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RESUMEN

Se evaluo harina de calamar producida en laboratorio y secada a baja temperatura (LHSM)
y otra producida comercialmente y secada a fuego directo (HHSM), como fuente de
proteina para camaron, ya que este producto es reconocido como promotor de crecimiento
para camarones. Se encontrd que el producto comercial no mejor6 el crecimiento de los
camarones con respecto al grupo control. Sin embargo la harina de calamar de laboratorio
produjo mayor crecimiento solo en bajas concentraciones (5% y 3%)).

Se realizo otro estudio sobre los efectos en el sistema digestivo de los camarones de la
harina de calamar y dos hidrolizados proteicos: pescado y krill (Fuphasia sp), ya que se
tienen antecedentes de que la proteina hidrolizada también puede tener efectos benéficos
sobre la digestion.

A un alimento comercial para camarén se le incorporaron los ingredientes experimentales
en tres series de tres alimentos cada una con reemplazos de 3, 9 y 15% de proteina de
hidrolizado de pescado (F3, F9 y F15), hidrolizado de krill (K3, K9 y K15) y harina de
calamar (SQ3, SQ9 y SQ15). Como alimento control se uso el mismo alimento comercial,
pero molido y repeletizado (C32). El crecimiento y la digestibilidad in vivo e in vitro de la
proteina fueron afectados por la cantidad de cada uno de los ingredientes incorporados en
los alimentos. Los grupos alimentados con 3% de proteina de hidrolizado de pescado y los
alimentados con 3 % de calamar, crecieron mas que con mayores proporciones de
reemplazo de proteina. Los grupos alimentados con krill crecieron mejor (igual entre ellos)
que el grupo control en todos los niveles de reemplazo. La actividad de quimotripsina
mostrd correlacion con el peso final de los camarones. Se estudiaron algunas posibles
relaciones entre la actividad enaimatica en heces y la encontrada en hepatopancreas. Se
encontrd correlacion entre la actividad total y la de quimotripsina tanto en hepatopancreas
como en heces. Se concluye que los hidrolizados de proteina son una buena fuente
alternativa de proteina que se puede usar como complemento en los alimentos para
organismos acuaticos. Sin embargo hace falta mas investigacion referente al grado de
hidrolisis adecuado para que sea apropiado como complemento alimenticio de camarones y
sobre todo determinar los niveles convenientes para incluir en alimentos para camarén. Los
resultados obtenidos con los camarones alimentados con calamar se relacionaron con la
presencia de péptidos pequefios y probablemente aminoacidos libres presentes en el manto
del calamar (que normalmente se encuentran alli o por auto hidrolisis del musculo) que
provocan un efecto parecido al de hidrolizados proteicos con alto grado de hidrolisis.

Palabras clave: Digestion, proteina, camaron.
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ABSTRACT

Some protein sources like squid and protein hydrolysates are identified as growth
enhancers for shrimp, little is known about the biochemical basis of this phenomenon.
Giant squid meal from two sources (commercial, HHSM and a laboratory made, LHSM),
were evaluated as protein source for shrimp. It was found that the HHSM did no improve
the growth of shrimps. LHSM performed better at low concentrations in feeds (5% and
3%). Other experiment was done to investigate quid meal (Dosidicus gigas) (SQ) and two
commercial protein hydrolysates from fish (FH) and krill (Luphasia sp) (KH) were assayed
in feeding trials with Penaeus vannamei. Feeds were prepared with the tested protein
sources commensurating 3, 9, and 15% of the total crude protein. A total of 9 experimental
feeds plus a repelleted commercial feed as control (C32). Shrimp weight gain, total and
specific proteolytic activity for trypsin and chymotrypsin were affected by type and
quantity of supplemented protein.

The in vivo and in vitro digestibility was also influenced by the source and quantity of the
protein supplement. Shrimp fed FH at 3% protein supplementation grew more than with
higher quantities. Groups fed SQ had similar results as those fed FH, and gained more
weight when fed the lowest SQ quantity. It was found the presence of small peptides in SQ,
which may explain the results similar to FH. The KH enhanced shrimp growth at all
supplementation levels and Electrophoresis showed lower degree of hydrolysis for KH than
for FH.

Correlation analysis was performed on enzymatic activities in feces and in hepatopancreas.
It was found correlation on total activity vs. chymotrypsin activity in hepatopancreas and in
feces.

We concluded that hydrolyzed protein is a good supplement for shrimp feeds but it must
meet specific requirements for adequate shrimp assimilation. SQ also demonstrated good
growth performance but better at low supplementation quantity, probably because of the
presence of small peptides and possibly free amino acids naturally present in the squid
mantle or from auto hydrolysis by endogenous enzymes.
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Cordova-Murueta, J., H.; Garcia-Carrefio F., L., 2001. The effect on growth and protein
digestibility of shrimp Penaeus stylirostris fed with feeds supplemented with squid
(Dosidicus gigas) meal dried by two different processes. Journal of Aquatic Food Product
Technology. 10:2, 35-47 p.

Cordova-Murueta, J., H., Garcia-Carrefio F., L., 2002, Nutritive value of squid and

hydrolyzed protein supplement in shrimp feed. Aquaculture (En prensa).
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INTRODUCCION

Las proteinas son grandes moléculas compuestas de C, H, S y N. Las unidades basicas, los
aminoacidos, son polimerizados por enlaces peptidicos para formar proteinas. Las enzimas
digestivas fraccionan la proteina dietética para liberar los aminoacidos que pueden ser
utilizados para formar nuevas proteinas para crecimiento y mantenimiento de los tejidos.
Una de las principales caracteristicas que afectan la calidad de las proteinas es el contenido
de aminoacidos esenciales. Los aminoacidos esenciales no son sintetizados por el

organismo y deberan ser ingeridos para satisfacer sus requerimientos nutricionales.

La digestibilidad o biodisponibilidad de la proteina esta relacionada con sus cualidades
nutritivas. Numerosos factores afectan su calidad biologica en los ingredientes proteicos
durante la elaboracion de alimentos balanceados y pueden sufrir cambios en su estructura
primaria. Se ha reportado pérdida de cisteina, lisina, arginina, treonina y serina en
diferentes fuentes de proteina como consecuencia del tratamiento térmico (Papadopulos,
1989).

La disponibilidad de aminoéacidos en materia de nutricion de camaron es un tema que debe
ser estudiado a detalle, ya que con este conocimiento se puede mejorar la produccion de
alimentos balanceados. Para que la proteina pueda ser asimilada es necesario que sea
hidrolizada por las enzimas digestivas para ser incorporada a los tejidos. El calor excesivo
puede alterar la estructura de la proteina impidiendo el funcionamiento de las enzimas
digestivas, debido a que no reconocen el sitio especifico para romper las cadenas de

proteina y liberar los aminoacidos necesarios para produccion de nuevas proteinas.

Hidrolisis de proteina

Como ya se menciond anteriormente, las enzimas proteoliticas hidrolizan o rompen las

cadenas de aminoacidos en sitios especificos dependiendo de la especificidad de la enzima.



Antes de que la hidrolisis ocurra, la molécula de la enzima se une a la proteina y rompe el

enlace peptidico para liberar péptidos mas pequefios y aminoacidos libres.

Las enzimas proteoliticas pueden ser divididas en dos grupos principales: las exo y las endo
peptidasas. Exo se refiere a aquellas enzimas que reconocen y cortan aminoacidos en la
parte terminal de la cadena, ya sea en el grupo carboxilo o en el grupo amino terminal,
mientras que las endo peptidasas hidrolizan enlaces peptidicos dentro de la molécula de
proteina Las enzimas cortan en sitios con aminoacidos especificos, por lo que cualquier

cambio en su estructura primaria inhabilita a las enzimas para hacer su trabajo.

La proteina pre-hidrolizada tiene muchas aplicaciones en la industria de alimentos, como
una técnica para cambiar el sabor o la consistencia de los alimentos por las propiedades
especiales conferidas principalmente por su grado de hidrdlisis. También se usa para
sacarle provecho a productos que normalmente se subutilizan, tal es el caso de del surimi,
un producto hecho a base de proteina de pescado proveniente de especies poco utilizadas

para consumo humano directo.

Los hidrolizados de proteina se clasifican de acuerdo a su grado de hidrdlisis como bajo,
moderado y extensivo, dependiendo del peso molecular de los péptidos del producto
resultante. Un producto con hidrélisis extensiva normalmente contiene péptidos < 5000 Da
y casi el 90% de ellos < 500 Da. Los hidrolizados usados como suplementos proteicos
normalmente presentan menor grado de hidrolisis, ya que de lo contrario producen sabor
amargo debido a la acumulacion de péptidos de bajo peso molecular que contienen

aminoacidos hidrofobicos (Panyam y Kilara, 1996).

Hidrelizados proteicos como suplementos alimenticios

Se ha visto que la modificacion enzimatica de las proteinas puede mejorar substancialmente
sus propiedades funcionales (Panyam y Kilara, 1996). En este sentido, en algunos paises se

han realizado esfuerzos para desarrollar productos proteicos tales como los hidrolizados de



pescado a partir de desechos de la industria procesadora de productos de la pesca. El
proceso de hidrolisis se lleva a cabo mediante la modificacion de las proteinas con la
adicion de enzimas que al predigerir el material proteico aumenta su valor nutricional. El
resultado es un producto de alta calidad que se puede incorporar en los alimentos para
acuicultura y al mismo tiempo se contribuye a resolver el problema de los desperdicios de
esta industria (Hardy, 1991), que ocasionan contaminacion en areas adyacentes a las plantas
procesadoras. Este tipo de productos pueden llegar a constituir una fuente de proteina de
excelente calidad en los alimentos balanceados, sin embargo habréa que determinar las
caracteristicas que deban de cumplir para satisfacer los requisitos necesarios para el sistema

digestivo de los organismos a alimentar.

En afios recientes hay pocas investigaciones sobre el uso y efectos de proteina hidrolizada
en alimentos para organismos acuaticos. Investigaciones previas han demostrado que los
hidrolizados de proteina son un buen suplemento en alimentos balanceados para
organismos acuaticos (Berge y Trond, 1996, Zambonino et al., 1997; Day et al., 1997,
Cahu et al. 1999). También se ha visto que los hidrolizados de proteina de pescado pueden
mejorar el crecimiento de camarones a bajas concentraciones en alimentos para camarén
(Anggawati et al. 1990), por lo que son una buena alternativa como fuentes de proteina o
suplementos alimenticios en alimentos balanceados para acuicultura. Asi como los
hidrolizados proteicos hay otros ingredientes que actualmente se han estado incorporando a
la alimentacion de animales y que requieren estudios sobre su valor biologico para los

animales a los que se destinan.

Fuentes de proteina para alimentos balanceados

Se han probado diversas fuentes de proteina tanto animal como vegetal con la finalidad de
abaratar el costo de los alimentos balanceados, sin tomar en cuenta su valor nutritivo. En
nuestro pais, el principal criterio usado para determinar el precio y la calidad nutricional de
los alimentos para camaronicultura, es el porcentaje de proteina que contiene.

Generalmente se piensa que a mayor contenido proteico, la calidad del alimento es mayor



(Escutia, 1996). Sin embargo, la eficacia de este nutrimento no siempre es la esperada
debido a la mala calidad de los ingredientes que se utilizan como fuentes de proteina. En la
industria de alimentos balanceados para acuicultura, la calidad de los ingredientes es la
principal limitante en la produccion de alimentos de buena calidad (Akiyama, 1991). La
complementacion de los alimentos para acuicultura con ingredientes que garanticen
mejoras substanciales en el crecimiento y el aprovechamiento de las proteinas es uno de los

campos prioritarios que hay que fortalecer.

Uno de estos ingredientes que ha dado buenos resultados en alimentos para camaron, es el
calamar, ya que se ha encontrado que mejora la tasa de crecimiento en los camarones
peneidos, por ejemplo, Fenucci et al., 1980, encontraron que la presencia de 5 a 6 % de
harina de calamar en el alimento mejora sustancialmente el crecimiento de Penaeus aztecus
y P. setiferus. Otros autores han reportado resultados similares para diversas especies de
camardn ( Kanazawa 1990, Cruz-Ricque et al. 1989, Cruz-S. et al. 1987). Por lo tanto seria
factible incorporar cierto porcentaje de harina de calamar en los alimentos suministrados
para mejorar las tasas de crecimiento. Sin embargo debido a que el procedimiento de alto
calor que se utiliza (secado a fuego directo) para elaborar la harina (incluso con otros
ingredientes de origen animal: pescado, camardn, etc.) es muy probable que gran parte de
las propiedades nutritivas de este ingrediente se pierdan. Adicionalmente durante la
elaboracion de los alimentos es comin que haya calentamiento excesivo de las mezclas y

en consecuencia perdida de algunas propiedades nutritivas.

También es importante conocer las respuestas del sistema digestivo de los camarones
cuando son alimentados con proteina de diferentes fuentes y procesos, ya que la forma en
que actuan en el sistema digestivo, ingredientes como el calamar y los hidrolizados que
mejoran el crecimiento, no ha sido investigado. Es comuin que tales ingredientes estén
incluidos en alimentos comerciales mexicanos, sin embargo este tipo de fuentes de proteina
frecuentemente son procesadas sin cuidado y se incluyen en los alimentos sin considerar las
cantidades mas adecuadas a incluir en las formulaciones. Generalmente los limites para

incluir algun ingrediente en alimentos son econdmicos o de disponibilidad.



Los fabricantes de alimentos balanceados en México han incorporado diversos ingredientes
proteicos a sus formulaciones para lograr balancear el perfil de aminoacidos requerido por
los organismos, sin embargo tienen mayor interés por ingredientes que mejoren el

crecimiento y la palatabilidad.

La evaluacion de ingredientes usados en alimentos para camardn se ha enfocado
principalmente en cualidades tales como altas tasas de crecimiento, disponibilidad y bajo
costo, sin embargo los mecanismos de asimilacion de los organismos no siempre son
atendidos. El conocimiento del efecto de procesos previos sobre la calidad de las fuentes de
proteina destinadas a alimentos para camar6n es de alta importancia. El estudio de la
fisiologia del sistema digestivo de los organismos que se pretende alimentar, es la base para

lograr conocer sus requerimientos nutritivos.

Diferencias entre investigaciones previas sobre el nivel de proteina adecuado para camar6n
pueden estar relacionadas con la calidad de la proteina y los procesos a los que ha sido
sometida. Por ejemplo, se han recomendado niveles de proteina entre 30% y mas de 40%
como satisfactorios para alimentos balanceados para camarones peneidos (Andrews y Sick
1972; Balaz 1973; New 1976, Neal 1980; Piedad-Pascual 1990). La calidad de los
alimentos balanceados depende de su composicion quimica y valor el nutritivo para los

organismos, y la proteina es uno de los constituyentes mas importantes de los alimentos.

El proceso mas comun de los ingredientes proteicos destinados a alimentos balanceados es
el secado a base de calor, que con frecuencia es excesivo. Se ha demostrado que el calor
extremo puede disminuir las propiedades nutritivas de la proteina, como en el caso de la
harina de calamar, que es considerada como una excelente fuente de proteina para
camarones (Cordova-Murueta y Garcia-Carefio, 2001). El grupo IFREMER de Francia
estudio el calamar en alimentos para camaron (Cruz y Guillaume, 1983), encontraron en el
calamar un factor de crecimiento no definido para decapodos. La calidad de los alimentos
depende de su composicion quimica, valor nutritivo, calidad de los ingredientes y
tecnologia de proceso. Sin embargo, poco se ha documentado acerca de estandares de

calidad de los ingredientes utilizados en los alimentos para camardn. En la industria de



alimentos balanceados para acuicultura la calidad de los ingredientes es la principal

limitante en la produccion de alimentos de buena calidad (Akiyama, 1991).

En nuestro pais, el calamar gigante (Dosidicus gigas) es un producto que recientemente se
ha empezado a adicionar a los alimentos comerciales. Es un abundante recurso en el Golfo
de California. En 1996 los sitios de descarga mas importantes, Santa Rosalia, Baja
California Sur y Guaymas, Sonora reportaron capturas de 140, 000 toneladas (Morales-
Bojorquez, et al. 2001). Una fraccion importante de este producto es procesada para
convertirla en harina de calamar, la cual se produce con las mismas técnicas que la harina

de pescado: secado a fuego directo.

No se han realizado estudios sobre propiedades nutricias de este producto en camaroén, sin
embargo ya se comercializa para su inclusion en alimentos balanceados. Se desconoce si el
calamar mexicano posee dicho factor, pero se prevé que debido al tratamiento que se le da
para producir hanna, esta propiedad se pierda o se minimice (Cordova-Murueta y Garcia-

Carefio, 2001).

Es importante sefialar que casi la totalidad de estudios previos sobre las cualidades
nutritivas del calamar en organismos acuaticos, se han llevado a cabo utilizando especies
diferentes al calamar gigante (Dosodicus gigas), por lo que su efecto en alimentos
balanceados para organismos acuaticos debera ser ampliamente estudiado y confirmar si su

valor nutritivo es similar o diferente al de las demas especies.

De acuerdo a los diversos estudios que se encuentran en la literatura referentes a nutricion 'y
digestion de crustaceos, los camarones peneidos tienen necesidades nutricionales
especificas, y es de esperarse que su sistema digestivo esté adaptado a esas necesidades
especificas, por lo que es de suma importancia que las sustancias nutritivas, como la
proteina tengan las propiedades adecuadas para su correcto funcionamiento. En el caso de
ingredientes proteicos con procesos previos de industrializacion es necesario tomar en
cuenta los posibles efectos negativos sobre la proteina, los cuales pueden repercutir en su

valor bioldgico para los organismos.



En esta tesis se investigan los efectos sobre el sistema digestivo de camardn de tres fizentes
. L

de proteina: calamar gigante (Dosidicus gigas), hidrolizados de kil (Fuphasia sp.) y de

pescado.

Dado que el calamar es un ingrediente ampliamente reconocido como promotor del
crecimienio en camarones, esie se ha venido utilizando en alimentos comerciales, sin
embargo en México, la produccidn de harina de calamar destinada a alimentos

1 1 1 1 1 hh | ‘4 1 * N } " 1 1 1
balanceados, no se hace con los cuidados requeridos para evitar disminuir la caiidad del
producto, por lo que el primer capitulo se investiga si la harina de calamar producida
comerciaimente cumpie con las expectativas de mejorar el crecimiento del camarén para
lizego continuar con el objetivo principal que es estudiar el efecto sobre el sistema digestivo

de ingredientes que promueven crecimiento acelerado en canarones.

En el primer capitulo la hipdtesis a probar es que la harina de calamar producida
comerciaimenie puede ser usada en alimentos para camaron como un ingrediente que

promueve el crecimiento acelerado.

En el segundo capitulo se estudian los efectos sobre la digestion de camardn cuando se
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alimenta con proteina hidrolizada y harina de calamar gigante (D. gigas) producida en
laboratorio. El objetivo es contribuir al conocimiento de los mecanismos digestivos del
camaron, evaluando algunas respuestas refiejadas en la produccion de enzimas digestivas y
el crecimiento cuando se alimentan con ingredientes que favorecen el crecimiento
acelerado. La hipotesis a probar en este capiiulo es que reemplazando una fraccion de
proteina del alimento balanceado con cualquiera de los ingredientes antes mencionados, se

puede mejorar significativamente el crecimiento y ia digestion de los camarones.

El capitulo 3 tiene el objetivo de evaluar la actividad proteolitica en las heces de los
camarones aiimentados con alimentos adicionados de protieina hidrolizada y calamar
gigante. Se estima que con este método se puede reforzar la informacion obtenida en la

evaluacion de enzimas digestivas en el hepatopancreas de los camarones.



RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO 1
La metodologia y resultados de los experimentos realizados en este capitulo se detalian
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ampliamenie en el articulo: The effect on growih and protein digestibiiity of shrimp
Penaeus stifirostris fed with feeds supplemented with squid (Dosidicus gigas) meal dried

by two diiferent proceses.

Este se encuentra en la seccion de anexos al final de esta tesis y en el cual esta basada esta

parte del trabajo.

Experimento 1

Se llevaron a cabo experimentos de crecimiento con juveniles de camaron azul Perngens
siylirosiris para evaiuar las cuaiidades de 1a harina de calamar producida comercialmente
inchida en los alimentos balanceados para camardn. En el primero de dos experimentos, se
A1 . AND/ P . 4 = ~gos 3 : ]
prepararon 4 alimentos con 40% de proteina que contenian 9, 5, 15 y 25% de harina de
calamar. No se observo mejora en el crecimiento respecto al grupo control (C0) con los
alimentos que contenian calamar (£ > §.05). También se 0bservo una gran vanacion en ios
pesos finales de los diferentes grupos de camarones, por lo que se penso que los resultados
~o11 — . hiid s | s : : 1 1 1
no eran conflables. Esta variacion se atribuyé principaimente al hecho de que los
organismos eran de origen silvestre y por lo tanto su crecimiento no fue homogéneo. Se
disefio un segundo experimento pero ahora con camarones de laboratorio de un mismo

desove, de la especie (Penaeus siylirosiris), parda MINIMzar variaclones entre Organismos.



Experimento 2

Dado que en el primer experimento no se obtuvo la respuesta esperada en el crecimiento de
los camarones alimentados con calamar producido en una planta comercial, se disefio el
experimento utilizando el mismo producto comercial de calamar, pero ahora se incluyé en
el experimento otra harina de calamar fresco producida en el laboratorio y secada a baja
temperatura (50°C), para poder comparar y cemprobar si los resultados anteriores se debian
en parte a que la harina de calamar utilizada no era de la calidad adecuada para la

alimentacion de camarones.

Para diferenciar los dos productos de calamar usados en este ensayo, la harina producida a
baja temperatura y condiciones apropiadas de higiene en el laboratorio se nombré LHSM y
a la harina de la planta comercial secada a alta temperatura y en pésimas condiciones de

higiene se nombro6 HHSM.

Se hicieron cinco grupos experimentales de camarones, dos se alimentaron con alimentos
que contenian 5 y 15% respectivamente de harina de calamar HHSM y otros dos con 5 y
15% respectivamente con harina de calamar LHSM, mas un grupo control alimentado con
un alimento sin calamar. Los alimentos se nombraron 5C, 15C, 5L, 15L y CO
respectivamente. Adicionalmente se evalué la digestibilidad in vivo de los alimentos, para
lo cual se prepararon alimentos con las mismas formulaciones que los mencionados
anteriormente, pero adicionados con 1% Cr;0O; como indicador inherte para la evaluacion

de la digestibilidad de la proteina.

El andlisis de varianza de una via (ANDEVA) mostr¢ diferencias significativas (P< 0.001)
en los pesos promedio finales de los diferentes grupos de camarones. El grupo SL alcanzo
el peso promedio mas alto, mientras que el grupo control (C0) obtuvo el menor peso final.
Esto sugiere que la LHSM favorece el crecimiento solo cuando es suministrada en bajas
concentraciones en el alimento. Adicionalmente también se encontré que la mayor

digestibilidad aparenie de proteina fue obiemda por el grupo 5L (
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Para obtener una mejor explicacion de los resultados se hizo un analisis de varianza de dos
vias donde se probo el efecto de la fuente de harina de calamar y la cantidad adicionada a
los alimentos. Se demostro que el tipo de harina de calamar (HHSM y LHSM) afectaron e!
crecimiento, sobrevivencia y digestion de los camarones (Tabla 6 del primer articulo, P <
0.05). El crecimiento y sobrevivencia de los camarones fuieron afectados negativamente con
15% de harina de calamar sinimportar la fuente. También se observo una interaccion que
afecto el crecimiento de los camarones entre el tipo de harina de calamar y la cantidad
presente en los alimentos, lo que sugiere que el crecimiento de los camarones dependi6 de
la calidad y la cantidad de las harinas de calamar usadas en este experimento. En este caso

el crecimiento fue favorecido con la LHSM a bajas concentraciones en el alimento.

Se han reportado factores de crecimiento para otras especies de calamar (Cruz-R. et al |
1987; 1989; Cruz-S. et al., 1992), pero para el calamar gigante no hay reportes. Sin
embargo en el primer experimento, el crecimiento de los camarones fue independiente de la
concentracion de HHSM en los alimentos, sin embargo estos resultados no se consideraron
concluyentes debido a la gran variacion observada en el crecimiento de todos los grupos
experimentales. En el segundo experimento los alimentos adicionados de HHSM
promovieron menos crecimiento que los adicionados de 5% de LHSM (P >0.05). Estos
resultados indican que el proceso térmico y en general la mala calidad de la harina de
calamar comercial afectaron la calidad nutritiva de la proteina. Por lo tanto para el objetivo
de esta tesis que es investgar los efectos sobre la digestion de los camarones de
ingredientes que promueven un crecimiento acelerado, la harina de calamar de origen
comercial no se considero apropiada, ya que no se obtuvo la respuesta esperada. Por ello la
siguiente parte se desarrolla utilizando solo la harina de calamar producida en el laboratorio

a baja temperatura.

Por otra parte, el grupo alimentado con 15% LHSM creci6 menos que los camarones del
grupo alimentado con 5%. LHSM. Por lo tanto ahora hay una nueva pregunta: ;Por qué 5%

de calamar produjo mayor crecimiento que 15%?
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Hasta este punto puede establecerse que la harina de calamar preparada en laborateric
(LHSM) puede mejorar significativamente el crecimiento de los camarones cuando es
agregada a los alimentos. La razén de que este fendmeno se presente solo a baja

o

concentracion en el alimento se estudia en el siguiente capitulo.

CAPITULO 1T

Efecto de proteina hidrolizada y proteina de calamar sobre la digestion de Penaeus

vannamei.

Los objetivos de este capitulo son estudiar el efecto sobre el sistema digestivo de camarén
de ingredientes proteicos que promueven crecimiento acelerado: calamar y proteina
hidrolizada. Asi como también dar una explicacion sobre porque a menores
concentraciones de estos ingredientes en los alimentos se obtienen mayores tasas de

crecimiento.

La metodologia y resultados de los experimentos realizados en este capitulo se detallan
" ampliamente en el articulo: “Nutritive value of squid and hydrolyzed protein supplement in

shrimp feed” El cual se encuentra en la seccion de anexos

Tomando en cuenta los resultados anteriores se opté por utilizar para los objetivos de este

capitulo, la harina de calamar elaborada en laboratorio (LHSM).

Experimento de crecimiento

Se prepararen 9 alimentos experimentales mas un control. Como base para la preparacién
de los alimentos se us6 un alimento comercial para camaron de 35% de proteina, al cual se
le incorporaron los ingredientes experimentales en tres series de tres alimentos cada una
con reemplazo de 3, 9 y 15% de proteina del alimento comercial por proteina de
hidrolizado de pescado (F3, F9 y F15), hidrolizado de knll (K3, K9 y K15) y harina de
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calamar (SQ3, SQ9 y SQ15). Como alimento control se usé el mismo alimento comercial,

pero molido y repeletizado, el cual se nombro C32.

Los grupos de camarones F3 y F9 crecieron mejor que el grupo control C32 (P <0.05), sin
embargo el grupo F15 no presento diferencias significativas con respecto al control. Lo que
coincide con investigaciones previas realizadas con larvas de peces (Zambonino et al,

1997; Day et al., 1997; Cahu et al. 1999), donde los grupos alimentados con menores

cantidades de proteina hidrolizada tuvieron un mejor desempefio.

Sin embargo este fenomeno no se presento en los grupos alimentados con hidrolizado de
krill. El crecimiento entre estos tres grupos no fue diferente estadisticamente, pero si fue

mayor que el grupo control.

Con respecto a los grupos alimentados con proteina de calamar, se presenté una
disminucion en el peso final en los grupos alimentados con mayores proporciones SQ. El
grupo alimentado con 3% de proteina de calamar fue el mas alto (P < 0.05). El grupo SQ15

no presento diferencias en peso final con respecto al grupo control C32.

Hasta aqui se confirman los resultados encontrados en el segundo experimento del capitulo
anterior: mayor crecimiento de los camarones a bajo contenido de harina de calamar en el

alimento.

Digestibilidad aparente

Se evaluo el coeficiente de digestibilidad aparente (ADC) de la proteina de los alimentos
con 1% Cr;0; en alimentos de igual formulacion que los utilizados para el experimento de
crecimiento. Los camarones del grupo contro! {C32) tuvieron el valor mas bajo (< 70%),
seguido por el grupo SQ15. El grupo K15 mostr6 el mayor valor de ADC (91.8%). En
general todos los grupos mostraron mayor ADC que el grupo control (P < 0.001), lo que
hace pensar que la proteina adicionada a los alimentos contribuy6 a mejorar la

digestibilidad de los mismos.
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Actividad proteolitica

Tomando en cuenta que el hepatopancreas es el 6rgano principal del sistema digestivo de
los camarones y que es en el donde se secretan las enzimas digestivas cuya funcion es
fraccionar la proteina contenida en los alimentos para convertirla en pequefios péptidos y
aminoacidos libres que pasaran a formar nueva proteina que constituira nuevos tejidos. Se
exwrajeron los hepatopancreas de 90 camarones 24 horas después de haber finalizado el
experimento de alimentacion. Se prepararon extractos enzimaticos de hepatopancreas
individuales para posteriormente evaluarles la actividad proteolitica total (con azocaseina
como sustrato) y especifica para tripsina (sustrato, BAPNA) y quimotripsina (sustrato,

SAPNA) utilizando la metodologia de Garcia-Carrefio y Haard (1993.

La actividad proteolitica total mostro diferencias significativas entre grupos (P < 0.05). Los
menores valores de actividad total por hepatopancreas se encontraron en los grupos F15,
K15, SQ9y SQ15. No hubo diferencia entre el grupo control y el resto de los grupos (Tabla
4, segundo articulo). Estos resultados sugieren que mayores concentraciones de proteina
previamente hidrolizada representa menos trabajo para las enzimas proteoliticas, por lo que
es probable que se produzca menor cantidad de enzimas en el hepatopancreas de los
camarones, sin embargo esto no explica porque ocurre también en los grupos alimentados

con calamar.

Con respecto a la actividad de tripsina también se encontraron diferencias significativas
entre grupos (P < 0.05). El grupo F9 presento la menor actividad de todos los grupos y el
grupo SQ15 la menor, el resto de los grupos no presentaron diferencias significativas
respecto al control. Para la actividad de quimotripsina también se encontraron diferencias
significativas entre grupos (P < 0.05), mostrando un patron similar al de los pesos finales,
por lo que hizo un analisis de regresion entre los pesos finales de los camarones y la
actividad de quimotripsina por hepatopancreas, mostrando una correlacion significativa
entre las variables (P < 0.05) a un nivel de confianza del 95%. Se utilizaron logaritmos

naturales (Ln) de los valores de peso y actividad para linealizar la relacion entre las dos
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variables. La ecuacion resultante fue: Ln(Y) = -382747 + 320482 * Ln (X), donde Yesla
actividad de quimotripsina por hepatopancreas y X es el peso final de los camarones. El
coeficiente de correlacion fue de 0.75 y R* = 56.36. Estos resultados sugieren una relacion

directa entre la actividad de la quimotripsina y el crecimiento de los camarones.

En la Tabla I se muestran los pesos promedio de los hepatopancreas (HP) de cada grupo
experimental asi como las actividades total y especificas para tripsina y quimotripsina
expresadas en unidades por HP y por gramo de HP. Se observa que los pesos promedio
menores de HP estuvieron en los grupos F15, K9, K15, y los 3 grupos alimentados con
calamar (SQ) sin diferencias significativas entre ellos. (P< 0.05), también se pueden
agrupar entre los de HP de mayor peso sin diferencias significativas entre elios a los grupos
C32,F3,F9,K3 K9 K15 y SQ3. Por lo que no se aprecia que la actividad enaimatica esté

directamente relacionada al tamaifio del HP.

Tabla 1. Pesos de hepatopancreas (HP) Actividades de tripsina, quimotripsina y total expresada en g/HP y por
HP

°Actividad
°Actividadde  °Actividad de °Actividad de
* Pesode HP ®Actividad  tripsina quimotripsina  ® Actividad de  quimotripsin
Grupo (g)  total (g/HP)  (g/HP) (z/HP) total/lHP  tripsina/HP  a/HP
C32 0.32 46.4° 16.5% 70.6* 145° 54% 23.9 %
F3 0.32° 45.1% 18.9% 70.2% 144°  58< 20.7 %4
F9 0.33% 42.4% 20.6¢ 66.9%° 145° 7.1° 22.5%
F15 0.26° 45.1% 16.5% 63.6° 114> 42° 16.2°
K3 0.35¢ 45.2% 14.9° 70.7%° 159° 52% 24.59%
K9 0.30% 474° 15.5° 87.1° 152° 50°% 28.4°
K15 0.30% 36.4% 14.6® 66.0% 108% 49% 24,1 %%
SQ3 0.30% 49.9° 16.1% 7432 154° 49" 227
sQ  027® 407% 170 77.4% 106> 49" 20.1%
SQi5  0.27* 31.9° 10.3° 39.9° 8.4° 22° 11.2°

* (32 = Grupo control; K3 = 3% hidrolizado de krill; K9 = 9% hidrolizado de krill; K15 = 15% hidrolizado
de krill; F3 = 3% hidrolizado de pescado; F9 = 9% hidrolizado de pescado; F15 = 15% hidrolizado de
pescado; SQ3 = 3% calamar; SQ9 = 9% calamar, SQ135 =15% calamar;

Letras diferentes en 1a misma fila representan diferencias significativas (P < 0.05)

“Una unidad de actividad = absscs x min' x mg' proteina

®Una unidad de actividad para sustrato sintético = Cantidad de enzima necesaria para hidrolizar ymol de
sustrato en 1 minuto.
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SDS-PAGE

Se separaron las fracciones proteicas de los extractos enzimaticos por electroforésis en
geles de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) y las fracciones de actividad de
endopeptidasas por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con sustrato (S-
SDSPAGE) de acuerdo a Garcia-Carrefio et al. (1993) Se inyectaron 20 pg de proteina en
cada carril. La actividad también se analizo usando inhibidores para tripsina y
quimotripsina en S-SDS-PAGE: TLCK, PMSF y EDTA. Las muestras se incubaron con el
de inhibidor una hora antes de ponerlos en los geles de electroforésis, en estos geles se

aplico volumen de enzima equivalente a 15 mU de actividad.

El patron de bandas de la proteina presente en los extractos enzimaticos fue similar para

todos los grupos con variaciones en intensidad de algunas bandas (Fig. 1).

S ————

Fig. 1 SDS-PAGE de extractos de hepatopancreas de los diferentes grupos experimentales.
El primer carril muestra los marcadores de pesos moleculares. L.os demas nombres de cada

carril son como estan explicados en la Tabla L.

Los zimogramas (S-SDS-PAGE) mostraron variacion en el patron de bandas,
principalmente en el area alrededor de los 23-33 kDa (figuras 2-4, areas marcadas con
ovalos). Pareciera que las bandas presentes en esta area disminuyen con la adicion de cada
uno de los tres ingredientes a prueba. Esta misma area no fue afectada por los inhibidores

empleados. Los grupos alimentados con hidrolizado de pescado mostraron bandas brillantes
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correspondientes a proteasas > 66 kDa, no presentes en extractos de otros grupos (Fig. 2).

MW C32 A B C F3AB C F@ A B C FI5A B

Fig. 2. Zimogramas de extractos de hepatopancreas de camarones de los grupos C32 y los
alimentados con hidrolizados de pescado.

Carriles A, B, y C son incubados con inhibidores de proteasas. A= TLCK, B=PMSF,
C=EDTA. C32= grupo control, F3 = 3% hidrolizado de pescado (FH); F9 = 9% FH; F15 =

15% FH.

L > (O : . T
C2 A B C kK3 A B C KO A B C KI5A B C
Fig. 3. Zimogramas de extractos de hepatopancreas de camarones de los grupos C32 y los

alimentados con hidrolizado de kill.
Carriles A, B, y C son incubados con inhibidores de proteasas. A= TLCK, B= PMSF,

C=EDTA. C32= grupo control, K3 = 3% hidrolizado de krill (KH);, K9 = 9% KH; K15 =
15% KH.
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C32 A B C SQ@3A B C S@®9 A B C

Fig. 4. Zimogramas de extractos de hepatopancreas de camarones de los grupos C32 y los
alimentados con hidrolizados de pescado.

Carriles A, B, y C son incubados con inhibidores de proteasas. A= TLCK, B= PMSF,
C=EDTA. C32= grupo control, SQ3 = 3% calamar (SQ); SQ9 = 9% SQ, SQ15 =15% SQ.

La harina de calamar y los dos hidrolizados fueron analizados para actividad proteolitica
residual usando azocaseina como sustrato,. Solo el hidrolizado de krill mostré actividad
proteolitica (0.33 U/ml de actividad proteolitica total). Se separaron por SDS-PAGE al
12% las fracciones proteicas de cada uno de los ingredientes y otros geles para revelar
actividad (S-SDS-PAGE 12% ). No se detecto ackvidad en gel para la harina de calamar y
para el hidrolizado de pescado, pero si para el hidrolizado de krill, por lo que el extracto de
KH se incubd por 6 horas a 50 °C, tomando muestra cada hora, para ver si las enzimas que
contenia eran resistentes.al calor y podrian llegar a estar activas en el alimento. Se observo
que después de 6 horas de incubacion no perdieron su actividad (Fig. 5), por lo que es
probable que la presencia de estas enzmas en los alimentos hayan contribuido para los
buenos resultados de crecimiento que se obtuvieron con los tres grupos alimentados con
KH. Se cree que las enzimas presentes en el KH provengan de enzimas propias del lill, ya
que es un producto liofilizado y por lo tanto puede contener enzimas activas. Sin embargo
no se tiene la certeza de ello, ya que también estas enzimas pueden haber sido adicionadas

al producto para un mejor desempefio en los alimentos balanceados que lo contengan.
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Fig. 5. Zimogramas de extracto de hidrolizado de krill incubado de 0 a 6 horas a 50 °C.

e 1
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Las electroforésis (SDS-PAGE) de FH y KH, mostraron que en los dos hidrolizados la
mayor parte de la proteina soluble son fracciones de menos de 20 kDa (Fig.6, carriles 2 y
3). En el hidrolizado de pescado no se observaron fracciones por arriba de 20 kDa, sin
embargo para el hidrolizado de krill se observan bandas por encima de los 66 kDa, por lo
que se presume un menor grado de hidrolisis (DH%) para este tlmo, lo que puede estar
relacionado con los resultados de crecimiento, ya que la presencia de péptidos de bajo peso
molecular en el hidrolizado de pescado (DH alto)y tal vez hasta aminoacidos libres, pueden

ocasionar menor crecimiento, como se observo en el grupo F15.

El crecimiento de los grupos de camaro6n alimentados con KH se afect6 positivamente tanto
con cantidades bajas como cantidades altas de KH en los alimentos. Esto se relaciona con
un menor grado de hidrolisis y a la presencia de enzimas activas que pueden contribuir a

mejorar la asimilacion de la proteina presente en los alimentos.

Una de las caracteristicas mas importantes en los hidrolizados de proteina, para una buena
calidad nutricional, es el grado de hidrolisis del producto. Para el caso de peces se ha
reportado que altos niveles de aminoacidos libres en los alimentos, puede alterar el ritmo

natural de absorcion en el tracto digestivo (Hardy 1991), lo que induce a absorcion
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prematura de ciertos aminoacidos libres en relacion con la absorcion de aminoacidos que
aun se encuentran en las cadenas polipeptidicas y como resultado ocurre un desbalance en
la absorcion de aminoacidos. También se ha demostrado que la adicion de aminoacidos
libres no ha proporcionado resultados satisfactorios para el crecimiento de camarones, asi
como para algunos animales terrestres (Akiyama, et al. 1991; Fox et al. 1994; Shiau, S.-Y.
1998).

1 2 3 4
Fig. 6. Electroforesis en geles poliacrilamida al 12 % con extractos de hidrolizados y
calamar. Carril 1, marcadores de masa molecular; carril 2, SDS-PAGE de hidrolizado de
krill; carril 3 y 4 SDS- PAGE de hidrolizado de pescado y de harina de calamar
respectivamente.

Es posible la respuesta de crecimiento observada en los grupos alimentados con calamar

sea el resultado de presencia de pequefios péptidos y tal vez aminoacidos libres que se
encuentran en el musculo de calamar mostrados en el gel de electroforesis correspondiente
exwracto de calamar (Fig. 6 carril 4) en las bandas correspondientes a pequefios péptidos por
debajo de los 20 kDa (sefialados por un ovalo), los cuales también podrian ser el resultado
de hidrolisis de la proteina por enzimas endogenas del musculo de calamar (catepsina y

cistein-proteinazas) durante el periodo post-mortem (Ponce et al. 1999). Hay evidencias de
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que la miosina es la principal proteina hidrolizada durante el almacenamiento y es
responsable de la pérdida de calidad del misculo del manto de calamar gigante durante el
almacenamiento (Dublan et al. 2000). Aunque también se sabe que existen péptidos y
aminoacidos libres en el misculo del manto de calamar de algunas especies (Suyama y

Kobayashi, 1980), por lo que pudieran estar los dos factores involucrados en los resultados

del presente experimento.

En base a lo anterior, la presencia de péptidos pequefios y posiblemente aminoacidos libres
en el masculo de calamar, puede ser la explicacion a los resultados de crecimiento
observados en los grupos alimentados con calamar adicionado en los alimentos, similar a
los obtenidos en los grupos alimentados con hidrolizado de pescado, ya que al secar a 50 °C
sin haber cocido previamente el masculo, las enzimas endoégenas pudieron haber hecho su

trabajo sobre el miasculo.

Algunas investigaciones previas han reportado resultados similares a los actuales en
experimentos de alimentacion cuando se ha utilizado calamar como complemento o fuente
unica de proteina, por ejemplo Che-Utama, (1992), reemplazé harina de pescado por
calamar en alimentos para Penaeus monodon. el grupo alimentado con el nivel mas bajo de
reemplazo de harina de pescado por calamar (10%) fue el que crecié mejor que los otros
grupos con reemplazos entre 0-30%. También Lim et al. (1997) reportaron para langosta
americana (Homarus americanus), que de dos tipos de alimento artificial preparado con
mezclas proteicas que incluian entre otros, calamar en distintas proporciones (43 y 35 %
respectivamente), el alimento que produjo mayor crecimiento fue el que contenia menor
cantidad de calamar, sin embargo ninguno de los dos alimentos fue satisfactorio para el
experimento. Otro ejemplo que apoya los resultados obtenidos en este trabajo con los
camarones alimentados con calamar es el de Nair et al. 1995, quienes alimentaron
camarones de la especie Metapenaeus dobsoni en dos grupos, uno con adultos vivos de
artemia y otro con calamar fresco. El grupo alimentado con artemia crecié 84% mas que el

alimentado con calamar.
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Digestibilidad in vitro

Para entender mejor el proceso de digestion de los alimentos adicionados de las fuentes de
proteina experimentales, se evaluo su digestibilidad in vitro, aplicando el método de pH-
stat utilizando los extractos enzimaticos de los hepatopancreas de los camarones de acuerdo
a lo descrito por Ezquerra et al. (1997). Todas las muestras para los ensayos in vitro se
pesaron de acuerdo al contenido de proteina determinado por el método de Kjeldahl.
Después de los ensayos con enzimas de camaron, se evalué el DH de los alimentos
utilizando una mezcla de enzimas comerciales (ver segundo articulo). Se uso cantidad de
muestra equivalente a 0.08 g de proteina para todos los alimentos. Para cada ensayo se
adicion6 un volumen equivalente a 2.5 unidades de actividad enzimatica. El mayor grado

de hidrolisis (DH%») utilizando las enzimas de los camarones se obtuvo para los alimentos
F9 y F15, El menor DH% fue para el alimento control (C32). Cuando se usaron las enzimas
de camaron para hidrolizar caseina, los menores DH se obtuvieron con enzimas de los
grupos F3, k3 y SQ3.

Se investigo la relacion entre el DH% de los alimentos vs. ADC pero no hubo correlacion
cuando se usaron los datos de todos los grupos, pero cuando se separaron los datos de los
grupos alimentados sin proteina hidrolizada, la regresion lineal mostro6 correlacion negativa
en DH vs. ADC de los alimentos con proteina hidrolizada (F3, F9, F15, K3, K9, y K15; R
= 0.5408, P=<0.01), La misma respuesta se observo con las enzimas comerciales, pero

con mejor correlacion (R° = 0.8127, P< 0.01), en el resto de los datos (los alimentos sin
hidrolizados) se observo una tendencia contraria, con pendiente positiva pero sin
correlacion significativa. Es muy probable que este efecto se deba a la presencia de proteina
parcialmente hidrolizada y al hecho de que hay menos enlaces peptidicos que hidrolizar en
los alimentos. Dimes et. al. (1994) concluy6 que el método de pH-stat, no es apropiado para

muestras de alimento con hidrdlisis previa.

El ADC de la proteina en todos los grupos fue mejor cuando se compar6 con el grupo

control, lo que indica que el reemplazo de una pequefia parte de la proteina de los alimentos
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por otra de mayor valor biologico para los camarones, puede mejorar la asimilacion del

alimento.

Los resultados de alimentacion con proteina hidrolizada en camarones concuerdan con
previas investigaciones realizadas en peces y no es recomendado su uso en altas
concentraciones en los alimentos para camaron. Derivado de este estudio se recomienda
adicionar pequeiias cantidades de proteina hidrolizada a los alimentos para camaron.
Ravallec-Ple et al. (2000) reportaron la existencia de ciertas fracciones en hidrolizados de
proteina de pescado, que mostraron contener péptidos biologicamente activos como
factores de crecimiento en cultivos de células, por lo que es importante el estudio de este

tipo de productos en el sistema digestivo de los camarones.

CAPITULO IIi

La digestion de peneidos es un topico que ha sido objeto de muchos estudios. Uno de los
principales parametros que se utilizan para estudiar el sistema digestivo es la actividad
proteolitica de las enzimas digestivas. El método que normalmente se usa para obtenerlas
es haciendo homogenizados del hepatopancreas, que es el 6rgano donde se concentran las

principales funciones digestivas, como es la secrecion de enzimas.

El objetivo de este capitulo es evaluar un método alternativo para medir la actividad
proteolitica del sistema digestivo de los camarones a través de colecta de heces. Se
esperaria que las enzimas digestivas que participan en la digestion estén presentes en las
heces y que se puedan usar para medir la actividad enzimatica que estuvo involucrada en la
digestion. Se relaciona la informacion sobre actividad enzimatica del capitulo anterior con

la que aqui se presenta.
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Actividad proteolitica en heces de camaron.

Adicional al estudio de las proteasas presentes en el tracto digestivo de los camarones, se
midio la actividad proteolitica en las heces, buscando informacion adicional que contribuya
al entendimiento de las respuestas del sistema digestivo del camaron a las diferentes fuentes

y proporciones de proteina suministrada en los alimentos.

Materiales y métodos

Se colectaron heces del estudio de digestibilidad in vivo (descrito en el Capitulo 2 y en el
segundo articulo). Después de haber sido evaluado el ADC, las heces liofilizadas restantes
permanecieron a —20 °C por aproximadamente 8 meses, hasta la realizacion de esta parte

del trabajo.

Extractos enzimaticos

Se prepararon extractos enzimaticos de heces agregando 0.1 g (seco) a 1 ml de agua
destilada. Se agito durante 20 minutos a 25 °C. Posteriormente se centrifugo a 10 000X g
por 10 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se guardo a —20 °C hasta su uso. Se
evaluo la proteina soluble por el método de Bradford (1976) y se determino la actividad
proteolitica total y especifica para tripsina y quimotripsina, tal como se hizo con las

enzimas de camaron en el capitulo 2.

Electroforesis

Se hicieron electroforesis de proteina en SDS-PAGE vy para actividad proteolitica en S-
SDS-PAGE al 15%.
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Para los geles de proteina se puso extracto equivalente a 3 pug de proteina en cada uno de
los carriles. Se revelaron utilizando el protocolo para tincion con plata de Amersham
Pharmacia Biotech (1999). Para los geles de actividad (S-SDS-PAGE) se colocaron

volumenes de extracto equivalentes a 10 mU de actividad en cada carril.

Se analizo la actividad, composicion y clase de las proteasas presentes en las heces en S-
SDS-PAGE usando inhibidores para tripsina y quimotripsina: TLCK 0.001M en HCI
0.001M, pH 3; PMSF 0.2M en DMSO; EDTA 0.2 M pH 8. Las muestras fueron incubadas
con el inhibidor 1 hora antes de ponerlas en los geles de electroforesis en una solucion 1:5

(inhibidor:enzima).

Se hizo un andlisis de correlacion utilizando los logé.ritmos naturales (Ln) de la actividad
total vs. Ln de actividad de tripsina y L» de actividad total vs. Ln de actividad de
quimotripsina en hepatopancreas y en heces. Se usaron logaritmos naturales con la

finalidad de linealizar la funcion y poder aplicar el analisis.

Resultados y discusion
Actividad proteolitica

Se encontraron diferencias significativas en actividad proteolitica total (P < 0.01) en los

extractos de heces de los diferentes grupos de camarones ( Tabla. II)

El valor mas bajo en actividad total fue para las heces del grupo SQ15 y el mas alto para el
grupo SQ3. Los grupos con mayor actividad que el grupo control fueron los grupos SQ3 y
SQ9. Se observo una disminucion en la actividad total de los grupos SQ al aumentar la
harina de calamar en los alimentos. En los grupos alimentados con FH y KH también se
observa disminucion de actividad total al subir mas de 3% la concentracion de hidrolizado

de pescado.



25

Tabla II. Actividad proteolitica total y especifica en heces de camaron.

Grupo Ude Act. Ude U de act. de

total/mg proteina act.Tripsina/mg Quimiotrip-
de proteina sina
C32 6.21 °® 2.90 ¢ 043°
F3 6.48 © 1.92° 047°F
F9 430 0.98® 0.29°
F15 490%> 0.83° 0.34°
K3 6.81 % 0.85° 046 ¢
K9 5.05 b 0.79° 0.35°
K15 5.62 %f 1.97° 0.38¢
SQ3 925 2.13° 0.58"
SQ9 7.98% 3.08 ¢ 0.54 8
SQI5 3.38° 1.57° 0.21°

Con respecto a la actividad de tripsina en heces también se observaron diferencias
significativas (P < 0.01) entre los grupos. El grupo control y el grupo SQ9 alcanzaron la
mayor actividad, mientras que las menores se observaron para los grupos F9, F15, K3 y K9.
No se observo un patron de aumento o disminucion de acuerdo a las concentraciones de los
ingredientes a prueba. La actividad de quimotripsina fue menor en las heces del grupo

SQ15 y la mayor para el grupo SQ3. Se observo que para los grupos alimentados con KH 'y
SQ hay una disminucion en la actividad al aumentar el ingrediente en el alimento. Para los

grupos de FH no se observa un patron similar.

No se encontr6 ninguna relacion entre actividad total y tripsina tanto para heces como para
hepatopancreas (P > 0.1), sin embargo para actividad total vs. actividad de quimotripsina se
obtuvo una alta correlacion tanto en hepatopancreas como en heces.(P < 0.01, Figs. 7y 8).
Sin embargo la correlacion fue mas alta para las enzimas de heces que en hepatopancreas
(R*=0.97 y 0.62 respectivamente), lo que sugiere que la actividad de la tripsina puede ser
una parte fija de la actividad enzimatica total, o bien una fraccion variable pero que no esta
asociada a la actividad total y que la quimotripsina puede ser modulada de acuerdo a las
caracteristicas de la proteina del alimento y una porcion fija relativa a la actividad
proteolitica total. Esta posibilidad es explicada porque la tripsina no varia de acuerdo a la

actividad total como lo hace la quimotripsina. Esta relacion es mas evidente en las enzimas
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de heces que en las de HP, posiblemente porque cuando se homogeniza el HP se liberan
enzimas y posiblemente inhibidores que en condiciones naturales no estarian alli, mientras
que en las heces las enzimas existentes fueron secretadas por el tracto digestivo y existe la
posibilidad de que la informacion relativa a actividad enzimatica tenga menos variaciones
en las heces que en el hepatopancreas. Sin embargo también en las heces puede haber
fuentes de variacion, ya que mientras se encuentran en el agua puede haber pérdida de

enamas, asi como produccion enzimatica de bacterias.
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Fig. 7. Analisis de correlacion de Ln (logaritmo natural) de actividad total vs. Ln actividad
de quimotripsina en extractos enzimaticos de heces de camarones.

En los presentes resultados puede haber involucrada alguna interferencia por actividad
bacteriana, sin embargo como todas las heces estuvieron el mismo tiempo aproximado de
permanencia en el agua, se esima que si hay contribucion de actividad enzimatica por parte
de bacterias esta puede ser un factor de la misma magnitud en las heces de todos los
grupos. En este sentido habra que hacer mas investigacion para determinar la confiabilidad
de este método como alternativo de estudio para las enzimas del tracto digestivo de los

camarones.
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Fig. 8. Analisis de correlacion de Lr (logaritmo natural) de actividad proteolitica total vs.
Ln actividad de quimotripsina en extractos enzimaticos de hepatopancreas de camarones.

Electroforésis

Los geles de electroforesis para heces mostraron un patron similar de bandas para proteina
(Fig. 9) al igual que ocurri6 con los extractos de hepatopancreas (Fig. 1). Lo que indica que
no hay cambios importantes en proteina soluble tanto en heces como en hepatopancreas
entre los grupos experimentales. Lo mismo ocurrié con los zimogramas de heces, todos

muestran un patrén similar de actividad proteolitica (Fig. 10).

Con la finalidad de hacer comparaciones, en la Fig. 11, se presentan zimogramas de HP y
heces del grupo C32 (carriles 2 y 7 respectivamente), ya que el patron de bandas en heces
fue muy parecido solo se presentan los zimogramas de inhibicion de este grupo. En el carril
3 de esta figura se observa que la inhibicion para tripsina con TLCK en extracto de
hepatopancreas ocurre a partir de los 23 kDa, mientras que en el extracto de heces se
observa inhibicion solo por debajo de los 16 kDa (carril 8). Los carriles 4 y 9 contienen HP
y heces respectivamente con inhibidor PMSF que presenta desaparicion de bandas en areas
similares en ambos carriles. Los carriles 5 y 10 con EDTA mostraron mas inhibicion en HP
que en heces. Es necesaria mas investigacion para determinar las diferencias en patrones de

inhibicion entre las enzimas de heces y las de hepatopancreas.
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Fig. 9. SDS-PAGE al 15% de extractos de heces de camarones y un hepatopancreas.
Carrill, marcadores de masa molecular, carriles 2-11: C32, F3, F9, F15, K3, K9, K15, SQ3,
SQ9 y SQ15 respectivamente; carril 12, extracto de HP. Se muestran con flechas las bandas
de proteina en HP que se conservan en los extractos de heces.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Fig. 10. S-SDSPAGE al 12% de extractos de heces. Carril 1, Marcadores de masa
molecular; carriles 2-11, C32, F3, F9, F15, K3, K9, K15, SQ3, SQ9, y SQ15
respectivamente.



29
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Fig. 11. Inhibicion en S-SDS-PAGE al 15% de extractos de HP (carril 2) y heces de
camarones (carril 7). Carril 1 y 6, marcadores de peso molecular; carriles 3, 4, y 5, extracto
de hepatopancreas mas TLCK, PMSF, y EDTA respectivamente, carriles 8, 9,y 10,
extractos de heces mas TLCK, PMSF y EDTA respectivamente.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

Como conclusion general puede establecerse que el sistema digestivo de los camarones
necesita proteina de caracteristicas especificas para una mejor asimilacion y como resultado
mejores tasas de crecimiento. También es necesaria mayor investigacion para entender
cabalmente los mecanismos de asimilacion del sistema digestivo. Puesto que se observo
correlacion entre el crecimiento de los camarones y la actividad de la quimotripsina, es
probable que este sea un parametro que se pueda seguir para evaluar calidad de alimentos
para camaron. Sin embargo habra que hacer mas investigacion para confirmar estos

resultados.

El calamar gigante (D. gigas) posee propiedades que estimulan el crecimiento acelerado en
los camarones y 3% de proteina de este ingrediente en el alimento demostro ser suficiente.
Sin embargo se recomienda seguir investigando sobre las propiedades de este ingrediente
sobre el sistema digestivo de los cz;marones, ya que se evidencian limites para su inclusion

en alimentos y que produce un efecto contrario cuando se administra en exceso.
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Se recomienda investigar hidrolizados de calamar de distintos DH%, en alimentos para

camaron, asi como los extractos solubles del musculo.

Se recomienda mejorar el proceso de produccion de harina de calamar, evitando el calor
excesivo al secar el producto y la putrefaccion de la materia prima antes del proceso para

obtener un producto que realmente promueva el crecimiento.

Los hidrolizados de proteina son una buena fuente alternativa de proteina que se puede usar
como complemento en los alimentos para organismos acuaticos. Sin embargo hace falta
mas investigacion referente al grado de hidrolisis adecuado para que sea apropiado como
complemento alimenticio de camarones y sobre todo determinar los niveles adecuados que

se pueden incluir en alimentos para camaron.

Se concluye que la informacion obtenida de las enzimas digestivas es importante, sin
embargo hace falta mejorar las técnicas para evaluar la actividad de proteasas en el sistema
digestivo de los camarones, la técnica en heces atin necesita mas investigacion para que sea
considerada como un método alternativo. Sin embargo los resultados de actividad y la
presencia de patrones de bandas parecidos en los geles de electroforesis con extractos de
heces y HP, mostraron que los extractos enzimaticos de heces pueden reflejar lo que ocurre

en el hepatopancreas de los camarones.

Se recomienda analizar las actividades de exopeptidasas tanto en hepatopancreas como en
heces para estudios posteriores ya que pueden ayudar a una mejor explicacion de los

resultados.

También se recomienda que para evaluar el DH% en pH-stat con proteina previamente
hidrolizada, se evaliie el DH% de la proteina hidrolizada con el OPA, antes y después del
ensayo, para validar los resultados y determinar el error introducido al utilizar proteina

previamente hidrolizada.
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