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RESUMEN

El camardn del Pacifico (Penaeus vannamei) es una de las especies mas importantes
de penaeidos para produccién comercial. La glandula digestiva de los peneidos es conocida
por poseer alta actividad proteolitica, ademas del proceso digestivo, las enzimas son una
importante herramienta en biotecnologia, procesamiento de alimentos y otras industrias.

El método del pH-stat fue empleado para evaluar la digestibilidad de proteinas de
harinas de diferentes origenes, anchoveta, desperdicios del atin, pescado deshuesado
blanco, langostilla, soya y dos harinas de pescado sin cabeza. La caseina fue utilizada como
proteina de referencia. Las dietas evaluadas estaban constituidas por un 85% de una dieta
de referencia para camarén y un 15% de cualquiera de las siete harinas antes mencionadas
como proteina de substitucién. El grado de hidrélisis (DH) de las siete harinas, correlacioné
mejor con la digestiblidad aparente de proteina in vivo (APD) cuando se usaron como
sistemas enzimaticos a los extractos provenientes del hepatopancreas del camaron (SHE)
(= 0.73-0.80), comparado con el sistema de cuatro enzimas comerciales (FES) #=0.71.
Empleando el SHE para evaluar las siete muestras de harinas tuvieron mejor correlacion
con la APD cuando se analizaron por el método del pH-stat comparado con el método del
pH-drop (r? = 0.55). La bondad del método del pH-stat fue confirmada por los resultados
obtenidos durante un ensayo de crecimento de 30 dias, donde se probaron las siete dietas
ensayadas en los estudios de APD. El analisis de la siete harinas por pH-stat empleando
SHE como enzimas, presentaron una correlacion significativa con el crecimiento de los
camarones (r’= 0.50-0.67).

Se evalud la actividad proteolitica en el SHE proveniente de los camarones blancos
(Penaeus vannamei) que fueron alimentados con una de las siete dietas analizadas durante
30 dias. Basandose en la composicion quimica, de amino acidos y en el color, la harina de
pescado sin cabeza (B), presentd baja calidad como alimento para camarén. El zimograma
empleando SDS-PAGE, del SHE proveniente de cada uno de los grupos de camarones
alimentados con las siete dietas, mostré un patron muy similar de actividad cuando se uso6
caseina como substrato. La mayor actividad total de proteinasas, medidas con azocaseina
(unidades/g SHE), fue para los extractos del grupo de camarones alimentados con la dieta
conteniendo desperdicios de atiin como proteina de substituciéon (P<0.05). La actividad de
tripsina y quimotripsina fue mas alta en el SHE de los animales alimentados con la dieta
conteniendo como proteina de substitucion la harina de pescado sin cabeza B (P<0.05).

La actividad de aminopeptidasa en el SHE fue evaluada, probando diferentes substratos
artificiales. La actividad de la leucin-aminopeptidasa se vio inhibida, cuando se analizaron
mas de 0.2 pg de proteina del SHE, lo que sugiere la presencia de inhibidores o de otros
compuestos interferentes en los extractos. Cuando se adicioné Zn*? y Mg*?, la actividad de
la leu-aminopeptidasa disminuy6. Aplicando el analisis del componente principal, el cual
arrojo distintos patrones, tanto por dieta, como por substrato, se obtuvo que la mayor
actividad fue cuando se empledé como substaro Met-p-nitroanilida. Al comparar los SHE
provenientes de los grupos alimentados con la dieta conteniendo la harina de pescado sin
cabeza B, present6 la mas alta actividad con los siguientes susbstratos en el siguiente
orden: pro-<val-<leu-<lys-<met-p-nitroanilida, mientras los DHE de la dieta conteniendo
harina de soya, tuvieron la mas baja activad con los substratos de gly- y met-p-nitroanilida.

Este estudio demostrd que el método del pH-stat predijo mejor la calidad de la proteina
de fuentes altemativas de proteina que el método del pH-drop. La substitucion en la dieta
base para camaron blanco, con el 15% de las fuentes de proteinas evaluadas, influy6 sobre
la actividad de proteinasas de los SHE.
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INTRODUCCION

Las enzimas son una importante
herramienta en biotecnologia, en el
procesado de alimentos y otras industrias.
Existe una considerable demanda de
enzimas con propiedades adecuadas para
aplicaciones especificas. Los estudios de
digestibilidad en laboratorio, empleando
extractos enzimaticos, ofrecen una forma
barata, conveniente y radpida, para el
desarrollo y evaluacién de componentes
potenciales de dietas, Las proteasas
presentes en animales marinos son
importantes, porque pueden ser utilizados en
diversos procesos industriales tales como los
de fermentacién, y por otro lado, pueden
tambien intervenir en la disminucién de la
calidad de pescados y mariscos, crudos y
cocidos, ya sea durante el almacenamiento
en frio o bien en el procesado en caliente
(Haard, 1992).

Los objetivos primordiales de este
trabajo fueron: 1) evaluar la digestibilidad
de proteina en camardn blanco, Penaeus
vannamei, mediante el ensayo in vitro del
pH-stat usando como sistema enzimatico
una preparacién  enzimdtica  del
hepatopéancreas del camarén; 2) comparar
los resultados de los ensayos in vitro con los
resultados in vivo, obtenidos de la
evaluacion de la digestibilidad aparente de
proteina; 3) desarrollar una técnica
predictiva de laboratorio, para evaluar la
digestibilidad de proteina en insumos para
camaron; 4) identificar la actividad de
tripsina, quimotripsina y aminopeptidasa en
extractos del hepatopancreas del camaro6n
blanco; y 5) establecer el efecto de la
proteina dietaria sobre la actividad total de
proteasas, de ftripsina, quimotripsina y
aminopeptidasa, en el hepatopéancreas del
camarén blanco del Pacifico en cultivo.

Camarones peneidos

La industria de la maricultura del
camarén en América Latina, se ha
expandido en forma dramatica, desde que se
hizo comercial en los ultimos afios de la
década de los 60s (Villalon, 1991). Esta
tendencia se espera que continie en el
futuro. La razén de esto se atribuye a la alta
demanda del camarén en el mercado
mundial, lo impredecible de su captura en
los ocednos y alto costo, y el reciente
desarrollo tecnologico en las areas de
engorda, manejos en el cultivo, control de
enfermedades e ingenieriles. En 1981, la
produccion total del camarén de granja se
estimo que represento el 21% del total de la
produccion  mundial de  camar6n
(Rosenberry, 1995). Para 1995, la
produccion del camarén cultiyado fue de 2.6
millones de toneladas métricas (MMT) o el
27% del total de la produccion mundial
(Rosenberry, 1995).

El camarén blanco del Pacifico (Penaeus
vannamei Boone), es la especie lider
cultivada en la parte oeste del hemisferio,
representando mas del 90% de Ila
produccién total. Puede ser obtenido en
estadios tempranos y presenta una tasa
uniforme de crecimiento, alcanzando un
tamafio maximo de 230 milimetros. Su
requerimiento proteinico es del 20-25%. La
sobrevivencia durante su captura es alta,
entre el 50-60%. Durante su crecimiento, el
P. vannamei posee una reputacién de animal
“resistente”. Su mercado incluyen los
Estados Unidos de América (70%) donde es
adquirido fresco, congelado, colas en
magquetas, y como producto con un valor
agregado, y en Europa (30%) donde se
adquiere congelado con cabeza. El Japon
representa un mercado reciente para el
camaron blanco.
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Nutricién en camaroén

La investigaciones nutricionales en
especies de crusticeos es relativamente
nueva y escasa, comparada con la que se
tiene en peces O especies terrestres
(D’Abramo y Castell, 1997).
Historicamente, los camarones peneidos
fueron considerados omnivoros o
comedores de materia orgdnica en
descomposicién. Estudios recientes del
contenido estomacal del peneido, indicaron
que los camarones son carnivoros en la
naturaleza, consumiendo  crusticeos,
anfibios, y poliquetos pequefios (Wyban y
Sweeney, 1991). Los constituyentes de los
alimentos naturales son una importante
fuente para cultivos extensivos, mientras
que los alimentos artificiales son requeridos
para las practicas de cultivo semi-intensivas
e intensivas. En un sistema de cultivo
intensivo, el alimento representa el mayor
gasto, generalmente mas del 50% del total
de los costos de operacién. Por lo que, el
desarrollo de insumos que sean eficientes y
econdémicos, es fundamental para el éxito de
cualquier cultivo de camarén (Lim y
Akiyama, 1995). El desarrollo de alimentos
de bajo costo, con alto valor nutritivo
depende ampliamente de la informacién que
se tenga de los requerimientos nutricionales
y la disponibilidad de los diversos
ingredientes alimenticios.

Se ha establecido que la proteina es el
ingrediente mas caro de las dietas (Lim y
Akiyama, 1995) y el mas importante, ya que
una buena proteina dietaria es digerida
eficientemente y absorbida por el sistema
digestivo. La eficiencia de la digestion y
absorcion de la proteina cruda, ha sido
medida por varios investigadores. La mas
extensiva investigacion ha sido realizada por
Forster y Gabott (1971) quienes evaluaron
16 fuentes de proteinas como ingredientes
dietarios para Palaemon serratus 'y Padalus

platyceros. Ellos concluyeron que la
digestiblidad del nitrégeno para ambas
especies fue, al menos tan alta como en
otros animales (insectos, peces, cerdos, o
pollos). Akiyama er al (1992) han
establecido que la digestibilidad de la
proteina de ingredientes puros, es superior a
los no purificados, y las fuentes de origen
animales (particularmente de origen marino)
son mejor digeridas que las de origen
vegetal.

La evaluacion de la digestibilidad de un
alimento, es claramente uno de los métodos
optimos para medir el aprovechamiento de
un nutriente en una dieta. Un alimento
artificial puede estar bien balanceado y
poseer todos los nutrientes esenciales, pero
aun asi no producir un buen crecimiento,
debido a que los nutrientes no son
aprovechados. La digestibilidad de un
alimento por un animal, depende no sélo de
la estructura y fisiologia del tracto digestivo
de éste y de la condiciones ambientales, si
no también de las caracteristicas fisicas
tanto del alimento como del nutriente (Lee
y Lawrence, 1997). La digestibilidad de un
alimento es también de interés para el
acuacultor, debido a la necesidad de
disminuir la contaminacion por los desechos
alimenticios. El uso de los datos de
digestiblidad de un alimento, puede ser
importante, durante la formulacién de una
dieta con un bajo indice de contaminacion,
favoreciendo asi la certificacién de dicho
alimento, que se considere sin riesgo para el
medio ambiente (Leey Lawrence, 1997).

Una de las recomendaciones y
tendencias en los estudios de digestiblidad
de un alimento en crustaceos, durante la
siguiente década, es la que los métodos de
evaluacion de  digestiblidad deben
expandirse a medir la resistencia hidrolitica
de la materia organica, establecer métodos
de correlaciones entre digestibilidades in
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vitro 'y composicion quimica de los
nutrientes. Estos métodos deben ser primero
comparados con estudios in vivo para
evaluar su efectividad (Lee y Lawrence,
1997).

Digestibilidad in vitro de proteinas v

La dietas han sido evaluadas
generalmente en base a ensayos de
crecimiento y recientemente evaluando la
digestiblidad aparente de la proteina
(Akiyama et al., 1989), pero es ampliamente
conocido que estos métodos son caros,
requieren de tiempo y son afectados por
factores ambientales (Grabner, 1985; Lan y
Pan, 1993). Los métodos clasicos para
determinar la cantidad y calidad de una
proteina , incluyen las determinaciones por
el método Kjeldahl y la de la composicion
de amino 4cidos. Estos métodos involucran
reacciones mas fuertes que aquellas que
ocurren durante un proceso normal de
digestion, estas reacciones liberan
nutrientes, que bajo condiciones naturales
no son digeridos por el animal (Anderson ef
al., 1993). Por lo que se ha prestado una
considerable atenciéon a aquellos métodos
que sean rapidos y que evalien en forma
eficiente la digestiblidad de la proteina (para
referencia ver Dimes y Haard, 1994). Los
métodos in vitro para evaluar la
digestiblidad de una proteina son necesarios,
porque estos generalmente son répidos y
menos caros que los métodos in vivo,
ademds proporcionan mds informacién
sobre el porcentaje de enlaces peptidicos

hidrolizados de una proteina en un
alimento, empleando sélo pequeiias
cantidades de la materia prima

(Grabner,1985). Estos métodos no
reemplazaran a los ensayos de digestibilidad
aparente de proteina, pero pueden ser
utilizados para evaluar la digestibilidad
potencial de un insumo en particular (Lee y
Lawrence, 1997).

Diversos métodos in vitro basados en la
digestibilidad de proteinas empleando
proteinasas han sido desarrollados. La
mayoria de los estudios efectuados en
digestibilidad in vitro se han correlacionado
con algunos indices de protedlisis con la
digestibilidad in vivo en ratas. Los diferentes
métodos in vitro se caracterizan por la
cantidad y el tipo de enzimas que se utilizan,
la condiciones de hidrélisis, el método de
fraccionacion digestiva y por la forma en
que son evaluados los productos de la
hidrélisis.

En un principio, los ensayos in vitro se
realizaron empleando una sola enzima
digestiva. Sin embargo, posteriormente se
demostr6 que el uso de sistemas
multienzimaticos, simulaban. mejor las
condiciones de un proceso digestivo en un
animal, ademas de poseer una mayor
correlaciéon con digestibilidades in vivo (Hsu
et al., 1977, Satterlee ef al., 1981). Hsu et
al. (1977), describieron un método in vitro
empelando tres enzimas para determinar la
digestibilidad  proteica. El  sistema
enzimatico  consisti6 ~ de  tripsina,
quimotripsina y una peptidasa intestinal. El
método se basé en la digestion de una
suspension proteica a 37 °C y pH 8 usando
el sistema enzimatico. La digestibilidad in
vitro fue estimada mediante la evaluacion de
la reduccion del pH en la suspension
proteica, después de 10 minutos de
digestién. Las enzimas proteoliticas actiian
sobre el enlace peptidico de la proteina,
dejando libres los grupos ionizables,
a-amino y o-carboxilos, los iones de
hidrégeno son liberados y por lo general €l
pH de la suspension acuosa de la proteina
disminuye.



Introduccion

' Rt =824 r ! )
e NocooH ——= ~ CCO0+ H
i | - i
Pl NHa MNH;
| HL &
c=0 —
|
H +H" H
RL‘\ H r ! —_— R " |
ooH  ———
N - IC-C p=8 B-106 CLooH
[}
I
NHy NHS

El método pH-drop propuesto por Hsu et
al. (1977) fue modificado por Satterlee et al.
(1981), incrementando el tiempo del ensayo
a 20 minutos, y adicionando cuatro enzimas
comerciales  (tripsina,  quimotripsina,
proteasa y peptidasa) en lugar de tres.
Estos autores encontraron una muy buena
correlacién entre los resultados in vitro y la
digestibilidad real en ratas. La mayoria de
los ensayos in vitro fueron probados para
animales de sangre caliente, por lo que se
consideraron que estos no eran adecuados
para evaluar calidad de proteina de animales
poiquilotermos. Se ha sugerido que las
proteasas digestivas provenientes de los
animales que se estan estudiando, arrojan
resultados mas cercanos a la realidad, que
aquellas que cominmente se utilizan (i.e. de
mamiferos y de microorganismos) (Grabner,
1985; Lan y Pan, 1993; Dimes et al., 1994).

Varios métodos in vitro para predecir la
digestibilidad de proteinas para peces y
camarones han sido descritos. Lan y Pan
(1993) estudiaron la digestion de varias
proteinas alimenticias, empleando un
método de dos fases de evaluacion del pH,
usando como sistema enzimatico, un
extracto del hepatopancreas de P. monodon.
Ellos encontraron una alta correlacion entre
la digestion de la proteina in vitro y el
contenido de lisina y arginina en la proteina
alimenticia. El método del pH-drop
utilizando como enzimas un extracto de

Penaeus schmitii fue llevado a cabo, donde
se concluy6 que el método, fue una manera
segura para estimar la digestibilidad de

proteinas de organismos cultivados
(Carrillo, 1994).

Otros investigadores han reportado que
el método del pH-drop sobreestimé la
digestibilidad de fuentes de proteinas
pobremente digeridas y subestimé aquellas
muestras que fueron altamente digeridas
(Dimes y Haard, 1994). Pederson y Eggum
(1983) establecieron que la determinacién
por el método del pH-drop esta influenciada
por la capacidad amortiguadora de las
proteinas en suspensién. Una alternativa al
método del pH-drop es el del pH-stat. El
método del pH-stat ofrece algunas ventajas
sobre el pH-drop para monitorear la
digestibilidad de proteinas, tales como: 1) el
pH se mantiene constante durante el proceso
de la digestidn, sin la necesidad de utilizar
altas concentraciones de la solucion
amortiguadora (Pederson y Eggum, 1983),
2) la tasa del grado de hidrolisis, puede ser
estimada rapidamente durante el proceso de
la digestion mediante la evaluacion de la
curva de titulacién obtenida
automaticamente (Dimes y Haard, 1994).
Dimes y Haard (1994) desarrollaron un
método in vitro, empleando una fraccion
enzimatica del tracto digestivo del Salmo
gairdneri y estimaron la digestibilidad de
proteinas aplicando el ensayo del pH-stat.
Ellos concluyeron que el método es una
manera segura de estimar la digestibilidad
de fuentes alternativas de proteinas para
insumos para salmonidos.

En los métodos del pH-stat, la tasa o la
cantidad de alcali consumida para mantener
el pH constante, es utilizada para calcular el
numero de enlaces peptidicos hidrolizados.
La proteina hidrolizada se calcula mediante
el equivalente de hidrdlisis A, a partir del
volumen de la solucién estandar de élcali
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(NaOH 0.1 N) requerido para mantener en
8.0 el pH de la mezcla de reaccién:

(B x 1/t X Na)

h = xS %m00)

donde B= mL de base utilizados; o
=10PH-PK/1+10PH-PK: Nb = normalidad del
titulante. M es la masa en g de la mezcla de
reaccion; y S es la concentraciéon de la
proteina en la mezcla de reaccion.

El grado de hidrélisis (DH%) se calcula
a partir de 4 como sigue:

DH % = (h/hy,) x 100

donde A, es el numero total de enlaces
peptidicos en la proteina. Este término es
establecido en las proteinas, calculando el
promedio del peso molecular de los amino
dcidos residuales. Para la mayoria de los
alimentos utilizados como insumos, se
asume como peso promedio para los amino
acidos residuales un valor de 120. La bureta
de titulacion, el medidor de temperatura, y
el medidor del pH pueden ser conectados a
una computadora, con una base de datos
apropiada. EI DH% de la reaccion se
calcula apartir del siguiente algoritmo:

volumen (mL) = mv de la bureta/50.00
pH =7 + (mv del pH metro/10)
pK = 8.275-0.0233 x T (°C) de reaccion
DH % = (h/h;,) x 100

(B x 1/a X Nb)

h= x5 %n00)

pH-pK
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pH-pK

1410

La suspension ensayada es
constantemente agitada con un agitador
magnético y se purga con nitrégeno para
prevenir la incorporaciéon de CO,
atmosférico en la mezcla de reaccion.

El método del pH-stat fue usado por
Dimes et al. (1994) para evaluar diferentes
insumos proteicos para salmoénidos, usando
a la caseina como proteina de referencia. La
digestibilidad in vitro correlacioné mejor
con la digestiblidad in vivo usando enzimas
del tracto digestivo de salménidos (r=0.93),
que el sistema de cuatro enzimas
comerciales (r=0.84), sin embargo el
método no fue adecuado para proteinas
parcialmente hidrolizadas, tales como los
ensilados de pescado.

Actividad de las enzimas digestivas en
camaron

La digestion de proteinas involucra la
accidon conjunta de varias proteinasas y
peptidasas. En general, la pepsina en el
estbmago y la tripsina, quimotripsina, y
carboxi- y aminopeptidasas en el intestino,
son responsables de la hidrélisis de las
proteinas ingeridas (Whitaker, 1994). La
mayoria de las proteinasas identificadas en
los camarones pertenecen a la familia de las
serinas, tales como la tripsina (Galgani et
al., 1984, Honjo et al., 1990), quimotripsina
(Tsai et al, 1986, Tsai et al., 1991),
aminopeptidasa (Jiang et al. 1991; Lan y
Pan 1991) y carboxipeptidasas (Gibson y
Barker, 1979). Existe més de una forma de
proteasas. La tripsina (Honjo et al., 1990) y
la quimotripsina (Tsai et al., 1991; Van
Wormhoudt et al., 1992) poseen isoformas.
En Penaeus vannamei se han reportado dos
formas de quimotripsina (Van Wormhoudt
et al., 1992). Estos autores reportaron un
peso molecular en ambas formas de la
enzima de aproximadamente 25 kDa. El
peso molecular de los zimdgenos putativos
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fue de 33364 Da y 279000 Da para las
formas activas.

La accion combinada de la tripsina y la
quimotripsina liberan péptidos. La cantidad
de enzimas presentes en el tejido, pueden
ser drasticamente influenciadas por factores
especificos, tales como la edad bioldgica, la
dieta, la salinidad del agua, el ejercicio, y la
presion hidrostatica (Haard, 1990; Haard,
1992). El tipo de proteina presente en la
dieta puede influir sobre la actividad de las
enzimas digestivas del contenido intestinal,
regulando la sintesis, excreciéon e
inactivacién del sistema enzimatico
digestivo (Snook y Meyer, 1964), teniendo
cierta influencia sobre la hidrélisis de las
proteinas. El incremento en actividad de
ciertas enzimas digestivas hidroliticas, se
presenté en Penaeus japonicus alimentado
con almejas vivas (Maugle et al., 1982). Un
incremento en la proteina vegetal en la dieta
de Penaeus vannamei propicié un
decremento en la actividad total de
proteasas, asi como en la de tripsina (Lee et
al., 1984). Villarreal et al. (1990),
reportaron un incremento en la actividad de
proteinasas totales, evaluadas con substratos
sintéticos en camarén blanco (P. vannamei)
cuando la harina de pescado fue substituida
con harina de langostilla (Pleuroncodes
planipes).

Tecnologia enzimatica

Las enzimas  proteoliticas  son
ampliamente utilizadas como herramienta
durante el procesamiento de alimentos. En
afios recientes, las enzimas proteoliticas de
origen marino han sido incluidas dentro de

estos procesos. El uso potencial de las
enzimas de animales marinos en la industria
alimentaria se debe a sus propiedades tunicas
(Haard, 1992). Las enzimas catalizan
reacciones, que pueden tener un impacto
positivo o negativo en los indices de calidad
en los alimentos, ie., sabor, olor, color,
consistencia, nutricional o seguridad. La
enzimas pueden estar presentes en forma
natural, incidentalmente o bien adicionarse
en forma intencional, contribuyendo de esta
forma a las reacciones antes mencionadas
(Haard, 1995). La accién de las proteinasas
sobre el tejido, puede contribuir al deterioro
de la calidad del producto. Los cambios
bioquimicos post-cosecha causados por
enzimas enddégenas, incluyendo las
proteinasas, son la primera causa de la
pérdida de calidad en camarones en hielo
(Kawamura et al., 1981; Baranoski ef al.,
1984). Ademds de ello, las proteinasas
pueden ser directamente responsables de
defectos en la textura de mariscos, e.g.
"estallamiento de visceras", "hundimiento",
y "desmoronamiento” de pescados , y "carne
dura" y “ablandamiento” en crusticeos, con
ello ocasionando una pobre calidad inicial y
pérdida del producto. La destruccion de la
integridad celular, normalmente ocurre
durante el procesamiento de los alimentos,
liberando  las  enzimas de los
compartimientos naturales de la célula. Las
enzimas digestivas pueden liberarse hacia el
musculo y asi disminuir la vida de anaquel
del camaréon (Nip et al, 1985). Se ha
reportado que la vida media del camardn
cosechado no es superior a los 4 dias (Nip ef
al., 1985) y esto se atribuye a la alta
actividad proteolitica (Jiang et al., 1991;
Yan et al., 1994).



DISCUSION DE RESULTADOS

La descripcion detallada de los
resultados de cada capitulo, no se incluye en
esta parte. Para mayor informacion ver los
articulos que acompafian a este documento.

Digestibilidad de Proteina in vitro de
Fuentes Proteicas para Camaré6n Blanco
(Penaeus vannamei)

La meta de esta parte fue desarrollar una
técnica de laboratorio para predecir la
digestibilidad de proteina en camardn.

Evaluacion de la digestibilidad de proteina
usando el ensayo del pH-stat y extractos
enzimdticos del camaron (P1 y PII)

La proteasas digestivas del
hepatopancreas del camardn fueron usadas
para evaluar la digestibilidad de proteinas de
insumos para camardn blanco, Penaeus
vannamei, empleando el método in vitro del
pH-stat. Ademads, correlacionar estos
resultados con los obtenidos de ensayos in
vivo, provenientes del anadlisis de Ila
digestibilidad aparente de proteina.

Las fuentes de proteinas utilizadas en el
experimento fueron proporcionadas por
proveedores comerciales. Las enzimas
fueron extraidas de hepatopéancreas de
camarones blancos de un pesode 10a 12 g
(ca 200 hepatopancreas), dichos camarones
se obtuvieron de la granja del CIBNOR (PI;
PII). La preparacion enzimética y la
actividad de proteasas se llevdo a cabo
siguiendo - la metodologia descrita por
Garcia-Carrefio y Haard (1993).

La actividad proteolitica de los extractos
crudos del hepatopancreas de camardn
(SHE), fue aproximadamente un 40 %
menor a la presentada por un sistema de
cuatro enzimas comerciales (FES) (1.6
mg/mL tripsina, 3.1 mg/mL quimotripsina,
1.3 mg/mL peptidasa y 7.95 mg/mL
proteasa bacteriana), sin embargo el grado
de hidrdlisis (DH) de la caseina, solo fue
10% menor, al utilizar el SHE
comparandolo con el obtenido por el FES.
Estos resultados manifiestan la potencial
utilizacién de los extractos de camardn
blanco, como fuente de enzimas en ensayos
in vitro (ver tabla 3, p. 3 en PII).

Se desarroll6 un ensayo empleando el
pH-stat y extractos enzimaticos del
hepatopancreas de camar6n (PI; PII). El
ensayo se utilizé para evaluar el porcentaje
de enlaces peptidicos hidrolizados (grado de
hidrélisis, DH) y estimar la calidad de la
proteina en varias harinas: anchoveta,
pescado sin cabeza, pescado blanco sin
hueso, desperdicios de atin, proteina de
soya y langostilla. Los resultados obtenidos
por el método del pH-stat fueron
comparados con aquellos arrojados por los
analisis quimicos y de los ensayos in vivo de
la determinacion de la digestibilidad
aparente de proteina (APD) (PIl). Penaeus
vannamei juveniles, con un peso entre 3.5 a
4 g, obtenidos de la granjas del CIBNOR,
fueron utilizados en la determinacién del
APD. Las dietas estudiadas fueron
elaboradas, substituyendo en una dieta
control, el 15 % de las harinas evaluadas
(ver tabla 2, p. 3 en PII).

Se detectaron diferencias significativas
(P<0.05) en la composicidén quimica de las
fuentes de proteinas evaluadas. Las
diferencias en la composicién quimica
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dentro de las harinas de pescado, pueden
deberse a la cantidad de lipidos y humedad
presentes en dichas harinas, sin embargo
algunas de estas diferencias podrian deberse
también a la especie de pescado empleada
como materia prima para elaborar las
harinas (Anderson et al., 1993).

Los valores del DH de las siete harinas
analizadas por el método del pH-stat,
mostraron  diferencias  significativas
(P<0.05). El DH de la harinas empleando
enzimas del camaron, fue similar a los
obtenidos por la mezcla de enzimas
comerciales, excepto para el caso de la
harina de langostilla y la de desperdicios de
atun. Al emplear como fuente de enzimas al
SHE, el DH de la harina de desperdicios de
atun fue de 23%, mientras con FES los
valores fueron de 20% (ver tabla 4, p. 4 en
PII). En el caso de la harina de pescado
blanco sin hueso, en ambos sistemas
enzimaticos (SHE y FES), se present6 el
mayor valor de DH, mientras que el menor
valor se presentdé en la harina de los
desperdicios de atin ( ver tabla 4, p. 4 en
PII). El bajo valor del DH en la harina de
los desperdicios de atin, puede ser atribuido
entre otras cosas, a la pobre calidad de la
materia prima usada o bien al tipo de
proceso aplicado. La harina de pescado sin
cabeza “A”, a pesar de presentar alto
contenido de espinas y huesos, y la harina
de pescado sin cabeza “B”, a pesar de
poseer alto contenido de grasas, no
presentaron los valores més bajos del DH.
* Se ha reportado que la digestibilidad de las
harinas de pescado es independiente del
contenido de grasa, asi como del de cenizas
(minerales), mientras el contenido de amino
acidos en la proteina se mantenga en

equilibrio (Lan y Pan, 1993).

En los estudios in vivo de la
determinacion de APD, la harina de proteina
de soya, presenté valores mas altos de APD,

que los arrojados por las harinas de pescado
y la de langostilla. No se detectaron
diferencias significativas (P>0.05) entre las
harinas de desperdicios de atun, pescado sin
cabeza “A” y “B”. Estas harinas presentaron
valores de digestibilidad inferiores al 70%
(ver tabla 4, p4 en PII). Los valores
obtenidos de APD de las harinas de pescado
y los de la proteina de soya, son similares a
aquellos reportados por otros investigadores
(Akiyama er al.,, 1989; Anderson et al.,
1993). Sin embargo los resultados obtenidos
en la dieta conteniendo langostilla, fueron
menores a los reportados por Goytortia
(1993). El bajo valor de la APD de los
desperdicios de atin y las harinas de
pescado sin cabeza “A” y “B” podrian
indicar su limitado valor nutritivo para el
camarén. Los resultados® obtenidos
indicaron que la proteina de soya fue mejor
digerida que las de las harinas de pescado y
de langostilla. Sin embargo, Forster y
Gabbot (1971), trabajando con Palaemon
serratus y Pandalus platyceros,y Fennuci et
al., (1982), con Penaeus stylirostris, han
reportado que la proteina de origen animal
fue mejor digerida que las de origen vegetal.
Estas diferencias en los valores de APD,
pueden ser atribuidas a las especies de
camaron estudiadas, a la calidad de los
ingredientes empleados o bien a la
composicién de la dieta (Akiyama, 1991).

Se detectaron correlaciones
significativas entre el DH y la APD, con un
valor de »*=0.77, cuando se usaron como
fuente de enzimas las provenientes del
hepatopancreas del camarén y una r’=0.71,
cuando fueron empleadas las cuatro enzimas
comerciales (PII). El método del pH-stat
ofrece la ventaja de poder medir la cinética
de la reaccién, a partir del porcentaje de
enlaces peptidicos de la proteina
hidrolizados (Dimes y Haard, 1994). La
digestibilidad in vitro de la proteina
obtenida por el método del pH-stat fue



Discusién de Resultados

capaz de detectar el efecto de un tratamiento
térmico  sobre algunos inhibidores
enzimaticos en algunas materias primas de
origen vegetal (PI). Los valores de la
digestibilidad in vitro de la proteina de soya
y del pescado sin cabeza “B” fueron sobre
estimados, comparandolos con los obtenidos
en los ensayos in vivo. Tomando en cuenta
los coeficientes de la regresion lineal (%) de
0.77 (P<0.05), el método del pH-stat
utilizando los extractos enzimaticos del
hepatopancreas del camarén parece ser una
buena alternativa a los ensayos in vivo, para
evaluar dietas para camarén. Lan y Pan
(1993) reportaron valores similares a los
obtenidos por el pH-stat de digestbilidad in
vitro de proteinas, para la proteina de soya
y de la harina de pescado blanco sin hueso.
Estos autores midieron el cambio de
absorbencia (A,g,) de la proteina hidrolizada
detectando una muy buena correlacion
(r"=0.99) entre los ensayos de digestiblidad
in vitro con el contenido de lisina y arginina
de las fuentes de proteinas evaluadas.
Desafortunadamente, en este trabajo no
reportaron resultados de ensayos in vivo,
que corroboran el método.

Evaluacion de la calidad de proteina por el
método del pH-stat, pH-drop y contenido
de amino dcidos (MII).

Los atributos mas deseables de las dietas
para camarén son los de poseer alto
contenido de amino acidos esenciales, alta
digestiblidad y ausencia de factores
antinutricionales. El principal proposito de
esta parte del trabajo fue la de comparar la
digestiblidad de la proteina de harinas en
camarén blanco (Penaeus vannamei),
determinada por el método del pH-stat, con
aquellos valores presentados con pH-drop,
ademas de determinar la relacion entre el

grado de hidrélisis obtenido por el pH-stat a
23, 25, 'y 27°C, con el contenido de
arginina y lisina de las fuentes de proteinas
evaluadas para Penaeus vannamei.

La elaboracién y preparacion de las
dietas fueron similares a las reportadas en
articulo II (ver p: 8 en PII). Para los ensayos
de crecimiento se trabajé con juveniles de
Penaeus vannamei de 1.5 a 2 g, obtenidos
de la granja del CIBNOR. Se evalu6, el peso
promedio ganado por los camarones por
dieta, después de 30 dias de estudio. El
contenido de amino dcidos de cada una de
las harinas fue determinada en el
Laboratorio de Proteinas, de la Universidad
de California, en Davis, Estado Unidos de
América. El ensayo del pH-drop se realiz6
de acuerdo a la metodologia descrita por
Hsu et al. (1977).

El contenido de arginina de las fuentes
de proteina obtenidas a partir del anélisis de
amino &cidos (ver tabla 3, en p. 4 en PIII),
estuvo entre 4.7 a 7 g/100 g de proteina. El
valor mas bajo se present6 en la harina de
desperdicios de atin, y el contenido mas
alto de arginina se obtuvo en la harina de
pescado blanco sin hueso. El contenido de
arginina al relacionarse con el crecimiento
del camardn arroj6  correlaciones
significativas con un valor de +*=0.76 (ver
tabla 4, p.4 del MII). Hird (1986) establecid
que la arginina es uno de los amino acidos
esenciales mas determinates en el
crecimiento del camardn, cuya funcién es la
de actuar como fosfogeno en los crustaceos,
y una deficiencia de este amino acido en la
dieta, puede disminuir el crecimiento del
camarén (Lim y Akiyama, 1995). Al
comparar, el contenido de arginina de las
harinas con el valor recomendado para
camardn, se obtuvieron calificaciones
quimicas de mas del 70%, mostrando que
todas las dietas proporcionaron la cantidad
adecuada de este amino 4acido y ésto,
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aseguro el buen crecimiento presentado por
los camarones (ver tabla 2, p. 3 del MII).

La suma de amino 4cidos basicos de las
harinas, principalmente lisina y arginina,
obtenidas a partir del analisis del amino
acidos (ver tabla 3, p. 4 en PIII) se relacioné
con la digestibilidad in vitro por el método
del pH-stat, después de una hidrdlisis de 60
minutos usando SHE. El DH de las fuentes
de proteina no mostrar6 una relacion
significativa (P>0.05) con la suma de lisina
y arginina, tal como fue reportado en el
trabajo de Lan y Pan (1993). Estos
investigadores  detectaron una alta
correlacién entre la digestién in vitro con el
contenido de lisina y arginina en fuentes
proteicas para Penaeus monodon. Las
proteinas utilizadas en la formulacién de las
dietas, generalmente sufre un sobre
calentamiento durante la obtencién de las
harinas, dando como resultado que la
solubilidad de la proteina y su funcionalidad
se reduzca (Opstvedt et al, 1984). La
determinacion del contenido de amino
acidos, se hace después de una hidrélisis
acida, por lo que esta determinacién no va a
reflejar una modificacién inducida por el
tratamiento térmico, lo que causa cambios
en la digestiblidad in vivo (Lan y Pan,
1993).

Se obtuvo una correlacién significativa
entre la APD y el crecimiento del camarén,
pero con un valor bajo (+’=0.50), lo cual
demostré que el incremento en peso no
depende sélo del consumo de nitrégeno.

Se ha reprotado que la temperatura tiene
influencia sobre el DH% de las fuentes
proteicas (Dimes y Haard, 1994). No se
detectaron diferencias estadisticamente
significativas (P>0.05) del DH entre las tres
temperaturas evaluadas 23, 25 y 27°C ( ver
tabla 5, p. 4 en MII), atribuido a que el
rango de temperatura evaluada es muy bajo.
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La relacion entre el DH obtenida por el pH-
stata 25 y 27 °C y crecimiento, aunque fue
significativa (P<0.05) los valores fueron
bajos (+’=0.67 y 62, respectivamente) (ver
tabla 6, p. 5 en MII). La mejor ecuacién
para predecir el valor biolégico para los
animales evaluados, fue la obtenida a 25°C
(ver figura 2, p. 7 en MII), arrojando valores
de F altos (42) y los mas bajos del error
estandar del valor de prediccion (SEE)
(4%).

Se encontré una buena correlacién entre
la digestibilidad in vivo con el método del
pH-stat. Los coeficientes de correlacion, los
errores estandar, y otros datos estadisticos
de la regresion del DH a 23,25 y 27 °C con
la digestibilidad aparente de proteina son
mostrados en el manuscrito II (ver tabla 7 en
p. 5 en MII). Los valores indicaron que el
pH-stat a 25°C di6 un coeficiente de
correlacion (%) de 0.76 con 6 % de SEE.
Cuando se evaluaron las temperaturas de 23
y 27°C, se obtuvo que a 23°C el coeficiente
de correlacion fue similar a 25°C, con un
valor de r’=0.73, mientras que cuando se
trabajé a 27°C, el valor de »* fue mas alto
(0.80). Al analizar los estadisticos, se
observo que a 27°C, el valor de F fue el més
alto (86), y el error estandar del valor de
prediccion (SEE) fue el mas bajo (1%). Lo
que sugiere que la mejor ecuacion de
prediccion para la digestibilidad aparente de
proteina fue cuando se determiné el DH a
27°C. Las curvas de regresion obtenidas de
las ecuaciones de prediccion a 23° y 27°C se
muestran en el manuscrito II (ver figuras 3a
y 3¢, p.7 en MII).

Los valores obtenidos con el método del
pH-drop, aunque correlacionaron
significativamente (P<0.05), el valor de
fue muy bajo (0.55) (ver tabla 8, p. 6 en
MII). La digestbilidad de proteina obtenida
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por el pH-drop, se establecié en base a la
siguiente ecuacion:

% de Digestibilidad = 355.32-37.74(X)

donde las constantes provienen del analsis
de regresién realizado (Tabla 8, p. 6 en
MII), X= pH despues de 10 min de
incubacion. El método del pH-drop tendié a
sobreestimar (MII) las muestras que
presentaron digestibilidades menores al 70%
(ver tabla 4 en PII), tales como las harinas
de desperdicios de atdin, las harinas de
pescado sin cabeza “A” y “B”, y sub-
estimar (ver tabla 8 en MII) aquellas con
alta digestibilidad, como la de las proteina
de soya (ver tabla 4 en PII), y aquellas con
alto contenido de cenizas como el caso de la
harina de langostilla (ver tabla 1 en PII).
Una limitacion del pH-drop es que el pH no
se mantiene constante durante el curso de la
reaccién. La capacidad amortiguadora de los
peéptidos, proteinas y otras substancias en el
alimento pueden influir sobre el pH (Dimes
y Haard, 1994). El método del pH-stat en
este trabajo ofrecié mas ventajas que el pH-
drop y el contenido de arginina, aunado a
que predijo mejor la calidad de las proteinas
para fuentes alternativas de proteinas para
dietas de camaron blanco.

Enzimas con actividad de peptidasa y
proteinasa del sistema digestivo del
camaré6n blanco (Penaeus vannamei).

El camarén es una de los mas
importantes productos en el comercio
internacional, sin embargo se tiene poca
informacion sobre las proteasas y sus
efectos sobre la calidad de este crustaceo.
Los resultados de esta seccién trataran de
proveer bases para entender los estudios de
calidad de este importante insumo y la
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aplicacion de los extractos  del

hepatdpancreas del camaron.

Actividad de la tripsina y quimotripsina en
el hepatopdncreas del camardn (PIII).

Una indicacién del valor biolégico de
una proteina puede ser su contenido de
lisinay de arginina, y la interrelacion entre
ambos. Esta interrelacion es conocida como
antagonismo lisina-arginina. Este
antagonismo ocurre cuando se presentan
valores excesivos de uno de estos amino
acidos, lo que puede ocasionar una
disminucidn en el crecimiento del camaron.
Se recomienda que la relacion entre
lisina:arginina, debe mantenerse entre 1:1 a
1:1.1 (Akiyama et al. 1992). En este estudio
se observo una ligera diferencia en esta
relacién lisina:arginina en la harina de
anchoveta (1:0.7), la de desperdicios de atin
(1:0.7), y harina de pescado sin cabeza “A”
(1:0.7), ie. los contenidos de arginina
fueron relativamente menores, comparados
con el contenido de lisina (PIII).

La actividad enzimatica es utilizada
durante los procesos digestivos en los
crustaceos, para aprovechar los nutrientes de
los alimentos. La actividad proteolitica en
los extractos del hepatopancreas (SHE) del
camar6n blanco (Penaeus vannamei) que
fueron alimentados con cada una de las siete
dietas, durante 30 dias, fue evaluada por
varios métodos (PIII).

Los zimogramas de SDS-PAGE de los
SHE de los animales alimentados con las
diferentes dietas mostraron la presencia de
bandas con actividades proteoliticas
similares. Independientemente de la dieta,
todos los organismos desplegaron varias
zonas de actividad con caseina como
substrato (ver figura 1, p. 4 en PIII). El peso
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molecular de las zonas activas estuvo entre
14 a 64 kDa (ver figura 2, linea B, p.5 en
PIII). La reduccion de la actividad
proteolitica en presencia de inihibidores de
serin proteasas (PMSF) es una indicacion de
la presencia de serin proteasas en los
extractos del camarén (ver figura 2, linea D,
p. 5 en PIII). Las zonas activas inihibidas
por PMSF, presentaron pesos moleculares
(24 a 30 kDa) similares a los extractos de
Pacifastacus astacus 'y Pleurocondes
planipes. (Garcia-Carrefio y Haard, 1993;
Garcia-Carrefio et al., 1993). Los extractos
del hepatopancreas del camarén fueron
sensibles a inhibidores de tripsina TLCK
(ver figura 2, linea E. p. 5 en PIII). Los

zimogramas de los extractos del
hepatopancreas del camarén mostraron al
menos cuatro fracciones con

comportamiento de actividad de proteasas
sensibles al inhibidor de tripsina TLCK.
Una proteinasa de 22 kDa, correspondiente
al peso molecular de la tripsina porcina
(Garcia-Carrefio, 1992) fue detectada como
una zona menor en todos los extractos del
hepatopédncreas del camarén. Los extractos
del camardn fueron insensibles al inhibidor
de quimotripsina usado TPCK (ver figura 2,
linea F. p. 5 en PIII). Resultados similares
fueron reportados por Gracia-Carrefio et al.
(1994) trabajando con proteinasas del

Pacifastacus astacus 'y Pleurocondes
planipes.
La actividad total de proteasas,

empleando azocaseina como substrato,
reportada como unidades de actividad/ g de
hepatopdncreas no fue significativamente
(P>0.05) afectada por el tipo de dieta, solo
en el caso de aquella conteniendo
desperdicios de atun (ver tabla 4, p. 6 en
PIII). Los extractos de los animales
alimentados con la dieta conteniendo
desperdicios de atin tuvo la mas alta
actividad proteolitca (102 unidades de
actividades/g de hepatopancreas) seguida

12

por aquellas obtenidas por las de las harinas
de langostilla (81 unidades de actividad/g de
hepatopancreas). Esto puede atribuirse al
alto contenido de cenizas en estas harinas
(PII). Es conocido que el contenido de
minerales induce la actividad digestiva de
proteasas (Lan y Pan, 1993). El uso de la
proteina de soya, no incremento la actividad
total de proteasas (ver tabla 4, p. 6 en PIII),
tal como fue reportado por Lee et al. (1984).
Ellos evaluaron la influencia del nivel de la
proteina vegetal en el alimento. En este
trabajo, solo el 15 % de la proteina vegetal
fue utilizada como proteina de substitucion
en la dieta base.

Los extractos del hepatopancreas del
camarén (P. vannamei) hidrolizaron
substratos especificos para tripsina y
quimotripsina (ver tablas 4 y 5, p. 6 en PIII).
Este tipo de proteinasas han sido descritas
en varias especies de decapodos, incluyendo
a especies de Penaeus sp., Paraliythodes
camstchatica, FEuphausia superba, 'y
Pacifacastacus astacus (Gibson y Barker,
1979; Zwilling et al., 1981; Osnes, 1985;
Kim, 1991; Garcfa-Carrefio y Haard, 1993;
y Garcia-Carrefio ef al., 1994).

La alta actividad especifica de tripsina
(P<0.05) se obtuvo en aquellos animales
alimentados con la dieta substituida con la
harina de pescado sin cabeza “B” (ver tabla
5, p. 6 en PIII). Parece ser que la actividad
de tripsina es independiente del contenido
de grasa y de cenizas, siempre y cuando se
mantengan en equilibrio el contenido de
amino 4cidos en la fuente proteica (Lan y
Pan, 1993). La tripsina actia sobre los
enlaces peptidicos de los amino dcidos
bésicos de la proteina. La suma de lisina y
arginina, obtenidas del perfil de amino
acidos (ver tabla 3, p. 4 en PIII), arrojo los
valores més bajos en la proteina de soya
(9.7), la harina de pescado sin cabeza “B”
(10.2) y la harina de langostilla (10.4). La
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actividad de tripsina no se vi6 afectada por
los valores de lisina y arginina presentes en
la muestra, pero si por el contenido de
lipidos presentes en las harinas y el proceso
de secado de las harinas de pescado. La
harina de pescado sin cabeza “B” mostro el
mayor contenido de grasa (ver tabla 1, p. 2
en PII), ademas de presentar un color muy
obscuro, lo cual podria ser un indicio de un
sobrecalentamiento (Anderson et al., 1993).
Se ha reportado que el sobrecalentamiento
puede ocasionar que la lisina reaccione
covalentemente con otros amino &cidos,
disminuyendo asf la calidad de la proteina
(Anderson et al., 1993), ésto a su vez puede
incrementar la actividad de tripsina en el
SHE (Rodriguez et al., 1994) y reducir la
vida de anaquel del camaron (Nip er al,
1985).

Se detectaron diferencias significativas
(P<0.05) en la actividad de quimotripsina en
los extractos de camar6n, alimentados con
cada una de las siete dietas evaluadas (ver
tabla 6, p.6 en PIII). La mas alta actividad
de quimotripsina se detectdé en aquellos
organismos alimentados con la dieta
conteniendo la harina de pescado sin cabeza
“B”. El contenido total de tirosina vy
fenilalanina (tabla 3 en PIII) se relaciono
con la actividad de quimotripsina, asi como
la calidad general de las harinas. El valor
mas bajo de tirosina y fenilalanina se
obtuvo en la harina de pescado sin cabeza
“B”, la cual a su vez, como ya se menciond,
presentaba la cantidad mas alta de grasas y
un color muy obscuro. Estas observaciones
sugieren que esta harina poseia una proteina
de baja calidad, lo cual, como es bien
sabido, puede estimular la actividad de
tripsina y quimotripsina (Rodriguez et al.,
1994). Las proteasas alcalinas, tales como la
tripsina han sido implicadas en el
detrimento de la textura de los alimentos de
origen marino, como los crustaceos (Salem
et al., 1970), por lo que la alta actividad de
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tripsina y quimotripsina de aquellos
camarones alimentados con la dieta
conteniendo la harina de pescado sin cabeza
“B”, puede afectar la vida media del
camaron cosechado.

La actividad total de las proteasas en los
extractos del hepatopancreas fue también
evaluada a través del grado de hidrdlisis de
la caseina (DH). Los DHs de la caseina no
se vieron estadisticamente afectados
(P>0.05), por las dietas (P>0.05) (ver tabla
4, p. 6 en PIII). Resultados similares fueron
reportados por Dimes y Haard (1994),
cuando se evalud el DH utilizando extractos
de la trucha arcoiris y salmon coho
alimentados con diferentes fuentes de
proteinas. Anteriormente se demostro en el
presente trabajo que la digestibilidad in vitro
usando como fuente de enzimas extractos
del hepatopancreas del camarén y el método
del pH-stat, puede predecir la digestibilidad
de fuentes alternativas de proteinas para
camaron blanco. Los resultados del DH de
la caseina, demostraron que las evaluaciones
in vitro utilizando el pH-stat, no se ven
afectadas por el tipo de dieta con la cual se
alimente al camaron, también se observo
que el método del pH-stat no es una técnica
util para evaluar el efecto de la calidad de la
proteina sobre la actividad.

Actividad de aminopeptidasa en los

extractos del hepatopdncreas de camaron
(MI).

Tomando en cuenta que el sistema
digestivo de los crusticeos poseen alta
cantidad de peptidasas, las cuales actuan
sobre los enlaces peptidicos de los extremos
de los péptidos (Garcia-Carrefio y Haard,
1993; Garcia-Carrefio et al,, 1994), y que la
calidad proteinica de un alimento puede
afectar la actividad enzimaética, el objetivo
de esta parte del trabajo de investigacion fue
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la de identificar la actividad de
aminopeptidasas en  extractos  de
hepatopancreas del camarén blanco juvenil
y establecer el efecto la fuente de proteina
sobre la actividad de aminopeptidasas en P.
vannamei.

Los hepatopéncreas del camarén blanco,
fueron obtenidos después de un ensayo de
crecimiento de 30 dias (MI). Los
hepatopancreas del camarén fueron
procesados de acuerdo a lo descrito por
Garcia-Carrefio y Haard (1993). La
actividad de aminopeptidasa fue evaluada
espectrofotométicamente mediante la
cuantificacion de la p-nitroanilina producida
por cada uno de los 10 substratos sintéticos
evaluados (Leu- p -NA, Gly- p -NA, Ala- p
-NA, Val- p -NA, Pro- p -NA, Phe- p -NA,
Met- p -NA, Glu- p -NA, Lys- p -NA, y
Arg- p -NA). Soluciones salinas de ZnSO,
fueron adicionadas al amortiguador de
fosfato de sodio a concentraciones finales de
| mM y 2 mM, también se probo el MgCl,
. al mMy 10 mM. La reaccién en cada caso
se inici6 al momento de adicionar los
extractos enzimdticos ensayados. Las
condiciones del anélisis fueron aquellas que
describié Pfeiderer (1970). La actividad
total de proteasas fue evaluada de acuerdo a
lo descrito por Garcia-Carrefio y Haard
(1993). La concentracién de la proteina
soluble presente en la solucién enzimética
se determind espectrofotométricamente de
acuerdo al método de Biuret (Gornall et al,,
1949) (MI).

Se detectd6 la presencia de Leu-
aminopeptidasa en extractos de
hepatopancreas de camardn blanco

(Penaeus vannamei) (ver tabla 5, p.6 en
MI). Se sabe que las proteinasas son
sintetizadas 'y  secretadas en el
hepatopancreas de los crustaceos, donde
gjercen su accion enzimdtica (Cecaldi,
1997). En el jugo gastrico de Pacifastacus
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astacus, no se detectdé actividad de
aminopeptidasas (De Villez, 1965;
Brockerhoff er al., 1970). Sin embargo,
estos autores utilizaron un substrato
altamente  especifico  para  leucin-
aminopeptidasa lo cual no puede excluir la
posibilidad de que el jugo géstrico de los
crusticeos posea otro tipo de
aminopeptidasas (De La Ruelle, 1992). Por
otro lado, Kleine y Ponyi (1967)
encontraron actividad de aminopeptidasas,
principalmente en el hepatopancreas de
Astacus astacus 'y Cambarus affinis,
indicando que la digestion de los
oligopéptidos toma lugar en el
hepatopancreas, en lugar del estémago, y
que estas enzimas juegan un papel
importante en la digestion intracelular. Jiang
etal. (1991) y Lan y Pan (1991)trabajando
con el hepatopéncreas de Penaeus monodon

reportaron la  presencia de Leu-
aminopeptidasas.

Se evalud la influencia de varias
concentraciones de extractos de

hepatopancreas (SHE) (0 to 0.01 mg of
SHE/mL), empleando como substrato
sintético al amino acido L-Leu-p-NA. La
relacion entre la concentracién del SHE y
actividad de la aminopeptidasa se muestra
en el manuscrito I (ver figura 1, p. 4 del
MI). Se utiliz6 la dilucién de 1 pg/mL para
los subsecuentes €nsayos de
aminopeptidasa. Sin embargo, cuando
diferentes concentraciones del SHE (0 a 0.1
mg/mL) fueron ensayadas usando como
substrato a la azocaseina no se observé
inhibicion por las altas concentraciones del
SHE (ver figura 2, p.4 del MI). Esto podria
indicar que en el SHE estin presentes
diferentes enzimas que pueden competir con
el substrato para leucina-aminopeptidasa.

La Leu-aminopeptidasa de otras fuentes
ha sido identificada como una metaloenzima
(Taylor, 1993) y se ha demostrado que la
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actividad de las metaloenzymas, en
ocasiones se ve estimulada por la adicién de
cationes divalentes, principalmente sales de
zinc (Bacon, 1994; Hajjou y Le Gal, 1994).
Fueron evaluadas dos sales de cationes
divalentes (ZnSO, y MgCl, ) a diferentes
concentraciones. La actividad, empleando
como substrato al L-Leu-p-NA, decrecié con
ambas sales y este efecto aumenté cuando se
incremento la concentracion de la sal (ver
tabla 6, p. 4 en MI). Hay que tomar en
cuenta que en este ensayo se trabajo con
extractos crudos del SHE, por lo que estos
resultados no indican que la Leu-
aminopeptidasa del camar6n no requiera de
cationes para actuar. Se requieren realizar
trabajos de purificacién de la enzima, para
poder establecer el efecto real de los
cationes de Mg™ o Zn™ en la
aminopeptidasa del camarén blanco.

Se midid la actividad hidrolitica de la
enzima empleando 10 derivados de p-
nitroanilida (ver tabla 6, p. 5 en MI). Los
resultados fueron analizados aplicando el
analisis estadistico del componente principal
(PCA). Recientemente, Toldra ef al. (1996)
aplicaron el PCA, para estudiar el
comportamiento de las enzimas proteoliticas
y lipoliticas en el musculo de puercos con
bajo y alto contenido de grasa. En este
trabajo los resultados del analisis estadistico
mostraron que las dietas tuvieron un efecto
sobre la actividad enzimatica. El analisis del
componente principal de las dietas y de los
substratos  evaluados  presenté  tres
componentes principales, con pesos del
54%, 21.6%, y 11.97%. Para el primer
componente, el de mayor peso, las variables
mas importantes fueron pro-, val-, leu-, lys,
y met- aminopeptidasas (ver tabla 7, p. 5 en
MI). Considerando que estos substratos
presentaron el mayor peso estadistico en el
componente principal uno (PCl), las
muestras que presentan alto valor en el PC1,
presentaron alta actividad al usar como
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substratos, en el siguiente orden: pro-<val-
<leu-<lys-<met-p-nitroanilida (ver tabla 6,
p.5 en MI). Donde la mayor actividad se
obtuvo al utilizar como substrato sintético a
la met-p-NA.

La grafica del peso de las dos variables
evaluadas (substrato y fuente de proteina),
demostré grupos de variables a lo largo del
eje horizontal, donde la harina de pescado
sin cabeza “B” present6 mayor valor en PC1
(més cargado hacia la izquierda) (ver figura
3, p.5 en MI). Por lo que esta muestra posee
la mas alta actividad con pro, val, leu, lys, y
met-aminopeptidasa. La dieta conteniendo
la harina de pescado sin cabeza “B” también
tuvo un alto valor en el componente
principal dos (PC2) (ver tabla 7, p.5 en MI),
donde el substrato gly-aminopeptidasa tiene
un peso positivo, lo que sugiere que gly-
aminopeptidasa tiene también un valor alto.
Un amplio grupo proveniente de las
muestras de la dieta conteniendo harina de
soya, se observé en la parte izquierda del
PC1 (ver figura 3, p. 5 del MI). Esto sugiere
que los extractos provenientes de animales
alimentados con dieta conteniendo soya,
poseen baja actividad con gly- y met-p-NA.

Se asocio la calificacion quimica de los
amino 4cidos esenciales (AAS) en las
harinas evaluadas (ver tabla 3, p.4 en MI)
con la actividad de las aminopeptidasas, asi
como con la calidad general de los
productos. El AAS de las dietas evaluadas,
presento una correlacion significativa con la
actividad de aminopeptidasa, presentando
un valor de ~ de 0.70. Los SHE
provenientes de los animales alimentados
con la dieta conteniendo la harina de
pescado sin cabeza “B”, mostraron el valor
mas bajo de AAS, ademds de presentar la
mayor actividad de aminopeptidasa en la
mayoria de los substratos evaluados. Tal
como se discutid anteriormente, esta harina
ademas poseia alto contenido de grasa (PII),
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y una coloracion muy obscura, lo cual es un
indicador de sobrecalentamiento durante el
proceso de obtencion de la harina. El
sobrecalentamiento puede causar reacciones
entre la lisina y los otros amino &cidos,
disminuyendo la calidad nutricional de la
proteina (Anderson et al., 1993), y ésto
puede causar un incremento en la actividad
enzimatica (Rodriguez et al., 1994). Sin
embargo este deterioro no se reflejo durante
las evaluaciones biolégicas, ya que los
camarones que se alimentaron con la dieta
conteniendo la harina de pescado sin cabeza
“B”, aunque presentaron una baja
digestibilidad (67%) no fue la méas baja
(PII), y el crecimiento presentado por estos
camarones después de 30 dias fue superior
al 100% (MII). Esto lleva a suponer que si
bien las dietas de baja calidad proteica
pueden aumentar la actividad de las
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proteasas este efecto no se manifiesta en
dietas de muy mala calidad, como la que
contenia desperdicios de atiin, en la cual se
presentd6 una digestibilidad muy pobre
(63%) (ver tabla 4, p. 4 en PII) y el
crecimiento mas bajo (99%) (tabla 2, p.3 en
MII). De cualquier manera, el saber que
una dieta que presente ciertos indices
inferiores de calidad, como el del
sobrecalentamiento, que influye sobre la
actividad de la tripsina, quimotripsina (PIII),
y sobre la aminopeptidasa (MI), y que el
incremento en la actividad de proteasas,
reduce la vida de anaquel del camarén (Nip
et al. 1985), es una informacién que puede
ser Util durante la elaboracién de insumos a
suministrar a peneidos en cultivo.
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El ensayo in vitro de digestibilidad de la
proteina empleando el método del pH-stat,
arroj6 resultados que, en su mayor parte,
correlacionaron con los obtenidos en los
ensayos in vivo de la determinacién de la
digestibilidad aparente de proteina (APD) en
camarén blanco.

El grado de hidrélisis (DH) de las
proteinas alimenticias no se vi6 afectado por
las temperaturas de evaluacion, lo que se
atribuyé a que el rango ensayado fue muy
estrecho. Los resultados del DH obtenidos
con el método del pH-stat a 27°C se
relacionaron mejor con la APD del camarén
blanco. Los valores del DH arrojados de los
ensayos /n vitro por el método del pH-stat a
25°C, empleando los extractos enzimaticos
del  hepatopancreas del camarén,
presentaron correlaciones con los ensayos
de crecimiento del P. vannamei, que indican
que el pH-stat podria ser una buena
herramienta para evaluar la calidad
biolégica de fuentes alternativas de
proteinas para camarén blanco.

El método del pH-drop evaluado para
estimar la digestibilidad de proteina en
insumos para camarén blanco, aunque
correlacioné significativamente con los
ensayos in vivo, el valor de relacion es bajo
(r’=0.55). El método sobreestimé la
digestibilidad de proteinas pobremente
digeridas y subestimé aquellas que fueron
altamente digeridas, o bien con alto
contenido de cenizas. Por lo que la
digestibilidad de proteinas en el camarén
blanco del Pacifico puede ser mejor
estimada a través de la determinaci6n del
grado de hidrdlisis usando el método del
pH-stat a 27°C y extractos del SHE.

Los resultados indicaron que el
contenido de arginina de las harinas puede
ser utilizado como indice de prediccién del
crecimiento de camardén blanco (Penaeus

vannamei), ya que se obtuvo un buen valor
de correlacion (r°=0.76).

El pH-stat posee un alto potencial como
una técnica rapida y segura para estimar la
digestibilidad y el valor biologico de fuentes
alternativas de proteinas para dietas de
camaro6n blanco.

Todos los extractos del hepatopancreas
del camaron, mostraron zonas de actividad
de proteasas muy similares, y cuando se
aplicaron inhibidores especificos para
proteasas (TLCK para tripsina y PMSF para

proteasas  alcalina), se detectdé la
inactivacion de zonas especificas.

Se identific6 la actividad de
aminopeptidasa  en extractos  de

hepatopancreas del camarén blanco. La
actividad de leucina-aminopeptidasa se vio
inhibida por la presencia de Zn** y Mg ** en
la solucion amortiguadora de la reaccion. La
relacion entre actividad de aminopeptidasa
y concentracion de extracto enzimatico,
mostré la presencia de otros compuestos en
los extractos, los cuales pueden competir
por el mismo substrato, o bien puede indicar
la presencia de ciertos inhibidores de la
enzima en el extracto crudo.

La actividad de la aminopeptidasa en los
SHE vari6 dependiendo del substrato
sintético probado. Se detecté una alta
actividad en todos los extractos del
hepatopancreas del camardn, cuando se usé
como substrato a la metionina-p-
nitroanilida.

Se concluye bajo las condiciones de este
estudio, que las actividades de tripsina,
quimotripsina y aminopeptidasa, se ven
afectadas por la fuente de proteina
empleadas durante la alimentaciéon de P.
vannamei juvenil, sin alterar la composicién
de las proteasas presentes en dichos
extractos.
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RECOMENDACIONES

Se requiere de mas estudios in vivo
para poder establecer una clara imagen de
la relacién entre los ensayo in vivo con
los datos in vitro. Es necesario evaluar
otras dietas, con un rango mas amplio de
calidad de proteina, asi como de
composicion quimica, ademds de ensayar
con otras especies de camaron y otras
tallas, para poder demostrar la utilidad
potencial del método del pH-stat usando
como sistema enzimatico extractos del
hepatopéancreas del camarén.

A pesar de que se ha reconocido que
las proteinasas se relacionan con la vida
de anaquel del camarén cosechado, los
resultados de este estudio indican que se
requieren trabajos de investigacion mas
complejos, donde se pueda establecer la
interrelacion de la actividad de las
enzimas digestivas, calidad de las fuentes
de proteinas y vida de anaquel de los
camarones cultivados, con la finalidad de
probar que el incremento en actividad
proteolitica afecta la vida post-cosecha
del camaron.

Otra de las investigaciones que se
proponen, derivadas de este estudio, es la
de establecer la relacién entre la tripsina,
quimotripsina y aminopeptidasa
purificadas y la calidad de la fuente de
proteina, para corroborar que una mala
calidad de la dieta incrementa la
actividad enzimatica.

La importancia de la presente
investigacion en el campo de la enzimas
digestivas del hepatopancreas del
camardn, estriba en que la explotacion
potencial de los extractos de camarones
marinos y la calidad de las dietas debera
ser considerada, si se desea lograr el
maximo aprovechamiento de las enzimas,
con el consecuente mejoramiento de los
camarones cultivados.
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