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Resumen

El robalo blanco (Centropomus undecimalis, Bloch) es un pez marino de alto valor comercial en el Sureste de
México, por lo cual ha sido sobreexplotado mermando sus poblaciones. De esta manera, se han iniciado los
estudios para desarrollar su cultivo, donde el entendimiento de la fisiologia digestiva permitird implementar
alimentos artificiales que logren mejorar el crecimiento y supervivencia durante su cultivo. El objetivo de esta
investigacion es evaluar la capacidad digestiva de C. undecimalis utilizando técnicas bioquimicas y
moleculares. Se tomaron muestras de larvas y juveniles de C. undecimalis para realizar diversos estudios
sobre los cambios de las enzimas digestivas (proteasas, lipasas, amilasas y fosfatasas) y su expresion
molecular (tripsina, lipasa y ubiquitina), la caracterizacién de proteasas por medio de técnicas bioquimicas y
electroforéticas, asi como la digestibilidad in vitro de ingredientes y alimentos artificiales usando el método
de pH STAT. El pH 6ptimo de proteasas &cidas se encuentra en 2 con alta estabilidad entre 2 y 8, mientras
que la temperatura 6ptima es de 75°C con altas estabilidades de 25 a 55°C, la cual fue inhibida en 86% con
pepstatin A. Para las proteasas alcalinas el éptimo de pH y temperatura fueron de 7 a 11 y 65°C
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respectivamente, mostrando una elevada resistencia a los cambios de pH y temperatura (4-10 y 35-65°C
respectivamente). Estas proteasas se inhibieron con PMSF (60%), ovoalbimina (59%), SBT1 (41%), TLCK
(68%), y TPCK (17%), indicando la presencia de serina proteasas, mientras que las metalo proteasas se
inhibieron en 40% con EDTA y 85% con 1-10 fenantrolina. EI grado de hidrdlisis de ingredientes proteinicos
mostré que la harina de jaiba, sardina, puerco y sangre de res tienen altos valores para las fases acidas y
alcalinas, ademas que la liberacion de aminoacidos fue mayor con la harina de sardina para la fase acida y del
hidrolizado de pescado para la fase alcalina. Durante la ontogenia inicial, la tripsina, quimotripsina, L-
aminopeptidasa, carboxypeptidasa A, lipasa, amilasa y fosfatasas estan presentes desde la absorcion del vitelo
(1 dias post-eclosion, dpe), mostrandose dos picos de actividad entre los 12 y 25 dpe. La Pepsina fue
detectada del 34 dpe en adelante. Los zimogramas muestran dos bandas, la primera (26.1 kDa) a los 25 dpe, y
la segunda (51.6 kDa) a los 36 dpe. El zimograma de proteasa &cida muestra dos bandas (0.32 y 0.51 rf’s) a
los 34 dpe. Finalmente, a partir de tejidos de juveniles se lograron amplificar los genes de tripsina, lipasa y
ubiquitina, los cuales muestran altas similitudes (>85%) con los mismos genes de otros peces al utilizar el
BLAST. De esta manera, el conocimiento de la fisiologia digestiva de C. undecimalis es similar a la de otros

peces marinos de habitos alimenticios carnivoros.
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Introduccion

Piscicultura marina

La acuicultura es una actividad que esta creciendo de manera rapida en el mundo, como
consecuencia de la gran demanda que existe en el mercado mundial, por lo que esta
actividad ha cobrado mayor interés en los ultimos afios. En el caso del cultivo de peces
marinos representada por el salmén del Atlantico (Salmo salar, Linnaeus) como la especie
de mayor produccion tuvo un incremento de 1999 al 2007 de casi un 100% pasando de
805,616 toneladas a 1°433,708 toneladas respectivamente. (FAO, 2010).

Por otra parte, en la region Sureste de México, el cultivo de peces marinos es una actividad
incipiente, la cual se ha dado por la engorda comercial de la cobia (Rachycentron canadum,
Linnaeus) a nivel privado. Sin embargo, que desde hace varios afios se han iniciado los
estudios para realizar el cultivo de diversas especies de peces donde la familia de
Centropomidos es uno de los grupos de mayor demanda, por lo cual ha sido sobreexplotado
mermando sus poblaciones naturales. De este conjunto de especies, C. undecimalis es una

de las mas importantes desde el punto de vista acuicola por diversos factores.

Biologia y distribucion del robalo blanco

El robalo blanco C. undecimalis, es un miembro de los peces tropicales de la familia
Centropomidae (Tucker Jr. & Campbell, 1998; Tucker Jr., 2003) que se ubica dentro del
grupo de especies marinas con mayor potencial de cultivo (Alvarez-Lanjonchére & Taylor,
2003; Tucker Jr., 2003), en latitudes tropicales y subtropicales, del Norte de América
Central y América del Sur, distribuyéndose desde Carolina del Norte hasta Rio de Janeiro
Brasil, (Alvarez-Lajonchére & Taylor, 2003) incluyendo Bahamas, el Golfo de México y
algunas Islas de las Antillas y se ha reportado que llega a pesar hasta 25 kilogramos, con

una longitud de hasta 1 metro (Seaman & Collins, 1983).
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Esta especie alcanza la madurez sexual entre los 4 y los 6 afios de edad (Alvarez-
Lanjonchére & Taylor, 2003). Su importancia comercial se debe a la consistencia firme,
blancura, sabor y aroma delicado de su carne blanda, que lo hacen una fuente importante de
alimento para las ciudades de Sur y Centroamérica (Tringali & Bert, 1996), siendo por esto
una de las especies nativas mas importantes a lo largo de la linea costera del Golfo de
México, principalmente, Tabasco y Campeche (Sanchez-Zamora et al., 2002).

Desde el puento de vista de su fisiologia es un pez eurihalino, protandrico hermafrodita
(Lowerre-Barbieri et al., 2003) de hébitos carnivoros, localizado en estuarios y rios durante
el invierno, las cuales tienen fuentes permanentes de agua dulce que se unen al mar
(Tringali & Bert 1996), los adultos migran durante el verano al mar donde llevan a cabo los
desoves a temperaturas entre 25-31°C (Tucker Jr. & Campbell, 1998; Tucker Jr. 2003), ya
que el esperma se activa s6lo en aguas salinas, realizando el desove asincrono pelégico

desde mayo a septiembre en las bocas de rios, entradas y canales.

Importancia de los Centropdémidos para la acuicultura

Las especies de la familia Centropomidae son capturados en grandes cantidades a lo largo
de la linea costera del Golfo de México y Estados Unidos, siendo utilizados para pesca
deportiva (Roberts Jr., 1987; Taylor et al., 2001) y alimenticia (Alvarez-Lanjonchére, 2001)
en Florida y Sur de Texas, exportandose desde Sudamerica a los Estados Unidos. Por su
parte, en el Estado de Tabasco es el segundo mayor productor pesquero de este pez, siendo
superado solo por el estado de Campeche, donde se lleva a cabo un sistema de acuicultura
para esta especie, mediante la captura de juveniles del medio natural, y son llevados a
etapas de crecimiento y engorda bajo condiciones controladas. A partir de 1999 Tabasco
presentd un incremento considerable en la captura del robalo, logrando alcanzar una
captura anual de casi las 3,000 toneladas de este pez para el afio 2003 en Tabasco, y en
México ese afio se presentd una pesca total de 9,750 toneladas. Estos altos niveles de

captura, son el resultado de un incremento en el numero de pescadores de la region, la
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importancia alimenticia, su alto valor en el mercado y su facil acceso. No obstante, el
volumen de la produccion pesquera de México fue de 8,439 toneladas, mientras que en
Tabasco el volumen de la produccién en peso desembarcado y vivo fue de 2,890 toneladas
(SAGARPA, 2004).

De esta manera, se requieren de investigaciones si se pretende implementar el cultivo
completo de esta especie; de esta manera, se han realizado algunos estudios, entre los que
destacan los realizados por Lau & Shafland (1982), sobre el desarrollo larval mostrando un
incremento de longitud de 2,1mm en 36 horas y un incremento gradual de crecimiento
desde 0,15-0,50 mm/dia en robalos entre 2,2-3,5mm, con desarrollo similar a otros
centropdmidos. La revista Northeas Gulf Science (1986), indica que en los primeros dos
dias de eclosion se forma una boca funcional con capacidad de adquirir el alimento;
mientras Roberts Jr. (1987), reporta un 100% de mortalidad larvaria con huevos obtenidos
mediante induccion hormonal dando como limitantes al fotoperiodo y a la temperatura.
Tucker (1987), propone un esquema basico de alimentacion para larvas y juveniles con
alimentos balanceados y alimento fresco, donde los alimentos de atun y trucha presentaron
los mejores indices de crecimiento en estanques rusticos. También reporta desoves en las
costas del Este Central de Florida, durante finales de la primavera y el verano (octubre a
febrero) (Tucker & Campbell, 1988).

Wallace et al. (1993), reportaron que el estrés por captura y traslado afecta los foliculos,
alcanzando hasta el 100% de anormalidad en los foliculos, sin embargo Taylor et al.
(2001), reportan un efecto nulo, del estrés por captura sobre la mortalidad. Alvarez-
Lajonchére (2001), resalta la importancia de la inclusion de esta especie a la acuicultura,
mas tarde Lowerre- Barbieri et al. (2003), publican que estos organismos son capaces de
desovar después de la captura, no encontrando niveles de atresia en el ovario, como suele
producirse en otras especies donde se finaliza prematuramente el desove. Tucker Jr. (2003),

indica que la temperatura 6ptima de desove es entre 22-23°C y el crecimiento larval 6ptimo

Alvarez, A. et al. 2010. Avances en la fisiologia digestiva del robalo blanco (Centropomus undecimalis) en Tabasco, México. En: Cruz-Suarez, L.E.,
Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J. (Eds), Avances en Nutricién Acuicola X -
Memorias del Décimo Simposio Internacional de Nutricion Acuicola, 8-10 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L., México.

ISBN 978-607-433-546-0. Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Monterrey, México, pp. 98-231.



103

es a temperaturas entre 25-29°C, presentandose mortandad de juveniles a 10 y 35°C,

presentando un crecimiento 6ptimo a temperaturas de 28°C.

Alvarez-Lajonchére & Taylor (2003), reportan costos en produccion de alimentos
balanceados para la produccién de juveniles entre 14 a 16% mientras la produccion de
alimento vivo es entre 26 a 37% del total de la produccion. Zarsa-Meza et al. (2006 a y b),
realizaron el cultivo del robalo blanco en conjunto con el robalo chucumite (Centropomus
parallelus, Poey) obteniendo buenos resultados de crecimiento, al ser alimentados con

tilapia.

Una de las mayores limitantes para el cultivo de una especie es la nutricién, ya que si la
calidad, cantidad y el suministro de alimento no son los adecuados se elevan los costos de
alimentacion, infraestructura, labor y energia (Koven et al., 2001b), lo cual puede llegar a
representar hasta el 60% del costo total de produccién en acuicultura (Tacén, 1993), por lo
que se hace necesario desarrollar alimentos balanceados que sostengan adecuadamente el
crecimiento de los juveniles (Hardy, 1989; Steffens, 1989; Ma et al., 2005). Ante la
problemética del cultivo de esta especie, se ha comenzado con los estudios basicos
relacionados con el proceso de obtencidén de nutrientes del sistema digestivo durante la
crianza del robalo blanco. Los alimentos en acuicultura estan basados primordialmente en
el contenido proteinico, utilizandose concentraciones en 60-70% de proteina (Sunde, 2006),
especialmente para especies carnivoras que tienen una alta actividad enzimatica para digerir
este tipo de dietas (Catacutan & Coloso, 1995; Donovan et al., 2004).

Problemética de la produccién de alimentos acuicolas

El pescado es uno de los principales constituyentes en la alimentacion humana por ser una
fuente importante de proteinas y la forma de obtencion de este recurso es la pesca, sin

embargo la FAO (2006), indica que alrededor del 50% de los recursos pesqueros marinos
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mundiales estan totalmente explotados, el 25% estan sobreexplotados y alrededor del otro
25% parece que podrian soportar una tasa mayor de explotacion. Esto indica la necesidad
de encontrar nuevas alternativas de produccion acuética, donde el cultivo de peces marinos

parece ser una buena solucion al ser una fuente importante de proteinas.

Por otro lado, la harina de pescado es la fuente mas importante en la elaboracion de
alimentos balanceados, por lo que desde hace algunos afios, se estan buscando otras fuentes
proteinicas alternativas para su elaboracion, con la finalidad de reducir los costos de
produccién (Cérdova-Murueta & Garcia-Carrefio, 2002). Algunas de estas fuentes, como
por ejemplo la harina de soya, presentan componentes antinutricionales al poseer
inhibidores de tripsina (Ezquerra et al., 1997; Alarcon et al., 2001b), reduciendo la
digestibilidad en el pez. Es necesario entonces conocer la fuente apropiada, que debe ser
utilizada en la elaboracion de la dieta del pez. Para determinar estas fuentes proteinicas, es
necesario realizar estudios sobre fisiologia digestiva, apoyados en analisis sobre la
actividad enzimatica digestiva del pez, que ayuden a mejorar la nutricion animal.

La formulacion y fabricacion de los alimentos se basan en la determinacién de los anélisis
proximales de los ingredientes que cuantifican el contenido de los nutrientes con los que se
fabrican los alimentos, pero que no ofrecen informacién sobre las cantidades de nutrientes
requeridas por el organismo. Una aproximacién que permite valorar la capacidad digestiva
de los organismos es la utilizacion de métodos “in vivo”, donde se determinan pardmetros o
indices relacionados con el grado de aprovechamiento de las dietas, en relaciéon con el

nutriente que las compone.

Todos estos ensayos resultan costosos, tediosos y largos debido a la necesidad de
instalaciones adecuadas, mantenimiento de los animales y el anélisis de éstos y sus
excretas. Otro método es el empleo de marcadores no digeribles (como el 6xido de cromo),
para determinar la digestibilidad in vivo, el cual conlleva algunos problemas dando

solamente una medida indirecta de la digestibilidad, resultando complicado debido al lento
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crecimiento de las especies, la dificultad de recolectar las heces en el medio acuatico y la
influencia de los niveles de inclusion de éstos sobre el aprovechamiento de algunos
combustibles (March et al., 1985; Shiau & Liang, 1995).

Recientemente se han realizado pruebas de alimentacién mediante el empleo de técnicas
mas efectivas para medir el valor nutritivo de los alimentos, como es el caso de pH STAT
(Avalos-Sanchez, 2006). EI pH STAT es una herramienta que simula mediante la
digestibilidad in Vitro las condiciones del tracto digestivo de los organismos tomando en
consideracién el pH, la temperatura y el tiempo de residencia del alimento (Grabner, 1985),
ayudando a determinar la fuente alimenticia con mayor grado de degradacion por la accién
de las proteasas digestivas del organismo en estudio, permitiendo seleccionar ingredientes
digeribles y biodisponibles que hagan mas eficientes las dietas (Moyano et al., 1998;
Alvarez-Gonzalez, 2003).

Estos estudios son rapidos y permiten una observacién aproximada de la ruptura de enlaces
peptidicos usando cantidades pequefias de material crudo (Ezquerra et al., 1997),
prediciendo la habilidad de una especie para asimilar diferentes nutrientes proteinicos
otorgados en la dieta (Garcia-Carrefio et al., 2002; Fu et al., 2005; Furné et al., 2005), lo
cual esta estrechamente relacionado con la actividad de las enzimas disponibles (Moyano et
al., 1998; Fu et al., 2005). Segun Bleir et al. (2002), una variacion en las cantidades de
enzimas digestivas, puede causar cambios en el crecimiento del pez, como anormalidades o

un aumento en la tasa de crecimiento.

La asimilacién de nutrientes explica entonces la digestibilidad del nutriente (Kolkovski,
2001), y la capacidad digestiva del pez (Kumar et al., 2005). Si la proteina del alimento no
es la apropiada para los requerimientos fisiologicos del organismo esta no puede ser

completamente asimilada (Cérdova-Murueta & Garcia-Carrefio, 2002), siendo entonces la
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eficiencia del alimento determinada por la funcion de sus aminoacidos esenciales
(Nankervis & Southgate, 2006).

En este sentido, si se pretende incluir al robalo blanco en la acuicultura, se requiere realizar
estudios minuciosos sobre su fisiologia digestiva, para comprender desde los aspectos
béasicos de su fisiologia, hasta la aplicacion tecnologica, para determinar los ingredientes
proteinicos adecuados para la formulacion de alimentos balanceados que sostenga el
crecimiento de juveniles una vez terminado el proceso de adaptacion a un alimento
artificial (Ma et al., 2005).

En México existe una gran cantidad de especies acuaticas de importancia comercial para la
acuicultura, sin embargo, el desarrollo de esta actividad se ha visto limitada por diversos
factores, entre los cuales destaca la carencia de estudios respecto a las especies nativas de
importancia comercial. Tabasco es un estado con potencial para la acuicultura, siendo el
robalo la especie de mayor importancia econdémica en el mercado mexicano, que es
abastecido exclusivamente por la pesca artesanal. Por ello, es necesario realizar estudios de
aspectos nutricionales que nos garanticen el éxito de su cultivo. En base a esto, son
necesarios los estudios enzimaticos para determinar las mejores formulaciones dietarias que
aumenten la supervivencia y la tasa de produccién, haciendo sustentable el cultivo.

Los investigadores del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la Division Académica de
Ciencias Bioldgicas, de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, han desarrollado las
bases para el cultivo de especies endémicas de la regiébn como son: el pejelagarto
(Atractosteus tropicus, Gill), Tenguayaca (Petenia splendida, Gunther), castarrica
(Cichlasoma urophthalmus, Gunther) y paletas (Vieja bifasciata, Steindachner y V.
synspila, Hubbs), contando con la infraestructura necesaria para realizar los estudios de
nutricion y produccion de juveniles de robalo en colaboracion con los investigadores de la
Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion del la UNAM en Sisal, Mérida. En

la presente investigacion, el objetivo general es caracterizar y evaluar la capacidad
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digestiva de larvas y juveniles de C. undecimalis usando técnicas biogquimicas y

moleculares a fin de disefiar alimentos balanceados para estas etapas.

Antecedentes

Enzimas digestivas

En el proceso de digestion, la proteina del alimento es hidrolizada por las enzimas
digestivas (Garcia-Carrefio et al., 1997), las cuales catalizan la reaccion de hidrdlisis
incrementando la velocidad de la reaccion. La mayor parte de los catalizadores bioldgicos
son proteinas, las cuales estan clasificadas por la Comision de Enzimas (EC) de la Unién

Internacional de Bioquimica en seis grandes grupos (Lehninger, 1984; Mathews & Van

Holde, 1998):

1. Oxido reductasas: que catalizan reacciones de oxidacion-reduccion.

2. Transferasas: que catalizan transferencias de grupos funcionales de una molécula a
otra.

3. Hidrolasas: que catalizan rupturas hidroliticas.

4. Liasas: que catalizan eliminaciones de un grupo o adiciones a un grupo a un doble

enlace, u otras rupturas que implican un reordenamiento electronico.

5. Isomerasas: que catalizan reordenamientos intramoleculares.

6. Ligasas: que catalizan reacciones en las que se unen dos moléculas.

Son de particular interés para esta investigacion las enzimas digestivas, muchas de ellas
pertenecen al grupo 3 y se han dividido en los siguientes grupos en funcién del tipo de

nutriente que hidrolizan.

Las proteasas

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos que forman

la estructura primaria de las proteinas y se encuentran presentes en muchos organismos
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(Dixon & Webb, 1979). Estan implicadas en procesos como la digestion de proteinas, la
activacion de proenzimas y prehormonas entre otros (Stroud, 1975). La clasificacion de las
proteasas, al ser hidrolasas especificas de enlaces peptidicos, se agrupan bajo el cddigo EC
3.4. Dentro de ellas, existen dos subgrupos: las exopeptidasas, que hidrolizan enlaces
peptidicos entre aminoacidos terminales (extremo amino o carboxilo de la proteina), y se
agrupan bajo la categoria EC 3.4.11-19. Las endopeptidasas, hidrolizan enlaces peptidicos
internos que pertenecen a la categoria 3.4.21-24. Asimismo, se clasifican de acuerdo a su

mecanismo de accion, donde se reconocen 4 grupos principales:

1. Serina-proteasas (EC 3.4.21): poseen un grupo serina en el centro activo, asi como
histidina y &cido aspartico.

2. Cisteina-proteasas (EC 3.4.22): se caracterizan por la presencia del grupo cisteina (-SH)
en su centro catalitico.

3. Proteasas acidas o Asparticas (EC 3.4.23): poseen la presencia de &cido aspartico en el
centro activo, y maxima actividad a pH &cido.

4. Metal-proteasas (EC 3.4.24): tienen un residuo de acido glutamico en el centro activo, y
requieren de un cation divalente (Zn, Ca o Mg) para catalizar la hidrélisis del enlace
peptidico.

Para profundizar en la clasificacion se han propuesto 6 grupos en funcion de su secuencia
aminoacidica (Tabla 1), las cuales comparten hasta un 50% de esta secuencia (Dumermuth
etal., 1991).
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Tabla 1. Clasificacion de proteasas. Tomada de Alarcon (1997) y modificado de Neurath

(1989).
Clase Enzima Origen

Serina | tripsina Péancreas
quimotripsina Péancreas

Serina Il subtilisina Bacillus subtilis

Cisteina papaina Papaya latex
quimopapaina Papaya latex
ficina Ficus latex
bromelaina Ananas comosas
catepsina B varios tejidos

Acidas pepsina jugo gastrico
quimosina jugo gastrico (ind. jovenes)
catepsina D Higado, bazo

Metal | carboxipeptidasa A Pancreas bovino

Metal 11 termolisina Bacillus themoproteolyticus

Dentro del grupo de las endoproteasas se encuentran la pepsina (EC 3.4.23.1), gastricina
(EC 3.4.23.3) y la quimosina o renina (EC 3.4.23.4) que son proteasas acidas presentes en
el jugo géstrico de muchos organismos. De éstas, la proteasa acida mas importante es la
pepsina, la cual es una enzima aspartica que hidroliza a su méaxima capacidad cuando se
encuentra a pH acido (2) y requiere que el residuo 2 de la cadena peptidica sea fenilalanil,
tirosil o triptofanil. Este tipo de enzimas han sido purificadas con bastante éxito a partir de
extractos derivados de vacas, pollos y peces. En el intestino de muchas especies se ha
detectado otro tipo de enzimas que funcionan a pH alcalino como la tripsina (EC 3.4.21.4.)
y la quimotripsina (EC 3.4.21.1) que son producidas en el pancreas y secretadas en forma
inactiva al lumen del intestino. Estas enzimas pertenecen a la familia serina proteasa, una
familia caracterizada por un triada Unica de aminoacido sumamente catalitica conservada

(histidina, &cido aspartico y serina) (Sunde, 2006), y son del grupo de las endopeéptidasas,
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siendo las mas ampliamente estudiadas, ya que participan fuertemente en la digestion de

proteinas en todos los animales.

Por supuesto no son las Unicas y existen muchos tipos que también estan involucradas
dentro de este proceso, como la Leucin-alanin peptidasa ubicada en el citosol de los
enterocitos y las enzimas intestinales de las membranas de borde de cepillo de los
enterocitos, como son: la leucina aminopeptidasa, y-glutamil transpeptidasa, la fosfatasa
alcalina y la maltasa, aunque en menor porcentaje. La tripsina es una endopeptidasa que
tiene la capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos cuando el residuo 1 esta conformado por
arginina o lisina. Mientras que la a-quimotripsina es capaz de hidrolizar enlaces peptidicos
cuando el residuo 1 contiene tirosina, fenilalanina o triptéfano (Whitaker, 1994). También
actla sobre amidas y ésteres, requiriendo iones Ca?* para mantener su estabilidad
estructural (Applebaum et al., 2001). La tripsina es secretada de manera inactiva en forma
de tripsinogeno y se activa mediante el retiro de una secuencia corta de aminoacido en la
parte final carboxilica, por el rompimiento entre una lisina o el residuo arginina y un
residuo isoleusina. Este paso es facilitado por la accion de la enteroquinasa o por la ya
activada tripsina luminal. Una vez activada la tripsina, esta provoca una cascada de

activacion de otras proenzimas (Sunde, 2006).

Las catepsinas son enzimas relacionadas con los procesos de digestion intracelular. En el
caso de las exoproteasas, se pueden mencionar las aminopeptidasas (EC 3.4.11) las cuales
catalizan la hidrolisis de los restos aminoacidicos, concretamente desde el extremo amino
de un péptido. Se clasifican en funcién de los requerimientos de iones metalicos (Mn?*,
Mg®*, Zn®* 0 Co?") y la especificidad por determinados dipéptidos (Behal et al., 1965).
Entre sus diversas funciones destacan: la maduracion del sistema digestivo, degradacion
terminal de proteinas, regulacion hormonal y control del ciclo celular. En el caso concreto
de la leucina aminopeptidasa, se ha relacionado su nivel de actividad en la membrana de

los enterocitos con el estado nutricional de los organismos en estadios iniciales. Las
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carboxipeptidasas son enzimas que liberan residuos aminoacidicos del extremo
carboxiterminal de los péptidos y proteinas. Se conocen dos familias de carboxipeptidasas:
las serina carboxipeptidasas (EC 3.4.16), que contienen un residuo de serina en su
centro activo y las métalo carboxipeptidasas (EC 3.4.17), que requieren de iones Zn para

ser activas.

Fisiologia digestiva en peces

Los peces se pueden dividir en dos grandes grupos segun el proceso digestivo por medio
del cual adquieren sus nutrientes, en el primer grupo estarian los peces agastros, que no
cuenta con un estdbmago realizando solamente la digestion intestinal, pasando el alimento
directamente del esofago al intestino donde se da una alta adsorcién pinocitica de
macromoléculas proteinicas parcialmente digeridas por las células epiteliales del tubo
intestinal. Estos peces por lo general son peces omnivoros con tendencia inclinada hacia
herbivoros, compuestos principalmente por los ciprinidos. En el segundo grupo esta
compuesto por peces que poseen estomago, el cual le permite al pez mejorar la eficiencia
de adsorcidn de nutrientes debido a una predigestion &cida y a la accion de la pepsina, a

demas del incremento en la superficie de adsorcion del canal alimenticio.

En peces que poseen estdbmago, se sabe que la degradacion de la proteina alimenticia pasa
por dos fases; la primera de ellas es la fase &cida, la cual se desarrolla en el estémago,
donde tiene lugar la accién de las proteasas gastricas tipo pepsinas, siendo la fase alcalina la
ultima de las dos fases, donde las enzimas proteoliticas estan conformadas en su mayoria
por tripsina, quimotripsina y algunas metaloproteasas. Sin embargo, aunque la mayoria de
los peces acudticos estudiados presentan tipos similares de enzimas, la actividad
proteolitica en cada uno de ellos varia, presentando actividades Optimas a diferentes
condiciones de pH y temperatura, por lo que se necesita conocer los grupos de enzimas que

participan en la degradacion proteinica, lo cual se logra con el uso de inhibidores
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especificos para cada grupo o enzima en particular, es también importante conocer la
actividad enzimatica y los rangos fisicoquimicos a los cuales las enzimas presentan mayor

actividad.

El control de procesos digestivos en vertebrados es complejo e implica una gama de
estimulos mecanicos, sensoriales y hormonales (Sunde, 2006). Una vez que el alimento es
ingerido por el pez, inicia el proceso de digestion; donde se da la participacion de una serie
de enzimas y hormonas que ayudan al pez a hidrolizar los nutrientes para que puedan ser
asimilados a nivel parietal. EI proceso de digestion se inicia con la hidrélisis inespecifica
en el estbmago del pez al realizarse las secreciones de las glandulas gastricas, que se
encuentran en la mucosa de las paredes del estémago, las cuales son activadas por sefiales
visuales y olfativas, distension de las paredes de estdbmago causadas por la llegada del
alimento (Sunde, 2006), y la presencia de proteinas en él, estimulando a la vez la accion de
las enzimas tipo pepsina y la secrecion del acido gastrico hidroclérico (HCI) efectuando a
una importante desnaturalizacién y digestion preliminar de grandes cadenas de proteinas
(Lauff & Hofer, 1984), lipidos e hidratos de carbono, que son llevados a estructuras mas
simples y que pueden ser absorbidos en el estbmago o seguir su curso al intestino.

Si se incrementan los niveles de proteina en el alimento del pez, esto induce al incremento
de proteasas acidas (Lundstedt et al., 2002), asi como también en el intestino puede
modificar su actividad al regular la sintesis, secrecion e inactivacion de las enzimas
digestivas (Haard et al., 1996), presentando entonces el tracto digestivo, una sensibilidad
proporcional al tipo y contenido proteico, donde el intestino finaliza la hidrélisis completa
de la proteina, por la accién de las enzimas pancreéaticas (tripsina y quimotripsina), que
producen una hidrolisis selectiva, ejerciendo su accién sobre puntos especificos de las
cadenas polipeptidicas que facilitan la degradacion a moléculas mas pequefias que pueden
ser absorbidas mas facilmente al torrente sanguineo iniciandose el transporte de nutrientes,

por mecanismos activos o pasivos en los enterocitos a nivel intestinal (Dimes et al., 1994b).
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La determinacién de la digestibilidad enzimatica de los peces nos permite determinar el
valor nutritivo de una fuente proteinica (Koprici & Ozdemir, 2005), especialmente las que
contienen algunos aminodacidos esenciales (Bleir et al., 2002); la calidad de una fuente de
proteina por lo tanto dependera de su composicion aminoécidica y de la capacidad del pez
para aprovechar los nutrientes presentes en ella, donde los aminoacidos esenciales pueden
ser una limitante de la fuente proteinica, si no se encuentran en las cantidades requeridas
por el pez (Nankervis & Southgate, 2006). También es asi, que un ingrediente alimenticio
puede ser desde su composicién quimica una excelente fuente de nutrientes, pero seré de
poco valor real a no ser que pueda ser digerido y absorbido por la especie en estudio
(Kopruct & Ozdemir, 2005).

Se ha utilizado la actividad enzimatica, principalmente proteasas, como un indicador del
momento en que el individuo esta fisiologicamente apto para digerir alimento exdgeno, en
peces con estdbmago se utiliza la pepsina como indicador de un estomago funcional y en
peces que carecen de estdbmago la tripsina y quimotripsina respectivamente (Moyano et al.,
1996).

Fisiologia digestiva de robalo blanco

En robalo blanco aun no se han realizado estudios de este tipo, existen reportes de algunos
estudios que muestran que las larvas de esta especie muestran una boca funcional capaz de
adquirir el alimento a los dos dias después de la eclosion, lo cual indica que existen
enzimas funcionales tipo pepsina al ser un pez que posee estbmago. Sin embargo las altas
mortalidades obtenidas en esta etapa han nulificado los procesos de produccién de juveniles
lo cual es probable que se deba a una alimentacion inadecuada y no a su capacidad
digestiva (Rios-Duran, 2000). Mientras la aplicacion de estimulantes alimenticios en
juveniles de robalo, mostré una agresion constante al momento de la alimentacién, cuando

se utilizaron sustancias que estimulaban porcentajes altos de respuestas de aceptacion al
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alimento (Bérquez & Cerqueira, 1998), en pellets que contenian L-Leucina, Glicina, L-
Prolina, L-Isoleucina, L-Arginina, Uridina e losina, el pez se estresaba, tendiendo a
presentar ciertas preferencias y mostrando mayor aceptacion al alimento a mayor densidad.
El robalo es un pez netamente carnivoro lo cual hace dificil su cultivo, debido a los altos
costos de produccion de alimento vivo, por lo que es fundamental la sustitucion de estos
por alimentos balanceados. Por ende, se hacen necesarios desarrollar los conocimientos que
nos permitan determinar si el pez es capaz de captar los diferentes nutrientes
proporcionados en la dieta, lo cual esta directamente en funcion de sus enzimas digestivas
(Lundstedt et al., 2004; Fu et al., 2005; Furné et al., 2005), puesto que el uso de nutrientes
depende de las actividades de las enzimas digestivas presentes en sus 6rganos digestivos
(Natalia et al., 2004), estas enzimas digestivas ayudan a predecir el grado de degradacion
de las proteinas otorgadas en el alimento (Dimes et al., 1994b). Todos estos estudios nos
ayudan a desarrollar dietas efectivas para el cultivo de especies acuaticas mediante el

entendimiento de sus capacidades digestivas (Pedersen et al., 1987; Alarcon et al., 1998).

Estudios de caracterizacidon enzimatica

El estudio de las enzimas puede complementarse a través de la caracterizacion de diversos
parametros operacionales y la accién de sustancias especificas, para comprender su modo
de accion. Ademas estos conocimientos pueden ser muy Utiles para la posible utilizacién de
enzimas con caracteristicas especiales en procesos industriales. Los estudios de actividad
enzimatica se caracterizan por la estandarizacion de sus valores, por parte de la Comisién
de Enzimas (EC) de la Unién Internacional de Bioquimica, los cuales se expresan en
unidades internacionales (U), que representan la cantidad de enzima que cataliza la
formacion de 1 umol de producto por minuto a 25 °C. La actividad especifica se expresa en
unidades por miligramo proteina, gramo de tejido fresco o por mililitro de preparado

enzimatico, que constituye una medida de pureza de la preparacion enzimatica. Por lo
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anterior, la actividad especifica se calcula bajo condiciones estandar, a una temperatura

determinada (generalmente 25, 30 6 37 °C) y en condiciones de sustrato saturantes.

Los estudios de caracterizacion de las distintas enzimas digestivas son esenciales si se
quiere entender los tipos y modos de accién, asi como el nivel de actividad que representan.

Para la caracterizacion, se pueden realizar diversos ensayos:

Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de la enzima

La mayoria de las enzimas poseen un pH caracteristico en el que su actividad es maxima y
a este pH sus centros activos presentan una adecuada conformacion iénica para llevar a
cabo la catlisis con eficiencia. De este modo, cada enzima presenta un determinado perfil
de actividad con respecto al pH. Si las enzimas estan por fuera del intervalo de pH
fisioldgico u 6ptimo, su estabilidad puede afectar su conformacién secundaria, terciaria y/o
cuaternaria sufriendo desnaturalizaciones irreversibles en soluciones muy acidas o alcalinas
(Asgeirsson et al., 1995). Algunos investigadores han estudiado el pH 6ptimo en el cual las

enzimas &cidas y/o alcalinas presentan su maxima actividad.

Las proteasas acidas en general presentan valores éptimos a pH 2 segun valores reportados
para las siguientes especies: Silurus glanis (Kessler), Sparus aurata (Linnaeus), Dentex
dentex (Linnaeus), Brycon orbignyanus (Valenciennes), Symphysodon aequifasciata
(Pelegrin), Paralabrax maculatofasciatus (Steindachner), Scleropages formosus (Miller &
Schlegel), Solea senegalensis (Kaup) y Scophthalmus maximus (Linneaus) (Jonas et al.
1983; Alarcon et al., 1998; Chong et al., 2002a; Garcia-Carrefio et al., 2002; Alvarez-
Gonzélez, 2003; Natalia et al., 2004; Sé&enz et al., 2005; Wang et al., 2006), aunque se han
encontrado valores éptimos de pH de 1 a 1,5 en Oncorhynchus mykiss (Walbaum) y S.
aurata (Hidalgo et al., 1999) y valores de pH 3 en Clarias gariepinus (Walbaum),

Carassius auratus (Linnaeus), Tinca tinca (Linnaeus), Acipencer naccarii (Bonaparte)
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(Uys & Hech, 1987; Hidalgo et al., 1999; Furné et al., 2005), mientras Diplodus puntazo
(Walbaum) mostré un pH éptimo prolongado de 1 a 3, (Tramati et al., 2005), siendo el
valor mas alto reportado para O. mykiss (Furné et al., 2005), con un 6ptimo de pH de 4,5.
Para estas mismas especies se han reportado valores de pH alcalinos que oscilan entre 8 y
10 normalmente, sin embargo algunas especies se salen de este rango como es el caso de
Diplodus puntazo que mostrd un valor optimo prolongado de pH 6 a 11 (Tramati et al.,
2005).

Algunas especies de peces tienden a presentar dos picos de actividad méxima a diferentes
pH’s acidos y/o alcalinos, entre ellas se encuentran Thunnus thynnus (Linnaeus) con
actividad déptima a pH 2 y 3,5 en proteasas acidas y pH 10 y 12 en proteasas alcalinas
(Essed et al., 2002), mientras S. aequifasciata tambien present6 dos 6ptimos de pH, de 7,5
a9yde 115 a 12,5 (Chong et al.,, 2002a), similar a los datos reportados para P.
maculatofasciatus con pH oOptimos de 6 a 8 y 10 respectivamente (Alvarez-Gonzélez,
2003).

En los estudios de estabilidad de las proteasas al pH, Essed et al. (2002), reportaron que las
proteasas alcalinas de T. thynnus son mas estables a los cambios de pH, en comparacion a

las proteasas gastricas.
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Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la enzima

El punto Optimo aparente de temperatura es un pardmetro operacional mas que una
caracteristica fisiologica de la enzima, dado por el aumento de actividad con la temperatura
(Qio = 2), y por la posterior pérdida de la actividad de la enzima por desnaturalizacion
térmica fuera de su intervalo de operacion, ya que al absorber demasiada energia, los
enlaces no covalentes que mantienen su estructura terciaria se rompen y la enzima se
desnaturaliza. El verdadero 6ptimo, es aquel valor de temperatura en el cual la enzima no

solamente muestra una alta actividad, sino también una estabilidad alta.

Existen varios estudios enfocados sobre la temperatura Optima en que las proteasas
digestivas &cidas y/o alcalinas presentan su maxima actividad. En el caso de las proteasas
acidas algunas especies como C. gariepinus, D. dentex y S. senegalensis, presentan
actividades proteoliticas maximas a temperaturas de 40°C (Uys & Hech, 1987; Alarcon et
al., 1998; Séenz et al., 2005), mientras S. aurata y P. maculatofasciatus mostrarén mayor
actividad a 45°C (Alarcon et al., 1998; Alvarez-Gonzalez, 2003), donde Silurus glanis, T.
thynnus y B. orbignyanus presentaron los valores mas altos a temperaturas de 50°C (JOnés
et al., 1983; Essed et al., 2002; Garcia-Carrefio et al., 2002).

Para proteasas alcalinas, C. gariepinus y S. senegalensis reportaron méaximas actividades a
rangos de temperaturas de 35 a 40°C (Uys & Hech, 1987; Séenz et al., 2005), mientras S.
glanis, S. aurata, D. dentex y P. maculatofasciatus, presentaron maxima actividad a 55°C
(Jonas et al., 1983; Alarcon et al.,, 1998; Alvarez-Gonzalez, 2003). En cuanto a la
estabilidad a la temperatura Garcia-Carrefio et al. (2002), indica que las proteasas alcalinas
son mas estables que las proteasas &cidas en B. orbignyanus.
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Afinidad por sustratos especificos

Se han obtenido un gran nimero de sustratos especificos, tanto naturales como sintéticos,
que permiten establecer el tipo de catalisis que se produce en un extracto multienzimatico.
Las proteasas, tienen la capacidad de hidrolizar pequefias moléculas sintéticas, de manera
que se puede determinar la especificidad por sustrato y las propiedades cinéticas
(Lehninger, 1984). Estos sustratos sintéticos estan formados por un aminoécido, que varia
segun la enzima, unido a un grupo cromogénico simulando un enlace peptidico. Cuando la
enzima hidroliza esta unién, aparece un compuesto que puede cuantificarse mediante

métodos espectrofotométricos 6 fluorométricos.

Caracterizacion mediante inhibidores especificos

Los inhibidores son compuestos que disminuyen la tasa de hidrolisis de un sustrato dado. El
uso de inhibidores especificos es una herramienta importante para la caracterizacion
enzimatica ya que estos se unen a la enzima inactivandola, y disminuyendo la tasa de
hidrélisis sobre un sustrato (Salvensen & Nagase, 1989). En el caso especifico de las
proteasas, existen al menos dos grupos de inhibidores que varian en funcion de su
mecanismo quimico de catalisis: los que forman complejos covalentes entre el sitio activo
de la enzima y el lugar de enlace con el sustrato (grupo serina y cisteina); y los que no lo

hacen (acidas y metal proteasas).

Esta diferencia permite que las enzimas del primer grupo posean aminoacidos fuertemente
nucleofilicos en su centro activo, por lo que, sus inhibidores deberan poseer también esta
misma propiedad que incluyan dobles enlaces. Las otras proteasas realizan una catélisis
mas del tipo acido / base sobre una molécula de agua, de forma que la catalisis carece del

caracter nucleofilico.
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Los quelantes (EDTA y 1-10 fenantrolina) no se consideran en esta clasificacion como
inhibidores, sino mas bien inactivadores ya que solo eliminan ciertos iones (Ca, Zn y Mg)
que son esenciales para la activacion de metal proteasas. Sin embargo, se utilizan con
propositos practicos en la determinacion del mecanismo de accion de las proteasas. En la
Tabla 2 se resumen los distintos tipos de inhibidores, asi como especificidad y mecanismo

de accion.

Tabla 2. Clasificacion de inhibidores empleados en la caracterizacion de proteasas en

funcién de su mecanismo de accién y peso molecular. Modificado por Garcia-Carrefio

(1992).
Nombre Especificidad Modo de accién* Masa molecular (Dalton)

Bajo peso molecular

PMSF serina proteasas 1 174,2
TLCK tripsina 1 332,5
TPCK quimotripsina 1 3515
Pepstatina A proteasas &cidas 2 685,9
EDTA metal proteasas 2 372,2
1,10 fenantrolina metal proteasas 2 198,2
Alto peso molecular

SBTI serina proteasa 2 20100

PMSF = fenil-metil-sulfonil fluoruro; TLCK = tosyl-lisin-clorometil cetona; TPCK = tosil-

fenilalaninclorometil cetona; EDTA = acido etilendiamintetraacético; SBTI = inhibidor tripsico de la soya. *

1 indica inhibicién irreversible; 2 inhibicién reversible.

Utilizacion de técnicas electroforéticas

Ademas de los estudios previamente explicados, la caracterizacion enzimatica se puede
complementar con técnicas electroforéticas especificas que se fundamenta en la aplicacion
de campos eléctricos a un gel, lo cual permite el movimiento de moléculas cargadas en

solucion. Las moléculas en el campo eléctrico se mueven a una velocidad determinada por
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su carga, forma y tamafio. La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida,
incluida SDS-PAGE (electroforesis en presencia de duodecil sulfato sodico), es una
herramienta bioquimica empleada en estudios de caracterizacién de proteinas (Laemmli,
1970) y deteccidn de actividades enzimaticas (Garcia-Carrefio et al., 1993), entre muchas
otras funciones. La electroforesis de macromoléculas, se realiza normalmente usando
pequefias cantidades de muestra en una solucion estabilizada en una matriz porosa bajo la
influencia de un voltaje determinado. Al final del corrimiento, las diferentes especies
moleculares se observan como bandas en diferentes posiciones de la matriz (Andrews,
1995).

En el caso especifico de la actividad proteolitica de un extracto se puede: 1) copolimerizar
el sustrato (gelatina, caseina o fibrindgeno) en el gel antes de la electroforesis (Heussen &
Dowdle, 1980), 2) incubar el gel de electroforesis con una pelicula de rayos X, asi la
gelatina se digiere en aquellas zonas donde existen enzimas con actividad proteasa (Cheung
et al., 1991; Paech et al., 1993), y 3) incubar el gel en una solucion de sustrato (Peyronel &
Cantera, 1995). Adicionalmente, se puede determinar mediante electroforesis el mecanismo

de accion de las enzimas utilizando inhibidores especificos (Garcia-Carrefio et al., 1993).

Las técnicas electroforéticas han sido utilizadas en conjunto con el uso de inhibidores
especificos para proteasas digestivas, logrando identificar la presencia de pepsina en S.
aurata, D. dentex, B. orbignyanus, S. aequifasciata, P. maculatofasciatus y S. maximus
mediante la utilizacion de Pepstatin A (Alarcén et al., 1998; Chong et al., 2002a; Garcia-
Carrefio et al., 2002; Alvarez-Gonzalez, 2003; Wang et al., 2006). Usando algunos
quelantes y/o inhibidores especificos como PMSF, Ovoalbimina, 1-10 fenantrolina, SBTI,
TLCK, TPCK y EDTA se ha identificado la presencia de tripsina y quimotripsina en
especies como Oncorhynchus kisutch (Walbaum), Oncorhynchus tschauwytscha
(Walbaum), S. aurata, D. dentex, B. orbignyanus, S. aequifasciata, T. thynnus, P.
maculatofasciatus, Caranx hippos (Linnaeus), Pseudupeneus maculatus (Bloch),

Sparisoma sp (Poey). Hoplias malabaricus (Bloch) y Labeo rohita (Hamilton) (Dimes et
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al., 1994a; Alarcon et al., 1998; Chong et al., 2002a; Essed et al., 2002; Garcia-Carrefio et
al., 2002; Alencar et al., 2003; Alvarez-Gonzalez, 2003; Chakrabarti et al., 2006a).

Estudios de digestibilidad in vitro

Cuando se logra comprender la capacidad digestiva de los organismos, es posible aplicar
estos conocimientos en aspectos relacionados a la nutricion animal. Estos estudios ayudan a
determinar la cantidad de proteina que debe contener la dieta, siendo una herramienta muy
atil durante el cultivo de organismos, donde a través de estos estudios de digestibilidad se
seleccionan los ingredientes y se mejoran las formulas para su alimentacion. El principal
objetivo de la acuicultura comercial es maximizar la tasa de crecimiento y supervivencia de
los organismos, al minimo costo y en el menor tiempo posible (Knights, 1985). Para ello es
necesario satisfacer las necesidades fisioldgicas y metabdlicas mediante la optimizacion de
dietas nutricionalmente adecuadas (Steffens, 1989). La alimentacion suele representar hasta
el 60% del costo total de produccion (Tacon, 1993), aun cuando esto represente solo el 1,6
% del peso total seco de alimento requerido (Kolkovski, 2001). En este sentido, el
desarrollo de dietas comerciales capaces de satisfacer los requerimientos de una especie
cultivada es considerado como uno de los principales objetivos de las investigaciones
actuales (Hardy, 1989).

Ante la gran cantidad de fuentes proteinicas disponibles en la elaboracion de dietas para
peces, se ha descubierto que las harinas vegetales contienen factores antinutritivos, por lo
gue se han desarrollado métodos para medir la digestibilidad de la proteina contenida en el
alimento. Los métodos “in vivo”, determinan estos valores, sin embargo el uso de un gran
numero de individuos, los costos de los ensayos, el trabajo laborioso y de tiempos

prolongados, presento serias dificultades en la realizacion de estos estudios.
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Debido a lo anterior, se han desarrollado métodos “in Vitro” que simulan la digestion de los
organismos, permiten realizar un estudio detallado de la evolucion de la proteina durante el
proceso de digestion por cuantificacion de los aminoécidos y péptidos liberados (Ofia et al.,
2003) vy predicen la digestibilidad de los diferentes ingredientes que son susceptibles de
utilizarse en la formulacién de dietas. De esta manera, algunos investigadores recomiendan
que los estudios se encaminen hacia el desarrollo de este tipo de técnicas (Tacon, 1995).
Los primeros estudios datan de mas de 100 afios estudiando la digestion con pepsina para
predecir el valor nutritivo de los diferentes componentes alimentarios, incluidos las
proteinas (Wedermeyer, 1989). En los afnos 50 y 60’s, se realizaban las digestiones con
enzimas gastricas, proteasas microbianas o de mamiferos (Sheffner et al., 1956; Ford &
Salter, 1966).

A partir de ese momento, las técnicas se fueron sofisticando, hasta que se desarrollaron
ensayos mas rapidos y eficientes. Se elaboraron métodos solamente que investigaban la
fase de digestion alcalina con preparados sintéticos de tres y cuatro enzimas (Hsu et al.,
1977; Satterlee et al., 1979), donde se valoraba la digestibilidad por medio de la caida de
pH en la solucidn proteica. A partir de los resultados obtenidos, se ha tratado de simular, en
la medida de lo posible, el proceso de digestibn completa, mediante sistemas con
membranas permeables a modo de dialisis, que permiten separar y cuantificar en continuo
los productos de hidrdlisis (Savoie & Gauthier, 1986).

Los métodos “in vivo”, utilizados para determinar las formulaciones de dietas con los
nutrientes necesarios para los peces con la utilizacién del 6xido cromico como marcador
molecular, se mejoraron con el desarrollo del sistema pH-STAT que permite una
determinacion rapida de la digestibilidad de la proteina de las diferentes materias primas,
las cuales varian en funcion de la cantidad y tipo de enzimas utilizadas, condiciones de
hidrolisis, métodos de fraccionamiento digestivo y estudio de los productos resultantes.

Este sistema fue desarrollado por Pedersen & Eggum (1983), el cual se basa en la
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medicion del consumo de alcali necesario para mantener constante el pH que tiende a

descender al romperse los enlaces peptidicos durante la hidrolisis o digestion.

La hidrolisis enzimética de proteinas es un proceso que transcurre a través de un conjunto
de etapas en serie, donde pasan de estructuras complejas a estructuras mas simples
conforme se lleva a cabo la actividad proteolitica, ya que al aumentar el grado de hidrdlisis
(GH), disminuye el tamafio molecular de los péptidos originados en la reaccién (Camacho
et al., 2007). Cada una de estas especies intermedias, se diferencia basicamente de las otras
en su solubilidad y se corresponde aproximadamente con los tamafios moleculares medios
(MW) y con la relacion nitrégeno amino/nitrogeno total (AN/TN) que se recogen en la
Tabla 3 (Knights, 1985).

Tabla 3. Caracteristicas de las especies producidas en la hidrolisis de proteinas (Gaudix et

al., 2000).

Molécula MW AN/TN
Proteonas > 20000 <0,01
Proteosas 5000-10000 <0,01
Peptonas 1000-6000 0,1-0,5
Péptidos 200-500 0,5-0,8
Aminoécidos 75-200 0,8-0,9

El parametro determinado es el grado de hidrdlisis (GH en %) que relaciona los enlaces
peptidicos hidrolizados por las proteasas digestivas, con el nimero total de enlaces
peptidicos presentes en una proteina (Adler-Nissen, 1976). Al numero de estos enlaces
hidrolizados en un proceso de hidr6lisis se le denomina equivalentes de hidrolisis (h) y se
expresa como mequv/g proteina. El valor de enlaces totales en una proteina se determina a
través de su composicién aminoacidica, como la suma de mmoles de aminoacidos por

gramo de proteina.
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La mayoria de los estudios sobre digestibilidad in Vitro utilizando el pH STAT, se han
aplicado a organismos terrestres por lo que la informacion en el ambito de los organismos
marinos es muy escasa como los estudios realizados en algunas especies de ciprinidos (Eid
& Matty, 1989) y salmonidos (Grabner, 1985; Grabner & Hofer, 1985; Dimes & Haard,
1994). En los ultimos afios la necesidad de economizar los gastos en dietas alimenticias
para peces, ha hecho que algunos investigadores se interesen por estos estudios, entre los
que se encuentran los reportados por Rungruangsak-Torrissen et al. (2002), quienes
estudiaron el efecto de la calidad de la dieta mediante digestibilidad in Vitro, utilizando
diferentes dietas experimentales en O. mykiss y Dicentrarchus labrax (Linnaeus), indicando
que los peces son capaces de detectar diferentes calidades de alimentos, mientras Barros et
al. (2002), indicaron que la hidrdlisis enzimética se ve incrementada con la adicion de la
enzima comercial fitasa en la dieta de O. mykiss, y que el acido fitico a niveles de 0,5%

afecta la activacion de tripsindgenos y la estabilidad de la tripsina.

Chong et al. (2002b), reporta que la harina de soya presento baja digestibilidad a pesar de
su alto contenido proteinico en estudio realizados en S. aequifasciata, asi como también la
harina de frijol presenta mayor inhibicidn de tripsina y quimotripsina en Symphysodon spp,
seguida de la harina de trigo y soja (Chong et al., 2002b), asimismo Alarcon et al. (2002),
trabajaron con S. aurata L, evaluando diferentes fuentes proteinicas utilizadas en
acuicultura, donde los GH maés altos los presentaron las harinas de hidrolizado de pescado,
la harina de sangre y la caseina.

Ofia et al. (2003), reportaron para D. dentex, y su hibrido mayores GH para P. pagrus
seguidos de Dentex X Pagrus. La harina de pescado tuvo mayor GH que las harinas soya la
cual tuvo GH similares a la harina de guisante, y el gluten de trigo tuvo valores ligeramente
menores a las dos harinas antes citadas, Sin embargo en la fase alcalina Dentex X Pagrus
presentod los mayores GH que sus parentales y estos GH en harina de soja y guisante fueron

similares a los de la harina de pescado (Oria et al., 2005a), reportando también que el efecto
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de los inhibidores presentes en las harinas vegetales, sobre las proteasas digestivas fue
mayor para denton y pargo que para el hibrido (Ofia et al., 2005b), donde el gluten de trigo
efecto por igual a los tres esparidos y la harina de soya afecto principalmente a las enzimas

alcalinas.

Pérez et al. (2003), reporta que el gluten de trigo presenta una inhibicion gradual a las
proteasas digestivas de Piaractus mesopotamicus (Holmberg) y Odontesthes bonaeriensis
(Valenciennes) afectando principalmente al primero sin alcanzar el 100% de inhibicién, la
soya puede inhibir hasta el 100% segun la cantidad otorgada en la dieta. Alvarez-Gonzélez
(2003), reporta para P. maculatofasciatus, 78 % de GH y digestibilidad en harina de sangre
de res y harina de langostilla, seguidos de la harina de calamar y el hidrolizado comercial
de pescado con 60 y 54 % de GH vy digestibilidad respectivamente. La harina de sardina
presento el nivel méas bajo de GH vy digestibilidad. Fenerci & Sener (2005), reportan que el
alimento extruido presenta mejor digestibilidad que el alimento granulado para O. mykiss.
Avalos-Sanchez (2006), reporta que las dietas con ligantes modifican su digestibilidad y
que los alimentos elaborados con alginato de sodio y carragenina de manera individual
ayudan a la digestibilidad del pescado blanco del lago de Patzcuaro Chirostoma estor estor
(Jordan). Y mas recientemente, el estudio de caracterizacién enzimatica realizada a la
mojarra tenguayca (Petenia splendida, Gunther) donde se demuestra altos valores de GH
para ingredientes como la harina de pescado, e ingredientes de origen terrestre (harina de
res y de pollo), por lo que esta especie es catalogada como un pez carnivoro estricto
(Perales-Garcia, 2010).

Alvarez, A. et al. 2010. Avances en la fisiologia digestiva del robalo blanco (Centropomus undecimalis) en Tabasco, México. En: Cruz-Suarez, L.E.,
Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J. (Eds), Avances en Nutricién Acuicola X -
Memorias del Décimo Simposio Internacional de Nutricion Acuicola, 8-10 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L., México.

ISBN 978-607-433-546-0. Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Monterrey, México, pp. 98-231.



126

Cuantificacién de los aminoacidos totales liberados durante la hidrolisis enzimatica

La cantidad de aminoacidos totales presentes en el vaso de reaccion de una hidrolisis
realizada en un pH STAT, se determina mediante el procedimiento descrito por Church et
al. (1983), usando 0O-ftalaldialdehido (OPA). Este método se basa en la reaccion entre dicho
compuesto y el 3-mercaptoetanol con las aminas primarias (grupos a-amino), dando lugar a
un complejo que absorbe fuertemente a 340 nm. La absorbancia es similar para todos los
grupos a-amino y no se ve afectada por el ambiente local cuando las proteinas son
desnaturalizadas con SDS, de modo que la linea base es constante para una muestra
particular, y los grupos a-amino liberados en la proteolisis pueden ser cuantificados con
bastante exactitud. Aqui se ensayan todos los productos de la hidrolisis siendo este método
mas exacto que otros procedimientos en los cuales se depende de las propiedades de los
residuos aromaticos, por otra parte este método es mas rapido Yy adecuado que los
métodos donde se utiliza ninhidrina, &cido 2,4,6- trinitrobencenosulfonico o fluoresceina.
Apsmo et al. (2005) evaluaron la degradacion proteinica de hidrolizados a partir de visceras
de Gadus morhua (Linnaeus), indicando que la concentracion de los grupos a-aminos en

los hidrolizados muestran la cantidad de bandas peptidicas rotas en la reaccion.

Uso de dietas balanceadas en acuicultura

Los peces juveniles en cultivo, tienen tasas de supervivencia y crecimiento relativamente
aceptable, sin embargo cuando se comienza con el cultivo de una especie determinada, se
tiende a cometer errores en la entrega de alimentos elaborados para otras especies similares,
pero de requerimientos nutricionales diferentes, lo cual muchas veces nos lleva a entregarle
al organismo, un alimento que no satisface los requerimientos nutricionales, provocando

una reduccién en la tasa de crecimiento.
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Para comprender y resolver esta problematica se deben realizar estudios sobre los
requerimientos nutricionales, para cada una de las etapas de vida del pez en cultivo. La
produccion del alimento vivo puede enfrentar dificultades como una provision y calidad
nutricional variables (Sorgeloos, 1980; Watanabe et al., 1983). Consecuentemente, existe
gran interés por desarrollar alimentos balanceados como una alternativa econémica a la par
de la produccién de alimentos vivos. De esta forma, los alimentos balanceados ofrecen la
oportunidad de introducir nutrientes que no estdn disponibles en el alimento vivo
(Rosenlund et al., 1997). Las dietas inertes brindan una facil disponibilidad, méas bajos
costos de produccion y una mayor flexibilidad en las formulas. (Alarcon, 1997; Tucker,
1998).

La digestion de alimentos en subunidades apropiadas para la absorcién en el tracto
digestivo del animal depende en gran medida de las enzimas disponibles (Furné et al.,
2005), necesarias para el rompimiento extracelular del alimento, lo cual determina la
capacidad digestiva de un organismo (Pedersen et al., 1987). De este modo la actividad
enzimética digestiva se considera entonces el mejor indicador para el reemplazo de
alimento vivo por dietas artificiales (Lauff & Hauffer, 1984), por ello se ha dado mayor
énfasis a la realizacion de estudios de la actividad enzimatica, que nos permite determinar
los requerimientos nutritivos para maximizar la supervivencia y crecimiento de las
especies, asi como prevenir ciertas patologias que podrian estar involucradas el en

suministro del alimento vivo.

Kolkovski (2001), hace un analisis detallado de la aplicacion de los resultados de estos
estudios en la formulacion de piensos para el cultivo de Sparus aurata y Bleir et al. (2002),
relacionan la tasa de crecimiento del hibrido del O. kisutch con las actividades de las
enzimas digestivas. Estas actividades han servido de base para desarrollar micrométodos en
la deteccidn, caracterizacion y purificacion de enzimas digestivas de los peces. En este

ultimo aspecto, se ha comenzado con los estudios basicos relacionados con la fisiologia
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digestiva del robalo blanco con fines de produccion intensiva, posibilidad que se ve cada

vez mas real en afios venideros.

El presente estudio ha sido dividido en tres secciones: 1) Caracterizacion enzimatica
digestiva y digestibilidad in vitro de ingredientes y dietas disefiadas en juveniles del
robalo blanco, 2) Estudio de los cambios en la actividad enzimatica digestiva durante
la ontogenia inical del robalo blanco y 3) Estudio de la expresion de enzimas digestivas
durante la ontogenia inicial del robalo blanco.

ETAPA 1) Caracterizacion enzimatica digestiva y digestibilidad in vitro de

ingredientes y dietas disefiadas en juveniles del robalo blanco

Materiales y métodos

Esta etapa ha sido dividida en dos partes: a) La caracterizacion del complejo enzimatico
presentes en el tracto digestivo del pez y b) La evaluacion in Vitro de los ingredientes
proteinicos y los alimentos balanceados disefiados.

a) Caracterizacion del complejo enzimatico digestivo en juveniles del robalo blanco.

Obtencion de juveniles

Para los ensayos de caracterizacion enzimatica y digestibilidad in Vitro, los juveniles de
robalo blanco fueron obtenidos del medio natural en la localidad de Arroyo Verde, ubicado
en los limites de los Municipios de Paraiso y Comalcalco, Tabasco México. Los peces
fueron capturados con mallas mosquiteras conicas de 15 metros de longitud x 3 metros de
altura y trasladados en contenedores con aireacion constante, al Laboratorio de Acuicultura

en la Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez Auténoma de
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Tabasco, México; los juveniles se alimentaron con crias de tilapia (Oreochromis niloticus,

Linnaeus), en estanques circulares de plastico, durante 20 dias.

Preparacion de las muestras

Para los ensayos de caracterizacion enzimatica fueron utilizados un total de 85 juveniles
con una longitud promedio de 11 cm, fueron dejados sin alimentacién por un periodo de 48
horas antes de ser sacrificados. Fueron pesados antes y después de la evisceracion, se le
extrajo el estobmago y el intestino por separado, los cuales fueron triturados con un
homogenizador de tejidos (ULTRA TURRAX® IKA T18 Basic). Los extractos se
prepararon en agua destilada ajustando el pH a 3 para los extractos del estbmago con &cido
clorhidrico (0,1 M) y pH de 8 para los extractos del intestino con hidroxido de sodio (0,1
M) en una relacion 5:1 (5 mL de agua destilada por g de tejido) a 4 °C. La mezcla obtenida
fue colocada en tubos Eppendorf (2 mL por cada tubo) y centrifugada a 14,000 rpm a 4
°C. EIl sobrenadante fue extraido y se les ajusto el pH requerido para cada extracto, luego
fueron almacenados en tubos Eppendorf a -20 °C hasta su posterior analisis enzimatico y de
digestibilidad in vitro.

Actividad de proteasas.

Las actividades enzimaticas se determinaron por medio de las siguientes técnicas:

1) Proteasa acida. Se utilizo la técnica de Anson (1938), con las siguientes
modificaciones: a 1 mL de hemoglobina (1 %) en tampo6n 0,1 M glicina - HCl a pH 2 y se
le afiadieron 5 pL de extracto enzimatico. El extracto se incubd durante 5 minutos a 37 °C y
la reaccion se detuvo por adicion de 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA al 20%).
Después se dejé reposar la mezcla de reaccién (15 a 30 minutos) a 4 °C, se centrifugo a
12000 rpm durante 5 minutos. En el sobrenadante, se midi6 la cantidad de tirosina liberada

(ABSzs0nm) mediante un espectrofotometro uv/visible. Una unidad de actividad se definio
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como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 pg de tirosina por minuto. Para
determinar el coeficiente de extincion molar de la tirosina, se realiz6 un recta patron con
diferentes concentraciones de tirosina (0 a 300 pg/mL). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

2) Proteasa alcalina. Se realizd por el método de Kunitz (1947), modificado por
Walter (1984), usando como sustrato caseina al 1 % en tampon 100 mM Tris-HCI, 10
mM CaCl2 a pH 9. Se agregd 0,5 mL de caseina, mas 0,5 mL de tampdn Tris-HCI 100
mM + CaCl, 10 mM, pH 9 y 10 pL de extracto enzimatico, Se incubd por 10 minutos y la
reaccion se detuvo con 0,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) al 20%, se centrifugo a
12000 rpm por 5 minutos y se determind la cantidad de tirosina liberada segun el protocolo
descrito en el apartado anterior.

Célculo de las actividades especificas

Para determinar las actividades enziméticas de cada extracto se utilizaron las siguientes
ecuaciones.
El célculo de la actividad en unidades por mL de muestra, se realizaron mediante la

ecuacion 1.

AABS g X Volumen final,, .,.\mL )

X tiempo\min |\ X volumenextracto\mL |

Unidades! mi =
CFEM

Hrosing
Las actividad en unidades por gramo de tejido fresco se calcularon utilizando la ecuacién 2.

Unidades { mL
g de tejide frescolml

Unidades | g de tejido fresco=
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El célculo de la actividad enzimatica en unidades por juveniles de robalo blanco se realizo,

utilizando la ecuacion 3

Unidades/mL
No.de juveniles/mL

Unidades! juveniles=

Donde; Aabs es el incremento de absorbancia a una determinada longitud de onda;
Volumen final, es el volumen final de la reaccion; CEM, el coeficiente de extincion molar

del producto obtenido calculado de la recta de regresion (mL x mg™ x cm™).

Caracterizacién de proteasas digestivas

La caracterizacion de las proteasas digestivas se analizd por medio de técnicas

espectrofotométricas y electroforéticas que a continuacion se describen.

Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de las proteasas

Se determiné el efecto del pH sobre la actividad de proteasas acidas y alcalinas en los
extractos enzimaticos de juveniles de C. undecimalis. Para la determinacion de la actividad
de las proteasas acidas, los extractos, se incubaron con hemoglobina (1 %) diluida con el
Tampon Universal Stauffer (1989), con un rango de pH desde 2 hasta 12, siguiendo el
procedimiento de la determinacion de la actividad enzimética descrito anteriormente para
este tipo de proteasas. En el caso de las proteasas alcalinas, se utilizé6 como sustrato caseina
(1 %) tamponada con el mismo tampdn y usando los mismos valores de pH. Todos estos

ensayos se realizaron por triplicado.

El efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad proteasa &cida y alcalina se determind
preincubando los extractos a diferentes pH (desde 2 hasta 12) con tiempos de 0, 30, 60 y 90

minutos para las proteasas acidas y de 0, 60, 120 y 180 minutos para las proteasas alcalinas,
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después se midié su actividad a pH normal (2 para las proteasas acidas y 9 para proteasas
alcalinas) siguiendo las técnicas anteriormente descritas. Los resultados se mostraron en
relacion a la actividad residual a intervalos regulares con respecto a un control sin

preincubar.

Para todos los ensayos de estabilidad se tomaron los valores de los tiempos cero de
reaccion, como el 100% de la actividad residual con la finalidad de observar el

comportamiento de la enzima a partir ese momento.

Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de las proteasas

Para determinar la temperatura éptima de las proteasas digestivas, se incubaron los
extractos de los juveniles en los sustratos de hemoglobina (1 %) y caseina (1 %), con las
técnicas antes descritas para actividades de proteasas acidas (técnica de Anson, 1938), y
alcalinas (método de Kunitz, 1947 modificado por Walter, 1984), respectivamente a un
rango de temperatura desde 25 hasta 85 °C.

Para determinar la influencia de la temperatura sobre la estabilidad de las proteasas acidas y
alcalinas se incubaron los extractos de los juveniles en los sustratos hemoglobina (1 %)
para las proteasas &cidas y caseina (1 %) para proteasas alcalinas respectivamente,
utilizando las técnicas antes descritas para este tipo de proteasas a temperaturas desde 25
hasta 65 °C con tiempos de preincubacion de 0, 30, 60 y 90 minutos para cada temperatura.

Todos estos ensayos se realizaron por triplicado.

Caracterizacion de proteasas alcalinas usando SDS-PAGE

Para el estudio de las proteasas alcalinas, se realiz6 electroforesis en presencia de lauril
duodecil sulfato sédico (SDS), en condiciones desnaturalizantes, empleando un sistema

discontinuo (gel almacenador preparativo y gel separador resolutivo), de acuerdo con la
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metodologia descrita por Laemmli (1970), y adaptada por Garcia-Carrefio et al. (1993),
para visualizar actividad proteasa alcalina. Las electroforesis se realizaron en la cubeta
Mini PROTEAN® 111 (Bio- Rad) con 2 placas de geles verticales de 8 x 10 x 0,075 cm.
con capacidad para 20 muestras por electroforesis. Cada placa estuvo compuesta por dos
tipos de gel; un gel almacenador con un 4 % de poliacrilamida (PAA) y un gel separador
con un porcentaje de poliacrilamida del 12 %. En la Tabla 4 se detalla el procedimiento
empleado para la elaboracion de los geles de poliacrilamida. Una vez montados los
cristales, se llend primero el gel separador, dejando una hora para que polimerizara. A
continuacion, se prepard el gel almacenador y se colocé un peine con diez dientes para

fabricar los pocillos.

Tabla 4. Protocolo de preparacién de los geles de electroforesis

Reactivo Gel almacenador Gel separador (12%0)
Sol. madre de poliacrilamida® 1,3mL 4,0 mL
Tampoén del gél almacenador? 2,5mL -

Tampoén del gél separador® - 2,5mL

Agua destilada 6,1 mL 3,4 mL

SDS 10 % 100 pL 100 pL
TEMED* 10 uL 5 uL
Persulfato aménico (10%)° 50 uL 50 uL
Volumen final 10 mL 10 mL

!Solucion Buffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 para el gél de 12 %
2Solucién Buffer 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 para el gél de 4 %
3Solucién Buffer de Corrimiento pH 8,3

*TEMED (N, N, N’, N’- tetrametiletilendiamina)

5Solucién extemporanea. Preparar en fresco y utilizar rapidamente

*Para conseguir que el frente de polimeracién del gel separador sea recto se utiliza isopropanol

Una vez preparados los geles y colocados en la camara electroforética, se vertid la solucion
tampon de electroforesis 0,025 M Tris, 0,192 M glicina, pH 8,3; 0,1% SDS (p/v) y se
procedio a tomar 20 pL de extracto a los cuales les fueron agregados 20 pLL de tampdn de
muestra (0,5 Tris- HCI, pH 6,8, SDS 10 % (p/v), glicerol (v/v), (p/v) azul de bromofenol
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(0,5 %), inyectando 30 pL de la mezcla en cada pocillo. Una vez dispensadas las muestras
en los pocillos, se coloco la cubeta en una camara a 4°C y se conectd a una fuente de
alimentacion desarrolldndose la electroforesis a voltaje constante de 100 volts e intensidad
de 120 mA (60 mA por gel) durante unos 90 minutos. Para detectar actividad proteasa
alcalina, seguido a la electroforesis, se sumergieron los geles en una solucion de caseina
Hammerstein al 2% tamponada en 100 mM TRIS-HCI + CaCl, 10 mM, pH 9, durante 60
minutos a 5°C. A continuacion se pasaron a otra solucion similar a 37 °C durante 48 horas,
en ambos casos se agitaron. Seguidamente, se lavaron con agua destilada y se fijaron en
una solucion de acido tricloroacético (TCA) al 12%. Para la tincion se utilizo la
metodologia de Weber & Osborn (1969), con algunas modificaciones. Los geles
permanecieron durante toda la noche y a temperatura ambiente en la solucion de tincion
compuesta de 0,1% azul brillante de Coomassie (BBC R- 250) en metanol: &cido acético y
agua destilada (50:40:10). Para revelar los geles se utilizé una solucion de metanol: cido
acetico: agua (50:40:10). Durante este proceso se pudieron ver las bandas claras sobre un
fondo azul intenso (caseina embebida en el gel) que corresponde a proteinas con actividad
proteolitica. Para el fotografiado se colocaron los geles sobre dos hojas de acetatos y
posteriormente fueron digitalizados con la ayuda de un escaner HP 3400 C.

Caracterizacién de proteasas acidas usando PAGE

Las electroforesis para proteasas acidas se prepararon bajo condiciones nativas de acuerdo a
lo propuesto por Davis (1964), en geles de poliacrilamida al 11 %. EIl protocolo de
preparacion fue el siguiente: se mezclaron 3,7 mL de agua destilada, 2,6 mL de buffer Tris-
HCI 0.07 M, pH 7,5, 3,7 mL de Acrilamida/bis (30 % stock), 8 uL de TEMED (N, N, N’,
N’- tetrametiletilendiamina), con agitacion constante, después se agregaron 75 pL de
persulfato de amonio (10 %) para lograr la polimerizacion, alineando con alcohol
isopropilico. El gel almacenador sera del 4 %, por lo que se le agreg6é 6,1 mL de agua
destilada, 1,3 mL Acrilamida/bis (30 % stock), 2,6 mL Tris - HCI 0,125 M, pH 6,8, 6 pL
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de TEMED y 30 pL de persulfato de amonio (10 %). El corrimiento se realizara por

medio de una preestabilizacion de los geles a 100 V por 90 minutos.

Para la deteccién de actividad proteolitica &cida en los geles se sumergieron en una
solucion de HCI 0,1 M hasta reducir su pH a 2 (el marcador del tampon de muestra se puso
amarillo). A continuacién se colocaron a 4°C, en una solucion de hemoglobina al 0,25 % en
tampén 0,1 M glicina-HCI, pH 2, transcurridos 30 minutos se pasaron a otra solucién
similar a 37 °C por un tiempo de 90 minutos. Finalmente se lavaron con agua destilada y se
fijaron en una solucion de acido tricloro acético (TCA 12 %). Para la tincion se utilizo la
metodologia de Weber & Osborn (1969), con algunas modificaciones. Los geles se tifieron
durante 6 horas a temperatura ambiente en la solucién de tincién compuesta de 0,1% azul
brillante de Coomassie (BBC R- 250) en metanol: acido acético y agua destilada
(60:30:10). Para revelar los geles se utilizé una solucién de metanol: &cido acético: agua
(60:30:10). Para el fotografiado se colocaron los geles sobre dos hojas de acetatos y

posteriormente fueron digitalizados con la ayuda de un escaner HP 3400 C.

Caracterizacion con inhibidores

La caracterizacion del mecanismo de accion enzimatica de las distintas enzimas que
componen los extractos de juveniles, se realizaron de acuerdo con el método descrito por
Dunn (1989). Para la caracterizacion de la actividad proteasa alcalina, se incubaron los
extractos con los inhibidores (PMSF, TLCK, TPCK, Fenantrolina, SBTI y ovoalbumina) y
el inactivador quelante (EDTA), se mezcl6 el extracto enzimatico (20 pL) con 20 pL de
inhibidor (concentracion stock) al control se le agregd agua destilada a cambio del
inhibidor. La mezcla fue incubada durante 60 min a 37 °C. A continuacion se midio la
actividad proteasa usando 0,5 mL de sustrato caseina (1 %, pH 9) a 37 °C. La actividad se
expresd como el porcentaje de inhibicidn respecto a un control de actividad sin inhibidores

(100 % de actividad). En todos los casos cada ensayo se realizé por triplicado.
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Para la caracterizacion de la actividad proteasa acida se incubaron los extractos con
pepstatin A (ImM, SIGMA). En este caso, 5 L de la solucidn concentrada de inhibidor se
preincubaron con 20 ml del extracto enzimdtico durante 60 minutos a 37 °C. A
continuacion, se le afiadié 1 mL de sustrato (hemoglobina al 0,5% en 0,1 M Glicina/HCI,

pH 2) y leyo en el espectro a 280 nm.

Estudios de Inhibicion por técnicas electroforéticas para proteasas alcalinas

El estudio de proteasas se complementd mediante electroforesis SDS-PAGE vy el uso de
inhibidores. Para realizar este estudio se incubaron los extractos de los juveniles en los
siguientes inhibidores: PMSF, SBT1, TPCK, TLCK, Fenantrolina, Ovoalbumina y EDTA.
Se tomaron 20 pL de extracto y se le agregaron 5 pL de inhibidor (al control no se le
agrego inhibidor), para luego incubar por 1 h, después se le adiciono a cada mezcla 20 pL
de tampon de muestra (0,5 Tris- HCI, pH 6,8, SDS 10 % (p/v), glicerol (v/v), (p/v) azul de
bromofenol 0,5 %), se inyectaron en los geles 30 uL. de la mezcla en cada pocillo y se
realizo la electroforesis bajo las mismas condiciones (SDS-PAGE) descritas anteriormente.
Una vez realizada la electroforesis, se incubaron los geles en una solucion de caseina
Hammerstein al 2% tamponada en 100 mM TRIS-HCI + CaCl, 10 mM, pH 9, durante 60
minutos a 5°C. A continuacion se pasaron a otra solucion similar a 37 °C durante 48 horas,
en ambos casos sin agitar. Seguidamente, se lavaron con agua destilada y se fijaron en una
solucion de acido tricloroacético (TCA) al 12 % por 15 minutos. La tincion fue realizada
segun la técnica descrita anteriormente para (SDS-PAGE). Una vez revelada la actividad,
se determiné el nimero de bandas con actividad proteolitica residuales, comparandolas con

un control sin inhibidor.
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Estudios de inhibicion por técnicas electroforéticas para proteasas acidas

En el caso de la inhibicién de proteasas acidas, se tomaron 20 pL del extracto de los
juveniles de C. undecimalis y se incubaron en 5 pL de Pepstatin A por 1 h, luego se le
adicionaron 20 pL de tampon de muestra formada por 0,1 M Tris- HCI, pH 5,5, glicerol
(v/v), (p/v) azul de bromofenol 0,5 %, después se realizd la electroforesis y se reveld

como se menciona en el apartado 4.1.3.6.

b) Estudio de digestibilidad “in vitro” de ingredientes proteinicos y dietas en juveniles del

robalo blanco

Los estudios de digestibilidad in Vitro, se realizaron con los extractos multienziméaticos

previamente preparados como se menciono anteriormente.

Seleccion de ingredientes

La seleccion de los ingredientes se realizd en base a las harinas de mayor uso en la
elaboracion de alimentos balanceados utilizados por los fabricantes de dietas para
acuicultura. En este estudio se probaron ingredientes proteinicos de origen animal y vegetal
COMO son:

1.- Caseina comercial: elaborada por Research Organics y distribuida por Probiotek usada
como referencia de maxima hidrolisis en la fase alcalina, presenta un valor de proteina
cruda de 90% (usada como control).

2.- Hemoglobina (Bovine erythrocytes): elaborado por USBiological (United States
Biological) usada como referencia de maxima hidrolisis en la fase &cida, presentando un
valor de proteina cruda de 90% (usada como control).

3.- Hidrolizado proteinico de pescado comercial: el cual es originario de Francia y fue

elaborado por hidrdlisis quimica de proteina de pescado, contiene aproximadamente un 70
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% de proteina cruda.

4.- Harina de cerdo: Distribuida por National Renderers Association ubicada en Lomas de
Chapultepec 11000 en la ciudad de México. Esta harina contiene 54% de proteina cruda.

5.- Harina de pollo: Distribuida por National Renderers Association con un total de 65% de
proteina cruda. Sus laboratorios estan localizados en Lomas de Chapultepec 11000 en la
Ciudad de México.

6.- Harina de gluten de trigo: adquirida de Gluten y Almidones Industriales S.A. de C.V.
México D.F. con un contenido del 75% de proteina.

7.- Harina de Sangre de res Texcoco: obtenida del Rastro de Texcoco, en el Municipio de
Texcoco, Estado de México, la sangre es colectada y luego secada, contiene un 64% de
Proteina.

Las demés harinas utilizadas en el experimento, fueron proporcionadas por la empresa
“Alimentos de Alta Calidad El Pedregal S.A. de C.V.” los cuales son distribuidores de la
empresa de alimentos Nelson & Sons Inc., fabricantes de los alimentos Silver Cup.

8.- Harina de pescado (Sardina): este ingrediente cuenta con un total de 64,1% de proteina.

9.- Harina de pescado (Sardina y anchoveta): cuenta con un 56% de proteina cruda.

10.- Harina de sangre de pollo: contiene un 82% de proteina.

11.- Harina de jaiba entera: este ingrediente cuenta con un total de 30% de proteina cruda.
12.- Harina de carne y visceras de pollo: contiene 60% de proteina.

13.- Harina de angre de res (Prieto): con un total de 72% de proteina cruda en su contenido.
14.- Harina de sangre de res: elaborado con un total de 64% de proteina cruda.

15.- Pasta de soya: esta harina contiene un 49,2 % de proteina.

Determinacion del grado de hidrolisis (GH%o)

El grado de hidrolisis (GH%) de las proteasas digestivas se determiné utilizando un pH-

STAT (Metrohom, Titrino 718, Suiza). Para ello se prepard una solucién acuosa de materia
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prima con 8 mg de proteina soluble/mL en un vaso de 20 mL empleando una modificacion

del método propuesto por Saunders et al. (1972).

A continuacidn se le ajusté el pH a 3,5 con HCI 0,1 N para proteasas &cidas, a esta mezcla
se le agregaron 80 pL (25 U/mL) de la preparacion enzimatica a pH 3 manteniendo la
mezcla de reaccion en agitacion continua (500 rpm) a 37 °C durante 15 minutos. De la
misma forma se realizo para la reaccion alcalina, para lo cual se ajusto el pH a 7,8 con
NaOH 0,IN y se le agregaron 100 pL de el extracto enzimatico (17 U/mL) a pH 8
manteniendo en agitacion continua (500 rpm) a 37 °C durante 45 minutos. El grado de
hidrolisis se calculo a partir del volumen de NaOH 0,1 N necesario para mantener el pH a
8, una vez concluida la digestiéon alcalina y el volumen de HCI 0,1 N necesario para
mantener el pH a 3,5, al terminar la digestion acida. Asi mismo, se valoro el nivel de
autohidrolisis de los diferentes ingredientes en ausencia de las proteasas digestivas. En
todos los casos se determind el valor de la hidrélisis (GH) en ausencia del extracto
enzimatico, que fue sustituido por un volumen equivalente de agua destilada. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.

El método para la determinacion del grado de hidroélisis se basa en el nimero de enlaces
peptidicos rotos a lo largo del proceso de la hidrolisis enzimatica. El resultado de la
accion de una proteasa sobre este enlace es la formacion de un grupo amino y otro
carboxilo libres que podran ser mas o menos ionizados en funcion del pH de la
reaccion. En el caso concreto del intervalo de pH 5-6 hay un equilibrio entre los protones
captados y cedidos que determinaron la invariabilidad del pH de la mezcla. Sin embargo,
por debajo de pH 3,1-3,6 los grupos aminos estan totalmente protonados, con lo que la
ruptura de un enlace peptidico se produce un incremento en el pH de la mezcla de
hidrolisis. Por el contrario, a valores de pH entre 7,5y 8 los grupos carboxilos libres estan
totalmente disociados y como consecuencia se produce una acidificacion del medio de

reaccion. En esta ultima premisa se basa en el principio quimico de la técnica de pH-
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STAT. Cuando la hidrdlisis tiene lugar a pH neutro, la disociacion de los grupos carboxilos
liberados disminuye el pH de la mezcla de reaccion, de este modo la cantidad de base
(NaOH) consumida para mantener el pH constante es directamente proporcional al nimero
de enlaces peptidicos hidrolizados, es decir, al grado de hidrolisis (GH).

El grado de hidrdlisis, se expresé como el porcentaje del numero de enlaces peptidicos
hidrolizados (h) con respecto al total de la proteina (hyy), Se calculé mediante la siguiente

ecuacion:

Célculo del grado de hidrdlisis de una reaccidn enzimatica.

GH(%) = 100

tot

Siendo h el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados.

hiot : €l nUmero de enlaces peptidicos totales del sustrato proteico

h:Vbebxle
a MP

Siendo: Vb: consumo de base en mL, Nb: la normalidad de la base, a : la constante de
disociacion de los grupos a-NH,, MP: la masa de proteina en la mezcla de reaccion, hy : el
nimero de enlaces peptidicos totales del sustrato proteinico, h: nimero de enlaces

peptidicos hidrolizados.

Los valores de actividad &cida se estimaron teniendo en cuenta la relacion existente entre la
actividad proteasas totales. La fase alcalina se realizdé por medio de una modificacion del
método propuesto por Dimes & Haard (1994). Durante la determinacion del grado de
hidrolisis de las materias primas con los extractos enzimaticos de los peces, se colectaron

muestras (40 pL) del ingrediente hidrolizado de la siguiente manera.
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1.- Digestion &cida: Al adicionar al extracto estomacal se tomaron muestras a los 0, 100,
200, 300, 400, 500, 600,700, 800 y 900 segundos durante la hidrolisis acida.

2.- Digestion alcalina: Al adicionar el extracto intestinal se tomaron muestras a los 0, 250,
500, 750, 1000, 1250, 1500, 2000, 2500 y 2700 segundos.

Analisis mediante técnicas electroforéticas

De los 40 pL, 20 pL se mezclaron a partes iguales con tampon de muestra (1 mL de 0,5
M Tris-HCI, pH 6,8; 1,6 mL de SDS; 0,4 mL de 2-R-mercaptoetanol; 0,8 mL glicerol; 0,5%
(P/V) azul de bromofenol) y se calentaron durante 4 minutos a 100 °C. Posteriormente,
se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Las electroforesis (SDS-PAGE) se desarrollaron
de acuerdo con el método propuesto por Laemmli (1970), usando geles de poliacrilamida al
12 % (su preparacion se muestra en la tabla 4) y a cada pocillo se le agrego 35 mL de la
mezcla obtenida. Las electroforesis se desarrollaron a voltaje constante de 100 voltios por gel
durante 90 minutos ya 5°C. A continuacién, los geles se fijaron durante 15 minutos en una
solucion de TCA al 12% vy seguidamente se tifieron durante 60 minutos en otra solucion
compuesta de 0,1% de azul brillante de Coomassie (BBC R-250) en metanol-acido acético-
agua destilada (50:10:40). Para destefiirlos se utilizd una solucion de metanol-acido acético-
agua destilada (50:10:40). Una vez destefiidos se hidrataron en agua destilada, para ser

digitalizados.

Analisis de aminoécidos totales liberados OPA (o-ftaldialdehido)

Los otros 20 pL de la solucién acuosa se fijaron con 20 pL de una solucion de
tricloroacético (TCA) al 12 % para realizar los andlisis de aminoacidos libres totales de
acuerdo a la técnica propuesta por Church et al. (1983). Esta técnica se basa en la union
de la parte amino terminal con el reactivo de o-ftaldialdehido (OPA). La solucidn
extemporanea de OPA contenia 50 mL de tetraborato sodico 0,1 M; 5 mL de SDS al 20 %;
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80 mg de OPA disueltos en 1 mL de metanol y 0,2 mL de B-mercaptoetanol, aforandose

hasta 100 mL de volumen final.

Las muestras obtenidas del vaso de reaccion 20 pL fueron mezcladas con el mismo
volumen de TCA al 20% (p/v), y la solucion resultante se centrifugd (14000 rpm por 15
minutos). Se tomaron 10 pL del sobrenadante y se afiadieron directamente a 1 mL del
reactivo OPA, mezclado brevemente e incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Por ultimo se midid la absorbancia a 340 nm y se compar6 con un estandar elaborado con L-
leucina (0,5 mg/mL) con concentraciones crecientes de 0 a 20 pg/mL para la determinacion
de la cantidad de aminoacidos libres totales en las muestras. Los resultados se expresan
como pg de equivalentes de L-leucina liberados por cada pg de proteina. Los ensayos
fueron realizados por triplicado.

Formulacion y elaboracion de las dietas con los ingredientes seleccionados

Los célculos en la formulacion de las dietas fueron realizados por medio del programa
Mixitwin V 5,0, considerando los mejores valores de GH y OPA de cada ingrediente y

formulando las dietas para ser isoproteinicas e isocaloricas.

Para la elaboracion de las dietas, los macronutrientes (harina de sardina Pedregal y caseina)
se pasaron por un molino picadora marca BRAUNMR MODELO KSM2 y posteriormente a
un tamiz eléctrico marca LEESON™? modelo RX-812 por una criba de 500 micras para
tener un mismo tamafo de particulas, los ingredientes se pesaron segun la formulacion de
las dietas experimentales con una balanza analitica marca Sartorius ™ modelo BL 310 con
+ 0,1 mg de precision, a continuacion se mezclaron los ingredientes en seco durante 15
minutos utilizando una batidora de rotacion marca BATHAMMEXMR modelo 178716. De
la misma forma, se pesaron los micronutrientes (premezcla de vitaminas, minerales y

vitaminas C) y fueron agregados a la mezcla de los macronutrientes y mezclados durante 15
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minutos. Posteriormente se pesaron los ingredientes liquidos (aceites de sardina y lecitina
de soya) y se afiadieron a la mezcla de los macronutrientes y micronutrientes, luego se
mezclaron durante 15 minutos, finalmente se agregé como ligante grenetina al 3%, que
previamente fue disuelto con 1 L de agua caliente utilizando una parrilla marca Thermolyne
SYBRONMR modelo SPA1025B y se mezclaron; poco a poco se le agregé el agua y se
siguid mezclando hasta que la masa se compactd. La masa se colocd en un molino marca
TOROREYMR M-22R1 para dar forma a los pellets con una matriz de 4 mm de didmetro
(ACERLOT, INOX). Luego se secaron en una estufa marca CORIAT a una temperatura
constante de alrededor de los 60 a 70 °C en un periodo de secado de 10 a 12 horas. Las
dietas fueron llevadas a temperatura ambiente y mantenidas en un refrigerador marca
TOROREYMR modelo R-36 con temperatura de 0-7 °C + 1,5 °C. En la Tabla 5, se muestran

las concentraciones de los ingredientes utilizados en la formulacién de las dietas.
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Tabla 5. Formulaciones de los alimentos disefiados en base fisioldgica para el cultivo de

juveniles de robalo blanco.

Ingrediente Dieta H. Pesc.  Dieta H. Pollo Dieta H.
Cerdo
Harina de pescado (Sardina, 45,05 0,00 0,00
Pedregal)
Harina de Pollo 0,00 44,05 0,00
Harina de Cerdo 0,00 0,00 58,00
Pasta de soya 13,00 12,80 11,55
Harina de sorgo 33,00 34,00 22,50
Hidrolizado de pescado 2,00 2,00 2,00
FERPAC
Aceite de pescado (Pedregal) 2,00 2,10 1,50
Lecitina de soya ADONAJI 1,50 1,60 1,00
Grenetina 3,00 3,00 3,00
Vitamina C (Rovimix-Roche) 0,5 0,50 0,50
Premix vit (UJAT) 0,20 0,20 0,20
Premix min (UJAT) 0,15 0,15 0,15
Nutriente (g/100g de dieta BS)
Proteina 40,15 40,00 40,00
Grasa 10,10 10,03 10,44
Fibra 0,81 1,55 2,66
Ceniza 8,76 7,08 16,86

Andlisis estadistico

A todos los anélisis se les hicieron pruebas de normalidad y homoscedasticidad; en los
casos donde estos postulados se cumplieron, se aplicaron anélisis de varianza de una via y
pruebas posteriores de Tukey. En los casos donde no se cumplieron los postulados, se
aplicaron prueba de Kruskal - Wallis y pruebas de Tukey no paramétricas. Para los GH’s,
las pendientes fueron comparadas por medio de un andlisis de prueba de Tukey para

detectar las diferencias significativas (P<0,05). Para todos los estadisticos se utilizo el
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programa estadistico STATISTICA v 7.

Resultados
a) Caracterizacion del complejo enzimatico digestivo en juveniles del robalo
blanco.

Actividad de proteasas

Después de los ensayos requeridos para medir las actividades proteoliticas acidas y
alcalinas, los estudios revelaron que los juveniles de robalo blanco, tienen una mayor
actividad enzimética en el estbmago en relacion a la actividad proteolitica presentada en la

parte intestinal del tracto digestivo (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad proteolitica de las enzimas digestivas de robalo blanco

Actividad Proteolitica ~ Unidades/mL  Unidades/g tejido  Unidades/Juveniles

fresco
Acida (Estomago) 25 125 18,4
Alcalina (Intestino) 17 85 5

Efecto del pH sobre la actividad de proteasas &cidas

El nivel optimo de pH proteasas gastricas, se obtuvo a pH de 2, mostrando una caida
uniforme hasta pH 4, descendiendo drasticamente a partir de pH de 5 donde el ambiente

comienza a tornarse mas alcalino (Fig. 1).
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Figura 1. pH dptimo para la actividad de proteasas acidas de robalo blanco.

Efecto del pH sobre la estabilidad de proteasas acidas

Para los estudios de estabilidad de pH y temperatura, los tiempos de incubacion cero fueron
tomados como el 100% de actividad, con la finalidad de poder observar el comportamiento
de la enzima en base a los tiempos de exposicion a tiempos y pH’s diferentes. En las
pruebas de estabilidad al pH, la accion de las enzimas géastricas se mantuvo estable en pH 2
a 8. Sin embargo, a medida que aumenta el pH del medio, la actividad enzimaética
disminuye gradualmente conforme se aumentan los tiempos de incubacion, mostrandose
una desestabilizacion a pH mas alcalinos, en donde a partir de pH 10 la pepsina se
desestabiliza, mostrando en los primeros 30 minutos de incubacion a diferentes pH’s, la
actividad de la pepsina disminuye, pero eleva su actividad a partir de los 60 minutos de

incubacion (Fig. 2).
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Figura 2. Estabilidad al pH de las proteasas acidas de robalo blanco.

Efecto del pH sobre la actividad de proteasas alcalinas

Los ensayos con enzimas alcalinas, son para obtener el parametro operacional de la
actividad de estas enzimas diferentes pH’s. Las enzimas proteoliticas intestinales mostraron
dos picos de maxima actividad, siendo el mas alto a pH 7, reduciendo su actividad a pH 8,
9 y 10 donde se muestra una meseta presentado un segundo de actividad a pH 11,
decayendo la actividad de manera pronunciada a pH de 12, por lo que se puede observar
que el rango de maxima actividad de las enzimas proteoliticas alcalinas de robalo blanco se

presenta a pH 7 y pH de 11 (Fig. 3).
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Figura 3. pH 6ptimo para la actividad de las proteasas alcalinas de robalo blanco.
Efecto del pH sobre la estabilidad de proteasas alcalinas

Para probar la estabilidad de las proteasas alcalinas, los extractos fueron sometidos a
diferentes tiempos de preincubacion a diferentes pH's y después se evalu6 su actividad
residual bajo las condiciones estandar. Las proteasas intestinales mostraron ser estables a
los diferentes pH utilizados en los ensayos con caseina, presentando mayor estabilidad en
rangos de pH 4-10, con inestabilidad a pH extremos, manteniendo un aumento en su
actividad en los primeros 120 minutos, siendo afectada a los 180 minutos de incubacion.
Los valores de pH 2 y 12 se vieron afectados en los primeros 60 minutos de incubacion
elevando su actividad a partir de los 120 minutos de incubacion (Fig. 4), La actividad
proteolitica a pH 4 se ve afectada en los primeros 60 minutos, sin embargo se estabiliza a
partir de los 120 minutos de incubacion con caseina, a pH de 6 la actividad muestra una
caida a partir de los 120 minutos, los ensayos con pH de 8 y 10 muestran una pequefia caida
de actividad a los 180 minutos de incubacién, logrando ser estables a los diferentes pH’s, a

partir de los 120 minutos de incubacion.
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Figura 4. Estabilidad al pH de las proteasas alcalinas de robalo blanco.
Efecto de la temperatura sobre actividad de proteasas acidas
En las enzimas proteoliticas de la seccidén estomacal de robalo, la mayor actividad se reveld
a los 75 °C, con un crecimiento gradual de actividad a partir de 35 °C para después
descender a los 85 °C (Fig. 5).
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Figura 5. Temperatura Optima para la actividad de las proteasas acidas de robalo blanco.
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Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de proteasas acidas

Las proteasas gastricas mostraron ser estables a los cambios de temperatura. En los ensayos
sobre estabilidad proteolitica alcalina, los resultados obtenidos reflejan que existe una
relacion entre la temperatura y el tiempo de exposicion de las enzimas a las diferentes
temperaturas (Figura 6), donde se observa que a menor tiempo de exposicion a
temperaturas altas, las proteasas presentan alta actividad. Sin embargo los mejores
resultados se obtuvieron a mayor tiempo de exposicién y menor temperatura, siendo las
temperaturas de 25, 35 y 45°C respectivamente, las que presentaron los valores mas altos de
actividad enzimatica a 90 minutos de incubacion por encima del 100% de actividad

residual.
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Figura 6. Temperatura Optima para la actividad de las proteasas acidas del robalo blanco
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Efecto de la temperatura sobre la actividad de proteasas alcalinas

La actividad éptima de proteasas alcalinas a la temperatura registrdé el méximo valor a los
65 °C; sin embargo, se puede observar que este tipo de proteasas presenta una alta actividad

a partir de los 45 °C y una caida drastica a los 75 °C (Fig. 7).
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Figura 7. Temperatura Optima para la actividad de las proteasas alcalinas de robalo blanco
Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de proteasas alcalinas

En los ensayos con caseina para los estudios de la estabilidad de las proteasas alcalinas, la
actividad se mostro estable en rangos de temperatura de 55-65°C elevando la actividad por
enzima del 100% en los primeros 30 minutos de incubacion, presentando una caida en la
actividad a los 60 minutos, y un aumento a los 90 minutos, las proteasas alcalinas
mostraron inestabilidad a 25 °C, donde se puede observar la caida gradual de la actividad
proteolitica a medida que se aumenta el tiempo de exposicion. Con temperaturas de 45 °C,
se muestran respuestas similares donde hay una ligera caida de la actividad a los 60

minutos de incubacion y luego un aumento en la actividad residual a los 90 minutos. A
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35°C se presenta una actividad a los primeros 30 minutos, presentando los valores mas altos
de la actividad proteolitica a partir de los 60 minutos de incubacion, (Fig. 8). Las mayores
actividades se presentaron a temperaturas de 35-45°C después de los 90 minutos de

incubacion.
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Figura 8. Termoestabilidad de proteasas alcalinas de robalo blanco.
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Caracterizacion de proteasas alcalinas usando SDS-PAGE

Al aplicar la técnica de SDS-PAGE gel electroforesis, a los extractos multienzimaticos
intestinales de robalo blanco para la caracterizacioén de proteasas digestivas alcalinas, se

pudieron observar dos bandas activas al revelar los geles electroforéticos (Fig. 9).

Figura 9. Bandas enzimaticas alcalinas activas en intestino de robalo blanco.

Caracterizacion de proteasas acidas usando PAGE

Al ser analizado el extracto multienzimatico estomacal con la técnica PAGE, solo se

present6 una banda de proteasas gastricas activas (Figura 10).

Figura 10. Banda enzimatica acida activa en estomago de robalo blanco.
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Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas alcalinas y acidas

Los extractos enziméticos fueron expuestos a una serie de inhibidores y/o quelantes
especificos para ciertos grupos de enzima, donde las proteasas alcalinas mostraron una
reduccion en la actividad. El tosil-fenilalaninclorometil cetona (TPCK), redujo la actividad
de las proteasas alcalinas en un 17%, mientras, el tosyl-lisin-clorometil cetona (TLCK)
inhibié en un 68%, la 1-10 fenantrolina presento mayor porcentaje de inhibicién con un
85%, el inhibidor de tripsina de soya (SBTI) redujo la actividad en un 41%, mientras el
quelante EDTA (acido etilendiamintetraacético) presento el 40,5% de la reduccion de
actividad, el PMSF (fenil-metil-sulfonil fluoruro) redujo la actividad proteolitica en un 60%

y la Ovoalbdmina un inhibid la actividad de las proteasas intestinales en un 59% (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto de Inhibidores sobre la actividad de proteasas alcalinas del robalo blanco.
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Para los estudios de inhibicion de las enzimas gastricas de Centropomus undecimalis, se
utilizo la pepsina porcina como control, utilizando el Pepstatin A como inhibidor; la accion

proteolitica de la pepsina porcina se vio inhibida en un 86% al ser expuesta al Pepstatin A

(Fig. 12).
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Figura 12. Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas acidas de robalo blanco.

Estudios de inhibicion por técnicas electroforéticas para proteasas alcalinas

Los datos obtenidos por la técnica SDS-PAGE, mostraron tres bandas activas, lo cual
indica la presencia de tres grupos de proteasas digestivas alcalinas, las mismas que fueron
inhibidas parcialmente al ser expuestas a la presencia de inhibidores PMSF, TLCK, TPCK,
Ovoalbumina, SBTI, EDTA y 1-10 fenantrolina. Los inhibidores de TPCK, 1-10
fenantrolina, EDTA y PMSF inactivaron la expresion de las tres bandas proteoliticas del
robalo blanco, mientras el TLCK y la ovoalbumina solo inhibieron una banda y SBTI

inhibid dos bandas activas de proteasas alcalinas (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto de los inhibidores sobre las proteasas alcalinas de robalo blanco. CT:
Control, TPCK = tosil-fenilalaninclorometil cetona, Phe: 1-10 Fenantrolina, EDTA = acido
etilendiamintetraacético, TLCK = tosyl-lisin-clorometil cetona, OVO: Ovoalbimina, SBTI

= inhibidor tripsico de la soya y PMSF = fenil-metil-sulfonil fluoruro.

Estudios de inhibicion por técnicas electroforéticas para proteasas acidas

En los andlisis realizados el robalo blanco sélo present6é una banda activa (Fig. 14), la cual
se vio inhibida completamente al ser expuesto el sustrato al inhibidor Pepstatin A, en este
ensayo se utilizo la pepsina porcina como enzima control, la cual se vio inhibida por la

accion del mismo inhibidor.

PP Pi PR PRi

Figura 14. Efecto del Pepstatin A, sobre la pepsina de robalo blanco. PP: Pepsina porcina,
Pi: Pepsina porcina + inhibidor, PR: Pepsina robalo, PRi: Pepsina robalo + inhibidor.
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b) Estudio de digestibilidad “in vitro” de ingredientes proteinicos y dietas en juveniles del

robalo blanco.

Los extractos enziméticos obtenidos de las preparaciones estomacales de C. undecimalis,
fueron expuestos a diferentes harinas vegetales y animales mediante la técnica del pH
STAT. Para esta fase, se tom6 como base la hemoglobina, donde sus valores fueron
considerados como el 100% del grado de hidrélisis (GH) y asi evaluar a través de estos
valores el GH de las harinas utilizadas para estos ensayos. En la Tabla 7, se muestran las
rutas de hidrolisis y los GH finales de las harinas utilizadas, en donde se observa que las
harinas de cerdo, jaiba, pescado Pedregal (Sardina, Pedregal) y sangre de res, estuvieron
por arriba del GH presentado por la hemoglobina, siendo la harina de visceras de pollo la
que presentd un escaso grado de hidrolisis para esta fase.

La mayoria de las harinas analizadas con extractos multienzimaticos intestinales,
presentaron GH mayores a los de la caseina, cuyos valores fueron tomados como el 100%
de GH, demostrandose asi, que las proteasas del intestino, hidrolizan continuamente todas
las harinas, siendo la harina de pescado (Sardina, Pedregal) la que mayor GH presentd en
esta fase, seguido de las harinas de carne y visceras de pollo, cerdo, pollo y pesacdo
(sardina y anchoveta). La harina de jaiba mostr6 una respuesta nula a la degradacion

proteinica, presentando valores por debajo del resto de las harinas (Tabla 8).
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Tabla 7. Valores de GH% de proteasas acidas a diferentes tiempos de hidrolisis.

Segundos

Insumo 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Hemoglobina 054 0,92 1,21 1,53 1,81 208 229 252 2,72
H. Pescado 0,18 0,29 0,32 0,39 0,51 0,57 061 0,66 0,67
Cerdo 1,24 1,69 2,04 2,26 2,52 2,73 2,92 3,03 3,22
Pollo 039 05 054 0,67 o7 072 08 08 09
Gluten de Trigo 0 0,10 023 034 039 045 045 055 0,63
Sangre Res
Texcoco 0,72 1,04 1,31 15 1,6 1,71 182 184 187
Sardina 1,09 1,44 1,66 1,88 1,97 206 222 233 2,42

Pescado Pedregal 1,36 2,12 2,52 2,92 305 328 333 349 3,6

Sangre de Pollo 0,67 1,02 1,25 1,39 155 156 16 165 1,75
Jaiba 8,11 11,93 14,19 1552 16,33 16,7 17,3 18 18,96
Carney Vis. Pollo 0,00 0,00 0,03 0,02 0,02 0,00 002 004 0,10
Sangre Res Prieto 0,67 0,9 1,04 1,32 1,17 1,23 1,23 1,3 1,4

Sangre Res 1,3 1,93 2,38 2,74 298 311 33 334 349
Pasta de Soya 0,09 0,32 0,41 0,44 0,56 06 063 071 0,72
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Tabla. 8. Valores de GH% de proteasas alcalinas a diferentes tiempos de hidrolisis.

Segundos

Insumo 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750
Caseina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,15 0,23 0,29 0,38 0,53 0,58
H. Pescado 0,37 037 0,37 0,38 0,38 0,44 0,31 0,35 0,29 0,29 0,32
Cerdo 0,67 0,76 101 0,98 1,24 1,27 1,47 1,40 1,59 1,74 1,93
Pollo 098 121 127 1,28 1,36 1,37 1,47 1,53 1,71 1,66 1,78
Glutende Trigpo 034 034 034 034 034 037 039 042 047 058 0,58
Sangre Res
Texcoco 050 050 050 069 083 08 08 08 100 101 1,04
Sardina 080 1,14 123 133 1,55 1,40 1,56 1,66 1,68 1,82 1,82

Pescado Pedregal 2,23 2,38 254 252 255 254 267 233 245 257 264
Sangre de Pollo 029 029 042 044 054 048 048 055 051 057 061

Jaiba 0,13 013 013 013 013 013 013 0213 013 0,13 013
Carney Vis.

Pollo 083 099 120 123 121 104 133 130 130 143 152
Sangre Res

Prieto 038 038 038 038 038 042 050 055 057 058 050
Sangre Res 050 055 064 074 079 09 089 092 098 105 1,05

Pasta de Soya 033 062 065 077 08 08 074 08 084 08 087

En la tabla 9, se muestran los valores de GH para cada fase (acida y alcalina) y el valor del
GH total, asi como el porcentaje de digestibilidad alcanzados por cada una de las harinas
analizadas en este estudio, donde la suma del GH de la hemoglobina y la caseina, se tomo
como control y fue utilizada como el 100% de la digestibilidad. En la siguiente tabla se
muestra que la harina de jaiba fue la que presenté mayores GH, seguida por las harinas de
pescado (Sardina, Pedregal), harina de cerdo, sangre de res y harina de pescado (sardina y
anchoveta), todas ellas con valores que estan por arriba del 100%, asi las harinas que
presentaron los valores mas bajos fueron las harinas de carne y visceras de pollo, pasta de
soya, gluten de trigo e hidrolizado de pescado, que estuvieron por debajo del 50% de la
digestibilidad y el resto de las harinas estuvo por debajo del 100% pero encima del 50% de
digestibilidad.
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Tabla 9. Porcentajes de digestibilidad de las harinas analizadas

Insumo 'GH GH GH % Digestibilidad
Acido Alcalino Total
Hemoglobina/Caseina 2,71 0,58 3,30 100,00
Hidrolizado de pescado 0,67 0,32 0,99 30,04
Cerdo 3,22 1,93 5,15 155,92
Pollo 0,90 1,78 2,68 81,27
Gluten de trigo 0,62 0,58 1,21 36,66
Sangre de res Texcoco 1,86 1,06 2,93 88,78
Sardina 2,42 1,82 4,24 128,53
Pescado Pedregal 3,60 2,64 6,24 189,05
Sangre de pollo 1,75 0,61 2,36 71,55
Jaiba 18,95 0,13 19,09 578,18
Carne y visceras de pollo 0,10 1,52 1,62 49,03
Sangre de res Prieto 1,40 0,50 1,90 57,42
Sangre de res 3,48 1,05 4,54 137,37
Pasta de soya 0,72 0,87 1,60 48,33

Anélisis mediante la técnica de OPA para aminoacidos liberados

La harina de pescado pedregal fue la que present6 los mejores valores en la evaluacion de
los aminoécidos libres totales (AALT), liberados durante el proceso de degradacion de
proteinas utilizando los extractos multienzimaticos del estomago de C. undecimalis,
aplicando el sistema cerrado mediante la técnica del pH STAT, estos valores fueron
seguidos por los alcanzados en las harinas de sangre de pollo, carne y visceras de pollo,
harina de jaiba y sangre de res, donde se tomaron los valores de la liberacion de
aminoéacidos libres de la hemoglobina como muestra control de los amino&cidos liberados
al medio, donde la harina de gluten de trigo, hidrolizado de pescado y la harina de sangre
de res Prieto presentaron los valores mas bajos en la liberacién de aminoacidos libres

(Tabla 10).
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La accidon proteasas digestivas del intestino de C. undecimalis, en el proceso de
degradacidn proteinica para la liberacion de aminoécidos, se vio favorecida en las harinas
de hidrolizado de pescado la cual fue la que presenté valores significativamente altos,
seguida por las harinas sangre de pollo, sangre de res y harina de sardina que presentaron
mayor cantidad de AALT liberados al medio, tomandose como referente los valores
obtenidos por la caseina, siendo las harinas de pollo, cerdo y gluten de trigo las que
mostraron una menor cantidad de aminoacidos libres liberados para la fase alcalina (Tabla
11).

Tabla 10. Aminoacidos libres liberados por las enzimas gastricas (png/mL)

Carne y Vis de Pollo 90 90 94 94 85 90 160 160 146
5 5 0 0 5 24 38 33 38
14 19 19 19 28 38 90 38 127

52 52 38 38 52 52 57 52 66

Sangre Res Prieto
Sangre de Res

Segundos
Insumo 0O 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Hemoglobina 0 61 66 57 47 151 184 151 141 160
H. de Pescado 0 5 0 19 0 14 24 28 24 42
Cerdo 0 9 0 9 28 19 28 75 71 61
Pollo 0 9 24 5 47 85 57 75 47 57
Gluten de Trigo 0 0 0 9 0 47 28 19 57 47
Sangre Texcoco 0 0 9 19 9 19 28 9 28 75
Sardina 0 0 28 28 28 42 75 71 66 75
Pescado Pedregal 0 0 47 42 146 472 580 632 882 1146
Sangre Pollo 0 38 90 33 42 61 52 42 66 146
Jaiba 0 5 0 0 0 0 9 28 75 141
0
0
0
0

Pasta de Soya
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Tabla 11. Concentracion de aminoacidos liberados por las enzimas intestinales de C.

undecimalis (ug/mL).

Segundos

Insumo 0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2700
Caseina 0 0 0 61 24 71 203 146 358 354 453 495
H. de Pescado 0 71 160 203 274 264 236 387 547 585 707 858
Cerdo 0 0 71 52 0 57 90 28 5 28 42 132
Pollo 0 28 61 90 80 52 94 85 94 94 118 137
Gluten de Trigo 0 0 0 0 0 0 0 19 38 66 33 104
Sangre Texcoco 0 9 99 99 141 123 113 127 179 208 255 241
Sardina 0 141 330 203 264 264 340 250 396 415 462 434
Pescado Pedregal 0 8 90 42 66 146 57 137 231 118 193 292
Sangre Pollo 0 75 75 90 90 127 184 241 212 439 547 472
Jaiba 0 0 28 146 75 66 141 118 132 175 175 160
Carne y Vis de Pollo 0 5 0 24 14 9 132 113 132 132 198 245
Sangre Res Prieto 0 52 52 52 33 94 71 104 113 123 127 170
Sangre de Res 0 80 132 123 123 146 222 217 325 401 448 439
Pasta de Soya 0 9 14 0 33 9 47 127 71 90 104 179

Andlisis electroforéticos

Las muestras tomadas en los ensayos con el pH STAT en los tiempos antes mencionados,
fueron analizadas mediante la técnica de SDS-PAGE, donde las enzimas géastricas del
estomago de robalo blanco, presentan una rapida degradacién proteinica sobre el gluten de
trigo, estabilizandose a partir de los 200 segundos de exposicion a la actividad enzimética
(Fig. 15).
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Figura 15. Degradacion de la proteina de harina de gluten de trigo por accién de las

enzimas gastricas de C. undecimalis.

Digestibilidad in vitro de las dietas disefiadas para juveniles de robalo blanco

Para evaluar la digestibilidad in vitro de las Dietas elaboradas, se utilizaron los materiales y
métodos mencionados en los apartados anteriores.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores sobre GH y aminoacidos
liberados, se procedié a la formulacién de las dietas balanceadas para C. undecimalis, con
las harinas que se consideraron como las mejores fuentes alimenticias. Las formulaciones
de estos alimentos experimentales utilizados para este estudio, se realizaron a través de la
seleccion de los ingredientes que presentaron mejores resultados en los analisis realizados
mediante la técnica del pH STAT vy la técnica de OPA (harina de cerdo, harina de pollo y

harina de pescado, a partir de los cuales se formularon 3 (tres) alimentos experimentales,
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utilizando como control un alimento comercial de pescado para cultivo de trucha de la

empresa Silver Cup (45% de proteina y 16 % de lipidos).

Grado de hidrdlisis de las dietas elaboradas

En la figura 16, se muestra que el alimento comercial de la empresa Silver Cup, presento el
mayor valor de GH, donde los alimentos formulados en base a nuestros resultados
anteriores presentaron GH mas bajos, siendo el alimento de pescado el que alcanzé un valor
mas cercano al obtenido por el alimento elaborado por la empresa Silver Cup, seguido por
el alimento de cerdo, siendo el alimento de pollo el que alcanzé el valor mas bajo de GH
durante la fase 4cida.

Los resultados de la digestion alcalina muestran que el alimento de pollo tiene el mayor
valor de GH, seguido por el alimento de pescado, el cual presenta mayor valor que el
alimento comercial de la empresa Silver Cup que fue utilizado como control, y finalmente

el alimento de cerdo, fue el que obtuvo el valor de GH mas bajo (Fig. 17).
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Figura 16. GH &cido de los alimentos balanceados.
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Figura 17. GH alcalino de los alimentos balanceados

La tabla 12, muestra el GH total de los alimentos elaborados, como también del alimento

comercial, presentado al alimento comercial de la empresa de alimentos acuaticos Silver

Cup, como el alimento de mayor valor de GH, siendo el alimento de pescado el que

presento valores mas cercanos al alimento comercial, seguido por el alimento de pollo,

donde el valor mas bajo de GH total lo presento el alimento de cerdo.

Tabla 12. GH totales de los alimentos balanceados.

Ingrediente GH Acido GH Alcalino GH Total
Silver Cup 8.44 2.07 1051
Alimento de Pollo 1.84 6.02 7.86
Alimento de 7.01 2.76 9.77
Pescado
Alimento de Cerdo 3.81 1.49 5.30
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Analisis mediante la técnica de OPA para aminoacidos liberados de las dietas

balanceadas

Los datos obtenidos mediante la técnica del OPA para la fase acida muestran que el
alimento de pollo, fue el que presenté mayor digestibilidad (Fig. 18), siendo elalimento de
pescado el que obtuvo los resultados mas cercanos al alimento de pollo y el alimento

control de la empresa Silver Cup, mostr6 una liberacion escasa de amino&cidos.

El alimento de pescado, tiene mayor liberacion de aminoacidos conforme al tiempo de
residencia, en comparacion con el resto de los alimentos experimentales durante la
digestion alcalina (Fig. 19), tanto asi que sus valores de liberacion al principio de la
exposicion al extracto multienzimatico alcalino son bajos conforme al resto y terminan por
arriba de los valores de los tres alimentos antes mencionados. En esta Figura también se
observa que el alimento comercial Silver Cup, es el que mas escasez de aminoacidos libres

liberados presenta al medio.
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Figura 18. Curvas de liberacion de amino&cidos (ug/mL) en la fase acida.
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Figura 19. Curvas de liberacion de amino&cidos (ug/mL) en la fase alcalina
Andlisis electroforéticos
La degradacidn proteinica del alimento de pescado, se da de manera répida al inicio de la

exposicion de este con las Proteasas alcalinas y luego conforme transcurre el tiempo se

origina una degradacion proteinica gradual (Fig. 20).
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Figura 20. Degradacion del alimento de pescado en la fase alcalina.
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ETAPA 2) Estudio de los cambios en la actividad enzimatica digestiva durante la

ontogenia inical del robalo blanco.

Materiales y métodos

Cultivo y muestreo de larvas

Las larvas de C. undecimalis fueron obtenidas de un solo desove inducido (Ovaplant) de
reproductores mantenidos en tanques de 13 m® de capacidad incluidos en un sistema
abierto, en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion de la UNAM (UMDI-
UNAM) en Sisal, Mérida. Las larvas fueron sembradas en un tanque de fibra de vidrio de
600 L en un sistema abierto; con temperatura de 29°C, oxigeno disuelto de 5.43 mg de OD
L-1 y pH de 7.4 controlados usando el oximetro (YSI 55, California, USA) y un
potenciometro (Denver Instrument UB-10, Denver, Colorado, Colorado, USA). Se
alimentd tres veces al dia (8:00, 12:00 y 18:00 h) ad libitum con rotiferos Brachionus
rotundiformus desde la absorcion del vitelo hasta el 25 dias posteclosion (DDE), del dia 20
al 30 DDE en adelante con nauplios de Artemia (INVE), a partir del dia 27 en adelante con
metanauplios de Artemia enriquecidos con una emulsion lipidica (SELCO, INVE).

Se colecto6 una cantidad variable de individuos (aproximadamente de 400 embriones a 100
larvas), utilizando una red de aproximadamente 125 pum de luz. Los muestreos fueron los
dias O (embriones), 3, 5, 7, 12, 25, 34 y 36 DDE. Los organismos fueron anestesiados a
bajas temperaturas, congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -20 °C hasta su uso
posterior. Adicionalmente, para los mismos dias se tomaron muestras de 10 larvas, las
cuales fueron fijadas con formol al 4% amortiguada con boratos para evaluar el crecimiento
en peso humedo individual por medio de una balanza analitica (Sartorious AG, Gottingen,

Germany; precision de 1 x 10™ g).
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Analisis bioquimico

Los embriones y larvas completos fueron procesados hasta el 12 DDE, a partir de entonces
y hasta el Gltimo dia de muestreo (36 DDE) se extrajo el saco visceral. Cada muestra fue
homogenizada en frio usando el tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 (15 mg ml™);
posteriormente se centrifugé (16,000 g durante 15 min a 4°C) y el sobrenadante fue
recuperado y almacenado a -20°C hasta la realizacion de las técnicas bioquimicas. La
concentracion de proteina soluble en los extractos enzimaticos fue medida con la técnica de

Bradford (1976), usando como estandar la albumina sérica bovina.

La actividad tipo proteasa alcalina fue estimada por el método de Walter (1984), con
caseina al 0.5% como substrato en el tampon Tris/HCI 50 mM a pH 9. La proteasa acida
(activida pepsina) fue tasada con la técnica de Anson (1938), en que la hemoglobina al
0.5% en tampon Glicina/HCI 0.1mM, pH 2 fue el substrato. Las mezclas fueron incubadas
a 37°C, la reaccion fue detenida mediante la adicion de 0.5 ml de TCA al 20% vy la
absorbancia de los productos de reaccion fue medida a 280 nm. La unidad de actividad
enzimética fue definida como 1 pg de tirosina liberada por minuto, esto en base al
coeficiente de extincion molar (0.005). La actividad tripsina se midié conforme lo descrito
por Erlanger et al. (1961), a 25°C y con BAPNA (N-a-benzoyl-DL-arginine p-nitroanilide)
como sustrato en el tampon Tris-HCI 50 mM a pH 8.2 (con CaCl, 10 mM). La actividad
quimotripsina fue identificada con el método de DelMar et al. (1979), a 25 °C con
SAAPNA (N-succinyl-ala-ala-pro-phe p-nitroanilide) como substrato en DMSO 10 mM y
Tris/HCI 100 mM (con CaCl, 10 mM) a pH 7.8. La actividad carboxipeptidasa A se midi6
usando el método descrito por Folk y Schirmer (1963), usando como sustrato (Hippuryl-L-
phenyl-alanine) en 0.025M Tris-HCI (con NaCl 0.5M) A pH 7.5. La actividad Leucina-
Aminopeptidasa fue determinada en Leucina p-Nitroanilida en DMSO 0.1 mM, usando el
tampon fosfato sédico 50 mM, pH 7.2 a 25 °C (Maraux et al. 1973). En las técnicas

descritas anteriormente las reacciones fueron detenidas con acido acético al 30%; mientras
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que la actividad enzimatica fue defina como 1 pg de nitroanilida liberada por minuto,
usando el coeficiente de extincion molar de 8.8 para tripsina, quimotripsina y leucina-

aminopeptidasa.

Para la identificacion de actividad enzimatica a-amilasa se usé como sustrato el almidén al
2% en el tampon fosfato-citrato 0.1 M méas NaCl 0.05M a pH 7.5, la absorbancia fue
cuantificada a 600 nm (Robyt y Whelan 1968). La lipasa fue cuantificada en el sustrato -
naftil caprilato 200mM (en Tris-HCI 50 mM a pH 7.2 y taurocolato sédico 100 mM) seguin
describié Versaw et al. (1989); la incubacion fue de 30 min, entonces la reaccion fue
interrumpida con TCA 0.72 N, se le adicion¢ fast blue 100 mM vy finalmente se clarificd
con una solucion de etanol: acetato de etilo (1:1 v/v); la unidad en este caso empleada fue
especificada, conforme a las lecturas de absorbancia a 540 nm, como 1 pg de naftol

liberado por minuto, con un coeficiente de extincion molar de 0.02.

La actividad fosfatasa acida y alcalina fue estimada con 4- nitrofenilfosfato, como sustrato,
en tampdn citrico/citrato a pH 5.5 si es para condiciones acidas, o con tampon NaOH-
glicina a pH 10.1 para fosfatasa alcalina; segun Bergmeyer (1974). La unidad de actividad
fue definida como 1pg de nitrofenol liberado por minuto.

La actividad especifica de los extractos fue expresada usando las siguientes ecuaciones: 1)
Unidades por ml = (Aabs x volumen final de reaccién (ml)) / (MEC x tiempo (min) x
volumen del extracto (ml)); 2) Unidades por mg de proteina = Unidades por ml / mg de
proteina soluble; 3) Unidades por larva = Unidades por ml / nimero de larvas por ml. Aabs
representa el incremento de absorbancia a una determinada amplitud de onda y MEC
representa el coeficiente de extincién molar para el producto de la reaccion (ml pg™ cm™).
Los resultados fueron representados de acuerdo a las ecuaciones 2 y 3. Todos los ensayos

fueron realizados por triplicado.
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La clasificacion de proteasas fue realizada mediante electroforesis SDS-PAGE, de geles
discontinuos para proteasas alcalinas (Laemmli 1970; Garcia-Carrefio 1993) y PAGE en
condiciones nativas para proteasas acidas (Davis 1964). Los extractos enzimaticos se
mesclaron con el tampon de muestra (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, glicerol, SDS, azul de
bromofenol) a una proporcién v/iv de 1:1, se cargaron 20 pl de extracto y tampon de
muestra en los pozos de los geles (8.3 cm x 6.1 cm x 0.75 cm). Los zimogramas
discontinuos constaron de un gel de almacenamiento al 4% y un gel de separacion al 10%;
el corrimiento fue realizado a 80 V durante 15min y a 100 V durante 100 min con una
resistencia de 120 mA, (usando el sistema Mini Protean I1I® Laboratorios BIORAD®,
California), a 4°C con el tampén lauril (duodecil) sulfato sodico; los geles fueron
sumergidos en una solucién de caseina 2% (en Tris-HCI 50mM pH 9) a 4°C durante 60 min
para permitir la absorcion de caseina por el gel y después una incubacién a 37°C durante
por 18 horas para que las proteasas hidrolizaran el sustrato. La electroforesis en condiciones
nativas se realizé en el gel de poliacrilamida al 10%, donde el corrimiento fue a 80 V por
15 min a 120 mA vy después a 80 V durante 180 min a 24 mA; el sustrato usado fue
hemoglobina 0.25% tamponada en glicina-HCI 100 mM pH 2, incubando primero a 4°C
durante 30 min y después a 37°C por 90 min. La tincion fue realizada, para ambos
procedimientos, con azul brillante de Coomassie R-250 (Laboratorios BIORAD®,
California), 0.12 g paral00 ml de metanol: agua destilada: acido acético (1:1:0.4 v/v) y se
destifio con una solucion de metanol: acido acético: agua destilada (1:0.29:1.5 v/v). El peso
molecular fue determinado con el marcador comercial LWM de Pharmacia Biotech
(Uppsala, Suiza) compuesto por seis proteinas de peso molecular conocido con un rango de
14.4-94 kDa.

Célculos del Rf y pesos moleculares

Se utilizo un marcador de pesos moleculares de bajo peso (LRMWM) que fue aplicado para

cada SDS-PAGE agregando 5 ul por poso. EI LRMWM contiene las siguientes proteinas
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como marcadores: Fosforilasa b (97 kDa), albumina bovina sérica (66 kDa), albumina de
huevo (45 kDa), anihidrasa carbonica (29 kDa), tripsindgeno (24 kDa) y inhibidor tripsico
de soya (20 kDa). La electromobilidad relativa (Rf) fue calculado para todos los
zimogramas (lgbokwe y Downe 1978) y el peso molecular (MW) de cada banda con
actividad de proteasa alcalina fue calculado como el ajuste lineal entre el Rf y el logaritmo
decimal de los pesos moleculares de las proteinas usadas como marcadores usando el
programa Quality One V 4.6.5 (Hercules, CA).

Andlisis estadisticos

Para la evaluacion del crecimiento larvario se utiliz6 un modelo de crecimiento exponencial
con la expresion y=ae®™ donde y = peso fresco individual, e = base exponencial, a = peso
inicial y b = tasa de crecimiento y x = edad en dias de la larva. La evaluaciéon de los
parametros del modelo se realizaron por medio de iteraciones Mardquat usando el

programa Statistica'™ v. 7.0.
Resultados

El crecimiento de las larvas de C. undecimalis muestra una tasa de crecimiento exponencial
(0.140 mg dia™) para el peso (Fig. 21a) y la longitud total (0.0782 mm day™) durante el

larvicultivo (Fig. 21b) como se observa al utilizar el modelo exponencial.
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Figura 21. a) Peso promedio htimedo (ug larva™ + dev. std., n = 3 pool de larvas), y b)

longitud total (mm larva™ + dev. std., n = 3 pool de larvas) de larvas de C. undecimalis.

Para todas las actividades de enzimas digestivas, tanto especificas como individuales, se
detectaron diferencias significativas (P<0.05) entre los dias después de la eclosion (dde) a
lo largo del larvicultivo (Figura 22a-1). La actividad especifica de proteasas alcalinas fue
detectada desde la eclosion (1 dde), incrementandose para el 3 dde, alcanzando su maxima
actividad para el, siendo fluctuante hasta el 36 dde (Fig. 22a). La actividad especifica de
proteasas acidas fue baja desde el 7 dde y se incrementd gradualmente a partir del 12 dde,
para acelerar su valor rapidamente a 32 y 36 dde, siendo esté ultimo el de maximo valor
(Fig 22c). La actividad especifica tipo tripsina tuvo dos picos de maxima actividad a los 7 y
12 dde, siendo el Segundo el méas importante en valor; esta actividad disminuyé
paulatinamente después de ese dia (Fig. 22e). La actividad especifica tipo quimotripsina se

detecto desde el 5 dde, incrementandose gradualmente hasta alcanzar el maximo valor el 25
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dde y disminuir gradualmente después de ese dia (Fig. 22g). La actividad especifica de la
carboxipeptidasa A fue baja durante los primeros dias, incrementando rapidamente a partir
del 7 dde hasta el 12 dde, para reducirse a los 25 dde e incrementando nuevamente a los 34
y 36 dde (Fig. 22i). La actividad especifica tipo leucina aminopeptidasa fue detectada desde
la eclosion (1 dde), incrementandose gradualmente hasta alcanzar la maxima actividad en el
12 dde y decaer paulatinamente hasta el 36 dde (Fig. 28k). Para las actividades individuales
de proteasa alcalina (Fig. 22b), proteasa é&cida (Fig. 22d), tripsina (Fig. 22f), y
carboxipeptidasa A (Fig. 22j) se detectaron incrementos graduales desde el inicio del
larvicultivo alcanzando lo valores maximos para todas en el 36 dde. Para las actividades
individuales tipo quimotripsina se detecté un incremento similar, pero el valor maximo se
detectd para el 32 dde, decayendo para el 36 dde (Fig. 22h). Finalmente, la actividad
individual de la leucina aminopeptidasa fue diferente al resto, mostrando una actividad nula
desde la eclosién hasta el 5 dde, incrementando rapidamente para el 7 dde y alcanzando la
maxima actividad para el 12 dde, sindo fluctuante a lo largo del larvicultivo hasta el 36 dde
(Fig. 22i).

La actividad especifica de lipasas mostr6 un leve incremento para el 3 dde, manteniéndose
con fluctuaciones e incremenando rapidamente para el 36 dde, sindo el dia de maxima
actividad (Fig. 23a). La actividad individual de lipase fue incrementando gradualmente
desde la eclosion, alcanzando su maximo valor para el 32 dde y decayendo aceleradamente
para el 36 dde (Fig. 23b). La actividad especifica de a-amilasa estuvo presente desde la
eclosion (1dde), incrementandose a partir del 5 dde hasta el 12 dde, siendo el 7 dde el de
maxima actividad, despufies del 12 dde la actividad decayd rapidamente (Fig. 23c). En
relacion a la actividad individual de la o-amilasa se detectaron dos picos de maxima
actividad, el primero en el 7 dde y el segundo a los 34 dde, sindo este el dia de maxima
actividad (Fig. 23d). En el caso de la actividad especifica de fosfatasa acida se detectaron
niveles bajos desde la eclosion hasta los 12 dde; sin embargo, del 25 dde la actividad se
incrementa hasta alcanzar su maximo nivel para el 34 dde (Fig. 23e). La actividad
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individual de la fosfatasa &cida tiene una tendencia similar al de otras enzimas,
detectdndose un primer pico de actividad para el 25 dde y el maximo valor para el 36 dde
(Fig. 23f). Finalmente, la actividad especifica e individual de la fosfatasa alcalina tuvieron
patrones similares, presentando bajos valores desde la eclosion hasta el 12 dde,
incrementandose rapidamente a partir del 25 dde, decayendo en el 34 y 36 dde (Figs. 23g y
h).
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Figura 22. Actividad de enzimas digestivas durante el larvicultivo de C. undecimalis
(promedio £+ DE, n = 3 pool de larvas). (a) Actividad especifica de proteasas alcalinas, (b)
Actividad individual de proteasas alcalinas, (c) Activiadad especifica de proteasas acidas,
(d) Actividad individual de proteasas acidas, (e) Actividad especifica de tripsina, (f)

Actividad individual de tripsina, (g) Actividad especifica de quimotripina, (h) Actividad
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individual de quimotripsina, (i) Actividad especifica de carboxipeptidasa A, (j) Actividad

individual de carboxipeptidasa A, (k) Actividad especifica de leucina aminopeptidasa, (1)

Actividad individual de leucina aminopeptidasa. R: rotiferos, AN: nauplios de Artemia,
EAMN: meta-nauplios de Artemia enriquecidos.

Alvarez, A. et al. 2010. Avances en la fisiologia digestiva del robalo blanco (Centropomus undecimalis) en Tabasco, México. En: Cruz-Suarez, L.E.,
Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J. (Eds), Avances en Nutricién Acuicola X -
Memorias del Décimo Simposio Internacional de Nutricion Acuicola, 8-10 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L., México.

ISBN 978-607-433-546-0. Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Monterrey, México, pp. 98-231.



Amylase 4 Lipase
U mg protein U mg protein

Acid phosphatase
U mg protein”

Alkaline phosphatase
U mg |:;~r~t‘.niaeun“1

300
200
ann
200
100

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

178

o= by L B th

4]

‘e
e o
ety

o i\
a.-|*.5 m|‘15 o0 25 30 35 40

R AN EAMMN
Age (days)

Lipase
-
mU larvae

Amylase
U larvae™

Acid phosphatase
mU larvae™

Alkaline phosphatase
muU larvae™

12
10 L
'b
B P
b/
: d d A Lc:
ol abe?
20
as
15 d b |
10 | Iu"k' d I
.. |
°] i; 1 9
ol & .- s
60 | f h_ ae
% ValiaN]
40 S .
30 |
20 4 /
10 1 Eﬁ'ﬁlee é
ﬂ *"\—
1200 -
1000 h .
BOD VAR
800 !
w00i g ;-‘f P
200 of & d .
o eee Y
."fl". -"lll'-
O[5 1015 20 2B 30 35 40
R AN EAMN
Age (days)

Figura 23. Actividad de enzimas digestivas durante el larvicultivo de C. undecimalis

(promedio + DE, n = 3 pool de larvas). (a) Actividad especifica de lipasa, (b) Actividad

individual de lipasa, (c) Actividad especifica de a-amilasa, (d) Actividad individual de o-
amilasa, (e) Actividad especifica de fosfatasa acida, f) Actividad individual de fosfatasa
acida, g) Actividad especifica de fosfatasa alcalina, (h) Actividad individual de fosfatasa

alcalina. R: rotiferos, AN: nauplios de Artemia, EAMN: meta-nauplios de Artemia

enriquecidos.
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El zimograma de proteasas usando PAGE muestra dos diferentes tipos de bandas, la
primera que tiene un Rf de 0.51 y la segunda banda con un Rf de 0.32, ambas fueron
observadas a partir del dia 35 DDE y se mantuvieron para el 36 DDE (Fig. 24a). En otro
orden de ideas, el zimograma de proteasa alcalinas usando SDS-PAGE mostr6é una primer
banda de actividad a partide del 25 dde que permanecio para los 34 y 36 dde, la cual mostré
un peso molecular de 26.4 kDa; por otra parte, a partir del 36 dde se detecté una segunda

con un peso molecular de 51.6 kDa (Fig. 24b).

Figura 24. Zimograma de la actividad de proteasas &cidas (a) usando PAGE vy alcalinas (b)
usando SDS-PAGE durante el desarrollo de larvas de C. undecimalis. Los numeros
superiores indican los dias depués de la eclosion. El primero poso indica el LWMM (kDa):
97) Fosforilasa; 66) Albumina Bovina sérica; 45) Ovoalbumina; 29) Anhidrasa carbonica;

24) Tripsindgeno, 20) Inhibidor tripsico de soya.
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ETAPA 3) Estudio de la expresion de enzimas digestivas durante la ontogenia inicial
del robalo blanco.

Materiales y métodos

Obtencion de material biol6gico, condiciones de cultivo y crecimiento larval

En el presente estudio se utiliz6 como material biologico juveniles, huevos y larvas de C.
undecimalis que fueron obtenidos de una serie de desoves artificiales consecutivos del lote
de reproductores con los que cuenta el invernadero de peces marinos de la Unidad
Multidisciplinaria de Docencia e Investigacién (UMDI-Sisal) de la Facultad de Ciencias de
la UNAM ubicado en Sisal, Yucatan. La fertilizacion de los huevos se realizo siguiendo las
instrucciones del manual de la Secretaria de Pesca “Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico del
Cultivo de robalo”, 1994. Los huevos fertilizados fueron transferidos a tanques circulares
de 500 L de capacidad, conectados a un sistema de recirculacion. El agua de los tanques fue
mantenida a una temperatura constante de 28°C %1, con una salinidad de 37%. Se
proporciono iluminacién constante durante las dos primeras semanas de vida. La densidad
inicial de las larvas fue de 50 a 80 larvas L. Las larvas fueron alimentadas inicialmente
con rotiferos (Brachionus plicatilis) a 10 mL™ y microalgas (Nannochloropsis sp) durante

los 12 dias que comprendi6 el presente estudio.

Muestreo y procesamiento de tejidos y larvas

Un juvenil de robalo, fue sacrificado con ayuda de un shock térmico y se le realiz6 una
diseccion para extraer el intestino, pancreas y estobmago, los cuales fueron enjuagados con
agua destilada, pesados y almacenados en tubos que contenian 1.0-1.5mL de RNALater
(Ambion, Austin, TX, USA) y mantenidos de acuerdo a las instrucciones de esta sustancia.

Aproximadamente doscientas larvas por triplicado de C. undecimalis fueron muestreadas

antes de la alimentacion de la mafiana para reducir la presencia de presas vivas en su
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estomago. Se muestrearon los dias 0, 1, 2, 3, 5y 12 después de la fertilizacion para los
experimentos de RT-PCR. Las larvas fueron enjuagadas con agua destilada y transferidas a
tubos Eppendorf que contenian 1.0-1.5 mL de RNALater. Las muestras fueron almacenadas
de acuerdo al protocolo del RNALater.

Caracterizacion de la secuencia de las enzimas digestivas

El ARN total de cada una de las porciones de intestino, estbmago y pancreas que se tenian
mantenidos en RNALater a —-80°C fue aislado de acuerdo con el método de Valenzuela et
al. 2005. Un microgramo de ARN total fue reversamente transcrito de acuerdo a las
instrucciones del kit SuperScript 11l One-Step RT-PCR System con Platinum Taq
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utilizando los iniciadores especificos para los genes de:
amilasa, aminopeptidasa, lipasa, pepsina y tripsina en un volumen total de 25ul en un
termociclador de tiempo real iCycler 1Q5 Multicolor real-time PCR detection system (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). La secuencia de nucleétidos y la temperatura de alineamiento
para cada enzima utilizada en este estudio esta detallada en la Tabla 13. Los iniciadores
fueron disefiados a partir de la comparacién de diferentes ARNm seleccionados y
representan una regiéon muy conservada de nucle6tidos. Las condiciones de PCR para la
RT-PCR de las enzimas fueron: 30 minutos a 55°C; 30 ciclos de un minuto a 94°C, un
minuto a la temperatura especifica para cada enzima, dos minutos a 72°C; diez minutos a
72°C. Los productos amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa al 2%,
utilizando una escalera de 100 pb como marcador (Promega, Madison, WI, USA). Las
bandas observadas fueron cortadas del gel y purificadas utilizando el kit de Wizard SV gel
y PCR clean-up system (Promega, Madison, WI, USA). Las bandas purificadas fueron
enviadas a la Unidad de Sintesis y Secuenciaciéon del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM para ser secuenciadas.
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Tabla 13. Secuencia de iniciadores y temperatura de alineamiento de RTAMI (ubiquitina),
TAPSA (aminopeptidasa), TLPCA (lipasa), PEPNOT (pepsina) y TRINA (tripsina)
utilizados en las reacciones de RT-PCR

Iniciador Secuencia de nucleotidos (5°—37) Temperatura de

alineamiento (°C)

RT-PCR RTAMI
RTAMI-F TTCATATTGGCGTTAGTCCT s
RTAMI-R TTACAATTTGGAGTCCAAGAC '
RT-PCR TAPSA

TAPSA-F TACATCAGTAAAGCTGTCGG 507
TAPSA-R AAGGCTCTCATGACCAAGAC '
RT-PCR TLPCA

TLPCA-F AGAAGAACCGCTACTACCAG o1
TLPCA-R GATCTCATTCTCCTCCACCT

RT-PCR PEPNOT

PEPNOT-F GAGTGCCTCCATAAGATTCC c0.3
PEPNOT-R ACCAATGTACTTAGACTGGG '
RT-PCR TRINA

TRINA-F TCTCTTGTATTCGTTCTGCT 60
TRINA-R AGAGGATGATGGAAGAAAGG

Las diferentes secuencias de enzimas digestivas estudiadas en este trabajo fueron
analizadas utilizando BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para saber que tipo de

enzima eran.
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Experimentos de RT-PCR

El ARN total de las larvas de robalo blanco de los dias 0, 1, 2, 3, 5y 12 después de la
fertilizacion que estaban mantenidas en RNALater serd aislado y reversamente transcrito
como se menciond anteriormente. Los experimentos de RT-PCR se llevaran acabo para
observar la expresion de ARNm durante el desarrollo del sistema digestivo. Iniciadores
especificos para las secuencias de RTUDbi (ubiquitina), RTLip (lipasa) y RTTri (Tripsina)
fueron disefiados basandonos en las secuencias obtenidas en este estudio (Tabla 15). Se
llevara acabo la amplificacion de B-actina utilizando iniciadores especificos que fueron
elegidos a partir de la comparacion de diferentes ARNm y representan una regién muy
conservada de nucle6tidos, para confirmar el nivel de expresion de un gen doméstico y

proveer un control interno (Tabla 14).

Tabla 14. Secuencia de iniciadores y temperatura de alineamiento de RTUbi (Ubiquitina),
RTLip (Lipasa), y RTTri (Tripsina) que seran utilizados en las reacciones de RT-PCR de
larvas de robalo

Iniciador Secuencia de nucledtidos (5°—37) Temperatura de alineamiento (°C)
RT-PCRUbi
RTUbI5’ GCAACACACCTGACCTGAGG 52.6
RTUbI3’ CGTCCTGCTGATTGTATCCC 51.9
RT-PCRLip
RTLip5’ TGATGCCTGCAATCACGTCC 56.6
RTLip3’ TTAGCCACTGGGCCATCAGG 57.2
RT-PCR-Tri
RTTri5’ GCTCCACTGCTGACAGGAAC 52.0
RTTri3’ CAGAGTCACCCTGGCAAGAG 52.1
RT-PCRAct
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RTAct5’ CGCGACCTCACAGACTACCT 50.75
RTAct3’ GATTCCGCAGGACTCCATAC 51.0
Resultados

Amplificacion por PCR

La amplificacion por PCR utilizando los iniciadores de la Tabla 15 dio como resultado
productos de aproximadamente 700, 350 y 200 pb para RTAMIL1 (amilasa 1), RTAMI2
(amilasa 2) y RTAMI3 (amilasa 3) en intestino, 1200 para TLPCA (lipasa) en el pancreas
y 800 pb para TRINA (tripsina) en el intestino (Fig. 25). En el caso de TAPSA

(aminopeptidasa) y PEPNOT (pepsina) no se observo nada en los geles de agarosa.

M TLPCA RTAMI1 RTAMI2 RTAMI3 TRINA

1500 pb —3

1000 pb —3
800 pb—j

400 pb—>3

200 pbsy

Figura 25. Productos amplificados de Lipasa (TLPCA), Amilasa 1 (RTAMI1), Amilasa 2
(RTAMI2), Amilasa 3 (RTAMI3) y Tripsina (TRINA) de C. undecimalis. Marcador (M)
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Anadlisis de la secuenciacion

De los 5 productos de PCR con sus respectivos iniciadores mandados a secuenciar solo de
tres de ellos se obtuvieron productos de secuenciacion (Tabla 15). Al hacer el anélisis de las
secuencias en el BLAST se observé que en el caso de los productos de secuenciacion de
RTAMI3, la secuencia tiene una similitud del 61% con un clon de la hidrolasa ubiquitina
carboxiterminal 2 del salmon comun (Salmo salar). En el caso de la alineaciéon de las
secuencias obtenidas para TLPCA-F y TLPCA-R se encontr6 una similitud del 90% con la
lipasa pancreética parcial del pargo japonés (Pagrus major, Temminck & Schlegel). En la
alineacion de la secuencia de TRINAR se encontrd una identidad méxima (95%) con el
tripsindgeno del pez globo (Takifugu rubripes, Temminck & Schlegel). En la Tabla 15 se
pueden observar con mas detalle las similitudes encontradas para RTAMI3, TLPCA vy
TRINAR en el BLAST. Asi mismo se obtuvo el dendograma de TRINAR con otras
especies resultado del BLAST (Fig. 26).

Sitiperch sl inaineaen | (TRS A ARNA, compleh ods
Frlabris macelobo feicinbe parfid nRHA for npdin
Takifea rubripes psinagen.
Solen senegelens TRP Ib nENA for frosinogen,
Solen senegilendis TRF1amAMA for hypdincgen
Solensereesplensis TR IE mARA for
Flefichihys Bicolorahis fvpsinogen 2 precarsor ITRFEIF
Searny surda frpincgen mAM, conglele oda
Sparyd mrek ineinoger ke profen nEMA, complebe
LiFwgnathes momns clone Bhnorss niRMA sequence
) 1 Sparus aurshs lopsinogen | precersar (TR PN mRMA, complele ods
{ Speras surafu frypaincgen 1 like proten mRsA, conplebe ods
Kiphister stropamparess frapsin mesis, parfial ods
Flenroanmas Rzoms mRNE for frosn, conplefe ods
Cebadichilys vislicens frvpain mRAA, parisl ods
Diicerbranchis labiae mRMA for bpdin parfisl
@ robado 4
Epinepheins coioides npsincgen 1a nANA, partial cds
Tetoaolabays admerss pretmpsinogen mksA, complete ods
Cissoafchns mawsori done 25 fpsnogen preorsor .

Q
Fmagelanica nEHA for fivpsn

Figura 26. Dendograma resultado del macheo en el BLAST
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Tabla 15. Resultado del alineamiento de la secuencias de RTAMI3 (Ubiquitina), TLPCA
(Lipasa) y TRINA-R (Tripsina) en el BLAST

Organismo Valor dee  Porcentaje de similitud

RTAMI3
Salmo salar ARNm para el clon ssal-rgf-520-156 de la hidrolasa ubiquitina Se07 61
carboxiterminal 2, cds pseudogene
Danio rerio ARNm similar para ubiquitina especifica de peptidasa 2 le-16 59
Oryzias melastigma ARNm para ubiquitina especifica de peptidasa 2, cds parcial 6e-13 33
TLPCA
Pagrus major ARNm para lipasa pancreatica, cds parcial 0.0 90
Mus musculus ARNm para lipasa pancreética relacionada a proteina 1 le-23 56
Gallus gallus ARNm para lipasa pancreética, cds parcial le-25 45
TRINA-R
Takifugu rubripes ARNm para tripsingeno, cds parcial 0.0 95
Siniperca chuatsi ARNm para tripsindgeno 1, cds completo 0.0 94
Solea senegalensis ARNm para tripsindgeno 1b, cds completo 0.0 94
Pleurogrammus azonus ARNm para tripsina, cds completo 0.0 94
Solea senegalensis ARNm para tripsindgeno 1c, cds completo 0.0 94
Sparus aurata ARNm para tripsindgeno, cds completo 0.0 94
Paralichthys olivaceus ARNm para tripsindgeno 2, cds parcial 0.0 94
Sparus aurata ARNm para precursor tripsindgeno |1, cds completo 0.0 94
Dissostichus mawsoni ARNm del clon 25 para el precursor tripsindgeno, cds
completo 00 3
Solea senegalensis ARNm para tripsindgeno 12 cds completo 0.0 93
Tautogolabrus adspersus ARNm para retripsindgeno, cds complete 0.0 93
P.magellanica ARNm para tripsina 0.0 93
Paralichthys olivaceus ARNm para tripsindgeno 1, cds completo 0.0 92
Epinephelus coioides ARNm para tripsindgeno 1a, cds parcial 0.0 91

Discusion

Caracterizacion enzimatica de proteasas

Desde hace varios afios se han venido estudiando diversas enzimas digestivas en peces
como la carpa (Cyprinus carpio, Linneaus) en que las proteasas alcalinas, alcanzaron una

actividad optima a pH de 10 siendo esté un pez agastro, mientras que en el siluro S. glanis
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se observo, que la accion de la pepsina se realiza a un pH &cido (1,8-2,3) en la seccion
estomacal, siendo similar al encontrado en C. undecimalis. Existen diferencias en el
proceso de caracterizacion de proteasas digestivas, este se realiza mediante el extracto
crudo de proteasas, el cual es obtenido a traves del homogenizado de los tejidos
estomacales e intestinales después de eliminar su contenido visceral (Dimes et al., 1994a y
b; Alarcon et al., 1999) o con el contenido visceral (Hofer & Schiermer, 1981; Alvarez-
Gonzélez, 2003; Castillo-Yafiez et al., 2004). Algunos investigadores liberan el extracto
enzimatico homogenizando el tracto digestivo completo (Castillo-Yafiez et al., 2004;
Gérman et al., 2004) o bien separandolo por regiones (Hofer & Schiermer, 1981; Alarcon
et al., 1999; Natalia et al., 2004; Wang et al., 2006), otros autores optan por dejar al pez sin
alimentacion por un lapso de tiempo antes de ser sacrificados (Alarcon et al., 2001a; Chong
et al., 2002a; Alvarez-Gonzélez, 2003; Natalia et al., 2004; Furné et al., 2005) mientras
algunos extraen directamente el tracto digestivo sin dejar reposar un tiempo después de la

alimentacion (Hidalgo et al., 1999).

Los especimenes utilizados en este tipo de estudios, provienen de su hébitat natural (Hofer
& Schiermer, 1981; Diaz-Lbpez et al., 1998; Hidalgo et al., 1999; Castillo-Yafiez et al.,
2004) o de centros de cultivos, en donde son alimentados con dietas comerciales (Alarcon
et al., 1999; Alarcon et al., 2001a; Natalia et al., 2004; Bezerra et al., 2005; Furné et al.,
2005). Estas diferencias hacen dificil comparar cuantitativa y cualitativamente las
actividades enzimaticas de las diferentes especies de peces estudiadas (Alarcon et al., 1998;
Hidalgo et al., 1999). Para el cultivo de peces, esta informacion puede ser util en la
seleccion de los ingredientes a emplearse en la formulacién de alimentos, adicionando

enzimas digestivas de diversos organismos (Alvarez-Gonzalez, 2003).
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pH 6ptimo y estabilidad de proteasas acidas

El pH 6ptimo de las proteasas digestivas de los peces (acidas o alcalinas) es similar con las
condiciones internas del tracto digestivo del robalo blanco. Wang et al. (2006), mencionan
que los peces secretan acido hidroclérico en el estomago y carbonatos en el intestino, como

un medio de adaptacion a las necesidades digestivas.

En robalo blanco, la digestion de la proteina se lleva a cabo tanto en la region &cida del
estomago, como en la region alcalina del intestino, lo cual esta sustentado por varios
estudios realizados sobre proteasas digestivas de otros peces, que también han mostrado
una alta actividad en estas dos regiones del tracto digestivo de S. glanis, Sebastes mentella
(Travis), S. aurata, S. maximus, D. dentex, B. orbignyanus, S. aequifasciata, P.
maculatofasciatus, S. formosus, Cebidichthys violaceus (Girard), Xiphister mucous
(Girard), X. Atropurpureus (Kittlitz), Anoplarchus purpurescens (Gill), Sardinops sagax
caerulea (Girard), Acipenser naccarii (Bonaparte), O. mykiss, S. senegalensis, S. maximus
y T. orientali (Jonas et al., 1983; Munilla-Moran y Saborido-Rey, 1996; Alarcéon et al.,
1998; Hidalgo et al., 1999; Chong et al., 2002a; Garcia-Carrefio et al., 2002; Alvarez-
Gonzélez, 2003; Castillo-Yafez et al., 2004; Donovan et al., 2004; Natalia et al., 2004;
Furné et al., 2005; Saénz et al., 2005; Wang et al., 2006; Matus et al., 2007).

Este estudio muestra que el robalo posee una estructura de estdbmago definida, la cual
secreta protesas acidas que requieren un Optimo de pH 2 para su maxima actividad
proteolitica. Este mismo valor de pH ha sido reportado para otras especies de peces con
estbmago (Tabla 16). Algunos autores comentan que la actividad de las proteasas acidas
mejora hasta que el pH del estbmago ha disminuido; lo que se considera como una
respuesta adaptativa que permite a la pepsina realizar la digestion completa de las proteinas,
esto debido a que se ha detectado la presencia de pepsina en el intestino de algunos peces,

como los encontrados por Munilla-Moran & Saborido-Rey (1996), en la dorada y el turbot,

Alvarez, A. et al. 2010. Avances en la fisiologia digestiva del robalo blanco (Centropomus undecimalis) en Tabasco, México. En: Cruz-Suarez, L.E.,
Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J. (Eds), Avances en Nutricién Acuicola X -
Memorias del Décimo Simposio Internacional de Nutricion Acuicola, 8-10 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L., México.

ISBN 978-607-433-546-0. Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Monterrey, México, pp. 98-231.



189

enzima que logicamente no se produce en ese tipo de tejidos, pero que puede seguir
hidrolizando la proteina en el intestino como una posible adaptacion de organismos
poiquilotermos, que denotan respuestas fisiologicas mas lentas que los mamiferos, hasta
que aumenta el pH e inicia la accion de proteasas alcalinas (Munilla-Moran y Saborido-
Rey, 1996; Alvarez-Gonzalez, 2003).

La pepsina ha sido identificada como la proteasa &cida principal en el estbmago del pez y se
interpreta como la primera enzima proteolitica necesaria para romper las grandes cadenas
polipeptidicas (Tengjaroenkul et al., 2000). De esta manera, las proteasas gastricas
mostraron ser estables a los diferentes pH, presentando una pequefia caida a medida que
este se hace mas alcalino, sin embargo se present6 un incremento en la actividad después de
los 60 minutos de incubacidn, desestabilizandose a partir de pH 10. Segin Jénas et al.
(1983) y Alarcon et al. (1998). La capacidad hidrolitica de estas enzimas se mantiene por

algun tiempo, aun con el incremento de pH.

Resultados similares divulgd Wang et al. (2006), en S. maximus, mostrando inestabilidad a
pH 8. Es asi que Castillo-Yafiez et al. (2004), indican que en especies de aguas calientes,

las proteasas gastricas son estables a pH neutro.
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Tabla 16. Valores de pH’s dptimos para las especies estudiadas.

Especie pH dptimo Acido pH éptimo Alcalino Autor
Silurus glanis 1,8-2,3 8,0 Jénés et al., 1983
Clarias gariepinus 3 8,0 Uys & Hecht, 1987
Sparus aurata 2-2,5 10 Alarcén et al., 1998
Dentex dentex 2 10 Alarcon et al., 1998
Oncorhynchus mykiss 15 8,5-9 Hidalgo et al., 1999
Sparus aurata 1,5 10 Hidalgo et al., 1999
Carassius auratus 3 8,5 Hidalgo et al., 1999
Tinca tinca 3 10 Hidalgo et al., 1999
Symphysodon aequifasciata 2,0 7,5-9;11,5-12,5 Chong et al., 2002a
Garcia-Carrefio et al.,
Brycon orbignyanus 2,5 10 2002
Thunnus thynnus 2y35 10y 12 Essed et al., 2002
Paralabrax maculatofasciatus 2 6-8 y10 Alvarez-Gonzélez, 2003
Scleropages formosus 1.5-2 9,5-10 Natalia et al., 2004
Acipencer naccarii 3 9 Furné et al., 2005
Oncorhynchus mykiss 4,5 8,5 Furné et al., 2005
Solea senegalensis 2 9-10 Séenz et al., 2005
Diplodus puntazo 1-3 6-11 Tramati et al., 2005
Scophthalmus maximus L. 2 8 Wang et al., 2006
Centropomus undecimalis 2 7yll Presente estudio

pH 6ptimo y estabilidad de proteasas alcalinas

Las proteasas alcalinas presentaron dos picos de alta actividad proteolitica a pH's 7 y 11
respectivamente, datos similares fueron reportados para, Symphysodon aequifasciata, T.
thynnus y P. maculatofasciatus (Chong et al., 2002; Essed et al., 2002; Alvarez-Gonzélez,
2003), (Tabla 7), sugiriendo la presencia de al menos dos grupos principales de proteasas
alcalinas, donde la actividad maxima mostrada a pH 7 en ensayos de caseina,
probablemente sea debido a las altas actividades de tripsina, ya que varios estudios han

mostrado que el pH éptimo para esta enzima va en un rango de 7-9 (Das & Tripathi, 1991),
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siendo la quimotripsina la responsable del segundo pico de actividad a pH 11, ya que esta

actua con pH de 9-11.

Las proteasas alcalinas son estables a pH alcalino, mostrando mayor actividad a pH 4-10
durante los primeros 120 minutos de incubacién, disminuyendo su actividad a los 180
minutos, desestabilizandose en los primeros 60 minutos a pH extremos logrando ser
estables a los diferentes pH’s, a partir de los 120 minutos de incubacion, alcanzando la
maxima actividad a pH 8 superior al 100% de la actividad residual. Esto mismo fue
reportado por Alvarez-Gonzalez (2003), en Paralabrax maculatofasciatus, donde las
proteasas alcalinas mostraron estabilidad a los pH's 5, 7, 9 y 12, siendo a pH 7 donde
alcanz6 la méxima actividad a los 60 minutos, por encima del 100% de la actividad

residual.

Temperatura 6ptima y estabilidad de proteasas acidas

En la mayoria de las especies estudiadas, las proteasas acidas tienden a presentar valores
Optimos de temperatura, 10°C por debajo de los mostrados por las proteasas alcalinas
(Tabla 17). Sin embargo esta relacion no siempre se cumple ya que en S. senegalensis, la
diferencia entre las temperaturas Optimas fueron de solo 5°C (Saénz et al., 2005), y el
Clarias gariepinus (Burchel) las temperaturas dptimas estuvieron intercaladas con 30°C
para la tripsina, 35°C para la pepsina y 40°C para la quimotripsina (Uys & Hecht, 1987).
Algunos autores indican que la pepsina se desnaturaliza después de los 55°C (Alarcon et
al., 1998; Moyano et al., 1998; Castillo-Yafiez et al., 2004). Sin embargo la pepsina de
robalo mostr6 una temperatura 6ptima de 75°C, aunque se debe recordar que este solamente
es un parametro operacional que no refleja la accién fisiologica de la pepsina a ciertas
temperaturas, y de la misma manera que las proteasas alcalinas, el tiempo de retencion del
alimento en el estdbmago, aln a temperaturas menores, favorecera la hidrdlisis de proteinas

dietarias (Alvarez-Gonzalez, 2003). Korostelev et al. (2005), menciona que las enzimas
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digestivas de los peces se adaptan a las condiciones de funcionamiento, asegurando asi la
funcién dptima digestiva. La tolerancia a altas temperaturas de la pepsina del robalo, puede
ser una adaptacion bioldgica de la enzima, debido a que este pez habita en aguas calidas
con rangos de 15 a 35°C (Tucker Jr., 2003).

En el robalo blanco la actividad de la pepsina fue mayor a la actividad residual, mostrada
por las proteasas alcalinas. Resultados similares fueron reportados para el S. glanis, D.
dentex, S. aurata, B. orbignyanus, S. sagax caerulea y S. senegalensis (Jonas et al., 1983;
Moyano et al., 1998, Garcia-Carrefio et al., 2002; Castillo-Yafiez et al., 2004; Saénz et al.,
2005). Algunos investigadores indican que las especies de peces con paredes estomacales
delgadas, requieren de un medio sumamente &cido, que permita la digestion bioquimica de
la proteina, en contraste con aquellas con estmagos musculares, que se apoyan mas en la
falla mecéanica de los polipéptidos, donde la secrecion de pepsina es menor (Uys & Hecht,
1987; Chong et al., 2002a; Wang et al., 2006).

A los 90 minutos de exposicién las proteasas &cidas presentaron mayor actividad a
temperaturas de 25, 35y 45°C, cuyos valores estuvieron por encima del 100% de actividad
residual, mostrando ser estables a los diferentes cambios de temperatura. La pepsina
presenta un incremento de actividad en los primeros 60 minutos de exposicién a 65°C, pero
ese incremento se reduce a partir de ese momento, prediciendo una perdida de actividad
después de los 90 minutos de exposicion. Castillo-Yafiez et al. (2004), obtuvo resultados
similares para S. sagax caerulea, mostrando que a medida que aumentaba la temperatura, la

actividad de las proteasas gastricas disminuia al incrementar el tiempo de incubacion.

Temperatura éptima y estabilidad de proteasas alcalinas

Los rangos de temperaturas Optimas alcalinas para las especies de peces estudiadas, van de

30 a 60°C (Tabla 17). Las proteasas alcalinas de robalo presentaron actividad proteolitica
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méaxima a los 65°C, 5°C mayor a los reportados para B. orbignyanus y T. thynnus (Essed et
al., 2002; Garcia-Carrefio et al., 2002), por lo que las proteasas alcalinas de robalo blanco
mostraron ser estables a rangos de temperatura de 45-65°C, presentando actividades
maximas a temperaturas de 35 y 45°C a los 90 minutos de incubacion. En B. orbignyanus
las proteasas alcalinas fueron estables a los 50°C (Garcia-Carrefio et al., 2002), mientras
Alvarez-Gonzalez (2003), reporta estabilidad en las proteasas alcalinas de P.
maculatofasciatus a temperaturas de 45 y 55°C, obteniendo altas estabilidades, con
actividades relativas hasta de 160% a los 90 minutos de preincubacion. En este estudio las
proteasas acidas mostraron ser mas estables que las proteasa alcalinas, sin embargo Essed et
al. (2002), encontraron mayor estabilidad en las proteasas alcalinas de T. thynnus, en

comparacion con las proteasas acidas.

Tabla 17. Temperaturas éptimas para proteasas de peces.

Temperatura éptima Temperatura

Especie acida optima alcalina Autor
Silurus glanis 50 55 Jonés et al., 1983
Clarias gariepinus 35 30-40 Uys & Hecht, 1987
Sparus aurata 45 55 Alarcén et al., 1998
Dentex dentex 40 55 Alarcon et al., 1998
Thunnus thynnus 50 60 Essed et al., 2002
Brycon orbignyanus 50 60 Garcia-Carrefio et al., 2002
Paralabrax
maculatofasciatus 45 55 Alvarez-Gonzélez, 2003
Solea senegalensis 35 40 Séenz et al., 2005
Centropomus
undecimalis 75 65 Presente estudio

Caracterizacién mediante inhibidores y uso de SDS-PAGE

La caracterizacion de las proteasas digestivas se logro mediante el empleo de inhibidores

especificos. Para la caracterizacion de proteasas acidas se utilizo como sustrato la
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hemoglobina; la actividad de las proteasas acidas se vio reducida en un 86% al ser expuesta
al Pepstatin A, mostrando mayor resistencia a Pepstantin A con respecto a los datos
reportados para otras (Tabla 18). En los resultados en ensayos con hemoglobina y PAGE, la
banda activa de pepsina porcina y del robalo fueron inhibidas completamente por la
presencia de Pepstatin A, un inhibidor exclusivo para proteasas tipo pepsina. Resultados
similares reportaron para S. aurata, D. dentex, B. orbignyanus y P. maculatofasciatus
(Alarcon et al., 1998; Diaz-Lopez et al., 1998; Garcia-Carrefio et al., 2002; Alvarez-
Gonzélez, 2003).

Tabla 18. Efecto de los inhibidores sobre proteasas de peces.

Especie PMSF Ovo Fen SBTI TLCK TPCK EDTA Pepstatin A Autor

Oncorhynchus Dimes et al.,
kisutch 70 26 50 42 20 1994a
Oncorhynchus Dimes et al.,
tschauwytscha 44 28 32 30 11 1994a

Alarcon et al.,
Sparus aurata 24 49 17 20 34 99 1998

Alarcon et al.,
Dentex dentex 45 41 6 26 30 99 1998

Garcia-Carrefio
Brycon orbignyanus 26 85 52 3 29 90 et al., 2002
Symphysodon Chong et al.,
aequifasciata 59 70 46 40 46 2002a
Paralabrax Alvares-
maculatofasciatus 20 5 20 20 40 95 Gonzalez, 2003

Natalia et al.,
Scleropages formosus 77 72 58 30 96 2004

Chakrabarti
Labeo rohita 57 58,7 41 28 2,2 et al., 2006a
Scophthalmus Wang et al.,
maximus L. 100 2006
Centropomus
undecimalis 60 59 85 41 68 17 40.5 86 Presente estudio
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La disminucién significativa de las actividades totales de las proteasas digestivas de robalo,
se vieron afectadas en un 60% por la presencia de PMSF. Efectos similares fueron
reportados para O. kisutch, S. aequifasciata, S. formosus y L. rohita (Tabla 9). La
inhibicion de proteasas alcalinas en un 59% por la Ovoalbumina fue alta en comparacion al
5% reportado por Alvarez-Gonzélez (2003), para P. maculatofasciatus. PMSF vy
Ovoalbumina son inhibidores exclusivos de proteasas tipo serina (Jonas et al., 1983; Dimes
et al., 1994; Munilla-Moran & Saborido-Rey, 1996; Chong et al., 2002a; Garcia-Carrefio et
al., 2002; Chakrabarti et al., 2006 a y b), lo cual indica la presencia de serina proteasas en

el intestino de robalo blanco.

Por su parte, Garcia-Carrefio et al. (2002), estimaron que en el intestino de B. orbignyanus,
la tripsina contribuye en un 30% de la actividad total de la digestion de la proteina. Jonas et
al. (1983) divulgaron que la tripsina generalmente presenta actividades mayores en peces
carnivoros en comparacion a especies omnivoras y herbivoras, donde las actividades de
quimotripsina son mayores, lo cual también es resaltado por Hofer & Schiermer (1981). En
este estudio la reduccion de la actividad proteolitica por SBT1 fue del 41%, mientras
Dimes et al. (1994a), observaron una reduccion del 50% en la actividad proteolitica
alcalina de trucha arcoiris con SBT1, y Alarcén et al. (1998), reportaron una inhibicion de
proteasas alcalinas en un 49 y 41% en S. aurata y D. dentex, respectivamente. La reduccion
de la actividad enzimatica alcalina por la presencia de TLCK fue de 68%, valores mayores
a los mostrados por O. kisutch, S. aequifasciata, B. orbignyanus, S. formosus y L. rohita.

El TPCK un inhibidor exclusivo de quimotripsina, inhibid la actividad enzimatica en un
17%, valores similares fueron reportados por Alarcén et al. (1998) y Chakrabarti et al.
(2006a) en S. aurata, D. dentex y L. rohita. El resultado conjunto de la inhibicién con SBTI
y TLCK en ensayos con caseina como sustrato y el gel SDS-PAGE electroforesis, indican

la importancia de tripsina y quimotripsina para llevar a cabo la digestion en el robalo.
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Los porcentajes de inhibicion con SBT1, TLCK y TPCK, nos indica que la actividad de
tripsina es mayor a la actividad de quimotripsina en el intestino de robalo, como resalta
Jonés et al. (1983) en S. glanis, Hipophthalmichthys molitrix (Valenciennes) y C. carpio.
Sin embargo, ambos tipos de proteasas juegan un rol de colaboracién importante en la
digestion de la proteina (Chong et al., 2002a). La tripsina hidroliza los enlaces peptidicos
extremos de los péptidos de lisina y arginina, mientras la quimotripsina hidroliza enlaces
peptidicos de aminoacidos hidr6fobos como tirosina, fenilalanina y triptofano (Neurath,
1989). ElI EDTA inhibi6 en un 40,5% la actividad enzimatica, valor cercano a los
publicados para disco (46%) y cabrilla arenera (40%), (Chong et al., 2002a; Alvarez-
Gonzaélez, 2003). En el caso de la 1-10 Fenantrolina el cual es un quelante que actta sobre
las metalproteasas, presentd un mayor porcentaje de inhibicion con un 85%, valor bastante
alto si se toman en cuenta los reportados por Dimes et al. (1994a), para trucha y salmén y
por Alvarez-Gonzalez (2003), para cabrilla arenera, que fluctuaron entre 20-30 % de
inhibicién enzimatica. Asimismo, el efecto inhibitorio del EDTA también sugiere la
presencia de metaloproteasas en el intestino de robalo. La importancia de las
metaloproteasas en los peces ha sido reportada por Chong et al. (2002a) al ser las enzimas
liberadoras de aminoécidos que son directamente absorbidos por los enterocitos,
especialmente de aquellos aminoacidos considerados esenciales. La presencia de serina
proteasas como la tripsina y quimotripsina, asi como de metaloproteasas como la
aminopeptidasa y la carboxipeptidasas, sugieren un modelo de digestion proteinica similar
a la de otros peces con hidrdlisis de endoproteasas seguidos por hidrélisis de exoproteasas
(Chong et al., 2002a).

Las diferencias de sensibilidad de las proteasas digestivas de robalo blanco hacia los
inhibidores de acuerdo a los datos reportados para otras especies (Tabla 9), también fue
observado por Munilla-Moran & Saborido-Rey (1996), en S. mentella, S. aurata y S.
maximus. Alencar et al. (2003), reportaron el TPCK no inhibié la actividad de la

quimotripsina en P. maculatus, mencionando que puede deberse a que las estructuras

Alvarez, A. et al. 2010. Avances en la fisiologia digestiva del robalo blanco (Centropomus undecimalis) en Tabasco, México. En: Cruz-Suarez, L.E.,
Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J. (Eds), Avances en Nutricién Acuicola X -
Memorias del Décimo Simposio Internacional de Nutricion Acuicola, 8-10 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L., México.

ISBN 978-607-433-546-0. Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Monterrey, México, pp. 98-231.



197

enzimaticas varian segun las especies. Las tres bandas activas mostradas en los analisis con
SDS-PAGE en intestino de robalo blanco, indican la presencia de proteasas digestivas
alcalinas tipo tripsina, quimotripsina y metalproteasas, con una mayor actividad de tripsina,

debido a su condicién carnivora.

Los frentes de corrimiento (Rf), encontrados en este estudios fueron similares a pesos
moleculares entre 25 y 35 kDa. Rivera (2003), reporta tripsina con peso molecular de 26,1
kDa en Lutjanus vivanus (Cuvier), mientras Rodriguez (2004), encuentra tripsina con 24
kDa. en Haemulon plumierii (Lacepede). Souza et al. (2007), reportaron Tripsina con 24
kDa. en Pseudupeneus maculatus. La banda de tripsina fue afectada por TLCK, el SBTI
no afecto a la tripsina pero inhibio la banda perteneciente a la quimotripsina, mostrando que
los inhibidores de tripsina afectan igualmente a la actividad de la quimotripsina (Figura 19),
similar a lo reportado por Alarcon et al. (2001), donde los inhibidores de soya inhibieron
bandas con pesos moleculares de 20 y 30 kDa, en Lutjanus argentiventris (Peters) y L.
novemfasciatus (Gill). Asi mismo Lazo et al. (2007), reportaron tripsina con pesos
moleculares de 23 y 68 kDa y quimotripsina con 25 kDa. en Sciaenops ocellatus
(Linnaeus), mientras Natalia et al. (2004), encontraron tripsina con y quimotripsina con

pesos moleculares de 32,3 kDa. y 42,1 kDa respectivamente en S. formosus.

El Rf mayor encontrado corresponde a las metalproteasas las cuales tiene pesos
moleculares entre 45 a 97 kDa, segln lo reportado para S. formosus, (Natalia et al., 2004).
El EDTA Inhibié completamente el 100% de las bandas activas, similar a lo reportado por
Alarcon et al. (1998), para D. dentex y S. aurata, lo cual revela la dependencia de estas

enzimas sobre cationes divalentes.
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Estudios de digestibilidad in vitro de ingredientes

La necesidad de conocer los aspectos fisiologicos de la actividad digestiva del pez, para
elegir los mejores ingredientes que pueden ser utilizados en la formulacion de los dietas
alimenticias para una especie en cultivo, requiere del estudio de la actividad enzimatica y
la capacidad que estas enzimas poseen para degradar las cadenas polipeptidicas de las
diferentes fuentes proteinicas, contenidas en el alimento asi como estudiar detalladamente
el proceso de la hidrdlisis de las proteinas durante la digestion. Las técnicas de
digestibilidad in Vitro, pueden ser aplicadas no s6lo para obtener informacién sobre la
capacidad enzimatica que tiene cada especie para degradar diferentes tipos de proteinas,
sino también para realizar un seguimiento detallado de la hidrolisis de las distintas
fracciones proteinicas durante el proceso de digestién (Ofia et al., 2003). La mayoria de los
estudios aplicados a la digestibilidad in vitro, para el mejoramiento de las dietas
alimenticias, mediante la utilizacion del pH STAT, estan siendo aplicados a especies
acudticas, por representar la forma mas viable para generar conocimientos sobre los
aspectos fisiolégicos de organismos de importancia comercial donde los resultados
obtenidos han sido determinantes al momento de formular las dietas alimenticias,

economizando asi los costos de produccién.

En el presente estudio se utilizd6 como fuente proteinica estandar para la fase acida la
hemoglobina y para la fase alcalina la caseina, cuyos valores en suma fueron tomados como
el 100% de la hidrdlisis total, para todas las harinas utilizadas en el ensayo, debido a que
contienen aproximadamente el 98% de proteina en su composicién, presentado un alto
grado de hidrolisis (Dimes et al., 1994b).

La mayoria de las harinas mostraron un 75% de hidrdlisis final en los primeros 10 minutos
de reaccidn, datos similares a los publicados por Ofia et al. (2003), los cuales reportan un

60% de hidrolisis final en el mismo tiempo de reaccion, para harinas de soya, maiz,
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guisante y pescado, expuestas a enzimas digestivas acidas de D. dentex, P. pagrus y Dentex
X Pagrus. En este estudio las harinas de pescado de la empresa del Pedregal y la harina de
sangre de res, mostraron valores de GH por encima de los valores de la hemoglobina. Ofia
et al. (2003), reportan altos valores de GH para la harina de pescado en Dentex X Pagrus,
similar a lo reportado por Alvarez-Gonzalez (2003), para la harina de sangre en P.
maculatofasciatus, mientras Alarcon et al. (2002), también publicaron altos GH’s en harina
de sangre y pescado, en S. aurata. En las Tablas 13 y 14, se puede observar que las harinas
vegetales obtuvieron bajos valores de GH en comparacion a las harinas que contenian
proteina animal, esto se debe seguramente a que el robalo blanco es un pez altamente

carnivoro.

En los andlisis de aminoacidos libres totales, el valor méas alto lo presentd la harina de
pescado. Valores similares los reportaron Ofia et al. (2003), para D. dentex, obteniendo el

segundo valor mas alto para el hibrido Dentex X Pagrus.

En la fase alcalina el 70% de la hidrolisis de la mayoria de las harinas, se dio a los primeros
30 minutos de reaccién. El valor de GH mas alto lo present6 la harina de pescado de la
empresa del Pedregal, mayor aun que los valores obtenidos para la caseina; en D. dentex, P.
pagrus y Dentex X Pagrus, tambien se encontraron altos valores de GH para la harina de
sardina seguin Ofia et al. (2005a). La mayor liberacion de aminoéacidos fue presentado por el
hidrolizado de pescado, valor que estuvo por arriba de los valores presentados por la
caseina, lo cual es normal, ya que esta harina esta previamente hidrolizada. Estos altos
valores de AALT para el hidrolizado de pescado, fueron publicados por Alvarez-Gonzalez
(2003), para P. maculatofasciatus. Las harinas que mostraron mayor cantidad de AALT,
presentaron un mayor incremento amino&cidos libres después de los primeros 30 minutos
de reaccidn. Ofia et al. (2005a), reportaron este incremento después de los primeros 15
minutos. Por lo tanto la harina de sardina obtuvo valores semejantes a los obtenidos para la

caseina, similar para D. dentex y P. pagrus.
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Los altos valores de GH de la harina de jaiba en la fase acida, la favorecieron para que
alcanzara los mayores valores de digestibilidad, aun con la respuesta nula obtenida en la
fase alcalina, datos similares son reportados por Alarcon et al. (2001b), para el guisante
verde y la semilla de lupina en S. aurata. En nuestro estudio, esto sucedid en casi la
totalidad de las harinas analizadas, sobre todo aquellas que estuvieron por encima del 100%
de digestibilidad. La harina de sangre de res mostro un 137% de digestibilidad, valor
similar al 132% mostrado en S. aurata (Alarcon et al., 2002). Estos altos valores de
digestibilidad para la harina de sangre también son mostrados en P. maculatofasciatus
segun Alvarez-Gonzalez (2003). En robalo blanco la harina de pescado de la empresa del

pedregal presento altos valores de GH totales, solo superada por la harina de jaiba.

Las harinas vegetales utilizadas en estos ensayos presentaron bajos valores de GH y AALT,
sin embargo la pasta de soya mostrd6 mejores valores que el gluten de trigo, estos bajos
valores segun varios autores estan relacionados a los antinutrientes presentes en estas
harinas (Moyano et al., 1998; Alarcon et al., 2001b; Francis et al., 2001; Alarcon et al.
2002; Chong et al., 2002b; Pérez et al., 2003; de Ofia et al., 2005b). Aungue de Ofia et al.
(2003), mencionan que las diferencias en los valores de hidrolisis entre las distintas
proteinas, podrian estar relacionadas a dos factores principales: 1) a sus perfiles
aminoacidicos: donde las enzimas &cidas hidrolizan enlaces peptidicos en los que
participan aminoacidos aromaticos y acidos, asi la proporcion de estos en una proteina,
pueden condicionar el grado de hidrdlisis de la misma 2) a las caracteristicas de sus
estructuras terciarias: la accesibilidad y flexibilidad de su estructura tridimensional
condiciona la susceptibilidad de los enlaces peptidicos para ser hidrolizados por las
proteasas. Se ha descubierto que el pH acido puede modificar la estructura de las proteinas
haciéndolas menos accesibles a las proteasas digestivas, y por lo tanto la proteina es menos
degradada.
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Al comparar los valores de AALT mostrados en la fase acida y alcalina, las harinas de
pescado de la empresa pedregal, hidrolizado de pescado, sangres de pollo, sangre de res y
harina de sardina, fueron quienes mostraron los mayores valores de AALT, siendo el gluten
de trigo quien mostrd la menor cantidad de aminoacidos libres totales.

Las enzimas gastricas mostraron mayor actividad proteolitica que las enzimas intestinales,
esto también se vio reflejado en la hidrdlisis de las diferentes fuentes proteinicas utilizadas
en este estudio, donde la fase acida mostré valores mayores de hidrolisis que los
presentados por la fase alcalina del intestino. En la fase intestinal se obtuvieron los mejores
valores de AALT en comparacion a los obtenidos en la fase gastrica estomacal, indicando
que en el estdmago del robalo se lleva a cabo la mayor parte de la degradacion proteinica y
en el intestino la degradacion final de la proteina y por ende una mayor cantidad de

aminoéacidos libres que son absorbidos al torrente sanguineo.

En los ensayos Con SDS-PAGE, se pudo observar que la degradacion de las proteinas se
presentd en las dos fases, mostrando el mismo patron de respuesta a las obtenidas con las
harinas, con una degradacion gradual y una degradacion en los primeros minutos de

reaccion.

La harina de jaiba aunque present6 altos valores de AALT en la fase &cida, estando
inclusive por encima de los valores de AALT de la harina de cerdo y la harina de pollo, fue
excluida como un ingrediente alimenticio del robalo, debido a su baja concentracion
proteinica, poca disponibilidad en el mercado y al alto costo de esta harina, lo que elevaria
los costos de produccion en esta especie.

Las harinas de sangre mostraron valores de AALT por arriba de los mostrados por la
mayorfa de las harinas analizadas, datos similares a los obtenidos por Alvarez-Gonzélez
(2003), en P. maculatofasciatus donde de igual manera reporta la gran cantidad de AALT

por este tipo de harinas. Sin embargo a pesar de la buena aportacion de AALT, estas
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harinas se descartaron como fuentes de proteinas para dieta de robalo, debido a que se ha
comprobado que el alto contenido de hierro en estas harinas, puede provocar el estrés
oxidativo en las células intestinales al saturarse en poco tiempo con el exceso de hierro,
causando una hipertrofia en los enterocitos, modificando asi, la transferencia de otros
metales como por ejemplo el cadmio, desde las células al torrente sanguineo, provocando
un rechazo en la dieta, escaso indice de conversion alimenticia y dafios serios a las células
hepéticas del intestino (Civera-Cerecedo et al., 2008). Lehninger (1995), menciona que
estos desordenes, estan relacionados a la estructura globular de la proteina tipo fibrina o al

suero de albumina de la hemoglobina.

Riche & Brown (1992), sugieren que el exceso hierro en la dieta produce un desbalance en
los procesos energéticos a nivel molecular, al encontrar diferencias en el contenido de
fosforo en musculos de O. mykiss alimentadas con dietas elaboradas con harina de sangre.
En O. niloticus y P. maculatofasciatus se observd un bajo crecimiento al ser alimentas con
dietas que contenian este tipo de harinas (El-Sayed, 1998; Civera-Cerecedo et al., 2008),
presenciando en P. maculatofasciatus el desprendimiento del citoplasma hialino de los
enterocitos, un proceso autolitico en el nucleo picnotico, heridas en la mucosa intestinal con
grandes vacuolas picnociticas en el interior de los enterocitos, sugiriendo niveles proximos
a 17% de harina de sangre en dietas de peces, causan anomalias en las células hepaticas y

decrece la tasa de crecimiento.

Al descartar las harinas de sangre, por su baja calidad nutricional y a la harina de jaiba por
las razones antes expuestas, las harinas seleccionadas para la elaboracion de las dietas
experimentales fueron: las harinas de pescado de la empresa del pedregal, harina de cerdo y
la harina de pollo, las cuales dieron altos valores de AALT.
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Estudios de digestibilidad in vitro de dietas

El alimento comercial Silver Cup presento altos valores de GH total y bajos valores de
AALT, mostrando que sus altos valores de GH pueden ser debido a su condicion de
alimento extruido, mas que a los ingredientes proteinicos que este pueda contener, ya que
estos alimentos presentan mayor grado de hidrolisis que los alimentos elaborados a presion
de vapor, segln datos publicados por Fenerci & Sener (2005), en estudios realizados con
enzimas digestivas de O. mykiss.

Para los alimentos experimentales los mayores valores de GH se obtuvieron en la fase
acida, confirmando asi, la importancia de la pepsina en la degradacion de las grandes
cadenas proteinicas, donde las proteasas intestinales realizan la degradacién final de las
proteinas, dandole al intestino la capacidad de una mayor liberacion de aminoacidos y

absorcion de nutrientes.

Al comparar la cantidad de AALT de las dos fases digestivas, se observé que el alimento de
pescado, presentd valores de AALT muy por encima de los mostrados por el alimento
comercial, el cual obtuvo los valores méas bajos. El alimento de pollo mostré una gran
cantidad de AALT, pudiendo ser un buen candidato como complemento proteinico en

dietas para robalo blanco.

Estudios de ontogenia enzimatica de robalo blanco

La actividades de proteasas alcalinas generales, ademas de las endopeptidasas especifica
tripsina 'y quimotripsina, fueron detectadas desde la eclosion en bajos niveles,
incrementando paulatinamente sus niveles conforme la larva se desarrolla, para después
disminuir abrdptamente; este tipo de comportamiento concuerda con lo observado para

otras especies como P. maculatofasciatus (Alvarez-Gonzalez et al. 2008 y 2010), Seriola
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lalandi (Valenciennes) (Chen et al. 2006), Paralichthys californicus (Ayres) (Alvarez-
Gonzalez et al. 2006) y S. ocellatus (Lazo et al. 2007), donde se ha demostrado que la
actividad de este tipo de proteasas alcalinas es el tipo de hidrélisis mas importante la cual
esta diréctamente relacionado tanto con los cambios morfofisiologicos al pasar de un tubo
recto indiferenciado observado en los eleuteroembriones y larvas durante los primeros dias
de vida, asi como a los propios cambios de la dieta, ya sean microalgas, rotiferos, nauplios
de Artemia, Artemia adulta y/o alimentos artificiales, lo cual tiene una influencia directa
sobre la capacidad de las larvas para aprovechar la proteina de estos alimento a través de la
presencia y actividad de sus proteasas (Moyano et al. 1996). Estos cambios en las
actividades también concuerdan con lo mencionado por Cahu y Zambonino-Infante (1994),
quienes comentan que durante el periodo larvario, previo a la aparicion de las proteasas
estomacales, las enzimas pancreaticas son las encargadas de hidrolizar la mayor parte de las
proteinas y una vez que inicia el desarrollo del estdmago con la aparicion del primordio
estomacal, se activan las células gastricas que son las encargadas de secretar &cido
clorhidrico y pepsindgeno, que a su vez es activado a pepsina por el propio ambiente cido,
por lo cual el estbmago se convierte en el érgano encagado de realizar la hidrdlisis de los
combustibles, dejando la labor final al intestino de completar la hidrélisis de manera
luminal y parietal hasta péptidos y aminoacidos, y la consecuente absorcion de nutrientes
en los enterocitos (Ueberschaer 1993; Baglole et al.1998; Kvale et al. 2007). En este
sentido, la aparicion de las gandulas digestoras secretoras de pepsindgenos se ha observado
en las larvas del Paralichthys olivaceus (Temminick & Schlegel) a los 45 dde (Kurokawua
y Suzuki 1996); sin embargo, en ocasiones se ha detectado tempranamente una ligera
actividad de proteasas acidas que no es necesariamente son de origen estomacal, la cual
puede ser provocada por una contaminacion de otro tipo de hidrolasas (catepsinas) que
trabajan en condiciones acidas y que son detectadas por el uso de extractos enzimaticos de
cuerpo entero de las larvas al hacer los homogenizados (Moyano et al. 1996), por lo cual es
adecuado complementar la informacién de la actividad enzimatica con la presencia de las

células gastricas por medio de estudios histologicos como ha sido realizado en D. dentex
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(Gisbert et al. 2009). Es asi que en las larvas de C. undecimalis las maximas actividades de
la proteasa acida se observaron entre los 25 y 36 dde, coincidiendo con los descrito con
especies como Diplodus sargus (Linnaeus), D. dentex y Pagrus auriga (Valenciennes)
(Alarcén et al. 1998; Cara et al. 2003; Moyano et al. 2005), donde pudo comprobar cémo
dicha actividad, es indicadora del inicio de la funcionalidad del estomago, indicando la
posibilidad de realizar el cambio de alimentacion de presas vivas a alimentos artificiales
(Lazo et al. 2007).

Por otra parte, la maxima actividad enzimatica tanto de la proteasa alcalina como tripsina
observada en C. undecimalis a los 12 dde puede deberse al cambio de alimentacion al
momento de realizar la coalimentacion de rotiferos con nauplios de Artemia, ademas de la
eficientizacion en la secrecion de zimogenos pancreéticos los cuales desempefian un papel
importante tanto en la hidrolisis de las proteinas del alimento como en la activacion de otras
proteasas alcalinas como la quimotripsina (Hjelmeland y Jorgensen, 1983 ). En estudios
con larvas de P. olivaceus se ha reportado que la secrecidon de tripsinogeno antes de la
aparicion de la primera alimentacion, la cual esta programado genéticamente, por lo cual
estd enzima esta presente aun antes de la apertura de la boca, realizando en el momento de
la primer alimentacién la hidrolisis de proteinas y la activacién de otros zimogenos
pancreaticos (Kurokawa y Suzuki 1996). Es de esta manera, que al detectar la maxima
actividad de la quimotripsina entre los 25 y 34 dde, ademas de complementar la hidrolisis
alcalina de proteinas, es activada por la propia accion de la tripsina sobre los
quimotripsindgenos, lo cual concuerda con lo mencionado con por Saez de Rodriguez et al.
(2005) con larvas de S. senegalensis, quienes mencionan que un cambio en la relacién entre
las actividades tripsina y quimotripsina son indicadoras de la mayor capacidad digestiva de
la larva, donde en condiciones normales la cantidad de tripsina va aumentando como
respuesta a la demanda de hidrdlisis proteinica, pero si los peces sufren algin tipo de
restricciobn alimenticia, tanto en cantidad como en calidad, la proporcion

tripsina/quimotripsina se estanca o disminuye ya que se produce relativamente menos
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tripsina frente a una secrecion constante de quimotripsina, lo cual ha sido detectado para S.

aurata y D. sargus (Moyano et al. 1996; Cara et al., 2003).

En otro orden de ideas, las exopeptidasas leucina aminopeptidasa y carboxipeptidasa A
fueron detectectadas en muy bajos niveles en los embriones observando un incremento en
los 2 y 7 dde respectivamente, lo cual para el caso de la aminopeptidasa coincide con los
reportado con especies como S. maximus (Primo et al. 1987) y D. labrax (Cahu y
Zambonino-Infante 1997), los cuales mencionan que esta enzima parietal, al estar situada
en el borde en cepillo de los enterocitos, tiene como funcion la hidrélisis de los péptidos,
permitiendo la liberacion de aminoacidos a partir del lado amino terminal, cuya digestion
inicid por parte de las endoproteasas pancreéticas (tripsina y quimotripsina) a nivel luminal.
Adicionalmente, la disminucién de la actividad aminopeptidasa en dias posteriores durante
el larvicultivo tiene otra connotacion, ya que se ha mencionado que el cruce entre esta
enzima con el incremento de la actividad fosfatasa, indica la maduracion de los enterocitos,
lo cual es otra guia que puede ser considerada para la sustitucién de las presas vivas por el
alimento artificial (Cahu y Zambonino-Infante 1995; Gawlicka et al. 1995; Zambonino-
Infante y Cahu 2001) y que ha sido reportado durante el desarrollo inicial de dos
pleuronectiformes como Pleuronectes ferruginea (Storer) y Pseudopleuronectes
americanus (Walbaum) (Baglole et al. 1998). Por otra parte, en el caso de la actividad
carboxipeptidasa, se sabe que esta exopeptidasa dependiente de Zn (metalo-proteasa), es
producida en las células acinares del pancreas y tiene su accion en el lumen para la realizar
la liberacion de aminoacidos a partir del carboxilo terminal de los péptidos que hidroliza, su
accion en los peces ha sido estudiada, principalmente en adultos de peces como C. carpio
(Cohen et al. 1981), Parasilurus asotus (Linnaeus) (Yoshinaka et al. 1985), S. maximus
I(Munilla-Moréan y Stark 1990), y Scyliorhinus canicula (Linnaeus) (Hajjou et al. 1995), asi
como detectar su expresién en larvas de P. olivaceus, donde se observa su presencia desde
la primera alimentacion (Srivastava et al. 2002), al igual que con las larvas de C.

undecimalis de este estudio, por lo cual se considera que tiene una connotacion no solo
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desde el punto de vista nutricional, sino también como un indicador de la presencia de

posibles enfermedades (Vendrell et al. 2000).

En las técnicas electroforéticas (Zimogramas) realizadas a las larvas de C. undecimalis, se
detectaron solamente dos isoformas para la actividad proteolitica alcalina, las cuales
corresponden aparentemente por su masa molecular (21.1-21.4 y 51.6 kDa
respectivamente) al tipo de las tripsinas y quimotripsinas (20 a 24 kDa), las cuales al ser
endopeptidasas hidrolizan las proteinas liberando péptidos y alguna exopeptidasa como
aminopeptidasa o carboxipeptidasa (35 a 60 kDa), las cuales como ya se comento
anteriormente, son las encargadas de liberar amioécidos y usadas como indicadores de la
madurez de los enterocitos (Zambonino-Infante y Cahu 1994); siendo estos pesos
moleculares similares a los detectados en especies como el coho salmon (Oncorhynchus
kisutch) y chinook salmon (Oncorhynchus tschauwytscha, Walbaum) (2 isoformas de 22
kDa), S. aurata (5 isoformas de 24.5 a 90 kDa), D. dentex (8 isoformas de 24.5 a 69.5
kDa), B. orbignyanus (9 isoformas de 7 a 70 kDa), S. aequifasciata (8 isoformas de 19.2 a
76.5 kDa), T. thynnus (3 isoformas de 16.8 a 26.8 kDa), L. rohita (5 isoformas de 20.9 a
69.4 kDa) y P. maculatofasciatus (2 isoformas de 20.1 a 56.5 kDa) (Dimes et al. 1994a;
Alarcon et al. 1998; Garcia-Carrefio et al. 2002; Chong et al. 2002a; Essed et al. 2002;
Chakrabarti et al. 2006a; Alvarez-Gonzalez et al. 2008b). Adicionalmente, de acuerdo al
trabajo realizado por Concha-Frias (2008) con juveniles silvestres (11 cm de longitud total
en promedio) de C. undecimalis se detectaron tres isoformas activas para las proteasas
digestivas alcalinas usando la misma técnica, lo cual es diferente de nuestro estudio al
observarse solamente dos isoformas a los 36 dde; por lo que es posible que no se han
activado la totalidad de las enzimas o por su baja actividad no haya sido reveladas; lo que
indicaria que a esta edad todavia no se pueda considerar a C. undecimalis como un juvenil,
aunque por la poca cantidad de isoformas detectadas conicidiria en ubicar a esta especie de
acuerdo a Moyano et al. (1996), como un carnivoro extricto. Por otra parte, el zimograma

de la actividad acida permitieron detectar dos isoformas (0.32 y 0.51 Rf’s) a partir del dia
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34 dde; de esta manera, la deteccion de pepsina por medio de esta técnica ha siso reportada
para otras especies como L. vivanus (una isoforma de 26.1 kDa), H. plumierii (una isoforma
de 24 kDa), P. maculatus (una isoforma de 24.0 kDa) y P. maculatofasciatus (una isoforma
detectada a los 12 dde, Rf=0.65) (Rivera 2003; Rodriguez 2004; Souza et al. 2007;
Alvarez-Gonzalez et al. 2008b) donde los autores coinciden que estas pepsinas son
similares a la pepsina porcina tipo A (35 kDa). En este mismo sentido, Concha-Frias (2008)
con los juveniles de C. undecimalis inhibe el 86 % de la actividad de proteasas acidas con
pepstatin A de los extractos estomacales, 1o que pone de manifiesto que la mayor parte de
la actividad enzimatica del estomago es de pepsina tipo A, aunque existe una actividad
remante que puede pertenecer a otro tipo de pepsinas y que se corrobora con la presencia de
dos isoformas en las larvas de esta especie a los 34 y 36 dde, como ha sido detectado
molecularmente para T. orientalis donde se detectd la expresion molecular de tres pepsinas,
PG1 y PG2 que corresponden al tipo Pepsina A de 34.5, 39.4 kDa respectivamente y PG3
que corresponde a una pepsina tipo C de 39.3 kDa que tiene un origen filogenético
diferente que PG1 y PG2 (Tangi et al. 2009).

De esta forma, las actividades de lipasa se detectd desde el 3 dde, incrementando
rapidamente para el 36 dde, lo que concuerda con lo mencionado por Green y McCormick
(2001) quienes consideran que la presencia de estas enzimas digestivas desde antes de la
eclosion y durante los primeros dias de vida esta relacionado fuertemente con la absorcion
de los componentes nutricionales del saco vitelino. De esta manera, para el caso especifico
de la actividad de lipasas se han realizado diversos estudios durante el desarrollo larval de
peces marinos, donde de manera recurrente la actividad muestra dos picos de alta actividad,
el primero en los primeros dias de vida relacionado con la hidrolisis de lipidos del vitelo y
el segundo pico al momento de la maduracion del sistema digestivo, aunque también puede
haber fluctuaciones en la actividad que estan relacionados directamente con el proceso de
co-alimentacion durante los cambios de alimentos y los procesos de enriquecimiento con

emulsiones lipidicas (Hoehne-Reitan et al. 2001), como ha sido indicado por Martinez et al.
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(1999) en las larvas de S. senegalensis, donde se detectaron dos picos de maxima actividad
en las larvas de 7 y 36 dde; lo que se ha explicado ya que durante el catabolismo de los
lipidos durante los primeros dias de vida de la larva, se llevan por accién principalmente de
esterasas, las cuales hidrolizan cidos grasos de cadena, que serviran para la obtencion de
energia, mientras que la accion de lipasas verdaderas, fosfolipasas y lipasas dependientes de
colipasa y sales biliares, son las encargadas de liberar acidos grasos altamente poli-
insaturados y otros compuestos mas complejos, lo cual generalemente se observa en dias
posteriores relacionandose con la maduracion del sistema digestivo (Zambonino-Infante y
Cahu 1999; Gawlicka et al. 2000; Sidell y Hazel 2002). Un aspecto que se debe resaltar es
gue aungue en la mayoria de los trabajos la accion de las esterasas y lipasas pancreéaticas ha
sido medida por diferentes técnicas en el tubo digestivo de las larvas de diferentes especies
usando diversas aproximaciones (Ribeiro et al. 1999; Murray et al. 2003; Morais et al.
2005; Gisbert et al. 2009); sin embargo, la accion de las lipasas acidas en peces no ha sido
estudiada; aunque se sabe que este tipo de enzimas, las cuales no dependen de cofactores ni
colipasa, es producida por las células jefe en las glandulas fundicas y actuan en conjunto
con la pepsina y las condiciones &cidas del estomago (Miled et al. 2000). Si bien, la accion
de las esterasas juega un papel muy importante en la hidrdlisis de los lipidos del alimento,
donde inclusive la tripsina tiene esta propiedad, las lipasas pancreaticas las cuales
adicionalmente son liberadas al lumen en forma activa, teniendo un peso molecular de 50
kDa y funcionado Optimamente a pH 8, ademas de depender de las sales biliares, que
aumentan la formacion micelar y por consecuncia, su accion en la interfase agua-lipido
(van Tilbeurgh et al. 1992), siendo las encargadas de hidrolizar triacilglicéridos y liberar
acidos grasos (principalmente poli-insaturados de cadena larga) en las posiciones 1y 3 del
glicerol y monoglicéridos, que van a ser absorbidos por los enterocitos (Morais et al. 2005).
De esta manera, al realizar la alimentacion de las larvas, el uso adecuado de presas vivas y
alimenos artificiales deben de cumplir con requerimiento en lipidos y &cidos grasos, ya sea

por medio del uso de enriquecedores adionados a los alimentos, lo que es fundamental para
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asegurar un adecuado crecimiento y alta supervivencia durante el periodo larvario (Diaz et
al. 2002; Buchet et al. 2000).

En el caso de la actividad de la amilasa durante la ontogenia de C. undecimalis, su maxima
actividad se detectd entre los dias 5 y 12 dde, para posteriormente decender en dias
posteriores, lo cual concuerda con lo observado para otras especies de peces marinos,
donde se reporta una alta actividad antes de la eclosion y durante los primeros dias de vida
(absorcion de vitelo) y posteriormente una reduccién en la actividad; por lo que se
mencionan que esta actividad esta genéticamente programado para aprovechar los
componenetes del vitelo (glucdgeno) y que solamente se mantiene durante poco tiempo
para después disminuir, donde se ha mencionado que es analogo a lo que sucede en
mamiferos con la accion de la lactasa sobre la lactosa de la leche (Zambonino-Infante y
Cahu 1994; Moyano et al. 1996; Péres et al. 1996; Martinez et al. 1999; Buchet et al. 2000;
Cuvier-Péres y Kestemont 2002; Aleméan et al. 2004), aunque se ha observado que la
actividad amilasa tiende a mantenerse en niveles bajos para aprovechar los carbohidratos
del alimento, inclusive en especies carnivoras (Munilla-Moran y Saborido-Rey 1996). Sin
embargo, autores como Fange y Grove (1979), Ugolev et al. (1983), e Hidalgo et al. (1999)
han demostrado que la actividad de la amilasa tiende a ser mayor en los peces herbivoros y
omnivoros comparada con peces carnivoros, observandose un incremento progresivo de la
actividad, algo ya resefiado para otras especies y que corresponde mas con una expresion
“basal” que aumenta logicamente en relacion al crecimiento de la larva que a una necesidad

nutricional.

Por otra parte, las enzimas digestivas parietales como las fosfatasas son muy importantes al
ser las encargadas de terminar la digestion a nivel del epitelio intestinal ademas de apoyar
en el transporte de los nutrientes ya hidrolizados al interior de los enterocitos (Smith et al.
2000; Zambonino-Infante y Cahu 2001), estas enzimas son sintetizadas directamente por

los enterocitos para actual en el borde de cepillo (Harpaz y Uni 1999). De esta manera,
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Alvarez-Gonzalez et al. (2008a), mencionan que las fosfatasas poseen dos grandes
funciones; la primera es la hidrdlisis de fosfatos inorganicos que se utilizan para la
produccion de energia y la segunda en el transporte de nutrientes a través de membranas en
las células (proceso de absorcion). En este mismo sentido, Gawlicka et al. (2000) comentan
que cuando los enterocitos alcance su capacidad maxima de hidrolisis y absorcion, la
actividad fosfatasa aumenta, lo que a su vez se relaciona con la caida de la actividad
aminopeptidasa y por lo tanto la maduracion de los enteocitos, como ha sido detectado en
las larvas de D. labrax (Péres et al. 1997). De esta manera, las fosfatasas intervienen en el
proceso de la digestion ya que facilitan la accion de otras enzimas digestivas, ademas de
iniciar el proceso de migracion de los nutrientes de la region criptica al borde de las
microvellosidades para promover la absorcion en las células (Copeland 1996). Es asi que al
aumentar abruptamente esta actividad en el curso del desarrollo larval, permite en conjunto
con los cambios en el resto de las enzimas digestivas, indicar el momento en que el
intestino madura y alcanza un caracter simlar al de peces adultos, y por consecuencia
determinar el momento mas adecuado para realizar la sustitucion de las presas vivas por

alimento artificial (Ribeiro et al. 2002; Zambonino-Infante y Cahu 2007).

Finalmente, podemos concluir que desde muy temprana edad las actividades de proteasas
alcalinas, lipasa, amilasa y fosfatasas estuvieron presentes en las larvas de C. undecimalis,
aungue en niveles bajos, donde generalmente se observan fluctuaciones con los cambios de
alimentos, lo cual concuerda con lo mencionado por Zambonino-Infante y Cahu (2001) con
las larvas de D. labrax quienes detectaron una temprana aparicion de las actividades
enzimaticas digestivas antes de la adicion del alimento, relacionando estas fluctuaciones
con tres aspectos fundamentales: 1) con procesos genéticos, en especial al observarse cierta
actividad especifica en larvas en inanicion durante la absorcion del vitelo (por ejemplo,
hidrolisis de fosfolipidos); 2) como una respuesta a la ingesta (comportamiento
alimenticio), en el momento de agregar los alimentos vivos (rotiferos y Artemia sp), y 3)

por la desaparicion progresiva de la funcién metabdlica en la cual esta implicada una
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determinada enzima (lactasa en el caso de los mamiferos), o por un relativo incremento del
pool de proteina soluble en el organismo. Por otra parte, se observé un incremento en las
actividades generalmente a partir de 3 dde, con el inicio de la alimentacién (rotiferos), asi
como otra serie de incrementos entre los 10 y 25 dde, con el cambio de presas vivas
(nauplios de Artemia y meta-nauplios de Artemia enriquecidos), lo que autores como
Pedersen y Andersen (1992) mencionan esta relacionado con la activacion de las enzimas
enddgenas por medio de enzimas exdgenas proveniente de las presas vivas, como ha sido
comprobado en las larvas de C. harengus al usar diferentes alimentos como copépodos y
microesferas, en donde se detectd que la secrecion de tripsinogeno pancreatico depende del
tipo, tamafio y composicion de humedad y nutrientes de los alimentos. En este sentido,
Alvarez-Gonzalez et al. (2008) mencionan que para algunas especies de peces marinos y en
particular para P. maculatofasciatus, la participacion enzimatica exdgena no es relevante,
como ha sido dorroborado por Diaz et al. (1997) en las larvas de S. aurata y Garcia-Ortega
et al. (2000) en larvas de C. gariepinus. Por su parte, la actividad de proteasas acidas
(pepsina) a partir del 25 dde y su incremento maximo observado a los 36 dde permite
considerar a C. undecimalis como un juvenil desde el punto de vista de su fisiologia
digestiva desde los 34 dde, donde la baja presencia de isoformas de proteasas acidas y

alcalinas, permiten ubicarla como especie de habitos carnivoros.
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