de los tamaiios extremos y un inlermedio (A2, B1y C2} y tres frecuencias de alimentacion (4, 6 y 8 horas).
La racidn de dimento fue 0.13 mg larva?! dia? {Gallardo 2000). En ambos experimentos cada tratamiento tuvo dos
réplicas.

Las mysis s& sembraron 50 protozoeas Hll por litro en B littos de agua de mar {con el mismo
prefratamiento que en el bioensays de las protozoeas). A las prolozoeas se les alimentd con el esquema basico
ftabla 6) y a partir de mysis | s6 !es realizé un recambio de agua del 50% para eliminar microalgas y nauplios de
Arfemia de tal forma que las larvas solo tuvieran acceso a alimento microparticulado. Se les alimentd con 013 mg
lava' dig’ de la dieta microparticulada cada 6 horas.

Media hora antes y después de cada toma de alimento, se hicieron revisiones al microscopio dptico de los
tubos digestivos y los cordones fecales. En los twbos digestivos se considerd el espacio que ocupaban las particulas
en ésie. Si era completamente $e considerd un tubo digestivo lleno, si solo era la mitad anterior o posterior se
considerd medio lleno y si carecia de particulas era vacio. En ia revision de los cordones fecales, si estos no
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sobresdian las espinas caudales fue considerado corto, si akanzaba el tamafio de la larva era lamgo y si
sobrepasaban el taméadio de ésta fue considerado muy largo. Ademés se observd Ja movilidad de fas larvas y kmpieza
de fas setas.

Se encontr que los tres tamafios de particula fueron ingeridos por las protozoeas y las mysis. De acuerdo 3
la frecuencia de alimentacién, en el bioensayo de prolozoeas, sok se encontraron larvas al final de este experimento
cuando se alimentaron ¢ada 4 y 6 horas. Las protozoeas alimentadas cada 4 horas en su mayoria presentaron tubos
medio vacios y cordones fecales largos, de ahi que se considerd esta frecuencia como adecuada. Las protozoeas
dimentadas cada 6 horas presentaron tubos digestivos vacios o medio vacks y aigunas de ellas llegaron a presentar
cordones fecales

BIOENSAYQS DEFINITIVOS

En los experimentos de protozoeas se ulilizé una densidad de 100 nauplios IV litro! en 5 litros, ios
cuales se colocaron en recipientes conicos de 10 litos de capacidad. A las larvas se les adiciond una
concentracion inicial dnica de la diatomea Chaetoceros cerafosporum (30 000 cel mi para L sefiferus y 10 000
cel ml para L. vannamer) con la finalidad de estimular Ia actividad enzimatica. Cuando cambiaren a protozoea |
se les aimentd Gnicamente con su comespondiente racion de alimerﬁo artificial {tabla 6) cada 4 horas hasta que
alcanzaron el estadio de protozoea M. Para los experimentos de mysis en 8 litros se sembraron 50 mysis | por
iitro en los tanques conicos de 10 litos. A pardir de este subestadio se comenzd a alimentar a las larvas
{nicamente con el alimento microparticulado {tabla 6). El alimento arificial se suminisird cada 6 horas. Al
tratamiento testigo de todos los experimentos se le ajustd el alimento dos veces al dia de acuerdo a su esquema
de alimentacion (tabla 6).

El agua de mar utilizada para todos los experimentos fue pasada por filtros de arena, de cartucho de 1
micra, de distomeas y esterilizada con luz ultravioleta. Se adiciond EDTA a razdn de 10 mg litro~? para eliminar
metales pesados. Dos veces &l dia se midid el pH, la salinidad, el oxigeno disuelto y la temperatura, A los
experimentos de mysis diariamente se recambié el 50% de agua.



Tabla 6.- Esquema de alimento vivo empleado en el tratamiento testigo para protozoeas y mysis de L. sefiferus
(GaVardo ef al 1995) y L vannamei (Le Moullac 1994). Las microalgas fueron Chasfoceros
ceratosporum y Telraselmis chuii, las canfidades estan en cel mi. €l alimento artificial de las dietas
experimentales esta en mg lava'diat,

ALIMENTC ALIMENTO
VIVO ARTIFICIAL
Estadio Diatomea Flageiado
L. seliferus NV
Pl 30000 013
Pll 30 000 2000 0.13
Pl 40 000 3000 013
M 40 000 3000 013
Mit 40 000 3000 0.13
Ml 40 000 3000 LR K]
L. vannamei NV 10 000 2500
Pl 4] 000 6000 0e8-04
Pl 75 000 10 000 ¢12
PHI 85 000 10 000 0.16
Ml 60 000 25000 0.32
M 50 000 20000 0.32
Mitl 60 000 20 000 0.32

La condicion nutricional se evalué mediante varios indicadores:

Se determiné el Indice de desarrollo de Ias larvas a lravés de observaciones directas de las larvas en
el microscopio Gptico. Sa empled la formula propuesta por Villegas y Kanazawa (1979)

ID = suma A
N

Donde: A= al valor absoluto asignado a cada estadio farval, los valores fueron 1 para protozoea |, 2 para
profozoea ll, 3 para protozoea lIl, 4 para mysis |, 5 para mysis |l, 6 para mysis |l y 7 para postiarva 1.

N= NUmero de larvas examinadas en cada muestreo

E! crecimiento en longitud se obtuvo midiendo a 12 larvas por cada tratamiento en cada subestadio.
Las mediciones fueron hechas al microscopio ptico con regleta midiendo a las profozoeas | desde el extremo
anterior del cefalotorax hasta el final de Ia furcé- sin espinas; a las protozoeas 1l y i desde el extremo anterior del
rostum hasta el final de la furca sin espinas. Las mysis fueron medidas desde la escotadura post-orhital hasta el
extremo posterior def telson. Con estos datos en longitud se calculd I3 tasa de crecimiento en mm dia-t,



La sobreviviencia para los experimentos de protozoeas y mysis fue calculada a partir de la diferencia
entre ol nimero de larvas vivas en protozoeas H! y postlarva 1 respectivamente, el nimero de larvas sembradas
menos las utilizadas durante e} experimento para evaluar crecimiento, desamolio y consumo de oxigeno. El
porcentaje de sobrevivencia fug refén'do al tratamiento testigo, considerande a éste como 100%.

El Indice de Rendimiento {L.R.) define un régimen alimentario para larvas de peneidos, permite
establecer de manera integral la historia det proceso de cullivo (Gallardo et al. 1995). Para las protozosas se
calculd de la siguiente manera:

| R, = Tasa de crecimiento * Sobrevivencia

donde ia Sobrevivencia {fraccién de 1) fue un factor de correccion a la tasa de crecimiento.
Para las mysis, ademas se mulliplico ef indice de calidad {fraccion de 1}. Los valores fueron expresados

en mmdia,

El indice de calidad solo se aplico a las postlarvas 1 al término de cada experimento, éste fue
calculado de acuerdo a (De la Cruz 1992). Se colocaron a 30 postlarvas 1 en un litrd con agua mar a 16°%0 ¥
después de una hora se cuantifico el numero de postlarvas que presentaron movimiento. Se hicieron tres réplicas
por cada tratamiento.

El estado fisiolégico se evalud en todos los subestadios larvales a través del consumo de oxigeno.

Diez larvas por tratamiento fueron colocadas de manera individual, en camaras respirométricas de 10
ml con 200 microlitros de agua de cada tratamiento para protozoeas y 300 microlitros para mysis. Se mantuvo
termostaticamente controlado a 28°C. Se registrd la cantidad de oxigeno en &l agua al momento de colocar la
larva y 5 minutos después con un oximetro StratKelvin modelo 781, A fa par de las 10 ¢camaras con larvas se
colocd una cémara testigo la cual consistié en el mismo volumen de agua, de acuerdo al estadio y tratamiento,
pero sin larva. El consumo real de oxigeno se obtuvo a través de la diferencia del consume inicial y final en el
tiempo menos el consumo de la camara testigo. Los resuftados fueron expresados en yg de oxigeno hr' yg laver

1

Para la medicién de |a actividad enzimatica se colectaron 100 larvas en cada subesladio para
protozoeas y 50 para mysis por tratamiento. Las larvas fueron obtenidas principalmente de una de las unidades
experimentales y- se mantuvigron en nitrbgeno liquido hasla el momento de su andlisis. Los extractos se

15



prepararon adicionando a las larvas 500 microlitros de agua destiiada y se homogenizaron en hielo 1 minuto con
un “rotor” a velocidad méxima. Se centrifugaron § minutos a 14 000 rpm a 4°C. EI sobrenadante se ulilizb para las
mediciones. Todos los valores fueron expresados en actividad de la enzima por mg de proteina soluble.

Debido a la densidad de larvas mantenida en las unidades experimentales no se realizaron
repeticiones de las evaluaciones enzimaticas . Los reactivos empleados para cada una de 1as enzimas se
presentan en latabla 7. Ladescripcion metodolégica de cada una de llas se presenta a continuacion.

Para la amilasa los tubos tanto del blanco como de las muestras se prepararon adicionando125 pl de
sustrato, 125 pl de buffer, 1 ml de DSA (3,5 dinitrosalicylic acid) y 50 u! de enzima. Las muestras se incubaron a
37°C por 5 minutos. Después de este tiempo se sacaron del agua hirviendo, se dejaron enfriar y se les agregé 10
ml de agua destilada. Se leyd en el espectrofotometro,

Las evaluaciones de {a quimotripsina y tripsina se realizaron de manera directa en los viales o celdas
del espectrofotdmetro debido a que son reacciones rapidas. Se colocd para cada muestra 60 il del buffer y 20 p!
de sustralo, se mezcld y se calibrd el espectrofotometro posteriormente se adiciont 20 ! de extracto puro ¥ se
ley$ absorbancia. '

Para las evaluaciones de |a glucosidasa se colocaron en un tubo de ensayo 985 mi de buffer mas 15 ml
de sustiato y 20 i de extracto enzimatico, se incubd a 37°C durante 30 minutos, después de este tiempo se
agrego acada tubo 1 ml de carbonato de sodio 1 molar. Posteriormente se leyd en el espectofotometro

En las proteasas tolales se coloco10 pl de muestra (agua para el blance) y 200 pi de sustrato,
Todas las lecturas fueron referidas a la actividad especifica por mg de proteina soluble en las larvas.
Para determinar ésia se empled el método de Bradford {1976).



Tabla 7 .- Reactivos empleados para cada una de las enzimas evaluadas en este trabajo de investigacion.

TRIPSINA QUIMOTRIPSINA  o-AMILASA  GLUCOSIDASA PROTEASAS
. - TOTALES
BUFFER Buffer TRIS 0.1M, Buffer TRIS 0.104, Bufler Bufter PHOSPHATE Buffer
pH 8 pHB PHOSPHATE  10mM,pH7 PHOSPHATE
10mM, pH 7 10mM, pH 7
SUSTRATO Bapna(N&benzoyka- Sapna [N-succinyl-  Glycogen PNPG Azocoll {azodye-
arginines-nitroanifide, ala-ala-pro- sigma G8751 {paranitropheny&-D impregnated
sigma B4875) phegnitoaniide, glucopiranosida, sigma collagen, sigma
sigma S7388) N1377) A4341)
ABSORBANCIA 405 nm 405 nm 540 nm 410nm 520 nm
AUTOR Gelger y Fritz (1988) Geiger [1988) Batfiekd 1955)  Thirunavukkarasu y Bradiord M.M.
Priest, {1983) {1976)

Con la finalidad de integrar todos los indicadores evaluados en este trabajo, se realizaron en todos los

experimentos un anélisis de correlacién con el programa de computadora Statistica.

Para el analisis de los resultados se aplicd la prueba estadistica ANDEVA de una via para deteclar

diferencias significativas entre los niveles proteicos para cada estadio larval en los parametros evaluados,

excepto en las actividades enzimaticas. Se usé la prueba de Newman-Keuls para ponderar las diferencias, con un
nivel de confianza de 0.05% (Zar 1999). Los resultados de cada especie fueron analizados por separado.



RESULTADOS

EXPERIMENTOS DE LAS PROTOZOEAS

Durante los bipensayos de protozoeas de L sefiferus y L. vannamei para evaluar los requerimientos
nutrimentales, ios paramétros fislcoquimicos que se obtuvieron fueron similares a lo establecido para el cultivo
larval de peneidos (Tabla B).

Tabla 8. Parametros fisicoquimicos registrados durante los  experimentos de requerimiento proteico en
protozoeas de L. sefiferus y L. vannamei.

Temperatura{“c) Salmidad({%o) pH Oxigeno (mgQzt 1)
Maxmo  28.1 40 83 6.27
Mhimo  27.3 3 80 579

Promedio 27.7 £0.01 39.09+£009 822008 607+ 008

El Indice de desarrollo no mostré diferencias significativas entre los tratamientos en L sefferus de tal
forma que en todas !as dietas aparecieron protozoeas il a las 120 horas de cultivo; sin embargo en L. vannamei
si las hubo, siendo las ‘arvas alimentadas con alimento vivo tas que se desamollaron més rapidamente (120 hrs).

_En esta especie no existid diferencia estadistica entre las dietas microparticuladas con 30, 50 y 60% de proteina,
pero si enfre éstas y la dieta con 40%; en este Ultimo tratamiento las larvas murieron (Tabla 9)

Tabla 9.- Indice de desamollo obtenido con las dietas microparticuladas y alimento vivo en protozoeas de L
sefforus y L. vannamei. letras distintas indican diferencias estadisticas {p<0.05). NV= nauplio V,
1=protozoea |, 2=protozoea Il, 3=protozoea Il. AV= alimento vivo

L. setiferus L. vannamei
Hs 3% 0% 50% 60 % AV. X% 40% 50 % 80 % AV,
0 NV NV NV NV NV NV NV N Ny NV
2% 1000 1.000 1,000 1.00£0 1,000 1.00+0 1,000 1.00+0 1000  1.00:0
48 100 £0 1,000 1.000 1.0020 1.00£0 1.0010 1.000 1.0010 1,000 1.00:0
72 ) 1824005 1874005 156417 1872011 1932005 1332016 1112041 1.55+0.17 1552017 210
9 200:0 20040 190:002 200x0 20020 188 £011 1772014 220 1.77:0.14 2661016
120 289+0* 28810.11* 2631008+ 298:001* 29581001  2.11:041° 1252016 1851014 2x00 310+
144 277014 222014 2224014

168 277014 310




En relacion a la tasa de crecimiento (tabla 10} en las protozoeas tanto de L. sefiferus como de L.
vannamei si existieron diferencias significativas (p<0.05), siendo e tratamiento control el que presentd la mayor
tasa, éste fue sequido por 1a dieta con 30% de proteina. Las larvas de L vannamei murieron en |a dieta con 40%
de proteina. Puede nolarse que las larvas de L. sefiferus crecieron més que L vannamei cuando fueron

alimentadas con los niveles proteicos probados.

La sobrevivencia a protozoea Hll en ambas especies no fue significativamente diferente entre las dietas
mictoparticuadas (labla 10), sin embargo en 30% de proteina las protozoeas de L sefferus y L vannamei
presentaron la mayor sobrevivencia de las dietas artificiales.

El Indice de Rendimiento para L. setiferus aumentd conforme se incrementd la proteina dietética hasta
50% de proteina, , Yo inversd sucedio con L vannamei. El valor del tratamiento coatrol fue mayor al resto de las
dietas (tabla 10},

Tabla 10- Resultados de la condicidn nutrimental de los subestadios de protozoea | a Il de L sefiferus y L
vanname alimentadas con distintos porcentajes de proteina y con alimente vivo. ND=No determinado.
AV.= Alimento Vivo. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0.05). No
fue posible obtener el error estandar en la sobrevivencia de L vannamei debido a que en cada
tratamiento solo en una unidad experimental se encontraron protozoeas M al final del experimento.

Distas Tasa de Crecimiento Sohrevivancia {%) Indice da Rendimionis
{mm dia“} {mm dia )
L. setferus 0% 0.216 £ 0.0001b 240117442 0.081
0% 0.208 00001 ¢ 4119+ 106a 0.085
50% 0026 £ 00001 ¢ 49.19 £ 14.17a 0.101
60% 0210400001 ¢ 39.1319.12a 0.082
AV 02241000012 100 o
L vaanamei 3% D170 0002b 2457 a 0.041
40% ND 0 1]
50% 0,146 £ 0007 ¢ 18652 0.027
60% 0.147 20004 ¢ 647a 0.005
AV, 0,299 + 0006 a 100 0.299

Referente al consumo de oxigeno en L. sefiferus puede verse en la tabla 11 que no existieron
diferencias estadisticas (p<0.05) en ningln subestadio de protozoea. El consumo de oxigeno de las larvas
alimentadas con las dietas de 30 y 40% de proteina present una endencia similar al de ias larvas alimentadas
con glimento vivo. Con 60% de proteina el consumo de oxigeno tendid a incrementarse hasta protozoea |,



A este respecto en las larvas de L vannamei, si existieron diferencias significativas en protozoea |y Il
Los mayores valores en prolozoeas | se obtuvieron en las larvas alimentadas con 50% de proteina y con el
alimento vivo; mientras que en protozoea I} éstos fueron en las dietas con 30% de proteina y alimento vivo
(p<0.05}. A excepcidn de las larvas alimentadas con 30 y 40% de proteina el consumo de oxigeno disminuyd
conforme avanzo el desandllo en el resto de las dietas.

Tabla 11 Valores promedio de consumo de oxigeno de protozoeas de L setiferus y L. vannamei alimentadas
con diferentes porcentajes de proteina y microalgas. Letras distintas en la misma columna representan
diferencias estadisticas (p<0.05) en el mismo estadio. Los valores son en ygQz hr! ylarva 1. AV=
alimento vive, ND= no determinado

Dieta Profozoea | Protozoea I Protozosa it

L sefiferus 0% 0024 £0006a 0007 00012 0.008 +0.002a
40%  0.014 200024 0.005 00023 0,005 + 00008 a
50% G016 +00023 0.006 +0.001 a 0.010£0002a
60% 0.033+0005a 1314129 a 0911 £0002a
AV 0017 £0007a 000920001 a Q003 +£0003a

L. vannamei  30% 0026 £00052 0.036 + 0004 2 ND
40% 0006:00003b 0008:000042b ND
50% 0035:0001a  0.009:00006b  ND
80% 0016:000ab 0014:0001ab WD
AV 0035:0001a  0019:00006ab ND

La mayor cantidad de proteina fotal en las protozoeas de L sefiferus y L vannamei se presentd en
diferentes niveles proteicos. En protozoea ! y Il 1as larvas tuvieron mas proteina soluble con los niveles proteicos
de 30 y 40%, mientras que en protozoea Il de L vannamei fue en 50% de proteina, asi mismo en este estadio la
proteina total aumentd en todos los fratamientos (Figura 1).

En la actividad enzimatica se encontro, que de las proteasas lotales evaluadas, las protozoeas | de L
sefiferus presentaron ta mayor actividad en 60% de proteina y entre 30 y 40% en profozoea |l, mientras que en
protozoea | y 1. de L. vannamei |la mayor actividad se dio-principalmente en las dietas con 30 y 60% de proteinay -
en protozoea il entre 50 y 60%. (Figura 1; anexo).

20



T m* )
Y
g 00044 \
g y ‘
B \ PROTEINA
oo . . *
T ot — L J
90031' o e N ﬁ’/ ~e._ A "0, *
?g am N
8 _
g.m "i\ TRIPSINA
B Y
8 oot i
g . . . \
R " » N " \-.‘_,_-.""v\. I S \
H [}
gums y
2 5
£ oonol “\ QUIMGTRIPSINA
= \
& 3
go.oosl .
=
ool R My W g SO, L. " \g
[ ]
- .
S 10 /\
[y E
- \ PROTEASAS
g s \ TOTALES
2 o\
2 . ] . . \
2 R v % g _g——g ./ \.--._.__. . L

0% A0% 50% BO0% AV 30% 40% 50% 80% AV 30% 40% S0% 50% AV 30% 40% 50% S0% AV 0% 40% 50% B0% AV

TRATAMIENTOS

Figura 1.- Valores de proteina total y actividades enzimaticas registradas en protozoeas de
L. setiferus (*) y L. vannarmei (o) alimentadas con diferentes niveles proleicos. AV=alimento vivo



Las protozoeas de L. sefiferus presentaron menor actividad de las proteasas que L. vannamei. En ambas
especies la actividad de la quimotripsina fue menor que la de tripsina. Existié una tendencia a incrementar la
actividad de la quimotripsina y de las proteasas totales con el desamolio de las larvas.

Estos resultados muestran que en los primeros estadios de protozoea de L. setiferus, en general el pico
de actividad de las proteasas se presentd cuando las larvas fueron alimentadas con allos niveles de proteina {50
y 60%), mientras que en los (ltimos subestadios existid una tendencia a encontrarse mayor actividad, con bajo
porcentaje de inclusion (30 y 40%). En las protozoeas de L. vannamei en los primeros estadios, la maxima
actividad enzimatica ocurrid en bajos niveles proteicos y conforme avanzd el desarollo estos picos se vieron con
alta proteina en 1a dieta.

La amilasa y glucosidasa en L setiferus presentaron su pico de actividad en 60% y alimento vivo en
protozoea | y en 30 y 50% en prolozoea Il respectivamente, mientras que las piotozoeas | de L vannamei este
pico fue entre 50 y 60% de proteina, en protozoea Il en alimento vivo y 40% y en 50% para protozoea Il Las
protozoeas de L. sefiferus tuvieron de manera general menor actividad de amilasa que L vannamei, la actividad
de glucosidasa fue similar para ambas especies (Figura 2, anexc). Asi mismo las amilasas tuvieron mayor
actividad en 1as primeras protozoeas de L. setferus con las dietas con alto porcentaje de inclusion, lo contrario
sucedid en los Oltimos subestadios; en cambio en L vannamei el pico de actividad de estas enzimas siempre se
-dio en altos niveles proteicos.

La razén AP presentd su pico de actividad en 60% para L sefiferus y en 50% para L vannamei en
protozoea |. En protozoea Il y Ml fue mayor entre 30 y 40% de proteina para ambas especies (Figura 2). Esta
razén en L setiferus tendié a disminuir con el desarrollo , lo contrario sucedio con L vannamei sclo cuando las
iarvas fueron alimeniadas con 30% de proteinay con alimento vive.

De acuerdo al analisis de correlacidn, en las prolozoeas de L. sefiferus alimentadas bajo las
condiciones de este trabajo, el consumo de oxigeno solo fue inversamente proporcional a 1a razén AP, la misma
relacion se dio entre el porcentaje de proteina soluble en las larvas y 1a proteina dietética (tabla 13). A pesar de
que el éoeﬁciente de comelacion sugirid asociaciones, en ninguno de los casos fueron estadisticamente
significativas(p>0.05).

A este respeclo en las protozoeas de L vannamei el consumo de oxigeno se relaciondasociv con la
actividad enzimatica. Mientras que 1a tasa de crecimiento sofo fue inversamenite propercional a la actividad de las
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Figura 2.- Actividades enzimaticas registradas en protozoeas de L. sefiferus (*)
y L vannamei{o) alimentadas con diferentas nivetas proleicos. AV=alimento vivo
AJP=razin amilasa/proteasa.



proteasas totales. El contenido de proteina en la dieta tuvo relacién con la proteina soluble; sin embargo ninguna

de estas relacionas fue estadisticamente significativas (p<0.05) (Tabla 12).

Tabla 12.- Relacion de las respuestas evaluadas en las protozoeas de L seffferus y L vannamei. = comelacion,
r=coeficiente de determinacion y p=probabilidad. ND= no determinado.

L setiferus L vannamei

] r? p R "R p

Consumode Gz vs  Sobrewhvendia 045 0022 081 ND ND ND

IR 014 0022 0811 ND ND ND

TasaCrecimienb 005 007 0932 ND ND ND

Amilasa 015 002 0808 057 0.33% 0306

Proteasas lotales  0.04 0.001 0.947 467 045 D214

Razén AP 072 052 0183 084 0T 0O

Tasade crecimientovs  Amifasa . 0044 0002 0.943 £42 017 0579

Proteasas tolalles 05 025 0389 059 034 04

Razén AP 036 013 0555 03 009 0691

Protelnasolblevs  Tasa Crec. 042 0014 0847 043 0.18 0568
Profeina dietdtica -

054 0262 058 034 06
073

EXPERIMENTOS DE MYSIS

Los pardmetros fisicoquimicos registrados durante los experimentos de mysis de L sefiferus y L

vannamei se presentan en la tabla 13 éstos estuvieron dentro de lo establecide para las larvas de peneidos en

cultivo.

Tabla 13- Valores de los parametros fisicoquimicos en los experimentos de mysis de L. sefiferus y L vannamei.

Temperatra {*C) Salinidad (%o0) pH

Oxigeno

Mo 27.8 )
Mhno 374 3%

PROMEDIO 275 +0.04 63027

83
79

9.13
878

81007 891£003
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El Indice de desarrollo de las mysis de L seliferus no presentd diferencias estadisticas, comenzaron
a aparecer las primeras postlarvas 1 a partr de las 72 horas en todos los tratamientos. En las mysis de L
vannamei este indice si presentd diferencias significativas, siendo las dietas con alimento vivo y 60% de proteina
donde aparecieron las primeras postiarvas a las 72 horas de cultivo (tabla 15}.

Tabla 15 Indice de desamollo obtenido para mysis de L. sefiferus y L vannamei alimentadas con dietas
microparticuladas purificadas. Letras diferentes indican diferencias esladislicas (p<0.05).4=mysis |, 5=
mysis I}, 6=mysis Il y 7= postlarva 1.

L sebferus L vannamei
hrs 0% 40 % 50 % B0 % AV. 0% 40 % 50 % 60 % AV
0 420 410 410 410 420 400:0 400+0  A00:0 40040  400s0

24 475013 4662014 4912008 483001 475:013 4441017 4882020 4772014 4661016 50040
48 5755013 566:014 558:014 566+014 600:0 5661016 533+0.16 5331016 5441017 566:0.18
T2 618:021* 6431010 6122009 6250177 654:018% 555:047 600016 60020 6302023 6402017
9% 6.00:023 650+0.11* 6.4420.17® 660+0.16% 70010
120 6.4010.47 688 011

Las evaluaciones nutritivas realizadas a las mysis de estas dos especies de camardn se muestran en la
tabla 15. En ambas especies la tasa de crecimiento si prasentd diferencias significativas {p<0.05) donde las
larvas con alimento vivo crecieron mas; sin embargo entre las dietas artificiales las mysis de L. sefiferus crecieron
mejor en 60%: de proteina (0.190 mm dia) mientras que las mysis de [ vannamei con 50% {0.143 mm dig-1),

No existieron diferencias significativas entre los valores de sobrevivencia en L. sefiferus, sin embargo
3 dieta con 60% de profeina presentt el porcentaje mas alto. Para L vannamei si existieron diferencias, signdo
el tratamiento con 30% estadisticamente menor que cualquier otra dieta artificial.

En ambas especies el Indice de calidad presentd diferencias estadisticas. Las dietas con 30, 50 y
80% de proteina para L. setiferus y 50 y 60% para L. vanname/ presentaron los mas altos valores, sin embargo

fueron menores al tratamiento testigo.

E! Indice de Rendimiento para ambas especies aumentd a medida que incrementd el nivel proteico de
las dietas. £l tratamiento testigo fue &l que presentd el mayor valor 4 y 3 veces mas grande que el mejor valor de
las dietas artificiales para L. setiferus y L vannamei respectivamente.
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Tabla 15.- Respuestas nutritivas en los subestadios de mysis de L. setiferus y L. vannamei, Letras diferentes en
{amisma columna indican diferencias estadisticas {p<0.05).

Distas Tasa de Crecimiento Sobrevivencia  Indice de Calidad Indica de Rendimienky
{mm dia ™ {%) {%]) {mm dia "}
L setiferus W% 0139 008b 21741992 79682 0024
40% 0.153 £ 0402h 45,77 + 15.5a 66.92b 0.045
50% 0141 20010 4594 1+88a 93.33a Q.06
0% 0190 £ 001D 50.M+113a 9555a 0.09%
AV. 0381+006a 100 100 0.381
L. vannamai A% 0.1152001b 1265+211b 2566b 0.003
4% 001252001 b 3265110458 4.43b 0.016
50% 0.143£0012b 57149 ab 79992 0.03
60% 0.096 £0012b 5912+ 16462 9886 a 0.05
AV. 0214£002a 100 100 0.015

Los resultados del Consumo de Oxigeno de este experimento se presentan en la tabla 16. En mysis |y
HI exisieron diferencias significativas entre los tratamienios. Las larvas  alimentadas con alimenio vivo
disminuyeron su consumo a medida que se desarrollaron. Sin embarge con todas las dietas microparticuladas fue
mayor el consumo en mysis Hll que en mysis |, Las dietas con menor contenido proteico presentaron los mayores:
valores de consumo de oxigeno. El control, 60 y 50% de proteina no presentaron diferencias significativas con
respecio a 30 y 40%.

.

Tabla 16.- Valores de consumo de oxigeno de L sefferus y L vannamei alimentadas con dielas
microparticuladas con diferentes niveles proteices. Los valores son en ygOz hr! ylarva 1. ND= no
determinado, AV= alimento vivo,

Dieta Mysis | Mysis il Mysis i Postiarva 1

L sefiferus  30%  0.002 +0.001 0.003 £0.001 0.007 £ 0.001 ND
40%  0.007 £ 0.001 0.004 £ 0.001 0.010 £ 0.002 ND
50% 0.002 £0.001 0.003 £ 0.001 0,004 + 0.001 ND
60% 0.002 £0.001 0.002 + 0.001 0.005 £0.001 ND
AV 0.005 £0.001 0.003 £ 0.004 0.003 £ 0.001 ND

L vannamsi  30%  0.011 £ 0.001 ND 0.010 £ 0.001 0.007 £ 0.01
; © 40%  0.011x0001 T 0011£0001  0.008+0.002 0.015+ 0.005
50% 0.012 x0.002 0.019 + 0.002 0.019 £ 0.003 0.015 £ 0.004

0% 0.017 £ 0003 0.011 £ 0.001 0.018 £ 0.002 0.013 £ 0.001

AV 0.005 £0.001 0.011 £ 0.002 0.008 + 0.003 0.004 £ 0.001
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E pico de protefna soluble se presentd en mysis | de L satiferus con el alimento vivo y en mysis [y lll en
este tratamiento y con 40% de proteina, mientras que en las mysis de L vannames fue entre 50 y 60% (figura 3).
Las larvas de L vannamei tuvieron mayor cantidad de proteina que L setiferus.

Las actividades enzimaticas registradas se encontrd que las proteasas tuvieron mayor actividad en los
tres ostadios de mysis de L sefiferus cuando se les alimentd con 30 y 40% de proleing; se presentd una
tendencia a disminuir la actividad con el desarollo larval. En las mysis de L vannamei las tres proteasas
evaluadas tuvieron el pico de actividad en mysis | siempre con alimento vivo, en mysis Il principalmente en 50% y
en 30% de proteina en mysis il y postlarva 1 (figura 3, anexo).

La actividad de la quimotripsina fue mayer que ka bipsina en las dos especies de camardn. Hubo un
incremento en la actividad de proteasas tolales a medida que avanzéd el desamollo. Por otro lado de las
carbohidrasas registradas en L. seliferus y L vannamei la amilasa expresd mayor actividad en los primeros
estadios de mysis a bajas concentraciones de inclusion de proteina en la dieta (40%), mientras que la
glucosidasa ese pico se encontrd en altos porcentajes de proteina {60%). Los dltimos estadios presentaron mayor
actividad a bajos niveles de proteina distética {figura 4, anexc). En ambas eSpecies, la amilasa presentd mayor
actividad que la glucosidasa. La actividad de la amilasa fue mayor en mysis de L sefiferus que en L vannamei.
Para esla ultima especie existid un aumento de glucosidasa con el desarollo de las larvas.

Los picos de la razon amilasa/proteasa se presentaron entre 50 y 60% de proteina en L. setiferus . Para
L. vannamei se presenld principalmente en 50% de proteina,

Dentro de las correlaciones solo se enconird relacion entre el consumo de oxigeno y el indice de calidad
y entre 1a proteina soluble y la proteina dietéfica en L sefiferus {tabla 17). En cambio en las mysis de L vannamei
la sobrevivencia y la tasa de crecimiento estuvieron més asociados al consumo de oxigeno que los Indices de
rendimiento y de calidad. De las enzimas, la razon amilasa/proteasa estuvo mas relacionada con el consume de
oxigeno Que con la tasa de crecimiento; sin embargo ninguna de estas relaciones fueron estadisticamente
significativas (tabla 17).
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Figura 3.- Valores de proteina total y actividades enzimaticas registradas en mysis de
L. setiferus (*) y L. vannamesj (0) alimentadas con diferentes niveles proteicos. AV=alimento vivo
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Figura 4.-Actividades enzimaticas registradas en mysis de L. seliferus (*) y
L. vannamei (0) alimentadas con diferentes niveles proteicos. AV=alimento vivo.
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Tabla 17.- Valores del coeficiente de correlacion (1), coeficiente de determinacion () y probabilidad (p) a
relacionar las respuestas evaluadas en mysis de L sefiferus.

L sefferus L vannamei

r r P i P p

V02vs Sobrevivencia 057 033 0305 004 023 047
indice de Rendimients 062 039 0258 066 044 0353

Tasade crec. 058 033 0304 060 037 0276

Indice de Calidad 097 095 0004 005 0003 0929

Amilasa 063 04 0249 067 045 0215

Proleasas totales 078 062 0113 054 030 0338

Razén AP 055 031 0327 086 075 0058

Tasadecrec. v8  Amiasa 033 011 (583 0.08 0006 08%
Proteasas totales .69 048 0194 008 0006 0.89%

Razon AP 067 045 0209 057 032 0313

Proteina soluble vs  Tasa de crec. D34 012 0565 0.129 0016 0835
Proteina dietética 099 (G99 000 058 033 042
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DISCUSION

El crecimignto medido como un incremento de tamafio 0 peso durante un periodo es uno de los mas
complejds procesos en larvas [(Anger 1998)). Si una larva no cubre todas sus necesidades nutritivas con un
alimenlo, el crecimienlo se ve memmado, de ahi que sea este parimetro nutricional el que refleje con més certeza
el efecto de una dieta sobre los organismos {{Kuban ef at 1985)).

En |as dos especies de camarén estudiadas se comprobé que fos niveles proteicos probados si afectaron
&l crecimiento de 1as protozoeas, de tal suerte que con estas dietas el nivel dg inclusion de 30% permiti6 3 las
larvas crecer mejor que en cualquier otro nivel proteico, sin embargo ! crecimiento de las protozoeas de L.
sefiferus en comparacion con L vannamei se vio favorecido por que las primeras al desarrollarse mas rapido

invirtieron menos energia en su mantenimiento.

Ambas especies crecieron mejor con alimento vivo comprobando que éste cubri los requerimientos de
las farvas, de acuerdo a los reportado por Tobias-Quinitic and Villegas (1982) el tratamiento testigo tenia
aproximadamente 36% de proteina, 18% de carbohidratos y 9.6% de lipidos.

Debe existir una activacién de las enzimas digestivas enzimatica a través del alimento para crecer
{Lemos et al 1999), seguido del desarrollo larval ¥ buena sobrevivencia (Jones of al. 1997b). En estos procesos
hay inversitn de energia, el uso de ella de manera eficiente permitira a la larva aprovechar mejor los nutrientes.
Considerando esto las protozoeas de L. setiferus alimentadas con el mas bajo nivel proteico {30%) necesitaron
gran canlidad de oxigeno en los primeros estadios como se ha reportado para larvas {{Kurmaly ef al 1988b;
Rosas ¢f al 1995; Gallardo 2000)). La baja actividad de profeasas y carbohidrasas permitié optimizar Ia energia
para la digestion, la cual fue canalizada principaimente para crecer. Asi las larvas durante todo el estadio de
protozoea eficientizaron el uso de las proteinas lo cual se muestra por la baja razdn AP {Gonzalez ot al 1994).

Las farvas de L vannamei también usaron mas las proteinas, que los carbohidratos dietéticos pero con
un costo melabdlice mayor. Un aumento en el consumo de oxigeno a medida que las tarvas se desamollaban,
mostrd que gran parle de la energia se canalizb para aumentar la actividad de las proteasas, pues la activacion
de las enzimas digestivas puede ser un reflejo en el incremento de la energia (Lemos et al. 1999}; es por ello que
posiblemente su desamollo y crecimiento fueron menores en relacion con L. sefiferus.

Para estas especies los altos niveles de inclusion (50 y 60%), provocaron una mayor actividad
enzimatica reflejando una baja disponibidad de la proteina dietética, por lo tanto una insuficiente asimilacion y
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bajo crecimiento {Le Vay ef al. 1993); de manera contraria con 30% de proteina la actividad enzimatica fue baja
indicando que las protozoeas requieren de poca proteina en la dieta.

Aparentemente existié cierta refacién entre el consumo de oxigeno v 1a actividad enzimalica y entre la
proleina dietética y la proteina soluble; sin embargo no fue posible demostrarlo pues solo fue posible emplear 5
datos para las corefaciones.

Para ¢l estadio de mysis, los niveles proteicos en la dieta también alteraron el desarrollo, el crecimiento y
la sobrevivencia de las larvas, Se encontrd que con 60% para L. serferus y 50% para L. vannamei las larvas
crecieron més que en cualquier ofra dieta artificial; estos crecimientos fueron estadisticamente menores a las
larvas festigo con 36% de proteina y 18% de carbohidratos aproximadamente. Bajo estas condiciones en L.
sefiferus , la actividad proteolitica fus menor en relacibn a los bajos niveles de proteina {30 y 40%) eficientizando
la digestibn de este nutriente, de igual manera, un aumento en la actividad de carbohidrasas mostraron un
aprovechamiento de los carbohidratos, esto comeborado con los allos valores de la razén A/P. El uso de los
carbohidratos mas que de proteinas provocd un aumento en el constmo de oxigeno a medida que las larvas se
desarroflaron. Este comportamiento fue inverso al gue se presentd en el tratamiento testigo, pero los valores
fueron similares (no mas de 0.005 yg Oz hr? yg larva!). Asi mismo la corretacion positiva entre la proteina en
la dieta y la proleina en la larva, demostrd que las larvas fueron capaces de digerir [a proleina e incorporara

como tejido reflejandose a su vez en un incremento en longifud.

Para L vannamei el comporiamiento enzimatico fue diferente, en 1a dieta con 50% de proteina y 15% de
carbohidratos, se presentd la mayor actividad de proteasas y carbohidrasas, lo que permitd aumentar su
asimilacion; en mysis | [as larvas digirieron mejor los carbehidratos de acuerdo a los picos de la razon A/P, pero
después en los dltimos estadios las larvas digirieron mejor las proteinas. Este cambio de carbohidrate a proteina
quizas se debié a una estrategia para gastar menos energia en la digestién para que la larva pudiera crecer,
desarrollarse y sobrevivir; reflejado en una reduccién del consumo de oxigeno cuando las larvas presentaron la
mayor aclividad enzimatica. En esta especie no fue posible establecer una comelacion entre el consumo de
oxigeno y 1a actividad enzimatica aunque existid cierla relacidn inversamente proporcional, de igual manera entre
ta proteina distética y 1a proteina soluble. '

El digerir preferentemente la proteina ¢ el carbohidrato, provoctd diferencias en el crecimiento de ambas
especies; aunque L. sefiferus aumentd ol consumo de oxigeno con &! desarrollo, empleé menos energia que L

vannamei lo que le permitié crecer mas y desarollarse més rapldo
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Desde el punio de vista ontogenético, se pudo determinar en este trabajo, que las protozoeas de ambas
especies necesitaron menos proteina que las mysis como consecuencia de los cambics en la actividad
enzimatica.

Durante el desarrollo larval de L setiferus la actividad de Ias proteasas solo se incrementd en protozoea
M y las carbohidrasas en protozoea Il y mysis | de manera similar a lo reportado con alimento vivo para esta
especie (Lovett y Felder 1990), L. schimifi (Gonzadlez, ef af. 1994} y F. Paulensis (Lemos, et &/ 1999).
Posiblemente los niveles de carbohidratos utilizados para las protozoeas (5%) hayan sido escasos de tal forma
que se auments fa actividad de casbohidrasas para maximizar su hidrolisis (Hamis ef al. 1986; Hofer 1982). Asilas
protozoeas usaron mejor las profeinas, mientras que las mysis los carbohidratos (de acuerdo a los valores de la
razén A/P) debido a que ocurren ¢ambios en el intesting medio, previos a la conformacién de la glandula
digestva (Lovett y Felder 1989; Lovett y Felder 1990), asi de ser filtradoras de microalgas principalmente, se
vuelven predadoras; después que en postiarva se vuelven benténicas su alimentacién va siendo mas herbivora
{Emmerson 1984).

Las larvas de L. vannamei también aumentaron su requerimiento de proleina con ¢l desamollo, como
consecuencia de los cambios de alimentacion que sufren los organismos resultado de modificaciones en el tubo
digestivo (Lovett y Felder 1990; Gonzalez ef af. 1994); por los niveles de proteina en la dieta (Lee y Lawrence
1985) y la calidad del alimento (Le Moullac ef al. 1994). De manera general, se asimilé mas la proleina dietética
aunque en cada estadio la actividad de las proteasas fue diferente, es decir, en prolozoea se registrd una baja
actividad mientras que en mysis se presentd el pico de ésta. En mysis esa maxima actividad se dié posiblemente
por que 50% de proteina fue insuficiente para este estadio (Harris, et al. 1986; Hofer 1982) porque el nivel de
inclusién de carbohidratos quizas fue alto ya que exisle una relacidn entre estos dos nutrientes, una dieta con
mayor proleina requiere menor porcentaje de carbohidratos (Teshimay Kanazawa 1984},

Los requerimientos de proteina obtenidos en este trabajo para L setiferus y L vannamei fueron menores
a los reportados para M. japonicus (Teshima y Kanazawa 1984; Besbes 1987) y P. monodon {Kurmaly, Jones, ef
al. 1989, Kurmaly, Yule, et al. 1889; Khannapa 1979) (tabla 19). Las larvas se desarrollaron més rapido y con
sobrevivenciés similares a otras especies cuando solo se emplearon dietas artificiales.

ESTA TESIS NO SALL
DE LA BIBLIOTECA
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Tabla 19.- Trabajos reportados con trabajos de dietas artificiales PROT=porcentaje de proteina, DES=desarrollo
en dias, SOB=porcentaje de sobrevivencia, CREC=tasa de crecimiento en mm P= prolozoea, M= mysis,
PL= postlarva MP=dietas microparticuladas, ME=dietas microencapsuladas, LT=longitud total

ESPECIE ESTADIO PRCT DES S0B  CREC DIETA AUTOR
Marsupenasus japonicus  PL1 427 - 77 MP  Teshima ef al (1586)
PL1 50 ME  Jones ef al {197%)
PLY 35-55 0 39-70 MP  Teshimaand Kanazawa {1954}
PLA1 67-95 MP  Kanazawa et al. (1882)
Farfantepenaeus schimitl Vi 14-28 MP  Gelabert {1988)
Penasus monodan PL{ 5i-64 ME  Kurmaly ef al. {198%a)
PLY 3.0 ME  Jones et al. (1987)
M1 85 MP  Galganiy AQUACOP (1988)
Femneropenaeus indicus M 62 MP  Galgani y AQUACOP (1568)
Mi 6 46 366LT ME  Kumluy Jones{1995)
PL1 1142 35 502LT ME  Kumiyy Jones (1935
Litopenasus vannamei Mi 42 MP  Galgani y AQUACOP (1988)
41} 285 ME  Holloway y Hopkins (1987}
PLY 7.7 ME  Holoway y Hopkins (1987)
P 30 6 45 017 MP  Presents rabajo
M 50 4 05 014 MP  Presente rabap
Litopenaeurs seliforus PL2 82100 MP  {Gallardo 2000)
P 30 5 24 021 MP  Presente rabajo
M 80 3 503 019 MP  Presenie trabajo




CONCLUSIONES

tas protozoeas de Lilopenaeus satiferus y Litopenaeus vanmamei requieren alrededor de 30% de
proteina cuando 1a dieta contiene 5% de carbohidratos; mientras que las mysis de estas especies requieren
alrededor de 60% y 50% de proteina respectivamente cuando la dieta contiene 15% de carbohidratos.

El consumo de oxigeno se vio afectado por el contenido de proteina en la dieta, el estadio larval, Ta
especie de camardn y la actividad enzimatica. Las protozoeas de Lifopenaeus sefferus disminuyeron el consumo
de oxigeno con 30% de proleina, mientras que las mysis fo incrementaron cuando se les alimentd con 80% de
proteina. Las protozoeas de Litopenaeus vannamer incrementaron su consumo de oxigeno con 30% de proteina,
mientras que 1as mysis lo disminuyeron con 50% de protelna.

tos picos de actividad de las proteinasas y las carbohidrasas dependieron del nivel proteico de la dieta,
del estadio larval y de la especie. Estas enzimas en todo el estadio larval de L.ifopenaeus sefferus presentaron
un similar comportamiento. Las profozoeas de Liopenaeus vannamei disminuyeron la actividad enziméatica
mientras que en mysis aumento.

La razon A/P mostrd la tendencia de las protozoeas de Lifopenaeus sefiferus a metabolizar mas las

proteinas que los carbohidratos mientras que las mysis degradaron més estos Gltimos. Las protozoeas y mysis de
Litopenaeus vannamei metabolizaron mejor 1as proteinas que los carbohidratos.
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ANEXO

Valores de proleina soluble {mg larva), actividad de proteinasas y carbohidrasas {Umg proteina-! larva’) y

razén amilasafproteasa {A/P) en todos los estadios de L. sefiferus y L. vannamei alimentados cn dietas
microparticuladas con diferentes niveles proteicos y alimento vivo (AV).

L. selilerus L vannarnei
Estadio 0% 0% 50% @ 60% AV 30% 40% 50% 60% AY
Fokmees | | proteina okt 00014 00048 00012 00D 0.0009 00008 00014 00010 00007 40012
tipsina 0 0 00001 0 00023 00037 00005 00024 0.0037 0.0008
quimotripsina 00004 0 00002 00005 © 00009 00001 00004 QOS5 00009
probasasotales 0.007 0017 0006 0039 9 0808 0562 0634 0.545 0603
amiasa 0001 0002 0002 0005 Q0009 0004 0002 op1e  0.008 0003
ghecosidasa 0.0005 Q0005 00007 00007 00009 0000% 00003 000G4 00012 00005
AP 0.0001 00001 00004 00012 O 0.00004 000005 00001  0.00009 0.00008
propzosa il | proteina total 00016 0001t 00011 00013 Q0014 00014 00070 00010 0008 00012
] 0 0.0001 00001 00004 O 0.0041 0 00017 Q000 ¢
quimotripsing  0.0008 0.0011 00008 00008 00003 00007 0000t HODO7 O [}
powasas otzies 131 0083 0217 0 0514 0478 175 103 0.56 054
amilasa 0003 0063 0001 0002 0002 001 0.008 00008  0.008 00N
ghucosidasa 00008 00013 00021 0.0020 00016 00007 Q12 0 0 0
AP 00000 00003 0.00005 O 0.00004 00002 S571E06 9.19€-06 B8.45E05 0.0002
profozoea Il | prolsina total ND ND ND ND ND 0.0017 ND 00055 0006 00023
fipsina NG ND ND ND NO Q00547 ND 005 0 00005
quk ND ND ND ND ND 00009 ND 00164 0.0042 00006
pmm otales ND ND ND ND ND 050 NG 438 nn 0.29
ND No ND ND ND 0015 ND 052 6002 0005
glucosidasa NO ND ND ND ND 0002 KD 0.004 o 0.002
ND ND ND ND ND 0.0002 KD [} 00004  1.8EL6
rysis | prosina botal 0006 0003 0004 0008 QOO 0013 0012 0018 0015 0.009
fripsina 00003 00005 00001 000006 00002 000011 (00018 000014 0.00015 (00034
qimolripsina 06028 00018 0.0024 005 Q5017 00016 06022 GO014  O0OT8  0.0028
prolezszsplales 0093 0019 0077 0078 0058 0023 0059 0002 0017 0073
amiasa 0014 0085 0039 001 0021 0020 0021 6ot0 0019 0020
gricosidasa 00003 00003 00008 0G00I 00008 00009 00010 00011 00034 00010
' AP 00031 00066 00114 00038 (0064 0020 000 0036 0.014 0.008
vt proteina total 00036 00096 00058 00072 00096 ND 0014 0.013 608 0013
tipsina 00004 00003 00003 00004 00002 ND 00001 00002 00002 000005
quimotripsing Q0033 00021 00026 00028 00017 ND 00031 00035 00028 00019
pokases btales 0212 0082 0119 0176 0095 ND 0.132 0.050 0076 Q062
amibs 00338 003 0038 0073 00F7 NC 00166 0014 om7 one
ghicosidasa 00009 00018 00007 00011 ©.0005 ND 00012 Q0014 00010 00015
AP 00035 0008 00066 00083 00073 ND 00024 00052 CO0M  0.0052
myws Il profsing il 00032 00072 00034 0028 00129 00078 06132 003§ 00108 00160
tripsina 00002 0 0 60001 00001 000029 000022 00002 0O0014 0000t4
quimotipsina 00014 00013 00002 00011 0.0015 00048 00025 0.048 Q0012 00018
proteasss btales 0339 0434 0333 0082 0079 022 0013 0.2 0102 0068
amiasa 0057 0046 0031 0041 007 0029 0012 0024 0008 0028
glucosidina 0002 00007 00004 0.0005 00007 00025 00010 00027 0013 00008
AP 00035 00019 00018 00102 00080 co028 o012 0.02% 0.008 0028
postava 1 | proteina lotal ND ND ND ND ND 00102 00159 00133 00177 00233
L ND ND ND ND ND 000021 00013 0 Q00012 0.00018
R quimolripsina ND ND ND ND ND 00023 00005 -0.0008 00002 00007
proisasas piales  ND NO ND ND ND 0264  0.069 0.110 0076  0.118
amiasa NOD ND ND ND ND 0.037 0010 0.012 0007 9.019
glucosidasa ND ND ND ND ND 00045 00021 ooms 00012 00015
AP ND ND ND ND ND 00046 00016 00036 Q06 0005
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