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GLOSARIO

Absorbancia: Es la intensidad de la luz con una longitud de onda especifica tras haber

atravesado una muestra.

Acido tricloroacético (TCA): Es un &cido organico, derivado del 4cido acético, en el cual

tres atomos de hidrogeno del grupo metilo han reemplazado por &tomos de cloro.

Actividad proteolitica: Capacidad de las enzimas de hidrolizar enlaces peptidicos en las

biomoleculas.

Almidén soluble: Es una macromolécula que estd compuesta de dos polisacaridos, la

amilosa y la amilopectina.

Buffer: Es una solucién amortiguadora, capaz de resistir cambios en el pH. Consiste en
un par acido-base conjugado en el cual la razén aceptor de protones/donador de protones
esté cerca de la unidad.

Caseina: Proteina fundamental de la leche. Que es ingrediente utilizado como proteina de

referencia en estudios de nutricién.

Curva patron: Es un marco de referencia que se construye de cantidades conocidas de
una sustancia (por ejemplo la albumina sérica bovina) que se utiliza para determinar la

cantidad de proteinas presente en una muestra incognita.

Desnaturalizacion: Cambio en la conformacién de una proteina o acido nucleico causado
por el aumento en la temperatura y/o exposicion agentes quimico que usualmente resulta

en la pérdida de su funcién biolégica.

Dimetilsulfoxido (DMSO): Es liquido organico incoloro de formula quimica CH;SOCH;

gue contiene sulfoxido.

Electroforesis: Las proteinas se separan en bandas de acuerdo a su tamafio conforme
migran a través de un gel. Las bandas de proteinas separadas son visualizadas mediante

tincién con un colorante.

Enzima: Proteina u otra molécula que actia como catalizador de las reacciones

biologicas.

Hepatopéncreas: Organo de digestion compuesto de ductos ciliados y de tdbulos

cerrados en los extremos, que segrega enzimas digestivas a través del epitelio del tubulo



digestivo; también responsable de la liberacién de subproductos metabdlicos y de otros

desechos moleculares o microbianos.

Hidrolisis: Reaccion quimica en la cual el agua interacciona con otra sustancia para

formar una 0 mas sustancias nuevas.

Inhibidor enzimatico: Sustancia que en contacto con las enzimas inhibe su actividad de

manera reversible o irreversible.

Isoforma: Las diferentes formas de una proteina pueden ser producidas a partir de genes

relacionados, o pueden surgir del mismo gen mediante corte y empalme alternativo.

N-succibyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide (SAAPNA): Sustrato especifico para

quimotripsina.
Na-Benzoil-DL-Arginina-P-Nitroanilida (BAPNA): Sustrato especifico para tripsina.

pH 6ptimo: Valor del pH cual la velocidad de una reaccién enzimaticamente catalizada es
maxima, debido a que el estado i6nico del centro activo es idéneo para la union del
sustrato y la catalisis.

Pool enzimético: Es conjunto o agrupacion de diferentes liquidos para generar el

extracto enzimatico.

Proteasa: Enzima capaz de degradar proteinas al hidrolizar algunos de sus enlaces

peptidicos.
Shock térmico: Es la rotura de algun material al sufrir un cambio drastico de temperatura.
Sobrenadante: Parte superior clara de cualquier mezcla después de ser centrifugado.

Sustrato: En bioquimica: compuesto bioldgico que es transformado por la accién de las

enzimas.

Tirosina: Un amino acido que resulta de la hidroxilacién de la fenilalanina.
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RESUMEN

Macrobrachium americanum es un crustaceo apreciado en el sureste del pais,
debido a que alcanza las tallas mas grandes dentro del género Macrobrachium, por lo que
el desarrollo de su cultivo se torna de suma importancia al ser una de las 10 especies de
langostinos con mayor potencial acuicola. Esta investigacion tuvo como objetivo
caracterizar las enzimas digestivas en adultos de la pigua M. americanum evaluando la
actividad, condiciones 6ptimas y grado de inhibicién. Los ejemplares fueron capturados en
térmico y se procedié a la diseccion y extraccion de los hepatopancreas, éstos fueron
homogeneizados en solucion buffer de Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 (15 mg ml%) vy
centrifugadas (16,000 rpm por 30 min a 4 °C) para obtener los extractos enzimaticos. Se
realizd la determinacion de la actividad de proteasas alcalinas, cuantificacion de
actividades especificas, las condiciones Optimas y estabilidades de pH, temperatura; y el
grado de inhibicibn de las enzimas. Se encontré6 que existe una mayor actividad de
proteasa alcalina 2.22 + 0.11 mU/mg proteina. Se obtuvo la temperatura éptima para las
proteasas alcalinas a 35 °C y el pH de las proteasas alcalinas es de 11. Ademas, los
estudios de estabilidad a diferentes tiempos y temperaturas de pre-incubaciéon mostraron
que las proteasas alcalinas son inestables a 45 °C en relacién a 30, 60 y 90 min de pre-
incubacién. Sin embargo, en 55 °C logran ser estables después de 30 min de pre-
incubacion. De igual manera las estabilidades de las proteasas alcalinas manifestaron alta
actividad en los pH’s de 4, 9 y 11, dando una determinacion de los inhibidores, en el cual
se observo una inhibicion total por PMSF y en su mayoria el SBT1. Se concluye que las
enzimas encontradas coinciden con especies correspondientes al orden de los
decapodos. Desde el punto de vista de su capacidad digestiva, apunta a ser considerada

de habitos omnivoros pero con tendencia a la carnivoria.

Palabras claves: Macrobrachium americanum, proteina soluble, enzimas digestivas,

inhibicion especifico.
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|. INTRODUCCION

La producciéon mundial de alimentos se basa principalmente en la agricultura,
ganaderia y recursos acuaticos. La agricultura produce méas del 60% de los
alimentos basicos que representan hasta el 80% del consumo de energia y
proteinas para los hogares de menores ingresos (FAO, 2009; FAO, 2011). En lo
que respecta a la ganaderia, ésta constituye una proporcion fundamental de la
dieta de la poblacion, contribuyendo con un 40% total de energia procedente de
los alimentos. Por otra parte, el principal objetivo de la pesca y la acuicultura es el
de crear empleo, contribuir la mitigacion de la pobreza, asi como la seguridad
alimentaria y nutricional proporcionando aproximadamente el 50% de los

nutrientes necesarios para la vida humana (FAO, 2012).

La pesca se ha mantenido relativamente estable, sin embargo en la dltima
década se expresa la preocupacion sobre la situacibn de las poblaciones
sobreexplotadas por la pesca en donde se presenta una baja significativa en el
volumen de pesca (FAO, 2010). Sin embargo, existen otras alternativas para
mejorar la produccién de organismos acuaticos dentro de ello esta la acuicultura,
que es uno de los sectores de produccién de alimentos de origen animal de mas
rapido crecimiento en los Ultimos afios, al inicio proporcioné solo el 7% del
pescado para consumo humano en 1974, este porcentaje aumenté al 26% en
1994 y al 39% en 2004, pero se prevé que para el 2030 aumentara al 62% (FAO,
2014; FAO 2016).

La acuicultura permite cultivar especies como peces, crustaceos, moluscos
y plantas acuaticas en una etapa de vida o su ciclo completo (FAO, 2013). En las
Ultimas dos décadas, la acuicultura ha realizado estudios bioecologicos,
nutrimentales y socioeconomicos para el desarrollo individual, comunitario y al
sector empresarial de produccién de organismos acuaticos (Vega y Chong, 2006).
Dentro del sistema de produccién acuicola uno de los grupos que mas importancia

genera es el cultivo de crustaceos, principalmente por los beneficios que estos
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proporcionan, ya sea de manera directa o indirecta, nutrimental y/o econémica
(Espinosa, et al., 2011).

El cultivo de crustdceos es una actividad productiva en los paises de
Latinoamérica donde se ha potencializado el desarrollo econdbmico (Sanchez y
Alvarez, 2007). Durante la presente década el cultivo crecié a una intensidad del
30% anual, donde el cultivo de langostinos tuvo un crecimiento muy acelerado en

desarrollo en algunos paises (Echeverry, 2012).

En México fue introducida la especie Macrobrachium rosenbergii la cual no
fue exitosa, por la carencia de tecnologia para la produccién de postlarvas de
langostinos que impiden su cultivo en México (Ortega y Arana, 2006). Sin
embargo, en Brasil se llevo a cabo el cultivo exitoso de M. amazonicum que es
una especie endémica del Amazonas en Brasil, el cual debe ser un ejemplo a
seguir para México; en impulsar el desarrollo de la tecnologia de cultivo de
especies nativas como el M. americanum; la cual es una de las diez especies de
langostinos para el pacifico con mayor potencial acuicola, debido a que alcanza
las tallas més grandes dentro del género Macrobrachium y por ello tiene
importancia econdmica en paises como México, Guatemala, Salvador y Costa
Rica (Rojo, 2009).

Dada la importancia ecolégica y comercial de la pigua M. americanum es
trascendental desarrollar su paquete tecnolégico. En este sentido, el area de la
nutricion es uno de los mas importantes, esto se debe principalmente a los costos
de operacién siendo mayores al 60%, esencialmente por el aporte de proteina en
la dieta (Madrid et al., 2005; FAO, 2010; Toledo, 2012).

En este aspecto, el alimento para realizar las actividades acuicolas puede
llegar a constituir un 50 a 70% de los costos totales de produccion, siendo la
proteina el ingrediente mas critico presente en las dietas, debido a que es el mas

costoso, y como macronutriente es el que soporta el crecimiento de los



organismos (Ledn, 2015). De esta manera, las enzimas digestivas, como las
proteasas son de gran importancia ya que catalizan la hidrolisis de los enlaces
peptidicos que forman la estructura primaria de las proteinas y estan presentes en
muchos organismos; por lo cual, los estudios de fisiologia digestiva generan la
informacion adecuada para la formulacion de dietas, la cantidad de nutrientes y el
tipo de harina a utilizar, a partir de la actividad enzimatica presente en el sistema
digestivo (Lazo et al., 2007; Perales, 2009).

Las proteasas son esenciales, si se quiere entender sus tipos y modos de
accion, asi como el nivel de actividad que presentan, lo que determina las
condiciones éptimas y estabilidad a factores como pH y temperatura; en el cual las
enzimas alcanzan la mayor actividad y como son afectadas a lo largo del tiempo
(Moyano, 2006). Los estudios de caracterizacion enzimatica se han
complementado con el uso de inhibidores especificos, en las técnicas bioquimicas
y electroforéticas; los cuales afectan los centros activos y disminuyen la actividad
enzimatica, permitiendo con ello conocer la sensibilidad y los mecanismos de
accion de las enzimas digestivas (Alvarez et al., 2010). Por lo tanto, en el presente
trabajo de investigacion, se realiz6 la caracterizacidn enzimatica digestiva en
adultos del langostino de agua dulce M. americanum a través de métodos de
andlisis bioquimicos, ya que existe poca informacion sobre la fisiologia digestiva
de estos organismos, con estos resultados se podran realizar posteriores estudios

de formulacién y fabricacién de dietas especificas para esta especie.



II. MARCO TEORICO

2.1 Biologia de Macrobrachium americanum
La familia Palaemonidae, la cual incluye organismos conocidos como langostinos,
se distribuye geograficamente en sistemas marinos, estuarios y dulceacuicolas
(Hernandez, 2008); se conocen aproximadamente 125 especies del género
Macrobrachium de las cuales en México existen diez nativas y una exotica, este
género representa una alternativa comercial en acuicultura a nivel nacional
(Roman, 1979; Hendrickx, 1995; Arroyo y Magafia, 2001; Luna et al., 2007).

En América Latina el género Macrobrachium, presenta cuatro especies de
importancia comercial; M. carinus, M. acanthurus, M. americanum, y M. tenellum,
desarrollandose estudios de su ciclo biolégico (Ponce et al., 2002). Los camarones
de agua dulce, conocidos como camarones de rio. Asi mismo estos organismos
son cosmopolita, es decir, los encontramos en aguas dulces, salobres y marinas,
donde migran a las desembocaduras de los rios en temporada de reproduccién
(Espinosa, 1987).

El género Macrobrachium incluye a los crustaceos dulceacuicolas que
presentan las siguientes caracteristicas: rostro bien desarrollado, caparazén con
espina hepdtica y antenal; ojos con pedunculos y corneas negras; mandibulas con
palpos triarticulados; los dos primeros pares de apéndice toraxicos son quelados y
el segundo es usualmente muy largo en los machos adultos; los tres apéndices
posteriores presentan dactilos sencillos; el primer par de pleopodos del macho
carece del apéndice interno y en el segundo (Figura 1), se aprecia el apéndice
masculino; dos pares de espinas en la parte dorsal del telson y otros dos en el

margen posterior (Holthuis, 1952; Acuiia, 2002).
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Figura 1. A) Anatomia general en Macrobrachium; B) Anatomia de M. americanum (Fischer et al.,
1995).



2.2 Taxonomia de M. americanum (Bate, 1868)

Reino: animalia
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Euarthropoda
Clase: Malacostraca
Subclase: Eumalacostraca
Superorden: Eucarida
Orden: Decapoda
Suborden: Pleocyemata

Infraorden: Caridea

Superfamilia: Palaemonoidea

Familia: Palaemonidae
Subfamilia: Palemoninae
Género: Macrobrachium

Especie: Macrobrachium americanum

(Diaz et al., 2001).

M. americanum cuenta con un rostro fuerte y arqueado en el margen de la
orbita que alcanza el final del pedunculo antenular. En el margen superior con 10 a
12 dientes, de los cuales tres o0 cuatro estan colocados por detras del margen
orbital; borde ventral que presente de dos a cuatro dientes. Segundo par de
periopodos simétricos, subyugales en forma y tamafo, con espina en todos los
artejos. El carpo es casi el doble de largo que alto y mas corto que el mero. La

palma es alargada, los dedos forman un hueco al cerrar y son ligeramente mas



cortos que la palma. Presenta un diente fuerte en parte medio del dactilo y otro en
el primer tercio del dedo fijo (alternados) con dos a cuatros denticulos proximales
(Hernandez, 2007).

2.3 Ciclo de vida

Son considerados como dulceacuicolas, sin embargo su ciclo de vida se completa
cuando las hembras ovigeras llegan a los estuarios a desovar en aguas salobres
(Villalobos, 1982; De Bruyn et al., 2003; Mossolini y Bueno, 2003). Existen ciertas
excepciones, ya que algunas especies que habitan en rios distantes del mar o
donde los cauces no presentan comunicacion con la zona litoral, han adaptado

ciclos reproductivos restringidos al ambiente dulceacuicola.

2.4 Ritmos circadianos

Los ritmos biologicos se definen como la recurrencia de cualquier fendmeno
dentro de un sistema biolégico a intervalos mas o menos regulados. Los ritmos
biolégicos tienen un caracter hereditario, es decir estan genéticamente
determinados. Gran parte de los ritmos biolégicos son sincronizados por factores
externos. Estos factores externos denominados sincronizados, son capaces de
cambiar o de reajustar el ritmo de un individuo. Los fendmenos biolégicos de tipo
repetitivo pueden ser variados. Los ritmos de menos de 6 horas y mas de 30
minutos son llamados ultradianos y aquellos de mas de 28 horas y menos de seis
dias se denominan infradianos. Los ritmos que duran alrededor de 24 horas son
los ritmos circadianos, los cuales dependen del ciclo luz-oscuridad (Carrillo et al.
1997).



[[l.  ANTECEDENTES

3.1 Generalidad del langostino M. americanum en cultivo

El M. americanum es una de las especie con un gran potencial para su cultivo
comercial, dado su gran tamafio y valor econémico (Ponce et al., 2002), aln no se
han documentado estudios sobre su capacidad digestiva, por lo cual los estudios
realizados en esta especie se han dedicado a conocer los atributos biolégicos o
ecologicos. La especie M. americanum, es una especie que puede alcanzar un
gran tamafio (250 mm machos y 193 mm hembra) en el medio silvestre y su
distribucion natural comprende desde el norte de México hasta Peru (Hernandez
et al., 2007).

En muchos paises y en diversas ocasiones, se ha intentado cultivarlo y
producirlo bajo un esquema econémicamente productivo sin éxito y sin que exista
alguna técnica confiable, sobre todo en la produccion larval (Garcia et al., 2013).
Con referencia a México, en 1992, la Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad
Xochimilco, empez6 a realizar investigacion sobre las ventajas y desventajas para
el cultivo M. americanum en comparacion con la especie introducida M
rosenbergii. MOnaco en 1975 cultivo las larvas de M. americanum hasta obtener
juveniles, cuya sobrevivencia fue considerablemente baja. McNamara et al. (1983)
estudiaron el efecto de la salinidad en la tasa respiratoria, la sobrevivencia y la
muda del primer estadio zoea, encontrando en ésta una reducida tolerancia a la
salinidad. Arana y Ortega (2004) intentaron cultivarlo bajo condiciones controladas

ofreciendo algunas ideas para su manejo en cautiverio.

El parasitismo sobre esta especie, particularmente por isépodos bopiridos,
fue estudiado por Roman (1993). Ruiz et al. (1996) estudiaron las relaciones
morfométricas encontrando crecimiento mayor en machos, pero igual proporcion
en ambos sexos. Garcia y Apun (2008) analizaron el efecto de la densidad y la

presencia-ausencia de refugios en la sobrevivencia y crecimiento de juveniles



mantenidos en tinas, observando que los ejemplares mantenidos a baja densidad

y con refugio disponible crecen mejor.

Garcia y Hendrickx (2009) describieron que las hembras pueden desovar
varias veces al afio y producir miles de huevos en cada desove, que son portados
bajo el abdomen durante su incubacion. Garcia (2010) estudié la composicidon
proximal de los huevos incubados a diferentes temperaturas, encontrando los
lipidos como el componente que se usa mas como combustible y las proteinas
como el mas abundante. Gutiérrez (2010) desarrollé estudios comparativos
morfométricos y de reproduccion de M. tenellum, M. panamensis y M.
americanum, especies de importancia pesquera. Sobre distribucion y ecologia,
existe el trabajo de Villalobos et al. (2010), en la costa del Pacifico mexicano, que
también incluye este género. Garcia et al. (2011) estudiaron el consumo de
oxigeno de especimenes, siendo la temperatura el factor determinante en su
consumo. Echeverry (2012), estudi6é la evaluacion de reproduccion y desarrollo

larval de camarén de rio M. americanum en condiciones de laboratorio.

Hay estudios que han documentado sobre las enzimas digestivas el cual ha
constituido un elemento clave en el entendimiento del sistema digestivo, y los
requerimientos nutricionales en estadios especificos de desarrollo (Le Moullac et
al., 1996). Es asi, que la nutricion enfocada a la caracterizacion de las enzimas
digestivas, ha sido una de las areas mas estudiadas en la alimentacion de
crustaceos en general (Galgani y Nagayama, 1987; Fang y Lee, 1992; Garcia et
al., 1994).

En algunas especies de langostas (Panulirus spp), los estudios se han
enfocado a enzimas digestivas proteoliticas tales como tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasas, leucina aminopeptidasas, elastasas y colagenasas
(Brockerchoff et al., 1970; Hoyle, 1973; Galgani y Nagayama, 1987; Glass y Stark,
1994,1995). De esta forma, en la langosta espinosa Panulirus interruptus, se

encontré una variedad de proteasa sintetizadas por glandulas digestivas; muchas



de ellas catalizan la hidrdlisis de sustratos naturales y artificiales a un pH alcalino;
en estos organismos la tripsina es la proteasa mas importante en la hidrolisis de

proteinas del alimento seguida de la quimotripsina (Celis et al., 2004).

Espinosa (2013), determind la actividad enzimatica digestiva del langostino
M. tenellum y evaluar los factores que la afectan y su crecimiento bajo diferentes
horarios de alimentacion y niveles de proteina en dietas formuladas; asi como, el
establecer el computo quimico de dichas dietas. Sacristan et al. (2013), estudio la
influencia de la alimentacién sobre el ritmo circadiano de las enzimas digestivas en
el cultivo de juveniles de la langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus
(Parastacidae). Santos et al. (2017), determinaron el efecto del fotoperiodo y la
temperatura sobre el crecimiento y la actividad de las enzimas digestivas en
juveniles del camaron de rio de brazo largo Macrobrachium tenellum (Smith, 1871)
(Caridea: Palaemonidae). Manriquez et al. (2018), describieron la caracterizaciéon
de enzimas digestivas en adultos de la pigua M. carcinus y la digestibilidad in vitro
de algunos ingredientes utilizados en su alimentacion que fomentard la

formulacién de dietas.

3.2 Andlisis bioquimicos del langostino M. americanum

3.2.1 Sistema digestivo de los crustaceos

El aparato digestivo del Macrobrachium es el sistema de 6rganos mas voluminoso
de la cavidad del cuerpo y esta constituido por tres secciones: intestino anterior
(esofago y estdbmago), intestino medio (canal del intestino medio vy
hepatopancreas) e intestino posterior. Después de pasar por la boca, los alimentos
pasan por el esofago y luego al estbmago, en donde se distingue dos partes
principales, el cardias y piloro. En la primera se lleva a cabo la molienda de los
alimentos, las particulas del alimento suficientemente pequefias pasan al saco
pilérico y son filtradas por sedas muy cerradas, pasando luego a la glandula del

intestino medio o hepatopancreas (Cruz, 1994; Vogt, 2002).
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El hepatopancreas sintetiza las enzimas digestivas y emulsifica los lipidos,
metaboliza nutrientes y los almacena (Jussila, 1997), dentro de los
hepatopancreas existen estructuras que se pueden distinguir cuatros tipos de
células, conocidas como células F, E, Ry B; (Gibson y Baker, 1979; Cruz, 1994).

% Las células B o secretoras, tienen grandes vacuolas con material acidofilico
y presentan diversos mecanismos de secrecion.

% Las células R o de absorcion captan los nutrientes en la luz de los tabulos y
sintetizan glucogeno y lipidos.

% Las células F o fibrilares, sintetizan las enzimas digestivas y las mantienen
de reserva en una vacuola supranuclear.

% Células E o embrionario, son de nucleo proximal sin borde en cepillo y con

muchas figuras mitéticas en su estado normal.

Pero el intestino posterior se localiza en la porcidon superior del musculo
abdominal y es de consistencia quitinosa. A su vez el intestino posterior es el
transporte de heces al exterior, ademas de funciones asociadas con la

osmorregulacién (Vogt, 2002).

3.3 Enzimas digestivas

Las enzimas son catalizadores biolégicos que aumentan la rapidez o la velocidad
de una reaccion, sin verse alterada ella misma en el proceso global. La mayor
parte de los catalizadores bioldgicos son proteinas, las cuales se han clasificado
por parte de la Comision de Enzimas (EC) de la Unidn Internacional de Bioguimica
en seis grandes grupos (Lehninger, 1984; Mathes y van Holde, 1998; Perales,
2009; Toledo, 2013):

% Oxido reductasas: catalizan las reacciones de oxidacién-reduccion.
« Transferasas: catalizan las transferencias de grupos funcionales de una

molécula a otra.

11



+ Liasas: catalizan las eliminaciones de un grupo o adiciones a un grupo de
un doble enlace, u otras rupturas que implican un reordenamiento
electrénico.

% Isomerasas: catalizan los reordenamientos intramoleculares.

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

+ Hidrolasas. catalizan las rupturas hidroliticas.

La mayoria de las enzimas digestivas pertenecen al grupo seis y se dividen

en grupos de acuerdo con la funcién del nutriente que hidrolizan:

3.3.1 Proteasas

Son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos que forman la
estructura primaria de las proteinas, presenten en muchos organismos (Dixon y
Webb, 1979; Alvarez, 2003). Se dividen en dos subgrupos: las exopeptidasas, que
hidrolizan enlaces peptidicos entre amino&cidos terminales y las endopeptidasas,

gue hidrolizan enlaces peptidicos internos (Mathews y van Holde, 1998).

3.3.2 Amilasas

Las amilasas catalizan la hidrolisis del enlace al-4 del almidén y glucégeno. Se
divide en alfa (a) y beta (), o endo y exo amilasas. La a-amilasas esta presente
en el jugo pancreatico de gran cantidad de animales (Archibal, 1987), ya que
hidroliza indistintamente enlaces a largo de la cadena del polimero
hidrocarbonado, liberando moléculas de glucosa y maltosa. Por su parte la B-
amilasa hidroliza a los carbohidratos por el extremo no reductor, y se restringen

exclusivamente al reino vegetal (Hirikado et al., 1994).
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3.3.3 Lipasas
Las lipasas son enzimas que han sido clasificadas en dos tipos principales:

% Las esterasas, que preferentemente actlan sobre ésteres simples de
acidos grasos con bajo peso molecular que tiene una cierta capacidad de
solubilizarse.

% Las lipasas verdaderas, que se distinguen porque hidrolizan sustrato
soluble, estas se han descrito en varios tejidos animales (pancreas, plasma

sanguineo, saliva y jugo pancreético).

3.3.4 Fosfatasas aciday alcalina

Las fosfatasas acidas y alcalinas catalizan la separacién de fésforo inorganico a
partir de fésforos organicos. Se encuentran en los epitelios intestinales y en
diferentes cepas tisulares del estémago. Su papel fisiolégico en los vertebrados
superiores esta relacionado con los procesos de mineralizacion de los huesos
(Harris, 1989). Asi como en procesos de transporte de nutrientes a través de
membrana, tales fosfatasas se asocian con el transporte activo de glucosa,
proteina y lipidos, e incluso de agua e iones en el caso de la fosfatasa alcalina
(Duppuis et al., 1991).

3.4 Estudios de caracterizacion enzimatica

El estudio de las enzimas puede realizarse a través de parametros operacionales,
como el pH y la temperatura, y por la accion de sustancias especificas para
comprender su modo de accion (Alvarez, 2003). Los estudios de caracterizacion
de las distintas enzimas digestivas son esenciales si se quiere entender el tipo y
modo de accion, asi como el nivel de actividad que representan, la
caracterizacion, se pueden realizar por diversos ensayos: efecto del pH,

temperatura y mediante inhibidores especificos.
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3.4.1 Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de la enzima

Las enzimas en general requieren un pH caracteristico, donde la actividad es
méaxima y sus centros activos presentan una adecuada conformacién ionica para
llevar a cabo la catalisis con eficiencia. En soluciones muy acidas o alcalinas las
enzimas estan fuera del intervalo de pH fisiolégico u optimo, y la estabilidad de la
enzima puede afectar la conformacion secundaria, terciaria y/o cuaternaria
sufriendo desnaturalizacion irreversible en soluciones muy &cidas o alcalinas

(Asgeirsson et al., 1995).

3.4.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la

enzima

La temperatura es una variable que influye directamente sobre la enzima, aumenta
la actividad enzimética cuando la temperatura se incrementa, de igual manera la
enzima pierde actividad por desnaturalizacion térmica fuera del intervalo de
operacion, ya que al absorber demasiada energia, los enlaces no covalentes, que
mantienen la estructura terciaria se rompen y la enzima se desnaturaliza (Alvarez,
2003). La temperatura Optima es aquella en la cual la enzima muestra alta
actividad y estabilidad a través del tiempo.

3.4.3 Caracterizacion mediante inhibidores especificos

Los inhibidores son compuestos que disminuyen la actividad de muchas enzimas
(Stryer, 2003). El uso de inhibidores especificos es una herramienta importante
para la caracterizacion enzimatica, ya que éstos se unen a la enzima la inactivan,
y disminuyen la tasa de hidrolisis del sustrato (Salvensen y Nagase, 1989). En el
caso especifico de las proteasas, existen al menos dos grupos de inhibidores que
varian en funcion del mecanismo quimico de catélisis: 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 forman enlaces covalentes (acidas y metal

proteasas) (Garcia, 1992).
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Esta diferencia permite que las enzimas del primer grupo posean
aminoacidos fuertemente nucleofilicos en su centro activo, por lo que sus
inhibidores deberan poseer grupos altamente nucleofilicos 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.
Los quelantes (acido etilendiamintetraacetico (EDTA) y 1,10 fenantrolina) no se
consideran en esta clasificacion como inhibidores, ya que son inactivadores
porque solo eliminan ciertos iones (Ca+, Zn+ y Mg+) que son esenciales para la
activacion de metal proteasas (Garcia, 1992); sin embargo, se utilizan con
propésitos practicos en la determinacion del mecanismo de accion de las
proteasas. Existen distintos tipos de inhibidores, con especificidad y mecanismo
de accion.

3.5 Utilizacién de técnicas electroforéticas

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida, incluida SDS-PAGE
(electroforesis en presencia de duodecil sulfato sodico), es una herramienta
bioquimica empleada en varias funciones como: en estudios de caracterizacion de
proteinas (Laemmli, 1970) y deteccién de actividad enzimatica (Garcia et al.,
1993).

La electroforesis de macromoléculas, se realiza con una pequefia cantidad
de muestra en una solucion estabilizada en una matriz porosa bajo la influencia de
un voltaje determinado. Al final del proceso, las diferentes especies moleculares
se observan como bandas en diferentes posiciones de la matriz (Andrews, 1995).
Adicionalmente, se puede determinar mediante electroforesis el mecanismo de

accion de las enzimas utilizando inhibidores especificos (Garcia et al., 1993).
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Caracterizar las enzimas digestivas en adultos de la pigua M. americanum

evaluando la actividad enzimatica, condiciones éptimas y grado de inhibicion.

4.2 Objetivos especificos

X/

« Determinar las actividades especificas de proteasa alcalinas, lipasas,
amilasas y fosfatasas en presentes enzimas de la pigua M. americanum en

etapa adulto.

X/

s Determinar el valor Optimo de las condiciones ambientales (pH vy
temperatura) e inhibidores por medio de pruebas especificas sobre los

extractos multienzimaticos de la pigua M. americanum.

X/

« Caracterizar la actividad enzimatica a través de andlisis electroforéticos
sobre las proteasas presentes en los extractos multienzimatico de la pigua

M. americanum.
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V. METODOS

Los trabajos de laboratorio y experimentacion se llevaron a cabo en el Laboratorio
de Nutricion y Produccion Acuicola, en el Centro de Investigacion Costeras
(CEICO) (Figura 2) del Instituto de Biologia de la Universidad de Ciencias y Artes
de Chiapas.
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Figura 2. Instalaciones Centro de Investigaciones Costeras (CEICO).

5.1 Obtencidn de ejemplares

Para el material bioldgico se utilizaron cinco hembras y cinco machos adultos de
langostino, de un lote de cincuenta organismos, capturados del rio Coapa, en el

Acuacultura del CEICO, UNICACH.
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5.2 Obtenciéon de extracto enzimatico

Los ejemplares de M. americanum se mantuvieron en ayunas por 24 hrs;
posteriormente fueron sacrificados por shock térmico (Figura 3). Se mantuvieron

en hielo hasta el procesado.

Figura 3. M. americanum: A) sistema donde se mantuvieron los ejemplares; B) Sacrificio
mediante shock térmico.

A continuacion se disectaron por la parte cefalica para obtener la seccién de
hepatopancreas realizando posteriormente un pool enzimatico, se homogenizaron
con agua milli-Q (1:10 peso/volumen), se utilizé6 un homogenizador de tejido marca
Misonix (modelo Microson Ultrasonic Cell Disruptor, NY). Las muestras se
centrifugaron a 16,000 rpm durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante se almaceno
en tubos marca eppendorf y se conservaron en refrigeracion a -20 °C (Figura 4).
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Figura 4. Preparacion de extractos multienzimaticos: A) Extraccion de hepatopancreas; B)
Homogenizado de tejido; C) Sonificador; D) Centrifugas.

5.3 Determinacién de la proteina soluble

La concentracion de proteina soluble en los extractos se determiné por el Método
de Bradford (Bradford, 1976), usando como estandar una curva patron de
albimina sérica bovina a razén de 1 mg/ml™. Para llevar a cabo el anélisis se
realizdé en una microplaca (marca BRAND plates), se agregaron 25 pl de extracto,
con una dilucion de 25:1 y 225 ul del reactivo Bradford, la lectura de la microplaca
se realizé en un MULTISKAN FC (Thermo SCIENTIFIC) previamente programado
para agitar durante 30 segundos y realizar lecturas de Abs a 620 nm cada 15 seg,

durante 5 min, las pruebas se realizaron por triplicado.
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5.4 Identificaciéon de actividades especificas
5.4.1 Actividad de proteasas

5.4.1.1 Alcalina

Se calculé en funcion de las siguientes técnicas: Se realiz6 por el método de
Kunitz (1947) modificado por Walter (1984), usando como sustrato caseina
Hammerstein al 1% en tampon 50 mM Tris-HCI, 10 mM CacCl, a pH 9. Utilizando
20 pl extracto enziméatico en donde se incubé a 37 °C durante 120 min; la reaccién
se detuvo por adicion de 0.5 ml de Acido tricloroacético al 20% (TCA). Después de
reposar la mezcla de reaccion a 4 °C (15 a 30 min), se centrifugd a 14,000 rpm
durante 30 min. En el sobrenadante, se midio la cantidad de tirosina liberada (ABS
280 nm) mediante un espectrofotometro UV/visible. Una unidad de actividad se
define como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 mg de tirosina
por minuto. Para determinar el coeficiente de extincion molar de la tirosina, se
realiz6 un recta patron con diferentes concentraciones de tirosina (de 0 a 300
mg/ml™). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

5.4.1.2 Tripsina

Esta prueba se utilizd la técnica descrita por Erlanger et al. (1961). Se colocé en
una microplaca (marca BRAND plates) utilizando 5 pozos (2 de blanco y tres de
réplica): se coloc6 10 pl de extracto (en las réplicas se colocé extracto y en los
blancos fue agua destilada), 167 pl de Tris-HCI (60 mM, pH 7.5), 10 pl CaCl, (192
mM, en Tris.HCI, pH 7.5), 5 pl de BAPNA (Na-Benzoil-DL-Arginina-P-Nitroanilida a
19.2mM). Posteriormente la microplaca se introdujo en un MULTISKAN FC (marca
Thermo SCIENTIFIC), previamente programado para agitar durante 30 segundos
y realizar lecturas de Abs a 405 nm cada 15 seg, durante 30 min.

5.4.1.3 Quimotripsina

Para esta actividad se implemento la técnica descrita por Delmar et al. (1979). Se

colocé en una microplaca (marca BRAND plates) utilizando 5 pozos (2 de blanco y
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tres de réplica): en los cuales se colocaron 10 ul de extracto (en las réplicas coloco
extracto y en los blancos agua destilada), 167 ul de Tris-HCI (60 mM, pH 7.5), 10
pl CaCl, (192 mM, en Tris.HCI, pH 7.5), 5 ul de SAAPNA (N-succibyl-Ala-Ala-Pro-
Phe p-nitroanilide, a 19.2 mM). Posteriormente la placa se introdujo en un
MULTISKAN FC (marca Thermo SCIENTIFIC), previamente programado para
agitar durante 30 segundos y realizar las lecturas de Abs a 405 nm cada 15 seg,

durante 30 min.

5.4.1.4 Leucina aminopeptidasa

Se determiné por el método de Maraux (1973), utilizando como sustrato Leucina p-
nitroanilida (0.1 mmol). El sustrato se disolvié en 200 ml de DMSO y se aford con
10 ml del buffer (fosfato sédico 50 mM, pH 7.2). La reaccion se inicia con 4 ul de
extracto en 0.980 ml de sustrato, se incubd por 60 min a 37 °C. Se detuvo la
reaccion con 0.250 ml de acido acético 30 % y se ley6é a 410 nm. Una unidad de
actividad es 1 mM de alanina p-nitroanilida liberada por minuto, usando como

coeficiente de extincion molar 8.2. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

5.4.1.5 Carboxipeptidasa A

Se determina por el método de Folk y Schirmer (1963), utilizando como sustrato
Hippuryl-L-phenylalanine (1 mM). El sustrato se disolvié en 10 ml de buffer (25 Mm
Tris, 0.5 M NaCl, pH 7.5). La reaccién se inicia con la adicion de 5 pl de extracto
enzimatico, se detiene después de 6 min y la actividad fue leida a 254 nm. Una
unidad de actividad enzimatica se define como 1 mM de hippuryl-L-phenilalanina
hidrolizado por minuto, se utiliza como coeficiente de extincion molar 19.4. Todos

los ensayos se hicieron por triplicado.

5.4.2 Actividad de lipasas

Se realiz6 a través del método de Versaw et al. (1989), en el cual a 0.2 ml de
tauracolato de sodio (100 mM disuelto en agua destilada) y a 1.9 ml de buffer
(Tris-HCI 50 mM, pH 7.2), se le agrega 10 pl de extracto enzimatico, se pre-incubd
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por 5 min a 35 °C y se inici6 la reaccion con 20 ul de B-naftilcaprilato (100 Mm en
DMSO) por 15 min a 35 °C; Se le agrega 20 pl de fastblue (100 Mm en DMSO) y
se incuba por 5 min a 35 °C. Se detuvo la reaccion con 200 pl de TCA (0.72 N al
12 %), y se clarifica la reaccion con 2.71 ml de etanol-acetato de etilo (1:1 v/v). Se
agité en el vortex y se lee la absorbancia a 540 nm en cubetas de cuarzo. Una
unidad de actividad fue definida como la liberacion de 1 pug de naftol por minuto

evaluada a 540 nm. Utilizando el coeficiente de extincién molar 0.2.

5.4.3 Actividad de amilasas

La actividad a-amilasa (a1-4 glucan 4-glucanohidrolasa), de los extractos se valord
incubando a 250 °C de la siguiente forma: 4 pl de extracto (dilucion 80:1), con
0.125 ml de almidon soluble 1 % (p/v) en 0.125 ml de tampon 0.1 M citrato-fosfato
pH 7.0. Después de 5 min de incubacion, se midié los azucares reductores a 600
nm usando el procedimiento descrito por Robyt y Whelan (1968). Para determinar
el coeficiente de extincion molar de la maltosa, se construye una curva patrén con
distintas concentraciones de maltosa. Se define una unidad como la cantidad de

enzima que libera 1 mg de maltosa por minuto.

5.4.4 Actividad de las fosfatasas alcalinas

Se experimentd utilizando como sustrato 4 nitrofenilfosfato. Para ello se incub6 10
Ml de extracto enzimatico (dilucién 7:1), con 10 yl de 4 nitrofenilfosfato al 2% en
tampon glicina NaOH 0.1 N a pH 10.1. Después de 30 min de incubacion a 37 °C
se detiene la reaccion con NaOH 0.05 N y se mide la absorbancia a 405 nm. La
hidrolisis del sustrato por las fosfatasas libera el grupo 4-nitrofenol que produce un
intenso color amarillo. Se define una unidad como la cantidad de enzima que

produce un ABS 405 nm de 0.01. Descrita por (Begmeyer 1974).
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La actividad del extracto se determin¢ utilizando las siguientes ecuaciones:

Ecuacién 1. Célculo de la actividad en unidades por ml.

Aabs x volumen final reaccion (ml)

Unidad / ml=

CEM x tiempo (min)x volumen extracto (ml)_
Siendo:

Aabs: el incremento de absorbancia a una determinada longitud de onda Volumen

finalreaccisn: €1 volumen final de la reaccién

CEM: el coeficiente de extincion molar del producto obtenido calculado de la recta

de regresion (ml mg™ cm 1),

Ecuacion 2. Calculo de la actividad de unidades por ml

. . unidades ml™*
Unidades / mg proteina soluble = : — =
mg proteina soluble ml

Ecuacién 3. Célculo de la actividad en unidades de actividad enzimatica por
Adulto

unidades ml™?
No. adulto ml™?

Unidades /adulto =

5.4.5 Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de proteasas alcalinas

El efecto del pH sobre la actividad proteasa alcalina se determiné en los extractos
enzimaticos de los langostinos adultos. Para la determinacién de las proteasas
alcalinas; se utiliz6 como sustrato caseina (1 %) (pH 8 al 12), usando hemoglobina
(1%) (pH 2 al 6) como sustrato y sustituyendo las soluciones amortiguadoras Tris-
HCI 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 7.5 y 100 mM Gilicina-HCI, pH 2.0, tamponada de
pH 2 al 12 con tampon universal (Stauffer, 1989). Todos estos ensayos se
realizaron por triplicado. El efecto del pH sobre la estabilidad de la actividad
proteasa alcalina se determind pre-incubando el extracto a diferente pH (2, 3, 4, 5,
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6,7,8,9, 10, 11 y 12) durante 0, 30, 60 y 90 min, a 37 °C y después se afiadid
500 pl de caseina disuelta en buffer pH 9, se incubo durante 120 min y
posteriormente se detiene la reaccion con 0.5 ml de Acido tricloroacético al 20%
(TCA), dejar reposar las muestras en un congelador a 4 °C (15 a 30 min), se
centrifugd a 14,000 rpm durante 30 min para después leer la absorbancia a 280
nm. La actividad residual se cuantificé a intervalos regulares con respecto a un

control sin pre-incubar.

5.4.6 Efecto de latemperatura sobre la actividad y estabilidad de proteasas

alcalinas

Para determinar la influencia de la temperatura sobre la actividad de la proteasa
alcalina, se incubaron los extractos enziméticos de los langostinos adultos en
caseina (1 %), estabilizdndolos durante 120 min a temperaturas crecientes (15,
25, 35, 45, 55, 65 75 °C). La reaccion se inicid por la adicién del extracto. Todos
estos ensayos se realizaron por triplicado. La influencia de la temperatura sobre la
estabilidad de la actividad enzimatica, se determind pre-incubando el extracto a
temperatura creciente (15, 25, 35, 45, 55 65 y 75 °C) durante 0, 30, 60 y 90 min.
Después de la pre-incubacion se determiné la actividad a intervalos de tiempo
regulares, donde se afadié 500 ul de caseina disuelta en buffer pH 9, se incubo
durante 120 min y se detiene la reacciéon con 0.5 ml de Acido tricloroacético al
20% (TCA), dejar reposar las muestras en un congelador a 4 °C (15 a 30 min), se
centrifugé a 14,000 rpm durante 30 min para después leer la absorbancia a 280
nm. A continuacion, se determiné la actividad residual frente a un control sin pre-
incubar (Stauffer, 1989).

5.4.7 Estudios de inhibiciéon enziméatica

La caracterizacion del mecanismo de accidn enzimatica de las distintas enzimas
gque componen los extractos del langostino M. americanum, se realizaron de
acuerdo con el método descrito por Dunn (1989). Para la caracterizacion de la

actividad proteasa alcalina, se incubé 20 ul de extracto con 20 ul de cada
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inhibidor, Fenil-metil-sufonil fluoruro PMSF, Inhibidor tripsico de la soya SBT1,
Tosil fenilalaninclorometil cetona TPCK, Tosil-lisin-cetona TLCK, fenantrolina y
ovoalbumina y el inactivador quelante EDTA, se mezclé 500 pl de buffer (Tris-HCI
100 mM + CaCl210 mM pH 9.9). La mezcla fue pre-incubada durante 60 min a 37
°C, a continuacion, se afiadio a la mezcla de reaccion 500 ul de caseina (1 %, pH
9) y se incubd durante 120 min a 37 °C, después de ese tiempo la reaccion se
detuvo adicionando 0.5 ml de TCA, la mezcla se centrifugé a 14,000 rpm durante
30 min a 4 °C y la absorbancia fue leida a 280 nm. La actividad se expres6 como
el porcentaje de inhibicion respecto a un control de actividad sin inhibidores (100

% de actividad). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

5.4.8 Estudios de inhibicion por técnicas electroforéticas para proteasas

alcalinas

El estudio de proteasas se complementé mediante electroforesis SDS-PAGE v el
uso de inhibidores. Se estudié la evolucion de las proteasas alcalinas con objetivo
de cuantificar el numero de bandas caseinoliticas, asi como su masa molecular,
ademas de establecer los tipos de proteasas que componen los extractos. Para
esto se incubod el extracto enzimatico del langostino M. americanum (20 ul) con 5
Ml de cada uno de los inhibidores antes descritos durante 120 min para después
tomar 25 pl de la mezcla y realizar la electroforesis bajo las mismas condiciones
(SDS-PAGE). La electroforesis se realizdé en presencia de lauril duodecil sulfato
sbédico (SDS), en condiciones desnaturalizantes, empleando un sistema
discontinuo (gel almacenador preparativo y gel separador resolutivo), de acuerdo
con la metodologia descrita por Laemmli (1970) y adaptada por Garcia-Carrefio et
al. (1993). La electroforesis se llevé a cabo en la cubeta Mini PROTEAN® Il (Bio-
Rad) con 2 placas de geles verticales de 8x10x0.075 cm con capacidad para 10
muestras por electroforesis. Cada placa estuvo compuesta por dos tipos de gel; un
gel almacenador con 4 % de poliacrilamida (PAA) y un gel separador con
poliacrilamida al 12 %. Para el calculo del peso molecular se utiliz6 un marcador
de bajo intervalo (LRMWM, SIGMA, M-3913), ademas del programa Quality One
V. 4.6.5 (Hercules, CA, USA).
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VI. RESULTADOS

6.1 Determinacion de la proteina soluble

En los extractos de M. americanum adultos, la concentracién de proteina soluble
(mg/ml) se mantuvo constante a lo largo del tiempo. El promedio de proteina
soluble fue de 18.92 + 1.05 mg/ml.

6.2 Caracterizacion de actividades especificas

La actividad de proteasas digestivas en M. americanum resultd con mayor
actividad especifica de amilasa, que fue 3205 + 51 u/mg de proteina (Tabla 1),
mientras que la actividad especifica de lipasa se redujo, siendo un valor de 39.3 +
4.4 u/mg de proteina, donde el valor mas bajo de la actividad se presentd en la
quimotripsina fue 0.00016 + 0.00019 u/mg de proteina.

Tabla 1. Actividad de enzimas digestivas (Promedio + desvest) de adultos de M. americanum.

Enzimas U/ml U/individuo U/mg de proteina
Proteasa alcalina 42.15 +2.26 7.02+£0.37 2.22+0.11
Tripsina 0.004 £0.001  0.058 +0.012 0.00022 + 4.90
Quimotripsina 0.003 £0.003  0.043 £0.050  0.00016 + 0.00019
Carboxipeptidasa 0.653+0.252 0.108 + 0.042 0.034 +0.013
Leucina aminopeptidasa 0.25+0.01 0.042 +0.001 0.013+0.0
Lipasa 743.6 £84.84 1239+ 14.14 39.3+4.4
a-amilasa 6064 + 96 1010 £ 16 3205+ 51
Fosfatasa alcalina 250.1+75 41.6 +1.26 13.2 £ 0.40
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6.3 Efecto del pH sobre la Actividad y estabilidad de proteasas alcalinas

6.3.1 pH 6ptimo
De acuerdo al analisis de determinacion de pH se muestra que la maxima
actividad de las proteasas se presentan a pH 11 (Figura 5), mostrando una
actividad de 4.42 = 0.10 U/mg de proteina en relacion con el pH de 2, 3, 4, 5, 6, 7,
9, 10, 11y 12 respectivamente.

U/mg proteina

pH

Figura 5. Efecto del pH sobre la actividad de proteasas alcalinas de los extractos de adultos
M. americanum.
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6.3.2 Estabilidad de pH
Las proteasas alcalinas mostraron baja actividad a pH de 2, 4, 5, 6, 7, 8 y 10
donde su actividad residual es por debajo del 100% (Figura 6), a pH 3 empieza
subir a los 90 min de pre-incubacion la actividad; pero la actividad del pH 12 se
estabiliza después de los 60 min de pre-incubacion, la actividad de las proteasas

alcalinas en los pH 9 y 11 solo se mantuvo a los 60 min de pre-incubacion

respectivamente.
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Figura 6. Estabilidad de proteasas alcalinas a diferentes pH y con tres tiempos de pre-incubacion
de los extractos enzimaticos en adultos de M. americanum.
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6.4 Efecto de latemperatura sobre la actividad y estabilidad de proteasas

alcalinas

6.4.1 Temperatura optima
La temperatura Optima para la actividad de las proteasas alcalinas se detect6 a 35
°C alcanzando su méxima actividad con 2.11 U/mg proteina; sin embargo, se
observd que a la actividad proteasica disminuye después de los 65 °C de

incubacion (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la temperatura sobre la actividad de proteasas alcalinas de los
extractos de adultos de M. americanum.
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6.4.2 Estabilidad de temperatura
Los estudios de estabilidad a diferente tiempo y temperatura de pre-incubacion,
mostraron que las proteasas alcalinas no son muy estables a 45 °C con 30, 60 y
90 min de pre-incubacion; sin embargo a 55 °C logran ser estables después de 30
min de pre-incubacion (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de proteasas alcalinas de los extractos de
adultos de M. americanum.
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6.5 Estudios de inhibicién enzimatica

Los inhibidores para la actividad de las proteasas alcalinas muestran una
inhibicion mayor al 30% para Fenantrolina y el EDTA, el cual son inhibidores
metal-proteasas, para TPCK es un inhibidor especifico de quimotripsina, para
TLCK que es un inhibidor especifico de tripsina. Mientras que para Ovoalbumina y
SBT1 los cuales inhiben serina-proteasas, y el PMSF, es un inhibidor general de

serina-proteasa, presentan una inhibicion al 42% (Figura 9).
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Figura 9. Estudio de inhibicidon de proteasas alcalinas presentes en los extractos multienzimaticos
de adultos de M. americanum.
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6.6 Estudios de inhibicién mediante técnicas electroforéticas para

proteasas alcalinas

El estudio de inhibicion de proteasas alcalinas mediante técnicas electroforéticas
(Figura 10) mostré que existen 7 bandas de actividad proteolitica en el extracto
multienzimatico sin inhibidor (testigo), donde revelo, para el control tres bandas
con pesos moleculares desde 64.2 hasta 23.2 kDa. La Ovoalbumina y la
Fenantrolina inhibi6 dos bandas (64.2 y 23.2 kDa), mientras que el SBT1 y el
TLCK inhiben una banda (64.2 kDa). Los inhibidores TPCK y PMSF Unicamente
inhiben dos banda (35.1 y 23.2 kDa). Por su parte, la EDTA no inhibe ninguna
banda.
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Figura 10. Analisis de electroforesis SDS-PAGE de inhibicién de proteasas alcalinas presentes
en el extracto multienzimatico de adultos de M. americanum.
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VIl. DISCUSION

7.1 Actividad enziméatica digestiva

Las actividades enzimaticas proteoliticas se da en la hepatopancreas, donde este
organo es el encargado del almacenamiento y secrecion de dichas enzimas. Asi
mismo en el organismo, desempefian un papel muy impértate en la fisiologia
nutricional de los crustaceos (Van Wormhoudt, 1977; Lee y Lawrence, 1984; Cruz,
1996; Fernandez et al., 1997; Rosas et al., 2001; Isiordia, 2006; Ayala, 2014). Sin
embargo, existen en los crustaceos causas que afectan las actividades
enzimaticas digestivas que varian en funcion de: el ciclo de muda, ciclo circadiano,
desarrollo embrionario, factores ambientales, la calidad y cantidad de proteina en
los alimentos (Nolasco y Vega, 2000; Gamboa, 2001; Fernandez et al., 2001;
Lépez, 2004; Espinosa, 2013).

La caracterizacion enzimatica digestiva del langostino adulto M.
americanum mostré una alta actividad para proteasa alcalina, lipasa, amilasa y
fosfatasa alcalina y en menor actividad proteolitica carboxipeptidasa A, tripsina,
quimotripsina y leucina aminopeptidasa. La caracterizaciéon de estas enzimas en
M. americanum corresponden al orden decapoda en donde varios trabajos
realizados con este grupo de organismo lo confirma como es el caso del Penaeus
notialis (Fernandez et al., 1997), Cherax quadricarinatus (Pavasovic et al., 2007),
Procambarus clarkii (Dait et al.,, 2009) y M. carcinus (Manriquez et al., 2018).
Donde muestran que la mayor actividad proteolitica corresponde al mismo grupo
de enzimas amilasa y lipasa; asimismo, se manifiestan con menor actividad
proteolitica en las enzimas tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa A y leucina

aminopeptidasa.
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7.2 Caracterizacion enzimatica

7.2.1 pH 6ptimo y estabilidad de proteasas alcalinas

El presente estudio del M. americanum tiene la maxima actividad alcalina de los
extractos multienzimaticos en el rango de pH de 7 a 11, lo que indica que las
proteasas de este organismo actian de manera Optima en pH neutro y alcalino,
esto concuerda con las especies Panulirus japonicus, M. carcinus, M. rosenbergii
Penaeus californiensis, Pleoticus muelleri; Cherax quadricarinatus, M. lanchesteri;
Nephrops norvergicus; Farfantepenaeus paulensis las cuales reportan los rangos
de pH 7 a 10 respectivamente (Galgani y Nagayama, 1987; Vega et al., 1995;
Fernandez et al., 2001; Omondi y Stark, 2001; Lopez et al., 2003; Buarque et al.,
2009; Hasan et al., 2009; Pongsetkul et al., 2016; Manriquez et al., 2018). Lo cual
difiere con lo reportado para el Litopenaeus vannamei en el cual se observan que
alcanzan pH &cidos y alcalinos que van de pH 5 a 11 (Hernandez et al., 1997).
Donde las proteasas de crustaceos, el pH varia, en algunos casos mas que en los

vertebrados.

Aungque se debe tener en cuenta de la presencia de un incremento en la
actividad en un pH de 4, indicando que posiblemente existe una proteasa &acida en
esta especie, sin embargo no se sabe a ciencia cierta el papel funcional de esta
proteasa acida en la hepatopancreas, asi mismo se ha observado dicha actividad
en el pH 3 de las especies Homarus gammarus, Panulirus interruptus, M. carcinus
y M. rosenbergii (Glass y Stark, 1994; Celis et al., 2004; Hasan et al., 2009;
Manriquez et al., 2018), y ademas se obtuvo una actividad similar en un pH de 4.5
para el Metapenaeus monoceros (Ramana y Surendranath, 1991).

Por otra parte, en este estudio, la estabilidad a los cambios de pH de las
proteasas alcalinas mostrd baja resistencia a la mayoria de pH’s evaluados y
manteniendo su actividad relativa por debajo del 100 %. A pesar de que la mayor
estabilidad de las proteasas alcalinas se obtuvo a pH 9, se observa que a pH 4y
11 la estabilidad de las proteasas es alta; asimismo para el M. lanchesteri que la
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estabilidad de pH fueron bastante estables a pH 6 a 8, con la actividad restante
por encima del 70% (Pongsetkul et al., 2016), y por lo tanto, el pH de 4 indica, por
un lado, que estas proteasas son altamente resistentes a condiciones de pH acido,
como se observo en el caso de la determinacion del pH 6ptimo y por otro, que en
los extractos enzimaticos de este organismo posiblemente se presente una
proteasa acida de la que hasta ahora no se tiene explicado su papel funcional

como ya se explicoé anteriormente.

7.2.2 Temperatura 6ptima y estabilidad de proteasas alcalinas

La temperatura 6ptima de la actividad de las proteasas alcalinas de adultos de M.
americanum fue de 35 °C, que es similar a lo observado en especies de cangrejos
como C. affinis y Chionoecetes sp. (Galgani y Nagayama, 1987), la langosta
espinosa Panulirus interruptus (Celis et al., 2004) y la langosta roja Cherax
quadricarinatus (Lépez et al.,, 2003). Donde M. lanchesteri tiene un rango de
temperatura de 30 a 80 °C, pero la actividad mas alta se observé a 60 °C
(Pongsetkul et al., 2016). La estabilidad de las proteasas de M. americanum se
observa entre 45 y 55 °C con 30 min de incubacién, también se puede comparar
con el M. carcinus donde la temperatura Optima de la actividad de las proteasas
alcalinas fue de 45 °C, pero en la estabilidad de las proteasas se observa entre 35
°C y 55 °C con 30 min de incubacion (Manriquez et al., 2018), es decir estas dos
especies (M. americanum y M. carcinus) coinciden con la caracterizacion de
enzimas digestivas. A su vez esto es similar a los valores reportados en las
especies de cangrejos, Callinectes bellicosus, C. arcuatus (Diaz et al., 2006), y el
cangrejo Pacifastacus astacus (Garcia y Haard, 1993) con una actividad residual
del 75% entre 30 y 50 °C durante 30 min de incubacion, lo cual concuerda
fuertemente con la forma en que los crustaceos tienden a alimentarse al
permanecer largo tiempo triturando y digiriendo el alimento, de tal modo que les
permite maximizar la capacidad de hidrolizar y asimilar los nutrientes dentro del

hepatopancreas (Ceccaldi, 1997 y Vega et al., 1999).

35



7.2.3 Caracterizacion mediante inhibidores y uso de SDS-PAGE

En otro aspecto, el estudio de los inhibidores especificos de las proteasas
digestivas de la hepatopancreas en M. americanum, se acompafo con el
zimograma SDS-PAGE, en donde se presentaron siete bandas en el control
conformadas en tres grupos de isoformas establecidas. El primer grupo de cuatro
bandas con peso molecular de 64.2 kDa, el segundo con dos bandas con peso
molecular promedio de 35.1 kDa y el tercer con cuatro bandas con promedio de
peso molecular de 23.2 kDa. Donde la actividad proteolitica es relativamente
similar con muchos estudios realizados, como el M. carcinus que presentan un
rango de peso molecular entre 17.8 a 94.0 kDa (Manriquez et al., 2018), asimismo
para el M. rosenbergii tuvo la presencia de proteasas digestivas correspondiente
de masas moleculares entre 13.48 y 136.1 kDa (Hasan et al., 2009), asi para el
Cherax quadricarinatus obtuvo un rango de peso molecular entre 63 y 118 kDa
(L6pez et al., 2003), y por otro lado, con el cangrejo Pacifastacus astacus, donde
se observan bandas de actividad con rangos de peso molecular entre 14 a 81 kDa,
entre ellas se encuentran las bandas corresponden a tripsina y quimotripsina
(Garcia et al., 1993).

En presente estudio los inhibidores en M. americanum mostraron una
inhibicion residual del 42% por PMSF y una inhibicion residual de mas del 65%
SBT1, lo cual indica la presencia de serina-proteasas (Garcia y Haard 1993); dicho
resultado indica una menor resistencia que lo reportado para M. carcinus donde se
mostré una actividad residual de mas del 80% (Manriquez et al.,, 2018), y
asimismo concuerda con los resultados M. rosenbergii y M. lanchesteri donde los
resultados reflejan una inhibicién alta (Hasan et al.,, 2009 y Pongsetkul et al.,
2016). De igual manera, los resultados del presente estudio manifiestan que el
SBT1 solo inhibi6é una banda (64.2 kDa) mientras, que el PMSF inhibié dos bandas
(35.1y 23.2 kDa) de actividad proteolitica; lo cual no difiere con estudios recientes
en Artemisa longinaris (Fernandez, et al., 2002), en el cual se encontré que la
tripsina tiene peso molecular con rango de 14.79 a 17.32 kDa, la quimotripsina en

rango de 21.38 a 27.54 kDa y de igual manera para el Pleoticus muelleri
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(Fernandez et al., 2001), donde la quimotripsina obtuvo un rango de 21.9 kDa. Lo
cual coinciden con la presencia de serina-proteasas reportadas en diversos
decapodos como lo son: P. monodon, P. japonicus, Marsopenaeus japonicus, P.
penicillatus, Fenneropenaeus penicillatus., L. vannamei, Metapenaeus monoceros

y Macrobrachium (Tsai et al., 1986; Fernandez et al., 2001).

Los inhibidores especificos PMSF, SBT1 y TLCK presenta una reduccion
de la actividad proteolitica en los extractos de M. americanum esto se debe a la
inhibicion de la tripsina. Estos resultados son similares a los que se presentan en
las siguientes especies Pleuroncodes planipes (Garcia y Haard, 1993), M.
rosenbergii (Hasan et al., 2009), M. lanchesteri (Pongsetkul et al., 2016) y M.
carcinus (Manriquez et al., 2018). Esto indica la sensibilidad de las isoformas para

especies de estos tipos de inhibidores.

La metal-proteasas presenta una inhibicion del 29% por Fenantrolina y por
EDTA el 45%. Por otra parte, la ovoalbumina presento una inhibicién del 49% en
M. americanum. Manriquez et al., (2018) presento una inhibicion del 75% en la
pigua M. carcinus; asimismo, los resultados obtenidos en esta investigacion son
similares a los presentados con larvas de camaron blanco L vannamei (Alarcon et
al., 2007), por lo tanto se puede decir que el habito alimenticio de camarones y
paleménidos en su ambiente natural es principalmente omnivoro, pero con una
tendencia a la carnivoria, en donde el uso de los inhibidores proteoliticos
generales, como SBT1 y PMSF, asi como los especificos como TLCK y TPCK
permiten entender la capacidad digestiva de la especie (Wikins, 1976; Fernandez
et al., 1987). Esto nos permite afirmar, que determinar los tipos de enzima que
componen las proteasas digestivas de las especies y permite delimitar el uso de
ciertos ingredientes, que pudieran reducir la actividad de ciertas enzima y limitar la
digestibilidad de los alimentos balanceados, asi como la posibilidad del uso de
algunos ingredientes vegetales, sin que se observe un efecto negativo directo al

momento de ser cultivados, ya sea durante la engorda o en la reproduccion.
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VIl. CONCLUSION

De acuerdo a la informacién generada durante el desarrollo de esta
investigacion, las enzimas que presentan el M. americanum son
similares a las que ostenta otros organismos del mismo género, que

comparten los mismos habitos alimenticios.

Los extractos multienzimaticos del M. americanum presentaron su
mayor actividad aun pH Optimo de 11. Asi mismo, los extractos
presentan una estabilidad de pH 12 con un tiempo de pre-incubacion de
30 min.

Los organismos presentan una temperatura optima de 35 °C, de esta
manera la estabilidad de las proteasas se observa a los 45 y 55 °C con

un tiempo de pre-incubacién de 30 min.

Los extractos multienzimaticos presentaron sensibilidad ante los
inhibidores de PMSF, SBT1 y TLCK con la inhibicion de tripsina. Los
inhibidores Fenantrolina y EDTA inhibieron las isoformas que

corresponde a la metal-proteasas.
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IX. RECOMENDACION

Desarrollar investigacion sobre la ontogenia enzimatica, para conocer
desde que edad los organismos (larvas) cuentan con el paquete
enzimatico completo, para empezar alimentarlos con dietas peletizadas
y tengan la capacidad digestiva de aprovechar los nutrientes que son

ofrecidos en las dietas.

Realizar estudios de digestibilidad in vitro e in vivo, para la seleccion de
ingredientes con los mas altos porcentajes de digestibilidad, para
disefiar alimentos hacia su cultivo y que estos se han amigables al

medio ambiente.

Determinar los requerimientos nutricionales 6ptimos para la generacién
de alimentos especificos para cada etapa de desarrollo del M.

americano.

Se recomienda un estudio de expresion de genes codificantes para las

enzimas digestivas de esta especie.
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