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RESUMEN 

En el presente estudio se llevé a cabo la caracterizacién parcial de las enzimas 

digestivas con actividad proteasa y amilasa de un extracto crudo obtenido de la 

homogenizacién del sistema digestivo (hepatopancreas, est6mago e intestino) de 

juveniles de camarén café del Pacifico Penaeus californiensis. Adicionalmente se 

estudié el efecto en la actividad de proteasas y amilasas en camarones alimentados 

con dietas conteniendo diferentes concentraciones de harina de _ langostilla 

(Pleuroncodes planipes) en substitucién de insumos comunes como harina de 

pescado y harina de soya. La actividad de proteasas en el extracto crudo demostré 

poseer las siguientes caracteristicas: i) alta halotelarancia, teniendo una maxima 

actividad entre 0 y 0.5 M NaCl y conservando un 50% de la actividad a 2M NaCl, ii) 

una éptima actividad a 50°C e inactivacién irreversible a 60°C y iii) actividad entre pH 

6 y pH 10 con un maximo alrrededor de pH 8. Se encontraron por lo menos ocho 

bandas de actividad proteasa utilizando PAGE y geles de agarosa. Actividades tipo 

tripsina, tipo quimotripsina, tipo carboxipeptidasa A y B, y tipo leucino-aminopeptidasa 

fueron detectadas. 

La actividad amilasa detectada en el extracto crudo demostré poseer las siguientes 

caracteristicas: i) considerable actividad de amilasa entre pH 6 y pH 8, con un doptimo 

en 7.5; ii) temperatura éptima entre 30 y 40°C, similar a las amilasas de otros 

crustaceos; iii) alta halotolerancia, con un maximo de actividad a 0.01M NaCl y 

conservando el 50% de su maxima actividad a 3M NaCl ; iv) inhibici6n parcial por 

iones divalentes Hg’, Zn*?, Cu*,y Cr? ; v) aparente incremento de la actividad con 

 



  

los iones Mg’ y Ca’. 

El efecto de la harina de langostilla sobre la actividad enzimatica digestiva fue 

evaluado en experimentos de alimentacién de 30 dias, registrando la sobrevivencia, el 

crecimiento y la actividad de proteasa y amilasa en el hepatopancreas de los 

camarones. La dieta basal (BD) (38% de proteina, 8% lipidos) contenia 25% de harina 

de pescado, 25% de harina de soya, 10% de harina de camar6n y 16% de harina de 

trigo como fuentes de proteina. Dos dietas comerciales fueron usadas también 

(PURINA) conteniendo 35 y 40% de proteina y utilizadas como controles. La BD se 

modificd sustituyendo la harina de pescado y la harina de soya con harina de 

langostilla en porcentajes crecientes (33, 66 y 100%). Las sustituciones se hicieron 

tomando en cuenta la sustitucién de la proteina y no de la cantidad de harina en la 

formulacién de tos alimentos. Por lo tanto las dietas fueron siempre isoprotéicas e 

isocaléricas. Los camarones alimentados con dietas conteniendo harina de langostilla 

obtuvieron pesos finales mayores que aquellos alimentados con la dieta basal o 

comercial. El mayor crecimiento se consiguid con la sustitucion de 66% de harina de 

pescado por harina de langostilla. La actividad de proteasa y amilasa en los 

camarones alimentados con alimentos con langostilla fue modificada significativamente 

en relacién a la de aquellos alimentados con la dieta basal. Sin embargo no se pudo 

encontrar una relacién entre ganacia de peso y actividad enzimatica. Los camarones 

alimentados con dietas comerciales demostraron poseer una actividad enzimatica 

digestiva similar o menor a la encontrada en camarones alimentados con la dieta 

basal. 

 



1. INTRODUCCION 

Actuaimente existe una necesidad urgente de encontrar estrategias y alternativas de 

nutricién dirigidas a los organismos marinos que son manejados en los acuacultivos. 

La nutricién es uno de los factores mas importantes para la acuacultura ya que 

conforme se intensifica el sistema de cultivo, va cobrando mayor relevancia la calidad 

y la cantidad del alimento suministrado. La alimentaci6n puede !legar a representar 

hasta dos terceras partes de los costos variables de la produccién de las granjas, por 

lo que un éptimo aprovechamiento de este factor permitiria elevar la eficiencia de la 

produccién (Kong and Co, 1988; Goytortua-Bores, 1993). 

El mejoramiento de la calidad y las tasas de conversién de los alimentos 

utilizados, requiere necesariamente de la definicién cualitativa y cuantitativa de las 

necesidades nutricionales de los organismos. El conocimiento de estos 

requerimientos puede ser obtenido a través de diferentes vias, las pruebas de 

crecimiento (o pruebas zootécnicas), la evaluacién de la composicién corporal! de los 

animales de interés (generalmente el perfil de aminoacidos esenciales) y los estudios 

de digestibilidad in vivo. Estos son, entre otros, los métodos mas comunes de 

acercamiento hacia el conocimiento de los requerimientos nutricionales de los 

organismos, y por ende casi toda la investigaci6n en este campo esta basada en este 

tipo de metodologias. Sin embargo, el estudio de estas puede ser reforzado por 

investigacién de los mecanismos digestivos a escala molecular, particularmente los 

procesos enzimaticos de la degradacién de los alimentos. 

 



  

Para los crustaéceos decdpodos en cultivo la fraccién protéica del alimento constituye 

una parte importante debido al aito costo que esta representa. Para el caso de los 

camarones Peneidos, puede representar hasta un 60 % del peso seco del alimento 

(Ceccaldi 1982). En este sentido a identificacibn de las enzimas digestivas 

proteoliticas presentes en el tracto digestivo y el conocimiento de su modo de accién 

pueden ser utiles en el perfeccionamiento de los alimentos, adaptados a la fisiologia 

de las especies de interés. Lo anterior en base la relacién que puede haber con otras 

enzimas digestivas asociadas o producidas por el mismo organismo. 

El conjunto de enzimas proteoliticas (proteasas 6 proteinasas) (EC 3.4) esta 

constituido por dos subgrupos: las endopeptidasas (EC 3.4.21-24), las cuales rompen 

los enlaces peptidicos en el interior de las cadenas protéicas, y las exopeptidasas (EC 

3.4.11-19), que cortan los enlaces peptidicos aminoterminales (aminopeptidasas) y 

carboxiterminales (carboxipeptidasas) (Lehninger 1979). 

En los crustaceos, la digestién de las proteinas comienza en la cavidad cardiaca 

del estémago y continua dentro de los tubulos del hepatopancreas. Es a nivel de esta 

glandula digestiva donde se realiza la parte mas importante de la digestién ya que esta 

supeditada a la accién de enzimas secretadas por células especializadas de la pared 

de los tubulos del hepatopancreas (Gibson and Barker, 1979). 

Estudios realizados con camarones demuestran la presencia de varios tipos de 

proteasas en el tracto digestivo (Doke and Ninjoor, 1987), atin y cuando estas pueden 

variar en sus propiedades y actividad de una especie a otra. 

 



  

La enzimas carbohidrolasas son participantes también del proceso digestivo del 

camarén, pero no han recibido una atencién considerable como en el caso de las 

proteasas. El estudio de estas actividades ha involucrado principalmente a amilasas y 

quitinasas (Maugle et a/., 1982a, 1982b, 1983; Fox, 1993). Las amilasas 0 1,4 glucano 

4-glucanohidrolasas (E.C.3.2.1.1.) estan muy extendidas en el reino animal, 

esenciaimente a nivel de pancreas en vertebrados. Las amilasas han sido 

relativamente bien estudiadas en los mamiferos, pero en lo que se refiere a su estudio 

en crustaceos, este ha sido comparativamente muy pobre (Van Wormhoudt, 1974). 

Hoppe-Seyler (1876) (citado por Lee, 1985) fué el primero que las detect6 en este 

grupo zooldgico. En 1966 Blandamer y Beechey se interesaron en la amilasa y la 

purificaron parcialmente del hepatopancreas de un cangrejo (Carcinus maenas). 

La actividad de las carbohidrolasas en los camarones peneidos y su relacién 

con otras enzimas digestivas como proteasas y lipasas, puede en un momento dado 

dar la pauta para determinar la cantidad de carbohidratos que podrian ser incluidos en 

la dieta. La mayoria de los estudios de carbohidrolasas en camarones se han centrado 

en las amilasas, quitinasas y celulasas. El estudio de estas enzimas se ha debido al 

tipo de insumos generalmente utilizados para la formulacién de dietas y al tipo de 

alimentos que en un momento dado pudiera consumir el organismo en el medio 

silvestre. 

En relacién a lo anterior poco o nada se conoce acerca de las proteasas 

presentes en el tracto digestivo del camarén café del Pacifico Penaeus californiensis. 

De igual forma que en el caso de las amilasa, atin y cuando el estudio de las 

 



  

carbohidrolasas se ha llevado a cabo en otras especies de camarones (P. vannamei, 

P. japonicus, P. kerathurus, etc. (Van Wormhoudt, 1980), en Penaeus californiensis no 

se conoce nada al respecto. Esto hace necesario realizar estudios basicos sobre este 

grupo de enzimas en esta especie con potencial aprovechamiento en acuacultura. 

 



  

2. ANTECEDENTES 

Las investigaciones referentes a la actividad enzimatica digestiva en crustaceos 

tiene ya mas de un siglo de haber comenzado. Particularmente los investigadores 

alemanes y franceses tuvieron el interés de iniciar esta linea de estudio. De esta 

manera, autores como Fredericq (1878), Frenzel (1883), Hoppe-Seyler (1876) y 

Krunkenberg (1879) (citados por VanWormhoudt, 1974) entre otros, enfocaron sus 

investigaciones en la descripcién anatémica y fisiolégica de los procesos digestivos en 

organismos invertebrados, incluidos algunos crustaceos. Si bien es cierto que estos 

primeros trabajos son descriptivos, son el basamento de toda la investigacién 

posterior en esta area. 

A principios de siglo, Europa siguid teniendo el liderazgo en esta area de la 

investigacién bioldgica. Entre otros investigadores destaca el trabajo de Jordan (1904) 

que estudiando a varias especies de cangrejos logré encontrar carbohidrolasas 

capaces de hidrolizar el almidén, el glucégeno, !a sacarosa y la maltosa, asi como una 

proteasa alcalina y enzimas lipoliticas. Son importantes también los trabajos de Giaja y 

Gompei (1907) al detectar la hidrdlisis de lactosa, rafinosa, sacarosa, almid6n y otros 

glucésidos por el fluido digestivo de acociles del género Astacus. Guieysse (1907) 

presenta los trabajos mas detallados hasta nuestros dias de los érganos digestivos de 

varios crustaceos y los relaciona con ciertos aspectos de la fisiologia de la absorcién. 

Los trabajos descriptivos siguieron apareciendo durante las siguientes décadas, 

 



  

destacando los de Yonge (1924) que trabajando con la langosta noruega Nephrops 

norvegicus, reporté los habitos alimenticios, anatomia é histologia del tracto digestivo, 

enzimas digestivas presentes, los procesos de asimilacion y absorcién, en un intento 

por integrar todos los mecanismos en un solo proceso digestivo. 

En 1937, Yonge publica una revision sobre la digestion en fos Metazoarios, en 

la cual trata de establecer la idea de que existe una definitiva correlacién entre la 

alimentacién de cualquier animal y la naturaleza y relativa actividad de las enzimas 

digestivas. En el mismo afio Vonk, publica otra revisién centrandose en la 

especificidad de la enzimas digestivas de algunos phyla de invertebrados. Entre sus 

conclusiones estan: i.- Existen por lo menos cuatro proteasas presentes en el tracto 

digestivo de los crustaceos; ii. No se encontré pepsina en ningun invertebrado; iii. Se 

encontré catepsina intracelular en invertebrados; iv. La especificidad de la amilasa de 

invertebrados es igual a la de vertebrados; v. La celulasa y quitinasa son secretadas 

por algunos invertebrados; y vi. Las enzimas lipdliticas de invertebrados actuan 

generalmente como esterasas. 

Mansour-Bek (1954) publicd dentro de Tabulae Biologicae, una 

lista de todas las enzimas digestivas reportadas hasta ese tiempo en cada una de los 

phyla de invertebrados y protocordados. Asismo publicd también un articulo 

describiendo la composicién del jugo digestivo de invertebrados. Estas dos 

contribuciones sentaron las bases para la descripcién de la digestién quimica en casi 

todos los phyla de invertebrados. 

Durante la época de los sesentas, el estudio de las enzimas digestivas de los 

8 

 



  

crustaceos tomo un nuevo auge. El disefio y aparicidn de las nuevas técnicas de 

separacion, purificacién y microandlisis de enzimas, permitié que el trabajo fuera mas 

econémico y rapido. Arvy (1969) examind la clasificacién y la distribucién de las 

enzimas digestivas de los crustaceos. En 1970, Van Weel publica un trabajo en donde 

reporta y extiende el numero de enzimas detectadas en el diverticulo digestivo de los 

crustaceos. Gibson y Barker (1979) estudiaron !a fisiologia del hepatopancreas de 

crustaceos y su papel en la digestién. Estos dos investigadores dan una detallada 

descripcién de la diferenciacién celular en el hepatopancreas y su relacion con el 

proceso digestivo. 

Actualmente la investigacién referente a la bioquimica y fisiologia de los 

sistemas digestivos de los crustaceos es muy amplia. Los trabajos de los grupos 

franceses en las décadas de los 70's, 80's y 90's , representados por Guillaume, Van 

Wormhoudt, Galgani, etc. han sido quizas los mas sdélidos y continuos. Los aportes 

que han hecho ellos al desarrollo de la investigacién de la digestion de decapodos 

han sido fundamentales para el futuro de esta area. De importancia basica han sido 

también los trabajos de Lovett y Felder (1990 a,b,c) que han desarrollado los estudios 

ontogénicos de la produccién de enzimas digestivas del camaron y sentando de esta 

manera las bases para una aproximacién mas efectiva hacia el disefio de dietas 

dirigidas a estadios especificos con un equipamiento enzimatico particular. 

Practicamente todos los paises interesados en desarrollar la acuacultura realizan 

investigacién basica en estos tdpicos, en un intento por acceder a informacién que 

permita la comprensién de los procesos digestivos de las especies en cultivo y en base 

 



  

a esta, conocer las necesidades y requerimientos que permitan disefar alimentos y 

regimenes alimenticios acordes a cada especie y sus estadios. 

2.1 La digestién en los crustaceos decapodos. 

En el esquema A se representa el tracto digestivo de los peneidos y sus 

estructuras asociadas (tomado de Gibson, 1981). 

Los crustaceos decdpodos poseen mecanismos basicos similares de 

alimentacién y digestion. Una gran variedad de apéndices toracicos y cefalicos son 

utilizados para la aprehensidn del alimento (Barker and Gibson, 1977). La ingestion del 

alimento es facilitada por secreciones mucoides de las glandulas esofagicas (Barker, 

1976). Durante la digestion, tanto las enzimas como los agentes emulsificantes 

secretados, pasan al estémago pildrico y de ahi al estomago cardiaco en donde actuan 

extracelularmente en conjuncién con los procesos mecanicos del molino gastrico 

(Gibson y Barker, 1979). El contenido estomacal es posteriormente separado por un 

proceso de filtraci6n en donde los fluidos y el material microparticulado ingresan a los 

primeros ductos del hepatopancreas, a través de otros sistemas filtradores localizados 

en la entrada de estos, para los procesos subsecuentes de digestién mientras que las 

substancias y materiales residuales pasan directamente al intestino. 

10 

 



  

Esquema A. Tracto digestivo de los peneidos y sus estructuras asociadas. 
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Dentro del hepatopancreas, fa digestién es completada por una combinacién de 

procesos extra é intracelulares. El movimiento de material hacia afuera y hacia adentro 

del hepatopancreas es efectuado por contracciones de los musculos de cada tubulo. 

Estas contracciones son particularmente vigorosas cuando un animal previamente 

ayunado es alimentado. 

2.2 La diferenciacion celular del hepatopancreas y su relacién con la digestién y 

producci6én de enzimas digestivas. 

Los estudios llevados a cabo principalmente por Ogura (1959), Bunt (1968), 

Loizzi (1971), Gibson y Barker (1979) y recientemente Nakamura (1988) han 

establecido las bases para la comprensién de la histologia y fisiologia del 

hepatopancreas de los crustaceos decapodos. Es claro que cualquier intento por 

entender las variaciones en la actividad enzimatica resultantes de la modificacién de la 

alimentacién, debera estar apoyado en el conocimiento de los procesos normales de 

produccisn y digesti6n enzimatica. 

El hepatopancreas se encuentra conformado por varios lébulos los cuales a su 

vez estan formados por un complejo sistema de ductos y tubulos ciegos. Segun Gibson 

(1981), estos tubulos estan estructurados por un epitelio columnar simple, compuesto 

por cuatro tipos de células: células E (embrionarias 6 indiferenciadas), F (fibrilares), R 

(absorbentes) y B (secretoras). Las células E llevan a cabo una diferenciacion 

citopl4smica dando como resultado ya sea células F 6 R. Segun Loizzi (1971) las 
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células F sintetizan enzimas digestivas encapsulandolas en vacuolas. Son entonces 

las células F las que se transforman en células B secretoras, las cuales son las mas 

grandes de todos !os tipos y contienen una vaculoa Unica y enorme que ocupa del 80 

al 90% del volimen celular total (Barker y Gibson, 1977). La pérdida de esta vacuola 

digestiva puede ser via secrecién holdcrina, merécrina y apécrina. Cuando las 

condiciones de alimentacién asi lo determinan y esta pérdida vacuolar (liberacién de 

enzimas digestivas) es de tipo merécrino 6 apécrino, se da en las células B un proceso 

de regeneraci6on a célula F. 

Nakamura (1987) define a las células del epitelio del hepatopancreas de una 

forma diferente: células claras (L), obscuras (D) y vacuoladas (V). La parte distal del 

diverticulo se compone de células cuboidales indiferenciadas llamadas células 

Embrionarias 6 células-E. Esta clasificacién corresponde con la anterior (mencionada 

por Gibson) de la forma siguiente: células E = E, células F = D, células B = V y células 

R=L. 

El mismo Nakamura (1988) trabajando con Penaeus japonicus discute el esquema 

anterior. El menciona que en base a sus estudios con microscopia electronica, por lo 

menos para P. japonicus y P. semisuicatus no se puede considerar un patron similar al 

propuesto por Loizzi (1971), proponiendo él un patrén similar al de Bunt (1968). En la 

esquema B se grafican las diferentes teorias de la diferenciacién celular del 

hepatopancreas en decapodos. 
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Esquema B. Representacién esquematica de las diferentes hipdotesis de la 

diferenciacién celular en Crustaceos Decdpodos. 

Loizzi (1971) y Hirsch y Jacobs (1930): 

E> L 

Noo 

Ogura (1959) propone tres tipos independientes de lineas celulares: 

L 

E--»D 

Ny 
Bunt (1968): 

oe 

Davis y Burnett propone una sola linea celular 

E--$L-»V-#D 

En la langosta, el mismo esquema de Bunt es sugerido por Travis (1957). Y en el 

cangrejo van Weel (1955) observa una secrecién merécrina seguida de un 

regeneracidn ciclica de las células: 

E*L3VID 
a 

Nakamura (1988) coincide en el esquema de Bunt para P. japonicus, y no encuentra el 

ciclo de regeneracién propuesto por Van Weel (1955). 
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El epitelio del hepatopancreas ha sido objeto de estudios extensos y de 

multiples propuestas sobre su fisiologia, existiendo controversia entre los diferentes 

grupos de investigacién que han abordado estos temas. Aun asi, se han llegado a 

determinar parametros fisiolégicos muy interesantes en relaci6n a la liberacién de 

enzimas a partir de las células vacuoladas. Se ha observado que las enzimas 

digestivas son liberadas al jugo gastrico en tres ondas durante las primeras 12 horas 

después de la alimentacién (Barker y Gibson, 1977). Asimismo se ha visto que 

posterior a este periodo, las células V (vacuoladas), modifican su funci6én a la de 

almacenamiento de materiales de desecho (Hopkin y Not, 1980). Este cambio se da 

cuando ya no hay necesidad de enzimas activas en el jugo digestivo pues la digestion 

extracelular ha sido ya completada. No se ha determinado como se lleva a cabo este 

cambio radical en las funciones de las células V. 

Las células L (R) son aparentemente las mejor conocidas y se acepta que su 

funcién es ta de absorber nutrientes y metabolizar lipidos y carbohidratos. Hay también 

evidencias de que las fases tardias (alcalinas) de digesti6n son completadas dentro 

de estas (Barker, 1976). Aparentemente estas mismas células sintetizan agentes 

emulsificantes los cuales son liberados al lumen digestivo. 

2.3 El estudio de las proteasas digestivas en el camar6n. 

Las protedlisis digestiva y la identificacién de las proteasas especificas han sido 

estudiadas en una amplia variedad de crustaceos decapodos. DeVillez (1965) 

demostré en Orconectes viridis, la existencia de una enzima (parecida a la tripsina) 
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capaz de hidrolizar un substrato sintético especifico para tripsina de vertebrados. Esta 

enzima parece existir en todos los crustaceos (DeVillez y Buchlen, 1967; Sather, 

1969), y ha sido purificada y caracterizada en diversas especies como una verdadera 

tripsina (Zwilling y Neurath, 1981). La secuencia de la tripsina de Astacus fluviatilis fue 

determinada por Titani ef a/. (1983) y presenta una homologia de cerca del 50% con la 

de la tripsina bovina. En lo que se refiere a la actividad tipo quimotripsina, ha sido 

puesta en evidencia en diversos crustaceos por Eisen y Jeffrey (1969), Brun y 

Wojtowicz (1976), Trellu y Ceccaldi (1977), Van Wormhoudt (1980), Galgani ef al. 

(1984), Tasai et al. (1986), Chen ef al. (1991), Hernandez-Cortés (1993), entre otros 

autores. Sin embargo la actividad de esta es al parecer mucho menor que la de la 

tripsina. Dentro de la clase Macroura, casi todos los trabajos se han orientado al 

estudio de los Penaeidae y de Homarus. 

El estudio de la presencia y actividad de proteasas especificas de los 

crustaceos, no ha dejado de tener interés para los grupos de investigadores a nivél 

mundial y todo parece indicar que esta tendencia va en aumento. El estudio de las 

actividades de las proteasas epecificas tiene relevancia no solo a nivel de nutricién de 

camar6én, sino que actualmente se comienza explorar la posibilidad de utilizarlas en 

otros procesos en tecnologia de alimentos y uso industrial (Garcia-Carrefio y Haard, 

1993; Jiang et al., 1991). 
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2.4 El estudio de las amilasas digestivas en el camarén. 

Las amilasas 6 «1,4 glucano 4-glucanohidrolasas (E.C. 3.2.1.1.) son enzimas 

distribuidas en todo el! reino animal, localizandose esencialmente a nivel de pancreas 

de vertebrados. Aun y cuando han sido relativamente bien estudiadas en los 

mamiferos, su estudio en crustaceos ha sido muy pobre a pesar de que se conocen en 

este grupo zooldgico desde 1876 con los estudios de Hoppe-Seyler. No fue sino hasta 

1966 que Blandamer y Beechey se interesaron de nuevo en estas enzimas, dando 

continuidad a su estudio. 

El desarrollo de la acuacultura y el consiguiente interés en el desarrollo de una 

nutricién adecuada para los organismos en cultivo, con particular atencion a los 

crustaceos decdpodos, ha originado un aumento en el estudio de las enzimas 

digestivas, incluyendo a las amilasas, enzimas que, junto con las proteasas y lipasas y 

aparentemente las quitinasas (Clark y col. 1993) conforman el equipamiento digestivo 

principal de la mayoria de estas especies. De esta forma se han llevado estudios en 

langostas (Lee et af, 1980; Biesiot y McDowell, 1990), en la liberacién de la amilasa a 

través de la participacién de la hormona hiperglicémica en el acocil (Sedimeier, 1988) 

y en diversas especies de camarones (Van Wormhoudt, 1974; Van Wormhoudt et ai, 

1980; Maugle et al, 1982; Lee y Lawrence, 1985; Galgani et ai, 1988, Toullec y col. 

1991; Omondi y Stark, 1995). Otros estudios se han interesado no solo en la deteccién 

y caracterizacién de la amilasa, sino que incluso se ha llegado a adicionar la misma 

enzima en los alimentos ofrecidos a los organismos (Maugle ef a/, 1983). 
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Los primeros estudios llevados a cabo con Penaeus californiensis son 

precisamente los llevados a cabo dentro de la Divisién de Biologia Experimental del 

Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste. 

2.5 El estudio del efecto de la dieta en las enzimas digestivas del camar6n. 

Los estudios nutricionales de los animales domésticos se han basado 

generalmente en estudios de crecimiento (Maynard et a/, 1979). A nivel de nutricién de 

crustaceos se ha dado este mismo énfasis a los bioensayos que analizan el 

crecimiento del organismo como un reflejo de la buena 6 mala nutricién del mismo. No 

obstante, en la ultima década la tendencia en la nutricién de crustaceos ha sido la de 

incluir, complementariamente a los ensayos zootécnicos, varios métodos analiticos los 

cuales han sido desarrollados para investigar mecanismos especificos involucrados en 

la digestién y la asimilacién (Lee y Lawrence, 1985). Aun y cuando los ensayos de 

crecimiento no podran nunca ser desplazados como una herramienta importante en los 

estudios de nutricién, los métodos analiticos han permitido a los investigadores, 

entender los mecanismos de digestién y asimilacién de los crustaceos y otros 

organismos. 

Aparentemente existe una respuesta adaptativa de la actividad enzimatica 

digestiva frente a las variaciones de la composicién de la dieta suministrada a 

organismos marinos desde el zooplancton Calanus hyperboreus (Head y Conover, 

1983), copépodos (Hasset y Blades-Eckelbarger, 1995) y camarones bajo condiciones 

experimentales segun los han demostrado varios autores (Hoyle, 1973; Van 
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Wormhoudt, 1978, 1980; Maugle, 1982, Lee, 1985, Fox, 1993, Civera, 1994; Le 

Moullac et al. 1994; Kumlu and Jones, 1995), algunos de los cuales han reportado una 

correlacién entre el incremento de la actividad de las enzimas digestivas (a nivel de 

hepatopancreas) y el incremento de la ganancia en peso y/o crecimiento del 

organismo, mientras que otros han detectado un efecto en la actividad pero, no han 

podido llegar a esta correlacién positiva, sino a una aparente adaptacién. 

El interés del presente estudio es el de examinar el efecto de diferentes 

dietas experimentales en !a actividad proteolitica y amilolitica asociada al tracto 

digestivo del camarén café. Pretendemos con esto comenzar los estudios que permitan 

ayudar a entender los procesos nutricionales de esta importante especie. El camaron 

café de! Pacifico Penaeus californiensis ha sido reconocido como una de las especies 

mas viables para ser cultivado en la costa mexicana del Pacifico. Pocos estudios se 

han hecho en relacién a su nutricién, la mayoria de ellos incluidos dentro de la 

metodologia de ensayos de crecimiento o zootécnicos (Galicia, 1976; Rosales, 1976, 

Brand y Colvin, 1977; Villarreal et a/, 1990). 

Como insumo de interés en la formulacién de dietas para camarén café, se 

incluy6 la harina de langostilla (Pleuroncodes planipes) en substitucién de la harina de 

soya, de cabeza de camarén y de pescado, las cuales son insumos muy utilizados en 

la elaboracién de alimentos comerciales para camarén. 

La langostilla Pleuroncodes planipes es un crustaceo muy abundante a todo lo 

largo de la costa del Pacifico de Baja California y se considera puede ser utilizada 

como una fuente de proteina y otros nutrientes para su incorporacién en alimentos 
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para acuicultura. Estudios previos realizados en el Centro de Investigaciones 

Biolégicas del Noroeste hacen suponer que la inclusion de !a langostilia en dietas para 

camarones puede tener un efecto benéfico en el crecimiento del camarén café 

(Villarreal, H. 1995). 
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3.0 JUSTIFICACION 

En México, la investigacién en nutricién del camarén es muy pobre. La mayoria de las 

especies de camarones cultivados en nuestras costas han sido ya estudiados en otros 

paises, por lo que solo se ha requerido adaptar (muchas veces adoptar) las técnicas 

ya desarrolladas en otros paises a las condiciones imperantes en el nuestro. El caso 

de Penaeus californiensis, el camarén café del Pacifico, es muy diferente, pues esta 

especie ha sido solo estudiada muy someramente; esto es debido a que su distribucién 

lo hace practicamente endémico de nuestro pais, ademas de no haber representado 

mas que un recurso de interés puramente pesquero. Las condiciones actuales son 

otras; el auge de la acuacultura en México y la sobreexplotacién de las poblaciones 

silvestres de camarén, han hecho que Penaeus californiensis cobre interés creciente 

como organismo factible de ser cultivado. Desafortunadamente se conoce muy poco 

de su fisiologia y comportamiento; en la actualidad importantes estudios se llevan a 

cabo sobre esta especie dentro del Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste, 

todos encaminados a desarrollar el conocimiento y la tecnologia necesarios para 

poder cultivar esta especie en aguas mexicanas. Dentro de los estudios de 

alimentacién de esta especie se ha llegado hasta cierto punto en donde se hace 

indispensable conocer su fisiologia digestiva, particularmente las actividades 

enzimaticas presentes en su sistema digestivo. Sin este conocimiento como base para 

el entendimiento de Ia fisiologia de la nutricion del camarén café y por ende de su 
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capacidad de degradacién de ciertos insumos, el disefio de dietas acordes a sus 

necesidades sera dificilmente optimizado. Muchos de los actuales proyectos de 

investigacion a nive! mundial relacionados con la nutricién de crustaceos en cultivo, se 

han limitado a estudios de crecimiento, en los cuales se cuantifica el crecimiento y 

sobrevivencia del organismo en funcién de una dieta determinada suministrada. Si 

bien estas metodologias han rendido frutos, lo cierto es que la tendencia actual es la 

de tratar de caracterizar los mecanismos fisiolgicos y bioquimicos que esten 

involucrados en este proceso, no solo a nivel de género taxondmico, sino en cada 

especie en particular, debido a las diferencias tan marcadas que se han encontrado. 

De importancia fundamental en la nutricion de lo crustaceos y relacionado con la 

actividad enzimatica, son los estudios que determinan actividad de las enzimas 

digestivas en funcién del desarrollo de los organismos desde estadios de larvas a 

adultos (Biesiot and McDowell, 1990; Walford and Lam, 1993). Aparentemente la 

diferencias de actividad enzimatica digestiva pueden ser tan marcadas entre un 

estadio y el siguiente que definitivamente deben ser tomadas en cuenta cuando se 

intente disenar dietas artificiales para ellos (Lovett y Felder, 1990a, 1990b). He aqui 

toda una linea de investigacién para ser desarrollada en el futuro inmediato. En base a 

lo anterior se puede entonces considerar que el estudio de las actividades enzimaticas 

digestivas del camarén café Penaeus californiensis debe considerarse como un paso 

obligado y complementario para el correcto entendimiento de los procesos digestivos 

de este organismo y apoyados en estos comenzar a definir los requerimientos 

nutricionales de esta importante especie. 
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4.0 HIPOTESIS 

El camarén café del Pacifico Penaeus californiensis, tendra enzimas proteoliticas y 

amiloliticas asociadas a su tracto digestivo y esta actividad puede ser influenciada por 

el tipo de alimento suministrado a los organismos. 

5.0 OBJETIVOS. 

General: 

Estudiar las actividades enzimaticas presentes en el tracto digestivo de de juveniles 

del camarén café de! Pacifico Penaeus californiensis. 

Especificos: 

a) Determinar la actividad proteolitica y amilolitica presente en el tracto digestivo de 

juveniles de camarén café. 

b) Determinar las actividades de proteasas especificas: Tipo-Tripsina, 

Tipo-Quimotripsina, Tipo-Carboxipeptidasa A y B, Tipo-Leucinoaminopeptidasa. 

c) .Determinar el efecto de la composicién del alimento sobre la actividad enzimatica 

(proteasas y amilasas) del tracto digestivo de camarones juveniles. 
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6.0 MATERIALES Y METODOS 

6.1 Materiales y métodos generales 

Organismos experimentales 

Los organismos de estudio fueron juveniles de camarén café del Pacifico Peneaus 

californiensis. Se utilizaron tanto camarones silvestres mantenidos en ayuno, como 

camarones alimentados en el laboratorio con diferentes dietas experimentales y 

comerciales. 

Para los analisis con camarones juveniles silvestres se capturaron cien 

individuos de Penaeus californiensis con pesos entre 0.5 y 2 g, mediante el uso de 

chinchorro en la bahia de La Paz, B.C.S. La captura fué realizada por los técnicos de 

la Divisién de Biologia Marina del Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste. 

Mantenimiento de los organismos 

Los organismos fueron mantenidos en el laboratorio de cultivo de camarén del 

CIBNOR, dentro de tanques de plastico (100 |) durante tres dias bajo condiciones 

controladas de salinidad (3.5 %) y temperatura (28 °C) con un recambio de agua 

diario del 100%. Los animales sometidos a la prueba zootécnica se mantuvieron en 

condiciones similares, detalladas posteriormente en la seccién 6.4. 
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Alimentacién 

Los animales silvestres capturados fueron mantenidos en confinamiento durante 

tres dias bajo condiciones de ayuno completo. Los animales sometidos al bioensayo 

nutricional recibieron un régimen alimenticio a base de dietas experimentales o 

comerciales cuyo disefio es detallado posteriormente (seccién 6.4). 

Preparacién de los extractos enzimaticos 

Los extractos crudos para los analisis de proteinas y enzimas fueron preparados 

a partir de los tractos digestivos completos disectados en el laboratorio siguiendo un 

procedimiento similar al reportado por Galgani (1982). El tracto digestivo completo de 

los camarones fué disectado (estémago, hepatopancreas e intestino) e 

inmediatamente macerado en frio (bafio de hielo) con la ayuda de un homogenizador 

de tejidos (Potter) en amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0. El extracto resultante se 

ultracentrifugo a 15,000 x g durante 30 minutos. La pelicula flotante de lipidos se retir6 

con la ayuda de una pipeta. La fraccién acuosa se separ6 de la fraccién no soluble y 

se filtro a través de una membrana Millipore (0.45 pm). A esta solucién se le denomino 

extracto crudo de camarén café (EC). 

El EC utilizado en las determinaciones tenia una concentracién de 21 mg de proteina 

por ml. El volumen utilizado en las determinaciones fué generalmente de 10 ul, por lo 

tanto en cada determinacién se agregaron 210 yg de proteina como fuente de 

enzimas. 
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Determinacién de proteina 

La determinacién de proteina soluble se Ilevé a cabo por el método de 

MicroLowry (Lowry et a/., 1951), utilizando las siguientes soluciones: Sol.A: Na,CO, al 

3%/NaOH 0.2N, Sol.B: CuSO, al 2%, Sol.C: Tartrato de Na/K al 4%, Sol.D: 48ml A + 

4ml B + 1iml C. Bajo el siguiente procedimiento: en un tubo de ensayo se agregaron 

200u! de EC y 1m reactivo D, se agité con ayuda de un vortex y se dej6 en reposo 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. En seguida se agregaron 100 pl de 

reactivo de Folin y se agité vigorosamente !a mezcla, dejandola posteriormente en 

reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado este tiempo se 

ley6 la absorbancia a 750 nm. Como estandard se utiliz6 albumina bovina (BSA) 

(SIGMA CHEM. USA). 

Analisis electroforético 

El analisis electroforético fue llevado al cabo en geles de polyacrilamida (PAGE) 

segun el método descrito por Laemmli (1970) en condiciones no desnaturalizantes. 

Los geles (10 % poliacrilamida) fueron montados en un aparato de electroforésis 

vertical (BIO-RAD Laboratories, Richmond, CA. USA). Las muestras (EC, tripsina 

bovina y amilasa purificada, 1 mg/ml, SIGMA CHEM. USA) fueron mezcladas con 

0.01% de azul de bromofenol y sacarosa al 10%. Se tomaron alicuotas de 25-50 ul y 

fueron colocadas en el borde superior de! gel. La electroforésis fué llevada al cabo con 

un voltaje constante (200 Volts) hasta que la banda de colorante (azul de bromofenol) 

llego a 1.5 cm del borde inferior del gel. El patrén de proteinas fué obtenido tifiendo el 

gel con azul de Coomasie al 0.1 % (en 40% de metanol/10% de Acido acético) durante 
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una hora y destifiendo con una solucién 40% de metanol y 10% de Acido acético 

durante 24 horas. 

Andlisis estadistico. 

Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado con cinco réplicas. 

. Los resultados fueron analizados por analisis de varianza de una via (ANOVA). Las 

diferencias entre medias fueron analizadas por el método de LSD 95%. 

6.2 Determinacién de la actividad proteolitica general y especifica en el extracto 

del tracto digestivo del camarén café 

La determinacién de la actividad de proteolitica general (utilizando un substrato 

inespecifico, caseina SIGMA,CHEM.CO.) presente en el extracto crudo del tracto 

digestivo del camarén café, se realizo mediante la siguiente metodologia: A 10 yi de 

EC colocados en un tubo de ensayo se le adicionaron 490y| de amortiguador Tris-HCI 

0.1M (pH 7.5) y se preincubaron 5 minutos a 30°C. Posteriormente, al tiempo cero, se 

adicioné 1m! de! substrato de caseina al 1% (en Tris 0.1M, pH 7.5) a la misma 

temperatura. La mezcla de reaccién se incubo durante 60 a 120 minutos a 30°C. Para 

detener la reaccién se adicionaron 5mi de acido tricloroacético (TCA) al 5%. La mezcla 

se agité en un vortex y se dejd en reposo durante 15 minutos. Pasado este tiempo, se 

clarificé por centrifugacién a 15000 x g, 5 minutos y se ley6é la absorbancia del 

sobrenadante (material no precipitable en TCA a las condiciones del ensayo) en un 

espectrofotémetro Spectronic 2000 (Bausch & Lomb, USA) a una longitud de onda de 

280 nm. 
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Los blancos fueron preparados con 1m! de caseina, 490ul de Tris-HCl, 5mi de 

TCA y 10ul de extracto adicionados en ese orden. Para el testigo negativo se utiliz6 

amortiguador de Tris-HCI en reemplazo de la solucién enzimatica. 

Una unidad de proteasa fué definida arbitrariamente como la cantidad de 

enzima que causa un incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 280 nm, por 

minuto, en las condiciones establecidas. 

Efecto del pH en la actividad proteolitica 

Siguiendo el procedimiento anterior se utilizo el siguiente sistema de 

amortiguadores: Mes-HCl (0.1M) para pH de 5 a6.5, Tris-HCI (0.1M) para pH7.1a9y 

carbonato de sodio (0.1M) para pH 9.1 a 11.0. El substrato caseina fué preparado en 

el amortiguador correspondiente. 

Efecto de la temperatura en la actividad proteolitica 

Siguiendo el procedimiento estandard se determiné el efecto de la temperatura 

en la actividad proteolitica incubando la mezcla de reaccién en un bafio de agua a 15, 

25, 30, 40, 50 y 60°C. 

Efecto de la salinidad sobre la actividad proteolitica 

El efecto de la salinidad sobre la actividad proteolitica fué evaluado siguiendo el 

procedimiento estandar y ajustando la mezcla de reaccién a las siguientes 

concentraciones de sal a 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2M de NaCl. 
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Efecto de cationes divalentes e inhibidores enzimaticos sobre la actividad 

proteolitica 

El efecto cationes divalentes tales como Hg’, Ca’, Cu’, Cr, Zn‘? y Mg’? 

(cloruros) sobre la actividad proteolitica, utilizando caseina como substrato, fue 

determinado siguiendo el procedimiento estandar y ajustando los cationes divalentes a 

una concentracién de 10mM. El efecto de inhibidores enzimaticos fue realizado de 

manera similar a una concentracién final de 10mM, utilizando los siguientes 

inhibidores: cloruro de 1-hexadecylpiridinium (HDP), Na-p-Tosil-L-Lisina cloro metil 

cetona (TLCK), floururo de fenil metil sulfonilo (PMSF), 1,10-fenantrolina (PT), 

DL-ditiotreitol (DTT), inhibidor de tripsina de soya (SBTI) y acido iodoacetico (IA) 

(SIGMA CHEM.). 

Termoestabilidad de las proteasas del extracto 

A fin de conocer la termoestabilidad de las proteasas encontradas en el extracto 

de camarén café, el extracto enzimatico se expuso a las siguientes temperaturas (en 

bafio maria): 10, 20, 30, 40, 50 y 60°C durante una hora. Previo al tratamiento térmico 

y posterior a él, los extractos fueron mantenidos en bafho de hielo hasta la 

determinacién de la actividad remanente a las condiciones estandar. La determinacion 

de actividad se llevé a cabo utilizando como substrato azocaseina al 0.5% en Tris-HC| 

0.1M (pH 8.0) de la siguiente manera: En el tubo de ensaye se colocaron 240 pl de 

amortiguador (Tris-HCl) y 10,1 de extracto enzimatico. La mezcla se preincubé a 30°C 

por 5 minutos. Al tiempo cero se adicionaron 500pl de azocaseina al 0.5% a la misma 

temperatura mezclando vigorosamente. La mezcla se incubé durante 45 minutos a 
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30°C y se paré la reaccién por adicién de 500pI de TCA (al 20%). La mezcla se 

clarificé por centrifugacién a 15,000 x g, 5 minutos. La absorbancia del sobrenadante a 

440nm fué determinada en el espectrofotémetro. Los blancos fueron preparados 

adicionando 240yl de Tris-HCI, 10pl de extracto, 5001 de TCA y 500p! de azocaseina 

adicionados en este orden. El testigo negativo fué Tris-HCI en lugar de la solucién 

enzimatica. 

Determinacién de la actividad de proteasas especificas 

Para las determinaciones de proteasas especificas generalmente se utilizan 

métodos espectrofotométricos que determinan la hidrélisis de substratos sintéticos. La 

hidrélsis del substrato es cuantificada mediante el aumento de la absorbancia a la 

longitud de onda de maxima absorcién de uno de los productos de la reacci6n 

enzimatica. 

Los resultados son expresados como la variacién de absorbancia por minuto y 

por miligramo de proteina soluble 

(Abs/min * mg de Prot.) 6 en pmoles de substrato hidrolizado por minuto por miligramo 

de proteina soluble (umoles/min * mg Prot.). 

Actividad de tipo tripsina 

La actividad de tipo tripsina se detect por medio de la hidrolisis del substrato 

sintético Tosil-L-Arginina Metil Ester (TAME) (Hummel, 1959) en amortiguador Tris-HCI 

50 mM (pH 8) y la presencia de CaCl, 20 mM a 20°C. La concentracién del substrato 

fué de 10° M. La mezcla de reaccién consistié en 1 ml de solucién de TAME y la 
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adicién al tiempo cero de 10 ul de EC 0 de la solucién correspondiente. Como control 

positive se utiliz6 la tripsina purificada de pancreas bovino a una concentracién de 

4mg/ml (SIGMA CHEM.). Asimismo se utilizé el inhibidor de tripsina de soya (SBTI) a 

una concentracién final en la mezcla de reaccién de 0.1 mg/ml. Para determinar la 

absorbancia que pudiera poseer el TAME “per se’, se realizo una determinaci6én 

testigo adicionando unicamente agua destilada. 

La cinética de! incremento de absorbancia en la mezcla de reacci6n se midio a 

una longitud de onda de 247 nm, segun el método estandar. 

Actividad de tipo quimotripsina 

Para la determinacién de actividad de tipo quimotripsina en el extracto 

enzimatico se utilizé el substrato sintético Benzoil-L-Tirosina Etil Ester (BTEE) 

(Hummel, 1969), en amortiguador de Tris-HCl 50 mM (pH 8), en presencia de CaCl, , 

20 mM a 20°C. Debido a la dificultad técnica para realizar las lecturas segun el método 

estandar, se llevé a cabo una modificacién de la concentracién final de BTEE de 

acuerdo con Asgeirsson (comunicacién personal con Hernandez-Cortés, 1994) de 1.0 

mM a 0.05 mM. La mezcla de reaccién fué constituida por 990yl de BTEE y 10 pl de 

EC 0 de la solucién correspondiente adicionada al tiempo cero. Como control positivo 

se utiliz6 la quimotripsina purificada de pancreas bovino (SIGMA CHEM.) a una 

concentracién de 1 mg/ml. Se determinéd la hidrdlisis espontanea de! BTEE, llevando a 

cabo una determinacién con agua destilada en sustitucién del EC. Se determind el 

efecto del inhibidor Tosil-Lisina Clorometil Cetona (TLCK) sobre la actividad tipo 

quimotripsina presente en el EC. La longitud de onda a la que se ley6 la cinética de la 
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reaccién con este compuesto fue de 256 nm. 

Alternativamente se utilizé ef substrato succinil- p-nitroanilida (SAPNA) para 

detectar la actividad de esta endoproteasa bajo las siguientes condiciones: 990 jl de 

SAPNA 0.02 mM {en Tris-HC! 0.1 M, pH 7.8) y la presencia de CaCl, , 0.01M a 25°C. 

La cinética se llev6 a cabo a 25°C, por 5 minutos y la absorbancia medida a una 

longitud de onda de 410nm (Hernandez-Cortés, 1993). Como contral positivo se utiliz6 

fa quimotrispina de pancreas bovino (SIGMA CHEM.) a una concentracion de 4mg/ml. 

Tanto el extracto de camarén como la quimotripsina comercial fueron sometidas a la 

accién del inhibidor PMSF a una concentracién final de 10mM en la mezcla de 

reaccién. 

Actividad de tipo carboxipeptidasa A 

La determinacién de carboxipeptidasa A se realiz6 utilizando el substrato 

sintético Hipuril- DL- Fenil Lactato (HPLA) a una concentracién final de 10°M (Folk, 

1963). La determinacién se efectué a 25°C en amortiguador Tris-HC! 25mM (pH 8) y 

NaCl 0.5M. La mezela de reaccién fué constituida por 990 jl de HPLA y 10 pl de EC o 

de la solucién correspondiente adicionada al tiempo cero. Se registré la absorbancia 

de la mezcla de reacci6én a 254nm. Como control positivo se utiliz6 la carboxipeptidasa 

A purificada de pancreas bovino (SIGMA CHEM.) a una concentraci6n de 1mg/ml. 

Actividad de tipo carboxipeptidasa B 

Para la determinacién de la actividad tipo carboxipeptidasa B se empled el 

método de Folk (1963). Como substrato se utiliz6 el Hipuril Arginina (HA) a una 
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concentracién 10°M. La determinacién se efectud a 25°C en amortiguador Tris-HCl 

25mM (pH 8) y NaCl 0.5M. La mezcla de reaccién consistié en 990 ul de solucién de 

HA y 10 ul de EC 0 de la solucién correspondiente. Como control positivo se utilizé la 

carboxipeptidasa B purificada de pancreas porcino (SIGMA CHEM.) a una 

concentracién de 1 mg/ml y como control negativo se utiliz6 la tripsina de pancreas 

bovino (SIGMA CHEM.), 1mg/ml. Como inhibidor de la actividad tipo-carboxipeptidasa 

B, por quelacién de iones divalentes, se utiliz6 la 1,10-fenantrolina, registrando la 

lectura a 254nm. 

Actividad de tipo leucino amino peptidasa 

La actividad tipo leucino amino peptidasa fué realizada utilizando el substrato 

sintético Leucina-p-Nitroanilida (LPNA) a una concentracién final de 10° M (Tuppy ef 

al.1962). La mezcla de reaccién consistiéd en 990 yl de LPNA y 10 pi de EC o de la 

solucién correspondiente. Como control positivo se utiliz6 la leucino amino peptidasa 

purificada de rifion porcino (Sigma Chem.) a una concentracién de 1 mg/ml. La 

reaccién se desarrollé a 25°C en amortiguador Tris 0.1 M (pH 8) y la presencia de 

MgC!, 5mM. El agente quelante EDTA se utiliz6 para determinar el efecto del 

secuestro de cationes en la actividad. La lectura espectrofotométrica se llevé a cabo a 

410nm. 

Actividad de tipo pepsina 

Para investigar la presencia o no de actividad tipo pepsina en los extractos 

enzimaticos se utiliz6 como substrato la hemoglobina acida segun el método de Ryle 
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(1988). Como control se utiliz6 la pepsina purificada de mucosa de estémago de 

porcino (SIGMA CHEM.) a una concentracién de ‘mg/ml. La_ lectura 

espectrofotométrica se llev6 a cabo a 280nm. 

Revelado de actividad proteasa en geles 

La deteccién de actividad de proteasa presente en los geles de PAGE fué 

realizada cortando los geles y colocdndolos sobre geles de agarosa (al 1%) 

conteniendo 0.5% de caseina como substrato. Después de una incubacién por 60 

minutos a 37°C en camara huimeda, los geles de PAGE fueron removidos y los geles 

de agarosa sumergidos en una solucién de azul de Coomasie al 2% y TCA al 12.5% 

hasta el revelado. Después del destefiide (con acido acético 10% / TCA 12.5%) las 

bandas con actividad de proteasa aparecen como zonas claras sobre un fondo azul. 

6.3 Materiales y métodos para la determinacién de la actividad amilolitica 

presente en el tracto digestivo del camarén café. 

El andlisis cualitativo de la actividad de amilasa presente en los extractos 

crudos de sistema digestivo de camarén café fué llevado a cabo segun el método 

descrito por Nolasco y Vega-Villasante (1992). Para el analisis cuantitativo de la 

actividad amilasa se empled el método de Bernfeld (1951), utilizando como substrato 

el almidén soluble (SIGMA CHEM.) al 1% en amortiguador de acetatos (acetato de 

sodio y Acido acético) 50 mM (pH 6) mediante el procedimiento siguiente: En un tubo 

de ensayo se colocaron 900 yl de substrato de almidén y se preincubaron por 5 

minutos en bafo de agua a 30°C. Al tiempo cero se adicionaron 10 de extracto crudo 
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(conteniendo 210 yg de proteina/ml) y se incubé durante 20 minutos a la misma 

temperatura (30°C). Para el testigo se llevaron a cabo los mismos pasos, con una 

ebullicion previa del extracto crudo durante 5 minutos para inactivacion de las 

enzimas. 

La hidrdlisis de! substrato fué cuantificada con base en la concentracién de 

azicares reductores resultante dela fragmentacién de la molécula de almidon y se 

realiz6 de la forma siguiente: inmediatamente después del periodo de incubacién de la 

mezcla de reaccién, se le adicionaron 0.2 mi de Na,CO, (2 N) y 1.5 ml de acido 

dinitrosalicilico (DNS). Lo tubes se pusieron en ebullicién en bafio de agua durante 15 

minutos. El volumen fué ajustado a 10 ml con agua destilada y la solucién colorida 

leida a 550 nm. Un control adicional fué preparado reemplazando el EC con 

amortiguador de acetatos. 

Una unidad de amilasa fué definida arbitrariamente como la cantidad de enzima 

que causa un incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 550 nm, por minuto, bajo 

las condiciones establecidas. 

Efecto del pH sobre la actividad amilolitica del tracto digestivo del camarén café 

Siguiendo el procedimiento descrito, se determiné el efecto del pH en la 

actividad de amilasa del EC, en un intervalo de pH entre 5 y 10. El sistema 

amortiguadores utilizado fué: MES para pH de 5.5. a 6.5, Tris-HCl para pH de 7.1 agy 

carbonato de sodio para pH de 9.1 a 10 
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Efecto de la temperatura sobre la actividad amilolitica del extracto del tracto 

digestivo del camarén café 

El efecto de la temperatura sobre la ‘actividad de amilasa del EC fué 

determinado incubando la mezcla de reaccién, siguiendo el procedimiento estandar a 

20, 30, 40, 50 y 60°C. 

Efecto de la salinidad sobre la actividad amilolitica del extracto del tracto 

digestivo del camarén café 

E! efecto de la concentracién de sal en Ja actividad de amilasa en EC fué 

evaluado, siguiendo el método estandar, ajustando la mezcla de reaccion a diferentes 

concentraciones de NaCl (0, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 M). 

Efecto dei EDTA y iones divalentes sobre la actividad amilolitica del extracto del 

tracto digestivo del camarén café 

El efecto de cationes (cloruros de Hg’, Ca‘?, Cu’, Cr*?, Zn’? y Mg’”) y de 

agentes quelantes como el EDTA sobre la actividad de amilasa del EC fué 

determinado ajustando ta concentracién del cation correspondiente o EDTA a 10 mM 

(excepto para Hg”, ajustado a 5 mM) en la mezcla de reaccion. 

Revelado de actividad de amilasa los geles 

La deteccién de la actividad de amilasa presente en los geles de PAGE fué 

realizada cortando los geles utilizados en el corrimiento de extracto crudo y 

colocandolos sobre geles de agarosa (al 1%) conteniendo almidén al 1%. Después de 

incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, en camara humeda, los geles de 
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PAGE fueron removidos y los geles de agarosa sumergidos en una solucién de lugol 

(VKI al 0.025%) durante 5 minutos. Las bandas de actividad de amilasa aparecen 

como bandas claras sobre un fondo azul obscuro. 

6.4 Determinacion de la actividad proteolitica y amilolitica asociada al tracto 

digestivo de camarén café alimentado con dietas artificiales. 

Las dietas suministradas en el bioensayo nutricional, fuerin disefadas y 

elaboradas por el personal de! Laboratorio de Nutricién Acuiola del CIBNOR, segun el 

método de fabricacién descrito por Civera (1989). Las dietas experimentales (8) y 

comerciales (2) evaluadas consistieron en: 

a). Dieta base o control (DB) (38% de proteina): 25% de harina de pescado, 25% de 

harina de soya, 10% de harina de cabeza de camarén y 16% de harina de trigo como 

principales fuentes de proteina. 

b). Dieta base modificada: se hicieron modificaciones de la dieta base, substituyendo 

la harina de pescado por harina de langostilla (Pleuroncodes planipes), en un 33% 

(S33P), 66% (S66P) y 100%(S100P) respectivamente; harina de cabezas camarén en 

un 100% (S100C). De la misma forma la harina de soya fué substituida (33%, 66% y 

100%) por harina de langostilla, denominando a las dietas S33S, S66S y S100S 

respectivamenmte. Las substituciones fueron hechas en base a la proteina de los 

insumos, no tratandose de una substitucién de harina vs. harina (1:1). 

c). Dietas comerciales (PURINA 35 y PURINA 40): se utilizaron como controles 

externos, conteniendo 35 y 40% de proteina respectivamente. 
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Condiciones de cultivo. 

Las postlarvas de camaron fueron mantenidas en tarjas de 60 litros, a razon de 10 

organismos por tarja (3 tarjas por dieta), con un recambio de agua de! 80% cada 24 

horas y alimentados “ad /ibitum”. El bioensayo tuvo una duracién de 30 dias, bajo las 

condiciones de cultivo descritas por Civera et al (1994). 

La obtencion de los extractos crudos del tracto digestivo de los organismos fué 

realizado de manera similar al método previamente descrito. Para este ensayo se 

tomaron al azar 10 camarones de cada tratamiento (con un ayuno previo de 48 h) y se 

disectaron los tractos digestivos. Los 10 tractos digestivos fueron procesados en 

conjunto para obtener el extracto enzimatico para los andalisis posteriores. Para la 

preparacién del extracto se mantuvo una relacién de 1 ml de amortiguador por tracto 

digestivo. De esta forma se obtuvieron 10 extractos, correspondientes a cada una de 

las dietas probadas. Los andlisis de los extractos fueron realizados con 5 réplicas. Las 

determinaciones realizadas fueron la concentracién de proteina en los extractos 

crudos y la actividad proteolitica y amilolitica segun los métodos descritos 

previamente. 
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7.0 RESULTADOS. 

7.1 Actividad proteolitica asociada al tracto digestivo de P. californienis. 

Las condiciones éptimas de actividad proteolitica global, utilizando caseina como 

substrato, del EC de P. californiensis fueron establecidas. El efecto de la salinidad en 

la actividad proteolitica fué determinada entre un intervalo de salinidad entre 0 y 2M 

de NaCl (Fig. 1). La actividad de proteasa fue mayor a concentraciones entre 0 y 0.5 

M de NaCl, mientras que concentraciones superiores produjeron un decremento 

gradual de la actividad, bajo las condiciones experimentales establecidas. Aun a 

concentraciones de 2 M de NaCl se pudo detectar una actividad proteolitica, pudiendo 

considerar un comportamiento halotolerante de las proteasas del tracto digestivo de P. 

californiensis. 

El efecto de la temperatura en la actividad proteolitica fué determinado a 

temperaturas de 15 hasta 60°C. El extracto crudo mostré un maximo de actividad a 

50°C seguido de una disminucién a 60°C (Fig.2a). En lo que corresponde a la 

termo-estabilidad de las proteasas del extracto, se observ6 una pérdida de actividad a 

medida que la temperatura incrementa (Fig. 2b). 

E! pH del extracto crudo del tracto digestivo preparado en agua destilada fue de 

6.8. La actividad proteolitica de EC se determiné entre valores de pH de 5 a 11 

(Fig.3). Muy poca actividad se conservé a valores extremos de pH (5 y 11); un solo 

pico de actividad se observé entre 6 y 10 con un valor optimo cercano al 8.0. Los 

resultados anteriores demuestran que las enzimas que sustentan la actividad 
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proteolitica son activas a la condiciones probadas en un considerable rango de 

temperatura, salinidad y pH. 

La actividad proteolitica de E.C. de P. californiensis fué inhibida por los cationes 

divalentes metdlicos en el siguiente orden decreciente Hg”, Zn‘? , Cr? y Cu”, 

mientras que no se observé efecto alguno con Mg” y Ca’. Como se puede observar 

en la tabla 1, todos los inhibidores especificos de proteasas causaron una disminucién 

en la actividad proteolitica, en el siguiente orden decreciente EDTA > DTT > PMSF > 

SBTI > IA > TLCK > PT. 
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Actividad Especifica (U/mg de protefna) 
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FIG.1 EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

ASOCIADA AL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE, UTILIZANDO CASEINA 

COMO SUBSTRATO (Las letras diferentes indican diferencias significativas). 
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Actividad Especifica (U/mg de proteina) 
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FIG.2a. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

ASOCIADA AL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE. (Las letras diferentes 

indican diferencias significativas) 
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Actividad Especifica (U/mg de proteina) 
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FIG.2b. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ESTABILIDAD DE LAS 

PROTEASAS ASOCIADAS AL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE. (Las 

letras diferentes indican diferencias significativas) 
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FIG.3. EFECTO DEL pH SOBRE LAS PROTEASAS ASOCIADAS AL TRACTO 

DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE (Las letras diferentes indican diferencias 

significativas). 

 



TABLA 1. EFECTO DE IONES DIVALENTES E INHIBIDORES ENZIMATICOS SOBRE 

LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA ASOCIADA AL TRACTO DIGESTIVO DE Penaeus 

californiensis. 

  

ION DIVALENTE ACTIVIDAD RELATIVA 

  

0 (%) 

INHIBIDOR 

CONTROL 400 

Hg’? 24 

Ca” 100 

Cu’? 57 

Cr? 54 

Zn‘? 49 

Mg’ 100 

EDTA 87 

PT 25 

TLCK 42 

PMSF 66 

SBTI 53 

DTT 76 

1A 49 

  

La concentraci6n final de los iones divalentes e inhibidores se ajust6 a 10mM . La actividad especifica 

de! Control fue de 50 U/mg de proteina. 
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Patrén electroforético y revelado de la actividad de proteasa global. 

El estudio electroforético del extracto crudo de tracto digestivo de camarén café 

demostré la presencia de al menos ocho bandas con actividad de proteasa (Figs. 4a y 

4b). 

Identificacién de las principales actividades proteoliticas presentes en el tracto 

digestivo de Penaeus californiensis. 

Las curvas de concentracién de proteina del EC contra una concentraci6én dada 

de substrato, confirmaron el hecho de que a la concentracién utilizada (0.2 mg/ml) no 

se efectuaba la saturacién de la enzima en niguno de los casos, por lo tanto los 

resultados obtenidos en los ensayos pueden considerarse como confiables en este 

aspecto (Figs. 5, 6, 7, 8, 9). 
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FIG. 4. (a) ANALISIS ELECTROFORETICO (PAGE) DEL EXTRACTO CRUDO DE 

SISTEMA DIGESTIVO DE CAMARON CAFE (las flechas indican las bandas de 

proteina tefiidas). (b) GELES DE AGAROSA-CASEINA MOSTRANDO LAS BANDAS 

CON ACTIVIDAD DE PROTEASA EN EL EXTRACTO CRUDO DE SISTEMA 

DIGESTIVO DE CAMARON CAFE. 
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FIG. 5. ACTIVIDAD DE TIPO TRIPSINA DETECTADA USANDO TAME COMO 
SUBSTRATO A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO CRUDO 
(PROTEINA) DE TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE (Las letras diferentes 

indican diferencias significativas). 
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FIG. 6. ACTIVIDAD DE TIPO QUIMOTRIPSINA USANDO BTEE COMO SUBSTRATO 

A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO CRUDO (PROTEINA) DE 

TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE (Las letras diferentes indican diferencias 

significativas). 
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FIG. 7. ACTIVIDAD DE TIPO CARBOXIPEPTIDASA USANDO HPLA COMO 
SUBSTRATO A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO CRUDO 
(PROTEINA) DE TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE (Las letras diferentes 
indican diferencias significativas). 
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FIG. 8. ACTIVIDAD DE TIPO CARBOXIPEPTIDASA B USANDO HA COMO 
SUBSTRATO, A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO CRUDO 
(PROTEINA) DE TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE. 
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FIG. 9. ACTIVIDAD DE TIPO _LEUCINO AMINOPEPTIDASA USANDO LAPNA COMO 

SUBSTRATO, A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO CRUDO 

(PROTEINA) DE TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE. 
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7.1.1 Endoproteasas. 

Actividad de tipo tripsina. 

La actividad de tipo-tripsina (Fig.10) fue detectada utilizando el substrato 

sintético especifico TAME y registrando el cambio de absorbancia a una longitud de 

onda de 247 nm. En los extractos de tracto digestivo de P. californiensis se pudo 

detectar una mayor actividad de tipo tripsina en relaci6n a la actividad encontrada con 

la actividad de tripsina purificada de pancreas bovino (1 mg/ml) , utilizada como control 

positivo. Se pudo demostrar una efectiva inhibicién (100 %) ai utilizar el inhibidor SBTI 

(inhibidor de tripsina de frij6l de soya). No se pudo detectar una hidrélisis expontanea 

de importancia en el TAME. 

Actividad de tipo quimotripsina. 

La actividad de tipo quimotripsina (Fig.11) fue detectada utilizando BTEE como 

substrato y registrando el cambio de absorbancia 256 nm. La utilizacién del BTEE 

conllevé algunas complicaciones debidas a las altas lecturas que presenta el substrato 

“ner se". Hubo necesidad de modificar la técnica para poder llevar a cabo la deteccién 

y registrar de una manera clara el cambio de absorbancia. Tal como se esperaba, no 

se encontrd inhibicién de la actividad utilizando TLCK; lo anterior debido a que aunque 

el TLCK es un inhibidor especifico de serin-proteasas, unicamente afecta a la tripsina 

y no a la quimotripsina, cuyo inhibidor especifico es el Tosil-fenilalanina Clorometil 

Cetona (TPCK), el cual lamentablemente no fue posible tenerio disponible para este 

estudio. Se determiné inhibicién con PMSF (inhibidor de proteasas serinicas incluida 

la quimotripsina). Se obervé asimismo una evidente hidrdélisis expontanea del 
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substrato, pero no fué lo suficientemente alta como para enmascarar la actividad 

presente en EC y de la enzima purificada. 

Adicionalmente se detecté actividad de tipo-quimotripsina utilizando el substrato 

SAPNA. La actividad del extracto de tracto digestivo de camarén fué de 2.2 unidades 

por mg de proteina (incremento de absorbancia a 410 nm por minuto por mg de 

proteina). Una solucién de quimotripsina bovina (1 mg/ml) did 87.2 unidades/mg de 

proteina. La adicién de PMSF result6 en el abatimiento de las actividades a 0.0 y 6.3 

para el extracto y la quimotripsina bovina respectivamente (resultados no graficados).  
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FIG. 10. ACTIVIDAD DE TIPO TRIPSINA DETECTADA EN EL EXTRACTO DEL 

TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE. 
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FIG. 11. ACTIVIDAD DE TIPO QUIMOTRIPSINA DETECTADA EN EL EXTRACTO 

DEL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE. 

 



  

7.1.2 Exoproteasas. 

Actividad de tipo carboxipeptidasa A . 

La actividad de tipo carboxipeptidasa A (Fig.12) se realiz6 utilizando ei substrato 

sintético HPLA. La actividad del EC fue inhibida (aprox. 60%) con el agente quelante 

1,10 fenantrolina. Lo anterior sugiere que la actividad enzimatica que hidroliza el 

substrato HPLA es dependiente de cationes divalentes. Como se esperaba, la tripsina 

bovina no demostré capacidad de degradar el HPLA. 

Actividad de tipo carboxipeptidasa B 

La presencia de actividad de tipo carboxipeptidasa B (Fig.13) se demostro utilizando el 

substrato especifico hipuril arginina (HA), registrando el cambio de absorbancia a una 

longitud de onda de 254 nm. Utilizando HA como substrato se pudo evidenciar 

actividad de tipo carboxipeptidasa B, misma que fué parcialmente inhibida con el 

quelante 1,10-fenantrolina. Lo anterior sugiere que la actividad enzimatica que 

hidroliza al substrato HA es dependiente de iones divalentes. Como se esperaba, la 

tripsina bovina no demostré poseer capacidad de degradar el HA. 

Actividad de tipo leucino-aminopeptidasa. 

La actividad de tipo leucino-aminopeptidasa (Fig.14) se evidencid utilizando el 

substrato especifico LPNA. A través de la utilizaci6n del LPNA se pudo constatar la 

presencia de actividad de tipo leucino-aminopeptidasa en el extracto crudo del tracto 

digestivo, misma que se vid disminuida por la adicién del quelante EDTA, dando como 
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resultado el abatimiento total de la actividad en estas condiciones experimentales. 

Esto confirma el requerimiento de iones divalentes como activadores de la actividad de 

tipo leucino aminopeptidasa del EC de camarén café. 

Actividad de tipo-pepsina. 

No se detecté actividad de tipo pepsina en el extracto de tracto digestivo de camarén 

café. La Tabla 2 muestra la actividad de proteasas especificas y la actividad 

remanente después de su exposici6n a inhibidores especificos. 
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FIG. 12. ACTIVIDAD DE TIPO CARBOXIPEPTIDASA "A" DETECTADA EN EL 

EXTRACTO DEL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE. 
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FIG. 13. ACTIVIDAD DE TIPO CARBOXIPEPTIDASA "B" DETECTADA EN EL 

EXTRACTO DEL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE. 
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FIG. 14. ACTIVIDAD DE TIPO LEUCINO-AMINOPEPTIDASA DETECTADA EN EL 

EXTRACTO DEL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE. 

61 

 



  

TABLA 2. ACTIVIDAD (*) DE LAS DIFERENTES PROTEASAS DETECTADAS EN EL TRACTO 

DIGESTIVO DE Penaeus califomiensis. 

  

Proteasa Actividad especifica Actividad relativa 

pg/ml (%) 

Tripsina 0.6 100 

Tripsina + SBTI 0.2 1.8 

Quimotripsina 0.68 100 

Quimotripsina + TPCK 0.20 29.4 

Carboxipeptidase A 2.81 100 

Carboxipeptidasa A + 
1,10 fenantrotina 1.06 37 

Carboxipeptidasa B 3.6 100 

Carboxipeptidasa B + 
1, 10 fenantrolina 1.76 48 

Leucinoaminopeptidasa 11.4 100 

Leucinoaminopeptidasa + 

EDTA 3.0 26 

  

*Actividad bajo las condiciones experimentales descritas. 

Una unidad de enzima fue definida como la cantidad de enzima requerida para incrementar la densidad 

6ptica en 0.001 (por degradacién del substrato correspondiente) por minuto y por mg de proteina 

soluble. 
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7.2 Actividad amilolitica asociada al tracto digestivo de Penaeus californiensis. 

Las condiciones dptimas para la actividad de amilasa total fueron establecidas 

dentro de los parametros considerados en este estudio. Utilizando como substrato el 

almidén al 1%, se encontré la mayor actividad a valores de pH de entre 6.5 y 8 

(habiendose estudiado en un rango de 5.5. a 10) con un valor de pH dptimo de 7.5 

(Fig. 15). 

El efecto de la temperatura en la actividad de amilasa fue determinado en un 

rango de 20 a 60°C; el extracto crudo de camarén café demostré poseer actividad 

maxima a temperaturas entre 30 y 40°C (Fig. 16). 

El efecto de la salinidad en la actividad de la amilasa fue evaluado a diferentes 

concentraciones de cloruro de sodio (Fig.17). La actividad de amilasa del extracto 

crudo fue mayor a 0.01 M de NaCl. Mayores concentraciones de esta misma sal 

resultaron en un decremento gradual de la actividad, atin asi, la amilasa cruda 

continué mostrando actividad a concentraciones de 3M NaCl. 

Como se puede ver en la Tabla 3, la actividad amilolitica fué inhibida por los 

siguientes cationes divalentes y quelantes (en orden decreciente): 

Hg’? > Zn’? > Cu’? > EDTA > Cr?. En contratste la actividad de amilasa fué 

incrementada por la presencia de Ca’? y Mg’. 

Los patrones electroforéticos de la proteinas totales de! extracto crudo del tracto 

digestivo de P. californiensis son mostrados en la figura 18a. La figura 18b muestra las 

bandas con actividad de amilasa. Por lo menos dos bandas con actividad de amilasa 

pudieron ser diferenciadas con electroforésis en geles de poliacrilamida. 
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Actividad Especifica (U/mg de proteina) 
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FIG. 15. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA DEL EXTRACTO 

DEL TRACTO DIGESTIVO DEL CAMARON CAFE (Letras diferentes muestran 

diferencias significativas). 

 



  

Actividad Especifica (U/mg de proteina) 
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FIG. 16. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA DEL 

EXTRACTO CRUDO DE TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE (Letras 

diferentes muestran diferencias significativas). 
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Actividad Especifica (U/mg de proteina) 
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FIG. 17. EFECTO DE LA SALINDAD SOBRE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA DEL 

EXTRACTO DEL TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE (Letras diferentes 

muestran diferencias significativas). 
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TABLA 3.- EFECTO DE JONES DIVALENTES Y EDTA EN LA ACTIVIDAD DE 

AMILASA DEL TRACTO DIGESTIVO DE Penaeus californiensis. 

  

  

l6n *Actividad relativa 

(%) 

Control 100 

Hg*? 4 

Ca” 122 

Cu‘? 11 

Cr‘? 61 

Zn‘? 6 

Mg’ 170 

EDTA 31 

  

*Actividad remanente tomando como referencia la actividad encontrada en el control. 

La actividad remanente se determinéd después de la incubacién del EC por 60 minutos 

con el cation o EDTA respectivamente. La actividad especifica del Control fue de 120 

U/mg de proteina. 
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FIG. 18. (a) PAGE DEL EXTRACTO CRUDO DE SISTEMA DIGESTIVO DE 
CAMARON CAFE (Se presenta un carril con extracto crudo y el central con la amilasa 

de referencia. Las flechas indican las bandas de proteina tefiidas). (6) GELES DE 

AGAROSA-ALMIDON MOSTRANDO LAS BANDAS CON ACTIVIDAD DE AMILASA 

EN EL EXTRACTO CRUDO DEL TRACTO DIGESTIVO DE CAMARON CAFE (el 
revelado presenta la actividad amilasa de las bandas de proteina del gel (PAGE).. 
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7.3 Actividad proteolitica y amilolitica en los extractos de tracto digestivo de 

juveniles de camarén café sometidos a diferentes regimenes alimenticios. 

En relacién a los resultados de ganancia de peso (Fig. 19) se pudo constatar 

que los camarones alimentados con dietas conteniendo harina de langostilla 

alcanzaron pesos finales mayores a aquellos alimentados con la dieta base y con las 

dietas comerciales (estos resultados correspondieron a la tésis de Licenciatura en 

Biologia de Ma. Teresa Camarillo, en proceso de redaccién). El mayor crecimiento fué 

obtenido con la dieta S66P, mientras que niveles mayores y menores de substitucién, 

con respecto a S66P, dieron un incremento de peso menor y no_ significativamente 

superior a la dieta base. Un patrén similar se observé con la substituci6n de la harina 

de soya y de camarén. El contenido de proteina de los extractos del tracto digestivo 

de los camarones sometidos a diferentes dietas se presenta en la Tabla 4. En esta 

tabla es posible apreciar diferencias significativas entre las concentraciones de 

proteina de los extractos. De esta manera encontramos que las concentraciones de 

proteina mas altas se dieron en S33P, S66P, S100P y PURINA 35, mientras que las 

menores fueron encontradas en $33S, S66S y $100S. 

En lo que se refiere a los valores de actividad enzimatica digestiva tanto de 

amilasas como de proteasas, encontramos que los valores obtenidos (actividad 

especifica) con animales obtenidos del medio silvestre fueron un 40% mas altos que 

los encontrados en extractos de animales cultivados, estos ultimos fueron con los que 

se trabajo en esta seccién, mientras que los silvestres fueron utilizados en las dos 

primeras secciones. 
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Tabla 4. CONCENTRACION DE PROTEINA DE LOS EXTRACTOS DEL TRACTO 

DIGESTIVO DE ORGANISMOS DE Penaeus californiensis SOMETIDOS A 

DIFERENTES REGIMENES DIETETICOS. 

  

  

Dieta Concentracién protéica de EC de camarones alimentados 
suministrada con las diferentes dietas (mg/ml) 

DB (CONTROL) 13.2 (ab)(*) 

$33P 15.6 (a) 

S66P 15.7 (a) 

$100P 17.1 (a) 

$100C 12.2 (ab) 

$33S 10.8 (b) 

S66S 10.4 (b) 

$100S 10.8 (b) 

PURINA 35 16.0 (a) 

PURINA 40 12.4 (ab) 

  

(*) Las letras diferentes muestran diferencias significativas entre las concentraciones 

de proteina de los extractos. 
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Actividad proteolitica de los extractos del tracto digestivo 

La actividad proteolitica, expresada como actividad especifica, asociada a los tractos 

digestivos de los grupos de organismos alimentados con las diferentes dietas, fué 

modificada por los tratamientos. Sin embargo como se puede ver en la Fig 20, algunos 

valores de actividad especifica de los extractos de camarones alimentados con las 

dietas experimentales fueron similares a los obtenidos en los organismos alimentados 

con la dieta base (DB). La actividad especifica de los extractos de organismos 

alimentados con la dieta S338 fué ligeramente mas alta que los resultados obtenidos 

al suministrar la dieta basal. Todos los tratamientos restantes dieron resultados 

estadisticamente similares a los obtenidos con DB, a excepcién de los obtenidos al 

alimentar con la dietas comerciales PURINA 40 y S100que produjeron menor actividad 

especifica de proteasas. 
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Peso Final (gramos) 
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Fig. 19. PESO FINAL (EN GRAMOS) DE LOS ORGANISMOS ALIMENTADOS CON 

DIFERENTES DIETAS EXPERIMENTALES Y COMERCIALES (Letras diferentes 

muestran diferencias significativas). 

72



  

Actividad Especifica (U/mg de Proteina) 
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Fig. 20. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE PROTEASAS ENCONTRADA EN LOS 

EXTRACTOS DEL TRACTO DIGESTIVO DE ORGANISMOS ALIMENTADOS CON 

DIFERENTES DIETAS (Letras diferentes muestran diferencias significativas). 
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En las dietas donde se substituyé la harina de pescado por harina de langostilla 

se observé la mejor ganancia de peso, pero no hubo una correspondencia entre este 

resultado y el de actividad enzimatica. Las tres substituciones de harina de pescado 

fueron estadisticamente iguales entre si, en términos de ganancia de peso, y con 

respecto a la actividad proteolitica encontrada en el extracto de camarones DB 

(P>0.05). 

En los extractos de tracto digestivo de camarones alimentados con las dietas 

donde se substituy6 la harina de soya por la harina de langostilla fue la dieta $33S la 

que mas actividad especifica de proteasa produjo; sin embargo, la mejor ganancia de 

peso se logré con la dieta S66S, aunque las diferencias no son significativas. Los 

resultados demuestran una tendencia de disminucién de la actividad especifica de 

proteasas a medida que se incrementa el porcentaje de substitucién de soya por 

langostilla. 

En lo que se refiere a actividad proteolitica encontrada en los extractos del 

tracto digestivo de camarones alimentados con PURINA 35 y PURINA 40, los 

resultados muestran una tendencia inversa a la encontrada al nivel de proteina en la 

dieta: el alimento con un mayor porcentaje de proteina resulté en una menor actividad 

de proteasas a nivel de tracto digestivo del camarén café, mientras que el de menor 

porcentaje de proteina result6 en menor actividad proteolitica, similar a la encontrada 

al suministrar la DB. 
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Actividad amilolitica en extractos del tracto digestivo de organismos alimentados 

con diferentes dietas. 

En lo que se refiere a la actividad amilolitica asociada al tracto digestivo de los 

organismos de camarén café alimentados con diferentes dietas (Fig. 21), el patron de 

la actividad especifica con respecto a los tratamientos fué contrastante en 

comparacién con la actividad especifica de proteasas (Fig. 15). Al incrementar los 

porcentajes de substitucién en las dietas (tanto de harina de pescado, camarén o de 

soya por harina de langostilla) se incrementd la actividad amilolitica del extracto de 

tracto digestivo. 

En los extractos de camarones alimentados con las dietas de substitucién de 

harina de pescado por harina de langostilla, se observé una mayor actividad especifica 

de amilasa en S100P, significativamente diferente a la de camarones alimentados con 

la DB (P<0.05). Las substituciones S$33P y S66P aun y cuando fueron diferentes entre 

ellas no lo fueron con respecto a la DB. La substitucién de 100% de harina de 

camarén por harina de langostilla (S100C) incrementé la actividad enzimatica amilasa 

con respecto a la de DB. 

En los extractos de tracto digestivo alimentados con dietas donde se substituy6 

la harina de soya, en general se observé una mayor actividad de amilasa digestiva que 

en los alimentos donde se substituy6 ia harina de pescado. De hecho la mayor 

actividad de todos los tratamientos se logrd con los alimentos S66S y S100S. Se 

puede suponer que efectivamente la sustitucién de la harina de soya por harina de 
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jangostilla, result en un incremento en la actividad de amilasa. Relacionando estos 

resultados con los de ganancia de peso, constatamos que atin y cuando con las dietas 

$33S, S66S y S100S se obtuvo un menor incremento de peso, con respecto a jas 

sustituciones de pescado, en lo que respecta a las amilasas digestivas fué donde se 

encontré mayor actividad de amilasa. Por otro tado, los extractos de camarén 

alimentados con los alimentos comerciales demostraron una actividad amilasa similar 

a lade DB. 
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Actividad Especifica (U/mg de Proteina) 
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Fig. 21.ACTIVIDAD ESPECIFICA DE AMILASA ENCONTRADA EN LOS EXTRACTOS 

DEL TRACTO DIGESTIVO DE ORGANISMOS ALIMENTADOS CON DIFERENTES 

DIETAS (Letras diferentes muestran diferencias significativas). 
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8. DISCUSION 

8.1 Actividad proteolitica en el tracto digestivo del camarén café. 

El extracto crudo (EC) fue obtenido a partir del tracto digestivo (estémago, 

hepatopancreas e intestino) del camarén, no habiendose realizado ningun proceso de 

purificacién de las enzimas, debido a esto, las propiedades reportadas en este trabajo, 

pueden variar al compararlas con las propiedades de las enzimas purificadas. 

Las propiedades generales de las proteasas de P. californiensis en lo que se 

refiere a pH, fueron muy similares a aquellas encontradas en los camarones Penaeus 

kerathurus, P. japonicus, P. stylirostris, P. vannamei, P. monodon, 

P. merguiensis, Palaemon serratus (Van Wormhoudt, 1980; Galgani, 1983; Galgani, 

1988; Jiang ef a/, 1991), la langosta Panulirus japonicus (Galgani y Nagayama, 1987) y 

la langostilla Pleuroncodes planipes (Garcia-Carrefio, 1992). 

E! pH 6ptimo para la actividad proteolitica en P. californiensis se encontré 

cercano al 8.0, menos alcalino que el pH dptimo reportado para los organismos antes 

mencionados, con excepcién de Palaemon serratus y Pleuroncodes planipes cuyas 

proteasas mostraron también un maximo de actividad a pH 8. En contraste, las 

proteasas de P.californiensis no mostraron similitudes con las reportadas en Homarus 

americanus el cual presenté un pH dptimo mas! acido (Biesot and McDowell, 1990). 

La temperatura 6ptima para la actividad de proteasa presente en el EC fue de 

50°C, seguida de una inactivaci6n irreversible a 60°C. Esto corresponde con las 

temperaturas éptimas de actividad de proteasa reportadas para proteasas de Penaeus 

kerathurus (Galgani, 1983) y Homarus americanus (Biesot y McDowell, 1990), pero 

78



  

difiere de Palaemon serratus (Van Wormhoudt, 1980) en el cual la maxima actividad se 

encontré a 40°C, Panulirus japonicus la cual tiene una maxima actividad a 60°C 

(Galgani y Nagayama, 1987), y de Penaeus monodon con un pico maximo de actividad 

entre 55°C y 65°C (Jiang ef a/, 1991). La actividad proteolitica asociada al tracto 

digestivo del camarén café, mostré un rango amplio de actividad en funcidn de la 

temperatura. Aun y cuando estos resultados son productos de ensayos “in vitro", es 

probable que las propiedades encontradas de las enzimas puedan estar relacionadas 

con su actividad fisiolégica, indicando esto que las enzimas proteoliticas del camarén 

son activas a las temperaturas corporales dependientes de la temperatura del agua 

(25-27°C). 

Ei papel del NaCl en la actividad de proteasas generales fue asimismo 

evaluado. El incremento de salinidad (NaCl) no aumenté la actividad de proteasas 

generales del extracto crudo del tracto digestivo de P. californiensis. Aun asi, las 

proteasas de P. californiensis parecen ser halotolerantes, con capacidad de conservar 

hasta un 50% de su actividad a 2 M de cloruro de sodio. Existe cierta similitud con lo 

encontrado por Biesiot y McDowell (1991) en Homarus americanus en donde 

concentraciones de 0.0 a 0.7 M no afectaron significativamente la actividad de la 

proteasas. 

Segtin Galgani (1983), la inhibicién debida a la accién de algunos cationes 

metalicos puede estar ligada al bloqueo del sitio catalitico o a la substituci6n de un 

cofactor metdalico esencial de una o de varias proteasas. Los agentes quelantes como 

el EDTA y la 1-10 fenantrolina disminuyeron la actividad proteolitica lo cual sugiere la 
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presencia de enzimas cuya actividad es dependiente total o parcialmente de la 

presencia de cationes divalentes; en este grupo se pudiera incluir a las de tipo 

carboxipeptidasa, las cuales se han reportado como activadas por iones divalentes y 

presentes en otros camarones (Galgani, 1983). 

A partir de los resultados anteriores se puede intentar encontrar ciertas 

implicaciones eco-fisiolégicas de la actividad enzimatica de proteasas digestivas en los 

camarones silvestres. Si se toma en cuenta que el sistema digestivo de los crustaceos 

es practicamente un tubo abierto al medio, debera considerarse que efectivamente la 

actividad enzimatica digestiva debera estar adaptada a este y a sus variaciones. De 

esta manera se entiende que dadas las condiciones de ligera alcalinidad del 

mediomarino, la actividad éptima de las proteasas se situe también dentro de limites 

ligeramente alcalinos y por otro lado se tenga una completa ausencia de actividad de 

tipo pepsina, tal y como se ha demostrado para todas las especies de crustaceos. 

La actividad proteolitica del extracto crudo del camarén café fue en general 

inhibida por la adicién de cationes divalentes. A la concentracién utilizada en este 

estudio, solamente e! Mg’ y el Ca’? no ejercieron un efecto negativo. La presencia de 

proteasas del grupo serina (tripsina y quimotripsina) fué determinada por la inhibicién 

causada por TLCK, PMSF y SBTI; la existencia de proteasas cisteinicas en el extracto 

crudo fué revelada por la inhibicién provocada por DTT y IA, finalmente el efecto 

negativo del EDTA y PT sobre la actividad proteolitica demostré la presencia de 

metalo-proteasas activadas por iones divatentes. 
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E! andlisis electroforético mostré, por lo menos ocho bandas de actividad de 

proteasa, esto es similar a lo encontrado por Galgani (1983) con P. kerathurus (ocho 

bandas) y cercano a lo encontrado por Garcia-Carrefio (1992) con Pleuroncodes 

planipes (nueve bandas). 

En lo que se refiere a la deteccién de actividad especifica de endoproteasas y 

exoproteasas, los resultados nos permiten confirmar la presencia de todas a excepcion 

de pepsina. Lo anterior concuerda con gran parte de los trabajos realizados por otros 

autores en diversas especies de peneidos (Galgani, 1984; Lee et a/. 1984; Jiang et al. 

1991) é incluso en otras especies de crustaceos decapodos (Lee ef ai, 1980; Galgani y 

Nagayama, 1987; Garcia-Carrefio y Haard, 1993). Caso particular lo representa la 

quimotripsina, en cuya deteccién se ha dado una gran controversia en las diferentes 

especies de crustaceos decapodos. Aparentemente algunos autores citan la actividad 

de la misma, mientras que otros (en la misma especie) no llegan a detectar esta 

actividad. Aparentemente el problema se basa en !a eleccién del substrato para la 

deteccién de esta endoproteasa. Los substratos que reportan una deteccién positiva 

son generalmente SAPNA y BTEE mientras que otros pueden 6 no demostrar esta 

actividad (Hernaéndez-Cortéz, 1993). En nuestro trabajo se utiliz6 el BTEE y SAPNA, a 

través de los cuales podemos evidenciar la actividad esterasica de tipo quimotripsina 

en el camarén café. En el caso del substrato BTEE se modificé la concentracion final 

del mismo de acuerdo a lo sugerido por Asgeirsson (com. pers. con Hernandez-Cortéz, 

1994), Lo anterior debido a que la técnica original no permite una determinaci6on 

efectiva, dadas las altas lecturas de la solucién de substrato. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo con P. californiensis, nos permiten 

evidenciar que esta especie posee una capacidad proteolitica digestiva comparable a 

la descrita para especies mas evolucionadas. En efecto, la presencia de actividades 

de tipo tripsina, quimotripsina, de tipo carboxipeptidasa A y B y de tipo leucino 

aminopeptidasa sugiere un modelo de degradacién que en términos generales seria 

comparable al de los vertebrados: fragmentacién de las proteinas ingeridas por la 

endoproteasas y degradacién de los péptidos por la exoproteasas. Sin embargo, 

algunas diferencias importantes con animales superiores también se dan, tal es el 

caso de la baja actividad de quimotripsina y la ausencia de pepsina encontrada en P. 

californiensis. Segun Guillaume (comunicaci6én personal, 1996), la pepsina se 

encuentra en algunos organismos marinos superiores como los peces con est6émago, y 

por el contrario esta misma enzima no se detecta en peces que carecen de este 

érgano. La cantidad de agua marina que ingiere el camar6n a través de su sistema 

digestivo abierto, no permiten la acidificacién del tracto digestivo y por consecuencia 

la expresién activa de enzimas acidas como la pepsina seria imposible, en el hipotético 

caso de que el organismo contara con ellas. 

8.2 Actividad amilolitica en el tracto digestivo del camarén café. 

El EC fue obtenida del tracto digestivo completo del camarén (intestino, estémago y 

hepatopancreas). Debido a que no serealizaron intentos por separar estos tejidos, el 

origen especifico de la actividad de amilasa de! tracto digestivo del camarén café 

queda aun por determinar, sin embargo, y haciendo referencia a los trabajos de Barker 
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(1976), Barker y Gibson (1977), Gibson (1981) y Gibson y Barker (1987), es muy 

posible que sea el mismo hepatopancreas el encargado de producir esta enzima. 

Las propiedades de las amilasas digestivas de P. californiensis en funcién del 

pH se encontraron diferentes a aquellas referidas para Palaemon serratus (Van 

Wormhoudt, 1974), Parapenaeopsis harwickii, P. stylifera (Kulkarni et al., 1979) y 

Homarus americanus (Biesot y McDowell, 1990). El pH optimo para la actividad de 

amilasa en P. californiensis se encontré entre 6 y 8 con una actividad maxima 

alrededor de 7.5 ; esto es a pH mas alcalino que los organismos mencionados 

anteriormente donde el maximo de actividad se ha reportado a pH6.5. 

La temperatura optima para la actividad de amilasa se encontré entre 30 y 40°C. 

Esto corresponde a los éptimos de temperatura encontrados para la actividad de 

amilasa en Palemon serratus (Van Wormhoudt, 1974), Parapenaeopsis harwickii y 

Parapenaeopsis stylifera (Kulkarni et a/., 1979). Por otro lado nuestros resultados 

difieren con los éptimos de temperatura encontrados en amilasa(s) de Homarus 

americanus (Biesot y McDowell, 1990) en ta cual la actividad de amilasa demostré ser 

mas termofilica, con un éptimo a 50°C. Menores temperaturas a las registradas como 

éptimas (30°C) provocaron la disminucién de la actividad de la amilasa de manera 

pronunciada, mientras que temperaturas mayores no lo causaron hasta cierto limite. Si 

consideramos que las poblaciones de P. californiensis se encuentran en una zona de 

temperaturas tropicales (Pacifico mexicano hasta Ecuador), se podria suponer que las 

enzimas del tracto digestivo de este camarén estan adaptadas para trabajar en 

temperaturas relativamente altas, sin embargo, Homarus americanus a pesar de ser un 
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organismo adaptado a medio templado posee una actividad amilasa cuyo pico de 

mayor actividad se encuentra a una temperatura atin mayor que la dei camarén café. 

El papel del NaCI como un activador de la amilasa fue asimismo demostrado 

para la amilasa de! camarén café. La enzima present6 una mayor actividad a 

concentraciones bajas de cloruro de sodio (0.01 M), lo cual es similar a lo encontrado 

en P. serratus (Van Wormhoudt, 1974) y en la amilasa de algunos cangrejos 

(Blandamer y Beechey, 1964). Sin embargo las amilasas de P. californiensis 

demostraron poseer propiedad de halotolerancia, siendo capaces de conservar hasta 

el 50% de su maxima actividad a una alta concentraci6n (3 M) de NaCl. Considerando 

que el sistema digestivo de los crustaceos en general es un sistema abierto, en 

constante contacto con el medio ambiente y sus variaciones fisicas y quimicas, se 

sugiere que la actividad enzimatica digestiva debera estar adaptada a estas. Los 

resultados experimentales nos muestran una actividad éptima a un pH neutro con una 

ligera tendencia a la alcalinidad. En el conocimiento de que el medio marino es 

ligeramente alcalino, es pues evidente que la actividad optima de las amilasas se 

encuentra situada también dentro de los rangos de pH encontrados en el medio 

natural. AUn y cuando se pudo evidenciar que la amilasa es activada por bajas 

concentraciones de NaC! (0.01M), asi también se evidencio su actividad a la 

concentracién salina del agua de mar (alrededor de 0.5-0.6 M NaCl). Incluso, solo se 

pudo percibir un descenso dramatico de la actividad a concentraciones de NaCl 

superiores al normal encontrado en el agua marina. Lo anterior hace suponer que aun 

en condiciones de hipersalinidad del medio, esta actividad se mantendria. Cabe hacer 
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mencién que en resultados experimentales no publicados, se ha observado que 

Penaeus californiensis cultivado en estanques, soporta salinidades de hasta 44 ppm, 

superiores a las encontradas en el medio natural (33 ppm NaCl) (Martinez-Cordova ef 

al. 1998). 

La amilasa de Penaeus californiensis se vid inhibida por los iones divalentes 

Hg*?, Cu*?, Cr? y Zn*? cual concuerda con los datos obtenidos por Van Wormhoudt 

(1974) con Palaemon serratus en donde la actividad se vid disminuida en presencia de 

Cu’? y Zn*?. El EDTA, redujo la actividad de la amilasa en P. californiensis; esto 

sugiere la posibilidad de que algunos cationes divalentes pueden tener un efecto de 

activacién de las amilasas asociadas al tracto digestivo de este organismo. Estos 

cationes aparentemente son el Mg” y Ca‘ pues su adicién a la mezcla de reacci6n 

provocé el aumento de actividad en relacién al control. Van Wormhoudt (1974) 

encontré que en P. serratus, el EDTA no tuvo un efecto significativo en la actividad de 

amilasa misma que fué efectivamente activada por Mn‘? > Mg” > Ca*?. La comparaci6n 

que hacemos de la amilasa del camarén café con la de la P. serratus nos hace pensar 

que auin y cuando se traten de dos crustaceos decapodos con cierta relacion 

filogenética, las enzimas digestivas, en este caso la amilasa pueden presentar 

caracteristicas diferentes. 

El andalisis electroforético del extracto crudo muestra que existen por lo menos 

dos bandas con actividad de amilasa, desafortunadamente no se |lego a realizar una 

purificacién de estas por lo que se desconocen las caracteristicas particulares de cada 

enzima. Es necesario recalcar que estos resultados estan basados en el analisis del 
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extracto crudo por lo tanto algunas de las propiedades de tas amilasas reportadas aqui 

pueden variar de las propiedades de las enzimas purificadas. 

8.3 Variacién de la actividad enzimatica digestiva del camardén café alimentado 

con dietas experimentales. 

El andlisis de los resultados de ganancia de peso y los de actividad enzimatica en 

base a una determinada dieta suministrada, no permiten establecer una 

correspondencia clara entre unos y otros. Aun y cuando la substitucién de insumos 

por harina de langostilla demostraron ejercer un efecto positivo en la ganancia de peso 

de los camarones, este efecto no corresponde al comportamiento de la actividad 

enzimatica digestiva global de proteasas, en donde la tendencia fué la de mantener 

valores muy cercanos al control (DB). En contraste, !a actividad de amilasa fué en 

algunos casos considerablemente mas alta con respecto al control aun y cuando los 

tratamientos que promovieron este aumento de actividad no promovieron una ganacia 

de peso muy superior al control. 

Las causas de la mejor ganacia de peso en organismos alimentados con dietas 

conteniendo langostilla son al momento desconocidas. Algunas posibilidades pudieran 

ser el aporte de nutrimentos de mejor calidad nutritiva o de mejor asimilacién por el 

camarén, asi como el aporte de otros cofactores que pudieran promover el crecimiento. 

Ya ha sido demostrado en otros estudios, que hay una mejor digestibilidad in vivo de 

proteina y grasa en dietas con langostilla (Goytortua, 1993). 

En lo que se refiere a los alimentos comerciales utilizados como controles 

externos, los resultados variaron mucho aun y cuando se trata de alimento del mismo 
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proveedor (PURINA) y de que la Unica variante expresada por la fabrica entre uno y 

otro es el porcentaje de proteina agregado, sin embargo es claro que la modificacién 

del nivel de proteina implica cambios importantes en otros ingredientes. Dependiendo 

de la calidad y cantidad de los ingredientes, se dan las relaciones asociativas o no 

asociativas, mismas que influyen en la digestibilidad del alimento. Tratandose de 

alimentos comerciales cuyas formulaciones no estan disponibles al publico, no es 

posible minimizar este factor que puede influir en nuestros resultados. 

El comportamiento de la ganancia de peso de los camarones bajo estos 

tratamientos arrojé datos en donde es facil observar que paraddjicamente el alimento 

con un porcentaje mayor de proteina produjo un menor crecimiento, aunque es posible 

que en relacién a esto hayan existido algunos factores fuera de nuestro control como 

lo es el tiempo y calidad de almacenaje del alimento comercial antes de llegar a 

nuestras manos . 

Con los resultados anteriores se puede obervar que aun y cuando la adicién de 

la harina de langostilla causé un efecto promotor en el crecimiento de los camarones, 

el efecto sobre la actividad enzimatica digestiva del camardn café no es evidente en el 

caso de las proteasas, aunque favorece el incremento de la actividad de amilasa. 

Considerando que las dietas experimentales suministradas son isoprotéicas, cabe la 

posibilidad de esperar una respuesta muy similar de la actividad de proteasa bajo los 

diferentes alimentos. Sin embargo, encontramos diferencias que pueden ser 

importantes con respecto al contenido de carbohidratos en las dietas y en especial en 

el contenido de almidones aportados por los insumos de granos utilizados en la 
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formulacién de las mismas. Pudiera suponerse que bajo regimenes alimenticios con un 

mayor contenido de almidon se requiriera de una mayor actividad de amilasa digestiva. 

No obstante la disminucién de! contenido de carbohidratos aportado por granos en las 

dietas favorecieron, al parecer, la actividad amilolitica en los camarones. Si esto 

también lo referimos a las dietas donde se substituy6 la soya, encontramos un 

comportamiento similar: a menor contenido de harina de soya, mayor actividad 

amilasa. Por otro lado, al incrementar el porcentaje de langostilla en las raciones 

$33S, S66S y $100S, se reduce el aporte de carbohidratos y proteinas a partir de 

granos (en este caso trigo y sorge) y aumenta el aporte de carbohidratos a partir de la 

quitina constituyente de! exoesqueleto de la langotilla. El incremento de actividad 

amilasa en esta substituciones pudiera en parte atribuirse a fa disminucién de algun 

inhibidor enzimatico presente en los granos utilizados en la formulacién de las dietas, 

aunque el mismo efecto debié ser observado en la actividad de proteasa por el aporte 

de la soya de un inhibidor especifico de tripsina (SBTI). 

En un estudio paralelo realizado en nuestro laboratorio con Penaeus vannamei, 

se pudo encontrar una ligera tendencia al incremento de la actividad de proteasas y 

amilasas digestivas a medida que se incrementaba la sustituci6n de otros insumos por 

harina de tangostilla (Civera et a/. 1996); sin embargo trabajos posteriores con ésta 

misma especie no lograron demostrar el mismo efecto. 

Hoyle (1973), utilizando actividades especificas de amilasas, proteasas y 

lipasas globales para estudiar la adaptaci6én de Homarus americanus a diferentes 

niveles de almidén, no fue capaz de demostrar una adaptacién significativa al regimen 
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dietético. De cualquier forma se reporté un incremento general en cada una de estas 

actividades durante e! curso de! estudio, sugiriendo que esta adaptacién podria haber 

ocurrido. 

E! camarén Palaemon serratus fué estudiado por Van Wormhoudt y 

colaboradores (1980), reportandose aparentes variaciones de proteasas y amilasas 

globales, en respuesta a las diferentes dietas, pero los autores no pudieron demostrar 

una verdadera correlacién debido a que, segun ellos, las dietas suministradas variaron 

mucho en su composicién. 

Maugle et a/. (1982) observaron por su parte que Penaeus japonicus alimentado 

con almejas frescas generaba una actividad enzimatica digestiva por lo menos del 

doble encontrado en los camarones control alimentados con una dieta basal 

artificial,pero no demostraron si hubo aporte de enzimas por el alimento fresco, ni 

pudieron establecer una correlacién de estos resultados con los de ganacia de peso 

registrados en el mismo experimento. 

Asimismo Fox (1993) traté de encontrar una relacién entre la quitina agregada al 

alimento y los niveles de quitinasa en el hepatopancreas, encontrando que a medida 

que se aumentaban lo niveles de quitina, los de quitinasa se abatian. 

Esta incapacidad de relacionar la actividad de las enzimas con la dieta, puede 

estar dada por la posibilidad de que las adaptaciones fisiolégicas de las actividades 

enzimaticas digestivas pueden estar enmascaradas por otros procesos en el momento 

de determinar estas actividades. Lee y colaboradores (1985) encontraron que las 

actividades totales (actividad enzimatica/min/g de hepatopancreas) demostraron ser 
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mas afectadas por la dieta que al considerar !a actividad especifica (U/mg proteina). 

Estos mismos autores sugieren el hecho de que el incremento de la actividad 

enzimatica digestiva es paralelo a un incremento en el contenido de proteina del 

hepatopancreas y puede por lo tanto enmascarar cualquier elevaci6n aparente en la 

actividad enzimatica. Este fendmeno pudiera explicar el incremento de la actividad 

especifica durante el ayuno, mismo que fué observado en el trabajo de Lee (1985) y de 

otros autores. Seguin Lee y colaboradores (1985) los mecanismos para la adaptacién 

de las enzimas digestivas a cambios en la dieta, pudieran incluir la proliferaci6én de 

células secretoras (células especializadas en la produccién y secrecién de enzimas) 6 

un incremento en el numero de lisosomas en cada célula secretora por lo que por 

consecuencia el nivel de proteina de los tejidos de la glandula digestiva también se 

incrementaria. Por lo tanto, la actividad especifica (unidades/mg de proteina de los 

extractos crudos) no es un buen indicador de cambios en la calidad y cantidad de 

enzimas digestivas en los organismos en estudio y tiene que apoyarse en analisis 

adicionales (electroforéticos [numero de isoenzimas], caracterizacién y propiedades de 

las enzimas purificadas, etc) o complementarse con los datos de la actividad total. 

Segun Gibson (1981), aparentemente las enzimas digestivas en los decapodos 

son no-constitutivas, lo cual quiere decir que no son continuamente sintetizadas sino 

solo a partir de un estimulo dado . Ademas se ha sugerido que las enzimas digestivas 

son secretadas en ondas durante las primeras 12 horas a partir de que el animal fué 

alimentado (Barker y Gibson, 1977, 1978). Posterior a esta emisi6n de enzimas, las 

células V (células secretoras) cambian radicalmente su funci6n a la de encapsulacién 
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de desechos (Hopkin y Nott, 1980). 

En trabajos desarrollados por el grupo de Nutricién del Centro de 

Investigaciones Biolégicas del Noroeste, trabajando con ritmos circadianos de 

produccién de enzimas digestivas en varias especies de decaépodos: Penaeus 

vannamei (camarén blanco), Penaeus californiensis (camarén café), Callinectes 

arcuatus (jaiba azul) y Pleuroncodes planipes (langostilla roja), se ha encontrado que 

aun durante condiciones de ayuno los ritmos de produccién de enzimas se mantienen 

y son generalmente de caracter bifasico (Vega-Villasante ef a/ 1998, en prensa; 

Fernandez-Luna et a/. 1998, en prensa; Nolasco ef a/ 1998, no publicado). Sin 

embargo también se ha encontrado que efectivamente el estimulo alimenticio puede 

generar ondas de produccién de enzimas digestivas tal y como lo mencionan Gibson y 

Barker. 

Por otro lado, en el mismo grupo de Nutrici6n se ha estudiado la actividad 

enzimatica digestiva en los diferentes estadios de muda de algunos crustaceos y se ha 

encontrado que existen variaciones importantes en la manifestacién de las enzimas 

digestivas dependiendo del estadio del ciclo de muda en que se encuentre el 

organismo. De esta manera se ha demostrado que en la jaiba azul, Callinectes 

arcuatus la actividad de proteasas del hepatopancreas disminuye a niveles 

indetectables durante el momento de la ecdisis, mientras que la actividad amilasa se 

incrementa hasta tres veces en relacidn a los niveles detectados en intermuda. 
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El hecho de someter a los animales de experimentacién (a jos cuales se vaya a 

determinar actividad enzimatica digestiva) a un ayuno de por lo menos 48 horas 

previas a su sacrificio, es una practica que en principio puede parecer logica pues de 

esta forma se obtendrian organismos en el mismo estado alimenticio con el tracto 

digestivo libre de heces. Sin embargo surgen algunas dudas al respecto: 

a). Si las células productoras de enzimas responden al estimulo de una manera 

inmediata, su regreso a niveles basales, una vez pasado el estimulo, podria pensarse 

fuera de forma inmediata también. En nuestro experimento los camarones fueron 

alimentados con sustituciones crecientes de harina de langostilla. Si la harina de 

langostilla efectivamente produjo un efecto en la calidad o cantidad de la actividad 

enzimatica digestiva, este efecto no seria observable después del periodo de ayuno 

pues las enzimas pudieran haber recuperado ya sus niveles basales. 

b). Si la sintesis de enzimas se lleva a cabo de una forma adaptativa, esto es 

respondiendo a un estimulo de forma gradual, entonces el regreso a niveles basales 

se llevaria a cabo de una forma gradual también y el ayuno no alcanzaria a 

enmascarar este efecto. Entonces, el efecto causado por la sustituci6n de un insumo 

por harina de langostilla en caso de haber sido positivo (incremento en la actividad 

enzimatica) deberia en teoria evidenciarse alin después del ayuno de 48 horas. 

Existe un vacio importante en el conocimiento de estos procesos fisiolégicos en 

el camarén y decapodos en general. Los bioensayos tradicionales en donde se confina 
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a un numero determinado de organismos sometidos a ciertas condiciones de ambiente 

y alimentaci6n no son suficientemente seguros como para garantizar que {a totalidad 

de los organismos estudiados estaran en un momento dado en un mismo estado 

fisiologico o de muda. Dentro de los bioensayos hay que considerar el hecho de que 

los organismos mudarén en repetidas ocasiones, y debido a esto pueden existir 

importantes variaciones en la expresién de las enzimas digestivas. E! hecho de 

muestrear sin tomar en cuenta el estadio de muda de los organismos en la seleccién 

de la muestra, puede provocar grandes diferencias entre tratamientos sin que estas 

diferencias deban necesariamente estar relacionadas con el efecto de los tratamientos 

experimentales. Es necesario considerar ademas que aun y cuando Penaeus 

californiensis posee un comportamiento bifasico de picos maximos de actividad 

enzimatica digestiva en ayuno (un pico maximo entre 16:00 y 20:00 horas y otro entre 

las 2:00 y las 5:00), la alimentacién a determinadas horas puede estimular la aparicion 

de picos secundarios de actividad e incluso sincronizar estos picos a las horas en que 

es ofrecida la alimentacién. Por lo tanto es necesario considerar dentro de los 

muestreos una hora fija para la colecta de organismos y que la alimentaci6n asi mismo 

se realize en un horario determinado. En el caso de los bioensayos de crecimiento que 

dieron lugar a este trabajo, tanto la alimentacién como la toma de muestras se llevé a 

cabo bajo un programa y horario establecido. Sin embargo es necesario considerar 

de igual manera que los camarones son organismos que practican el “canibalismo" 

oportunista. En caso de existir muertes expontaneas dentro de los espacios de 

experimentacién, los organismos sobrevivientes llevaran a cabo la ingestion de los 
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cadaveres. El caso de las mudas es mas comun ya que los organismos mudan el 

exoesqueleto debido al crecimiento normal del organismo © como una respuesta al 

estres. La ingestion de los exoesqueletos puede llevarse acabo por el mismo 

organismo que sufrié la muda y por otros. En todo caso, no es posible determinar el 

numero de organismos que ingirieron las mudas y los que no lo hicieron. Esto puede 

tener repercusiones importantes dentro de los estanques de experimentacion si 

tomamos en cuanta que a pesar de existir un ciclo circadiano de produccién de 

enzimas digestivas en ayuno, la ingestién de alimento puede desencadenar ia 

aparicion de picos de actividad fuera de los ciclos naturales, pudiendo dar como 

resultado que en el mismo estanque obtendriamos organismos con diferentes estados 

fisiolégicos digestivos y por lo tanto con actividades enzimaticas muy variables. La 

Gnica forma de minimizar estas variables seria con un monitoreo constante de los 

acuarios de experimentaci6n, en donde se retiraran de inmediato tanto los organismos 

muertos como las exuvias para evitar la ingestién de estos por los demas organismos. 

El hecho de haber encontrado que los camarones silvestres poseen una 

actividad enzimatica digestiva mayor que aquellos cultivados en sistemas de agua 

clara, nos puede hacer suponer que si bien los requerimientos de los camarones 

cultivados son cubiertos por las dietas, los camarones silvestres poseen una carga 

enzimatica mayor, proveniente del tipo de alimentos que ingieren 0 posiblemente al 

desarrollo de una flora bacteriana mas abundante producto de sus habitos alimenticios 

y del medio en el que se desarrollan. En el mismo grupo de Nutricién del Centro de 

Investigaciones Biolégicas del Noroeste se desarrollan trabajos tendientes a 
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demostrar la participacién de las bacterias asociadas al tracto digestivo del camaron 

café en la actividad enzimatica digestiva de este organismo. Los resultados parecen 

confirmar que la flora bacteriana posee la capacidad de liberar al medio enzimas 

proteoliticas, amiloliticas, lipoliticas y qutinoliticas (Garcia-Aboites, 1997). 

Al igual que otros autores, bajo este tipo de disefio experimental se han 

encontrado dificultades para relacionar actividad enzimatica y ganacia de peso de una 

manera clara. Tratando de clarificar podemos decir que !a dieta, a diferentes niveles, 

tuvo influencia en la ganancia de peso y también en la actividad enzimatica general 

presente en los extractos del tracto digestivo de los organismos alimentados con 

diferentes dietas. Sin embargo, para llegar a una mejor comprensi6n de ambos 

eventos requiere de un disefio experimental donde se puedan conocer otros 

parametros tales como digestibilidad in vivo, el contenido en aminoadcidos esenciales, 

la presencia de inhibidores enzimaticos, la actividad enzimatica microbiana asociada, 

el consumo real de alimento, etc. No obstante se pudo determinar que la inclusién de 

harina de langostilla no causé un decremento en el crecimiento ni en fa manifestaci6n 

general de las enzimas digestivas. Este hecho por si solo es ya de relevancia para las 

futuras aplicaciones de la harina de langostifla en las formulaciones alimenticias 

dirigidas a camarones. La capacidad de afirmar que un insumo alternativo puede 

sustituir a otro de demostrada capacidad nutritiva, es de gran utilidad practica, sobre 

todo en estos tiempos en donde el manejo sustentable de los recursos bidticos se 

perfila como ja Unica opcién viable en el aprovechamiento y conservacién de los 

mermados recursos del mar. 
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9, CONCLUSIONES GENERALES. 

Con la finalidad de estudiar tas actividades enzimaticas digestivas presentes en 

el tracto digestivo del camarén café y cémo esta actividad puede ser afectada por 

alimentos con insumos de diferente composicién suministrados como dietas, se 

realizaron trabajos de investigacién sobre la actividad proteolitica y amilolitica 

asociada al tracto digestivo de juveniles del camarén café del Pacifico Penaeus 

californiensis. 

Los resultados muestran que el conjunto de enzimas estudiadas poseen 

caracteristicas generales similares a las de otras especies de peneidos. Se observé 

una alta actividad de tripsina y una baja actividad de quimotripsina. Con solo estas 

dos enzimas, ei animal es capaz de degradar el conjunto de proteinas ingeridas y la 

degradacién final a nivel de péptidos esta asegurada por la presencia de 

carboxipeptidasas A y B y la leucino aminopepetidasa. A través de PAGE se pudo 

constatar por lo menos ocho bandas de actividad de proteasa. La purificacién de estas 

bandas, asi como su analisis posterior aportaran informacién relevante a la 

identificacién de la proteasas especificas y a la posible participacién de las isoenzimas 

en la hidrdlisis de los alimentos. 

Aparentemente las amilasas estan representadas por solamente dos isoenzimas 

evidenciadas como bandas de actividad en los geles de agarosa. Alin asi, en el 

revelado de los geles de agarosa, las bandas de amilasa fueron aparentemente mas 

grandes que las de proteasas. Esto, aunque no fué cuantificado, nos permite sugerir el 

hecho de que aun y cuando, por el numero de bandas de actividad existe una carga 
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mayor de proteasas, las amilasas de P. californiensis son muy activas aun a 

condiciones extremas de pH y salinidad. 

Los resultados obtenidos a través de los biensayos de alimentacion de los 

camarones con diferentes dietas y su posterior andlisis, nos permiten confirmar que en 

algunos de los tratamientos efectivamente existid un efecto sobre la actividad de 

proteasa y amilasa asociada al tracto digestivo como consecuencia del tipo de dieta 

suministrada. Sin embargo, estos resultados no nos permiten concluir que algunos de 

los insumos integrados a !as dietas puedan tener algun efecto positivo en la 

manifestacién de las enzimas digestivas; la efectiva ganancia de peso no correspondi6 

con un aumento en la actividad enzimatica (expresada como actividad especifica de 

los extractos). Lo anterior es debido a que son muchos los factores que pueden influir 

en la actividad y manifestaci6n de las enzimas a nivel de tracto digestivo, entre otros: 

mudas, enfermedades subclinicas, estres, etc. Si a esto agregamos que nuestras 

determinaciones fueron hechas en base a un extracto crudo de tracto digestivo en 

donde la cantidad de proteina (no enzima), puede variar también de una manera 

severa aun entre individuos de un mismo tratamiento, podemos concluir que para 

evidenciar una efectiva correlacién entre la ganancia de peso y la actividad enzimatica, 

los estudios deberan apoyarse de! estudio del comportamiento de las diferentes 

enzimas que se encuentran en los  organismos, incluyendo ja separacién y/o 

purificacién, caracterizacién y determinacién de las propiedades de las enzimas puras. 

Asimismo la explotacién de las técnicas de electroforésis puede brindar informacién 

adicional al simple analisis de la actividad enzimatica en base a ensayos de actividad. 
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La aparicién 6 desaparicién de bandas de actividad en relacién a los tratamiento 

suministrados y la posterior identificacién de la mismas puede ser una mejor via de 

acercamiento para lo que se intenta probar. 

Los resultados presentados en este trabajo, aun y cuando son en su mayoria 

descriptivos permiten tener un primer acercamiento de la participacion de las enzimas 

digestivas en los procesos de degradacién de los alimentos en el tracto digestivo de 

Penaeus californiensis. No obstante, mas trabajo debera realizarse para llegar a un 

conocimiento mas profundo y objetivo en esta linea, para entender los mecanismos 

involucrados en los procesos digestivos de! camarén, la respuesta de estos a nivel 

intracelular y {as posibles alteraciones causadas por factores externos como el tipo 

de alimento. 
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