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RESUMEN

Una de las especies de crustaceos que en los ultimos 10 afios ha despertado el interés
en los acuacultores es la langosta de agua dulce o acocil, Cherax quadricarinatus, especie
de Australia que se introdujo a México en los noventas. Esta especie tiene un cultivo
relativamente sencillo, a pesar de ello, el aspecto de nutricién no se conoce bien atn. En la
acuacultura la alimentacion es uno de los factores de mayor preocupacion para el productor,
ademds de ser uno de los rubros mas costosos de la produccion. El aporte adecuado de
nutrientes asegura un buen crecimiento y salud a los organismos, sin embargo, para lograr
esto debe tomarse en cuenta que cada organismo tiene diferentes necesidades nutricionales,
asi como distintas capacidades para asimilar el alimento. Por esta razon, si conocemos estas
capacidades, podremos proporcionar el alimento mas adecuado y reducir gastos en el
cultivo de los organismos.

Se hizo un estudio sobre la actividad enzimadtica digestiva en juveniles de la especie
Cherax quadricarinatus. Se evalud, mediante bioensayos la respuesta enzimatica digestiva
de los organismos después de someterlos a diferentes tratamientos.

El primer ensayo consistio en la elaboracion de siete alimentos artificiales, utilizando
distintas harinas de origen animal y vegetal (calamar, langostilla, pescado, sorgo, soya y
trigo) sustituyendo un 15% de este ingrediente en un alimento basal de referencia, con el
propodsito de observar la respuesta enzimatica digestiva. De los alimentos probados, los que
tuvieron un mayor porcentaje de inclusion de harinas de pescado (60% PC), sorgo y trigo
favorecieron el crecimiento. No se encontr6 una correlacion entre el crecimiento y la
actividad enzimatica digestiva.

El segundo ensayo consistié en proporcionar siete alimentos con diferente nivel de
proteina (20, 26, 32, 38, 44, 50 y 56%). Se encontr6 que el alimento con 32% de proteina
produjo la mas alta TCR. La respuesta enzimatica proteolitica total fue mayor para los
organismos que recibieron los alimentos con 26, 32, 38 y 44 y 50% de proteina al final del
experimento. Altos niveles de proteina en el alimento redujo la actividad proteolitica. La
actividad amilasa se redujo al final del experimento, pero la actividad lipasa aumento para
el mismo periodo.

El tercer y cuarto ensayos de este trabajo consistieron en la caracterizacion in vitro de
la actividad enzimatica digestiva (amilasas, lipasas y proteasas). Se avaluaron las
actividades ante diferentes condiciones: temperatura, concentracion de NaCl, pH,
termoestabilidad, inhibidores y activadores. En general las actividades 6ptimas de las todas
las enzimas evaluadas, fue entre 35 y 50 °C, de 100 mM de NaCl, pH de 5 hasta 8.5, la
mayoria de los metales probados inhibieron la actividad enzimatica, el EDTA y el i6n
calcio produjeron en algunos casos inhibicion, pero en otros favorecieron la actividad.

Se evaluaron actividades de proteasas especificas. Se encontré actividad tipo tripsina
y quimotripsina, carboxipeptidasa A, no se encontr6 carboxipeptidasa B ni
leucinaminopeptidasa. La actividad proteasa fue inhibida por el SDS, PMSF, pero no fue
inhibida por el TLCK, TPCK y ZPCK.

Por otro lado, se evalud la actividad esterasa-lipasa del hepatopancreas, sometiendo el
extracto crudo de este 6rgano ante diferentes sustratos (compuestos derivados a y B naftil y
p-nitrofeniles de acido graso) de distintas longitudes de cadena. La actividad lipasa
disminuy6 conforme aumentdé la longitud del &cido graso. Utilizando geles de



poliacrilamida en gradiente se encontraron 4 isoenzimas con actividad hidrolitica (43, 46,
63 y 118 kDa) y al menos una de ellas fue considerada como verdadera lipasa.

El quinto ensayo consistié en ver la respuesta enzimatica digestiva de dos grupos de
animales, uno fue alimentado y el otro se mantuvo en ayuno durante su ciclo circadiano. Se
encontraron dos picos maximos de la actividad amilasa, durante la noche y al amanecer;
mientras que la actividad lipasa y proteasa no mostraron ningin patron definido de
actividad. El comportamiento de las actividades (lipasa y amilasa) en los organismos
alimentados y no alimentados se observd un poco desfasada, pero no fue diferente
estadisticamente, tampoco se encontraron diferencias significativas en el consumo de
alimento durante el periodo de muestreo.

Este estudio contribuye el conocimiento basico de la biologia de la especie, asi como
a comprender los mecanismos de produccidon enzimatica digestiva, que sirvan como
criterios en la elaboracién de alimento y el manejo optimo del alimento acordes con las
capacidades digestivas y comportamiento de esta especie de importancia comercial.

Palabras clave Crustaceos, Cherax, enzimas digestivas.



ABSTRACT

In the last ten years, one freshwater species of crustacean that has generated interest in
aquaculture is the freshwater crayfish, Cherax quadricarinatus, from Australia that was
introduced to Mexico in nineties.

This species has a relatively simple culture. However, aspect of nutrition are not well
known. In aquaculture feeding is one of the factors of great interest to producers, and one of
the more expensive aspects of production. A suitable supply of nutrients assures good
growth and health to the organism; nevertheless, to obtain this, optimal nutritional
requirements and capacity to assimilate feed need to be investigated.

A study of digestive enzymatic activity in juvenile Cherax quadricarinatus was
undertaken. By means of bioassays digestive enzymatic response was evaluated under
different treatments.

The first experiment consisted of measuring the results of seven artificial diets, using
different meals of animal and vegetable origin (squid, red crab, fish, sorghum, soy and
wheat) replacing 15% of these ingredients in a basical diet of reference to observe
digestive enzyme responses. Relative Growth Rate was greater in crayfish fed with high
carbohydrate content diets. Diets with fish meal (60%), and sorghum and wheat meal
improve growth. However, there was no correlation between growth and digestive enzyme
activity.

The second experiment consisted of providing seven diets with different protein level
(20, 26, 32, 38, 44, 50 and 56%). The diet with 32% protein produced the highest Relative
Growth Rate. Proteolytic activity was greater for diets with 26, 32, 38, 44 and 50% protein
by the end of the experiment. Higher protein levels in the diet reduced proteolytic activity.
Amylase activity diminished at the end of the experiment, but lipase activity increased
during the same period.

The third and fourth experiments consisted of in vitro characterization of digestive
enzymatic activity (amylases, lipases, and proteases). Activities were evaluated under
different conditions: temperature, NaCl concentration, pH, thermal-stability, inhibitors, and
activators. In general the optimal enzyme activity occurred between 35 and 50 °C, NaCl
100 mM, and pH 5 to 8.5. Almost all metals inhibited enzymatic activity, EDTA, and
calcium ions produced inhibition in some cases, but in others, favored the activity. Protease
specific activities were evaluated. Trypsin, chymotripsin and carboxipeptidase A activities
were found. Carboxipeptidase B and leucinaminopeptidase were not found. Protease
activity was inhibited by SDS, and PMSF, but was not inhibited by TLCK, TPCK or
ZPCK.

Esterase-lipase activity of the hepatopancreas was evaluated using substrates ( o-
naphthyl, B-naphthyl and p-nitrophenyl derivatives of fatty acids) with different chain
lengths. Lipase activity diminished with increased fatty acid length. Using 4-30%
polyacrylamide gels, four isoenzymes with hydrolytic activity were found (43, 46, 63, and
118 kDa) and at least one was considered a true lipase.

The fifth experiment evaluated the digestive enzyme response of two animal groups.
One was fed and the other was starved during a circadian rhythm. Two peaks of maximum
amylase activity were observed, one during the night and the other near dawn. Lipase and
protease activity did not show any defined pattern. Lipase and amylase activity in fed and



unfed organisms were not statistically different, and neither were significant differences
found in food consumption during the sampling period.

This study contributes basic knowledge of crayfish biology, as well as understanding
of the mechanisms of digestive enzyme production. The information serves to establish
criteria in the preparation of diets and optimal handling of food in relation to digestive
capacities and behavior of this species of increasing commercial importance.

Key words: Crustaceans, Cherax, digestive enzymes



CONTENIDO

1. INTRODUCCION 1
1.1 Caracteristicas de la especie 2
1.2 El alimento y la actividad enzimatica digestiva 3
1.3 Ritmos circadianos 4

2. ANTECEDENTES

2.1 Enzimas digestivas, alimentacion y ritmo circadiano 6

2.2 Enzimas digestivas en crustaceos 6
2.2.1 Carbohidrolasas 6
2.2.2 Lipasas y Esterasas 6
2.2.3 Proteasas 7

2.3 Algunos aspectos sobre el sistema digestivo de los crustaceos 10
2.3.1 La boca 10
2.3.2 El es6fago 10
2.3.3 El estomago 11
2.3.4 La glandula digestiva 11

2.3.4.1 Las células del hepatopancreas 12
2.3.5 El intestino posterior 13

3. JUSTIFICACION 13

4. HIPOTESIS 14

5. OBJETIVO GENERAL 15

5.1 Objetivos especificos 15

6. MATERIALES Y METODOS

EFECTO DEL TIPO DE INGREDIENTES EN ALIMENTOS EXPERIMENTALES
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 1

6.1.1 Obtencion de los juveniles. 16
6.1.2 Unidades experimentales 16
6.1.3 Alimentos experimentales 16
6.1.4 Horario de alimentacion, racion, muestreo y analisis proximal. 18
6.1.4.1 Extraccion de la glandula digestiva y obtencion del extracto enzimatico 19
6.1.4.2 Analisis enzimatico 19
6.1.4.2.1 Actividad amilasa 20
6.1.4.2.2 Actividad lipasa 20
6.1.4.2.3 Actividad proteasa 21

6.1.5 Analisis estadistico 21



EFECTO DEL NIVEL DE PROTEINA EN ALIMENTOS EXPERIMENTALES
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 2

6.2.1 Unidades experimentales 22
6.2.2 Alimentos experimentales 22
6.2.3. Horario de alimentacidn, racion, muestreo y analisis proximal 24
6.2.3.1 Extraccion de la glandula digestiva y obtencion del extracto crudo 24
6.2.3.2. Anélisis enzimatico 24
6.2.4 Anélisis estadistico. 25

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASA-LIPASA DE LA
GLANDULA DIGESTIVA DE LOS JUVENILES. EXPERIMENTO 3

6.3.1 Obtencion de los organismos de la langosta de agua dulce 25
6.3.2. Efecto de la temperatura, estabilidad térmica, salinidad, pH, iones metélicos
y EDTA sobre la actividad lipasa 25
6.3.2.1 Efecto de la temperatura 25
6.3.2.2 Estabilidad térmica 26
6.3.2.3 Efecto de la salinidad 26
6.3.2.4 Efecto del pH 26
6.3.2.5 Efecto de iones metalicos y EDTA 26
6.3.3 Actividad esterasa usando como sustratos compuestos derlvados de
B-naftil, a-naftil y p-nitrofenil-acido graso 27
6.3.4.Perfil electroforético de las enzimas digestivas 27
6.3.5 Elaboracion de geles de poliacrilamida con inclusion de B-naftil caprilato 28
6.3.6 Determinacion de actividad lipasa usando tributirina 29
6.3.7 Hidrolisis de compuestos derivados del p-nitrofenil acido graso 29
6.3.8 Analisis estadistico. 29

CARACTERIZACION PARCIAL DE AMILASAS Y PROTEASAS DE LA
GLANDULA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 4.

6.4.1 Obtencion de organismos de la langosta de agua dulce. 30

6.4.2 Efecto de la temperatura, estabilidad térmica, salinidad, pH,
iones metalicos y EDTA sobre la actividad amilasa y proteasa. 30

6.4.3 Proteasas especificas 31
6.4.3.1 Actividad tipo quimotripsina 31
6.4.3.2.Actividad tipo tripsina 31
6.4.3.3 Actividad carboxipeptidasa A 32
6.4.3.4 Actividad carboxipeptidasa B 32
6.4.3.5 Actividad leucinoaminopeptidasa 33

6.4.3.6 Efecto de inhibidores-activadores y SDS sobre actividad proteasa 33



ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA Y CONSUMO DE ALIMENTO
DURANTE EL CICLO CIRCADIANO. EXPERIMENTO 5

6.5.1 Diseno experimental 34
6.5.2 Anélisis estadistico 35

7. RESULTADOS

EFECTO DEL TIPO DE INGREDIENTES EN ALIMENTOS EXPERIMENTALES
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 1

7.1.1 Tasa de crecimiento relativo 36
7.1.2 Actividad enzimatica 37

EFECTO DEL NIVEL DE PROTEINA EN ALIMENTOS EXPERIMENTALES SOBRE
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 2

7.2.1 Tasa de crecimiento relativo 40
7.2.2 Actividad enzimatica digestiva en juveniles de la langosta de agua
dulce con alimentos de diferente nivel proteico 41
7.2.2.1 Actividad amilasa 41
7.2.2.2 Actividad lipasa 43
7.2.2.3 Actividad proteasa 44

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASA-LIPASA DE LA GLANDULA
DIGESTIVA DE LOS JUVENILES. EXPERIMENTO 3

7.3.1 Actividad lipolitica del extracto crudo de juveniles 46
7.3.2 Actividad esterasa con compuestos derivados del a y B-naftil

y p-nitrofenil-acido graso 50
7.3.3 Anélisis electroforético 52
7.3.4 Actividad cinética sobre sustratos de p-nitrofeniles-acido graso 52

CARACTERIZACION PARCIAL DE AMILASAS Y PROTEASAS DE LA
GLANDULA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 4.

7.4.1 Actividad amilasa y proteasa del extracto crudo del hepatopancreas 53
7.4.1.1 Temperatura 53
7.4.1.2 Salinidad 54
7.4.1.3 pH 55
7.4.1.4 lones metalicos y EDTA 58
7.4.1.5 Termoestabilidad de la actividad amilasa y proteasa 59
7.4.1.6 Proteasas especificas 61

7.4.1.7 Efecto de inhibidores de proteasas 61



ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA Y CONSUMO DE ALIMENTO DURANTE
EL CICLO CIRCADIANO. EXPERIMENTO 5

7.5.1 Consumo de alimento 63
7.5.2 Actividad amilasa 64
7.5.3 Actividad lipasa 66
7.5.4 Actividad proteasa 66

8. DISCUSION

EFECTO DEL TIPO DE INGREDIENTES EN ALIMENTOS EXPERIMENTALES
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 1

8.1 Crecimiento de juveniles 68
8.1.1 Actividad enzimatica digestiva 69

EFECTO DEL NIVEL DE PROTEINA EN ALIMENTOS EXPERIMENTALES SOBRE
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 2

8.2 Crecimiento de juveniles 74
8.2.2 Actividad enzimatica digestiva 76

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASA-LIPASA DE LA GLANDULA
DIGESTIVA DE LOS JUVENILES. EXPERIMENTO 3 78

CARACTERIZACION PARCIAL DE AMILASAS Y PROTEASAS DE LA
GLANDULA DIGESTIVA. EXPERIMENTO 4.

8.4 Actividad amilasa del extracto crudo del hepatopancreas 82
8.4.1 Temperatura 82
8.4.2 Salinidad 83
8.4.3 pH 83
8.4.4 lones metélicos y EDTA 84

8.4.5 Actividad proteasa en el extracto crudo del hepatopéancreas 84
8.4.5.1. Temperatura y termoestabilidad 84
8.4.5.2 Salinidad 85
8.4.5.3 pH 85
8.4.5.4 Tones metalicos y EDTA 86

8.4.6 Termoestabilidad de la actividad amilasa 87

8.4.7 Proteasas especificas 87

8.4.7.1 Efecto de inhibidores, agentes quelantes y SDS sobre la actividad proteasa 88



ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA Y CONSUMO DE ALIMENTO DURANTE
EL CICLO CIRCADIANO. EXPERIMENTO 5

8.5.1 Actividad amilasa 88
8.5.2 Actividad lipasa 90
8.5.3 Actividad proteasa 91
9. CONCLUSIONES 97
10. SUGERENCIAS 98

11. REFERENCIAS 99



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Area de distribucién natural y de cultivo de la especie
Cherax quadricarinatus en Australia

Figura 2. Tasa de crecimiento relativo de los juveniles obtenida con alimentos

conteniendo diferentes ingredientes del experimento 1

Figura 3. Tasa de crecimiento relativo con relacion al contenido porcentual

de carbohidratos en los alimentos del experimento 1

Figura 4. Tasa de crecimiento relativo de los juveniles obtenida con alimentos con

diferente nivel de proteina (Experimento 2)

Figura 5. Actividad amilasa obtenida en los juveniles alimentados con
los diferentes alimentos (Experimento 2)

Figura 6. Actividad lipasa obtenida en los juveniles alimentados con
los diferentes alimentos (Experimento 2)

Figura 7. Actividad proteasa obtenida en los juveniles alimentados con
los diferentes alimentos (Experimento 2)

Figura 8. Efecto de la temperatura sobre la actividad lipasa, después de una incubacion

de 30 minutos
Figura 9. Termoestabilidad de la actividad lipasa
Figura 10. Efecto de la concentracién de NaCl sobre la actividad lipasa
Figura 11. Efecto del pH sobre la actividad lipasa
Figura 12. Efecto de iones metalicos y EDTA sobre la actividad lipasa

Figura 13. Actividad enzimatica del E.C del hepatopancreas usando compuestos

derivados de a y B naftil

Figura 14. (a y b)Actividad enzimatica digestiva (lipasa) compuestos derivados del

p-nitrofenil-acidos grasos

Figura 15.

Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.

Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.

Zimograma de la actividad esterasa con [ naftil acetato y p naftil
butirato en geles de poliacrilamida

Efecto de la temperatura sobre la actividad amilasa

Efecto de la temperatura sobre la actividad proteasa

Efecto de la concentracion de NaCl sobre la actividad amilasa

Efecto de la concentracion de NaCl sobre la actividad proteasa
Efecto del pH sobre la actividad amilasa

Efecto del pH sobre la actividad proteasa

Efecto de algunos iones metalicos y EDTA sobre la actividad amilasa
Efecto de algunos iones metélicos y EDTA sobre la actividad proteasa
Termoestabilidad de la actividad amilasa

Termoestabilidad de la actividad proteasa

Efecto de algunos inhibidores y activadores de la

actividad proteasa del hepatopancreas

Consumo de alimento de los juveniles durante el ciclo circadiano
Actividad amilasa de los juveniles durante el ciclo circadiano
Actividad lipasa de los juveniles durante el ciclo circadiano
Actividad proteasa de los juveniles durante el ciclo circadiano

37

38

41

42

44

45

46
47
48
49
49

50

51

52
53
54
55
56
57
57
58
59
60
60

62
63
64
65
67



LISTA DE TABLAS.

Tabla I. Composicion del alimento de referencia (Experimento 1)

Tabla II. Composicion de los alimentos experimentales (Experimento 1)

Tabla III. Composicion de los alimentos experimentales con diferente nivel de
proteina. (Experimento 2).

Tabla IV. Analisis proximal de los alimentos con diferentes ingredientes
(Experimento 1)

Tabla V. Actividad total (U-mg de tejido humedo de hepatopancreas) para amilasa,
lipasa y proteasa (Experimento 1)

Tabla VI. Analisis proximal de los alimentos (Experimento 2)

Tabla VII. Actividades de proteasas especificas del extracto de hepatopéancreas
de juveniles de Cherax quadricarinatus

17
18

23

36.

39
40

61



LISTA DE ABREVIATURAS.

AOAC
CA
CAL
D.O.
DMSO
DNS
E.C.
EDTA
E.L.N.
GPAA
HP
HA
kDa
LANG
LPNA
LSD
mg 1"
ml

mM

nm

PC

Official Methods of Analysis (Métodos oficiales de analisis).
Organismos Con Alimento

dieta con harina de calamar
Densidad Optica
Dimetilsulfoxido

Acido dinotrosalisilico

Extracto Crudo

Acido etilendiamino tetraacético
Extracto libre de nitrégeno

Gel de poliacrilamida
Hipuril-fenilalanina
Hipuril-arginina

kilo daltones

dieta con harina de langostilla
Leucin-para-nitroanilida

Less significance difference (minima diferencia significativa)
miligramos por litro

mililitro

milimolar

Concentracion Normal
nanometro

Proteina Cruda.



P60
P65
PM
PMSF
pNFA
pNFB
pNFE
ppm

R

Rf

S

SA
SAAPNA
SDS
SY

T
TAME
TCA
TCR
TLCK

TPCK

dieta con harina de pescado con 60% de proteina
dieta con harina de pescado con 60% de proteina
Peso Molecular

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

para-nitrofenil acetato

para-nitrofenil butirato

para nitrofenil esterato

partes por mil

dieta de referencia

Relacién de frentes de corrimiento

dieta con harina de Sorgo

organismos Sin Alimento
Succinil-alanina-alanina-pro-fenil-de tetrasodio
Sulfato dodecil de sodio

dieta con pasta de soya

dieta con harina de trigo

Tosil-L-arginina metil ester

Acido trocloroacético

Tasa de Crecimiento Relativo
N-a-tosil-L-lisina clorometil acetona
N-Tosil-L-fenilalanina clometil acetona
microlitro

micromol



viv relacion volumen:volumen en una solucion.

ZPCK N-CBZ-L-fenilalanina clorometilacetona



1. INTRODUCCION.

Dentro de los invertebrados, el grupo de los crusticeos representa gran importancia
desde el punto de vista bioldgico y econémico. Destacan por su importancia comercial los
crustaceos decdpodos donde se incluyen: camarones, cangrejos, jaibas, langostinos y
langostas (Brusca y Brusca, 1990)

De las especies de crustaceos decapodos susceptibles de ser cultivadas destacan el
camaron, el langostino, y mas recientemente en Europa y América la langosta australiana
de agua dulce, del género Cherax que comprende tres especies con potencial comercial,
Cherax destructor —(yabbie)-, Cherax tenuimanus —(marroén)- y Cherax quadricarinatus —
(quelas rojas o redclaw en inglés). Comercialmente a este organismo se le conoce como
langosta de agua dulce, pero desde el punto de vista filogenético corresponde al grupo de
acociles: En inglés se utiliza el término crayfish o crawtfish, aunque el primero es el mas
extendido (Holdich y Lowery, 1988). El término crayfish se emplea para denominar a los
crustdceos parecidos al camaron o langosta tanto marinos como de agua dulce (Hobbs,
1988). En este trabajo se considera la propuesta de Hobbs (1988) y se hace uso de crayfish,
langosta de agua dulce o acocil para denominar a los crustaceos que viven habitualmente en
agua dulce. Las langostas de este género pertenecen a la familia Parastacidaec que se
distribuye en el hemisferio Austral (Villarreal y Pelaez 1999). La figura 1 presenta el area

de distribucion y cultivo de Cherax quadricarinatus en Australia.
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Figura 1. Area de distribucion (natural y de cultivo) de la especie Cherax quadricarinatus

en Australia (Lawrence y Jones, 2002)

La posicion taxondmica de la especie segiin Hobbs (1988) es:

Reino: Animal Clase: Malacostraca

Phylum: Arthropoda Superfamilia: Parastacoidea
Subphylum:Crustacea Familia: PARASTACIDAE
Superorden: Eucarida Género: Cherax

Orden: Decapoda Especie: quadricarinatus

1.1 Caracteristicas de la especie.

Cherax quadricarinatus ha sido considerada como un buen prospecto para
acuacultura comercial por los atributos que presenta. Tiene un ciclo de vida simple, sin
estadios larvales libres y alcanza la madurez sexual entre seis y nueve meses. Puede pesar
entre 50 y 150 g al final del primer afio, y alcanzar 400 g de peso entre los cuatro y cinco 5

anos (Villarreal y Pelaez 1999).



Se ha descrito como una especie gregaria y pasiva, puede vivir en grandes densidades con
poco comportamiento agresivo. En cultivo, en estado de muda, puede presentar alto
canibalismo, aunque el alimento sea abundante. Sobrevive en amplios rangos de
temperatura, pero el optimo es entre 23 y 31 °C. A pesar de ser un organismo de agua
dulce, puede tolerar salinidades de hasta 18 ppm (Medley et al. 1994)

El aumento de interés por el cultivo de esta especie, Cherax quadricarinatus, ha
motivado el desarrollo de su cultivo en otros paises como Bahamas, Costa Rica, Ecuador,

China, Israel, México y Sudafrica (Medley et al. 1994)

1.2 El alimento y la actividad enzimatica digestiva.

Se han realizado cultivos de esta especie en estanques de tierra, proporciondndole
alimentos simples a base de productos agricolas con proposito de reducir costos. Un factor
que no ha permitido la consolidacion de esta industria es el desconocimiento de los
requerimientos nutritivos de la especie (Medley et al. 1994; D’ Abramo y Sheen, 1996).

El conocimiento de la actividad enzimatica digestiva permite comprender los
mecanismos de digestion y propicia la optimizacion de la composicion del alimento para
una mejor nutricioén de las especies cultivadas.

La elaboracion de alimentos adecuados para los organismos ha sido una preocupacion
constante para promover una buena digestion y asimilacion del alimento. Algunos trabajos
han sido reportados relacionados con el efecto del alimento sobre la actividad enzimatica
digestiva en camar6n y langostino.

Lee y Lawrence (1985) encontraron una relacion entre el tamafio del organismo y la
actividad enzimatica digestiva en Penaeus setiferus. Maugle et al. (1982) reportaron el

efecto del alimento sobre el crecimiento del camardn y la actividad enzimatica digestiva.



Sin embargo, no se ha encontrado una correlacion entre la actividad enzimatica y el
crecimiento.

La alimentacion representa uno de los factores de mayor costo en la acuacultura
(Chamberlain, 1996), donde la proteina es el componente mas caro en los alimentos
balanceados, y es el elemento mas importante para el crecimiento en los organismos que
son cultivados (Lee et al. 2000). La elaboracion de alimentos balanceados requiere
establecer las necesidades minimas de proteina para proporcionar el nivel de aminoacidos
adecuado (Tacon y Akiyama, 1997). La mayoria de los trabajos que estudian la
alimentacion (nivel de proteina en los alimentos, insumos para la elaboracion de alimentos,
suplementacidon con aminoacidos y/o enzimas) y la actividad enzimatica digestiva estan
referidos a decdpodos peneidos; sin embargo, dada la reciente incorporacion de la especie
C. quadricarinatus a la acuacultura, los estudios relacionados con esta especie ha ido en

aumento.

1.3 Ritmos Circadianos

Los ritmos biologicos se definen como la recurrencia de cualquier fendmeno dentro
de un sistema bioldgico a intervalos mas o menos regulados. Los ritmos biologicos tienen
un carécter hereditario, es decir estan genéticamente determinados. Gran parte de los ritmos
biologicos son sincronizados por factores externos. Estos factores externos denominados
sincronizadores, son capaces de cambiar o de reajustar el ritmo de un individuo Los
fenémenos biologicos de tipo repetitivo pueden ser variados. Los ritmos de menos de 6
horas y mas de 30 minutos son llamados ultradianos y aquellos de mas de 28 horas y menos
de seis dias se denominan infradianos Los ritmos que duran alrededor de 24 horas son los

ritmos circadianos, los cuales dependen del ciclo luz-oscuridad (Carrillo et al. 1997)



La caracterizacion in vitro de estas enzimas hidroliticas (amilasas, lipasas y proteasas)
en la glandula digestiva de los juveniles de C. quadricarinatus es parte importante de este
trabajo. Asi como conocer la respuesta enzimdatica de estos organismos cuando reciben
diferentes estimulos alimenticios, variando la proporcion de diferentes ingredientes para la
elaboracion de alimentos y los porcentajes de inclusion proteica en el alimento. También
describir el comportamiento de la actividad enzimatica digestiva durante el ciclo circadiano
de la especie. Estos elementos contribuyen al conocimiento basico de la biologia de la
especie. Integrando estos aspectos se pueden establecer criterios mas adecuados para el

suministro del alimento y la obtencion del mejor desempeiio de esta especie en cultivo.



2. ANTECEDENTES
2.1 Enzimas digestivas, alimentacion y ritmo circadiano.
2.2 Enzimas Digestivas en crustaceos
Gibson y Barker (1979) hicieron una revision muy extensa de las enzimas digestivas
en diferentes crustaceos. En el hepatopancreas de estos organismos se encontraron enzimas

tales como carbohidrolasas, lipasas y proteasas.

2.2.1. Carbohidrolasas.

Entre las carbohidrolasas se encuentran la (o~ y B-amilasas, (a- y B-glucosidasas, (o.-
y B-galactosidasas, B-fructofuranosidasa, (manosidasa, xilosidasa, fucosidasa, quitobiasa,
laminaranasa, quitinasa, celulasa, B-glucosaminidasa, B-glucuronidasa, xilanasa y rafinasa.
Carrillo y Gonzélez (1998) argumentaron que la celulasa es una enzima de fuente exodgena
aportada por microorganismos simbiontes que viven en el hapatopancreas del camaron. En
contraste, Xue, et al. (1999) encontraron un componente endégeno con actividad celulasa
en adultos de la especie C. quadricarinatus. Gonzéalez-Agraz (2000) reportd actividad B-

glucosidasa en adultos de Procambarus clarkii y C. quadricarinatus.

2.2.2 Lipasas y esterasas

Las lipasas son enzimas que hidrolizan los enlaces éster de 4cidos alifaticos en los
triglicéridos. Las lipasas son fisiologicamente importantes porque digieren las grasas en
acidos grasos para la absorcion a través de la membrana celular y transformar los
triglicéridos en moléculas mas polares. Las lipasas han sido encontradas en muchas

especies (Berner y Hammond, 1970), pero pocos estudios se han reportado en crustaceos



decapodos. El primer reporte de la presencia de una verdadera actividad lipasa (glicerol-
éster hidrolasa E.C.3.1.1.3) en decdpodos fue en adultos de Homarus americanus
(Brockeroff et al. 1970). Biesot y Capuzzo (1990) utilizaron trioleina para determinar la
actividad lipasa en larvas de la misma especie y registraron la liberacion de acidos grasos
(acido oleico), siendo el pH 6ptimo de esta lipasa de 5.5. Figueiredo at al. (2001) reportaron
actividad lipasa en el jugo gastrico de adultos de Cherax quadricarinatus, usando la técnica
de placas de agar con trioleina.

También se han realizado estudios histoldgicos en el hepatopancreas para localizar
estas enzimas. La actividad esterolitica/lipolitica ha sido localizada en el borde en cepillo y
el citoplasma distal de las células R, las vacuolas de las células B, las vacuolas
supranucleares de las células F, en el lumen del tubulo del hepatopancreas, asi como en el

tejido conectivo intertubular ( Gibson y Barker, 1979)

2.2.3 Proteasas.

Las proteasas se clasifican, de acuerdo a la naturaleza quimica del residuo
aminoacidico responsable de la actividad de la enzima, (Garcia-Carrefio, 1997). En
crustaceos, se ha reportado la presencia de actividad tipo tripsina, tipo quimotripsina,
carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, aminopeptidasa y colagenasas. En algunas
especies se ha detectado una metaloproteinasa ( E.C. 3.4.24.A), y solamente en el cangrejo
del género Uca se ha detectado actividad colagenolitica (Ceccaldi, 1997). Las proteasas
serinicas como la tripsina y quimotripsina poseen un resto de serina (Ser) esencial para la
catalisis en sus sitios activos. Mientras que las carboxipeptidasas son exopeptidasas con un

metal en su sitio activo.



Vogt et al. (1989) demostraron la presencia de tres proteinasas: tripsina,
carboxipeptidasa y astacina en Astacus astacus. La astacina es una zinc-endopeptidasa que
ha llamado mucho la atencion a los investigadores porque puede hidrolizar el colageno en
forma nativa sin tratamiento con acido clorhidrico. Garcia-Carrefio y Haard (1993),
trabajaron sobre caracterizacion de proteasas en el acocil Pascifastacus astacus. Gonzalez-
Agraz (2000) caracterizd algunas enzimas proteoliticas (tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasa A y B) en adultos de Cherax quadricarinatus.

El efecto de la alimentacion sobre la actividad enzimatica (Hoyle, 1973; Van
Wormhoudt, et al. 1980; Lee y Lawrence, 1985; Le Moullac, et al. 1994; Carrillo y
Gonzalez, 1998); y el efecto de la frecuencia alimenticia (Diaz-Granda, 1997). Estos
estudios han proporcionado informacion importante sobre propiedades enzimaticas,
fisiologia, nutricioén y crecimiento de diferentes organismos bajo cultivo. Biessot y Capuzzo
(1990) encontraron que el alimento modificé la actividad enziméatica en larvas de Homarus
americanus; Hoyle (1973) encontré cambios en la actividad enzimdtica respecto al
alimento en Homarus americanus. Johnston y Yellowless (1998) encontraron una relacion
entre la preferencia alimenticia y las enzimas digestivas en la langosta Thenus orientalis.

Van Wormhoudt et al. (1973), reportd que la actividad enzimatica es modificada por
cambios en el alimento en Palaemon serratus; y que altos niveles de proteina en el
alimento reducen la actividad proteolitica (Van Wormhoudt, et al. 1980).

Figueiredo et al. (2001) reportaron actividades enzimaticas digestivas (proteasa,
carbohidrolasa y lipasa) en la glandula digestiva y fluido gastrico en adultos de Cherax
quadricarinatus, indicando que la actividad lipasa fue detectada solamente en el fluido
gastrico. Campaiia (2001) reporto la digestibilidad in vivo de alimentos e ingredientes para

juveniles de C. quadricarinatus y encontrd que la digestibilidad de la materia seca de los



ingredientes vegetales fue mayor que la de los ingredientes animales, asi como para
proteinas y carbohidratos.

Para la especie Cherax quadricarinatus se han reportado pocos estudios relacionados
con los procesos enzimaticos digestivos. El trabajo de Xue et al. (1999), habla sobre la
actividad celulasa en esta especie; Gonzalez-Agraz (2000), sobre caracterizacion parcial de
enzimas proteoliticas en cuatro decdpodos, donde se incluye a la especie Cherax
quadricarinatus. Para México, s6lo se cuenta con el manual de cultivo elaborado por
Villarreal y Pelaez (1999).

Se han realizado varios estudios sobre ritmos circadianos en vertebrados e
invertebrados para tratar de explicar el comportamiento y evolucién de estos sistemas
(Roenneberg y Merrow, 2000)

Van Wormhoudt et al. (1972), encontraron un ritmo bifasico de amilasas y proteasas
en Palaemon serratus; Rodriguez et al. (1976) reportaron actividades de DNAsa, RNAsa y
fosfodiesterasa en el hepatopancreas de Palaemon serratus y encontraron un patrén de dos
picos en un periodo de 24 horas; Moreau et al. (1984) reportaron tres picos de actividad
esterasa en la hemolinfa de Penaeus japonicus; Gonzédlez et al. (1995) evaluaron
actividades tripsina, quimotripsina y proteasas generales en Penaeus schmitti y Penaeus
notialis y encontraron dos picos de actividad en un periodo de 24 horas; Diaz-Granda
(1997) reportd un pico de actividad proteolitica total después de la alimentacién y un
segundo pico de actividad asociado al ritmo circadiano en Penaeus schmitti; Molina et al.
(2000) evaluaron actividades proteasa, amilasa y lipasa en Litopenaeus vannamei,
encontrando un ciclo bifasico; Nolasco y Vega-Villasante (1998) encontraron un ciclo
bifasico de enzimas digestivas en juveniles de Litopenaeus vannamei y Penaeus

californiensis; Gonzalez et al. (1995a) encontraron que el horario de alimentacion afecta la
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actividad enzimatica durante el ritmo circadiano en adultos de Penaeus schmitti. Se conoce
solamente un trabajo reportado por Mackeviciene (1983) acerca de la actividad proteolitica
y el ciclo circadiano en el acocil Astacus astacus, pero para la especie Cherax
quadricarinatus no tenemos conocimiento de ningun trabajo que relacione la actividad
enzimatica digestiva durante el ritmo circadiano.

Existen muchas referencias donde se han estudiado la actividad y caracterizacion de
enzimas digestivas en crustaceos peneidos, pero para la especie C. quadricarinatus, la

mayoria de los trabajos estan enfocados hacia la produccion.

2.3 Algunos aspectos sobre el sistema digestivo de los crustaceos.

En los crustaceos, el tracto digestivo esta dividido en tres porciones principalmente:
una porcion anterior, comprendida por el esofago y una parte del estbmago donde se
localizan las partes masticadoras; una porcion media y la porcion posterior. Se describe de
manera resumida las funciones de las partes involucradas en el proceso de ingestion y

digestion del alimento.

2.3.1 La boca

Estd asociada con los apéndices prensiles, las maxilulas, maxilas, mandibula y
maxilipedos. La parte anterior de la boca estd reforzada por un labio, el cual evita el reflujo
del material ingerido. Esta estructura estd encargada de reducir el tamafio del alimento para

poder ser transferido al es6fago.

2.3.2 El esofago
Usualmente es corto, recto y localizado verticalmente en corte transversal presenta

prolongaciones laterales del labio, dando al lumen una forma de X. En las langostas de
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agua dulce, el esofago penetra en la porcion cardiaca del estomago. En el esofago el

alimento es lubricado antes de ser conducido al estomago (Vogt, 2002).

2.3.3 El estobmago

El estomago incluye el molino géstrico y un sistema de filtros que sirven para la
molienda y rompimiento quimico de las moléculas del alimento. El estdbmago estd dividido
en dos partes, una anterior (cardiaco) que sirve para el rompimiento fisico y quimico del
alimento y un estdbmago posterior (pilorico) el cual filtra el quimo. Esta constituido por un
sistema extenso de osiculos fijados al musculo (Vogt, 2002) El estdbmago cardiaco siempre
estd lleno de un fluido digestivo café; en Astacus astacus el pH de este fluido es
ligeramente acido (5.6). Cuando el alimento entra al estomago cardiaco, es repetidamente
macerado y mezclado con las enzimas digestivas. Esta mezcla (quimo) después es filtrada
una vez por los filtros primarios localizados en el piso del estobmago. La parte pilorica del
estdbmago tiene como funcion principal el filtrado del material, para después ser pasado al

hepatopancreas o glandula digestiva (Vogt, 2002).

2.3.4 La glandula digestiva

También llamado hepatopancreas, se localiza en la porcion media del tracto digestivo;
es el mayor 6rgano de los crustdceos decapodos y tiene muchas funciones bioldgicas, las
cuales incluyen: sintesis y secrecion de enzimas digestivas, absorcion de productos
digeridos, mantenimiento de reservas minerales y sustancias orgdnicas, metabolismo de
lipidos y carbohidratos, distribucion de reservas durante el ciclo de muda y catabolismo de
algunos compuestos orgéanicos. A esta glandula se encuentran asociados unos tubulos

pequefios que constituyen la masa glandular, llamados por algunos autores diverticulos. La
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funcién de estas estructuras, no ha sido aun suficientemente entendida. Por su parte, la

funcion del resto del intestino medio es la absorcion de los nutrimentos.

2.3.4.1 Células del Hepatopancreas

El epitelio del hepatopancreas incluye cinco tipos de células; las células embrionarias
(E) localizadas en la parte distal de los tibulos, las células de absorcion (R), las células
fibrilares (F) donde se lleva acabo principalmente la sintesis de enzimas, las células tipo
ampolleta (B) y las células enanas (M). (Vogt, 2002)

Las células F (fibrilares) sintetizan y segregan enzimas para la digestion extracelular,
seguidamente ellas toman material para la digestion intracelular. A las células B realizan la
digestion intracelular. Ellas pinocitan material del lumen y éste se acumula en una gran
vacuola que domina el citoplasma. Después de cada ingestion de alimento las células B
sostienen una secuencia de actividades para el procesamiento de los nutrientes: absorcion,
condensacion, digestion intracelular, asimilacion, y finalmente todo el contenido
citoplasmatico es expulsado hacia el lumen.

Las células R (células absortivas) absorben nutrientes solubles del lumen y almacenan
lipidos y glucégeno.

Las células M no poseen microvellosidades, pero incluyen gran nimero de granulos;
se piensa que regulan la red muscular de los tibulos o que tienen una funcion anéloga a las
células del sistema endocrino de los vertebrados.

Se han propuesto distintos esquemas de diferenciacion (Gibson y Barker, 1979).
Todas las teorias coinciden en que la diferenciacion celular comienza con las células

embrionarias E en los 4pices distales de los tubulos, sin embargo los modelos de
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diferenciacion celular muestran que esto no ocurre (Vogt, 1994), al menos en Astacus

astacus. En el género Cherax, esta diferenciacion celular no se ha reportado.

2.3.5 El intestino posterior
Se extiende desde el intestino medio hasta el ano, El epitelio probablemente esta
asociado al transporte de agua e iones, esta region del tracto juega un papel importante

ademas de la defecacion, en el proceso de osmorregulacion (Vogt, 2002)

3. JUSTIFICACION

Dentro de la acuacultura un aspecto fundamental lo representa la alimentacion y la
nutricion, que estan consideradas como criticas para el cultivo, ya que la buena o mala
alimentacion repercutird en el crecimiento y salud del organismo y en general en su
desempefio productivo.

Los acuicultores necesitan dar alimento en la cantidad y calidad requerida por el

organismo a cultivar (Tacon y Forster, 2000). Desafortunadamente, el conocimiento sobre
requerimientos alimenticios, biodisponibilidad de ingredientes y actividad enzimética en
respuesta a los alimentos es escaso para el género Cherax (D’ Abramo y Sheen, 1996).
Es comprensible que se busque dar un alimento en la calidad y cantidad requeridas por el
individuo en cultivo, sin embargo, es frecuente que no se tome en cuenta las capacidades
digestivas del organismo. Es en este punto donde se deben considerar las diferentes
capacidades digestivas de cada especie, asi como sus posibles cambios durante los
diferentes estadios de desarrollo, a pesar de presentar morfologia externa muy parecida.

Por lo anterior, se ha visto que no es suficiente tener un buen alimento desde un punto

de vista nutricio, sino también que el organismo pueda digerirlo; de aqui que sea importante
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hacer estudios sobre las diferentes enzimas digestivas junto con los factores externos
(factores abioticos) e internos que pueden modificar los comportamientos alimenticios, de
tal modo que se pueda dar un mejor manejo a la alimentacion y al cultivo. Huner (1995) ha
demostrado que este tipo de organismos aceptan muy bien el alimento elaborado.

Los trabajos publicados sobre langostas de agua dulce estan relacionados basados
predominantemente con los cambaridos del Hemisferio Norte, especialmente, Procambarus
clarkii (Jover et al. 1999) y los astacidos de Europa, como Astacus astacus (L) (Ackefors et
al. 1992). Estudios de nutricion en la langosta marina Homarus americanus (Moreau et al.
1985) y camarones marinos, del género Penaeus. (Baillet et al. 1997), constituyen una
importante informacion acerca de la nutricion en decapodos. Sin embargo, diferencias en el
comportamiento alimentario asi como las condiciones ambientales limitaron la posibilidad
de aplicar estos conocimientos a la especie C. quadricarinatus. Por lo que es necesario
generar informacion acerca de esta especie.

El conocimiento de la actividad enzimatica digestiva de Cherax quadricarinatus,
respecto a sus caracteristicas, propiedades, origen y el efecto de estimulos en su produccion
en el tracto digestivo, permitiran tener mas elementos para el disefio de mejores alimentos y

estrategias de alimentacion de la especie en cultivo.

4. HIPOTESIS.

a) Considerando el caracter omnivoro de la langosta de agua dulce, Cherax
quadricarinatus, se encontrard actividad proteolitica, lipolitica y amilolitica y las
correspondientes enzimas seran producidas de manera diferente en el hepatopancreas

dependiendo de la concentracion de diferentes ingredientes en los alimentos.
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b) Considerando que el alimento estimula la produccién enzimadtica, se encontrard mayor
actividad de las proteasas en animales que se les proporcione alimentos con mayor cantidad
de proteinas.

c¢) Como se ha reportado para otros crustaceos, se espera que los picos de mayor actividad

enzimatica digestiva en Cherax quadricarinatus se encuentren al amanecer y al atardecer.

5. OBJETIVO GENERAL
Estudiar la actividad enzimatica digestiva en juveniles de la langosta de agua dulce Cherax

quadricarinatus.

5.1 Objetivos especificos.

1.- Conocer el efecto que tiene el tipo de alimentacion (diferentes ingredientes) sobre la
actividad enzimatica digestiva en juveniles de Cherax quadricarinatus

2.-Conocer el efecto que tiene el nivel de proteina del alimento sobre la actividad
enzimatica digestiva en juveniles de Cherax quadricarinatus.

3.-Caracterizar parcialmente las enzimas digestivas (amilasas y proteasas) en juveniles,
evaluando la actividad enzimética con respecto al efecto de la temperatura, salinidad, iones,
pH y diferentes inhibidores y activadores enzimaticos.

4.-Conocer la variacion cualitativa de las lipasas-esterasas, mediante el perfil de
isoenzimas, en juveniles de langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus.

5. -Conocer la produccion de enzimas digestivas durante el ciclo circadiano en juveniles de

Cherax quadricarinatus.
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6. MATERIALES Y METODOS

Efecto del tipo de ingredientes en alimentos experimentales sobre la actividad

enzimatica digestiva. Experimento 1

6.1.1 Obtencion de los organismos.

Los organismos juveniles de langosta de agua dulce (Cherax quadricarinatus) se
obtuvieron de estanques de cultivo cuya area es de 1000 m?, a cielo abierto con aireacion
constante, localizados en el CIBNOR. Los individuos fueron mantenidos en el laboratorio
de nutriciéon acuicola a una temperatura de 27 = 1 °C. La obtencioén de los organismos

utilizados en los siguientes experimentos, proceden del mismo lugar.

6.1.2 Unidades experimentales

Se utilizaron 16 tinas de plastico de 60 litros c/u. Todas las unidades recibieron un
flujo continuo de agua filtrada (10 um) y esterilizada con luz ultravioleta. La temperatura
del agua fue mantenida a 27 +1 °C, usando calentadores de 250 Watts. La concentracion de
oxigeno fue mantenida a niveles superiores a 4 mg L . El fotoperiodo fue el natural de la
estacion (verano) (13 hrs L:11 hrs O). Cada unidad experimental tenia una malla de nylon

que servia como escondrijo para los animales.

6.1.3 Alimentos experimentales.

Se formularon y evaluaron ocho alimentos experimentales con el programa Mixit-
Win se de acuerdo al método descrito en Civera y Guillaume (1989). Cada alimento
experimental estuvo compuesto por 84.5% de un alimento de referencia (R) (Tabla I) y el

resto (15%) con cada uno de los siguientes ingredientes: harina de calamar (CAL), harina
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de langostilla (LANG), harina sardina con 60% de proteina (P60), harina sardina con 65%
de proteina (P65), harina de sorgo (S), pasta de soya (SY) y harina de trigo (T) (Tabla II).
Para cada alimento se tuvieron dos unidades experimentales. Todas los alimentos contenian
0.5% de 6xido de cromo como marcador inerte. El 6xido de cromo fue afnadido a los
alimentos porque las excretas de estos organismos fueron utilizadas en otro experimento

para pruebas de digestibilidad in vivo.

Ingrediente R(gkg ™) Ingrediente R(gkg )
Harina de Calamar 0 Aceite de pescado (sardina) 5

Harina de langostilla 20 Lecitina de soya 5

Harina de Sardina al 60% 0 Mezcla de minerales * 25
Harina de Sardina al 65% 265 Mezcla de vitaminas ° 4

Harina de Sorgo 250 Vitamina C ¢ 0.5

Pasta de soya 250 Cloruro de colina ¢ 0.5
Harina de trigo 120 Carbonato de calcio 10
Grenetina 40 Oxido crémico 5

Harina de calamar (HCAL 98-G); Harina de langostilla (Pleuroncodes planipes) (HL01/98); Harina de
sardina con 60% de proteina (HPS9901-60); Harina de sardina con 65% de proteina (HPS9901-65); Harina de
sorgo (SM9901-0019); Pasta de soya (SP9901-01); Harina de trigo (TTX9901-01).

* Mezcla de minerales (g/Kg de alimento). KCl, 0.5; MgSQO, -7H,0, 0.5; ZnSO47H,0, 0.09; MnCl,-4H,0,
0.0234; CuSO45H,0, 0.005; KI, 0.005; CoCl,-2H,0, 0.0025; Na,HPO,, 2.37.

® Mezcla de vitaminas (Todos los valores estan en mg/Kg de alimento, excepto donde esta indicado). Vit. A
Retinol, 5000 IU; Vit. D; 4000 IU; Vit. E Tocoferol, 100; Vit. K Menadiona, 5; Tiamina, 60; Riboflavina, 25;
Piridoxina, 50; dl-Acido Pantoténico, 75; Niacina, 40; Biotina, 1; Inositol, 400; Cianocobalamina, 0.2; Acido
folico, 10.

¢ Stay C (35% agente activo ) Roche.

4 62% agente activo
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Tabla II. Composicion de los alimentos experimentales

Alimento CAL LANG P60 P65 S Sy T
Ingrediente (ekg)  (gkgh)  (gkg)  (gkg)  (gkgh)  (gkg")  (gkgh)

Referencia 845 845 845 845 845 845 845

Harina de
Calamar
Harina de
Langostilla
Harina de
Pescado 60%
Harina de
Pescado P65
Harina de
Sorgo

Pasta de soya - - - - - 150 -

150 - - - - - -

- 150 - - - - -

Harina de
trigo

Oxido de 5 5 5 5 5 5 5
cromo

- - - - - - 150

R= Alimento de referencia; CAL= Harina de calamar (HCAL 98-G); LANG= Harina de langostilla
(Pleuroncodes planipes) (HL01/98); P60= Harina de sardina con 60% de proteina (HPS9901-60); F65=
Harina de sardina con 65% de proteina (HPS9901-65); S= Harina de sorgo (SM9901-0019); SY= Pasta de
soya (SP9901-01); T= Harina de trigo (TTX9901-01).

6.1.4 Horario de alimentacion, racion, muestreo y analisis proximal.

Veinte organismos con un peso entre 1.24 y 1.70 g., en estadio de intermuda. fueron
colocados en cada unidad experimental. Diariamente se eliminaban las excretas de las
unidades experimentales mediante sifoneo y el 75% del agua era reemplazada. La
alimentacion se proporcion6 dos veces al dia (11:00 y 17:00 horas). La racion fue del 3%
de la biomasa al inicio del experimento y se ajustd de acuerdo al alimento residual. El peso
inicial de los organismos fue medido con una balanza analitica con una precision de 0.001
g. Alos 15y 30 dias de iniciado el experimento se registr6 nuevamente el peso de los
organismos y con estos datos se determind la tasa de crecimiento relativo usando la
expresion

TCR= Peso final - Peso inicial / Peso Inicial * 100 (1)
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Los resultados se expresaron en porcentaje. Al inicio del experimento, a los 15 y 30 dias de
cada tratamiento se extrajeron seis organismos en estadio C, para realizar el analisis
enzimatico. Los organismos fueron sacrificados por congelacion a la misma hora (18:00
horas) y después almacenados a -40 °C en bolsas de plastico con cierre hermético.

Los andlisis proximales de los ingredientes y los alimentos se realizaron por

triplicado de acuerdo a la AOAC (1995).

6.1.4.1 Extraccion de la glandula digestiva y obtencion del extracto enzimatico.

Los organismos extraidos de las unidades experimentales se almacenaron a -40°C
hasta el momento de la diseccion. Previo a ésta, los organismos se pesaron y midieron. Se
obtuvo por diseccion la glandula digestiva (hepatopancreas) de tres individuos de cada
réplica y se realiz6 un pool., que se homogeneizd en un bafio de hielo con 4 volimenes
(respecto al peso del tejido) de solucion amortiguadora de Tris-HCI, 50 mM, pH 7.5, en un
homogeneizador de tejidos. El homogeneizado se centrifugd durante 15 minutos a 23 000g
a5 °C, se retir6 la capa lipidica y el sobrenadante fue usado como extracto crudo (E.C.)

para el analisis enzimatico.

6.1.4.2 Analisis enzimatico.

La actividad enzimatica de la glandula digestiva fue reportada como actividad total, la
cual se expresa en unidades de enzima por mg de tejido himedo. Todos los analisis
enzimaticos se realizaron por triplicado. Todos los reactivos fueron obtenidos de SIGMA

CHEMICAL, USA.
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6.1.4.2.1 Actividad amilasa.

La actividad amilasa en cada extracto crudo de la glandula digestiva fue determinada
de acuerdo al método descrito por Vega-Villasante et al. (1993) La mezcla de reaccion
consistio de 495 ul de Tris-HC1 (50 mM, pH 7.5) y 5 ul de extracto crudo. Después de la
incubacion a 25 °C por 5 minutos, se agregaron 500 ul de solucion de almidén al 1% en
Tris-HCl 50 mM, pH 7.5. Esta mezcla fue incubada a una temperatura de 25 °C por 15
minutos. La actividad amilasa fue determinada por la produccion de azucares reductores
resultado de la hidrolisis del almidon. Inmediatamente después de la incubacion se
afiadieron 200 pl de carbonato de sodio 2N y 1.5 ml de 4cido dinitrosalisilico (DNS) y la
mezcla se calentd a ebullicion durante 15 minutos. Se ajusto el volumen a 10 ml con agua
destilada y la solucion colorida fue leida a 550 nm. Los tubos de referencia se prepararon
de igual manera, pero el extracto crudo fue anadido después del DNS. Se usé un control
negativo donde se sustituyo el extracto crudo por Tris-HCl. Una unidad de amilasa fue
definida como la cantidad de enzima requerida para causar un incremento de 0.01 unidades

de D.O. a 550 nm por minuto. El andlisis se realiz6 por triplicado.

6.1.4.2.2 Actividad lipasa

La actividad lipasa se determin6 de acuerdo al método propuesto por Versaw et al.
(1989) La mezcla de reaccion consistio de 100 pl de tauracolato de sodio (100 mM), 1900
ul de Tris-HCI (50 mM, pH 7.5) y 10 pl de extracto crudo; se incub6 la mezcla a 25 °C
durante 5 minutos, después se afiadieron 10 pl de sustrato (B-Naftil caprilato 200 mM
disuelto en dimetil sulfoxido, DMSO). Posteriormente, se incubd durante 30 minutos a 25
°C. Después se adicionaron 20 pl de Fast Blue BB (100 mM en DMSO) y se incubd

durante 5 minutos a la misma temperatura. La reaccion se detuvo con la adicion de 200 pl
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de TCA (0.72 N) y clarificada con 2.71 ml de una solucion 1:1 de alcohol etilico: acetato de
etilo. La absorbancia fue leida a 540 nm. Los tubos de referencia se prepararon de igual
manera, pero el extracto crudo fue anadido después del TCA. Se usé un control negativo
donde se sustituy6 el extracto crudo por Tris-HCI. Una unidad lipasa fue definida como la
cantidad de enzima requerida para causar un incremento de 0.01 unidades de D.O. a 540

nm por minuto. El andlisis se realizo por triplicado.

6.1.4.2.3 Actividad proteasa

La actividad proteasa se determind de acuerdo a Vega-Villasante et al. (1995). El
procedimiento fue el siguiente: 20 pl de extracto crudo, 240 pl de Tris-HC1 (50 mM, pH
7.5), 500 pl de azocaseina al 1% en Tris-HCI (50 mM, pH 7.5). La mezcla fue incubada a
25 °C durante 60 minutos, la reaccion fue detenida con la adicion de 500 pl de acido
tricloacético (TCA) al 20%. La mezcla se clarificd por centrifugacion a 23 000g durante 5
minutos a 25 °C. La absorbancia fue leida a 440 nm (Spectronic 2000, Bausch and Lomb,
Rochester, New York, USA). Los tubos de referencia se prepararon de igual manera, pero
el extracto crudo fue afiadido después del TCA. Se us6 un control negativo donde se
sustituyo el extracto crudo por Tris-HCl. Una unidad proteasa fue definida como la
cantidad de enzima requerida para causar un incremento de 0.01 unidades de D.O. a 440

nm por minuto. El analisis se realizo por triplicado.

6.1.5 Analisis estadistico

La actividad enzimadtica fue analizada por un analisis de varianza de una via y se
realizd un andlisis de comparacion multiple de Tukey para determinar diferencias
significativas entre tratamientos. Se calcul6 el coeficiente de correlacion de Spearman para

determinar relaciones entre la TCR, actividad enzimatica y el nivel de inclusion del
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ingrediente en los alimentos. Se usé el paquete estadistico STATISTICA, Statsoft, Inc,

Tulsa, USA.Version 6.

Efecto del nivel de proteina en alimentos experimentales sobre la actividad enzimatica

digestiva. Experimento 2

6.2.1 Unidades experimentales.

En el laboratorio se dispuso de 7 unidades experimentales de forma circular con un
area de 2 m” y 300 litros de capacidad, cada unidad se dividio en tres secciones iguales con
una malla. Las condiciones de mantenimiento fueron iguales a las que se describieron en el
punto 6.1.2. El fotoperiodo fue el natural de la estacion (verano) (13 hrs L:11 hrs O). A
cada unidad experimental se le puso una malla de nylon que sirvié como escondrijo para
los organismos. En cada unidad experimental se colocaron 150 individuos (50 individuos
por seccion), considerando cada 50 individuos como una réplica del tratamiento. Los

juveniles usados para este experimento tenian un peso promedio de 0.25 + .03 g.

6.2.2 Alimentos experimentales.

Los alimentos experimentales que se proporcionaron a los organismos tuvieron
diferentes niveles de inclusion de proteina. En la tabla III se indica la formulacién de estos
alimentos y se basé en los resultados de digestibilidad reportados por Campaia (2001). Se
utilizo la siguiente clave para la designacion del tratamiento A20=20% PC, A26=26% PC,

A32=32% PC, A38=38% PC, A44=44% PC, A50=50% PC y A56=56% PC.
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Tabla III. Composicion de los alimentos experimentales con diferente nivel de proteina

Ingredientes 20% PC 26% PC 32% PC 38% PC 44% PC 50% PC 56% PC
Harina de sardina ' 1.0 10.5 20.1 29.8 39.7 49.7 59.5
Harina de sorgo ' 64.6 56.1 47.3 37.8 279 17.9 9
Pasta de soya ' 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Harina de langostilla * 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Harina de calamar ' 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Harina de trigo ' 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Grenetina 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
Aceite de pescado ' 2.4 1.4 0.6 0.4 0.4 0.4 0.0
Lecitina de soya ' 1.0 1.01.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.5
Premezcla de minerales 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Premezcla de vitaminas * 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Acido ascérbico 0.1 0.21 0.1 0.1 0.10.1 0.1 0.1
Cloruro de colina ° 0.1 0.21 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Carbonato de calcio ’ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

"PIASA, La Paz, B.C.S. México

2 Pleuroncodes planipes Conservera San Carlos S.A. de C.V. San Carlos, B.C.S.
3 Premezcla de minerales (g Kg ) KCl, 0.5; MgS0,47H,0, 0.5; ZnSO4 7H,0, 0.09; MnCl,"4H,0, 0.0234;
CuSO45H,0, 0.005; KI, 0.005; CoCl,"2H,0, 0.0025; Na,HPO,, 2.37.
* Premezcla de vitaminas (mg Kg™' excepto donde se especifica): Vitamina A Retinol, 5000UI; Vitamina Ds,
4000UI; Vitamina E Tocoferol, 100; Vitamina K Menadiona, 5; Tiamina, 60; Riboflavina, 25; Piridoxina, 50;

Acido Pantoténico, 75; Niacina, 40; Biotina, 1; Inositol, 400; Cianocobalamina, 0.2; Acido folico, 10.

> Stay C (35% agente activo). Roche

% Cloruro de colina (65% agente activo).

7 ACS reactivo, SIGMA ®
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6.2.3 Horario de alimentacion, racion, muestreo y analisis proximal

La alimentacion se efectud una vez al dia (13:00 hrs.). La cantidad de alimento que se
proporcion6 a cada uno de los tratamientos fue de 5 g (13.5% de la biomasa total) y la
racion se ajusté de acuerdo al consumo aparente.

Se tomaron 3 organismos por réplica de cada tratamiento (A20, A26, A32, A38, A44,
AS50 y A56) al inicio del experimento (ty), después a los 15, 30 y 45 dias a fin de extraer la
glandula digestiva para la obtencion del E.C. Durante esos mismos dias de muestreo, se
realizaban las biometrias, registrando el peso de los organismos. La extraccion al azar de
los organismos en intermuda se realizo a la misma hora del dia (18:00 hrs.). Cada dos dias
se realizaba el recambio de agua al 75% y se extraian las excretas de los acuarios por

sifoneo.

6.2.3.1 Extraccion de la glandula digestiva y obtencion del extracto crudo.

La descripcion de este punto se menciona en el apartado 6.1.4.1

6.2.3.2 Analisis enzimatico.

La actividad enzimatica de la glandula digestiva fue reportada como actividad
especifica, la cual se expresa en unidades de enzima por mg de proteina. El andlisis de
proteina se realiz6 por el método de Bradford (1976), utilizando como estandar albtimina de
bovino a una concentracion de 1 mg ml™'. Todos los analisis enzimaticos se realizaron por

triplicado. Todos los reactivos fueron obtenidos de SIGMA CHEMICAL, USA.
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6.2.4 Analisis estadistico.

Los datos de actividad especifica se sometieron a un andlisis de varianza de una via,
posteriormente se realizd un analisis de comparacion multiple por el método de LSD para
ver diferencias estadisticas en la actividad enzimatica digestiva por efecto de los alimentos.
El nivel de significancia fue de 0.05. El andlisis se realizé utilizando el paquete estadistico

STATISTICA Version 6. Statsoft, Inc, Tulsa, USA.

Caracterizacion de la actividad esterasa-lipasa de la gliandula digestiva de los

juveniles. Experimento 3

6.3.1 Obtencion de organismos de langosta de agua dulce.

Para este experimento se utilizaron 20 juveniles que tenian un peso promedio de 4.2 g
+ 1.4 en estado de intermuda. La extraccion de la glandula digestiva y obtencion del
extracto crudo fue como se describi6 en el apartado 6.1.4.1. El E.C. obtenido fue sometido

a diferentes condiciones experimentales in vitro para evaluar la actividad esterasa y lipasa.

6.3.2 Efecto de la temperatura, estabilidad térmica, salinidad, pH, iones metalicos y

EDTA sobre la actividad lipasa.

6.3.2.1 Efecto de la temperatura.
Las determinaciones de la actividad enzimatica se realizaron de acuerdo al método

descrito en el apartado 6.1.4.2.2, modificando las condiciones de incubacion de la mezcla
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de reaccion. Las temperaturas usadas fueron 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 y 90 °C. La

actividad se reportd como actividad especifica.

6.3.2.2 Estabilidad térmica

Para determinar la estabilidad térmica de las enzimas, el E.C. se sometio a 30, 35, 40,
45, 50, 60, 70, 80 y 90 °C durante 30 minutos. El E.C. se mantuvo en hielo después del
tratamiento para determinar la actividad residual, la cual se expreso en porcentaje con

relacion al valor de referencia obtenido a temperatura ambiente.

6.3.2.3 Efecto de la salinidad
La salinidad de la mezcla de reaccion se determind variando la salinidad desde 0

hasta 1500 mM de NaCl. La actividad fue reportada como actividad especifica.

6.3.2.4 Efecto del pH
Se modifico el de la mezcla de reaccion desde 5 hasta 10 usando un buffer universal

(Stauffer, 1989). La actividad se reporté como actividad especifica.

6.3.2.5 Efecto de iones metalicos y EDTA

Para esta determinacion se usaron las siguientes sales metélicas: AlCls;, CaCl, CoCly,
CuCl,, FeCls, HgCl, MgCl,, ZnCl,, Thimerosal y el EDTA. Todas las sales en la mezcla de
reaccion fueron ajustadas a una concentracion de 10 mM, excepto el HgCl,, el cual se
ajust6 a 5 mM. La actividad enzimatica se reportd como actividad especifica.

En cada ensayo en donde se modifico uno de los factores se mantuvieron constantes

los demds parametros, de acuerdo a las condiciones originales de cada determinacion.
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6.3.3 Actividad esterasa usando como sustratos compuestos derivados de p-naftil, a-
naftil y p-nitrofenil-acido graso.

La actividad enzimatica usando los compuestos de B-naftil y a-naftil-acido graso se
determind de acuerdo al método de Versaw et al. (1989) Los compuestos utilizados fueron
de diferente longitud de cadena de 4cidos grasos. Se us6 un control sustituyendo el sustrato
con una soluciéon de DMSO o cloroformo, éste ultimo se usé para disolver compuestos con
12 y 14 carbonos en la cadena del acido graso.

La determinacion de la actividad esterasa para los compuestos derivados del p-
nitrofenil se realiz6 con una modificacién del método propuesto por Iijima et al. (1998).
Los compuestos tenian una longitud entre 2 y 18 carbonos. La mezcla de reaccion consistio
de 420 pl de amortiguador universal (pH 8), 50 ul de tauracolato de sodio 10 mM y 20 ul
de sustrato 10 mM disuelto en acetonitrilo o cloroformo dependiendo del sustrato. La
solucion fue mezclada con 10 pl de E.C. La concentracion final del sustrato fue de 400 uM.
La mezcla de reaccion fue incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos y detenida
por la adicion de 700 pl de una soluciéon 5:2 v/v de acetona/hexano, después fue
centrifugada a 4576g por 2 minutos a 25 °C. La fase inferior del centrifugado fue leida a
405 nm.. Se prepar6 un control afiadiendo el E.C. después de la solucion acetona/hexano
para determinar la hidrdlisis instantdnea; ademds, se prepard un control adicional
sustituyendo el E.C. con acetonitrilo o cloroformo. La actividad se reportd como actividad

especifica.

6.3.4 Perfil electroforético de las enzimas digestivas.
Se prepararon geles de poliacrilamida (GPAA) en gradiente (Bio-Rad, Richmond,

CA). El ensayo se realizd en condiciones nativas modificando el método descrito por
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Laemmli (1970). Los geles fueron montados en una camara vertical de electroforesis (Bio-
Rad, Richmond, CA). A 200 pul de E.C. y a una muestra de lipasa porcina (Tipo VI, L0382,
SIGMA ®) con una concentracion de 1 mg ml™ se le afiadieron 20 pl de azul de bromofenol
al 0.1% y sacarosa al 10%. Una submuestra de20 pl de esta mezcla fue colocada en el pozo
correspondiente. Se utiliz6 un marcador de peso molecular (#17-0445-01, Pharmacia,
Uppsala). El corrimiento se efectud a 120 volts hasta que la marca del azul de bromofenol
estuviera a 0.5 cm del borde inferior del gel. Después el gel se enjuagd con Tris-HCI 50
mM, pH 8.0. Posteriormente el gel se introdujo en una mezcla de 19 ml de Tris-HCI 50
mM, pH 8.0 y B-naftil acetato o butirato 100 mM mas 500 pl de Fast Blue 100 mM y se
incubd durante 10 minutos a 25 °C. La coloracion rojo-magenta de las bandas indico la
actividad positiva. El perfil de isoenzimas se obtuvo por imagen de escaner. A partir de los
valores de Rf se calculd la masa molecular de las isoenzimas con la ecuacion obtenida del

patron de referencia.

6.3.5 Elaboracion de geles de poliacrilamida con inclusion de B-naftil caprilato.

Se prepard un gel de poliacrilamida en gradiente del 4 al 30%, con la inclusion de B-
naftil caprilato quedando a una concentracién final de 5 mM. Las condiciones de
corrimiento fueron como se describié anteriormente. El perfil de isoenzimas de obtuvo
incubando el gel en una solucion de Fast Blue 100 mM. Para determinar el perfil de
proteinas, el gel fue tefiido con una solucién al 0.1% de azul de Coomassie disuelto en una
mezcla de metanol al 40% y 4&cido acético al 10%, durante una hora. Finalmente el gel se

enjuag6 durante 24 horas en una solucion de metanol al 40% y éacido acético al 10% v/v.
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6.3.6 Determinacion de actividad lipasa usando tributirina.

Se prepar6 un gel como se describio previamente, y después del corrimiento el gel se
enjuagd con Tris-HCI 50 mM, pH 8.0. Posteriormente se prepar6 una mezcla con emulsion
de tributirina 144 mM y 0.8% de agarosa. Esta mezcla a 40 °C se colocd sobre el gel de
poliacrilamida para obtener un nuevo gel, este sistema de geles fue incubado a 37 °C en una
camara humeda durante 30 minutos para favorecer la hidrolisis del sustrato en el gel de
agar. La actividad hidrolitica se evidencié por la observacion de una zona transparente

sobre el gel opaco.

6.3.7 Hidrdlisis de compuestos derivados del p-nitrofenil acido graso.

La actividad hidrolitica fue evaluada de acuerdo a lijima et al. (1998). La mezcla de
reaccion consistio de 20 pl de p-nitrofenil acetato (pNFA), butirato (pNFB) o esterato
(pNFE), 50 mM y 1.8 ml de amortiguador universal (pH 8.0). Al tiempo cero se anadieron
20 pl de E.C. El cambio de absorbancia se ley6 a 348 nm durante 3 minutos. Se utilizé un
control positivo de lipasa porcina (Tipo VI, L0382, SIGMA ™) con una concentracion de
Img ml”. La hidrolisis espontanea se determiné sustituyendo el E.C. por amortiguador
universal. A partir de la ecuacion obtenida se calcul6 la actividad enzimatica. La actividad
se reportd como actividad especifica. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

6.3.8 Analisis estadistico.
Se realiz6 un andlisis de varianza de una via no paramétrico, para la actividad esterasa

bajo diferentes condiciones de reaccion. Se realiz6 una prueba de Duncan para ver
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diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. Para los andlisis se utiliz6 el

programa Statistica, Version 6, Statsoft, Inc, Tulsa, USA.

Caracterizacion parcial de amilasas y proteasas de la glindula digestiva.

Experimento 4.

6.4.1 Obtencion de organismos de langosta de agua dulce.

Para este experimento se utilizaron 20 juveniles que tenian un peso promedio de 4.2 g
+ 1.4 en estado de intermuda. La extraccion de la glandula digestiva y obtencion del
extracto crudo fue como se describid en el apartado 6.1.4.1. El E.C. obtenido fue sometido
a diferentes condiciones experimentales in vitro para evaluar la actividad amilasa y

proteasa.

6.4.2 Efecto de la temperatura, estabilidad térmica, salinidad, pH, iones metalicos y
EDTA sobre la actividad amilasa y proteasa.

La determinacioén de la actividad amilasa se realizd de acuerdo a la metodologia
descrita en el apartado 6.1.4.2.1 y la actividad proteasa como se describe en el apartado
6.1.4.2.3. Las diferentes condiciones en las que se realizaron la determinaciones de ambas
actividades se describen en el apartado 6.3.2. La unica variante fue el ensayo del efecto de
la temperatura sobre estas actividades enzimaticas. Las temperaturas fueron: 25, 30, 35, 40,

45, 50,60y 70 °C.
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6.4.3 Proteasas especificas
6.4.3.1. Actividad tipo quimotripsina.

La actividad tipo quimotripsina fue determinada, segun la técnica descrita por Vega-
Villasante (1998), por la tasa de hidr6lisis de un sustrato sintético, SAAPNA (Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-4Na) en amortiguador de Tris-HCI 100mM, pH 7.8 en presencia de CaCl, 10 mM.
La mezcla de reaccion consistio de 465 ul de Tris 100 mM con CaCl, 10 mM (pH 7.8), 25
ul de SAAPNA 0.4 mM; al tiempo cero (to ) se afiadid 10 pl de E.C. La lectura del cambio
de absorbancia a 410 nm se registré por un tiempo de 3 minutos. Como control positivo se
utilizo la a-quimotripsina de pancreas de bovino (Tipo I-S, C 7762, SIGMA®™) a una
concentracion de 1 mg ml™. Se determin la hidrélisis espontanea del sustrato realizando la
prueba con amortiguador de Tris-HCI en sustitucion del E.C. Todas las determinaciones se

efectuaron por triplicado. La actividad se reporté como actividad especifica.

6.4.3.2 Actividad tipo tripsina.

La actividad tipo tripsina fue determinada, segun la técnica descrita por Vega-
Villasante (1998), por la hidrélisis de un sustrato sintético, TAME (Tosil-L-Arginina Metil
Ester) en amortiguador de Tris-HCI, 50 mM, pH 8.0 en presencia de CaCl, 20 mM. La
mezcla de reaccion consistié de 1000 pul de TAME 100 uM y al tiempo cero (to ) se anadiod
10 ul de E.C. La lectura del cambio de absorbancia a 247 nm se registré por un tiempo de 3
minutos. Como control positivo se utilizo tripsina de pancreas de bovino (Tipo I, T 8003,
SIGMA ®) a una concentraciéon de 1 mg ml”. Se determiné la hidrolisis espontanea del

sustrato realizando la prueba con amortiguador de Tris-HCI en sustitucion del E.C. Todas
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las determinaciones se efectuaron por triplicado. La actividad se reporté como actividad

especifica.

6.4.3.3 Actividad Carboxipeptidasa A.

La actividad carboxipeptidasa A fue determinada, segun la técnica descrita por Vega-
Villasante (1998), por la tasa de hidrdlisis de un sustrato sintético, HP (Hippuryl-Phenyl
Alanine) en amortiguador de Tris-HCI, 25 mM, pH 8.0 en presencia de NaCl 500 mM. La
mezcla de reaccion consistio de 980 pl de amortiguador, 20 ul de HP 1 mM y al tiempo
cero (tp ) se afiadié 10 pl de E.C. (diluido tres veces en amortiguador de Tris-HCI). La
lectura del cambio de absorbancia a 254 nm se registr6é por un tiempo de 3 minutos. Como
control positivo se utilizo la carboxipeptidasa A de pancreas de bovino (Tipo I, C 0261,
SIGMA®™) a una concentraciéon de 200 pg de proteina ml”. Se determind la hidrdlisis
espontanea del sustrato realizando la prueba con amortiguador de Tris-HCI en sustitucion
del E.C. Todas las determinaciones se efectuaron por triplicado. La actividad se reportd

como actividad especifica.

6.4.3.4 Actividad Carboxipeptidasa B.

La actividad carboxipeptidasa B fue determinada, seglin la técnica descrita por Vega-
Villasante (1998), por la tasa de hidrdlisis de un sustrato sintético, HA (Hippuryl-Arginine)
en amortiguador de Tris-HCI, 25 mM, pH 8.0 en presencia de NaCl 500 mM. La mezcla de
reaccion consistio de 1000 uL de HA 10 mM y al tiempo cero (ty ) se anadio 10 pl de E.C.
La lectura del cambio de absorbancia a 254 nm se registro por un tiempo de 3 minutos.

Como control positivo se utilizd la carboxipeptidasa B de pancreas de pocino (C 9584,
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SIGMA®™) a una concentracion de 2 mg de proteina ml”. Se determiné la hidrolisis
espontanea del sustrato realizando la prueba con el amortiguador de Tris-HCl en sustitucion
del E.C. Todas las determinaciones se efectuaron por triplicado. La actividad se reportd

como actividad especifica.

6.4.3.5 Actividad Leucinaminopeptidasa.

La actividad leucinoaminopeptidasa fue determinada, segin la técnica descrita por
Vega-Villasante (1998), por la tasa de hidrolisis de un sustrato sintético, LPNA (Leucin p-
Nitroanilida) en Tris-HCI, 100 mM, pH 8.0 en presencia de MgCl, 5 mM. La mezcla de
reaccion consistio de 900 pL. de amortiguador de Tris-HCI, 100 ul de LPNA 100 mM (en
metanol), y al tiempo cero (typ ) se afadid6 10 ul de E.C. La lectura del cambio de
absorbancia a 410 nm se registro por un tiempo de 3 minutos. Como control positivo se
utilizo la Leucin aminopeptidasa de rifion de cerdo (Tipo VI, L 0632, SIGMA®) a una
concentracion de 11.25 pug ml'. Se determind la hidrélisis espontinea del sustrato
realizando la prueba con el amortiguador de Tris-HCl en sustitucion del E.C. Todas las
determinaciones se efectuaron por triplicado. La actividad se reportd como actividad

especifica.

6.4.3.6 Efecto de inhibidores-activadores y SDS sobre actividad proteasa.

Para esta determinacion se siguid el procedimiento descrito para el caso de las
proteasas generales, donde se utilizaron diferentes inhibidores de proteasas en la mezcla de
reaccion, de tal manera que la concentracion final de cada inhibidor en la mezcla de

reaccion fue de 5 mM. Los compuestos utilizados fueron: TLCK(Na p-tosyl -L- lysine
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chloromethyl ketone), PMSF(Phenylmethylsulfonyl fluoride)) TPCK (N tosyl -L-
phenylalanine chloromethyl ketone), ZPCK (N-CBZ L- phenylalanine chloromethyl
ketone), EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) y SDS (Sodium dodecyl sulfate). La

actividad se reportd como actividad especifica.

Actividad enzimatica digestiva y consumo de alimento durante el ciclo circadiano.

Experimento 5

6.5.1 Disefio Experimental.

El experimento fue realizado en el exterior, en un area cubierta con malla sombra
para reducir la insolacion. Se usaron seis tanques de 1.5 m de diametro y 0.6 m de altura.
La temperatura maxima fue de 28 °C y la minima de 21 °C que correspondi6 a la variacién
diurna durante el muestreo. Se probaron dos tratamientos por triplicado: animales
alimentados y sin alimentar. La concentraciéon de oxigeno se mantuvo superior a 4 mg 1.
El periodo de luz (06:00-18:00 hrs) fue el de la estacion (12 hrs L-12 hrs O). En cada
tanque se colocaron 150 individuos. Todos los animales fueron aclimatados previamente
durante 48 horas y se encontraban en intermuda al iniciar el experimento. A cada unidad
experimental se le puso una malla de nylon que sirvi6 como escondrijo para los
organismos. Los juveniles usados para este experimento tenian un peso promedio de 4.46 g
+ 0.21 y provenian de los estanques del CIBNOR.

El grupo de organismos utilizados para la evaluacioén de la actividad enzimatica que
recibieron alimento (CA), se alimenté una vez al dia (15:00 horas) a razéon de 3% de la
biomasa total. El periodo de muestreo fue de 48 horas. Cada dos horas se tomaban al azar

tres organismos de cada uno de los acuarios y se sacrificaban por congelacion,
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posteriormente la diseccion y extraccion de la glandula digestiva se realizdo en el
laboratorio.

Al mismo tiempo se realizd otro experimento para evaluar el consumo de alimento.
Para efectuar esto se usaron tres acuarios de 60 1 de capacidad y en cada acuario se
colocaron 20 organismos con un peso promedio de 4.46 g £ 0.21. Los parametros de
oxigeno y luz fueron idénticos al experimento anterior. Para la evaluacion del consumo de
alimento, cada dos horas., durante 48 horas, se proporcion6 alimento a los organismos, a
razén del 3% de la biomasa total. El alimento no consumido era retirado y secado en la
estufa a 60 °C durante 12 horas. El peso se registr6 con una balanza analitica, con una
precision de 0.01 g.

Para el andlisis enzimdtico se siguié la metodologia descrita en los apartados

6.1.4.2.1,6.1.4.2.2y 6.1.4.2.3. La actividad se reporté como actividad total.

6.5.2 Analisis estadistico.

La actividad enzimatica total y el consumo de alimento fueron analizados por analisis
de varianza de una via y en caso necesario se realiz6 una prueba de Tukey para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos y el consumo. El andlisis se realiz6 con un
nivel de significancia de 0.05 usando el paquete estadistico STATISTICA, Version 6.

Statsoft, Inc, Tulsa, USA.
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7. RESULTADOS

Efecto del tipo de ingredientes en alimentos experimentales sobre la actividad
enzimatica digestiva. Experimento 1

7.1.1 Tasa de crecimiento relativo (TCR)
En la Tabla IV se muestra la composicion proximal de los alimentos experimentales
utilizados.

Tabla IV. Analisis proximal de los alimentos con diferentes ingredientes. (g/100 g de peso
seco, excepto humedad)

Alimento R CAL LANG P60 P65 S SY T
Humedad 6.95 795  9.05 791 6.60 7.55 8.75 7.33
Proteina 389 449 387 417 43.1 34.0 40.4 358
Lipidos 7.5 72 7.0 74 8.3 7.1 7.2 6.4
Cenizas 9.5 92 139 11.0 10.0 8.2 9.0 8.3
Fibra cruda 1.2 10 28 1.0 1.0 1.1 1.3 1.3
ELN.* 42.9 377 376 387 37.6 49.6 42.1 482
Energia(Kcalg!)? 4.5 45 41 45 4.6 45 43 45

R= Alimento de referencia; CAL= Harina de calamar; LANG= Harina de langostilla (Pleuroncodes
planipes); P60= Harina de sardina con 60% de proteina; P65= Harina de sardina con 65% de proteina; S=
Harina de sorgo; SY= Pasta de soya; T= Harina de trigo.

*E.L.N. Extracto Libre de Nitrogeno.

®Kilocalorias por gramo.

Los alimentos P60, S y T produjeron los valores mas altos de la TCR para los
juveniles, los valores mas bajos se obtuvieron en los animales alimentados con el alimento
CAL (Fig. 2).

El anélisis de regresion de Spearman no mostrd relacion entre la TCR y la cantidad de

nutriente resultante de la inclusion de los diferentes ingredientes, se obtuvo un valor de
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0.514 entre el contenido de carbohidratos en el alimento y la TCR, pero no fue significativo

(p=0.2) (Fig. 3).
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Figura 2. Tasa de crecimiento relativo de los juveniles a lo largo del experimento obtenido
con los diferentes alimentos. R= Alimento de referencia; CAL= Harina de calamar;
LANG= Harina de langostilla (Pleuroncodes planipes); P60= Harina de sardina con 60%
de proteina; P65= Harina de sardina con 65% de proteina; S= Harina de sorgo; SY= Pasta
de soya; T= Harina de trigo.

7.1.2 Actividad enzimatica

El efecto de los alimentos experimentales sobre la actividad enzimatica se muestra en
la Tabla V. El valor inicial de la actividad amilasa fue de 8.949 U / mg de tejido. A los 15
dias, la actividad disminuyo en todos los organismos experimentales, pero a los 30 dias la
actividad se increment6 en todos los animales analizados. Se observaron diferencias
significativas en la actividad amilasa entre el primer y segundo periodo para un mismo

tratamiento, excepto en los animales alimentados con el alimento LANG, que no presentd
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diferencias significativas entre periodos. Al final del experimento los alimentos T, SY, P65,
P60 y CAL produjeron la mayor actividad amilasa, pero no fueron significativamente

diferentes entre ellos. (p<0.5)
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Figura 3. Tasa de crecimiento relativo de los juveniles con relacion al contenido de
carbohidratos en los alimentos.

Para la actividad lipasa, el valor inicial fue de 0.751 U / mg tejido. En el primer
muestreo (15 dias), los organismos alimentados con los alimentos LANG y S mostraron un
incremento de la actividad lipasa (1.189 y 0.772 U / mg tejido, respectivamente), siendo el
primer valor significativamente diferente respecto a los demas tratamientos. En el segundo
periodo, la actividad lipasa se increment6 en todos los tratamientos, siendo los organismos
alimentados con los alimentos CAL, P60 y T los que mostraron los valores mas altos y

fueron significativamente diferentes en relacion a los demas tratamientos (Tabla V).
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El comportamiento de la actividad proteasa fue diferente con respecto a las
actividades amilasa y lipasa. En el primer periodo de muestreo (15 dias) los alimentos CAL
y P60 produjeron valores altos de actividad respecto a valor inicial, pero no fueron
significativamente diferentes entre ellos.

Tabla V. Actividad total (U/ mg de tejido huimedo de hepatopancreas) para la amilasa,
lipasa y proteasa en los juveniles tratados con los diferentes alimentos.

Tratamiento Actividad amilasa Actividad lipasa Actividad proteasa
Valor inicial (t () 8.949 0.751 0.015

15 dias 30 dias 15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
R 1.845° 6.115°¢ 0.616 < 1.291°¢ 0.009 © 0.022°
CAL 5.388° 7.197 ™ 0.499 ¢ 1.837% 0.018* 0.007 ™
LANG 7.012° 6.080 © 1.189° 1.630 ™ 0.013 < 0.004 ¢
P60 3.825 6.918 ¢ 0.700 ° 2.050° 0.020° 0.022°
P65 3.166 * 6.814°¢ 0.284 ¢ 1.315°¢ 0.015 " 0.008 °
S 4.227°¢ 6.400 © 0.772° 0.934¢ 0.008 © 0.007 ™
SY 2.833°¢ 8.152% 0.713 ™ 1.668 ° 0.010 * 0.024°
T 3.802 ¢ 8.426° 0.253 ¢ 1.902 * 0.016° 0.006 ™

R= Alimento de referencia; CAL= Harina de calamar; LANG= Harina de langostilla (Pleuroncodes
planipes); P60= Harina de sardina con 60% de proteina; P65= Harina de sardina con 65% de proteina; S=
Harina de sorgo; SY= Pasta de soya; T= Harina de trigo. Diferentes letras dentro de las columnas marcan
diferencias estadisticas (p<0.05).

Para el segundo periodo (30 dias) la actividad proteasa disminuy6 en casi todos los
organismos analizados, excepto en los tratamientos con los alimentos R y SY. Siendo estos
valores significativamente diferentes respecto al periodo anterior. Durante este ultimo
periodo los alimentos R, P60 y SY presentaron los maximos valores; no fueron
significativamente diferentes entre ellos, pero si respecto a los demas tratamientos (Tabla

V).
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A los 15 dias, la relacion amilasa/proteasa fue mayor en los animales alimentados con
LANG y S (539 y 528 respectivamente). A los 30 dias los alimentos CAL, LANG, Sy T

(1028, 1520, 914 y 1404 respectivamente) produjeron los valore mas altos de este cociente.

Efecto del nivel de proteina en alimentos experimentales sobre la actividad enzimatica

digestiva. Experimento 2

7.2.1 Tasa de crecimiento relativo (TCR)
En la Tabla VI se muestra la composicion proximal de los alimentos experimentales
utilizados.

Tabla VI. Andlisis proximal de los alimentos (g/100 g de materia seca)

Alimento 20%  26% P. 32% 38% 44% 50% 56%
P.C. P.C. P.C. P.C. P.C. P.C. P.C.
Humedad 7.31 11.04 4.43 4.31 7.21 6.34 2.95
Proteina 20.13 25.47 30.93 37.06 43.26 49.16 54.85
Extracto Etéreo 7.9 7.94 7.67 8.75 8.85 9.45 10.85
Cenizas 7.85 8.73 9.88 10.85 11.94 13.06 14.19
Fibra Cruda 1.09 0.34 0.57 0.99 1.39 0.43 1.15
E.L.N. 63.4 57.52 50.95 42.35 39.56 27.9 18.96
E (Cal/g) 4471.5 44173 4536.9 4556.9 4812.3 5002.2 5125.1

E.L.N.= Extracto Libre de Nitrogeno. E.= Energia; PC= Proteina cruda
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Al final del experimento (cuarenta y cinco dias), el alimento A32 (32% de proteina)

produjo la mayor TCR. (Fig. 4)
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Figura 4. Tasa de crecimiento relativo obtenido en los juveniles alimentados con los
diferentes alimentos. Los nimeros sobre las barras indican el aumento porcentual de cada
grupo al final del experimento.

7.2.2 Actividad enzimatica digestiva en juveniles de langosta de agua dulce con
alimentos de diferente nivel proteico.
7.2.2.1 Actividad amilasa.

La actividad especifica de amilasa del hepatopancreas de los juveniles sometidos a los
diferentes alimentos puede verse en la Figura 5. Al inicio del experimento el valor (t) de la
actividad especifica fue de 189.5 U/mg proteina. La actividad amilasa se redujo en todos
los organismos a los quince dias de iniciado el experimento respecto al valor inicial. Los

organismos alimentados con los alimentos A20, A50 y A56 presentaron los valores mas
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bajos de actividad especifica, (66.3, 64.5 y 64.6 U/mg de proteina, respectivamente) no

habiendo diferencias significativas entre ellos.
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Figura 5. Actividad amilasa obtenida en los juveniles alimentados con los diferentes
alimentos a lo largo del experimento. Las letras y numeros sobre las barras sefalan
diferencias estadisticas en la actividad enzimatica para el mismo periodo de muestreo,
(p<0.05). to indica el valor inicial.

Para este mismo periodo el valor mas alto (112.6 U/mg proteina) fue el obtenido en
los organismos alimentados con el alimento A38, que resulté ser diferente estadisticamente
de los valores obtenidos con los alimentos A26 (73.8 U/mg proteina) y A32 (78.6 U/mg
proteina). A los 30 dias del experimento, los tratamientos con los alimentos A20 y A56
produjeron un aumento de la actividad enzimdtica respecto al periodo anterior, pero no
alcanzo el valor inicial. Los valores obtenidos con los alimento A44 y AS50 fueron

estadisticamente diferentes de los obtenidos en los alimentos A26 y A32 que produjeron los

valores mas bajos para este periodo.
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A los 45 dias se mantuvo la tendencia de la reduccion de la actividad enzimatica, pero
las diferencias entre los valores de las actividades fueron menos amplias; el valor mas bajo
fue el obtenido en los organismos alimentados con los alimentos A20 (31.9 U/mg proteina)
y A50 (32.8 U/mg proteina), y el valor mas alto (48 U/mg proteina) resultd en los animales
alimentados con el alimento A32, este valor fue significativamente diferente de los valores

obtenidos con los demas alimentos.

7.2.2.2 Actividad lipasa.

La actividad especifica de lipasa al inicio del experimento (ty)) fue de 3.7 U/mg
proteina. A los quince dias el valor de la actividad especifica aumenté en todos los
tratamientos, siendo el valor mas alto (16.1 U/mg proteina) el obtenido en los organismos
alimentados con el alimento A26, y resulto ser estadisticamente diferente a todos los demas
valores. El valor mas bajo (7.6 U/mg proteina) se obtuvo en los organismos alimentados

con el alimento A56, que mostr6 no ser diferente estadisticamente de los alimentos A20,

A32y A38 (Figura 6).
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Figura 6. Actividad lipasa obtenida en los juveniles alimentados con los diferentes
alimentos a lo largo del experimento. Las letras y numeros sobre las barras sefalan
diferencias estadisticas en la actividad enzimatica para el mismo periodo de muestreo
(p<0.05). to indica el valor inicial.

A los 45 dias, la actividad aumenté en todos los tratamientos, inclusive fue mayor que
al inicio del experimento. El valor mas alto se obtuvo en el hepatopancreas de organismos
alimentados con el alimento A38 (26.7 U/mg proteina) que resultd ser estadisticamente
similar al valor obtenido con el alimento A56 (25.6 U/mg proteina). El valor mas bajo se

obtuvo con los animales alimentados con el alimento A20 (11.3 U/mg proteina), valor que

no mostro diferencias significativas con los alimentos A32 y A50.

7.2.2.3 Actividad proteasa.
En la figura 7 se muestra que el valor promedio inicial de la actividad proteasa fue de
0.67 U/mg proteina, este valor se redujo a los quince dias de iniciado el experimento. Para

este periodo el alimento A26 produjo un valor mas alto de actividad enzimatica (0.54 U/mg



45

proteina) y present6 diferencias significativas con respecto a los valores obtenidos con los
demas alimentos. El valor minimo (0.06 U/mg proteina) se obtuvo en los organismos

alimentados con el alimento A56.
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Figura 7. Actividad proteasa obtenida en los juveniles alimentados con los diferentes
alimentos a lo largo del experimento. Las letras y numeros sobre las barras indican
diferencias estadisticas en la actividad enzimdtica para el mismo periodo, (p<0.05). to
indica el valor inicial.

A los 30 dias del inicio, se redujeron los valores de actividad enzimatica lipasa del
hepatopancreas de todos los organismos analizados. El valor maximo (0.14 U/mg proteina)
se encontro6 en los animales alimentados con el alimento A26, y mostré diferencias
significativas con los valores obtenidos con los otros alimentos. Los valores obtenidos en
los animales alimentados con los alimentos A32, A38, A44 y A50 no mostraron diferencias

significativas entre si. El valor mas bajo fue para los organismos alimentados con el

alimento A56 (0.05 U/mg proteina).
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Para el periodo de los 45 dias, los valores de actividad enzimatica mostraron un
importante aumento respecto al muestreo anterior (30 dias); el valor mas alto se obtuvo en
organismos alimentados con el alimento A44 (0.47 U/mg proteina); sin embargo, no se
detectaron diferencias significativas entre los valores obtenidos con los alimentos A32 y
AS50. El valor mas bajo se obtuvo en los animales alimentados con el alimento A56 (0.14
U/mg proteina) y este valor fue estadisticamente diferente del resto de los valores

obtenidos. (Fig. 7).

Caracterizacion de la actividad esterasa-lipasa de la glandula digestiva de los
juveniles. Experimento 3.

7.3.1 Actividad lipolitica del extracto crudo de juveniles.

La mayor actividad lipasa se observd entre los 35 y 40 °C (Fig. 8). La
termoestabilidad de la lipasa decrecié conforme aumentd la temperatura de exposicion (Fig.
9). A una concentracion de NaCl de 100 mM, se obtuvo la mayor actividad, no siendo
estadisticamente diferente de los valores obtenidos a una concentraciéon de 5 y 10 mM;
arriba de 500 mM, o debajo de 5 mM la actividad lipasa fue menor (Fig. 10). A pH de 8.5
se obtuvo el mayor valor de actividad lipasa (Fig. 11), la actividad lipasa parecié ser mas
afectada por la condicion de acidez que por la de alcalinidad.

La actividad lipasa no fue afectada significativamente por el i6n magnesio; el i6n
calcio redujo la actividad aproximadamente un 20% y el EDTA redujo la actividad un 30%
(Fig. 12). Los iones de los metales pesados inhibieron completamente la actividad

lipolitica.
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Figura 8. Efecto de la temperatura sobre la actividad lipasa, después de una incubacion de

30 minutos. Se representa el promedio y la desviacion estandar. Letras iguales sefialan que
no hay diferencias estadisticas. (p< 0.05).
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Figura 9. Termoestabilidad de la actividad lipasa. La actividad de referencia se efectud a
25°C. Se representa el promedio y la desviacion estandar. Letras iguales indican que no hay
diferencias estadisticas, (p< 0.05).
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Figura 10. Efecto de la concentracion de NaCl sobre la actividad lipasa. La concentracion a
0 mM representa el valor de referencia sin NaCl. Se representa el promedio y la

desviacion estandar. Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas (p< 0.05).
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Figura 11. Efecto del pH sobre la actividad lipasa. Se representa el promedio y la

desviacion estandar . Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas (p< 0.05).
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7.3.2 Actividad esterasa con compuestos derivados del o y B-naftil y p-nitrofenil-
acido graso.

De los compuestos derivados del a-naftil, la mayor actividad esterasa se obtuvo con el
propionato y el valor mas bajo con el laurato, y con el a-naftil palmitato (Figs. 13 a y b) no

se obtuvo actividad.
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Figura 13. Actividad enzimatica del E.C. del hepatopancreas usando compuestos derivados
del o- y B-naftil. a) Acidos grasos de cadena corta. Los simbolos a y P representan el tipo
de compuesto (El a-naftil acetato y B-naftil caproato no fueron probados); b) Acidos grasos
de cadena larga. La actividad con a- y B-naftil palmitato fue muy baja. En el eje equis se
representan los diferentes sustratos utilizados.
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De los compuestos derivados del B-naftil, la mayor actividad esterasa se obtuvo con el
propionato y el valor mas bajo con el palmitato.
De los compuestos derivados del p-nitrofenil, la mayor actividad se obtuvo con el

butirato y el valor mas bajo de actividad con el palmitato (Figs. 14 ay b).
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Figura 14. a) Actividad enzimatica del E.C del hepatopancreas usando compuestos
derivados del p-nitrofenil de cadena corta. Valores con desviacion estandar. En el eje equis
se representan los diferentes sustratos.
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Figura 14. b) Actividad enzimatica de E.C. del hepatopancreas usando compuestos
derivados del p-nitrofenil de cadena corta. Valores con desviacion estandar. En el eje equis
se representan los diferentes sustratos.
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7.3.3. Analisis electroforético.

El Extracto crudo del hepatopancreas mostrd dos bandas de actividad esterasa cuando
se usaron B-naftil acetato y butirato como sustratos. Los patrones de las isoenzimas fueron
similares con ambos sustratos (Fig. 15). Para el caso del B-naftil caprilato se observaron
tres bandas de actividad. Al menos una lipasa fue detectada en el gel usando tributirina

como sustrato.
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Figura 15. Zimograma de la actividad esterasa con B-naftil acetato (pozo 1) y P-naftill
butirato (pozo 2) en geles de poliacrilamida en gradiente 4-30%. Las flechas sefialan las
bandas de actividad y el peso molecular.PM= Peso molecular; kDa= Kilodaltons

7.3.4 Actividad cinética sobre sustratos de p-nitrofeniles-acido graso.
La mayor actividad se obtuvo con el p-nitrofenil butirato (1.12 = 0.04 U/mg proteina),
seguido por el p-nitrofenil acetato (0.28 £ 0.07 U/mg proteina) y el p-nitrofenil esterato

(0.21 £ 0.02 U/mg proteina).
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Caracterizacion parcial de amilasas y proteasas de la glindula digestiva.
Experimento 4.
7.4.1 Actividad amilasa del extracto crudo del hepatopancreas
7.4.1.1 Temperatura.

El efecto de la temperatura sobre la actividad amilolitica fue determinado entre un
rango de temperatura de 25 a 70 °C. (Figura 16). La actividad amilasa se increment6 con el
aumento de la temperatura hasta alcanzar valores méaximos entre 50 y 60 °C y luego

disminuy¢ a los 70 °C. La menor actividad se registr6 a los 25 °C.
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Figura 16. Efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad amilasa del
hepatopancreas. Se representa el promedio y la desviacion estdndar. Las letras distintas
sobre las columnas indican que hay diferencias estadisticas entre las actividades (p< 0.05)
El efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica fue determinado entre un
rango de temperatura de 25 a 70 °C (Fig. 17). La mayor actividad se encontr6 a las

temperaturas de 45 y 50 °C . Se observa una disminuciéon a los 60 y 70 °C. La menor

actividad se registré a los 25 °C.
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Figura 17. Efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad proteasa del
hepatopancreas. Se representa el promedio y la desviacion estdndar. Las letras distintas
sobre las columnas indican que hay diferencias estadisticas entre las actividades (p< 0.05)

7.4.1.2. Salinidad.

El efecto de la salinidad sobre la actividad amilolitica fue determinado entre un rango

de concentraciéon de NaCl desde 0 hasta 1500 mM (Fig. 18). La mayor actividad se

encontrd a una concentracion de cloruro de sodio de 100 mM, no siendo diferente

significativamente de los valores obtenidos a las concentraciones de 5 y 10 mM. Después

de la concentracién de 500 mM y debajo de 5 mM la actividad amilolitica fue menor.
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Figura 18. Efecto de la concentracion de NaCl sobre la actividad amilasa del
hepatopancreas. Se representa el promedio y la desviaciéon estandar (p<0.05). La
concentracion 0 mM representa la actividad de referencia.

El efecto de la salinidad sobre la actividad proteasa fue determinado dentro un rango
de concentracion de NaCl de 0 a 1500 mM (Figura 19). La mayor actividad se encontr6 a
una concentraciéon de cloruro de sodio de 100 a 1000 mM, no siendo diferente

significativamente de los valores obtenidos a las concentraciones de 0, 500 y 1000 mM. La

actividad proteasa disminuy6 a una concentraciéon de 1500 mM.

7.4.1.3 pH

El ensayo del efecto del pH sobre la actividad amilasa se efectué dentro de un rango
de 5 a 10 (Figura 20). La mayor actividad se registro a pH 6, los valores de la actividad
amilasa obtenida a pH de 5 y 6.5 no mostraron diferencias significativas entre si. Conforme

el pH se hacia mas alcalino, la actividad amilasa se redujo.
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Para el caso de las proteasas la determinacion se efectud dentro un rango de 5 a 10

(Figura 21). La mayor actividad se registro a pH 5. La actividad proteasa obtenida a pH

de 7.5 y 8.5 fueron las menores, pero a pH de 9 y 10 la actividad proteasa volvié a

aumentar.
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Figura 19. Efecto de la concentracion de NaCl sobre la actividad proteasa del
hepatopancreas. Se representa el promedio y el error estdndar (p<0.05). La concentracion 0

mM representa la actividad de referencia.
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Figura 20. Efecto del pH sobre la actividad amilasa del hepatopancreas. Se representa el
promedio y el error estandar (p<0.05). Las letras distintas sobre las columnas indican que
hay diferencias estadisticas entre las actividades.
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Figura 21. Efecto del pH sobre la actividad proteasa. Se representa el promedio y el error
estandar (p<0.05). Las letras distintas sobre las columnas indican que hay diferencias

estadisticas entre las actividades.
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7.4.1.4. Iones metalicos y EDTA.

La actividad amilasa no se vio afectada significativamente por los iones calcio, el
EDTA, ni el thimerosal, ya que los valores no fueron significativamente diferentes respecto
al valor de referencia (Fig. 22). El i6n aluminio redujo la actividad hasta el 38%, mientras
el resto de los iones, redujeron mas del 90% de la actividad. La actividad proteasa no se
vio afectada negativamente por los iones calcio, el EDTA, ni el magnesio, sino por el
contrario, aumentaron la actividad proteasa respecto al valor de referencia (Fig. 23). El

resto de los iones inhibieron mas del 50% la actividad proteolitica. El i6n fierro inhibi6

totalmente la actividad.
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Figura 22. Efecto de algunos iones metélicos sobre la actividad amilasa del hepatopancreas.
Se representa el promedio y el error estandar (p<0.05). Las letras distintas sobre las
columnas indican que hay diferencias estadisticas entre las actividades.
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Figura 23. Efecto de algunos iones metalicos y EDTA sobre la actividad proteasa del
hepatopancreas. Se representa el promedio y el error estandar (p<0.05). Las letras distintas
sobre las columnas indican que hay diferencias estadisticas entre las actividades.

7.4.1.5 Termoestabilidad de la actividad amilasa y proteasa.

La actividad amilasa mostré una disminucion de los valores conforme aumentaba la

temperatura de exposicion (Fig. 24). La actividad empieza a reducirse a los 40 °C. Como

se ve en la Figura 25. La actividad proteasa empez6 a ser afectada a los 45 °C y disminuy6

drasticamente a partir de 50 °C.
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Figura 24. Termoestabilidad de la actividad amilasa del hepatopancreas. Se representa el
promedio y el error estandar (p<0.05). Las letras distintas sobre las columnas indican que
hay diferencias estadisticas entre las actividades.
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Figura 25. Termoestabilidad de la actividad proteasa del hepatopancreas. Se representa el
promedio y el error estandar (p<0.05). Las letras distintas sobre las columnas indican que
hay diferencias estadisticas entre las actividades.
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7.4.1.6. Proteasas especificas.
En la Tabla VII se muestran los valores de actividad especifica de los diferentes tipos
de enzimas proteoliticas determinadas.

Tabla VII. Actividades de proteasas especificas del extracto de hepatopancreas de juveniles
de Cherax quadricarinatus.

Tipo de Actividad  Sustrato Actividad especiﬁca1
Quimotripsina SAAPNA 0.0535

Tripsina TAME 6.8163
Carboxipeptidasa A HP 0.0123
Carboxipeptidasa B HA N/D
Leucinaminopeptidasa LPNA N/D

"'U/ mg proteina

NP No se detectd bajo las condiciones experimentales empleadas.

7.4.1.7 Efecto de Inhibidores y activadores de proteasas.

La actividad proteolitica total del extracto de hepatopancreas se cuantifico ante la
presencia de diferentes inhibidores. No se encontrd efecto alguno bajo las condiciones
experimentales del ZPCK sobre la actividad proteolitica del E.C. El EDTA al parecer
favorecio la actividad proteasa, ya que su valor con relacion al valor de referencia fue 14%

mas alto. E1 SDS y PMSF inhibieron mas del 50% la actividad proteolitica (Fig. 26).
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Figura 26. Efecto de algunos inhibidores y activadores sobre la actividad proteasa del
hepatopancreas. Los numeros sefialan el valor promedio de la actividad especifica. Las
barras indican el error estdndar. Ref= Actividad del control.
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Actividad enzimatica digestiva y consumo de alimento durante el ciclo circadiano.
Experimento 5

7.5.1 Consumo de alimento.
La Figura 27 muestra el consumo promedio del alimento por parte de los juveniles
a lo largo del experimento. El valor maximo promedio de consumo fue de 1.2 g y el

minimo de 0.51 g. Se observé un pico a las 18 horas y este fue significativamente diferente

de otros dos picos observados (06:00 y 08:00).
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Figura 27. Consumo de alimento de los juveniles durante el ciclo circadiano. Las letras
distintas indican que hay diferencias estadisticas en el consumo de alimento (p< 0.05). Las
barras indican el error estandar. Las lineas negras horizontales indican las horas de
oscuridad. La linea vertical gris sobre el eje X separa los dias muestreo.
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7.5.2 Actividad amilasa.

En los organismos alimentados un pico de actividad amilasa se observé a las 04:00
horas del primer dia y otro a las 06:00 horas el segundo dia, mostrando 2 horas de

desfasamiento entre un dia y otro.
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Figura 28. Actividad amilasa en el hepatopancreas (HP) de juveniles. CA= Con Alimento;
SA= Sin Alimento.- Las letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre los
organismos que recibieron alimento durante el experimento. Los numeros distintos indican
diferencias estadisticas entre los organismos que no recibieron alimento durante el
experimento. La flechas sefalan la hora de alimentacion. Las lineas negras horizontales
debajo del eje equis indican las horas de oscuridad.

Estos valores maximos observados (04:00, primer dia y 06:00 horas, segundo dia) no

fueron diferentes estadisticamente entre si. Otros picos mas pequefios observados (14:00 y
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22:00 horas, primer dia; 02:00 horas, el segundo dia) en el experimento no mostraron ser
diferentes estadisticamente (Fig. 28).

En los organismos no alimentados, se obtuvo una valor méximo de actividad amilasa
las 02:00 horas en el primer dia; un pico mas bajo se observo entre las 22:00 y 24:00 horas
para el segundo dia, estos valores de actividad fueron diferentes estadisticamente entre si.
(Fig. 28). Aunque los picos de mayor actividad para ambas condiciones experimentales no
se presentan a la misma hora, si se observa un periodo de actividad enzimatica hacia las

horas de oscuridad.
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Figura 29. Actividad lipasa en el hepatopancreas (HP) de juveniles. CA= Con Alimento;
SA= Sin Alimento. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre los
organismos que recibieron alimento durante el experimento. Los numeros distintos indican
diferencias estadisticas entre los organismos que no recibieron alimento durante el
experimento. La flechas senalan la hora de alimentacion. Las lineas negras horizontales
debajo del eje equis indican las horas de oscuridad.
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7.5.3 Actividad lipasa.

Los organismos alimentados en el primer dia, no mostraron un pico definido de
actividad lipasa, se observo incremento a lo largo del dia, aparentemente el alimento indujo
un incremento de la actividad. Sin embargo, en el segundo dia no se observo el mismo
patron, se observé un pico de actividad a las 14:00 horas. La actividad lipasa no mostrd un
patron regular bajo las presentes condiciones experimentales (Fig. 29).

Los organismos no alimentados mostraron un pico de maxima actividad lipasa a las
04:00 horas el primer dia, y el segundo dia presentaron un pico a las 12:00 horas; estos
valores no fueron diferentes estadisticamente entre si. Este mismo dia, se observo un pico
menor entre las 02:00 y 04:00 horas; este pico si fue diferente estadisticamente respecto a

los valores anteriores (Fig. 29).

7.5.4 Actividad proteasa

La actividad proteasa obtenida en los organismos alimentados mostr6 un solo pico
maximo a las 02:00 horas del primer dia de muestreo, once horas después del suministro
del alimento; este valor fue diferente estadisticamente del resto de los valores obtenidos en
el experimento. Sin embargo, cinco horas después del suministro del alimento, se observo
un aumento en la actividad en ambos dias. Estos ultimos valores no fueron diferentes
estadisticamente entre si (Fig. 30).

En los organismos no alimentados se observo un pico de actividad entre las 20:00 y
22:00 horas para el primer dia. Para el segundo dia se observé un pico entre las 22:00 y las
24:00 horas; estos ultimos valores no fueron diferentes estadisticamente entre si. Durante

todo el muestreo se presentaron fluctuaciones sin ningun patrén definido (Fig. 30).
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Figura 30. Actividad proteasa en el hepatopancreas (HP) de juveniles. CA= Con Alimento;
SA= Sin Alimento. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre los
organismos que recibieron alimento durante el experimento. Los numeros distintos indican
diferencias estadisticas entre los organismos que no recibieron alimento durante el
experimento. La flechas sefialan la hora de alimentacion. Las lineas negras horizontales
debajo del eje equis indican las horas de oscuridad.
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8. DISCUSION

Efecto del tipo de ingredientes en alimentos experimentales sobre la actividad
enzimatica digestiva. Experimento 1

8.1 Crecimiento de juveniles

Se encontrd una correlacion positiva entre la TCR y el contenido de carbohidratos en
el alimento y una correlacion negativa entre la TCR y el contenido de proteinas en el
alimento, en ambos casos las correlaciones no fueron significativas. Respecto a la TCR y el
contenido de lipidos en los alimentos no se encontrd correlacion. El contenido de nutrientes
en los alimentos no mostr6 correlaciones con la TCR’s.

En este trabajo, los juveniles crecieron mejor con los alimentos P60 (41.7% PC) S
(34% PC) y T(35.8% PC). Considerando los resultados obtenidos y los reportados por otros
autores, existe coincidencia que el nivel 6ptimo de proteina en el alimento para juveniles es
de al menos del 30%. El alimento P60 que tiene un mayor porcentaje de proteina, produjo
un crecimiento comparable con el alimento S. La calidad del ingrediente del alimento P60
pudo favorecer el crecimiento mas que la cantidad del insumo, probablemente por su
composicion de aminoacidos y/o acidos grasos esenciales.

En este trabajo, los alimentos T y S tuvieron los valores mas bajos de la relacion
proteina/energia (P/E) y produjeron mayor TCR, por otro lado, el alimento CAL que tenia
el mayor valor de P/E produjo la menor TCR en los organismos.

Debido a que los niveles de energia de los alimentos experimentales fueron muy
similares (Tabla IV), estos valores no pueden explicar las variaciones encontradas en las

tasas de crecimiento, por lo tanto, las diferencias en el crecimiento podrian explicarse por
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las proporciones de los ingredientes y la posible interaccion entre ellos, mas que por el
nivel de inclusion en los alimentos (Samain et al. 1980).

Cruz-Suarez et al. (1992) reportaron que un nivel de inclusion del 10% de harina de
calamar mejord el crecimiento de Penaeus monodon. Por otro lado, Cruz-Ricque et al.
(1987) encontraron que la fraccion proteica extraida de calamar (FPC) a niveles del 6 al
16% tuvo un efecto promotor del crecimiento en diferentes especies de camar6n. En
nuestro experimento, este ingrediente se incluydo en un 15%, pero no favorecio el
crecimiento de los juveniles de Cherax. La fuente del insumo hace variar su calidad del
mismo en cuanto a la disponibilidad de nutrientes y tipo de aminoacidos esenciales para el
crecimiento (Cruz-Ricque et al. 1987). Esto podria explicar el poco crecimiento obtenido
por los juveniles de C. quadricarinatus, ya que este ingrediente no aportd los nutrientes
necesarios que favorecieran el crecimiento de los juveniles. Ademds, Campafia (2001)
report6 una digestibilidad aparente de proteina del 71% para este insumo, por parte de los
juveniles de Cherax quadricarinatus, que resultd bajo comparado con otras fuentes
vegetales. Sin embargo, se necesitan realizar mas trabajos para poder conocer mejor la

respuesta a este insumo por parte de la especie.

8.1.1. Actividad enzimatica digestiva.

Jover et al (1999) reportaron que un nivel de inclusion de carbohidratos en el alimento
entre 36 y 41% es apropiado para el crecimiento de Procambarus clarkii. En nuestro
estudio, los alimentos T (48.2%) y S (49.6%) tuvieron los mas altos niveles de
carbohidratos y produjeron las mas altas TCR; sin embargo, el alimento P60 con un valor
de 38.7% de inclusioén produjo buen crecimiento en los organismos, este valor cae dentro

del rango reportado por otros autores. Galgani et al. (1988) reportaron que alimentos con un
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alto porcentaje de harina de soya no mejoraron el crecimiento de Penaeus vannamei y
sugirieron que este ingrediente podria ser incluido en los alimentos a niveles menores o
iguales del 10%. En el presente experimento todas los alimentos contenian 21% o mas de
pasta de soya, provocando el mismo resultado que el reportado por Galgani et al. (1988).
Cherax puede usar este ingrediente pero sin mejorar el crecimiento. El alimento SY produjo
menor crecimiento en relacion con otros alimentos que contenian ingredientes vegetales (S
y T), pero produjo un crecimiento similar al alimento de referencia.

Campafia (2001) encontrd altos valores de digestibilidad de materia seca y
carbohidratos para los ingredientes sorgo y trigo. En concordancia con la digestibilidad del
ingrediente, el mayor crecimiento fue obtenido con los alimentos suplementados con trigo y
sorgo, los cuales mostraron altos valores de digestibilidad, 93.7% y 92.6% respectivamente.
El rango de correlacion de Spearman entre el porcentaje de inclusion de carbohidratos en
los alimentos y el coeficiente aparente de digestibilidad de carbohidratos fue del 0.75.
Cruz-Sudrez et al. (1994) reportaron alta digestibilidad del trigo en relacion con otras
fuentes de carbohidratos para Litopenaeus vannamei.

La digestibilidad del almidén es afectada por la fuente de origen (Cruz, et al. 1994;
Davis and Arnold, 1993; Reigh, Braden y Craig, 1990) y por el proceso de tratamiento del
almidén durante la preparacion del alimento (Glass y Stark, 1995). Ademas, la fuente del
almidén puede afectar la expresion de la actividad amilasa (Le Moullac, et al. 1996).
Brunson et al. (1997) propusieron que las diferencias de digestibilidad podrian ser debidas a
la naturaleza de los ingredientes y no a la cantidad en los alimentos. La fuente de almidon
de los diferentes ingredientes vegetales (S, SY y T) y animales (CAL, LANG, P60 y P65)
usados en la elaboracion de alimentos no produjo ninguna correlaciéon entre actividad

amilasa y el contenido de carbohidratos en los alimentos, considerando ademas que los
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insumos tenian otro tipo de carbohidratos diferentes al almidon. Segun Hoyle (1973),
variando el porcentaje de almidéon en los alimentos para Homarus americanus no se
presentd una correlacion directa entre la actividad amilasa y la cantidad de almidon en el
alimento. En contraste, Moreau et al. (1985) encontraron que el almidon pregelatinizado
incremento la sintesis de glucosidasas. Considerando estos resultados, si los alimentos con
altos niveles almidon (S y T) produjeron los mas altos valores de actividad amilasa y mayor
crecimiento, entonces el sorgo y el trigo son buenas fuentes de almidén y energia para
juveniles de Cherax quadricarinatus, por lo tanto la participacion de la amilasas en la
hidrolisis del almidon podria ser muy importante.

Rosas et al. (2000) trabajaron con varias especies de decdpodos marinos y
encontraron que el incremento de carbohidratos en el alimento puede incrementar la
actividad amilasa, pero altos niveles pueden detener la actividad. Ellos reportan que
Litopenaues setiferus tolera niveles de carbohidratos hasta 40%.

Un incremento progresivo en el uso de carbohidratos-lipidos como fuente de energia
causa una disminucién en el uso de energia. Hay especies que acumulan gran cantidad de
glucdgeno en la glandula digestiva como Litopenaeus setiferus (Rosas et al. 2002) cuando
se utilizan altos niveles de carbohidratos en el alimento. Aunque en este estudio no se
determind glucdégeno en la glandula digestiva, nosotros podriamos pensar que Cherax
quadricarinatus tiene una estrategia similar. No obstante, se deben hacer estudios
especificos sobre el metabolismo de carbohidratos en esta especie.

Johnston y Yellowless (1998), trabajando con la langosta zapatilla (Thenus
orientalis), propusieron que la proporcion de ingredientes animales/vegetales podria
explicar las diferencias en las actividades enzimadticas de los organismos experimentales.

En nuestro experimento, el alimento T produjo el valor mas alto de actividad amilasa, pero
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no se encontrd correlacion con el contenido de carbohidratos en el alimento. Johnston y
Yellowlees (1998) propusieron que los animales omnivoros muestran una mayor actividad
de carbohidrolasas.

Fotedar et al. (1999) reportaron que altos niveles (12%) de aceite de pescado en el
alimento inhibieron el crecimiento de los juveniles del acocil marrén (Cherax tenuimanus),
cultivado bajo condiciones de laboratorio, argumentando que el requerimiento minimo de
aceite de pescado parece ser del 2%. El nivel de lipidos reportado como optimo para
crecimiento de especies similares, tales como Procambarus clarkii es del 6% en el alimento
(Jover et al. 1999). En concordancia con lo anterior el alimento T con 6.4% de lipidos
produjo el mas alto crecimiento, pero no se obtuvo correlacion entre el contenido de lipidos
y el crecimiento.

No se encontr6 correlacion entre la actividad proteasa y el contenido de proteina en
los alimentos. Lee et al. (1984) encontraron variaciones en la actividad proteasa en
Litopenaeus vannamei donde se relaciond la proporcion proteina animal/proteina vegetal y
el tamano del organismo, pero no encontrd relacion entre actividad enzimdtica y
crecimiento. Mackeviciene (1999) encontréd que los juveniles de Astacus y Pacifastacus
mostraron mayor actividad proteasa que los adultos.

Galgani et al. (1988) encontraron que altos niveles de harina de soya y harina de
pescado no favorecieron el crecimiento de L. vannamei y que no tuvieron ningun afecto
sobre la actividad enzimatica. Por otro lado, Cahu & Zambonino (1994), reportaron
cambios en la actividad tripsina en larvas del pez Dicentrachus labrax por cambios en el
nivel de proteina y el perfil de aminoacidos de la proteina. Shick et al. (1984) encontraron
que los mamiferos presentaron cambios en los patrones de isoenzimas de proteasas cuando

se incrementaba la proteina en el alimento. En algunos casos, la actividad proteasa ha sido
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influenciada por el alimento (Le Vay et al. 1993). En otros casos, no se ha encontrado
ningun efecto (Biesot and Capuzzo, 1990).

Una alta actividad amilasa se ha usado para designar a un organismo omnivoro,
mientras que un carnivoro presenta una gran actividad proteasa (Johnston y Yellowlees,
1998). Con excepcion del tratamiento con el  alimento T, donde la relacion
amilasa/proteasa fue mayor al final del experimento, esta relacion amilasa/proteasa fue muy
similar. Si la actividad amilasa aumentaba en los diferentes tratamientos, la actividad
proteasa también lo hacia. Samain et al. (1980) en un estudio con Artemia encontraron que
la actividad enzimatica esta relacionada con los cambios de la composiciéon quimica del
alimento (para nuestro caso, la diferente composicion de cada alimento), la tasa de
ingestion (no fue evaluada en este experimento), la expresion genética del individuo, la cual
estd modulada por factores ecologicos, y la relacion entre el alimento y los requerimientos
nutricionales.

Nuestros resultados indican que los juveniles del acocil C. quadricarinatus tiene una
amplia capacidad para usar diferentes ingredientes alimenticios, como fue reportado por D’
Abramo y Robinson (1989). La gran actividad amilasa y lipasa en los organismos
alimentados con el alimento T sugiere que la harina de trigo (rica en almidon) es un buen
ingrediente para favorecer el crecimiento de los juveniles, mismo que coincide con los
resultados de Cousin et al. (1996) y Brunson et al. (1997). Ademas, estos resultados
coinciden con los reportados por Campaiia (2001), que encontré en Cherax quadricarinatus
una alta digestibilidad para las harinas de trigo y sorgo. Figueiredo, et al. (2001), en un
estudio de actividad enzimatica con adultos de la misma especie mostraron que estos

organismos tienen un amplio perfil de enzimas hidroliticas.
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Cherax quadricarinatus tiene la capacidad de usar eficientemente carbohidratos,
especialmente fuentes de almidon, para el crecimiento, lo cual representa una ventaja sobre
otros organismos, principalmente porque se reduce la adicion de ingredientes animales
(aunque contengan glucoégeno en pequefias cantidades) en los alimentos, reduciendo los
costos, y haciendo de esta especie un buen prospecto para la acuacultura. Cherax
quadricarinatus tiene la capacidad de hidrolizar diversos polimeros dietéticos, lo que
explica su comportamiento omnivoro, capacitandolo para el uso de diferentes ingredientes
para el crecimiento. Estudios relacionados con la modificacion y regulacion de la sintesis
de enzimas digestivas ayudarian a comprender mejor el proceso digestivo de esta especie.
Efecto del nivel de proteina en alimentos experimentales sobre la actividad enzimatica
digestiva. Experimento 2.

8.2. Crecimiento de juveniles con diferentes niveles de proteina.

La mayor TCR se obtuvo con el alimento A32 (32% de proteina). Los alimentos A20,
A44, A50 y A56 dieron los valores mas bajos ganancia en peso. Resultados semejantes
fueron reportados por Jones et al. (1996) quienes encontraron que un alimento con 30% de
PC produjo el mejor crecimiento para dos especies del género Cherax. Cortés et al. (2003)
encontraron que un alimento alrededor de 30% de PC para juveniles de C. quadricarinatus
produjo un mejor crecimiento bajo condiciones controladas de laboratorio. Baillet et al.
(1997), trabajando con Litopenaeus stylirostris, encontraron un nivel Optimo para el
crecimiento con alimentos conteniendo 30% de PC y que niveles altos de proteina en el
alimento reducen la eficiencia de utilizaciéon de proteina en estos organismos. En el
presente trabajo se obtuvo bajo crecimiento con los alimentos que contenian menos de 30%

de proteina o bien superior al 40%.
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En contraste, Ackefors et al. (1992) encontraron mejor crecimiento en Astacus
astacus con alimentos de 40% de PC; por su parte Jones (1995) sugirié un nivel de
proteina en el alimento alrededor del 40%. Para estos autores la relacion proteina/energia
(P/E) asi como la proporcion carbohidratos/lipidos y la edad de los organismos son factores
importantes para el crecimiento. De igual manera, Homarus gammarus produjo gran
actividad proteasa cuando fue se proporcionaron alimentos que contenian 40% de proteina
(Moreau et al. 1985). La diferencias en los porcentajes encontrados por otros autores y este
trabajo pudiera explicarse por las diferentes condiciones experimentales y la condicion de
los organismos.

Se encontrd una correlacion positiva entre la TCR y el contenido de carbohidratos en
el alimento y una correlacion negativa entre la TCR y el contenido de proteinas en el
alimento, en ambos casos las correlaciones no fueron significativas. Se realiz6 una
correlacion entre la razon proteinas/carbohidratos pero no mostré correlacion.

Segun los trabajos revisados, el mejor porcentaje de inclusion de proteina en los
alimentos para géneros relacionados con Cherax Yy otros crustdceos presenta variaciones
que van desde 20% hasta el 40 % de inclusion (Baillet et al. 1997, Jones, et al, 1996,
Ackefors, et al. 1992, Van Wormhoudt et al. 1980, Moreau et al. 1985, Tsvetnenko et al.
1995, Keefe and Rouse, 1999). Los resultados presentados en este experimento coinciden
mas con los reportados por Keefe y Rouse (1999) que trabajaron con juveniles de Cherax
quadricarinatus, donde reportan que el alimento que mejor crecimiento produjo en
juveniles esta dentro del rango de 20 y 30% de proteina, aunque mencionan que se pueden
usar alimentos con mayor inclusion de proteinas durante al crianza en sistemas cerrados por
la brevedad del tiempo de esta fase de desarrollo. Van Wormhoudt (1980), trabajando con

la especie Palaemon serratus sefiala que un alimento pobre en proteina y rico en
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carbohidratos, produce alta mortalidad y poco crecimiento. Este resultado concuerda con lo

encontrado en el presenta trabajo, que fue el caso del alimento A20.

8.2.2 Actividad enzimatica digestiva.

La actividad amilasa detectada del hepatopancreas de la langosta de agua dulce en
todos los tratamientos fue siempre menor respecto al valor inicial del experimento. Para
tratar de explicar la reduccion de la actividad amilasa con los diferentes alimentos, respecto
al inicio, debemos considerar la naturaleza y nivel de inclusion de los ingredientes en la
elaboracion del alimento de mantenimiento, este fue un alimento comercial peletizado, de
la cual desafortunadamente sé6lo se tiene la composicion proximal. La diferencia en peso
inicial de los organismos también pudo influir en la actividad amilasa asi como el tiempo
de aclimatacion a las condiciones experimentales. Se sabe también que en la elaboracion de
loss alimentos, los ingredientes sufren modificaciones que los pueden hacer mas digeribles,
de tal modo que posibilita una mejor digestion del insumo utilizado (Le Moullac et al.
1994). Por otro lado, comparando los valores de actividad amilasa por periodo para todos
los alimentos, podemos decir que a pesar de la reduccion de la actividad amilasa en los
organismos, esta tendidé a hacerse homogénea entre los tratamientos conforme pasaba el
tiempo. Van Wormhoudt, (1980) propone una adecuacion de los organismos a los
diferentes alimentos lo que podria explicar las variaciones de la actividad enzimatica.

La actividad lipasa subi6 a los 15 dias del inicio en todos los tratamientos, bajando a
los valores iniciales a los 30 dias. A los 45 dias volvio a subir esta actividad para todos los
tratamientos, siendo estos valores los mayores en todo el ensayo. No se pudo establecer una
relacion entre la actividad lipasa y el crecimiento, no obstante que los valores de actividad

obtenidos en el ultimo periodo sobrepasan al valor inicial y a pesar de que el crecimiento
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fue mayor en los alimentos A32 y A38, los valores mayores de actividad lipasa fueron
compartidos por los alimentos A38 y AS58. La cantidad de lipidos en el alimento de
mantenimiento era de 12.66%, los porcentajes de lipidos proporcionados en los alimentos
experimentales no sobrepasaron el 11%. Cox y Wilson, 1981, citados por Le Moullac, et al.
1996, en un estudio con un copépodo mostraron que el cambio de alimento indujo cambios
en las enzimas. Harris et al. (1982), citado por Lovett y Felder, (1990), proponen que la
secrecion de grandes cantidades de enzimas pueden maximizar el uso de un nutriente
escaso en el alimento, con lo que aumentaria la hidrolisis; si esto es cierto, al bajar la
cantidad de lipidos en los alimentos proporcionados, se pudo haber provocado mayor
cantidad de enzimas, resultando una mayor actividad a los 15 dias de iniciado el
experimento y regresando a valores similares una vez que el organismo se adecud a los
niveles de lipidos disponibles, no produciendo mas enzimas. Sin embargo, este
comportamiento de baja actividad lipasa en el segundo periodo de muestreo (30 dias) y
ascenso en el tercer periodo (45 dias) fue muy parecido a la actividad proteasa.
Probablemente la explicacion esté relacionada con la actividad esterasa no especifica de las
proteasas que pudieran estar involucradas en la hidrdlisis (Lovett y Felder, 1990).

La actividad proteasa al inicio del experimento tuvo el valor mas alto, a los 15 dias se
redujo, a los 30 dias se redujo atin mas, y al final del experimento present6 un aumento,
este comportamiento se observé en todos los tratamientos. La menor actividad se registro
en el alimento A56.

Van Wormhoudt, (1980) menciona que la variacion en la sintesis de enzimas
digestivas estd en funcion de cantidad de alimentos asimilables. Las actividades
enzimaticas parecen responder a diferencias en los alimentos en menor tiempo que la

respuesta a la tasa crecimiento (Chen y Fu Lin, 1992). Considerando la adaptabilidad a los
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alimentos, se podria explicar la reduccion de la actividad proteolitica en el hepatopancreas
de Cherax. Sin embargo las respuestas resultaron muy diferentes entre los tratamientos, y
esto no explica del todo la variabilidad observada. Quizés reduciendo los rangos del nivel
de proteinas en los alimentos y aumentando las réplicas podrian ayudar a comprender mejor
la respuesta enzimatica. Al final del experimento, los alimentos A26 y A50 produjeron
valores de actividad cercanos entre ellos. Para este tipo de actividad tampoco se encontrd
una relacion directa con el crecimiento. Sin embargo, se puede decir que la actividad
proteasa de los organismos a los que se les proporcionaron los alimentos A32 y A38 no
presentd tanta variacion en la actividad y que estos alimentos produjeron el mejor
crecimiento durante el experimento. De acuerdo a lo reportado, los alimentos con inclusion
de proteina de al menos 30% producen un mejor crecimiento y mejor actividad proteasa. Si
se considera la relacion de o-amilasa/proteasa mencionada por algunos autores como Fang
y Lee (1992) acerca de la tendencia de un crustaceo a ser herbivoro o carnivoro, para el
caso de los juveniles de la langosta de agua dulce utilizados aqui, no se pudo poner en

evidencia un comportamiento, por lo que se deberan hacer mas estudios.

Caracterizacion de la actividad esterasa-lipasa de la gliandula digestiva de los
juveniles. Experimento 3

La actividad lipasa de la glandula digestiva de los juveniles de Cherax
quadricarinatus usando B-naftil caprilato como sustrato fue 6ptima entre los 35y 45 °Cy
decrecié cuando la temperatura subié a mas de 50 °C. Un resultado similar fue reportado
por Biesot y Capuzzo (1996a) en el estadio I de la langosta Homarus americanus cuando

usaron trioleina como sustrato. Ramana-Rao y Surendranath (1991) reportaron una mayor
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actividad a 37 °C en Metapenaeus monoceros. Trellu y Ceccaldi (1980) reportaron que la
temperatura modifico la presencia de diferentes isoenzimas esterasas, pero que en general
la actividad disminuia arriba de 30 °C. Para nuestro caso, aunque la actividad optima in
vitro fue a 35-45 °C, la especie en condiciones naturales no tolera altas temperaturas por
periodos prolongados (Jones, 1990).

No se tiene informacion acerca del efecto de la salinidad sobre la actividad esterasa de
crustaceos. En este trabajo, el E.C. de C. quadricarinatus mostré6 una mayor actividad
entre 5 y 100 mM de NaCl. Arriba de 500 mM la actividad disminuy6. Al parecer la
esterasa de esta especie es menos halotolerante que la esterasa de mamiferos (Albro et al.
1985). Jones (1990b) encontré que a 282 mM de NaCl el 70% de los individuos de C.
quadricarinatus sobrevivian durante 21 dias de exposicion. Aparentemente esta especie no
tolera altas salinidades por periodos prolongados. En este trabajo, altos niveles de salinidad
afectaron la actividad esterasa. Se puede esperar un efecto negativo de altas salinidades
sobre la actividad esterasa de la especie, ya que se emplearia energia en mantenerse y no
emplearia los metabolitos en formar parte de los tejidos.

Se han reportado algunos estudios del efecto del pH sobre la actividad esterasa y
lipasa en crustaceos. Brockeroff et al. (1970) usando el jugo gastrico de H. americanus
encontraron una actividad 6ptima de lipasas a pH de 6.8 usando trioleina y tributirina como
sustratos. Biesot y Capuzzo (1990a) reportaron gran actividad lipasa a pH de 5.5, usando
trioleina como sustrato y baja actividad a pH alcalino en el hepatopéancreas de larvas de H.
americanus. Ramana-Rao y Surendranath (1991) estudiando el efecto del keltano sobre la
actividad lipasa en Metapanaues monoceros reportaron tres picos de actividad entre 4.5 y
8.5 de pH. En organismos control, la actividad de la lipasa en medio neutro fue superior

que en medio 4cido. Tietz y Shuey (1993) indicaron que el pH Optimo para la lipasa fue
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entre 7.4 y 10 dependido del tipo de sustrato y amortiguador usado. La pureza de la enzima
puede afectar los resultados finales (Biesot y Capuzzo, 1990a). Lopez-Lopez et al. (2003)
encontraron actividad enzimatica a pH acido, pero los valores fueron bajos; la mayor
actividad fue encontrada entre 8.5 y 9.0 de pH. Figueiredo et al. (2001) encontraron en el
jugo gastrico de organismos adultos de C. quadricarinatus un valor alto de actividad a pH
de 8.0, pero no encontraron actividad en el hepatopancreas. Esta ausencia de lipasa en el
hepatopancreas sugiere la sintesis de una proenzima, sin embargo, en su estudio no se
considerd el estado de muda del organismo, por ello quizas no detecto actividad lipasa en
este organo. En contraste, en este trabajo si se encontrd actividad lipasa en el E.C. del
hepatopancreas. La fuente de la enzima, asi como la condicion fisiologica del organismo
podria explicar las diferencias encontradas por otros autores (Vogt, 1989)

La actividad lipolitica en los juveniles de C. quadricarinatus fue parcialmente
inhibida por el i6n calcio (20%) y una inhibicion total fue producida por los iones de
metales pesados, excepto el i6n cobalto (reduccion del 80%) y el i6n zinc (reduccion del
90%). El i6n magnesio no tuvo efecto sobre la actividad lipasa. No se dispone de
informacion sobre el efecto de metales pesados sobre la actividad lipasa en otros
decéapodos.

lijima et al. (1998) purificaron y aislaron una lipasa de un pez (Pagrus major) y
encontraron que la adicion de iones calcio no afectd la actividad, como se ha demostrado en
mamiferos. En contraste, la actividad lipasa en C. quadricarinatus fue afectada por los
iones calcio, reduciéndola un 20%. No se ha encontrado ningiin trabajo que relacione el
efecto de los iones magnesio sobre la actividad lipasa, esto permite abrir un area de

investigacion al respecto.
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En C. quadricarinatus, la estabilidad in vitro de las esterasas fue afectada desde 30
hasta 70 °C tras 30 minutos de incubacion. Resultados similares fueron reportados por
Brun y Wojtowicz (1976) para Cancer borealis y Cancer irroratus encontrando que arriba
de 40 °C durante 20 minutos de incubacion la actividad disminuia.

La actividad esterasa fue determinada con compuestos derivados de a-naftil, B-naftil y
p-nitrofenil-acido graso con diferente nimero de carbonos en la cadena. Se encontré menor
actividad con los compuestos que tenian mayor nimero de carbonos en la cadena de acidos
grasos. Similares resultados fueron encontrados por Lovett y Felder (1990). Existe una
discusion sobre la designacion de actividad esterasa o lipasa dependiendo del sustrato
usado. Sin embargo, la hidrolisis de triglicéridos supone una verdadera actividad lipasa.
Con esta consideracion, se puede establecer que el E.C. de la glandula digestiva de los
juveniles de C. quadricarinatus mostré una verdadera actividad lipasa al hidrolizar la
tributirina.

En el andlisis electroforético del E.C. de la glandula digestiva cuando se uso B-naftil
acetato y PB-naftil butirato como sustratos se obtuvieron dos bandas similares de actividad
esterasa. Con el B-naftil caprilato se observd una banda adicional de 118 kDa. El peso
molecular de las isoenzimas reportadas aqui para C. quadricarinatus son similares a las
reportadas para H. americanus (43 kDa) obtenida por el método de filtracion en gel. Una
isoenzima de 63 kDa para C. quadricarinatus fue similar a la encontrada por Iijima et al.
(1998) en Pagrus major.

En este trabajo se encontraron dos enzimas (63 y 118 kDa) que hidrolizan compuestos
con cadenas cortas de acidos grasos, mientras que otra enzima de menor masa molecular
(46 kDa) ha sido designada como una verdadera lipasa (Brockeroff et al. 1970) e hidroliza

compuestos de ocho carbonos y la tributirina. Se requieren estudios adicionales para
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verificar la especificidad de estas enzimas. Estos resultados indican que C. quadricarinatus
tiene la capacidad de hidrolizar compuestos de diferente longitud de &cidos grasos,
apoyando los resultados reportados por Figueiredo et al. (2001) donde se menciona que esta

especie tiene un amplio rango de enzimas digestivas.

Caracterizacion parcial de amilasas y proteasas de la glindula digestiva.

Experimento 4.

8.4. Actividad amilasa del extracto crudo del hepatopancreas.
8.4.1Temperatura.

La actividad amilasa del hepatopancreas mostré un aumento conforme lo hacia la
temperatura, y a 70 °C la actividad disminuye. La mayor actividad se presento6 a los 50 y 60
°C, no habiendo diferencia significativa entre estos valores. Una prueba realizada por Vega-
Villasante et al. (1993) sobre la actividad amilasa del camarén café reporta que la mayor
actividad amilasa se detectd 30 y 40 °C, solo que la determinacion se realiz6é después de
una incubacion por 20 minutos de la mezcla de reaccién a esa temperatura y con un
amortiguador de acetato (pH 6). Estos mismos autores citan los resultados obtenidos por
otros investigadores sobre la actividad amilasa de Palaemon serratus (Van Wormhoudt,
1980), Parapenaopsis harwickii y P. stylifera, con los mismos resultados que ellos, pero
difiriendo de la actividad encontrada en Homarus americanus cuyo optimo fue a 50°C, esta
misma temperatura se encontrd para Cherax quadricarinatus en este estudio. Omondi y
Stak (1995) encontraron que a un pH de 6.8 la mayor actividad de amilasa para Penaeus

vannamei fue a 22°C y para P. indicus al mismo pH, la mayor actividad fue a 37°C.
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8.4.2. Salinidad.

En el presente trabajo, la actividad amilasa del hepatopancreas mostré una mayor
actividad a una concentracion de 100 mM, aunque no hay diferencia significativa con el
valor encontrado a 10 mM, y este valor no fue significativamente diferente del valor
obtenido a una concentraciéon de 5 mM; a partir de una concentraciéon de 500 mM la
actividad amilasa empez6 a disminuir. Vega-Villasante et al. (1993), encontraron que la
mayor actividad amilasa de P. californiensis fue a concentracion de NaCl de 10 mM. Segiun
Van Wormhoudt, (1980) la actividad amilasa parece ser favorecida por los iones cloruro.
En base a lo anterior podria decirse que las enzimas hidroliticas del almidén de esta especie
son mas halotolerantes respecto a las de camaron café, lo que implica una mejor respuesta
ante condiciones adversas del ambiente.

8.4.3. pH

En Cherax quadricarinatus, la actividad amilasa mas alta se present6 entre un pH de
5y 6, en tanto para el camardn café se reportd alrededor de 7.5 (Vega-Villasante et al.
1993). Van Wormhoudt (1980), reportd que la mayor actividad amilasa para Palaemon
serratus fue entre 7'y 8. Omondi y Starck (1995) reportaron valores altos de actividad
amilasa a pH de 6.8 a 37°C para Penaeus indicus y valores altos a 30 °C en el mismo valor
de pH para P. vannamei. Xue, et al. (1999), reportaron que la mayor actividad para la
celulasa fue entre 4 y 5. Maugle (1982), citado por Divarakan et al. (1998), encontrd en
Penaeus japonicus un tipo de amilasa con actividad optima a pH de 6.8. Por lo anterior, el
pH optimo para la actividad amilasa encontrada en la langosta de agua dulce es ligeramente

acido comparado con los resultados reportados para las especies marinas.
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8.4.4 Tones metalicos y EDTA.

La actividad amilasa en Cherax quadricarinatus no se vio afectada por los iones de
calcio, ni el agente quelante EDTA; se redujo ligeramente con los iones de magnesio. El
ion aluminio redujo la actividad alrededor del 60%. Los iones de metales pesados
inhibieron casi toda la actividad. Vega-Villasante et al. (1993) encontraron que la actividad
amilasa del camar6n café fue afectada por cationes divalentes Hg™, Cu™,Cr™ Zinc™ . Los
resultados del presente trabajo concuerdan con los reportados. Se tiene poca informacion
del efecto del estos iones sobre la actividad amilasa. Es importante remarcar que la calidad
del agua en cuanto estos componentes metalicos puede tomarse como criterio para la

eleccion del lugar del cultivo de esta especie.

8.4.5. Actividad proteasa en el extracto crudo del hepatopancreas.
8.4.5.1 Temperatura y termoestabilidad

El valor maximo de actividad enzimatica para la langosta de agua dulce se encontr6 a
los 50 °C, y a partir de los 60 °C la actividad empez6 a bajar. Van Wormhoudt (1980)
reporta la mayor actividad proteasa de Palaemon serratus entre una temperatura de 40 y 50
°C. Gonzalez-Agraz (2000) evalud la actividad proteolitica total de cuatro especies de
decapodos, encontrando que a 50 °C se presentd el maximo pico para las cuatro especies,
coincidiendo con los resultados de este trabajo.

Garcia-Carrefio, et al. (1994) en un trabajo con langostilla (Pleuroncodes planipes) y
con un decapodo de agua dulce (Pacifastacus astacus), reportaron una actividad residual
del 100% después de una exposicion del extracto de langostilla durante 30 minutos a
temperaturas de 20 y 30 °C, a los 45 minutos la actividad descendi6 cuando se expuso a 40

°C. El extracto del hepatopancreas del decapodo de agua dulce presentd mayor resistencia a
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la temperatura, pues a los 45 minutos de exposicion a 40 °C todavia presentaba una
actividad remanente cercana al 100%. Gonzalez-Agraz (2000), encontr6 que a 40 °C y 20
minutos de exposicion del extracto, la actividad proteasa en adultos de Cherax y
Procambarus se redujo casi a la mitad del valor de referencia. Para nuestro caso, fue a
partir de los 45 °C que la actividad residual comenz6 a reducirse. Estas diferencias en los
resultados reportados pudieran deberse a la fuente del EC y a las condiciones

experimentales.

8.4.5.2 Salinidad

Los valores mas altos de actividad proteasa se dieron en las concentraciones de 100,
500 y 1000 mM. Ello hace pensar en general, que las enzimas involucradas en la hidrdlisis
de proteinas para esta especie toleran niveles altos de salinidad. A la concentracion de 1500
mM de NaCl, la actividad comenz6 a bajar. Se encontré6 poca informaciéon para otros
crustaceos acerca del efecto de la salinidad sobre esta actividad enzimatica. Fang y Lee
(1992), mencionan que a altas concentraciones de sal (400mM), la actividad tripsina
decrece, pero la actividad quimotripsina aumenta, representando esto una  ventaja
fisioldgica para el organismo. Las enzimas con actividad proteolitica de la especie C.
quadricarinatus toleran altas concentraciones de NaCl, lo que puede hacernos pensar que

esta especie puede vivir en agua con ciertos niveles de salinidad.

8.4.5.3 pH
La mayor actividad proteolitica se present6 a pH de 5, aunque también hubo actividad
importante a pH entre 6.5 y 7.5. Garcia-Carreio et al. (1993), reportan una mayor actividad

proteinasa (quimotripsina) para la langostilla entre 6 y 8, pero para el acocil Pacifastacus
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astacus, el valor 6ptimo lo reporta cercano a 6. Para una actividad tipo colagenasa, los
valores de actividad para ambos organismos es cercano a un pH de 7. Van Wormhoudt
(1980), reporta un pico de maxima actividad proteolitica para Palaemon serratus en un
rango de pH entre 7 y 8. Garcia-Carreio (1992), determiné el pico de mayor actividad en
un extracto de prensado de Pleuroncodes planipes, a un pH entre 7 y 8 para actividad
proteolitica total. Comparando los resultados de este trabajo, se puede decir que Cherax
quadricarinatus presenta un pico de maxima actividad muy similar al acocil Pacifastacus
astacus (Garcia-Carrenio,1993). Gonzalez-Agraz (2000), registrd para cuatro decapodos el
optimo de actividad proteasa a diferentes valores de pH, siendo para P. stylirostris y para P.
californiensis el rango entre 7 y 8, mientras que para Procambarus clarkii y Cherax
quadricarinatus el pico maximo estd alrededor de 7.5. Es importante hacer notar que este
autor trabajoé con organismos adultos y extracto liofilizado, mientras que en el presente
estudio se hizo con organismos juveniles y extracto crudo, por ello quizd la pequeiia

diferencia en los valores encontrados para la misma especie.

8.4.5.4 lones metalicos y EDTA.

Los iones calcio y magnesio promovieron un aumento de la actividad proteasa.
Aunque se esperaria que el EDTA produjera una disminucion de la actividad o al menos se
mantuviera igual que el valor de referencia, también produjo un aumento de la actividad,
esto sugiere que puede estar presente un i6n metalico en el hepatopancreas diferente a los
utilizados, que el EDTA secuestra, y que favorece la actividad proteasa. Sin embargo, se

necesitan realizar estudios mas detallados para comprobar esta suposicion.
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8.4.6 Termoestabilidad de la actividad amilasa.

Con treinta minutos de exposicion del extracto de hepatopancreas a las diferentes
temperaturas, la actividad amilasa empieza a bajar desde los 50 °C. Se obtuvieron
resultados semejantes a los presentados por Vega-Villasante et al. (1993), aunque el
periodo de exposicion del extracto a las diferentes temperaturas fue de 20 minutos. No se
encontraron mas trabajos que reporten la estabilidad de este tipo de enzimas en crustaceos.

Este es un aspecto poco estudiado en crustaceos.

8.4.7 Proteasas especificas

En este estudio se pudieron determinar actividades tipo tripsina y quimotripsina, y
una metaloproteasa como la carboxipeptidasa A. No se pudo detectar carboxipeptidasa B
con la con la metodologia utilizada, aunque no se puede hablar atin de su inexistencia en el
hepatopancreas de la langosta de agua dulce. De las proteasas analizadas del extracto de
hepatopancreas, la enzima que mayor actividad presenta en los decapodos es la tripsina, ya
que cerca representa tres cuartas partes de la actividad proteolitica total (Galgani et al.
1984): En menor cantidad se presenta otra serinproteasa como la quimotripsina.. Gonzalez-
Agraz (2000) encontré en el extracto de hepatopancreas de Cherax quadricarinatus de
organismos adultos ambas serinproteasas, pero no detectd carboxipeptidasa A ni B. Vega-
Villasante et al. (1993) reporté ambas serinproteasas, ademas de Carboxipeptidasas Ay By
Leucinoaminopeptidasa en el extracto crudo del camardn café. Se resalta que al menos para
la especie Cherax quadricarinatus se debe estudiar mas acerca de la deteccion de la

carboxipeptidasa B que no se detectd en este trabajo ni en el reportado por Gonzalez-Agraz.
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8.4.7.1 Efecto de inhibidores, agentes quelantes y SDS sobre la actividad proteasa.

El compuesto ZPCK es un inhibidor de actividad tipo quimotripsina, en mamiferos,
probablemente por eso no se present6 una reduccion de la actividad proteasa en Cherax. El
TLCK (inhibidor de tripsina) inhibi6 el 38% de la actividad. El PMSF que es un inhibidor
de serinproteasas, inhibio el 77% de la actividad proteasa de la langosta. El TPCK solo
inhibid el 7% de la actividad proteasa. En un trabajo realizado por Garcia-Carrefio et al.
(1994) sobre el acocil Pacifastacus astacus reportaron que el TPCK y el ZPCK
practicamente no redujeron la actividad proteasa, usando azocaseina como sustrato. Un
resultado similar se encontr6 en este trabajo. Por otro lado, Garcia-Carrenio et al. (1994)
reportan que la presencia de SDS no modifica la hidrdlisis in vitro de la azocaseina a una
concentracion de 0.1% (3.5 mM); sin embargo en este trabajo se vio que el SDS a una
concentracion de 5 mM en la mezcla de reaccion redujo la actividad proteolitica 73%.
Algunas enzimas necesitan ciertos elementos para ser activadas, como ejemplo, calcio o
EDTA (Garcia-Carrefio et al. 1993). Este hecho se presentd para el caso del EDTA que

aument6 14% la actividad respecto al valor de referencia.

Actividad enzimatica digestiva y consumo de alimento durante el ciclo circadiano.
Experimento 5
8.5.1 Actividad amilasa.

Se determin6 la actividad enzimatica digestiva en juveniles de Cherax
quadricarinatus  bajo dos condiciones experimentales. La actividad amilasa en los
organismos alimentados present6 un pico a las 04:00 horas el primer dia y a las 06:00 horas
el segundo dia. Se present6 un pequeio pico a las 14:00 hrs el primer dia, pero no se repitid

al segundo dia. Hay que resaltar que el primer dia se dio un aumento de actividad a las
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22:00 horas (aunque después se detecto una reduccion, 24:00 y 02:00 horas) y seis horas
después se presentd el pico mas alto (04:00 horas), pero estos valores no fueron
significativamente diferentes entre si. El segundo dia se detecté6 un aumento de actividad a
las 22:00 horas y ocho horas después se presento el pico mas alto para este segundo dia.
Los picos mas altos observados no fueron significativamente diferentes. A pesar de ello se
puede decir que la mayor actividad enzimatica se presenté durante en la oscuridad o
cercana al amanecer.

En los organismos sin alimento, se observo un pico a las 02:00 horas el primer dia,
pero no se repitio al segundo dia. En el segundo dia se observo un aumento entre las 22:00
y 24:00 horas, estos ultimos valores fueron diferentes significativamente respecto al valor
encontrado a las 02:00 horas del primer dia. Igual que para los animales que recibieron
alimento la mayor actividad se presentd durante la oscuridad.

Van Wormhoudt (1980) encontré que en Palaemon serratus sin alimento y en estado
de intermuda, las amilasas presentaron un pico entre las 16:00 y las 17:00 horas y otro a las
24:00 horas, esta respuesta enzimatica fue atribuida al periodo de iluminacién y al ciclo de
mareas en el drea de muestreo. Rodriguez et al. (1976) en un estudio hecho con la misma
especie encontré que la actividad amilasa presentd un pico a las 13:00 horas y otro pico
entre las 21:00 y 23:00 horas, estableciendo un ciclo bifasico regulado por el horario y por
la etologia del organismo. Palaemon serratus presenta un periodo de actividad alimenticia
preferentemente en la oscuridad; comparando esta caracteristica con la especie Cherax
quadricarinatus, parece indicar que al menos para esta actividad, ambas especies presentan
similar comportamiento en inanicion.

Molina et al. (2000) reportaron una gran actividad amilasa en Litopenaeus vannamei a

las 14:00 horas, independientemente del horario de alimentacion. Por el comportamiento
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observado en este experimento fue dificil establecer un patron definido en esta especie para
la actividad amilasa bajo las condiciones experimentales. Por otro lado, el alimento afectd
la respuesta enzimatica porque varios picos de actividad fueron observados en el periodo
experimental, en contraste con la condicion de no alimentacion. En este trabajo, el pico de
actividad enzimatica observado las 02:00 horas en condiciones de inanicion puede
atribuirse a la produccién natural de esta enzima, que aunque no se vio un pico tan evidente
el segundo dia de muestreo si se observo un aumento de la actividad para horas cercanas a

las 02:00 horas.

8.5.2 Actividad lipasa.

Con excepcion de algunos picos de actividad lipasa observados, los valores de esta
actividad fueron superiores en los animales alimentados en relacion a los no alimentados.
El comportamiento de la actividad lipasa fue muy similar en el extracto de la glandula
digestiva de los animales para ambas condiciones experimentales. En los animales que
recibieron alimento se observaron varios picos de actividad. El primer pico de mayor
actividad se obtuvo a las 10:00 horas del segundo dia y el segundo pico mas grande
aparecio a las 14:00 horas también del segundo dia. Después de este pico, la actividad
lipasa comenzo a disminuir, posteriormente un pequeiio incremento fue observado entre las
02:00 y 04:00 horas.

En los organismos no alimentados aparecié un primer pico a las 04:00 horas el primer
dia y un segundo pico a las 12:00 horas el segundo dia. Moureau et al. (1984) determind la
actividad esterasa en la hemolinfa de las hembras y machos Penaeus japonicus en inanicion
y obtuvo un ciclo con tres picos. Dos fueron obtenidos a las 22:00 y a las 06:00 horas y el

pico mas pequefio a las 14:00 horas, indicando que los machos presentaron mas variaciones
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que las hembras. La posible explicacion propuesta fue, por mecanismos de regulacion por
sexo y heterogeneidad de enzimas (isoenzimas). Para la especie C. quadriacarinatus no se
hizo diferenciacién por sexo, ademads de que el material de estudio fue diferente.
Viazquez-Boucard et al. (1989) estudiaron la variacion de lipidos en el hepatopancreas
de Penaeus japonicus durante un ritmo circadiano y encontraron la mayor cantidad de
lipidos totales alrededor de las 20:00 horas y un pico menor a las 12:00 horas. Molina et al.
(2000), reportaron una gran actividad lipasa a las 14:00 horas en Litopenaeus vannamei,
independientemente del horario de alimentacion. Para nuestro caso, durante el muestreo de
48 horas no se pudo definir un patréon de actividad lipasa porque no hubo repeticion en el
comportamiento de esta actividad. El comportamiento de la actividad lipasa en ambas
condiciones experimentales fue muy similar sin considerar los valores obtenidos de las
06:00 a las 10:00 horas. Se observaron valores mayores de actividad en los organismos
alimentados; sin embargo, el comportamiento fue similar a los organismos no alimentados.
Por los resultados obtenidos, se puede decir que el estimulo alimenticio provoca una mayor
actividad lipolitica, pero con respuesta similar al comportamiento mostrado por los

animales en inanicidn.

8.5.3 Actividad proteasa.

En los animales alimentados se obtuvo un pico maximo de actividad a las 02:00 horas
el primer dia, pero no se repite en el segundo dia. para las demas horas de muestreo se
observaron fluctuaciones de la actividad sin ningin patrén definido. Se observaron dos
picos de maxima actividad proteolitica en los animales en inanicion. El primer pico fue

observado entre 20:00 y 22:00 horas el primer dia y entre 22:00 y 24:00 horas el segundo
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dia. No se obtuvieron diferencias significativas en las actividades debido a la gran
dispersion de datos registrados (no mostrados en las graficas).

Van Wormhoudt (1980) en Palaemon serratus reportd dos picos de actividad proteasa
a las 16:00 y a las 04:00 horas. Rodriguez et al. (1976) reportaron un ciclo bifasico de
actividad proteasa (23:00 y 21:00 horas) en Palaemon serratus. Gonzalez et al. (1995)
reportaron un ciclo bifasico alrededor de doce horas para la actividad proteolitica total y un
pico de actividad tipo quimotripsina en Penaeus notialis. Mientras que en Penaeus schmitti
la actividad quimotripsina mostré un comportamiento bifasico (10:00 y 22:00 horas), las
proteasas generales mostraron solamente un pico a las 22:00 horas. El trabajo fue realizado
con animales alimentados y en inanicidn. P. schmitti mostrd una respuesta entre cuatro y
seis horas después de la alimentacién, por otro lado P. notialis mostrd una respuesta siete
horas y media después de la alimentacion. Los trabajos anteriores estan referidos
principalmente para peneidos porque no se ha reportado la actividad enzimatica digestiva
en acociles. Solo se tiene un reporte para Astacus astacus.

Cherax quadricarinatus mostrd un incremento de la actividad proteasa cinco horas
después de proporcionarle alimento en ambos dias. Sin embargo, se presentd un valor aun
mas alto a las 02:00 horas que fue estadisticamente diferente (p<0.05) del resto de los
valores obtenidos, pero este valor no se repitié durante todo el muestreo. Los juveniles de
esta especie no mostraron un patrén definido de actividad proteolitica cuando los
organismos eran alimentados. Mackeviciene (1983) report6 las variaciones circadianas de
la actividad proteolitica en Astacus astacus y no encontrd un patréon definido para esta
especie. El autor argumentd que el incremento del proceso metabdlico en crustaceos
decapodos es causado por el estimulo luminoso. Sin embargo, este autor no menciona nada

respecto a la condicion de muda de los organismos analizados.
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Los animales en inanicion mostraron un primer pico entre las 20:00 y 22:00 horas el
primer dia. El segundo se present6 entre las 22:00 y 24:00 horas, estos valores no fueron
diferentes estadisticamente (p<0.05).

Gonzalez et al. (1995a) reportaron que la frecuencia de alimentacion afectd la
actividad proteolitica en Penaeus schmitti. Cuando los organismos eran alimentados una
vez, solamente un pico de actividad era observado y cuando eran alimentados dos veces, se
observaban dos picos de actividad. En los organismos no alimentados, dos picos de
actividad se observaron (10:00 y 18:00 horas), pero estos valores no fueron diferentes
estadisticamente.

En este trabajo los juveniles de Cherax fueron alimentados una vez al dia y sélo se
observo un pico maximo de actividad durante las 48 horas de muestreo. Se observaron
otros picos mas pequefios que no mostraron diferencias estadisticas.

Para el caso de los animales que no fueron alimentados, se observaron varios picos de
actividad; sin embargo, podemos decir que se observé un pico maximo entre las 20:00 y
24:00 horas para ambos dias, al parecer durante estas horas se presentd una mayor actividad
proteolitica. Comparando ambas condiciones experimentales, podemos decir que el
estimulo alimenticio si afecta la actividad enzimatica en cuando a un retraso o adelanto, de
la respuesta enzimatica, es decir, el alimento no caus6 un aumento de actividad
proteolitica, ya que en los organismos no alimentados se presentaron picos muy cercanos y
no diferentes estadisticamente de los obtenidos en los organismos alimentados.

Varios trabajos han tomado en consideracion la frecuencia de alimentacion para
obtener mejor crecimiento y factor de conversion alimenticia. Galindo et al. (1996)
reportaron que una alta frecuencia de alimentacion produjo mejor crecimiento en juveniles

de Penaeus schmitti. En contraste, Velasco et al. (1999) reportaron que la frecuencia
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alimenticia o cambios en la tasa de alimentacion no mejord significativamente la
sobrevivencia o crecimiento en Litopenaeus vannamei.

El comportamiento alimenticio también ha sido analizado para explicar la relacion
entre factores internos y externos a los organismos. Reymond y Lagardére (1990)
realizaron un analisis estomacal en Penaeus japonicus e indicaron que la actividad
alimenticia fue mayor durante la noche, pero no encontraron relacion con las variaciones de
luz. Los relojes bioldgicos estan regidos por zeitgebers (dadores de tiempo)externos los
cuales varian de acuerdo a las especies, dentro de las especies y al estado fisioldgico
individual. Sin embargo, algunas veces los resultados contradictorios sugieren que estos
mecanismos pueden ser inhibidos o disparados. Castafion-Cervantes et al. (1995)
encontraron que un ciclo luz-oscuridad (12 horas) produjo mejor desarrollo gonadal que
otros periodos de iluminacidon en Procambarus clarkii. Por otro lado, Cheng y Cheng
(2002) encontraron que una alimentacion mayor del 0.5% del peso del cuerpo no afecté la
cantidad de hemocitos que tiene relacion con la respuesta inmune en crusticeos; sin
embargo, los cambios ambientales modificaron la respuesta.

Cortés et al. (2002) reportaron que una frecuencia alimenticia de cuatro veces al dia
produjo mejores resultados de crecimiento que frecuencias menores, para juveniles de
Cherax quadricarinatus. Por otro lado Loya-Javellana et al. (1995), en un estudio con C.
quadricarinatus reportaron que la produccion fecal y la evacuacion no fueron afectados
por la frecuencia de alimentacidon y que esta especie es potencialmente capaz de regular su
procesos digestivo de acuerdo a la disponibilidad de alimento. Esto podria explicar el
comportamiento en el consumo del alimento, que de acuerdo con Jones (1990a) se
establece que C. quadricarinatus es un alimentador oportunista intermitente. Si bien este

comportamiento no queda establecido en el presenta trabajo si puede observarse que este
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organismo bajo la condiciones experimentales empleadas, presenta actividad enzimatica
digestiva predominantemente en la oscuridad y dado que no se obtuvieron patrones bien
definidos de actividad enzimatica y no se mostraron diferencias estadisticas marcadas en el
consumo el organismo como mientras disponga de alimento.

En general, las diferentes especies de acociles estdn consideradas como omnivoras
con una gran actividad al anochecer o con periodos de alimentacion y descanso a lo largo
del dia. Varios factores pueden ser mencionados para explicar la variacion en los resultados
reportados por diferentes autores, entre estos se puede mencionar las condiciones
experimentales, la condicion fisioldgica de los animales (estadio de muda, sexo, edad),
inanicion, estacion anual, horas de muestreo y otros factores que pueden afectar la
respuesta enzimatica.

No obstante, aunque obvios, los aspectos genéticos no han sido considerados en
ningln caso. Werner (2002), en una revision del ritmo circadiano tomando como modelo a
la especie Chlamydomona reinhardtii, consider6 los aspectos de regulacion transcripcional
de los genes que controlan los relojes circadianos y su significado adaptativo. Estos
aspectos no han sido considerados aun en los crustaceos. El tomar en cuenta este aspecto
nos daria elementos para entender y manejar los ritmos circadianos, ademds saber como
afecta el comportamiento alimentario y la produccion de enzimas digestivas en especies de
importancia comercial.

Por los resultados obtenidos en este experimento, podemos decir que Cherax
quadricarinatus no presentd un patrén bien definido de actividades enzimaticas como se ha
descrito para otras especies de crusticeos marinos, al parecer esta especie presenta un
actividad permanente de las enzimas analizadas durante todo el dia. Sin embargo, presentd

picos mejor definidos de actividad amilasa entre los animales alimentados y los no
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alimentados, por lo que estos picos de actividad amilasa refuerzan la observacion de
comportamiento activo al amanecer y durante la noche para esta especie. El
comportamiento descrito aqui puede ayudar a explicar porque esta especie ha estado

recibiendo la atencion para desarrollar y mejorar su cultivo.
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9. CONCLUSIONES

Cuando a los juveniles de esta especie se sometieron a diferentes ingredientes en los
alimentos, no se encontrd ninguna correlacion entre la actividad enzimatica digestiva y el
crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus. Esta especie mostré una preferencia
por los ingredientes de origen vegetal predominantemente los que fuero ricos en almidones.
(sorgo y trigo). La respuesta enzimatica por parte de las amilasas se evidencio mejor
cuando se relaciono con alimentos ricos en carbohidratos. Las otras actividades aunque se
manifestaron presentaron mayor variacion ante los diferentes tratamientos.

Altos niveles de proteina en los alimentos inhibe la actividad proteolitica total, por
ello la inclusion de altos niveles de este nutriente no favorece la actividad proteasa general.
Se encontr6 que a un nivel de proteina en el alimento alrededor del 30%, la actividad
proteolitica general fue mayor. Concordando con los resultados reportados para otras
especies de decapodos.

La hidrolisis de lipidos en el hepatopancreas de los juveniles se realiza por la
presencia de varias esterasas y al menos una lipasa que se encontré en este tejido.
Contrastando con los resultados encontrados por otros autores en los que no se evidencid
actividad lipasa

Cherax quadricarinatus no presentd un patron bien definido de actividades
enzimadticas en relacion al ciclo circadiano, como se ha descrito para otras especies de
crustaceos marinos, al parecer esta especie presenta un actividad permanente de las enzimas
analizadas durante todo el dia. Sin embargo presentaron picos mejor definidos de actividad
amilasa, por lo que estos picos de actividad amilasa refuerzan la observacion de

comportamiento durante la noche para esta especie.
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10. SUGERENCIAS

o Utilizacion de alimentos purificados con ingredientes de origen animal unicamente y
alimentos con ingredientes de origen vegetal para obtener la respuesta enzimatica por la
naturaleza del ingrediente.

& Realizar estudios sobre el metabolismo de carbohidratos en esta especie.

o Realizar bioensayos comparativos de actividad enzimatica digestiva en organismos que
procedan de la misma madre para reducir en lo posible la variabilidad genética.

o El uso potencial de diferentes sustratos lipidicos para la suplementacion de alimentos en
acuacultura.

o Se proponen nuevos estudios sobre algunos cofactores en la activacion o inhibicion de la
actividad lipolitica en crustaceos.

o Se propone una metodologia para analizar la actividad lipasa en geles de poliacrilamida.

o Se propone realizar ensayos de hidrolisis sobre lipidos insaturados.

o Como estudio complementario realizar trabajos de biologia molecular para localizar

péptidos reguladores y mensajeros de la sintesis enzimatica digestiva.
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