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Titulo del Estudio: CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS DE LOS ESTADIOS LARVARIOS
DEL CAMARON Penaens vannamei Y ESTIMACION DE LOS REQUERIMIENTOS DE
AMINOACIDOS ESENCIALES

Niimere de piginas: 130 Candidato para el grado de Maestria
en Recursos Alimenticios y
Produccién Acuicola

Area de estudio: Requerimientos nutricionales en larvas de camarones Peneidos

' Propbsito y Método del Estudio: Para mantener el crecimiento de la industria camaronicola es
necesario el snministro constante de postlarvas de excelente calidad producidas en laboratorios, to cual se
logra combinando varios factores como el métedo d¢ cultivo, nutricién y control de enfermedades durante
el desarrollo larvario. Trabajando bajo esta premisa se logrd Ia estindarizacién de un método de
- cuantificacion de amincdcidos protéicos mediante CLAR-FR, para la estimacion de requerimientos
| nufticionales en los amino4cidos que son esenciales en la nutricion del camarén Penaeus vannamei. El
fundamento de esta investigacion fue el hecho de que existe una alta correlacion entre el contenido de
aminoacidos del cuerpo eniero y su reguerimiento nutricional. Ademds, al existir un cambio en el nivel
tréfico en 1a alimentacién durante el desarrollo larvario puede haber un cambio er los requerimientos de
de proteina sofuble y de aminoicidos esenciales. El contenido de proteina disminuyé a partir de N-IIT
hasta descender a un valor minimo en el estadio Z-L, iniciandose un incremento en ¢l contenido de
proteina a partir de Z-II. Al realizar ANOVA y separacidn de medias de Tukey de todo ¢l ciclo Jarvario
tomando como replicados a los subestadios de cada estadio, las concentraciones de metionina, valina,
fenilalanina, isoleucina y leucina, asi como los AANE dcido aspartico, dcido glutdmico, serina, alanina y
tirosina tuvieron diferencias significativas (P < 0.05).

Contribuciones y conclusiones: Debido a las diferencias observadas en las concentraciones de
aminoicidos ent.e estadios larvarios se justifica establecer un requerimiento diferente para cada uno, por
lo que en este trabajo se proponen los requerimientos estimados de AAE para los estadios larvarios de
alimentacion exogena de P. vannamei, zoea, misis y postlarva como % de proteina: zoea (histidina 2.65,
arginina 5.60, treonina 2.72, metionina 2.33 triptofano 0.88, valina 3.66, fenilalanina 3.52, isoleucina
2.63, leucina 5.56, lisina 5.45) misis (histidina 3.04, arginina 6.26, treonina 3.03, metionina 3.28
triptéfano 1,37, valina 3,07, fenilalanina 3.17, isoleucina 2.32, leucina 4.78, lisina 4.69) y postlarva
(histidina 2.79, arginina 2.34, treonina 4.82, metionina 2.34 triptéfano 3.07, valina 1.27, fenilalanina
3.11, isoleucina 3.08, lencina 2.67, lisina 4.80).
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

1.1 Cultivo de camarén en México

La produccién pesquera a nivel nacional durante el afio de 1995 fue de 1,404,384
ton de las cuales 157,574 ton correspondieron a técnicas acuaculturales (sistemas
controlados y pesquerias acuaculturales). En el caso particular del camaron, a nivel
nacional se tuvo una produccion de 85,901 ton de peso vivo (67,482 en peso
desembarcado), de las cuales 15,867 ton (18.47 %) se produjeron por medio de
acuacultura. En los estados de Sinaloa, Sonora y Nayarit la produccién de camarén por
estas técnicas fue de 10,256; 3,773 y 617 ton respectivamente, siendo los estados
anteriormente mencionados los principales productores de camarén mediante técnicas
acuaculturales. La producciéon camaronicola se lleva a cabo en granjas construidas para
tal fin, de las cuales a nivel nacional existe un total de 231 que ocupan una superficie de
14,302 ha (PROFEPA-SEMARNAP, 1996).

En Febrero de 1994, se encontraban registradas en México 284 granjas en
aproximadamente 17.4 mil ha de cultivo, de estas 71.7 % se encontraban operando, 9.2
% detenidas, 11.3 % en proceso de construccién y 7.6 % en proceso de ampliacion,
(SEPESCA, 1994). La tendencia ha sido hacia la disminucion de la superficie productiva
respecto al afio anterior ya que a finales de 1995 el nimero de granjas era de 231 con
14,302 ha de superficie, (PROFEPA-SEMARNAP, 1996). Sin embargo nuestro pais se
ubica como segundo productor en el continente amencano con 12,000 ton después que
Ecuador con 100,000 ton y seguido muy de cerca por Colombia con 11,000 ton,
(Rosenberry, 1995). Se espera un repunte en la actividad camaronicola para los proximos

afios.



En el caso particular del estado de Sonora, existen un total de 22 granjas en una
superficie de 1595 ha. La produccion acuicola en el estado de Sonora en 1996 fue de
3,463.6 ton de peso vivo, de las cuales el 58‘,.26 % de la produccion lo obfuvieron las
granjas con sistema de produccidn semintensivo Maritech, Tecnologia Acuicola del Golfo
de Cortés y Camarén dorado S.A de C.V con 9593 ton, 587.36 ton y 471.13 ton
respectivamente, (SEMARNAP, 1997).

Las granjas que operan en México lo hacen bajo diferentes tecnologias de cultivo,
siendo el sistema semintensivo el que utiliza el 80 % de las granjas camaroneras, 17 %
utilizan el sistema extensivo y el 3 % el sistema intensivo. En el sistema semintensivo se
cuenta con precriaderos, se aplica alimentacion suplementaria y fertilizacion, se realizan
recambios de agua diarios y se obtienen rendimientos de 1-2 ton/ha. En el caso del
sistemg intensivo, se utilizan estanques pequefios de 2-3 ha, se aplican alimentos
balanceados, aireacion y recambios de agua gue van entre un 30-50 % diario. El sistema
extensivo utiliza zonas de engorda denominados encierros o tapos que fluctian entre unas

cuantas hasta cientos de hectareas.

La especie que mas se cultiva en México es el camaron blanco del Pacifico
Penaeus vanmamei, debido a sus caracteristicas de rapida adaptacidn a las condiciones
ambientales de los sistemas de cultivo, por lo tanto los laboratorios que operan

actualmente cubren parte de la demanda nacional de postlarvas de esta especie.

El abastecimiento de postlarvas se realiza principalmente por tres fuentes: a)
laboratorios y nauplieras nacionales, b) medio silvestre, ¢) importaciones de paises con
laboratorios certificados. De acuerdo a datos de SEPESCA en 1994 existian en operacion
14 laboratorios, ademas de 4 en construccién;asimismo 3 laboratorios se encontraban en
remodelacion. Se¢ esperaba que los laboratorios en operacion en 1994, suministrasen un
30 % de la demanda del mercado; el 70 % restante se cubriria con larva del medio natural
asi como de importaciones de paises como Estados unidos, Panaméi, Costa Rica, y de
Hawaii, En el Gltimo trimestre del afio 1994 se suspendieron las importaciones de

postlarvas en vista de la sospecha del origen viral del sindrome de Taura. México hasta



ese momento era una zonz donde no se habia reportado dicha epizootia. A principios del
afio de 1995 se detectd el virus del sindrome de Taura (STV) en camarones adultos de
los litorales de Chiapas y Oaxaca, asi como en camarones cultivados en el estado de

Sinaloa.

La tendencia hacia la construccion de laboratorios de produccion de larvas de
camardn en nuestro pais se mantendra en los proximos afios, hasta poder cubrir la mayor

parte de la demanda de postfarvas por las granjas de engorda de camarén.

Las principales ventajas de la produccion de postlarvas en laboratorio es que
permite la planeacion de los ciclos de cultivo debido a la homogeneidad de tallas al
momento de la siembra y la obtencién de postlarvas a partir de progenitores

seleccionados.

La inversion inicial requerida para la construccion y operacion de un laboratorio
de produccién larvaria es alta, debido a la necesidad de contar con infraestructura y
personal capacitado para produccion de cultivos auxiliares donde se obtiene alimento
vivo como son las microalgas y nauplios de Arfemia salina. Recientemente se ha
implementado el uso de dietas microencapsuladas como complemente de alimento vivo ©
reemplazo total para incrementar el porcentaje de sobrevivencia en los estadios mas
criticos (zoea) mejorando el rendimiento al final de! cultivo larvario y al mismo tiempo

abatir los costos de produccion de la larva.

1.2 Antecedentes

Para poder elaborar y suministrar con éxito dietas microencapsuladas a larvas de
camarén, es necesario conocer los requerimientos nutricionales de cada uno de los
estadios larvarios. No obstante que la composicion cuantitativa de AAE se ha
determinado en juveniles y adultos en camarones peneidos, (Ver Tabla 1) los estudios
sobre la composicion de AAE en larvas son muy escasos y solo se han reportado para el
estadio de zoea en P. japonicus y P. monodon. (Deshimaru y Shigeno, 1972; Teshima et



al 1986; Tacon, 1989, 1992; Akiyama, 1992; Liao y Sheen, 1993; Fox et ai. 1994; Jones
et al. 1997).

Por tal motivo es necesario el estudio de fa composicion aminoacidica de los
estadios larvarios de Penaeus vannamei para estimar los requerimientos de AAs en la

fase larvaria del ciclo de vida de esta especie.

Tabla 1
Composicién de AAs del camarén Penaeus japonicus y P. monodon.

Penaeus japonicus Penaeus monodon

Composicion en % del total composicion g/100 g de

de AAE +Cysy Tyr Proteina

Aminoscido | larva' | juvenil ' { adulto ® | larva 2 | juvenil ? | adulto ?
Treonina 59 82 7.73 332 3.25 3.23
Cistina 24 2.1 2.02 - - -
Valina 8.8 8.3 791 | 431 4.24 4.21
Metionina 5.7 5.4 5.15 2.09 2.34 2.30
Isoleucina 9.1 8.6 8.28 3.55 3.66 3.89
Leucina 12.1 15.0 1436 6.23 6.29 6.61
Fenilalanina 8.6 9.0 A5 3.81 3.45 3.20
Lisina 13.1 15.8 15.10 6.86 6.23 6.80
Histidina 4.5 4.5 4.23 1.84 204 1.9]
Arginina 14.1 15.2 14.52 5.92 6.57 8.28
Tirosina - - - 3.83 3.24 3.24

-1 Tomado de Tacon (1989)
% Tomado dc Liaoy Sheen (1993)
?  Calculado a partir de datos de Deshimaru y Shigeno (1972)

1.2.1 Descripcion de la biologia de la Jarva del camarén

La primerdescripcion de larvas de camarones peneidos fue realizada por el Dr.

Fujinaga en 1942, quien detallé los cambios morfoldgicos que ocurrian en el desarrollo



larval de Penaeus japonicus, (Kurata, 1985), (Wiban y Sweeney, 1991). La descripcion
del desarrollo larvario para Penaeus vannamei la realizé Kitani (1986).

El camarén P. vannamei eclosiona a partir de huevos plancténicos en el Oceano
Pacifico Subtropical Oriental. Este ambiente relativamente estable, que se caracteriza por
aguas de 35 partes por mil de salinidad; temperaturas de 26-28 °C y saturacion de
oxigeno 5-7 mg/l, presenta las condiciones 6ptimas para el desarrollo larvario en el

ambiente natural asi como en cautiverio.

Después de la eclosion, el camaron se desarrolla a través de tres estadios: nauplio,
zoea y misis para llegar al estadio de postlarva.asimismo tales estadios pueden
subdividirse en otros subestadios morfoldgicamente distintos. La transicién entre un
estadio y otro se determina por el ciclo de muda, donde el tiempo aproximado para cada

estadio se representa en la Tabla 2.

Tabla 2

Desarrollo larvario del camaré6n Penaeus vannamei en condiciones 6ptimas
de cultivo (27 °C). Oceanic Institute, Hawaii. (Wiban y Sweeney, 1991).

Dia Estadio 0 estadios presentes
1 Nauplio 4/5
5 ) Zoea 1
3 Zoea 1/2
4 Zoea 2
5 Zoea 2/3
6 Zoea 3
7 Misis 1
8 Misis 2
o Misis 3
10 Postlarva 1
11 Postlarva 2

Cuando la larva cambia de estadio, sus requerimientos alimenticios cambian asi
como su morfologia. El nauplio recién eclosionado, (Figura 1) satisface todas sus

necesidades nutricionales del vitelo. Le Moullac ez al. (1994a) analiz6 las actividades de



tripsina, quimotripsina y amilasa en el estadio nauplio las cuales presentan una actividad

menor que los siguientes estadios de ciclo larvario (0.2 unidades/mg de proteina).

B

Figura 1. Nauplio V.

Después de cinco mudas, las reservas del saco vitelino se agotan y el nauplio sufre
metamorfosis hasta el estadio de zoea (Figuras, 2, 3 y 4), iniciando la alimentacion
exdgena con microalgas. Las actividades de tripsina, quimotripsina y amilasa cuando se
alimentan con microalgas se incrementan a medida que el estadio zoea avanza, logrando
una actividad maxima en Z-III de aproximadamente 0.47, 0.33 y 0.28 unidades/mg de

proteina respectivamente, (Le Moullac ef al. 1994a).







La zoea sufre la metamorfosis al estadio de misis (Fig. 5, 6 y 7), cambiando sus
hébitos alimenticios de herbivoros a camivoros, alimentandose a base de zooplancton. La
actividad de tripsina en las larvas sigue incrementandose pero a una velocidad menor
cuando se les alimenta con nauplios de Arfemia salina hasta alcanzar un méximo de 0.43
unidades/mg de proteina, la quimotripsina logra una actividad méaxima de
aproximadamente 2.8 unidades/mg de proteina en M-Il descendiendo en M-ITT hasta 0.22
unidades/mg de proteina, (Le Moullac er al. 1994a).

Figura 7, Misis 1.

Después de tres mudas, la misis plancténica se convierte en postlarva. La
postiarva (Fig. 8) se observa como un camarén adulto en miniatura y comienza a tener

habitos similares a éste. Las actividades de quimotripsina y arnilasa descienden a partir del



estadio M-1II hasta valores de 0.1 unidades/mg de proteina y 0.2 mg de maltosa liberados
en 10 min/mg. La tripsina tiene un incremento en el estadio PL-1 manteniéndose estable
en PL-4 cuando se proporcionan a las larvas dietas artificiales pero disminuye cuando las
larvas se alimentan con nauplios de Artemia. Harris et al. (1986) citado por Jones et
al.(1997) sugiere que la proteina en las dietas antificiales es menos digestible que la
proteina en los nauplios de Artemia y atribuye €} incremento en la secrecion de enzimas a

una respuesta a la baja disponibilidad de sustrato.

B e IR 55

Figurs 8. Postlarva.

Aungue los estadios larvarios son plancténicos (nado libre), las postlarvas son
bentonicas (permanecen en el fondo). Este cambio permite a las larvas, que fueron
arrastradas a los esteros por las cotrientes de mareas, situarse en el fondo y permanecer

en este sitio hasta alcanzar el estadio de subadulto.

1.2.2 Cultivo larvario de camarones pencidos

La induccién al desove en camarones peneidos se realizd por primera vez en el
laboratorio en el afio de 1934 por Fujinaga. Los trabajos de Fujinaga proporcionaron las
siguientes observaciones: a) El estadio nauplio se mantenia sin dificultad con vida. b) En
el estadio zoea las larvas se debilitaban y morian c) En ef estadio de misis las larvas eran
mas fuertes que las zoeas y pudieron mantenerse vivas por un largo tiempo. d) La
postlarva adquirié mayor fortaleza y su manejo fue mas facil, (Cruz-Suérez, 1988b). De

las observaciones anteriores el estadio de zoea es el mas delicado dentro del cultivo



larvario y en el que se debe poner mayor atenciéon para obtener buenos indices de
sobrevivencia. Como el estadio zoea de camarén es el periodo mas dificil dentro del
cultivo larvario, se piensa que un buen cultivo significa dar alimento adecuado para
garantizar una buena sobrevivencia. Por lo tanto es importante conocer los
requerimientos nutricionales de los diferentes estadios larvarios del camardn blanco del
Pacifico Penaeus vannamei para realizar formulaciones microparticuladas que

incrementen el rendimiento de la cria larval.

1.2.3 Proteinas

Las proteinas son el mayor componente de los tejidos en los organismos vivos en
términos de peso seco. Las proteinas realizan funciones estructurales muy importantes y
como enzimas son vitales para el metabolismo. Las proteinas son compuestos organicos
complejos de alto peso molecular que contienen carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno
y azufre, se forman por polimerizacion de AAs. No obstante que se han detectado més de
100 AAs de fuentes naturales, solo 20 de ellos se encuentran comunmente en tejidos
animales. Las diferencias fisicas y quimicas entre los AAs dan origen a las proteinas con
diferentes conformaciones estructurales, por lo tanto tales diferencias son un factor muy
importante en la definicion de las funciones de una proteina especifica. Las plantas y
microorganismos comparados con los animales pueden sintetizar una variedad méas amplia
de AAs, sin embargo éstos ultimos han mantenido la capacidad para sintetizar ciertos
AAs de novo, pero también deben obtener otros AAs a través de su dieta. Al primer
grupo se les conoce como aminoacidos no esenciales (AANE) y al uitimo grupo se le
conoce como aminoacidos esenciales (AAE). Es muy importante aclarar que estos
términos se aplican solo a los requerimientos dietéticos, ademas la interconversion entre

algunos AAs puede ser posible, (Tacon y Cowey, 1985; Robinson, 1992).

Las proteinas ingeridas por el organismo a través del alimento son hidrolizadas
para liberar AAs que pueden emplearse para sintesis de proteina en los tejidos o si la

proteina ingerida se encuentra en exceso se emplea como fuente de energia.
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Existe una fuerte interaccion entre los tres principales grupos de nutrientes
{carbohidratos, lipidos y proteinas) como fuentes de energia metabodlica ya que estos
compuestos pueden actuar en presencia de oxféeno como substratos para la produccion
de di6xido de carbono y agua con la consecuente produccidén de calor, siendo las

proteinas muy susceptibles a ser utilizadas como fuente de energia.

1.2.4 Requerimientos nutricionales en proteinas y AAs en crusticeos

Los crustaceos como otros animales necesitan proteina en forma de AAL para el
mantenimiento de la vida, crecimiento y reproduccion, sin embargo la informacién

especifica en nutricion proteica y aminoacidica es aun muy limitada.

Los primeros estudios nutricionales en peces, sobre AAs se realizaron a finales de
los 50 y principios de los 60 con salmén chinook, usando dietas formuladas para simular
el contenido de AAs del huevo de gallina entero, con caseina y gelatina suplementada con

AAs puros, como fuente de proteina, (Wilson, 1996).

En el caso de los crustaceos, y en especial de Jos camarones, en 1970 Kanazawa
et al. desarrollaron una dieta basada en el conocimiento adquirido a partir de estudios con
salmon chinook, gusano de seda, y Artemia salina, para el estudio de los requerimientos
nutricionales de P. japonicus. A partir de entonces, numerosos estudios y datos sobre
requerimientos nutricionales en diversas espeéies de camarones han sido publicados
siendo la proteina el nutriente mas estudiado. Algunas revisiones sobre los requerimientos
proteicos y de AAs en crustaceos han sido publicadas como la de Deshimaru (1982), Ia
de Kanazawa (1986) citada por Guillaume y la de Guillaume {1997), siendo esta ultima la
més completa. Este autor hace énfasis en que lo que realmente se esta determinando en
nuestros dias es el nivel dptimo de proteina para un buen crecimiento y no el
requerimiento verdadero que corresponde a la cantidad de nutriente minima necesaria por
animal o por biomasa por dia, es decir; que los animales son alimentados con cantidades

de nutnientes, no con porcentajes © proporciones.
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1.2.4.1 Requerimientos de proteina cruda

Cuando se comparan los requerimientos de proteina de especies diferentes, se
observa que existen grandes diferencias entre elfas, aun en el caso de un mismo género
(Cruz-Svérez, op. cit.). Estos valores varian desde un 55% para P. japonicus hasta un
25% para P. aztecus. En general estos niveles de proteina son bastante elevados y

similares al rango observado en especies de peces (Tacon y Cowey, 1985).

Estos elevados requerimientos proteicos en peces y camarones se atribuyen a sus
hébitos alimenticios carnivoros/omnivoros/hervivoros, correlacionados a su alta o baja
. actividad enzimatica (Chuang, 1990) y al uso preferencial de la proteina dietaria sobre los
| carbohidratos como fuente de energia (Cowey, 1994). En contraste con los animales
terrestres, los peces y los camarones pueden obtener mas energia metabolizable a partir
- del catabolismo de proteinas que de los carbohidratos (Wilson 1985; Tacon y Cowey,
" 1985).

Los requerimientos proteicos globales no son constantes y varian en funcion de
factores endégenos y exdgenos dentro de los cuales los que mas influyen son: edad o
etapa de desarrollo, habitos alimenticios de la especie, calidad de la fuente proteica
(balance de AAs), valor energético de la dieta y factores abibticos como temperatura y
salinidad. |

1.2.4.2 Requerimientos cualitativos para AAE

La naturaleza de los AAE se ha determinado para diferentes crustaceos (Uca
pugilator (Claybrook, 1976), Cancer magister (Lasser y Alien 1976), Palaemon serratus
(Cowey y Forster, 1971), Penaeus aztecus (Shewbart et al., 1972), P. monodon (Coloso
y Cruz,1980), P. japonicus (Kanazawa y Teshima, 1981), Macrobrachium rosenbergii
(Watanabe, 1975) citado por Guillaume (1997), Macrobrachium ohione (Miyajima et al.,

. 1978), Astacus astacus (Zandee, 1966) y Homarus americanus (Gallagher y Brown,

1975), wutilizando la técnica de marcado con radioisdtopos inyectando un precursor
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radioactivo (glucosa, acetato o piruvato) para establecer cuales AAs se incorporaban a

las proteinas.

Los resultados concuerdan para todas las especies estudiadas, los AAs que no
presentan radioactividad son los esenciales para los organismos y estos son: arginina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina.
La tirosina es semiese:.cial lo mismo que la cistina (dimero de la cisteina) ya que pueden
sintetizarse por hidrélisis de la fenilalanina y de la metionina respectivamente. Su

presencia en la dieta reduce los requerimientos de estos AAE.

1.2.4.3 Balance de aminoacidos

El valor nutricional de una proteina depende de su balance de AAs, asi como de la
cantidad presente de manera disponible en la dieta. Phillips y Brockway (1956) citado por
Deshimaru (1982) sugieren que la proteina dietaria que mas se aproxima a la proteina

corporal del animal, tiene el valor nutricional potencial mis elevado.

El nimero de proteinas de referencia usadas en estudios nutricionales de
crustaceos ya sea como ingredientes en una dieta control o como referencia en célculos

de formulacién, es bastante amplio.

Partiendo de la suposicion de una alta correlacion entre el perfil de AAE de la
composicién corporal del tejido y el de la dieta, Pefiaflorida (1989) uso ¢l perfil de AAE
del camarén entero, para calcular un indice de AAE. Sin embargo, la harina de camarén
no mostro ser una buena proteina “ideal” para crustaceos tal como lo ha sido la harina de
pescado para los peces (Kanazawa 1986, 1990) citados por Guillaume (1997), esto al
parecer debido a la interferencia introducida por la quitina en la determinacion de

proteina cruda de este ingrediente.

Por su parte, Deshimaru (1982) propone la composicion proporcional de AAE del
cuerpo entero de la almeja (Venerupis philippinarum) como una referencia debido al

excelente crecimiento que presentan los camarones al consumirla; Boghen ef al. (1982) y
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Castell (1990) proponen la proteina de cangrejo (Cancer irrarotus) como proteina de

referencia para ser utilizada en los estudios de nutricion de crustéceos.

El perfil de AAs de estas proteinas de referenciaasi como recomendaciones y
requerimientos de AAs disponibles actualmente, han sido resumidas por Guillaume

{1997) en su revision sobre requerimientos de proteinas y AAs (Tabla 3).

Tabla 3

Perfil de AAs de proteinas de referencia (% de Proteina) para formulacién de alimentos
empleadas en estudios nutricionales en camarén, (Guillaume, 1997),

Proteings de referencia Tejidos
Antincicido Abngjade | Caseina | Huevade | Lengosta Camartn Miseaode | Revomen | Semeroeds
cxcllo libre de galling Juvenil 1 cola de Z
corto vitarninas ! 4 ' . camerén Jones:
3 2 3

Arginina 58 33 6.8 6.8 6.5 735 58 5.5
Histidina 13 22 26 21 1.1 1.9 2.1
Isoleucina 32 4.7 58 38 49 3.6 34
Leucina 5.0 85 9.2 6.4 29 6.3 54 s
Lisina 5.2 6.7 7.6 4.0 8.5 64 53 4,552
Metionina 20 30 3.5 2.8 27 26 24
Metionina+Cistina 23 34 6.1 3.7 36 33 3.6
Fenilalanina 2.7 42 53 39 49 38 4.0
Fenilalanina+Tirosina 52 924 10.0 73 38 - 71
Treonina 34 4.0 52 3B 4.4 34 36
Triptofano . 1.6 1.8 23 1.1 1.1 038
Valina 33 5.3 6.8 4.6 34 3.8 4.0

Boghen y Castell (1981), * Lim (1993), ° Deshimaru (1982), * Sauveur (1988),
5 Akiyama et al. (1991), © Chen et al. (1992),  Fox et al.(1995a).

Shigueno (1974) también hace alusién a este tipo de correlacion con las proteinas
de referencia, remarcando especialmente la similitud entre el perfil de AAs del musculo de

camardn, con el de la almeja Venerupis phillipinarum, el calamar y la harina de pescado

todos ellos considerados como excelentes fuentes de proteina en dietas para camaron,

(Fig 9).

14



- . . . 9,
His Histidise e lsoleucine 1218

M et Metionina Als Alanine

Pro Prolina Val Valine

Gly Glicins Arg Arginins

Tyr Tiresing Le Letteing

8ér Serina Lys Lisina

Thr Treanina Asp Acido Aspirtico 20
Phe Fenilalanina Glv Acido Glutdmico

Cescina %
2.2 % %
%
Proteina de soye
2.2 %
Harina de pescedo
%
%
%
Alimento formulede
2.5 % Harina de Euphauntia
2.0 %
Harina do calamar
2.5 %
1.7 %
io% Camardn kuruma
2.1 %

Hia M'et Pifo Gly Tyr Ser THr e JiId Als VARl Avg Léu Lys Alp Gy

Figura 9. Composicion de aminoadcidos en 8 clases de ingredientes en
relacion a 16 aminodcidos. Tomado de’ Shigeno (1974 ).

En el gje de las ordenadas se describen los AAs analizados. Los valores
descritos a la izquierda de la grafica es ¢l valor mas bajo del perfil de AAs,
mientras que los nimeron de la derecha describen el valor mas alio.

La proteina del masculo de camardn también ha sido usada como referencia por

Lim (1993) citado por Guillaume (1997) y recientemente por Fox ef al.(1996).

Para comparar los perfiles de AAs de diferentes proteinas, en lugar de determinar
el grado de correlacion entre los perfiles de las mismas, Deshimaru (1982) propone
calcular diferencias a partir de las proporciones de Ios AAs con respecto a la metionina,
de la proteina de referencia. De esta manera se pueden obtener valores numéricos que

determinan la magnitud o la importancia de esas diferencias para cada AA. Este es el
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mismo tipo de célculo que se utiliza en el concepto de proteina ideal que se mencionara

mas adelante.

1.2.4.4 Requerimiento cuantitative de aminodcidos

El estudio de los requerimientos cuantitativos de AAs se puede realizar por varios
métodos, Cowey (1994) hace una revisién sobre los métodos utilizados principalmente en
peces, estos métodos incluyen estudios de crecimiento, contenido de AAs en suero y

tejido, oxidacion de AAs y depositacion diaria en el cuerpo del pez (Método de Ogino).

El método mas usado en crustaceos es €l de crecimiento a través del suministro de
niveles graduales de cada AA en forma pura, dentro de una dieta definida para obtener
una curva dosis-respuesta, en la cual la respuesta evaluada es la ganancia en peso o el

crecimiento.

Deshimaru (1974, 1982) prueba AAs en dietas puras a base de caseina, para P.
Japonicus, pero no logra obtener una dieta efectiva basada en una mezcla de AAs puros,
encuentra que la arginina libre es 900 veces menos eficiente que la arginina ligada a

proteina, en satisfacer e] requerimiento de este AA.

Muchos investigadores consideran que los AAL no son eficientementeasimilados
por los camarones juveniles por problemas de lixiviacion, de velocidad de absorcion y
hasta de pH en el tubo digestivo, sin embargo hay una serie de estudios que demuestran

una mejora en el crecimiento al agregar AAs puros, (Guillaume, 1997).

Teshima ef al. (1992) mejora el balance de proteinas uniendo AAs limitantes a
proteinas, haciendo plasteinas. Recientemente Chen ef ql. (1992a) demuestran que el
crecimiento de P. monodon se mejora cuando se suplementa una dieta a base de caseina,
con arginina pura microencapsulada con acetato de celulosa, phtalato y
glicolmonoestearato. La adicidn de la arginina cristalina sin encapsular no fue efectiva.
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Actualmente solo se han determinado los requerimientos de dos AAE en
camarones por el método de dosis-respuesta, estos son: arginina (encapsulada) para
juveniles de P. monodon (Chen et al., 1992b) y lisina (unida covalentemente a gluten de
trigo) para juveniles de P. vanmamei, ( Fox et al., 1995, 1996a).

1.2.4.5 Concepto de proteina ideal y recomendaciones de contenido de AAE

individuales en dietas comerciales para uso en formulacion

La primera proteina ideal real, en la que se encontraban presentes todos los AAE
en las cantidades minimas requeridas tanto para mantenimiento como para formacién de
proteina, fue presentada por Dean y Scott en 1965 para pollos jovenes (Baker, 1995). En
1981 el Consejo de investigacion Agricola (ARC) de Gran Bretafia introdujo la Proteina
ideal ARC para cerdos. El perfil ARC se apoyaba en gran parte en el perfil de AAs de
todo el cuerpo del cerdo y debido a la diferencia en la tasa de metabolismo de los
diferentes AAs, se liegaron a sobreestimar los niveles ideales de lisina y a subestimar los
niveles ideales de AAs que se metabolizan mas rapido como son los AAs azufrados,
treonina y triptofano. Actualmente este concepto esta bien desarollado en cerdos y
pollos y se esta iniciando su aplicacion en nutricion acuicola, En este caso el uso de este
concepto sera sumamente ventajoso ya que conoctendo solo el requerimiento de un AA 'y
usando una buena proteina de referencia se pueden estimar los requerimientos de todos
los demas AAs. Obviamente si el requerimiento del AA de base no es bien determinado
todo el resto de la informacion también sera erroneo. Es importante sefialar que en cerdos
y pollos el requerimiento del AA que se usa de referencia es el AA mas limitante y el que
intervenga de manera casi exclusiva en la sintesis de proteinas, lo cual es el caso de la

lisina para pollos y cerdos.

Fox et al(1996b) fue el primero en aplicar este principio para estimar los
requerimientos de AAE en camarones juveniles P. vamriamei de diferentes tallas y medios
de cultivo, usando como proteina de referencia el miisculo de la cola del camarén o el
camardn entero y el requerimiento de lisina obtenido a través de estudios de dosis-

respuesta.
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La estimacién de requerimientos propuesta por Fox (1996b) no presenta
diferencias significativas con los valores recomendados por Akiyama para dieta
comercial, excepto para Ja arginina, que ademz:w de intervenir en la sintesis de proteinas
interviene como componente del fosfageno para la contraccion muscular en crutaceos
{Guillaume, 1997). Los resultados de este estudio asi como las recomendaciones de
contenido de AAs para dietas comerciales propuestos por Tacon (1989), Fox ef al.,
(1996b) y Akiyama (1992) se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4
Requerimiento de AAE reportados para el camarones g/100 g de
proteina.
g/ 100 g de proteina
AMINOACIDO  { Nivel comerciat ' | Juveniles de 105 mg® | Nivel comercial ?
istidina 2.1 - 153
Arginina 58 7.99 5.43
reonina 3.6 297 335
etionina 24 2.20 1.89
Cistina 12 - 0.94
Triptéfano 0.8 - 0.94
Valina 40 3.87 2.97
{Feailatanina 4.0 3.62 2.69
Tirosina 31 - 2.72
[solencina 35 3.53 238
cina 54 5.79 489
isina 53 4.67 5.13

- Akiyama, (1991).
2 Fox, (1996). Para P. vannamei.
3 Tomado de Taconr (1989) Calculado a partir del perfil de 1a almeja de cuello corto.

1.2.5 Nutricion larvaris de crusticeos

El desarrolio exitoso de los cultivos larvarios de peces y crusticeos es
. determinante para el desatrollo de la acuacultura. En el caso de camarones peneidos la

tecnologia de la crianza larvaria esta relativamente bien establecida, ya que en
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condiciones de laboratorio se obtienen buenos resultados cuando se suministra alimento

VIVO.

En la crianza larval de crustaceos se emplean dictas artificiales en forma de
microparticulas ¢ microcapsulas, como complemento a un régimen alimenticio a base de
microalgas {Jones et al,, 1979).asimismo, existen laboratorios de produccion de larvas
con tendencia hacia la sustitucion total de microalgas mediante el suministro de dietas
microencapsuladas, (Jones ez al, 1987, 1997; Otiogalli, 1993).

Recientemente se ha tratado de sustituir el alimento vivo por microparticulas
inertes y actualmente son escasos los experimentos donde no se presenta una
consecuencia debido a esta sustitucion, como disminucién en la tasa de sobrevivencia,
composicion bioquimica o el retardo en el desarrollo del cultivo larvario. Esto se explica
debido a que no se ha logrado proveer con alimento artificial cada una de los macro y
micronutrientes que son aportados por el alimento vivo o sus metabolitos. Sin embargo a
pesar de que la sustitucién total con dietas artificiales en forma de microcipsulas pueda
ser una practica comin a mediano plazo, el conocimiento total de los requerimientos
nutricionales en larvas de camarones peneidos no se ha logrado, (Jones et al., 1997) por
lo que actualmente no se formula la dieta més adecuada para los estadios larvarios de

alimentacion exdgena.

El estudio de los requerimientos nutricionales en larvas de crustiaceos se inicid
desde hace mas de dos décadas por el Dr. Kanazawa trabajando con P. japonicus y D.A.
Jones con P. monodon y P. japonicus. Estos investigadores tuvieron gue desarrollar
técnicas de microencapsulacion de dietas para larvas planctonicas de camarones peneidos
mediante el método de polimerizacion interfacial desarroliado por Chang ef al., 1966.

A pesar de que la microencapsulacion est4 disponible como herramienta para el
estudio de requerimientos nutricionales en larvas de crusticeos, (Amjad y Jones, 1992)

aun existen limitaciones.

19



Jones et al., (1993) menciona las causas por las que se ha dificultado el estudio de
los requerimientos en larvas de camarones peneidos entre los que considera el cambio de
nivel tréfico durante la alimentacion planctdnica, escaso conocimiento de la biologia de la
alimentacion y fisiologia digestiva de las larvas de peneidos durante el cultivo larvario
(comportamiento alimenticio, ingestion, digestidbn y energética). En el comportamiento
alimenticio se debe considerar la densidad de alimento en el agua, el tamafio de particula,
la estabilidad si se estin probando alimentos artificiales, asi como el programa de
alimentacién. En la ingestion es de gran interés observar la seleccion quimica y mecénica
de la dieta asi como el comportamiento de adaptacion a éstas. En el proceso de la
digestion se deben conocer la morfologia y funcionalidad del tracto digestivo, asi como
los cambios ocurridos durante la ontogénesis; las actividades enzimaticas y su cambio
durante el desarrollo larval; asi como la influencia de la dieta sobre la actividad de las

enzimas.

El principal obsticulo en la formulacion de dietas artificiales es el escaso
conocimiento que actualmente se tiene sobre los requerimientos nutricionales de larvas de
crustaceos. Por lo que la efectividad de una dieta artificial se restringe a la ausencia de
factores traza los cuales estan sutilmente involucrados en la composicion de la dieta

natural perfecta de las especies en cuestion 6 en el medio de cultivo, (Jones, 1997).

A pesar de que esta limitante no ha sido superada parcialmente, en la actualidad
existen en el mercado una amplia diversidad de alimentos para crianza larval, Sin
embargo fos estudios clasicos de requerimientos a partir de bioensayos dosis-respuesta no
pueden aplicarse de manera adecuada para obtener resultados suficientemente precisos,
debido a limitaciones en los métodos de elaboracion de dietas microligadas o

microencapsuladas que puedan suministrar nutrientes al organismo de manera eficiente.

Debido & lo anterior los requerimientos nutricionales para larvas de crustaceos son
muy escasos. Jones et al., (1997) hace una revisidn de ellos refiriendose principalmente a

macronutrientes para larvas de P. japonicus y P. monodon.
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Existen pocos estudios sobre los cambios ontogénicos respecto al contenido
energético, enzimas digestivas (Descritos en 1.2.1) , perfiles de aminoacidos y lipidicos

de las larvas de camarén.

El contenido energético a través del desarrolio larvario-de P. japoricus en
milicalorias por individuo, (Cahu, 1979) indica una disminucién a partir de embriones
tempranos con 18.36 mcal/ind, 17.34 mcal/ind en embriones tardios, en ¢l estadio N-II de
15.98 y en N-V de 12.65 mcal/ind. Durante la fase zoea alcanza un valor maximo en Z-T1
con 75.71, al final de la fase misis logra un valor de 207.36 mcal/ind y an el estadio PI-IV
registra un valor de 635.36 mcal/ind.

Los requerimientos de proteina para P. monodon estan en el rango de 30-56 %,
mientras que para . japonicus estan entre 44-55 %. El requerimiento de AAs de
crustaceos se ha estudiado desde hace varios afos pero solo en su forma adulta (Akiyama
et al., 1992), por lo que los datos de requerimientos de AAE de referencia (ver tabla 3)
para la formulacidn de dietas para crusticeos invariablemente son los propuestos por
Akiyama op. cit.asimismo Jones (1997) sugiere que actualmente no existe razén para
creer que las farvas tengan requerimientos diferentes; sin embargo acepta que mucha
investigacion falta por realizarse,

El estudio de los requerimientos nutricionales de larvas de peneidos también se ha
realizado a través de estimaciones indirectas definidas por medio de dos aproximaciones.
1) E! estudio de la composicion bioquimica de los alimentos vivos y 2) El estudio de la
variacion de la composicion bioquimica durante la ontogénesis. En el primer caso,
generalmente se ha determinado el contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos.
Recientemente se han comenzado a estudiar nutrientes més especificos como éacidos
grasos y aminoicidos, sin embargo se ha encontrado que existe mucha variacién en la
composicion bioquimica de los alimentos vivos en funcion de los parametros
fisicoquimicos como son temperatura, fotoperiodo etc. y que ademas existe poca

correlacion entre estos y los escasos estudios de la composicion corporal de las larvas.
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En el segundo caso, el nimero de trabajos son muy escasos, teniendo como
antecedentes los trabajos de Cahu (1979) que estudio los cambios en el contenido
energético, talla y materia seca en el desarrollc; larval de P. japonicus. Mourente et al.
(1995). y Araujo (1989) quienes estudiaron los cambios del contenido de lipidos durante
la ontogénesis en larvas de P. keraturus y P. stylirostris Laubier-Bonichon er al.(1977)
Lovett y Felder (1990), Le Moullac (1992, 1994a,b) quienes analizaron las proteinas
solubles y enzimas digestivas en P. japonicus, P. sgt{fems y P. vannamei, asi como los
cambios en la composicion de aminoacidos en larvas de carpa, (Dabrowski, 1981); bagre
(Wilson y Poe, 1984) y salmén (Arai, 1985).

En el presente trabajo se propone como estrategia la técnica de analisis del cuerpo
de los diferentes estadios larvarios mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
en la modalidad de fase reversa (CLAR-FR), el cual tiene una alta correlacién con el
requerimiento de AAs en la dieta, Tacon y Cowey (1985), Reed y D’Abramo (1989).
Para contribuir en el establecimiento de una referencia de los requerimientos de AAE en

larvas de peneidos criadas en laboratorio a nivel comercial.

Se propone el analisis de AAs del cuerpo entero debido al pequefio tamafio de
cada estadio larvario, como se ilustra en la Tabla 5.
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Tabla 5.
Relacién de tallas de los estadios larvarios de Penaeus vannamei (Kitani, 1986).

Estadio Longitud modal (mm)
Huevo 0.28
Nauplio, 0.34
Nauplios 0.35
Nauplio, 0.36
Nauplios 038
Naupliog 0.43
Zoeal 0.86
ZOC&; 1.25
Zoeay ) 1.97
Misis, 2.79
Misis, 3.28
Misis; 3.74
Postiarva 412

1.2.6 Determinacion cuantitativa de AAs mediante CLAR-FR

La separacion y determinacion cuantitativa de una matriz proteica compleja
constituye un problema de gran importancia en muchas areas de investigacion ya sea en
trabajos de investigacion béasica o en control de calidad. Generalmente las muestras son
hidrolizados de proteinas o fluidos biologicos (plasma, orina). En todos los casos
anteriores, la complejidad de la muestra demanda una gran capacidad de resolucion del
sistema cromatografico, (Joseph y Marsden, 1986, Jones y Gilligan, 1983).

La quimica analitica actual se apoya fundamentalmente en las técnicas
instrumentales, de las cuales, la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) es la

que ha experimentado mayor auge.
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Este auge es debido al numeroso tipo de problemas que se pueden resolver con
esta técnica, gracias al reciente desamrollo de nuevas y mejores fases estacionarias,
detectores de gran sensibilidad y selectividad,z—isi como la automatizacion y manejo del
equipo cromatografico a través de la conexién a una microcomputadora, (Guerrero y
Viader, 1994).

En el método tradicional de intercambio i6nico de Moore y Stein desarrollade en
1963, (Lehninger, 1975), los AAs libres eran separados sobre columnas de resinas
sulfonadas de intercambio cationico y la deteccion y cuantificacion se realizaba
espectrofotométricamente en el rango visible por una reaccién post-columna con
. npinhidnna, La version automatizada de este sistema est representada desde hace varias
décadas por el sistema de CLAR, empleéndo presiones por encima de unos cientos de psi,
utilizdndose columnas relativamente grandes. Aparatos automatizados de este tipo han
: alcanzado un alto nivel de sofisticacién y las técnicas se han refinado por varios grupos de

investigadores.

El reciente interés que surge en CLAR, se basa en el desarrollo de columnas
empacadas con microparticulas muy uniformes de (3-10 pum) quimicamente modificadas
para dar una cubierta superficial con diferentes grupos funcionales. Esta caracteristica
confiere alta resolucién empleindose columnas cortas (15-30 ¢cm) y altas presiones
(1000-6000 psi) para tener razonables velocidades de flujo, (Joseph y Marsden, 1986).

Los empaques en fase reversa (FR) tienen Ia superficie cubierta con cadenas
hidrocarbonadas hidrofébicas, se usan con fases méviles polares (principalmente acuosos)
y han demostrado que son extremadamente versatiles en el andlisis de tejidos y fluidos
fisiologicos comunes asi como drogas. La principal caracteristica de dichos compuestos
es su naturaleza hidrofobica e hidrofilica. Se ha estimado que el 80 % de los trabajos en
CLAR son realizados mediante empaques FR, (Quattrocchi ef al., 1992; Guerrero y
_ Viader, 1994),
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1.2.6.1 Derivatizacién

El reactivo o-phtaldialdehido-tiol (OPA) es el mds usado por los analistas de AAs.
La reaccion del OPA con un AA 6 con una amina primaria verdadera se describe en la Fig

10, en la cual se genera un isoindol sustituido; que es la fuente de fluorescencia.

COOH S-CH,CH.OH
CHO { /C\ ?oon
4+ R-C"NH, BS-CHCH-OH ——p» N-C-R
[Icno i X/ H
H
o-phtaldialdehido Aminodcido Mercaptoetanol ISOINDOL-R

Figura 10. Reaccion de derivatizacion de o-phtaldialdehido-tiol (OPA).

Las ventajas descritas por Joseph y Marsden (1986) al emplear OPA como

reactivo de derivatizacion son las siguientes:

a) El reactivo no reacciona con el agua. En contraste con el cloruro de dansilo (DNS-CI)
y fluorescamina. Ademas se puede hacer una solucion estable en un buffer acuoso.

b) La reaccién es rapida (1-2 min) y se realiza a temperatura ambiente, en contraste con
la ninhidrina y el cloruro de dansilo; aunque no tan rapido como la fluorescamina.

¢) El amonio no interfiere en la cuantificacion.
d) Se forman productos individuales con altos rendimientos, en contraste con el DNS-CI.

e) La actividad electroquitica de los OPA-AAs significa también una serie dual de
deteccion.

f) Elreactivo es barato y facilmente disponible.

Las desventajas del método incluyen:

a) Los derivados del OPA-AAs no son estables indefinidamente, y la estabilidad varia
entre AAs.

b) Los reactivos de OPA no reaccionan con aminas secundarias al menos que estos sean
primero convertidos a derivados de aminas primarias, Joseph y Marsden (1986).
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1.3  Objetivo General

Estimar los requerimientos cuantitativos de aminoacidos esenciales a partir de la
cuantificacién de aminoécidos proteicos corporales de los diferentes subestadios larvarios

de Penaeus vamnamei c¢riados en laboratorio.

1.3.1 Objetivos Particulares

1.- Estandarizar la técnica de anlisis de aminoacidos proteicos mediante cromﬁtograﬁa

de liquidos de alta resolucion en la modalidad de fase reversa.

2.- Cuantificar la proteina corporal soluble y la composicion de aminoacidos proteicos de

los estadios y subestadios larvarios de Penaeus vanmnamei.
3.- Determinar si existen cambios ontogénicos significativos en la composicién de
aminoacidos proteicos.

4.- Estimar el requerimiento de amino4cidos esenciales de P. vamisamei en los estadios
larvarios de alimentacién ex6gena y comparar con recomendaciones actualmente
disponibles en bibliografia.

1.3.2 Hipétesis

Considerando que existen diferencias en los habitos alimenticios de los estadios
larvarios, en este trabajo se plantea que también existen diferencias ontogeénicas
significativas en la composicion y por consecuencia en el requerimiento de aminoacidos

esenciales,
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1  Estrategia general

Para estimar los requerimientos de AAE en los estadios larvarios de Penaeus
vannamei se planted la estrategia peneral descrita en 4a Fig. 11. Se estandariz6 la
metodologia para la cuantificacion de AAs mediante CLAR-FR, donde se analizd una
proteina de referencia (ASB) y se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos con
la composicién tedrica segun su secuencia aminoacidica. Enseguida se realizé la colecta
de los estadios larvarios de P. vannamei en un laboratorio comercial de produccion
Jarvaria. S¢ realizd la cuantificacion de AAP de cada estadio del ciclo larvario de P.
vannamei, Posteriormente se aplicaron analisis estadisticos, transformando las
concentraciones de AAs a arcoseno para realizar un anélisis de varianza bifactorial
ANOVA con separacion de medias mediante la prueba de Tukey y poder cbservar
diferencias significativas en la concentracion de AAs en cada estadio y a través de todo el
ciclo larvario del camaron P. vannamei. Finalmente se compararon los requerimientos
estimados de AAE en los estadios de alimentacion exdgena (zoea, misis y postiarva). Los
requerimientos estimados de AAE en los estadios larvarios de P. vapmamei se
correlacionaron y se compararon con los requerimientos de AAE de juveniles de 105 mg
de P. vannamei y los requerimientos de AAE recomendados para formulacién de dietas

para P. vannamei a nivel comercial,
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Estandarizacion de Muestreo y colecta de los §
Metodologia para : ™ diferentes estadios

cuantificacion de AAP ‘ larvarios ds
e ssii— Penaeus vannamei.
Determinacioa de las Estimacion de los
diferencias en la requerimientos de
composicion de AAE
AAlisii il Incomponioibin AAP (es‘enciales yno por compo;icién corporal
de AAP en los estadios b es_enczales).en los en los es@:os lgrvanos de
larvatios de P.vannamei. fj | Stadios larvarios de AT
- - | P vannamei empicando exégena en P. vannamei.

ANOVA y comparacion de
medias de Tukey

Comparacién de los
Comparacion de los requerimientos de requerimientos
AAE de larvas con juveniles _. de AAEen
y recomendaciones para fomulacion anivel  § larvas d¢ P.vannamei con [
comercial de Penaeus vanname. ; larvas, juveniles y adultos de [
Penaeus japonicus.

Figura 11. Diagrama que muestra la estrategia seguida para estimar los
requerimientos de AAE, asi como Ia cuantificacion de AANE
en diferentes estadios larvarios de P, vannamei.

2.2  Estandarizacién de la metodologia para cuantificacion de AAP mediante
CLAR

Para la estandarizacion del método analitico y cuantificar AAP mediante CLAR-~
FR se procedié como se describe en el diagrama de la Fig. 12. Para estandarizar la
metodologia se considero el tipo de detector asi como la columna que pudieran .separar,
mediante el disefio de un programa de elucién de los analitos de interés. Se realizo ef
analisis cualitativo de una mezcla de estandares de AAs en el cual se identificaron cada
uno de los AAs de la mezcla mediante tiempos de retencion. Se realizaron las rectas de
calibracion de cada AA para obtener los factores de respuesta y de esta forma facilitar los
calculos de concentracion. Se determinaron los factores de correccién por pérdidas
durante la hidrélisis. Para comprobar la estandarizacion de la metodologia se analizd la
ASB, Sigma Chemical Co. la cual se tomé como referencia debido a que se conoce la

secuencia de AAs que componen dicha proteina.
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Eleccion del tipo de detector y
columna adecuados.

Eleccién de las fases moviles.

Determinacion del programa de elucion |

adecuado y de las condiciones  f
cromatograficas 6ptimas

{(forma de picos).

Andlisis cualitativo tiempos de retencion.
Mezcla de estandares de ;
Aminoécidos.

Determinacién de factores . .
de respuesta para cada aminoécido Detanm}l;gfgleirsidas par
{Rectas de calibracion).

Cuantificacion de una proteina de composicién
conocida
(Albumina serica bovina).

Figura 12. Diagrama que muestra el procedimiento de estandarizacién del
método analitico para cuantificar AAP mediante CLAR-FR.

2.2.1 Eleccién del tipo de detector y columna adecuados

La eleccién del tipo de detector empleado en el analisis de AAs esta en funcion
del agente derivatizante utilizado. Después de que se revisaron y compararon los
reactivos de derivatizacion empleados en trabajos de analisis de AAs previos, se encontrd
que el mas adecuado como reactivo de derivatizacién fue el OPA, el cual al reaccionar
con un AA en particular forma un isoindol sustituido fluorescente. Se trabajé con un
Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion System Gold (Beckman Instruments Inc.),
empleddose un detector de fluorescencia modelo 157 (Beckman), equipado con un filtro
de excitacion de longitud de onda de 305-395 nm y un filtro de emisién de 430-470 nm,
unido a una interfase analogica-digital modelo 406 (Beckman), el nivel de atenuacion del
detector y Ia constante de tiempo se fijo a 0.005 RF.U y 0.5 seg, respectivamente, con
una velocidad de digitalizacién de la sefial analdgica de 2 puntos por segundo (Hz) para
la coleccion de datos y una escala maxima de salida de la sefial del detector de 1 voltio. El
sistema de analisis de datos fue el software para cro@togﬁa System Gold (Beckman).
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El sistema cromatografico contaba con un inyector con un loop de 20 . Respecto al tipo
de columna se decidi¢ utilizar la columna para fase reversa ULTRASPHERE-ODS, con
un tamafio de particula de 5 um, longitud de 150 mm y un diametro interno de 4.6 mm
(Beckman).

2.2.2 Eleccion de fases moviles y programa de elucion

Antes de preparar las fases méviles se calculoé el nimero de inyecciones que se
realizarian durante la sesion de trabajo, para que en funcion de éstas se pudiera calcular el
volumen de fases méviles a preparar. Se trabaj6 con un programa de elucién descrito por
- Garza-Ulloa (1986), modificado por Cavazos (1994) al cual se le afiadieron 2 minutos en
la primera elucion isocréatica,asimismo, se le cambi6 la primera elucién de gradiente
reduciendo la pendiente hasta llegar a la meseta de la segunda elucién isocratica con 100
% de la Fase movil B. También se duplicé el tiempo de duracion de la segunda eluciéon
isocratica. Las condiciones de trabajo en el sistema cromatogrifico empleado se resumen
en la Tabla 6.

Las fases moviles se prepararon mezclando metanol, buffer de fosfatos 1.8 mM de
pH 7.2 y un tercer componente el tetrahidrofurano (THF). El buffer de fosfatos se
prepard disoviendo 1.549 g de K;HPO, + 1.23 g KH,PO4 en un vaso de precipitados de
50 ml que contenia 20 ml de agua MilliQ, posteriormente se aforo a un litro con agua
MilliQ. Para la preparacion de las fases moéviles se usaron metanol, buffer de fosfatos 1.8
mM y tetrahidrofurano respectivamente en la proporcion (12:85:3) para la fase mévil
polar A y para la fase movil apolar B (55:42:3). Finalmente se ajustd el pHa 7.2 con HCI
3 N o NaOH 3 N. Las fases moviles se filtraron a través de un filtro Durapore (Millipore)

. de 0.45 um para lo cual s¢ empled un dispositivo de filtracion conectado a una bomba de
vacio, posteriormente se desgasificaron proporcionando vacio y agitacién magnética a

velocidad de 5 durante 10 minutos.
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Las mezclas se dejaron reposar por 10 minutos. Debido a la volatilidad del THF
que se empled en las fases moviles, no se pudieron utilizar en sesiones de trabajo

posteriores.

Durante la preparacién de las fases méviles se tuvo la precaucion de medir io més
exacto posible los volumenes que constituian la mezcla para evitar variaciéon en la
separacion de los picos cromatograficos, adicionalmente la filtracién, asi como el tiempo
de desgasificacion de las fases moviles fueron muy importantes debido a la volatilidad del
THF y una variacion en los tiempos de filtracion y desgasificacién pueden cambiar la

composicion de las fases méviles a emplear en el sistema cromatogréfico.

Tabla 6.

Programa de elucién usado en la separacion de AAs mediante CLAR-FR,
empleindo OPA como reactivo derivatizante. -

Tiempo Fase Mdvil B Duracién
min % min
0 0 -
9 70 22
31 80 2
33 90 10
43 100 5
48 100 20
68 0 : 5

Velocidad de flujo: 1 mVmin
Fase m6vil A: Metanol: Buffer de fosfatos 1.8 mM: THF (12:85:3)
Fase mévil B:Metanol: Buffer de fosfatos 1.8 mM: THF (55:42:3)
Columna: Fase reversa ULTRASPHERE-ODS, con un tamaiic de particula de 5 Lum, longitud de
150 mm y un diAmeto interno de 4.6 mm (Beckman).
Deteccion: Fluorescencia
A ex:360 nm yA em: 455 nm
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2.2.3 Preparacién de una solucién stock de estindares de AAs

En una balanza analitica modelo AE163 (Mettler) con presicion de 0.01 mg, se
pesaron aproximadamente 10 mg de cada AA, empleindo viales Eppendorf de 2 ml de
capacidad. Se rotulé cada vial con el nombre del AA asi como el peso, posteriormente se
registré el peso exacto de cada AA en el diario de laboratorio. Fue importante no pesar
mas de 20 mg para lograr una rapida disolucion. Se adicioné 1 ml de HC! 0.1 N a cada
vial que contenia un AA en particular, excepto al vial que contenia tirosina y acido
glutamico al que se le adiciond 1 ml NaOH 0.1 N. Se agitd en vortex hasta disolver
completamente. Se obtuvo la concentracién de cada AA en pmol/ml dividiendo los
miligramos pesados de cada AA entre el volumen afiadido para disolver los AAs

obteniéndose una concentracién en mg/ml empleando los siguientes calculos.

mg de cada AA

X
Concentracién de AA (zmwol / ml) = Jmlde H(;} I&.m

1000

En donde PM es el peso molecular de cada AA en particular en ymol/ml y por
relacion volumétrica se obtuvieron los microlitros necesarios para obtener una solucién
de 10 ml de estandares de 1.25 pmol/ml:

10.ml1*1.25zmol / ml J

Volumen de cada AA (u) = 1000 x (Concentraci()n de cada AA en gmol / ml

Se adiciond con una pipeta automatica la cantidad en microlitros calculada del
paso anterior en un matraz de 10 ml y se afor6 con HCI 0.1 N hasta enrase. El
procedimiento realizado se decribe en la Tabla 7.

Al pesar los AAs se tuvo la precaucion de anotar el peso exacto después de que la
balanza se estabilizaba debido a que los cristales de AAs son higroscopicos y la pesada se
altera rapidamente por la poca cantidad pesada y ain mas cuando existe humedad
ambiental.asimismo se tuvo precaucion al momento de realizar las diluciones, siguiendo el

procedimiento adecuado al emplear las pipetas automaticas, debido a los pequefios
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volumenes manejados fue importante no introducir una fuente de error muy grande. La
solucion de estandares de AAs se prepar6 cada semana debido a que si se conservaba un
tiempo mayor no s¢ tenian resultados reproducibles en la sefial de cada AA generada por
el detector de fluorescencia. Con la renovacién semanal de la mezcla de estandares de

AAs se pudo evitar la variacion en la sefial de cada AA

Tabla 7.

Preparacitn de una mezcla de estindares de AAs de 1.25 pmol/ml los
AAs empleados son cristales de L-AAs, (SigmaChemical Co.). Excepto
Hys y Arg los cuales estén 8 0.922 y 1.032 pmol /ml

Peso Mol. | mg/ml pg/ml | wmol/ml | Volumen a pipetear
para teper 1.25
pmol/ml en un
volumen de 10 ml
b

Asp 133.1 10 10010 } 75.20 166.2
Glu 147.1 6.49 6480 | 44.05 283.8
Ser 105 15.6 15620 | 148.76 84.0

Hys 209.6 7.75 7750 | 36.98 250.0
Gly 75 17.3 17250 | 230.00 54.3

Arg 210.7 6.14 6140 | 29.14 3542
Thr 119 8.7 8700 | 73.10 170.9
Ala 89 18.2 18220 | 204.71 61.1

Tyr 181 381 3810 | 21.05 593.8
Met 149 8.79 8790 58.99 211.9
Trp 204 491 4910 | 24.07 519.3
Val 117 142 14200 | 121.37 103.0
Phe ‘ 165 8.18 8180 | 4957 252:1
Ile 131 93 9300 70.99 176.1
Leu 131 10.6 10590 | 80.83 154.6

2.2.4 Determinacion de las condiciones cromatograficas 6ptimas

Se utiliz6 la mezcla de estdndares de AAs de 37.5 nmol/ml para obtener las

condiciones de trabajo, que se prepar6 tomando 150 pl de la solucién de 1.25 pmol/ml y
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aforando a § ml con buffer de dilicién (buffer acetata') de sodio 0.1 N, pH 7.0, Sigma). E\
buffer de dilucion se preparo diluyendo 0.8203 g de acetato de sodio en 100 ml de agua
MilliQ y ajustando a un pH de 7.0 con NaOH 3 N, empleando un potenciémetro‘(Orion)
modelo 601A.

2.2.4.1 Derivatizacion

El procedimiento de derivatizacion se realizé tomando 10 ul de la solucién de
estandares de 37.5 nmol/ml, se adicionaron inmediatamente 10 ul de Fluoraldahido
(Pierce) donde el OPA reaciond con cada AA para formar un isoindol sustituido. Se
agitd en Vortex por 60 segundos, al contabilizar los 60 segundos se adicionaron 100 pl
de buffer de dilucion y se dejé agitar en Vortex por 30 segundos, se tomaron
aproximadamente 80 pl de muestra en una jeringa de 100 pl de los cuales, al completar
120 segundos, se inyectaron a la columna a través cie un loop de 20 ul, obteniendo una
concentracion al momento de la inyeccién de 3.13 nmol/ml. Debido a la estabilidad
limitada de los OPA-AAs, se tuvo extrema precaucion en el tiempo entre el mezclado y la

inyeccion.

2.2.4.2 Condiciones cromatogrificas

Para determinar las condiciones 6ptimas de separacion, se obtuvieron los primeros
cromatogramas donde se observo la separacion y forma de los picos cromatograficos
realizando modificaciones al programa de elucién cuando los picos no estuvieron

resueltos.

Asimismo se determiné el nivel de atenuacion en el detector de fluorescencia mas
adecuado para nuestro trabajo (R.F.U), para lo cual se procedié a inyectar cinco
diluciones de la mezcla de AAs de 37.5 pmol/ml las cuales fueron 2 x10, 2 x103,
3x107 4 x10?y 6 x 102 que se prepararon tomando 1, 10, 150, 200 y 300 pl aforados
cada uno a 5 mi con el buffer de dilucion.
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De la misma forma se determinaron las concentraciones para realizar las rectas de
calibracion que presentaran buena linearidad en el sistema cromatografico, realizando
observacién de los picos para cada AA y que no se salieran del intervalo de deteccion ya
fuera por ser demasiado grandes en la escala de fluorescencia o por setr demasiado

pequefios y confundirse con la linea de base del cromatograma.

2.2.5 Analisis cualitativo

Con los cromatogramas que se obtuvieron de la inyeccion de una mezcla de
estandares después de obtener las condiciones cromatograficas éptimas, se identificaron
los AAs individualmente mediante el orden de elucion, asi como por tiempos de
retencién, se compararon con valores reportados para la misma técnica en trabajos de
investigacion previos. Los AAs en los que no se tenia la certeza de identificacién por los
procedimientos anteriormente mencionados, se inyectaron individualmente para
comprobar el tiempo de retencién y poder después identificarios en una mezcla de
estandares,asimismo se realizaron coinyecciones que consistio en adicionar a una mezcla
de estdndares una cantidad extra, generalmente 50 % de la concentracion del AA que se

queria identificar y que ademds estaba presente en la mezcla de estandares de AAs.

2.2.6 Determinacion de los factores de respuesta para cada AA

Los factores de respuesta se determinaron empleindo el método del ésténdar
externo. Se realizaron cuatro rectas de calibracion a lo largo de todo el periodo de
investigacion. Se inyectaron mezclas de estandares de AAs de composicion conocida, con
las siguientes concentraciones 0.21, 3.13 y 4.17 nmol/ml después de derivatizar. Se ajustd
el intercepto al origen de las ordenadas en cada recta, donde el valor del intercepto es
igual a cero. Se empled la funcién LINEST del programa Microsoft Excel el cual emplea
el método de minimos cuadrados para calcular una recta que ajusta mejor los datos
analizados. Se calculd el promedio de las pendientes de las cuatro rectas de calibracion
para cada AA.
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2.2.7 Factores de hidrélisis

Se emplearon dos métodos de hidrélisis. con HCI 6 Ny AMS 4 N con 0.2 % de
aminoetilindol (Pierce), dos tiempos de hidrélisis 110 °C por 24 horas y 135 °C por 5
horas asi como dos dispositivos para la hidrolisis, los cuales fueron tubos de hidrélisis de
tapa roscada y tubos de hidrolisis de Pierce a los cuales se les adicionaron 0.50 ml de
AMS 4 N (Pierce) 6 0.5 ml de HCl 6 N ademas 150 pl de una mezcla de estandares de
1.25 pumol/ml. La hidrélisis se realiz6 por triplicado en un block de calentamiento
(Thermoline) con regulador de temperatura, bajo atmosfera de nitrogeno a 110 °C por 24
horas y a 135 °C por 5 horas, al finalizar los hidrolizados se neutralizaron parcialmente
: con 1 ml de NaOH 3 N a pH 6-7.5 y se analizaron por CLAR. Para la obtencion de los
factores de hidrolisis se inyectaron por triplicado 3.13 nmol/ml de la mezcla de estandares
~ de AAs con una concentracién de 37.5 nmol/ml. Por lo que posteriormente se obtuvo un
. factor de correccién por hidrolisis, que se aplico a hidrolizados de proteinas. Para el
calculo, se empleo la relacién del promedio de la pérdida por hidr6lisis para cada AA de
las muestras hidrolizadas respecto al promedio para cada AA de las muestras de
estandares de 3.13 nmol/ml sin hidrolizar.

Para obtener buena recuperacion en este paso fue necesario lavar exhaustivamente
el tubo de hidrolisis. Después de que se cumplio el tiempo de hidrdlisis, se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se recuperd el hidrelizado de estandares con una pipeta Pasteur y
se transfirié a un vaso de precipitados de 10 ml. Se adiciond 1 ml de agua MilliQ al tubo
de hidrolisis, se le puso un tapon de caucho y se agité manualmente, este paso se realizd
tres veces. El agua de los lavados se vertié en un vaso de precipitados de 10 ml, donde se
completd a 3.5 ml aproximadamente. Se neutraliz6 a un intervalo de pH de 6.0-7.5 con 2
ml de NaOH 3 Ny se aford a 10 ml con agua MilliQ,' Dall y Smith (1987).

2.2.8 Cuantificacién de una proteina de composicion conecida

Para validar la metodologia de analisis de AAs se procedio a hidrolizar entre 0.2 a

1 mg de una proteina de composicion aminoacidica conocida, ASB (Sigma Chemical
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Co.). La cuantificacion se realizé empleando el método del estandar externo descrito en
2.2.6 y aplicando los factores de hidrélisis obtenidos en 2.2.7.

Las muestras de ASB se hidrolizaron con AMS 4 N (Pierce) conteniendo 0.02%
de aminoetil-indol, empleindose el protocolo de hidrdlisis con AMS en tubos de hidrélisis

con tapa roscada.

En tubos de hidrolisis con tapa roscada de 10 x 100 mm marca Pyrex, se
introdujeron 0.56, 0.27, 0.26 mg de ASB. Se adicionaron 0.5 ml de AMS 4'N, que
contenia 0.02 % de aminoetil indol (Fig. 13). Se evit6 que los volumenes de muestra no
excedieran la tercera parte del volumen del tubo. Se trabajo en una campana de
extraccion manteniendo en una posicion de 20-30 grados respecto a la horizontal, al tubo
con la muestra se le adiciond gas nitrogeno por espacio de 2 minutos para eliminar la
mayor cantidad de oxigeno. Se inserté un tapon de cauche a la vez que se retiraba la
manguera con el nitrogeno fluyendo y se presiond éste hacia abajo, se introdujeron dos
agujas hipodérmicas (tipo insulina) al tapon de caucho hasta que alcanzaran la parte
interna, se conecté nuevamente la manguera con el suministro de nitrégeno a la base de
una de las agujas, a un flujo moderado para evitar que la muestra se levantara del fondo y

se adhiriera a ]as paredes por exceso de presion hacia el interior.

La segunda aguja se dejo libre funcionando como una valvula reguladora de
presién y por ese conducto saliera el oxigeno residual de la muestra a la que previamente
se le adiciono nitrogeno. Después de 3 minutos, se cerro el suministro de gas nitrogeno y
al mismo tiempo se retiraron las dos agujas dejando el interior del tubo con gas nitrégeno

que previamente desplazo el aire del interior.
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Figura 13. Procedimiento de hidrdlisis de proteinas.

Se cerr6 el tubo con la tapa de teflon original para reforzar al tapén de caucho y
evitar una implosion (introduccién de aire al interior del tubo). Se insertaron los tubos en
los orificios del block de calentamiento (Thermoline) previamente calibrado a 135 °C y se
realizo la hidrolisis por un tiempo de 5 horas. Se dejaron enfriar los tubos a temperatura

ambiente después de completar el tiempo de hidrolisis.

Se desenroscé cuidadosamente la tapa de teflon y se insertd una jeringa
hipodérmica (tipo insulina) al tapén de caucho para crear un flujo suave de aire hacia el
interior del tubo. Se removié la muestra del tubo, empleindo una pipeta Pasteur de

diametro pequeiio.

Al final de la hidrélisis se neutralizé parcialmente el hidrolizado (pH 6-7.5) con 1
ml de NaOH (Merck) 3.0 N. La neutralizacién parcial se realiza para que la reaccién de
derivatizacién ocurra a un intervalo de pH Optimo para el Fluoraldehido (Pierce). La
muestra neutralizada se introdujo a un matraz de aforacion y se enras6 a 10 mi con agua
MilliQ. Se tomé 1 ml para filtracion en filtro Durapore (Millipore) de 0.45 pm, el cual se
depositd en un vial Eppendorf de 3 ml de capacidad, fue de gran importancia conservar
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en congelacion éste vial como una solucion stock para posteriores analisis de AAs,

derivatizando como se describe en 2.2.4.1.

2.3  Anilisis de la composicién de AAP en los estadios larvarios de £. vannamei

Después de validar la metodologia de analisis de aminoacidos se procedio a
colectar los estadios larvarios del camardn P vamnamei en un laboratorio de produccion

comercial.

2.3.1 Muestreo y colecta de los diferentes estadios larvarios de Penaeus vannamei

La colecta de muestras se realizo durante el periodo comprendido del 12 al 18 de
Mayo de 1995, en el laboratorio “El Camarén Dorado S.A de C.V”, ubicado en la Bahia
de Santa Barbara, Huatabampo; Sonora, México.

Se colectaron cada uno de los sﬁbestadios larvarios desde huevo, nauplio, zoea,
misis y postiarva del camardn blanco del pacifico Penageus vannamei, de diferentes
cultivos larvarios que se estaban corriendo los dias del muestreo, los embriones se
colectaron por duplicado de dos tinas de desove de 100 litros de capacidad, los
subestadios Z-1, Z-I, Z-111, M-I, M-II y M-Il se colectaron por duplicado de dos tinas
de 14 m®, mientras que los subestadios PI-I, PI-IT y PI-VTI, se colectaron por duplicado de
dos tinas de 20 m®. Las tinas de cria larval fueron sembradas a una densidad de 100
nauplios/l, realizandose un muestreo aleatorio de toda el area de cria larval. Es importante
mencionar que la colecta de un estadio en particular se realizd hasta que se observo al
microscopio estereoscopico que mas del 80 % de la poblacion muestreada alcanzara el
-subestadio requerido considerando las claves de identificacion de los estadios larvarios
descritos por Treece (1989) y Kitani (1985), contando ademas con la asesoria de los jefes
del drea de maduracién y cria larval dentro del laboratorio de produccién de larvas,

Los parametros fisicoquimicos de las tinas de cria larval al momento de la colecta
fueron: temperatura 28.0 °C, Salinidad 35 partes por mil. Los muestreos se realizaron de
las 14.00 a las 15.45 horas después de haber realizado la observacion de las larvas en
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todas las tinas yasignar el estadio predominante en cada tina. Los organismos provenian
de progenitores del medio natural capturados en el estado de Nayarit y cultivados en los
estanques de engorda de la misma empresa. Los organismos en el estadio zoea fueron
alimentados con Skeletonema constatum y Chaetoceros gracilis a una densidad de 100
cel/ul y como suplemento alimento microcapsulado (FRIPPAK). En el estadio misis se
adicionaron nauplios de Artemia (San Francisco Bay Brand) recien eclosionados. La
duracion promedio de los cultivos larvarios desde nauplio V hasta postlarva VII con el
régimen alimenticio descrito anteriormente fue de 16 dias y la sobrevivencia de 60 %, por

lo que las muestras representan un cultivo larvario exitoso.

Se empled un sedazo con 100 pm de luz de malla, el cual se introdujo en sitios
diferentes dentro de la tina de cria larval (Fig. 14). Esta malla fue la tinica utilizada
durante la colecta en todos los estadios larvarios. Posteriomente se introdujeron en viales
de 3 ml de capacidad, registrandose el nimero de cada muestra y guardandose en un
contenedor de nitrgeno liquido de 5 Kg de capacidad, marca Taylor-Warton. Para cada
estadio se tomaron aproximadamente 5,000 embriones, 2,000 nauplios, 800 zoeas, 600

misis y 200 postlarvas.

Toms de muestras en dos
tinas de ¢ria larve! por

duplicade. (Hueve, nsuglio, t FPiltrar en malla de 100 micras.

zota, misisy postlarva).

Transferir a un contenedor de
pelipropileno
de 3 ml de capacidad.

"

CONSERVAR EN NITROGENO LIQUIDO E

Figura 14, Diagrama que muestra la secuencia de pasos para la colecta de larvas de

camaron P. vannamei
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Respecto al tipo de malla empleado lo mas recomendable es utilizar malla de 100
um para huevo, mala de 10-150 pm para zoea, malla de 300 pm para el estadio de misis y
malla de 500 pm para el estadio de postlarva. (Treece, 1989).

Las 26 muestras colectadas se conservarbn en nitrégeno liquido para ser
trasladadas al laboratorio de Quimica Biomolecular del Departamento de Bioquimica, de
la Facultad de Medicina de la U.AN.L., donde se conservaron a -70 °C hasta su posterior
analisis por CLAR-FR.

2.3.2 Tratamiento de muestras.

Cada vez que se iniciaba una sesion de trabajo, cada muestra se transfirio del
congelador de tejidos donde permanecia a temperatura de -70°C a un congelador con
temperatura de -4°C por 1 hora, se trasfirid a una temperatura de 4-6 °C por 30 minutos

en un refrigerador convencional para descongelar totalmente las muestras.

Cada una de las muestras descongeladas se transfirieron a cajas petri con agua
marina sintética (Fritz) a 35 partes por mil de salinidad, la medicién se realizé6 con un
refractometro (Argent), donde se confirmoé el estadio previamenteasignado en la colecta
de campo observando las caracteristicas descritas para cada estadio Kitani (1986); Treece
(1989), Wiban y Sweeney (1991) posteriormente se eliminaron particulas tales como

alimento en forma de microcapsulas, algas cianofitas, quistes y nauplios de artemia.

La forma mas conveniente que aseguro la obtencion de muestras limpias, libres de
otros componentes fue tomar a cada uno de los organismos con pipetas automaticas con
-capacidad de 1000 pl para misis y postlarva asi como 20 pl para zoea y nauplio y
puntillas recortadas 1 cm de la parte inferior. Las muestras limpias se transfirieron a un
tubo de ensaye de 10 x 100 mm (Pirex), donde se les redujo la salinidad con agua
desionizada hasta O partes por mil cada 5 partes por mil en un lapso de 20 minutos, para
eliminar posibles interferencias de los iones del agua marina af inyectar la muestra af ioop

del cromatografo.
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Las muestras limpias se enrasaron a 4 ml con agua MilliQ, se tomd una alicuota
de 0.1 ml para conteo volumétrico (Fig 15). Para el conteo volumétrico, los 100 pl de
muestra tomados para el analisis de huevo, nauplio y zoea se pusieron en una caja Petri y
se contaron bajo el microscopio estereoscopico. Posteriormente se realizo el calculo

respecto al volumen inicial.

TRANSFERIR !a muestra
himeda & un tubo de cnsaye de
10 x 100 mm, ENRASAR a4 ml
con sgua MilliQ. CONGELAR
por 2 k.

Tomar alicuta para CONTEQ

VOLUMETRICO 0.1 m).

HOMOGENEIZAR durante |
10 minutos

HOMOGENADO utilizado para obtener el
precipitade de proteinas

Tomar alicnota para
CUANTIFICAR
PROTEINAS

(BRADFORD)
0.025 ml.

Figura 15. Tratamiento de muestras realizado para homogencizar y
cuantificar proteinas en larvas de P. vannamei.

2.3.3 Homogeneizacidn.

Las muestras libres de sales se introdujeron a un congelador a -4 °C por 120
minutos para solidificar la muestra, posteriormente se introdujo la sonda de un
homogeneizador de tejidos (Venturis) al tubo de ensaye de 10 x 100 mm (Pirex) que
contenia la muestra congelada, donde se mantuvo cada muestra por espacio de 10
minutos hasta obtener una suspension lo més homogénea posible. Se tomé una muestra
de 50 pl para analisis de proteinas mediante el método colorimétrico de Bradford, (Smith,
1987). La sonda del homogenecizador se lavo alternadamente tres veces con agua

desionizada y metanol como agente precipitante de proteinas, cada vez que se introdujo
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una muestra nueva. Un buen indicador de una sonda limpia fue cuando el agua residual
después de los lavados ya no mostré turbidez. El homogenado de cada muestra se
distribuyd en cuatro tubos de centrifuga de 3 ml de capacidad y se realizo la precipitacion

y purificacion de proteinas.

2.3.3.1 Analisis de proteinas

Después de haber obtenido el homogenado de larvas se tomd una alicuota de 25 p
| para realizar analisis de proteinas solubles mediante el método colorimétrico de
Bradford. Se realizd una recta de calibracion con una solucién estandar de albiimina
sérica bovina (Sigma Chemical Co.) de 0.5 mg/ml en NaCl (Sigma Chemical Co.) 150
mM. Se empled para realizar la recta de calibracion un intervalo de concentraciones de 1
a 15 pg/ml. Tanto las muestras como los estandares se prepararon al menos por
duplicado a excepcién del estadio Z-1. En un vial eppendorf de 2 ml de capacidad se
tomaron 25 pl de muestra homogenada colectada en el paso anterior, se adicionaron 75 p
1 de NaCl 150 mM y 900 pl del reactivo de Comassie (Pierce) para hacer un volumen
final de 1 ml. La deteccion se realizd a 595 nm en un espectrofotémetro (Beckman),
empleandose el método de minimos cuadrados en una computadora personal (Macintosh)
con programa Microsoft Fxcel. Los resultados se reportan en pg de proteina por

organismo.

2.3.3.2 Comparacién de la wvariacion del contenido de proteina y el

crecimiento relativo de cada subestadio analizade.

Se compraré en forma grafica la variacién del contenido de proteina soluble en los
estadios huevo, nauplio y zoea asi como el crecimiento relativo tedrico* durante el ciclo

larvario de P. vannamei.

Long (mm) subestadio, — Long (mm) subestadio
Crecimiento relativo (%) =100 x[ g (mm) 8 (rm) n-!}

Long (mm) subestadio,
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donde:
n=N-1, N-2, N-3, N4, N-5, Z-1, Z-2, Z-3, M-1, M-2, M-3 y Pl-1

* Los datos se obtuvieron de Kitani (1986).
2.3.4 Precipitacién y purificacién de proteinas

Se realiz6 el procedimiento de precipitacién y purificacion (Fig. 16) de proteinas
descrito por Teshima, (1986) modificado, donde 650 pul del homogenado de larvas se
introdujeron a un vial eppendorf de 3 ml se trataron tres veces con acido tricloroacético
(TCA, Sigma Chemical Co.) al 10 % para precipitar las proteinas. Los precipitados de
- proteinas se lavaron tres veces con 1.35 ml TCA al 7 % (Sigma Chemical Co.), tres
veces con 1.35 ml de etanol (Merck) como un agenté deshidratador de tejidos, tres veces
con 1.35 ml de una mezcla cloroformo (Merck)-metanol (Merck) en una proporcion 3:1
 para eliminar lipidos del tejido y finalmente tres veces con 1.35 ml de éter etilico (Merck)
' para lavar los residuos de la mezcla cloroformo/metanol. Se realizé en cada lavado la
siguente rutina: agitacién en vortex por 5 min, centrifugacion 8 min a 15,000 rpm en
microcentrifuga Modelo 5402 (Eppendorf} y recuperacién del precipitado. El precipitado
proteico obtenido se introdujo a una camara de vacio a 45 °C por 30 minutos para
eliminar los residuos de éter y desecar la muestra al mismo tiempo, finaimente se selld

con parafilm para evitar la entrada de humedad a la muestra seca.



Muestras homogeneizadas

tratadas con TCA al 10 % en L%::;f;?;tgfgg:i‘;é};
badoistxdo por b 15 000 rpm con TCA a1 7%
(3:1v/v)
g
Recuperar el precipitado Recu 1 .

. > perar el precipitado y lavar con
adicionar ETANOL (3:1v l v). | CLOROFORMO-METANOL (3:1v
AGITARenvortex por Smin. [~ |/v). AGITAR en vortex por 5 min.
CENTRIFUGAR, 8 min 15000 § CENTRIFUGAR, 8 min 15 000 rpm.

RECUPERAR el
precipitado y lavar con
ETER etilico

RECUPERAR la proteina precipitada

Figura 16.  Procedimiento realizado para la precipitacién y purificacion de proteinas

obtenidas de un homogenado de larvas de P. vannamei

2.3.5 Hidrélisis del concentrado proteico de larvas de camarones peneidos
Se pesaron de 0.2 a 2.0 mg del purificado de proteinas de las larvas, se

hidrolizaron con AMS 4 N (Pierce) conteniendo 0.02 % de aminoetil-indol, empleando el
protocolo de hidrélisis en tubos de tapa roscada descrito previamente.

23.6 Derivatizacién del hidrolizado proteico de larvas de camarones peneidos

Después de la hidrolisis y neutralizacion se realizé la derivatizacion pre-columna
con Fluoraldehido (Pierce), como se describe en 2.2.4.1

23.7 Cuantificacion de AAs en embriones y larvas de Penaeus vannamei

La composicion de AAP se analizo por CLAR-FR usando OPA (Pierce) como

reactivo de derivatizacién y empledndose las condiciones establecidas durante la
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estandarizacién de la metodologia (descritos en 2.2..4, 2.2.6 y 2.2.7). Los resultados se
reportan en g/100 g de AA recuperados.

2.4  Anilisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas en la composicion de aminodcidos en
los diferentes subestadios y estadios, se realizé la transformacion de los datos a arcoseno
empledndo el programa Microsoft Excel y se realizaron ANOVA bifactorial y
comparaciones multiples de Tukey, (Zar, 1984) mediante el paquete estadistico
Statgraphics. Version 4.0, tomando tanto AAE como de los AANE a nivel estadio y a
nivel subestadio.

2.5 Comparacion del perfil de AAE de los diferentes estadios larvarios con datos
bibliogrificos
Para comparar los perfiles de AAE de larvas de P. vamnamei con datos
bibliograficos de los perfiles de larvas, juveniles y adultos de P.japonicus y P. monodon la
almeja de cuello corto V. philippinarum y perfiles del cuerpo entero, misculo y huevos
del esturidn Acipencer transmontanus, todos los datos se convirtieron a % AAE.

% AAE = (AAE individual / AAE totales incluyendo Tyr) * 100

2.6 Determinacion de requerimientos de AAE en funcién de los aminogramas
obtenidos del cuerpo entero de los estadios larvarios de alimentacién exogena de P.
vannamei

Los resultados de los aminogramas expresados en porcentaje de AAE se
multiplicaron por 0.35 para determinar el requerimiento aproximado de AAE, en % de
proteina , considerando que la suma de los AAE mas cisteina y tirosina constituyen el 35

% del requerimiento proteico del pez (Tacon,1989).

Requerimiento estimado de AAE ( % de proteina) = (0.35)(% de AAE)
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Para dar una aproximacion de los requerimientos en % de la materia seca, los
resultados anteriores se multiplicaron por el % de proteina cruda de cada estadio

reportada por Mourente et al (1995) para P. keraturus.

Requerimiento estimado de AAE ( % de materia seca) = (Requerimiento estimado

de AAE en % de proteina) (% proteina cruda de cada estadio)

Finalmente se hizo una estimacion del requerimiento en % de proteina
considerando el concepto de proteina ideal, tomando como referencia el requerimiento de

lisina determinado por Fox (1996b) para camarones juveniles de la misma especie.

Requerimiento estimado de AA (% de proteina) = (Requerimiento aparente de
Lys)(concentracion de AA en el cuerpo 6 misculo)/(concentracion de lisina en el cuerpo

entero 6 masculo).

2.7 Comparacién del requerimiento estimado de AAE de los estadios, zoea, misis
y postlarva de P. vannamei y comparacion con antecedentes bibliograficos para la
misma especie’

Para realizar las comparaciones se utilizaron los indices de Deshimaru (1981):
Definido como: la relacion de cada AAE respecto a metionina, (AAE/Met) y el indice de
AAs esenciales ( IAAE) de Arat (1981) definidos como:

AAE/Met = (AAE individual/ Metionina)
TAAE = (AAE individual /total de AAE + Tyr x 1000)
En este trabajo no se sumo el valor de cisteina, por no haberse analizado.

Asimismo se realizd la comparacion de los perfiless de AAE empieando

coeficientes de correlacion, empleando el programa estadistico Statgraphics vers 4.0,
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CAPITULO 3.

RESULTADOS

3.1  Estandarizacion de la metodologia para cnantificacién de AAP mediante
CLAR

Se obtuvo buena resolucién en todos los picos cromatograficos a excepcidn de
arginina-treonina y metionina-valina, a pesar de haber modificado el gradiente y la
composicion de [as fases moviles. Asimismo cuando se usé una columna nueva se obtuvo
buena separacion del par arginina treonina, pero al paso del tiempo la columna fue
perdiendo eficiencia en la separacion de estos dos picos solamente. La decision que se
tom¢ fue la de considerar el par arginina-treonina como un solo pico, al que en adelante

se llam¢ arginina+treonina.

Respecto a lisina se consiguio una buena separacion del pico correspondiente a
dicho AA cuando se inyecté una mezcla de estindares de AAs, sin embargo la sefial
generada por el detector fue menor comparada con ef resto de los AAs. A pesar de que se
pudo separar el pico correspondiente a lisina, no se tuvo reproducibifidad en la
cuantificacion de muestras de ASB, asi como en muestras de larvas de P. vannamei por

lo que se decidi6 no incluirla en el calculo de concentraciones.

Se detectaron algunos picos adicionales a los AAs, lo cuales se pudieron
identificar realizando blancos del método cromatografico empleado, asi como de
reactivos. Como se observa en la Fig. 17, a los 14.21 min eluyé un pico el cual provenia
del producto de degradacion de la mezcla del agente derivatizante (la cual contiene OPA,
mercaptoetanol y detergentes) dicho pico solo aparecia cuando la mezcla del agente

derivatizante empleado comenzaba a oxidarse. Se evitd que este pico interfiriera en la
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¢lucion de un pico correspondiete a la glicina, empleando en cada sesion un vial de 100 pl
conteniendo el Fluoraldehido (Pierce). A los 15 min aparecié un pico al que se le
identifico como buffer de acetato sodio que se empled como diluyente de las muestras, el
cual se detectd cuando se usaba el buffer de acetatos que no se prepard el mismo dia en
que se trabajo en el cromatografo. A los 56 min se encontré un pico identificado como
buffer de fosfatos, este se comenzaba a observar después de haber realizado S inyecciones
consecutivas al cromatégrafo. La aparicion de los picos extrafios se evitd al maximo

empleando soluciones recién preparadas.
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Figura17. Cromatograma obtenido de una mezcla de estandares de AAs
de 4.17 nmol/ml empleada para determinar las condiciones de
trabajo Gptimas en el CLAR.

Una solucion practica al problema de la separacién de arginina-treonina,
metionina-valina es incrementar el niimero de platos tedricos de la columna. Lo anterior
se lograria adquiriendo una columna de wmayor longitud, por lo que Beckman®
recomienda una columna con un tamafio de particula 5 pm, longitud de 250 mm y un
diametro interno de 4.6 mm.

Las concentraciones empleadas para realizar las rectas de calibracion fueron 0.21,
3.13 y 4.17 nmol/ml, dichas concentraciones corresponden al volumen antes de inyectar
al loop del cromatégrafo, las cuales se obtuvieron después de haber realizado cinco

inyecciones hasta encontrar un intervalo de concentraciones en la cual el detector de
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fluorescencia con 0.005 R.F.U no se saturara, es decir: que los picos correspondientes a
todos lo AAs estuvieran a un nivel de fluorescencia donde la sefial generada por el

detector estuviera en un rango lineal para que se pudieran cuantificar adecuadamente.

3.1.1 Analisis cualitativo de AAs a partir de una muesta de estindares

Los resultados de anélisis por tiempos de retencidn (tg) se muestran en la Tabla 8.
En la Tabla se proporciona el tg promedio en minutos durante cuatro sesiones de trabajo
realizando tres inyecciones en cada sesion para cada AA, los coeficientes de variacion son
menores a 1,27 % indicando una buena repetibilidad en cada sesién de trabajo asi como

‘ reproducibilidad a lo largo del periodo de investigacion.

Cuando se realizo la identificacion de los picos cromatograficos correspondientes
: a cada AA en los cromatogramas obtenidos con datos reportados en bibliografia, los
picos cromatograficos que no correspondian se inyectaron individualmente; ademas de
realizar coinyecciones del AA a cuantificar dentro de una mezcla de estandares y asi tener
la certeza de haber identificado adecuadamente el pico correspondiente a un AA en
particular. Los picos cromatograficos de arginina, alanina, metionina, triptéfano,
fenilalanina y leucina se identificaron mediante este procedimiento. La identificacion
posterior dentro de una mezcla de estandares de estos mismos AAs ya no fue un

problema debido a que se conocia el tiempo de retencion individual.
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Tabla 8.

Analisis cuzlitativo de una mezcla de estandares de AAs, la

identificacion de AAs individuales se realizé por tiempos de

retencion.
Aminoécido tr . C.V **
(min) v %
Ac, Aspartico 29 0.03 1.21
Ac. Glutimico 44 0.09 1.96
Serina 12.4 0.16 1.27
Histidina 132 0.16 1.22
Glicina 16.5 0.16 0.96
Arg. +Treo. 17.3 0.13 0.76
Alanina 21.7 025 1.14
Tirosina 252 0.18 0.72
Metionina 347 0.22 0.62
Valina 354 0.21 0.58
Triptéfano 36.3 0.21 0.57
Fenilalanina 37.7 021 0.57
Isoleucina 409 0.27 0.66
Leucina 425 0.30 0.70

n =12, Se inyectaron al CLAR una mezcla de estandares & 0.21, 3.13, 417 nmol/ml, a
cuatro tiempos diferentes durante el periodo de investigacién.

5
+ §—=—=§— = Eror estandar dela media., 5 = Desviacién estandar
x Jn “x
“*+ C. V= Cpeficiente de variacién,

3.1.2 Determinacién de los factores de respuesta para cada AA

Los FR respecto a la altura excepto para e}l par arginina+treonina que se realizd
- Tespecto a éreas, se resumen en la Tabla 9. Se observa que se obtuvieron coeficientes de

wariacion menores de 9.5 % en los valores de factor de respuesta.

1020118507
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Tabla 9.

Factores de respuesta de AAs individuales calculados a partir de una

mezcla de estandares.

Amincécidos FR g—2 | CV R? cVv
Y 1 x % S ; o

Ac. Aspértico 049 [ 0021 42 | 0970 0017 18
Ac. Glutamico 032 | 0028 87 | 0993 0004 04
Serina 0.31 0019 62 | 090 0031 34
Histidina 020 ) 0012 75 | 0993 0003 03
Glicina 0.27 0.018 6.7 0.904 0.039 43
Arg. +Treo. 133 1192 90 | 0993 0004 04
Alanina 0.21 0.009 46 0.961 0.019 2.0
Tirosina 0.23 0022 95 | 099% 0002 02
Metionina 0.26 0.015 59 0,939 0.033 36
Valina 024 | 0016 65 | 098 0012 1.2
Triptofano 027 | 0019 69 | 0963 0026 27
Fenilalanina 0.23 0018 80 | 0995 0003 03
Isoleucina 0.22 0015 66 | 0994 0003 03
Leucina 0.18 0.015 8.2 0.993 0.003 0.3

1 = 4, excepto para serina, glicina, alanina n=3. Determinado por el anélisis cromatografico
de una mezcla de estindares de AAs de 0.21, 3.13 y 4.17 mnolml, Los datos expuestos se
calcularon con las alturas de pico de cada AA, excepto para el par argining + treonina calcuiado
por 4rea de pico. '

2S-:—S- S — = Error esténdar dela media, S = Desviacion estandar
x Jn x

C. V = Coeficiente de variacion.

La lineanidad de las rectas de calibracion fueron buenas obteniendo coeficientes de
determinacién (R?), superiores a 0.96 excepto glicina con R? de 0.90 y metionina con R?
de 0.93. Adicionalmente la variabilidad de los coeficientes de determinacién para cada

una de las rectas fueron menores a 4.3 %.
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3.1.3 Determinacion de factores de hidrolisis

3.1.3.1 Método de hidrolisis

Durante la hidrélisis de una mezcla de estandares con HC1 6 N tanto a 110 °C por
24 horas como a 135 °C por § horas, se observé ia pérdida total de triptéfano en los
cromatogramas, esta perdida se ha reportado en trabajos de investigacion previos Merck
(1989), Gehrke et al, (1985); donde se empled el HCI para realizar la hidrolisis. Lo
anterior no ocurrié cuando se empled el AMS 4 N, el cual es un 4cido relativamente
menos fuerte que el HCI 6 N, consecuentemente se obtuviercn buenas recuperaciones de
triptéfano; ademéis de evitar la realizacibn de una hidrélisis alcalina para poder

cuantificarlo.

En los tiempos de hidroélisis probados, 110 °C por 24 horas y 135 °C por 5 horas,
se obtuvieron recuperaciones de AAs muy proximas al 100 % por lo que se decidio
emplear la hidrolisis a 135 °C or 5 horas, reduciendo considerablemente el tiempo de

hidrolisis.

De los dos dispositivos empleados para realizar 1a hidrélisis se trabajé con el tubo
de vidrio con tapa roscada (Pyrex) de 18 x 100 mm en sustitucion del tubo de hidrolisis

de Pierce (Pierce) debido a que se lograron obtener recuperaciones de AAs de 98 %.

3.1.3.2 Factores de hidroélisis

La obtencion de los factores de hidrolisis se realizé con la finalidad de compensar
pérdidas ocurridas durante el proceso, (Dall y Smith, 1987).
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Tabla 10.

Factores de Hidrélisis utilizados para compensar las pérdidas
ocurridas durante el proceso de hidrélisis de proteinas

AA Factor de Hidrélisis * g2 CV
X
Ac. Aspértico 112 0.013 12
Ac. Glutamico 1.23 0.010 0.8
Serina 1.28 0.063 49
Histidina 1.21 0.037 27
Glicina 1.21 0.062 51
Arg. +Treo. 1.01 0.002 0.2
Alanina 117 0.031 2.7
Tirosin 1.34 0.000 0.03
Metionina 1.36 0.006 04
Valina 1.22 0.009 0.7
Triptéfano 1.28 0.003 0.2
Fenilalanina 1.23 0.001 01
Isoleucina 1.24 0.000 0.08
Leucina 1.24 0.012 1.0

¥ n = 2. Determinado como la relacion (nmol/mi de solucién de estindares AA sometidos a hidrélisis entre
nmol/ml de AA determinados por CLAR después de la hidrélisis de dos muestras sometidas ¢ las mismas
condiciones. (5 ha 135 °C).

. S;:R/Ji_zammaumdu,km-ix;x.l
C.V = Cocficientlc d¢ vatiacn
Los factores de hidrolisis de proteinas aumentan la exactitud en el caleulo de la
concentracion de los AAs. Como podemos observar en la Tabla 10, las pérdidas por
hidrélisis para cada AA que se obtuvieron estan en un intervalo desde 36 % para histidina
y metionina, hasta 1 % para arginina-treonina, Respecto a la variablidad en el calculo de
los factores de hidrélisis, se obtuvieron coeficientes de variacién menores a 5.1 %

indicando buena reproducibilidad en la determinacién de dichos valores.

3.1.4 Cuantificacién de una proteina de composicién conocida

Para validar el método de analisis de AAP, se analiz6 por CLAR-FR una proteina
de referencia; la albimina sérica bovina (ASB), donde se comparé el porcentaje de cada
AA, con la proporcion de cada AA correspondiente a su secuencia aminoacidica. El

cromatograma correspondiente a la ASB se muestra en la Figura 18.
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Figura 18, Aminograma de albumina sérica bovina en la cual se indican
los AAs cuantificados mediante CLAR-FR.

Se obtuvo buena reproducibilidad en los resultados obtenidos por analisis
mediante CLAR-FR, como se muestra en la Tabla 11, en los cuales se obtuvieron
coeficientes de variacion menores a 9.9 % para todos los AAs excepto para el tribtéfano.

En el triptofano el coeficiente de variacion fue de 21.0 %.
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Tabla 11.

Comparacion del contenide de AAs de ASB analizada por

CLAR-FR y su secuencia aminoacidica.

CLAR-FR Secuencia
AA %! CcV %
s—2 9
X

Ac. Aspartico 8.32 0.59 71 912
Ac. Glutamico 14.38 0.59 41 1037
Serina 5.42 054 9.9 4.20
Histidina 4.77 0.25 8.45 3.10
Glicina 3.03 0.24 8.0 1.59
Arg, +Treo. 9.86 043 44 10.70
Alanina 6.13 0.19 3.0 5.45
Tirosina 543 0.18 3.2 475
Metionina 0.65 0.02 27 0.93
Valina 6.18 0.22 3.6 6.20
Triptofano 0.73 0.15 21.0 0.80
Fenilalanina 6.79 0.27 39 6.18
Isoleucina 251 0.13 50 213
Leucina 1149 057 5.0 10.63

i

n =3, excepto para metionina y triptéfano donde n = 2. El andlisis de ASB (Sigma
Chemical Co.) se realizé por triplicado (0.56, 0.27, 0.26 mg peso seco).

2S;=S/\/; S;=Ermresﬁnﬂardchmedia, S = Desviacion estindar

C. V= Coseficiente de variacién.

Se realizo una prueba de t de Student para comparar la recuperacion de los AAs
analizados por CLAR-FR comparando con la secuencia aminoacidica. En la Tabla 12 se
proporcionan los valores obtenidos de la prueba de t, donde se observé que no existen
diferencias significativas para la mayoria de los aminoacidos analizados excepto para
- écido glutamico, histidina, glicina y metionina, por lo tanto la exactitud del analisis es
apropiada para 10 aminoacidos. Se hace la observaciéon que por ser el numero de

muestras pequefio ( n= 3), se corre €l riesgo de subestimar 6 sobrestimar los resultados.
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Tabla 12.

Prueba de t de Student del contenido de AAs de ASB analizada por
CLAR-FR y su secuencia aminoacidica.

CLAR-FR1 Secuencia
t & t o8, gl
g/100 de AA S1 tobs. <t p.05), g EOLORCES NO
AA recuperados % existen diferencias
significativas.
Ac. Aspartico 8.32 9.12 1.35 4.30
Ac. Glutamico 14.38 10.37 6.79* 4.30
Serina 542 4.20 225 4.30
Histidina 4.77 3.10 6.68 4.30
Glicina 3.03 1.59 8§47+ 4.30
Arg. +Treo. 9.86 10.70 1.95 4.30
Alanina 6.13 545 3.57 4.30
Tirosina 543 4.75 3.77 4.30
Metionina 0.65 0.93 14.0* 12.7
Valina 6.18 6.20 0.09 4.30
Triptofano 0.73 0.80 0.46 12.7
Fenilalanina 6.79 6.18 225 4.30
Isoleucina 251 213 292 4.30
Leucina 1149 10.63 150 4.30

1 n=3 , excepto para metionina y triptoféno donde n = 2. El anélisis de ASB (Sigma
Chemical Co.) se realiz6 por triplicado (0.56, 0.27, 0.26 mg peso seco).

Si tom. <t 00523, g ENtONCES MO €Xisten diferencias significativas, por 1o tanto la
exactitud es apropiada.

Sin embargo c¢omo se muestra en la Figura 19, la comparacion de las
proporciones de AAs obtenidas de un hidrolizado proteico analizadas por CLAR-FR y las
proporciones de AAs establecidos por secuencia indican una alta correlaciéon con un valor
de r = 0.946. El valor de la pendiente en la ecuacién de la recta fue muy préxima a la
unidad (y = 1.03x + 0.57), por lo que el protocolo de hidrélisis y cuantificaciéon por
CLAR-FR son satisfactorios permitiendo emplearlo en la cuantificacion del precipitado

proteico de larvas del camarén Penaeus vannamei.
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Figura 19, Correlacion del contenido de AAs de ASB analizados por
CLAR-FR y su secuencia aminoacidica,

3.2 Anadlisis de proteinas

Los resultados del analisis del contenido de proteina en pg/org de los subestadios
huevo, nauplio y zoea se presentan en la Tabla 13. El embirion presentd el valor mas bajo
con 0.16 pg/org, mientras que los subestadios N-1 y N-IIT presentaron ambos valores de
0.5 pg/org y la mezcla de los subestadios NIV/V registré una disminucidn registrando un
valor de 0.42 pg/org. El estadio Z-I con 0.24 pgforg, registrd una drastica disminucion
respecto al estadio NIV/V. A partir de Z-II (0.54 pg/org) se registrd un incremento
constante del contenido de proteina hasta el estadio Z-III 0.68 pg/org. Asimismo se
realizd el calculo para estimar el contenido de proteina expresado como estadio.
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Tabla 13

Contenido de proteina en las primeras etapas larvarias del camarén Penaeus
vannamei. cuantificadas mediante método colorimétrico de Bradford.

Subestadio ! (ug/org) Estadio *(ug/org)
Media C.V | n | Media CV|n
S— S=
x X
[Embrién 016 | 004 [255]2] 0.16 - - -
Nauplio-I 050 ( 009 |179(2
Nauplio-ITI 050 | 002 |374§{3)]047 0027 10 3
NauplioIV-V| 042 | 001 [ 20 {3
Zoea I 0.24 - - J1
Zoea-11 054 | 007 |12412] 049 0.13 4619 3
Zoea-1ll 0.68 006 | 83 )4

lLosvnloresdepmteinaencadasuestadiomelpromediodenmumtras

zlosvdoresdeprotdnamwdaeﬂadiomselprmnediodevalomswpmmdospamcada
subestadio

S;=S/J;. 11 = nmero de muestras analizados

Al graficar los valores del contenido de proteina (Figura 20) de cada subestadio
respecto al tiempo durante el desarrollo larvario, se observa que existe un incremento en
la cantidad de proteina soluble desde huevo hasta nauplio I manteniendose sin cambio en
N-II, para después iniciar una disminucién brusca desde NIV/V hasta el estadio zoea I.
A partir de zoea I el contenido de proteinas se incremento hasta zoea II1. En la Figura 20
se incluye también una descripcion del contenido de proteina por estadio, el cual se
obtuvo al calcular el promedio del contenido de proteinas de cada subestadio, resultando
una grafica con una tendencia creciente a lo largo del ciclo larvario, enmascarandose la
disminucién del contenido de proteina en el Gltimo subestadio de nauplio y primero de

Zoega.

59



ug/org.

0.70 -

0.60 4=

0.50 -

0.40

0.30 4

0.20 4-

0.10 4,-

T
o

0.00

Horas
Hvo N-l N-lII N-IV-V Z-l Z-l 2-m
Figura 20. Variacién en el contenido de proteinas durante la fase

embrionaria y los estadios larvarios nauplio y zoea del
camardn Penaeus vannamei.

La linea continua { ) representa los valores de proteina para cada

subestadio. La linea discontinua ( - - - - - ) une los valores de proteina del
estadio, expresados como promedio de los subestadios.
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3.3  Variacién del contenido de proteina durante la fase embrionaria y los dos
primeros estadios larvarios de Penaeus vannamei asi como del crecimiento relativo
durante el ciclo larvario

En la Figura 21, se observa que el crecimentb longitudinal tedrico (Kitani, 1986)
de las larvas es minimo en los subestadios de nauplio de P. vanamei, volviendose
exponencial a partir de zoea. Mientras que en términos de crecimiento relativo se
presentan tres periodos de crecimiento méaximo, uno de huevo a N-I; otro, el mais
importante de N-IV/V a Z- I; coincidiendo éste dltimo, con la caida brusca del contenido
de proteina soluble corporal y finalmente de Z-I1 a Z-I11. A partir del subestadio Z-IIT el
crecimiento relativo disminuye en comparacion con el estadio zoea I y paralelamente el

contenido de proteina de la larva se incrementa.

oy . Crecimiento mm
0704 42 4 Relaivo ©9 ® | 140

Proteina ug/org

Hvo N-1 N2 N3 N4 N5 21 Z2 Z3 M-1 M2 M3 PIt

Estadio

Figura 21. Varacion del contenido de proteina total durante la fase
embrionaria y los dos primeros estadios larvarios de Penaeus
vannamei y el crecimiento relativo* durante todo el ciclo
larvario.

* Crecimiento relativo (%) = 100 * [(Subestadio n-1 - subestadio n) / subestadion )
donde n = NI, N2, N3 N3, Z1, 22, Z3, M1, M2, M3, PI1.
Tomado de Kitani (1986). '
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3.4 Cuantificacion de AAs en embriones y larvas del camarén Penaeus vannamei

Los datos se expresan en g/100g de AA, el cual representa el porcentaje de la
relacién de la cantidad determinada (mg) de cada AA respecto a la cantidad (mg) total de
AA recuperados del hidrolizado de un concentrado proteico. Se emplearon dichas
unidades debido a que no se cuantifico la proteina total (Kjeldalh) en base seca. Ademés

no se cuantificaron los 20 AA presentes en las proteinas, entre los AAs no cuantificados
 estuvieron prolina e hidroxiprolina al no reaccionar con el agente derivatizante empleado
(OPA), cistina y cisteina por requerir un tratamiento de hidrolisis diferente al método
utilizado y lisina por no obtener reproducibilidad en la cuantificacion donde se obtuvieron
- coeficientes de variacion en algunos casos superiores a 20 %, sin embargo al expresar los
requerimientos se realizé una extrapolacioén para poder reportar el valor de lisina en las

muestras. Se transforman a su respectivo acido durante el proceso de hidrolisis la
_' asparagina y glutamina por lo que en las concentraciones de 4cido aspartico y acido

glutdmico van incluidas la asparagina y glutamina, réspectivamente.

En la Tabla 14 se presentan las concentraciones de AA de los estadios nauplio,

zoea, misis y postlarva que forman parte del ciclo larvario del camarén P. vannamei.
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Tabla 14

Perfil de AAs Proteicos durante la ontogénesis de Penaeus vannamei.
{g/100 g AA)". Los valores en nauplio zoea, misis y postlarva son el
promedio de las concentraciones de AAs cuantificados en cada subestadio

analizado
AMINOACIDO ESTADIO LARVARIO
Embrién. Nauplio Zoea Misis Postlarva

Asp + Asn 9.08 838+ 106 | 889+ 060| 994% 077| 9235+ 0.9
FGlu'I'GIn 14.19 11.70 £ 213 {1341 + 0.94/13.89 % 1.51|14.66 % 1.76
Ser 10.64 940+ 1.71 | 8124+ 047| 746 = 1.24| 681 =+ 249
E.is 6.57 588t 046 | 450+ 027 512 % 223| 443 £ 097
ly 5.96 567% 0% | 585+ 053] 641 = 1.8]1| 573+ 122
Arg +Thr 12.86 1326 £ 1.29 J14.15 + 0.57|15.66 £ 2.50(13.55 £ 2.82
Ala 7.94 803 061 | 739 % 030| 620 044] 6.17 £ 0.50
Tyr 483 540 047 | 622 £ 035] 506+ 055| 527+ 065
et 3.67 382+ 016 | 396+ 022] 553¢ 2331 580 1.77
ﬁ:‘p 2.09 2624 119 | 1.50% 0.29| 230 0.75| 240 2.23
Val 6.35 661+ 052 | 622 024| 517x 0.77| 589+ 1.38
he 47 536+ 028 | 598+ 024) 533+ 032| 582 % 048
e 487 489+ 040 | 447+ 022| 390 031| 505% 1.03
u 7.28 904 £137 | 9451 068| 804 % 065| 9.08 % 0.83

*n=2 pare el embritn.

X+§ n=88912 para los estadios nauplio, zoea, misis y postlarva respectivamente.
8 = Desviacion esténdar.

1 41100 g de AA calculado come el poroeataje de T relacidn de I cantidad (thg) de cada AA individus] (ag)
respecto a la cantidad tofal de A As recuperados (mg) del hidrolizado de un concentrado protéico.

El patron de AAE expresados como porcentaje respecto al total de AAE se
describe en la Tabla 15, se observa que en el embrién de P. vannamei la histidina,
metionina y los aminoacidos ramificados valina e isoleucina estan en mayor proporcién
que en los estadios larvarios. La histidina y valina presentan la mayor concentracion en el
estadio nauplio cuando se comparan entre los estadios zoea, misis y postlarva, mientras
que en zoea la fenilalanina, leucina, lisina y tirosina presentan valores mas elevados. El
estadio misis presenta altas concentraciones en arginina y treonina, mientras que la

postlarva presenta altas valores en metionina e isoleucina.
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Tabla 15.

Patrén de AAE durante la ontogénesis de P. vannamei expresados como

% de AAE*

Estadio larvario
AMINOACIDO { Embrion | Nauplio Zoea Misis | Postlarva
Histidina 10.87 8.94 6.85 3.03 6.69
Arginina 14.33 13.57 14.49 16.53 | ' 13.78
Treonina 6.96 6.59 7.04 8.03 6.69
Metionina 6.07 581 6.03 831 8.76
Triptofano 3.46 3.98 228 3.61 3.63
Valina 10.51 10.05 946 8.11 8.90
Fenilalanina 7.86 8.15 9.10 8.36 8.79
Isoleucina 8.06 7.44 6.80 6.12 7.63
Leucina 12.05 13.75 14.38 12.61 13.72
Lisina 11.83 13.49 14.11 12.37 13.46
Tirosina 7.99 321 9.46 7.93 7.96

* % de AAE = (AA individual / total de AAE + Tyr) * 100

3.4.1 Embriones

El perfil cromatografico de los embriones de Penageus vannamei se proporciona
en la Fig. 22. Las concentraciones de AAs analizados mediante CLAR-FR durante la fase
embrionaria de Penaeus vannamei se proporcionan en la Tabla 14. Se observo que los
AA que presentan la mas alta concentracion (g/100g de AA) fueron acido glutamico, el

par Arginina+Treonina y serina. La metionina y triptofano tuvieron los valores mas bajos.
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Figura 22. Perfil de AAs en embriones obtenidos de un grupo Penaeus
vannamei colectados en un laboratorio de produccion larvaria
a escala comercial.

3.42 Nauplio

Los AAs que tuvieron la mas alta concentracion (g/100g de AA) durante el
estadio de nauplio fueron: el par Arginina+Treonina, serina, acide glutdmico y acido
aspartico. La metionina fue el penultimo en concentracién y finalmente el triptofano,

asimismo en la Figura 23 se presenta un aminograma del estadio nauplio.
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Figura 23. Perfil dc AAs en ¢l subestadio nauplio Il de Penaeus vannamei
colectados en un laboratorio de produccién larvaria a escala
comercial.
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3.4.3 Zoea

El par arginina + treonina, acido glutémico, leucina y acido aspéarfico presentaron
las concentraciones (g/100g de AA) mas elevadas durante el estadio de zoea, mientras
que metionina y triptéfano fueron los de menor concentracién. En la Figura 24 se
presenta un cromatograma del subestadio Z-II1.

2.50

Py

v ey

‘P B amoeE ~w

70
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Figura 24, Peifil de AAs en el subestadio Z Il de Penaeus vannamei
colectados en un laboratorio de produccion larvaria a escala
comercial.

3.4.4 Misis

Los AAs que tuvieron la mas alta concentracion (g/100g de AA) durante el
estadio de misis (Fig. 25) fueron: el par arginina + treonina, acido glutamico, acido
aspartico y leucina. Los que fuvieron menor concentracion que los anteriormente

mencionados fueron isoleucina y €l triptéfano.
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Figura 25. Perfil de AAs en el subestadio misis I de Penaeus vannamei
colectados en un laboratorio de produccion larvana a escala

3.4.5 Postlarva

Los AAs que tuvieron la mas alta concentracion (g/100g de AA.) durante el
estadio de postlarva del camarén Pengeus vannamei fueron: el acido glutamico, el par
arginina + treonina, el dcido aspartico y leucina. Los AAs que tuvieron una concentracion
menor mencionados fueron histidina y triptéfano (Fig 26).
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Figura 26. Perfil de AAs en el estadio postlarva de Penaeus vannamei
colectados en un laboratorio de produccién larvaria a escala
cormercial.
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3.5  Anailisis estadisticos de Ia composicién de AAP en los estadios larvarios de
Penaeus vannamei

Al comparar los perfiles de AAP obteni&os por CLAR-FR en los estadios nauplio,
zoea, misis y postlarva, se observd que el perfil de AA en los estadios que componen ¢l
ciclo larvario de P. vannamei, tuvieron mucha similitud, manteniendo la proporcion de la
mayoria de los aminocidos cuando se comparan entre estadios. Sin embargo, se
presentan variaciones en algunos AAs como é&cido glutamico, serina, metionina,

triptofano, fenilalanina, isoleucina y leucina principalmente.

Tales diferencias se pudieron observar mejor cuando se graficaron los perfiles de
. AAP de cada estadio larvario en la Figura 27, donde en el eje de las ordenadas se
describe cada AA cuantificado en el perfil cromatografico y en el eje de las abcisas la

concentracion (g/100 g de AA) correspondiente a cada AA.
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Figura 27. Comparacién del perfil de AAP en los cuatro estadios del ciclo
larvario de Pernaeus vannamei colectados en un laboratorio de
produccién larvaria a escala comercial. la comparacion se
realiza situando en una misma escala los cuatro estadios
larvarios.

69



3.6 Variacion de AAE y AANE durante la ontogénesis de Penaeus vannamei

Las concentraciones de cinco AAE (metionina, valina, fenilalanina, isoleucina,
leucina) y de cinco AANE (acido aspartico, acido glutdmico, serina, alanina y tirosina)
del cuerpo entero de las larvas de camarén P. vannamei, presentaron diferencias
significativas entre los cuatro estadios larvarios; (P < 0.05). Sin embargo, estas
diferencias fueron numericamente pequefias y en la mayoria de los casos se debieron al

contenido de AAs de solo un estado larvario, (Tabla 16).

El contenido de metionina tiene una tendencia a incrementarse progresivamente
entre estadios, presentando una concentracidn significativamente mayor (65 %) en

postlarva con respecto a nauplio.

A diferencia de la metionina, los aminoacidos ramificados valina, 1soleucina y
leucina, asi como la fenilalanina presentan un comportamiento muy similar entre ellos, en
el cual los tres tienen una concentracion significativamente minima en el estadio misis con
respecto a los otros tres estadios que presentan una concentracion relativamente

constante.

De manera general, el contenido de serina, alanina y tirosina disminuyen a lo largo

del ciclo larvario mientras que el 4cido aspartico y acido glutdmico se incrementan.

La serina y alanina disminuyen progresivamente, encontrando una diferencia de 38
%y 30 % en la postlarva con respecto al nauplio. Mientras que la tirosina se incrementa
de nauplio a zoea para disminuir desde zoea hasta postlarva en un 18 %. Los 4cidos
aspartico y glutimico se incrementan en un 6 % y 25 % respectivamente desde nauplio

hasta postlarva.
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Variacién del contenido de AAE y AANE (g /100 g de AA) durante la ontogénesis de

Tabla 16

Penaeus vannamei
AMINOACIDO NAUPLIO ZOEA MISIS POSTLARVA |F
Histidins 588+05 450+03 512422 443+1.0 2.786
Arg + Thr 1326t l.i 1415 0.% 15.66 :2.5.b 13.55+2.3 1.954
Metionina 3.82402 396102 530128 580+£18% |4.160*
Trriptofano 262412 1.50+0.3 230+0.8 240106 | 1200
Valina 6612052 622%02 517208° | sg9x14% 34520
Fenilalanina 536103% 5984022 533+03° 582405 6.316%*
el 489+04"% 447402 3902037 505£10° {6494
Leucina 904414 9.45+0.72 804106 9081038 3.690%
TOTAL 49.78 £3.9 50.16 £ 1.1 4946 £3.94 50.19+441 | 0.0%
Acido Aspartico 838117 889+06° 994108° 935109° 4.8254¢
Acido Glutamico | 11.70+21° 1341409 1389215 | 1466+18° 4.635%
Serina 9.40+1.7% 212405° 746112° 681+25° 4.153%
Glicina SE7TL1.0 5.85+0.5 641118 573412 0.362
Alanina 803+06% 739+03% 620+04° 6.17+0.5° 28.82¢%
Tirosina 540205 6222022 5.06£0.6° 52740.7 6.219%¢
TOTAL 5022 +3.13 49.83+2.00 49.6215.52 45.80 £ 5.02 0.077

Literales diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05), P < 0.01

ii S n=8,8,9, 12 paralos estadios nauplio, zoea, misis y postlarva respectivamente

3.6.1 Variacion de AAE y AANE en el estadio nauplio y zoea

Debido a que el nimero de replicados para los tres subestadios de nauplio y zoea
analizados fueron en algunos casos menores de tres, no se reportan analisis estadisticos.
Describiendose en las tablas 17 y 18 los valores promedio para cada AA con sus

Tespectivas desviaciones estandar,
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Tabla 17.

Contenido de AAE Y AANE (g/100g de AA) durante el estadio Nauplio

de P.vannamei

AMINOACIDO NAUPLIO NAUPLIO Il NAUPLIO IV-V

X+S! X+D.S? XtDS?
Histidina 5.98+0.16 6.12 £0.62 5.57+0.04
Arg + Thr 12.92 +0.66 12.70 + 1.69 14.01 £0.57
Metionina 3.63 £0.04 3.99+0.08 3.77 £0.09
Triptéfano 1.79 £0.02 4,16 £0.09 1.65+0,12
Valina 6.64 £0.09 7.16 +0.27 6.03 +0.02
Fenilalanina 5224003 539+044 5421008
Isoletcina 564 £0.13 509+0.52 4.5940.06
Leucina 8.16 +0.03 887+ 188 9.79 +0.60
TOTAL 4937+ 1.15 5525 +17.05 50.83 £ 1.18
Ac. Aspértico 8.40+0.23 731+0.76 9.40 +0.44
Ac. Glutdmico 12.68 £0.34 941177 1330 £0.62
Serina 10.08 +0.27 10.09 £2.31 8.23+0.39
Glicina 568+ 0.16 6.19 +1.36 5134003
Alanina 844+ 037 8.30 £0.60 7.46 £0.17
Tirosina 5.34 +£0.00 523+0.71 562 +0.10
TOTAL 52.69 + 1.40 43.08 + 7.50 56.13 + 1.89

n =2, 3, 3 para los subestadios nauplio I, nauplio II, nauplio IV-V, respectivamente.

D
! S=ﬁ,n=2. *DS.,n=3
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Tabla I§

Contenide AAE (g/100g de AA) durante el estadio zoea de Penaeus

vannamei

AMINCACIDO ZOEA 1 ZOEA T ZOEA Il

X+8§! X+$! X+D.§?
Histidina 4914001 42610.08 4.40 1£0.15
Arg + Thr 13.90 £0.50 14.14 £ 0.26 1421 £0.62
Metionina 4.19+0.03 3.80£0.26 3.91+0.13
Triptofano 1.14£0.01 1284 0.09 1.77 £ 0.04
Valina 6.07+007 6341021 6.21 £028
Fenilalanin 5.78 +£0.10 5.84 £0.15 6.12 1021
Isoleucina 4204001 4.64 £0.09 4514021
Leucina 9.34+045 1024 £0.67 9.09 10.38
TOTAL 49.54% 1.05 50.57 £0.64 5027 +1.27
Ac. Aspértico 8.1740.40 9.3740.33 8.98 + 0.43
Ac. Glutamico 1272 £ 0.62 13231047 1378 £ 1.03
Serina 8.59£042 805+0.28 7.9540.35
Glicina 6.68 +0.09 5.66 + 0.06 5.52+0.30
Alanina 7.68 +£0.29 723+0.20 7.31+£0.24
Tirosina 6.6240.19 590+0.18 6.18£0.29
TOTAL 50.46 +1.05 4943 +0.64 51.68 +2.60

D
’S='J—'—1.n=2. :pS.,n=3

3.6.2 Variacion de AAE y AANE en el estadio misis

Los resultados de ANOVA presentados en la Tabla 19 nos indican que no
hubieron diferencias significativas en la concentracion de AAE y AANE durante el

estadio misis de P. vannareli, asi como tampoco en la suma total de AAs cuantificados.
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Tabla 19

Variacién del contenido de AAE (g./100g. de AA) durante el estadio
Misis de Penaeus vannamei.

AMINOACIDO MISIS I MISIS II MISIS 1T F
X+DS§ X+D.§ XtD.§

Histidina 3.96 £ 0.42 6.30+4.05 511+ 1.03 0.604
Arg + Thr 17.64 £ 1.91 14.83 £2.31 14.52 £2.38 1.369
Metionina 5.70+0.83 4881252 6.00£3.28 |0.358
Triptéfano 2.59£0.55 229%1.10 201+065 (0137
Valina 5371023 5.00+0.25 . 5161£1.27 |0.884
Fenilalanina 514+0.19 5.3310.50 551+0.18 1.080
Isoleucina 3.69£0.19 3.96+0.43 4.07 £0.25 1.125
Lencina 7.56 £ 0.34 8.3211.08 8.2310.18 0.865
TOTAL 51.63+£2.2 50.91 1 1.84 50.60+3.70 (0.114
Ac. Aspartico 10.11 £ 0.85 98711.00 9.85+0.59 §0.064
Ac.Glutémico. 1431 £1.92 13.88 + J.51 13471£1.11 ]0.145
Serina 722+1.58 7.07x1.10 808108 (0465
Glicina 502+2.18 7661+ 1.48 6.54 £0.33 1.500
Alanina 6.44 £0.14 6.03 £0.60 6.121+046 0.604
Tirosina 5.27+0.30 4.58 +0.58 5341051 [2.030
TOTAL 4837127 [49.09+184 49.40 £3.70 0.079

Litereles diferentes indjcan diferencias significativas (P< 0.05)

f:tD.S n=3,3,3 paralos subestadios misis I, misis IL, misis IIL, respectivamente.

Durante el estadio postlarva se analizaron los estadios postlarva 1, postlarva Il y

Arginina + treonina se incrementa de Postlarva-1 hasta Postlarva-II y disminuye en
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3.6.3 Variacion de AAE y AANE en el estadio postlarva

postlarva VII, (Tabla 20) en el anilisis estadistico se observa que arginina + treonina,
metionina y triptéfano, acido aspartico, glicina y ftirosina tuvieron diferencias
- significativas (P<0.05). Respecto a la suma total de AAE y AANE no se encontraron
diferencias en el estadio analizado.

“Postlarva-VII. Mientras que las concentraciones de metionina y triptofano disminuyen

desde postlarva I hasta postlarva Il y postlarva VII respectivamente. Se observa que




metionina va disminuyendo en su concentracioén en la ltima etapa del ciclo larvario del
camardn Penaeus vannamei. El acido aspartico tiene un incremento en su concentracién
a partir de postlarva I hasta postlarva II, manteniendo su valor sin cambios significativos
en postlarva VII, mientras que las concentraciones de glicina y tirosina tienen un
comportamiento muy parecido disminuyendo desde postlarva I hasta postlarva II

manteniendo su concentracion sin cambios significativos hasta postlarva VIL.

La Postlarva-1 fue la que present6 mayor diferencia con valores maximos para
metionina, triptofano y glicina y minimos para arginina, treonina y tirosina. Los perfiles de
Postlarva-I y Postlarva-III unicamente difirieron en el acido aspartico siendo el resto del
perfil muy similar.

Tabla 20.

Contenido de AAE y AANE (g./100g. de AA)! durante el estadio
postlarva de Penaeus vannamei.

AMINOACIDO | POSTLARVA | POSTLARVA | POSTLARVA |F
I n Vil

X+xDS XAnb). S X+D.S
Histidina 4.16 +0.42 434£0.38 5.07 £1.25 1948
Arg + Thr 12.92 +1.33° 1514 +201" [1467+081% [14.063%*
Metionina 789+261% | 499+1.12% | 5154058 (4.467
Triptofano 281+044° 1442012 | 1452017° (877%
Valina 6.48+1.25 541035 6.02 +0.47 0.320
Fenilalanina 5.03+0.49 5544034 6.22£0.13 2.602
Isoleucina 440064 461031 4.85+0.36 1.945
Leucina 7.71+1.05 9.46 + 0.61 9.26 +0.24 2.6%
TOTAL 52.85 +3.49 50.84 + 1.52 47.29 +1.29 0.122
Acido Aspartico | 8300607 97940.72° 9.69£042° 7.186"
Acido Glutamico 11.36 £1.69 15.58+1.54 14.92 £ 0.63 3.128
Serina 10.70 £2.89 6.44 £ 0.67 5.86 £0.40 1.021
Glicina 781+1012 533£039%® | 4971038° 9.026%*
Alanina 6.09 £0.49 648+ 0.49 6.20£0.14 3.677
Tirosina 434£038° 5.44+052° 5.66+0.09* 4,818
TOTAL 4861 £3.17 49.06 +1.52 4729+1.29 4.116

Literales diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05), P< 0.01

X+DS o=
respectivamente.

3,5,4mmwwmwvamevaEWam
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3.7 Comparacion del perfil de AAE de los diferentes estadios larvarios con datos
bibliograficos

Como se puede apreciar en la Tabla 21, en el embridn se observan altos valores de
histidina, valina e isoleucina respecto a los estadios nauplio, zoea, misis y postlarva de P.
vannamei, mientras que en nauplio el triptéfano registra el valor mas elevado respecto a
los demas estadios. En zoea se obtuvieron los valores mas elevados de fenilalanina,
leucina, lisina y tirosina, en contraste en misis la arginina y la treonina tuvieron una alta

concentracion. La postlarva registré un valor elevado de metionina.

Las larvas de P. japonicus presentaron el valor més elevado de isoleucina cuando
se compararon con los estadios larvarios de P. vannamei, mientras que los juveniles
presentaron altos valores de treonina y lisina. El valor de lisina de los adultos de P.
Jjaponicus es ligeramente menor al valor de lisina de juveniles de la misma especie, sin

embargo fue més alevado que los estadios larvarios de P. varmamei.

La valina y la ferlalanina tuvieron altas concentraciones en larvas de P. monodon
cuando se compararon con P. japonicus y los estadios larvarios analizados en este
trabajo, mientras que los juveniles de la misma especie presentaron valores elevados en
valina y leucina y Ia arginina presenté el valor mas elevado cuando se comparé con los

estadios larvarios de P. vannamei y P. japonicus.

La treonina presento el valor mas alto respecto a todos los perfiles de crustaceos y
respecto a los perfiles de AAE de A. transmontanus a excepcion del perfil de huevo. El
triptéfano registrd el valor més bajo en los tres estadios de A fransmontanus respecto a

los perfiles de lo estadios larvarios de P. vannamei.

Los valores de histidina, metionina y triptofano de todos los estadios larvarios
analizados son particularmente elevados con respecto a los datos bibliograficos. Lo cual
puede reflejar una sobrestimacion por alguna interferencia o problema en ¢l analisis, Cabe

seflalar que al validar los resultados con una proteina de composicion conocida ASB se
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detectd una sobrestimacion para histidina, acido ghitamico y glicina y una subestimacion
para metionina por lo que el caso de la histina se puede considerar como sobre estimado
y los otros AAs pueden presentar esos niveles por causas biologicas y no analiticas.
Independientemente de los errores analiticos, la composicién entre todos los subestadios
analizados es valido porque todas las muestras se trataron y analizaron de la misma

forma.
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3.8  Estimacién de Requerimientos aproximados de AAE en funcién de los
aminogramas obtenidos del cuerpo entero, en los estadios larvarios de alimentacién
exogena en Penaeus vannamei

El conocimiento cuantitativo de los nutrientes necesarios para el &ptimo
crecimiento de un organismo es de principal importancia en nutricién. Dentro de I:a
formulaciéon de dietas para crusticeos de interés comercial, el nivel de inclusion de
proteina asi como el perfil de AAE se consideran de alta prioridad debido a2 que el
crecimiento del organismo depende del suministro adecuado de AAs para satisfacer los
requerimientos de mantenimiento y sintesis proteica. El creciente interés por sustituir los
alimentos vivos por dietas inertes en forma de microcépsulas durante el cultivo larvario
obliga a conocer a detalle el requerimiento de AAs en cada fase de desarrollo. En la Tabla
22, 23, 24, 25, 26 y 27 se proporcionan valores de los requerimientos estimados de AAE
para los estadios de alimentacién exégena (zoea, misis y postlarva) de P.
vannamei.asimismo se proporcionan los requerimientos para los subestadios zoea y

postlarva donde se observo que ocurrieron cambios en la composicion de aminoacidos.

De los resultados expresados como g/100 g de AA recuperados a partir del
concenirado proteico se realizaron los célculos para expresar los requerimientos de AAE
empleando en criterio de Tacon (1989), Fox et al., (1996) y como % de materia seca

descritos en 2.6.
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Tabla 22.

Requerimientos estimados de AAE de larvas en los estadios Zoea,
Misis y Postlarva de Penaeus vannamei basado en el % de materia

seca del cuerpo entero.

Requerimiento estimada
% materia seca’
AMINOACIDO
Zoea Misis Postlarva

idina 1.54 1.66 1.14
L.;Jginina ; 3.26 342 0.96
reonina 2 1.5¢9 1.66 1.97
Metionina 1.36 1.79 0.96
Triptofano 0.51 0.75 1.26
Valina 2.13 1.68 0.52
Fenilalanina 2.05 1.73 1.27
Isolencina 1.53 1.27 1.26
1 _¢cucina 3.24 2.61 1.09
Lisina 3.18 257 1.96

l /100 de AA*Proteina total (% de materia seca) de la larva de P. keraturus, zoea 0.583, misis 0.547,
postlarva 0.409 (Mourente et al , 1995).

1 Calculado como (0.6730* (Thr + Arg))

2 Caleulado como (0.3269 * (Thr +Arg))

Los factores 03269 para freonina y 0.6730 para arginina son el porciento del promedio de los valores
reportados por Akiyama (1991) y Fox (1986).

Los valeres de lisina de los estadios zoea, misis y postlarva se extrapolaron del valor
reportado por Akiyama, (1981).

Lisina en larvas = [ LisinA Akiyama(1991) * Leucina (zoea, misis 6 postlarva) / Leucina
Akiyama,(1991) ).
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Tabla 23.

Requerimientos estimados de AAE de larvas en los estadios Zoea,

Misis y Postlarva de Penaeus vannamei basado en el % de AAE del -

cuerpo entero
Requerimiento estimado
Zoea ] Misis | Postlarva

AMINOACIDO e Bickniiin
1 II 1 I I 11
istidina 265 228 304 | 3.05 2.79 2.34
Arginina ! 5.60 4383 626 | 628 2.34 431
Treonina? 2.72 2.34 303 | 304 | 482 2.34
Metionina 233 2.01 328 | 329 | 234 3.06
Triptofano 0.88 0.76 137 | 137 | 3.07 1.27
alina 3.66 3.15 307 | 3.08 1.27 3.11
enilalanina 352 3.03 317 | 3.18 3.11 3.07
[soleucina 2.63 227 232 | 232 3.08 2.66
Leucina 55 | 479 478 | 4719 2.67 4.79
[Lisina 545 4.70 469 | 4.70 480 4.70

EE— ———
T % de AAE + Tyr (calculados de los datos en /100 de AA) * 0.35.

T (4.7*AA especifico en /100 de AAY Lisina en /100 de AA)
1 Calculado como (0.6730¢ (Thr + Arg )
2 Caleulado como (0.3269 * (Thr +Arg))

Los factores 0.3269 para treonina ¥ 0.6730 para argimina won ¢f porciento del prooxdio de los valores

reportados por Akiyama (1991) y Fox {(1986).

Los valores de lisina de los estadios zoea, misis y postlarva se extrapolaron del valor
reportado por Akiyama, (}981).

Lisina en larvas = [ Lisina Akivama(1991) * Leucina (zoea, misis 6 postlarva) / Leucina

Akiyama (1991} .

&1




Tabla 24.

Requerimientos estimados de AAE de larvas en los subestadios de

Zoea de Penaeus vannamei basado en el % de AAE del cuerpo

entero.
Requerimiento estimado
% materia seca '
AMINOACIDO Zoea I Zoea 11 Zoea I
Histidina 1.57 134 141
Argining ' 2.99 2.99 3.06
Treonina 0.98 0.98 1.00
Metionina 134 1.20 1.25
Triptofano 0.37 0.40 0.57
Valina 1.94 1.99 1.99
Fenilalanina 1.85 1.84 1.96
Isoleucina 134 1.46 1.44
Leucing 298 322 2.91
Lisina 2.93 315 2.88

i £/100 de AA®Proteina total de la farva, zoea de P, keramrus 0.583, (Mourente of al , 1995).

1 Calgulado como (0.6730* (Thr + Arg))

2 Calculado como (0.3269 * (Thr +Arg))

Los factores 0.3269 para treonina y 0.6730 para arginina oo el porciento del promedio de los valores
reportados por Akiyama (1991) y Fex(1986).

Los valores de lisina de los estadios zoea, misis y postlarva se extrapolaron del valor
reportado por Akiyama, (1981).

Lisina en larvas = [ Lisind Akiyama(1991) * Leucina (zoea, misis 6 postlarva) / Leucina
Akiyuma,(1991) ).
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Requerimientos estimados de AAE de larvas en los subestadios de Zoea de -
Penaeus vannamei basado en el % de AAE del cuerpo entero

Tabla 25.

Requerimiento estimado
Zoea ] |  Zoeall | Zoeall
% de Proteina.

AMINOACIDO | I I 11 1 [ I
Histidina 2.69 2.52 2.29 1.99 241 2.32
Arginina ' 5.13 480 5.13 445 | 525 504
Treonina 1.68 1.57 1.68 145 1.71 1.65
Metionina 2.30 2.15 2.05 1.78 2.14 2.06
Triptéfano 0.63 0.58 0.69 0.60 0.97 0.93
Valina 3.33 3.11 342 296 341 327
Fenilalanina 3.17 2.96 3.15 2.73 3.36 3.22
Isoleucing 230 2.15 2.50 2.17 247 2.38
Leucina 5.12 479 5.52 479 4.99 479
[Lisina 503 | 470 | 541 470 | 489 470

1 % de AAE +Tyr (calculados de fos datos en g/100 de AA) * 0.35.
11 (4.7*AA especifico en g/100 ¢ AAY Lisina en g/100 de AA)

1 Calculado como (0.6730® (Thr + Arg ))
2 Calenlado como (0.3269 * (Thr +Arg))

Los factores 0.3269 para trecnina y 0.6730 parn arginina son ¢] porciento del promedio de los valores

reportados por Akiyama (1991) y Fox (1986),

Los valores de lisina de los estadios zoea, misis y postlarva se extrapolaron del valor

reportado por Akiyama, (1981). ] _
Lisina en larvas = | Lisina Akiyama(1991) * Leucina (zoe2, misis 6 postiarva) / Leucina

Akiyama,(1991) ]
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Tabla 26.

Requerimientos estimados de AAE de larvas en los estadios de
Postlarva de Penaeus vannamei basado en el % de AAE
del cuerpo entero

Requerimiento estimado
% materia seca’

AMINOACIDO Postlarva I Postlarva I Postlarva ITI
istidina 0.96 0.97 1.10
Arginina ' 2.01 228 2.15
reonina > 0.66 0.74 0.70
etionina 1.82 1.12 1.12
riptéfano 0.65 0.32 0.31
Valina 1.50 1.21 131
enilalanina 1.16 1.24 1.35
Isoleucina 1.02 1.03 1.06
i 1.78 2.11 2.01
isina 1.75 2.07 1.98

! £/100 de AA*Proteina total de la larva de P. keraturus, 40.9 % de materia seca (Mourente et al , 1995).
1 Calenlado como (0.6730* (Thr + Arg ))

2 Calculado como (0.3269 * (Thr +Arg))

Los factores 0.3269 para treonina y 0.6730 para arginina son el porciento del promedio de las valores
reportados por Akiyama (1991) y Fox (1986).

Los valores de lisina de los estadios zoea, misis y postlarva se extrapolaron de] valor
reportado por Akiyama, (1981).

Lisina en larvas = [ Lisina Akiyams,(1991) * Leucina (zoea, misis 6 postlarva) / Leucina
Akiyama,(1991) ].



Tabla 27.
Requerimientos estimados de AAE de larvas en los estadios de
Postlarva de Penaeus vannamei basado en el % de AAE del cuerpo

entero
Requerimiento estimado
% de Proteina.
Postlarva I Postlarva IT Postlarva IIT
I I 1 I I I

2.35 2.58 237 220 2.69 2.62
4.91 5.40 5.57 5.16 5.25 5.11
1.61 1.77 1.82 1.65 1.71 1.67
4.46 4.90 273 1.233 274 2.66
1.59 1.75 0.79 0.73 0.77 0.75
3.66 4.02 2.96 274 3.20 3.11
284 3.12 3.03 2.80 3.31 3.22
2.49 2.73 2.52 233 2.58 251
4.36 479 5.17 4.79 4.92 4.79
4.28 4.70 5.07 4.70 4.33 4.70

I % de AAE (calcufados de los datos en g/100 de AA) * 035

I (4.7* AA especifico en g/100 de AAY Lisina en g/100 de AA)

1 Calculado como (0,6730% (Thr + Arg))

2 Calculado como (0.3269 * (Thr +Arg))

Los factores 0.3269 para treonina y 0.6730 pars arginina son e} porciento del promedio de los valores
reportados por Akiyama (1991) y Fox (1986).

Los valores de lisina de los estadios zoea, misis y postlarva se extrapolaron del valor
Teportade por Akiyama, (1981).

Lisina en larvas = [ Lisina Akiyama (1991) ¢ Lencina (zoea, misis 6 postlarva} / Leucina
Akiyama (1991) ].

3.8.1 Comparacion de requerimientos estimados de AAE de los estadios larvarios
de alimentacién exégena de P. vannamei (zoea, misis y postlarva) respecto a
juveniles y recomendaciones de AAE en formulaciones a nivel comercial de

la misma especie

En la Tabla 28 se proporcionan los requerimientos estimados de AAE de zoea,
misis y postlarva, asi como la recomendacion de AAE para formulacién de alimento
balanceado para camarones de Akiyama (1991) y la de Fox ef al.(1996). Para establecer
una mejor comparacion unicamente del balance de AAs sin considerar los valores
cuantitativos entre los estadios de alimentacion exogena (zoea, msis y postlarva) se
utiliz6 la relacion de cada AAE respecto al valor de meticnina (AAE/Met) descrito por
Deshimaru, (1982) y el indice de aminoacidos esenciales (JAAE) propuesto por Arai,
(1981).
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Tabla 28.

Comparacién de requerimientos estimados de AAE de larvas
en los estadios zoea, misis y postlarva de Penaeus vannamei
basado en el contenido total de AAE del cuerpo entero,
respecto a las recomendaciones a nivel comercial y juvéniles de

‘ 105 mg
Requerimiento estimado
g/100 g de Proteina g/100 g de proteina
AMINOACIDO | Nivel oqmercial Juveu:;felos Zoea Misis Postlarva
Fl‘llsndma 2.1 - 2.65 3.04 2.54
Arginina 58 7.99 5.60 6.26 524
[Treonina 36 297 272 3.03 2.54
+Meu'onim 24 220 233 3.28 3.33
Triptéfano 0.3 - 0.88 1.37 1.38
40 3.87 3.66 3.07 3.38
4.0 3.62 352 3.17 3.34
35 3.53 2.63 2.32 2.90
54 5.79 556 478 5.22
53 4.67 545 4.69 512

1Akiyama, (1991).
2 Fox et al., (1996).

Los valores de lisina de los estadios zoea, misis y postlarva se extrapolaron del valor
reportado por Akiyama, (1981).

Lisina en larvas = [ Lisina Akiyama(1991) * Leucina (zoea, misis & postlarva) / Leucina
Akivama (1991) ].
Los valores de AAE/Met se presentan en la Tabla 29, donde se puede observar
que si se utilizara como referencia para formular las recomendaciones de Akiyama (1991)
se presentarian deficiencias solo para el estadio zoea, ya que. la histidina, tript6fano,
leucina y lisina tuvieron una proporcién mayor en este estadio. Para el estadio misis y
postlarva el perfil recomendado a nivel comercial aparentemente cubriria en exceso el
requerimiento de las larvas. Por otro lado cuando se comparan los perfiles de AAE de
juveniles de la misma especie con zoea, la lisina presentaria una deficiencia, mientras que

para misis y postlarva el perfil de AAE de juveniles aparentemente cubriria los

requerimientos de AAs.
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En la Tabla 30 se presentan las comparaciones del IAAE de las recomendaciones
de Akiyama (1992) y los requerimientos propuestos por Fox ef al.(1996a) respecto al
perfil de larvas de P. vannamei. Se observa que histidina, arginina, metionina, triptéfano,
leucina y lisina estarian en deficiencia si s¢ empleara el perfil de de AAE recomendado
por Akiyama (1992) para formular dietas para los estadios zoea y postlarva. De la misma
manera la histidina, arginina, metionina y triptéfano estarian en deficiencia en el estadio
misis. En contraparte se si se empleara el perfil de de AAE propuesto por Fox er al
(1996a) para juveniles de P. vannamei para formular dietas para larvas zoea de P.
vannamei, la lisina seria la Uinica que estaria en deficiencia. Por otro lado la metionina
seria el Unico aminoacido deficiente st se empleara el perfil de AAE recomendado por

(Fox et al., 1996a) para formular dietas para misis y postlarva de la misma especie.

En la Tabla 3] se realiza una comparacion de las relaciones AAE/Met de los
subestadios zoea de P. vamnamei. Se observa que en Z-I que la histidina esta en una
proporcién mayor a la recomendacion a nivel comercial (Akiyama, 1992) por lo que se
formularia, con una posible deficiencia. En Z-II la arginina, histidina, leucina y lisina se
encuentran en mayor proporcién que las relaciones AAE/Met para el perfil recomendado
a nivel comercial, asimismo en Z-III la histidina, triptofano y lisina estan en proporcion
mayor que las recomendaciones a nivel comercial. Mientras que, cuando se toma como
referencia el perfil de juveniles, la lisina es el Onico AA que estaria también en deficiencia

para Z-I1.

Cuando se comparan los IAAE en el subestadio Z-I (Tabla 32), la histidina,
arginina, metionina, leucina y lisina estarian en deficiencia si se empleara para formular
dietas el perfil de AAE recomendado por Akiyama (1992). Mientras que para el estadio
Z-1I la histidina, arginina, isoleucina leucina y lisina presentarian deficiencia, en el estadio
Z-ITT ademas de los cinco AAs descritos anteriormente; la metionina también estaria en
deficiencia. Cuando se comparan los IAAE de las recomendaciones reportadas por Fox et
al. (1996a) respecto a los subestadios de zoea, se observa que la metionina y lisina en Z-
I, treonina y lisina en Z-II y Z-III estarian en deficiencia, si se emplearan dichos valores

para formular dietas en estos subestadios.
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En la Tabla 33 se comparan las relaciones AAE/Met para los subestadios de
postlarva de P. vannamei, tomando como referencia las recomendaciones para
formulacion a nivel comercial, observandose que para PI-I el triptéfano estaria deficiente.
En PI-II el perfil de recomendaciones a nivel comercial cubriria todos los requerimientos
de AAE, mientras que en PL-III, la histidina y el triptofano serian deficientes.

Se compararon los IAAE de los estadios de postiarva (Tabla 34) respecto a las
recomendaciones a n ivel comercial proporcionadas por Akiyama (1992), donde se
observo que la histidina, metionina, triptofano y valina, estuvieron en deficiencia en PI-I
mientras que en P y PI-VII la histidina, arginina, metionina, triptéfano leucina y lisina
presentaron también una menor proporcion que las recomendaciones a escala comercial.
Cuando se compararon los IAAE de los requerimientos propuestos por Fox et al (19962)
respecto a los tres estadios de postlarva analizados, se observo que la metionina seria la
unica deficiente en PIl-I y Pi-II, mientras que en Pl-VII ademas de la metionina, 1a lisina

present6 también deficiencias.
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3.8.2 Correlacion de los perfiles de AAE (P< 0.05) en los estadios larvarios de
alimentacion exdgena (zoea, misis y postlarva) respecto a juveniles de 105

mg de Penaeus vannamei y recomendaciones de AAE a nivel comercial

Las correlaciones se presentan en la Tabla 35. El perfil de AAE recomendado
para formulacion de dietas a nivel comercial presentd coeficientes de correlacion
superiores 0.86 para misis hasta 0.96 para el estadio zoea. El perfil de AAE de juveniles
de 105 mg tuvieron coeficientes de correlacion mayores a 0.82 para postlarva, 0.87 para
zoea y 0.89 para misis. La correlacion entre los perfiles de AAE de zoea respecto a misis

y postlarva fue de 0.92 y 0.97 respectivamente.

Tablsa 35

Correlacion de los perfiles de AAE (P< 0.05) en los estadios
larvarios de alimentacion exogena (zoea, misis y postlarva) de
Penaeus vannamei respecto a juveniles de 105 mg y
recomendaciones de AAE a nivel comercial de Penaeus vannamei

Juveniles Zoea Misis Postlarva
105 mg,
Recomendacion
Nivel 9]1 0.96 0.86 0.92
comercial 92 i0 10 10
0.0018 3 0.0001 0.0096 0.0055
Juveniles 0.87 0.89 0.82
105 mg. 9 9 9
0.006 0.003 0.0137
Zoea 0.92 0.97
10 10
0.0042 0.0002
Misis 0.93
: 10
0.0021

; Coeficiente de correlacion
Tamaiio de muestra
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1  Precision en el andlisis cualitativo

Los tiempos de retencién individuales presentaron poca variacion durante un
mismo dia de trabajo, es decir tuvieron repetibilidad, asi como a lo largo del periodo de
mvestigacion (C.V. < 1.96 %), por lo que también fueron reproducibles. El acido
glutdmico presentd los C.V. mas elevados que el resto de los aminodcidos analizados
" (1.96 %), mientras que valina y triptofano tuvieron los C.V més bajos con 0.58 y 0.57 %
respectivamente, estos AAs fueron los que presentaron mayor variabilidad en el trabajo
de Cavazos (1994), sin embargo los C.V. fueron menores con 0.8, 0.2, y 0.1'% para
: 4cido aspartico, triptofano y valina respectivamente, se hace la observacion de que en
dicho trabajo solo se reporto la repetibilidad en un dia de trabajo. Cabe sefialar que los
tiempos de retencion pueden variar en funcién de 1a temperatura ambiental y en cambios
en el pH y la composicion de las fases moviles. En nuestro caso se detecté claramente
que el factor temperatura ambiental fue €l que actué de manera mas notable ya que en
verano se registraron tiempos de retencion mdis cortos para un mismo compenente con

respecto al invierno.
4.2  Exactitud y Precision del andlisis cuantitativo

En el presente trabajo se requirié cuantificar aminoAcidos proteicos por lo que fue
‘necesario emplear un método de hidrolisis para obtener AAs individuales. Al aplicar los
factores de hidrélisis para cada AA, se corrigen las pérdidas que pudieran ocurrir durante
la hidrdlisis de proteinas por lo tanto, se compensa el error por pérdidas de AAs durante
dicho proceso y aumenta la exactitud del andlisis cuantitativo. Dall y Smith (1987)
. emplearon la correccion por pérdidas durante la hidrolisis de una mezcla de AAs que
fueron aplicados a los hidrolizados de proteina en musculo del camaron P. esculentus y

observaron la variacion de AAs durante periodos de ayuno. En la presente investigacidn
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los factores de hidrdlisis con AMS tuvieron un valor maximo de 1.36 para histidina y
metionina, mientras que el valor mas bajo lp presentd alanina con 1.17. Es dificil
establecer una comparacion entre los factores de hidrélisis obtenidos en nuestro trabajo
con los valores reportados por Dall y Smith (op. cit.} debido a que emplearon HCI para
realizar la hidrolisis en tal caso, isoleucina, treonina y serina presentaron los factores de
hidrolisis mas elevados 2.5, 2.0 y 1.66 respectivaménte mientras que Triptéfano tuvo el
valor de 1.0.

Para la evaluacion de la exactitud y presicién del andlisis cuantitativo se analizd
por CLAR-FR la ASB de la cual previamente se conocia su composicion aminoacidica.
Las concentraciones de ASB (g/100g de AA recuperados) obtenidas por el analisis
mediante CLAR-FR se¢ compararon con las proporciones tedricas segun secuencia y
mostraron una buena exactitud en el analisis. Esto se pudo constatar cuando se realizd
una prueba de t de Student donde no se encontraron diferencias significativas (P < 0.05),
a excepcion del 4cido ghitamico, histidina, glicina y metionina entre el promedio de los
valores de ASB cuantificados por CLAR-FR y los valores tedricos obtenidos por
secuencia aminoacidica. Adicionalmente se obtuvo un coeficiente de correlacion entre los
dos valores de a 0.94, ast como un valor de la pendiente de la recta muy cercano a la

unidad (y = 1.03x + 0.57), aproximandose a una correlacion perfecta.

Los C.V. de los AAs cuantificados en los analisis de ASB fueron menores a 9.94
%, siendo serina quien presentd mayor variacion, a excepcion de triptofano que presentd
un C.V de 20.98 %, sin embargo en este caso solo se obtuvieron dos valores por lo que
el cdloulo puede estar sobrestimado aunnado al hecho de que la concentracion es menor

que la unidad lo que hace que el C.V. sea mayor.

La variacion de los AAs entre muestras de larvas de camarén medida como
desviacion estandar, generalmente fueron menores a la unidad en los estadios nauplio,
zoea, y postlarva, sin embargo en el estadio misis se presentd la mayor variabilidad de

todos los estadios analizados, registrandose desviaciones estandar de hasta 2.23 y 2.5
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unidades respecto al valor promedio en histidina y metionina por lo que no se pudieron

detectar diferencias significativas entre los subestadios de misis.

4.3 Muestreo y colecta de los diferentes estadios larvarios de P. vannamei

Inicialmente se identificaron las variables que podian afectar o influir sobre la
composicién bioquimica de los diferentes estadios larvarios, con el fin de que la tinica

variable involucrada fuera el cambio del estadio ¢ subestadio larvario.

Para ello, se habia previsto muestrear por triplicado cada subestadio de tres
cultivos larvarios diferentes, provenientes de un mismo tipo de reproductores que
hubieran seguido ¢l mismo programa de alimentacién y mancjo durante la fase de

maduracion.

El tamafio de muestra necesaria para la determinacion de AAP era desconocido
por lo que se tomo6 una cantidad aleatoria de organismos por muestra, que fue menor a
medida que avanzaba el estadic larvario. Después de realizar un conteo volumétrico se
estimé que se habian colectado en promedio por cada muestra en cada subestadio 3 000
huevos, 2 000 nauplios, 800 zoeas, 600 misis y 200 postlarvas. Lo que representaria en
su totalidad 15 800 individuos por cultivo larvario, que a su vez multiplicado por el
numero de replicados que en este caso fueron 2 se alcanza una cantidad de 32 600
organismos/cultivo. Es decir del 4-6.5 % del total de organismos que se obtendrian de
una tina de cultivo larvario de 14 - 20 m®, considerando una tasa de sobrevivencia del 50
%.

Considerando un costo de 7 dblares el millar el muestreo por ciclo larvario
ascenderia a 221.2 dolares. En la préctica debido a diversas cirscunstancias el muestreo se
realizd en condiciones menos estrictas y mis practicas, tomando los diferenies
subestadios a partir de diferentes cultivos larvarios provenientes de camarones cultivados
y camarones del medio natural que constituian el lote de reproductores del laboratorio

muestreado.
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Sin embargo, se considera que el efecto de estas variables no fue determinante,
por ¢l hecho de que todas fas tinas de cultivo larvario fueron tratadas exactamente con el
mismo protocolo de cultivo y por otro lado a pesar de que algunos reproductores eran
silvestres, estos maduraron dentro del laboratorio, bajo las mismas condiciones de

alimentacién y cultivo, por lo que solo un efecto genético podria haber influido.

Por los resultados obtenidos con C.V. especialmente bajos entre replicados en el
anilisis de aminoacidos, consideramos que los resultados obtenidos son principalmente
debidos a los cambios ontogénicos del camardn, a excepcion del estadio misis donde se

encontrd alta variabilidad.

Para poder considerar los AAs analizados como una referencia de requerimientos,
es necesario partir de un ciclo larvario exitoso y este se considerd asi porque los ciclos
larvarios en el laboratorio muestreado presentan porcentajes de sobrevivencia en
superiores al 50 %, desde N-V hasta P1-7.

4.4 Forma de expresion de resuitados

Para conservar adecuadamente las muestras, se congelaron sin registrar el peso y
hasta el momento de iniciar el analisis de las larvas se realizo la limpieza y el conteo de las
muestras por unidad de volumen. Lo que permitié expresar los resultados de contenido
proteico por individuo como es reportado por Le Moullac er al.  (1994ab) y
Cahu ( 1979).

En el caso de los resultados de AAs debido a que la muestra para el andlisis fue
sometida previamente a un proceso de purificacion, (Eliminando los lipidos,
carbohidratos, AAs libres y humedad) el peso ﬁnal~ del hidrolizado no correspondié al
peso de la muestra antes de la hidrolisis (1-2 mg), por lo que no se consideré como
proteina pura (para expresar los resultados en % de proteina) debido a la presencia de
quitina en la muestra antes de la hidrolisis. Para eliminar esta interferencia se opt6é por

expresar los resultados en valor relativo a la cantidad total de AAP y de AAE para poder
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comparar con datos bibliograficos y hacer estimaciones de los requerimientos para los

estadios larvarios de P. vannamei.

Consideramos que seria necesario triplicar la cantidad de muestra para contar con
suficiente material y tener la posibilidad de expresar los resultados de AAs en % de la
proteina determinada por Kjeldalh ¢ en % de la materia seca (pesande los animales),

forma de expresion comunmente usada en literatura.

Asimismo se considera que en 12 medida de lo posible las muestras de subestadios
deben realizarse a partir de un mismo cultivo larvario para cada subestadio (considerando
el cultivo larvario como replicado).asimismo se debe realizar el seguimiento de] cultivo
desde su inicio hasta la transferencia a estanques de precria, para poder utilizar estos
parametros bioquimicos (contenido de AAs) como posibles indicadores de la calidad de

las larvas.
4.5 Analisis de proteinas en los estadios embrion, nauplio y zoea de P. vannamei

Este analisis se realizo sobre un nimero muy reducido de replicados y solo sobre
los primeros subestadios debido principalmente a la falta de prevision en la cantidad de
muestra necesaria para estas determinaciones. Desde este punto de vista los resultados
podrian considerarse como preliminares, sin embargo al comparar con datos
bibliogrificos se encontrd que ciertos valores concuerdan con algunos de los resultados

reportados en este trabajo.

Al comparar el contenido de proteinas del huevo encontrado en este trabajo 0.16
* 0.4 yg/org con los valores reportados para la misma especie por Quakembush (1989)
de 0.56 £ 0.28 ug/org, observamos que el valor cuantitativo es muy bajo, sin embargo
Quakembush Op. cir., hace referencia a la gran variabilidad encontrada en muestras de
huevos de un mismo desove asi como diferentes desoves debido al estado de desarvollo
embrionario en que se encuentre cada huevo en el momento del muestreo. inclusive

considerando las desviaciones estandar que dicho autor reporta, se pudo constatar que en
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su analisis obtuvo valores de proteina mas bajos que los que se reportan como promedio

en este trabajo.

Claybrook (1983) reporta que las proteinas conforman una fraccién importante de
los constituyentes organicos en los huevos de crustéceos alcanzando cerca del 50 % de
peso seco en camarones (Richard y Ceccaldi, 1977). La alimentacion inicial del embrién,
se deriva de la yema del huevo, la cual estd constituida de una lipoglicoproteina
denominada lipovitelina. La composicion de aminoacidos de las protejnas del huevo varia
a o largo del desarrollo embrionario registrando un porcentaje menor de metionina y

cisteina en los estadios previos a la eclosion, (Richard y Ceccaldi, Op. cit.).

Durante el desarrollo embrionario los aminoacidos liberados de la lipovitelina por
la accion de proteasas entran al reservorio de aminoacidos libres, solo una porcion es
reincorporada a las proteinas embrionarias (cuantificables por Bradford). El contenido de
proteina total decrece cerca de un 25 % durante el desarrollo del embrién de P. serratus
por lo que relativamente parece que poca proteina es oxidada durante la embriogénesis
(Richard y Ceccaldi, Op. cit.), siendo principalmente los carbohidratos y en segundo

término los triglicéridos los que se consumen durante esta fase.

Los huevos fertilizados eclosionan después de 14-16 hrs del desove, resultando el
primer estadio de nado libre N-1. En nauplio los requerimientos de energia se incrementan
y dependen del suministro de energia proporcionada por las reservas presentes en el

vitelo.

A medida que el desarrollo del nauplio avanza el contenido energético del mismo
se va agotando (Cahu, 1979) lo cual es visible de manera practica como un cambio de
coloracion en el nauplio que va desde amarillo obscuro en N-I hasta semitransparente en
N-V (Wyban y Sweeney, 1992). Sin embargo el contenido de proteinas no cambia
considerablemente si no hasta el inicio del N-V, debido a un consumo preferencial de
carbohidratos en forma de glicogeno y lipidos en forma de 4cidos grasos. Cuando se
analizd una mezcla del cuarto y quinto subestadios (N-IV/N-V) se observo una
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disminucion del 16 % respecto al N-III como resultado del catabolismo de proteinas al
haberse agotado los sustratos glicoliticos y lipidicos, para suministrar el requerimiento
energético necesario durante esta fase. Cusimdo el N-V sufre metamorfosis para
convertirse al primer estadio de zoea (Z-I) ocurren cambios morfologicos notables; en
este trabajo se obtuvo el nivel mas bajo de proteina0.21 pg/org en este estadio, lo cual
indicaria el grado maximo de catabolismo de la proteina tisular, que en otros trabajos se
ha reportado para el subestadio nauplio. Esto a su vez se relaciona con la caida del valor
energético y peso seco de N-VI de P. japonicus reportado por Cahu (1979) y la caida de
proteina soluble en el mismo subestadio reportado para P. japomicus por Laubier-
Bonichon (1983), asi como con la baja actividad de enzimas digestivas reportado para los

. nauplios de P. vannamei por Le Moullac (1994a).

En el estadio Z-I se inicia la alimentacién exogena principalmente con microalgas
a una densidad de 100 cel/pl, por lo que el contenido de proteinas se incremento
notoriamente a medida que transcurria el estadio. Para Z-II (0.54 pg/org), se observo un
incremento notorio (157 %) respecto a Z-1. En Z-III el contenido de proteina siguid
aumentando (0.68 ug/org) como reflejo de la acelerada tasa de crecimento que se
presenta durante estos subestadios coincidiendo con el paulatino incremento de la tasa de
crecimento y contenido energético para el estadio zoea reportado por Cahu (1979),
Laubier-Bonichon (1983) para P. japonicus y para P. vamnamei por Le Moullac
(1994a,b).

En este trabajo la concentracion de proteinas se redujo cuando ocurri6 el cambio
de estadio nauplio a estadio zoea, en camarones peneidos se ha observado que cuando
ocurre el proceso de muda, las células del tejido corporal absorben agua con esto el
organimo aumenta de talla, por lo que puede disminuir la cantidad de proteinas en el

organismo, compensando posteriormente esta disminucidn al reiniciar su alimentacion.

Durante el estadio zoea, la larva se alimenta continuamente de microalgas y/o
" dietas inertes por lo que el suministro de nutrientes es constante, el cual se ve reflejado en

¢l incremento proporcional de proteinas, coincidiendo con el patrén de comportamiento
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del contenido de proteinas reportado por Le Moullac (1994a) para la misma especie, a
pesar de que los valores obtenidos en este trabajo fueron inferiores, asimismo el
contenido de proteina durante el desarrollo de ‘los tres subestadios de zoea depende del
alimento suministrado. Se ha demostrado que el contenido de proteina disminuye
notablemente alimentando a las larvas con microparticulas que cuando se les

proporcionan microalgas, Le Moullac (1994b).

Los resultados reportados en este trabajo coinciden en algunos valores con los
reportados en bibliografia, sin embargo en el trabajo de Quakembush (1989) se realiz6 un
tratamiento de muestra diferente (precipitacion de la proteina total soluble con NH4SO,)
previo a la cuantificacion de proteina por lo que se atribuye a un tratamiento de muestra

diferente la poca coincidencia en los resultados.
4.6  Variacion del contenido de AAs durante la ontogénesis de Penaeus vannamei

El proceso de desarrolio larvario ocurre a través de una secuencia de mudas
donde el régimen alimenticic es de gran importancia para un crecimento y metamorfosis
adecuado Mourente ez al. (1995). Durante €l desarrollo larvario, inicialmente la larva
depende de las reservas (lipidos, proteinas, carbohidratos y carotenoides) provenientes de
los reproductores para la obtencion de energia y sintesis de nuevos componentes
organicos y es solo a partir del estadio zoea cuando el régimen alimenticio exdgeno
empieza a afectar la composicién global de la larva. En el presente estudio el perfil de
AAs de la proteina corporal soluble, precipitada e hidrolizada deben corresponder
principalmente a las lipovitelinas que constituyen arriba del 90 % de la proteinas solubles
del huevo fertilizado (Lee et al. 1994) y a la proteina corporal (tejidos, enzimas,
hormonas, etc) en el caso de las larvas, que a su vez es afectada' por la proteina

provenijente del alimento (microparticulas, microalgas, artemia).

En e] presente trabajo al comparar el contenido de AAs de los cuatro estadios
larvarios, nauplio, zoea, misis y postlarva de P. vannamei se encontraron diferencias

significativas en metionina, valina, isoleucina, leucina, fenilalanina, acido aspartico, acido
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glutdmico, serina, alanina y tirosina (P<0.05) coincidiendo con Dabroski, (1984) citado
por Fox ef al,, (1996) y con Wing-Keong y Silas (1994) quienes proponen que las
proporciones de los tejidos corporales (con sus tasas de “turn over” caracteristicas)
cambian durante la ontogénesis, por lo que los requerimientos de AAs pueden cambiar
dependiendo del estadio de desarrollo. En contraste con lo que ocurre cuando se trata de
la composicion en AAs corporales de diferentes especies de peces en.crecimiento o de la
misma especie con diferente talla ya que la proporcion de tejido muscular es
predominante, por lo que en este caso el requerimiento de AAE no debe diferir en gran
medida, (Cowey, 1994).

Durante la ontogénesis de P. vannamei la concentracion de metionina tiende a
incrementarse a partir de nauplio hasta postlarva un 65.8 %, ocurriendo 1o inverso a lo
reportado en el desarrolio embrionario de P. serratus por Richard y Ceccaldi (1977) y en
Dentex dentex por Tulli (1996). Este incremento en la concentracién de metionina puede
reflejar una sintesis proteica continua, ya que la metionina interviene entre otras funciones
como aminoécido iniciador de la sintesis proteica, precursor de cisteina/cistina y como
donador de grupos metilo en reacciones de transmetilacion para formar diversos
compuestos, como colina, creatina, adrenalina y peptidos como glutation (Bonn et
al,1991).

Los valores de AAE que presentaron diferencias significativas en este trabajo
(metionina y fos AAs ramificados valina, isoleucina y leucina, asi como también
fenilalanina) son similares a los que presentaron diferencias significativas en el trabajo de
Wing-Keong y Silas, (1994) en el cual analizaron la composicién de AAs del cuerpo
entero, higado, branguias), musculo, huevo, lipovitelina y vitelogenina, encontrando
diferencias significativas entre ellos en los siguientes AAs. EI miisculo contenia
cantidades mayores de acido glutamico, histidina y lisina. El higado contenia cantidades
mayores de los AAs ramificados (valina, isoleucina y lisina) y de cistina. Las branquias
tuvieron los valores méis altos de glicina y prolina con valores bajos de AAs ramificados.
En el huevo alanina, argining, cistina, metionina, fenilalanina, prolina, 4cido glutamico,

acido aspartico, lisina y serina presentaron diferencias significativas.
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A pesar de que no se analizaron 6rganos individualmente, debido a la limitante
que representa el trabajar con organismos de tallas pequefas; podriamos suponer que
hubieron cambios importante en los tejidos durante el desarrollo de los diferentes 6rganos
principalmente aquellos que constituyen el tubo digestivo,asi como en la puesta en
marcha de las actividades enzimaticas digestivas, lo que de una manera global podria
explicar las variaciones encontradas en los AAE y AANE mencionados anteriormente.
Cabe hacer mencion que existe una variacion importante en la actividad de las enzimas
digestivas reportada por Le Moullac (1994a,b) para los estadios larvarios de esta especie,
en donde se menciona la existencia de adaptaciones de las actividades enzimaticas en
relacion al régimen alimenticio. Esta adaptacion de las enzimas es inversamente
proporcional al porcentaje de proteina alimentaria 6 a la concentracién de sustrato y se
presenta como una caida de actividad en el subestadio misis-I para la tripsina, en M-III
para la quimotripsina y en M-I para la amilasa (Le Moullac, 1994a,b). Esta adaptacion
ocurre debido al aporte de sustrato especialmente rico en proteina y lipidos representado
por el suministro de nauplios de Artemia como alimento en este estadio. Las adaptaciones
fisiclogicas de la actividad enzimatica considerando el tiempo de retencion en el tracto
digestivo, también han sido consideradas por Jones ef al. (1997), para explicar las

variaciones enzimaticas en los estadios larvarios.

En el ciclo larvario del camardn Penaeus vannamei, €] 4cido glutamico se
increment debido posiblemente a los altos requerimientos de energia necesarios durante
¢l metabolismo de la larva, el cual; lo mismo que el 4cido aspartico pueden derivarse de
otros AAs mediante el mecanismo de desaminacion a partir de glutamato y aspartato

respectivamente.

4.6.1 Variacion del contenido de AAs durante el estadio misis

En el estadio misis no se presentaron diferencias significativas en el contenido de
AAs entre subestadios lo que indicaria que el requerimiento de todos los aminoacidos

esenciales para este estadio seria tinico. En el estadio misis la larva de P. vannamei se
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vuelve carnivora y presenta un sistema digestivo mas equipado debido al completo
desarrollo de los dientes del molino géstrico. A pesar de que disminuye la actividad de Jas
enzimas digestivas como la tripsina, quimotripsiﬁa y amilasa. El comportamiento reptorial
se ha mejorado, por lo que ademas de nutrirse de fitoplacton (Chaetoceros, Skeletonema,
Isocrysis, etc.) y dietas microparticuladas, puede capturar presas de un tamafio adecuado
como nauplios de Artemia salina, Jones et al., (1992). Aunado a esto los nauplios de
Artemia al ser proteina de origen animal, proporcionan una dieta con mejor balance de
aminoacidos. Durante el estadio misis existe una mayor selectividad hacia las
microcdpsulas que hacia las microalgas, (Marin-Magan et al, 1995) se atribuye dicho
comportamiento a las caracteristicas de los apéndices bucales al poder atrapar mejor a las
microparticulas que a las microalgas. El nivel de tripsina, quimotripsina y amilasa
disminuye drasticamente durante el desarrollo de misis, justo cuando se inicia la
alimentacién con nauplios de Arfemia, (Le Moullac 1994a). Lovett y Felder (1990),
proponen que la disminucién de la actividad enzimética después de misis I en Penaeus
sefiferus puede deberse al reemplazo de enzimas exdgenas presentes en los nauplios de
Artemia contribuyendo a la hidrolisis de la presa. Sin embargo las actividades enziméticas

de origen exégeno son muy pequefias, (Jones ef al., 1993).

Los resultados del estadio misis que se describen ¢n este trabajo, presentan
valores de desviaciones estandar elevados comparados con el resto de los estadios
larvarios de P. vannamei, una posible causa de la alta vaniabiiidad es que las muestras se
analizaron en periodo invernal (primera quincena de enero de 1996) y la temperatura
ambiental del laboratorio descendié hasta 18 °C. Durante el periodo de estandarizacion de
la metodologia también se observé una mayor variabilidad en los resultados cuando se

trabajo en invierno.

4,6.2 Variacion del contenido de AAs durante el-estadio postlarva

El par arginina + treonina aumenté al incrementarse el desarrollo postlarvario.

Este incremento se ha reportado en arginina cuantificado individualmente
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(Fox ef al., 1995) por lo que consideramos ¢l cambio del par arginina + treonina a la

variacion de arginina.

La postlarva ya ha soportado la transformacion larvaria, sin embargo parece haber
un desajuste en el requerimiento de AAs, debido principalmente a la necesidad de sintesis
proteica y a un cambio morfologico en el diverticulo medio anterior (DMA). El DMA
donde se efectia la secrecidn enzimatica y la absorcidn de nutrientes, reduce su tamafio
cuando la postlarva va creciendo, coincidiendo con una fase critica en la sobrevivencia
durante fa misma, (Jones et al., 1993). Después de que se ha reducido notablemete la
actividad enzimatica durante el estadio misis. La quimotripsina y la amilasa continuan
descendiendo durante el desarrollo de la postlarva, solo la tripsina se incrementa
nuevamente, Le Moulltac (1994b).

Se ha empleado la suplementacion con arginina en dietas para alevines de
Dicentrix labrax, sin embargo no se encontraron diferencias significativas a pesar de que
los promedios de peso final fueron mas altos en los alevines suplementados con L-
arginina que en la dieta control, (Tibaldi, 1993).asimismo en juveniles de Penaeus
monodon se han determinado los requerimientos de arginina por anilisis de rompimiento
de la recta, suministrando dietas microcapsuladas donde la variable evaluada es la
ganancia en peso, (Chen, 1992). La arginina es precursor de un fosfageno importante en
el misculo de crusticeos, la fosfoarginina Hird ef al., (1986) citado por Dall y Smith,
(1987). Con la suplementacion de L-arginina en dietas para larvas de P. japonicus a base
de caseina se logran resultados similares a los reportados alimentando con presas vivas,
(Teshima ef al., 1986).

Los acidos aspartico y glutamico son fuente rapida de epergia, Dall y Smith
(1987). El &cido aspartico que se deriva de ciclo del écido citrico, se incrementa durante
¢l ayuno en camarones adultos y puede ser sintetizado a partir de otros aminoacidos.
Glicina puede tener una funcién como combustible metabélico. Tirosina es precursor de

hormonas como la triyodotironina y triyotiroxina las cuales se sintetizan a partir de
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tirosina y una molécula de yodo las cuales son estimuladoras del crecimiento,
(Inui, 1985).

En el estadio postlarva se observa que el contenido de los AAs con diferencias
significativas entre subestadios, el intervalo de tiempo que mas se ve afectado es el que
comprende el paso de postlarva I a postlarva I1. Durante la cria larvaria de Penaeus
vannamei, las postlarvas de 2 a 3 dias, adquieren el comportamiento bentdnico por lo que
la estabilizacion de sus requerimientos puede deberse a la adquisicion de dicha
caracteristica. Mientras que la alta variacion de las concentraciones en los estadios
Postlarva I a postlarva TI, podria deberse a que el requerimiento para ciertos AAs ya no
se cubre con lo capturado en la columna de agua, por lo que estarian forzadas a adquinr
el comportamiento bentonico para poder reunir sus requerimientos nutricionales. Cuando
las larvas logran pasar al estadio postlarva II, parece haber una estabilizacion en la

concentracion de los AAs estadisticamente diferentes.

4.7 Comparacion del patrén AAE (%) de los diferentes estadios larvarios, con datos
bibliograficos

El embrién presentd los valores méas elevados de histidina y los aminoacidos
ramificados valina e isoleucina, mientras que durante el estadio nauplio registré el valor
mas alto de triptofano, En zoea la fenilalanina y tirosina asi como de leucina y lisina
presentan un requerimiento dietético mayor, en contraparte misis tiene un requerimiento

mayor de arginina y treonina, mientras que en postlarva solo la metionina fue la unica que

tuvo mayor demanda.

La histidina present¢ un requerimiento mas elevado, casi el doble respecto a P.
japonicus y P. monodon y A. transmontanus posiblemente por un error en la
cuantificacion. La arginina tuvo un requerimiento mas elevado en misis de P. vannamei,
respecto a P. japonicus, sin embargo P. monodon registré el valor mas elevado de todos
los tejidos analizados.
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48 Determinacion de Requerimientos de AAE en funcién de los aminogramas
obtenidos del cuerpo entero, en los estadios larvarios de alimentacién exégena en
Penaeus vannamei

La estimacién de los requerimientos de AAE se realiz6 de forma indirecta,
transformando los resultados obtenidos (g/100 g de AA) en este trabajo a % de AAE
para posteriormente obtener los resultados en porcentaje de proteina, tomando como
modele (Tacon, 1989) y poder comparar con valores previamente reportados en
literatura, Cabe mencionar que las dos formas de expresién de resultados es vélida, sin
embargo en nutricion animal todos los ingredientes empleados para formulacion se

reportan en porcentaje de proteina presente en el ingrediente,

-

Como requisito principal para formular alimento de larvas de camarén se debe
conocer la composicion de aminoacidos de la proteina corporal y poder simular dicha
composicion en el alimento suministrado. La proteina s ¢l nutriente més importante y
costoso en una dieta para camarones debido a que se encuentra en mayor proporcién
respecto a los demas componentes de la misma. Por lo que se debe trabajar con la
premisa de formular dietas que proporcionen los requerimientos de AAs a un costo

minimo para que se vea reflejado en buenas tasas de crecimiento y sobrevivencia.

La formulacion de alimento para larvas no es tan facil debido a que no se dispone
de datos suficientes sobre los requerimientos nutricionales especificos de las larvas, asi
como de los niveles de nutrientes y su disponibilidad (digestibilidad) en los ingredientes.
Adicionalmente en dietas para larvas de peneidos, se reéuiere el desarrolio de una técnica
de encapsulacion que asegure a la larva la ingestion y digestion mas adecuada de los

nutientes introducidos en la dieta, sin pérdidas por lixiviacion.

En este trabajo se analizo el ciclo larvario completo de P. vannamei resj)ecto al
contenido de AAs para proponer el requerimiento estimado de AAE y poder formular
dietas especificas para cada estadio y a nivel subestadio asumiendo que cada estadio

larvario tiene requerimientos nutricionales especificos.
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4.8.1 Zoea

El conocimiento de los requerimientos estimados de AAE en ¢l primer estadio de
alimentacion exdgena permitird planear estrategias de alimentacion duranie la crianza
larvaria a nivel comercial del camarén Penageus vannamei, debido a que los valores de
requerimiento para un estadio larvario en particular no se habian reportado hasta antes de

realizar esta investigacion.

Durante ¢l desarrollo larvario s¢ ha observado que la poblacion en las tinas de
crianza larvaria disminuye significativamente, esto se ha atribuido a epizootias de origen

bacteriano, micotico 6 viral, asumiendo que las larvas reciben una nutricion adecuada.

Sin embargo, los valores de requerimientos de proteinas, AAs, lipidos y vitaminas
se conocen muy poco por lo que actualmente no podria decirse que las larvas se nutren
adecuadamente. Una evaluacion en las estrategias de alimentacion puede realizarse al
conocer el requerimiento estimado de AAE ayudando tal vez a proporcionar una mejor

nutricion y consecuentemente incrementar rendimientos en la produccion larvaria.

Asimismo se puede emplear el requerimiento estimado de AAE en futuras
investigaciones para establecer el requerimiento real de AAE durante el ciclo larvario, por
lo que debe seguir evaluandose este perfil poniendo especial interés en los AAs que
tuvieron significancia estadistica y tal vez en contenido de AAL presentes en el cuerpo de
las larvas. El requerinﬁepto de AAE se correlacionaria con parametros biologicos como
sobrevivencia, talla y peso asi como el tiempo en que ocurre cada estadio y contenido de
proteina con lo que se obtendria un perfil de AAs mejorado basado en las mejores

condiciones de sobrevivencia, condicién de los animales y tiempo de metamorfosis.

4.8.2 Misis

Durante el estadio misis no ocurrieron diferencias estadisticamente significativas

en el andlisis de varianza realizado a los AAE. Por lo anterior se podria inferir que en e}
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estadio misis los requerimientos de AAE se han reunido debido principalmente a que las
larvas pueden nutrirse mejor al capturar presas vivas, ademas de ingerir microalgas o

dietas microcapsuladas.

En la crianza de larvas a nivel comercial del camaron Penaeus vannamei, una vez
que las farvas llegan al estadio misis la probabilidad de sobrevivir de la larva es mayor,
asimismo el paso desde misis hasta postlarva OClIfTe COR Menor riesgo. Podria pensarse
 que el requerimiento estimado de AAE presentado en este trabajo no puede estar muy
algjado del requerimiento de AAs real, el cual se puede emplear para formular alimentos
artificiales microparticulados sustitutos del alimento vivo en esta fase de vida larval. Al
-+ lograr la sustitucion de los nauplios de Artemia salina se reducirian significativamentes

los costos de alimentacion durante la crianza larvaria.

Sin embargo la interpretacion descrita anteriormente debe tomarse con cautela
debido 2 que durante el analisis estadistico se observd que en este estadio se observo la
mayor variabilidad en los datos y al realizar el ANOVA las posibles interacciones entre

subestadios pudieron ser encubiertas.

4.3.3 Postlarva

Al alcanzar el estadio postlarva, termina la fase de vida larvaria del camarén
Penceus vannamei adquiriendo un comportamiento benténico. Por las diferencias
significativas obtenidas en el analisis estadistico de arginina+treonina, metionina y
triptofano parece haber un requerimiento de argininattreonina que tiende a
incrementarse, mientras que triptéfanc y metionina se reducen. Podria pensarse que en el
tltimo estadio larvario la arginina tendria una funcién importante. El perfil de AAE
estimado del estadio postlarva podria servir como base para la formulacion de alimentos
para la siguiente fase de crianza ya sea en maternidades o en estanques de precria dentro

- de granjas de engorda.
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4.9 Comparacion de requerimientos de AAE de los estadios larvarios de
alimentacion exégena de P. vannamei (zoea, misis y postlarva) respecto a juveniles y
recomendaciones de AAE en formulaciones a nivel comercial de la misma especie

La histidina, triptéfano leucina y lisina tuvieron deficiencias cuando se
compararon las relaciones (AAE/Met) de zoea contra Jas recomendaciones para
formulacion a nivel comercial (Akiyama, 1992), asimismo cuando se compararon los
IAAE, ademis de los AAs descritos anteriormente, la arginina y metionina presentaron
deficiencias por lo que podemos suponer que las larvas en el estadio zoea podrian tener
un requerimento mas exigente en el requerimiento de AAE que para los estadios de misis,
debido a que el requerimiento de AAE aparentemente se cubre con el perfil de AAE
recomendados para formular a nivel comercial. Sin embargo cuando se compararon los
IAAE de las recomendaciones a escala comercial se observd que la histidina, arginina,

metionina, triptofano, leucina y lisina presentaron también deficiencia en postlarva,

Cuando se tomd como referencia el perfil propuesto por Fox ef al. (1996b) para
juveniles de P. vannamei en el estadio zoea, solo la lisina estuvo en menor proporcion
cubriendose con dicho perfil los requerimientos de AAE para los estadios de misis y
postlarva. Por lo que se puede interpretar que requerimiento de AAE de las larvas se
podria cubrir con el perfil de AAE que mas se aproxima al de [a larva en el caso de Fox ef

al., (1996b), el cual trabajo con juveniles de 105 mg.

Existen altas correlaciones mayores a 0.81 (P < 0.05) entre los perfiles de larvas
con el perfil de juveniles (Fox ef al., 1996) asi como recomendaciones a nivel comerciat

(Akiyama, 1991) en el camar6n Penaeus vannamei.

112



CAPITULO 5.

CONCLUSIONES

Se estandarizd la metodologia para andlisis de aminoicidos proteicos por
cromatografia de liquidos de alta resolucidn en la modalidad de fase reversa (CLAR-FR)

y derivatizacion precolumna en larvas de camaron Penaeus vannamei.

Se obtuvo buena reproducibilildad en los resultados al identificar los aminoacidos
por tiempos de retencion (C.V. < 2 %), en los factores de respuesta para cada
aminodacido (C.V. < 9 % en promedio), factores de hidrélisis (C.V.< 5 %), se obtuvo
buena linearidad en las rectas de calibracion (R*> 0.96), asimismo en la cuantificacion de

una proteina de referencia (C.V.< 10 %, excepto para triptofano 20 %).

El contenido de proteinas del huevo encontrado en este trabajo fue de 0.16 * 0.4
Hg/org, sin embargo se encontrd gran variabilidad en muestras de huevos de un mismo
desove asi como diferentes desoves. La alimentacion inicial del embrion, se deriva de la
yema del huevo, la cual esta constituida de una lipoglicoproteina denominada lipovitelina.
Durante el desarrollo embrionario, los aminoacidos liberados de la lipovitelina por la
accion de proteasas entran al reservorio de aminodcidos libres, solo una porcion es

reincorpora a las proteinas embrionarias.

A medida que el desarrollo del nauplio avanza el contenido energético del mismo
s¢ va agotando, sin embargo el contenido de proteinas no cambia considerablemente si no
hasta el inicio del N-V, donde se observd una disminucién del 16 % respecto al N-III
como resultado del catabolismo de proteinas al haberse agotado los sustratos glicoliticos
y lipidicos necesarios durante esta fase. Cuando el N-V sufre metamorfosis para
convertirse al primer estadio de zoea (Z-I) ocurren cambios morfologicos notables; en

este trabajo se obtuvo el nivel mas bajo de proteina 0.21 pg/org en este estadio, lo cual
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indicaria el grado méximo de catabolismo de la proteina tisular, relacionandose con la
caida del valor energético y peso seco de N-VI de P. japonicus reportado por Cahu
(1979) y la disminucion de proteina soluble en el mismo subestadio reportado para P.
Japonicus por Laubier-Bonichon (1983), ast como con la baja actividad de enzimas

digestivas reportado para los nauplios de P. vannamei por Le Moullac (19943).

Durante ¢l estadio zoea el suministro de nutrientes es constante, el cual se ve
reflejado en el incremento proporcional de proteinas, coincidiendo con el patron de

comportamiento del contenido de proteinas reportado por Le Moullac (1994a).

En los estadios nauplio y zoea no se reportaron resultados estadisticos. En
contraste en el estadio misis, las concentraciones tanto de los AAE y AANE no tuvieron
diferencias significativas (P > 0.05). En postlarva, las concentraciones de Treonina +
arginina, metionina, triptdfano, acido aspartico, glicina y tirosina también mostraron
diferencias significativas (P < 0.05).

Al realizar ANOVA vy separacion de medias de Tukey de todo el ciclo larvario
tomando como replicados a los subestadios de cada estadio, las concentraciones de
metionina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina, 4cido aspartico, acido glutdmico,
serina, alanina y tirosina tuvieron diferencias significativas; (P < 0.05). Por lo tanto, se
concluye que ocurren cambios en la composicién de aminodcidos proteicos durante el

ciclo larvario de P. vannamer.

Se proponen los requerimientos estimados de AAE para los estadios larvarios de
alimentacion exdgena de P. vannamei, zoea, misis y postlarva como % de proteina; zoea
(histidina 2.65, arginina 5.60, treonina 2.72, metionina 2.33, triptéfano 0.88, valina 3.66,
fenilalanina 3.52, isoleucina 2.63, leucina 5.56, lisina 5.45) misis (histidina 3.04, arginina
6.26, treonina 3.03, metionina 3.28, triptOfano 1.37, valina 3.07, fenilalanina 3.17,
isoleucina 2.32, leucina 4.78, lisina 4.69) y postlarva (histidina 2.79, arginina 2.34,
treonina 4.82, metionina 2.34, triptéfano 3.07, valina 1.27, fenilalanina 3.11, isoleucina

3.08, leucina 2.67, lisina 4.80). No existiendo en el estadio misis diferencias significativas.
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En postlarva arginina + treonina, metionina y triptéfano fueron los unicos que

presentaron diferencias significativas cuando se compararon entre subestadios.

L
A
Py

Cuando se compararen las relaciones AAE/Met y el IAAE de los e's'{adios zoea,
misis y postlarva respecto al perfil recomendado para formulacidén a nivel comercial, se
observé que las larvas en el estadio zoea y postlarva tuvieron un requérimento mas
exigente de AAE que para el estadio misis, debido a que la histidina, triptéfano, leucina,

lisina, arginina y metionina presentaron deficencias.

Asimismo el requerimiento de AAE de las larvas de P. vannamej se podria cubrir
con el perfil de AAE de juveniles debido a que cuando se compararon los perfiles de los
estadios zoea, misis y postlarva con juveniles de 105 mg de la misma especie reportados
por Fox et al. (1996b), todos los requerimientos de AAE reportados en este trabajo no

presentaron deficiencias a excepcion de la lisina.

Existen altas correlaciones mayores a 0.81 (P < 0.05) entre los perfiles de larvas
con e! perfil de juveniles (Fox et al,, 1996) asi como recomendaciones a nivel comercial

(Akiyama, 1991) en el camaron Penaeus vannamei.
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ANEXOS
ANEXO 1

Esquema general

Estandarizacién
dela
Metodologia
Toma de muestra
Tratamieto de T S T
muestra = l

Hidrélisis de muestra
5
? : : ...-:':‘.-;*
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ANEXO 2

Secuencia de aminoacidos de ASB%:

1 mkwvtfisll llfssaysrg vfrrdthkse
fsgylgqgcpf

61 dehvklvnel tefaktcvad eshagceksl
madccekgep

121 ernecflshk ddspdlpklk pdpntlcdef
viyapellyy

181 ankyngvigd ccgaedkgac llpkietmre
eralkawsva

241 rlsgkfpkae fvevtklvtd ltkvhkecch
qgdtissklke

301 ccdkplleks hciaevekda ipenlpplta
gsflyeysrr

361 hpeyavsvll rlakeyeatl eeccakddph
ikgnecdgfek

421 lgeygfgnal ivrytrkvpg vstptlvevs
cted

541 dtekqgikkqt alvellkhkp kateeglktv

favegpklvv
601 stgtala

iahrfkdlge
htlfgdelck
kadekkfwgk
kvlassargr
gdllecaddr
dfaedkdvck
acystvidkl
rslgkvgtzrc

menfvafvdk

eqgfkglvlia
vaslretygq
ylyeiarrhp
lrcasigkfg
adlakyicdn
nygeakdafl
khlvdepgnl
ctkpesermp

ccaaddkeac

' Localizada en el GenBank del National Center of Biotechnology Information via

Internet.

Secuencia de aminoAcidos de ASB analizada por CLAR-FR estandarizado en el

presente trabajo.

Aminodcido %
Ac. Aspértico 912
Ac, Glutiamico 10.37
Serina 4.20
Histidina 310
Glicina 159
Arg. +Treo. 10.70
Alanina 5.45
Tirosina 4.75
Metionina 0.93
Valina 6.20
Triptéfano 0.80
Fenilalanina 6.18
Isoleucina 2132
Leucina 10.63
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