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Resumen

El abastecimiento de materias primas para la fabricacién de alimento se esta dejando sentir, el aumento de la
demanda de ingredientes para la alimentacién de peces se estd enfocando en nuevas fuentes de proteinas, con
la finalidad de disminuir la inclusién de harina de pescado, por tal razén en los Ultimos afios las
investigaciones pretenden enfocarse en la evaluacion de fuentes de proteina de origen vegetal y animal. El
presente trabajo pretende dar a conocer los avances en la investigacién de nuevas alternativas alimenticias
para la nutricién de peces, evaluando su digestibilidad, grado de inhibicion, y evaluacion de enzimas
digestivas a través del tracto intestinal, dando como resultado que la hidrélisis de la proteina en especies como
castarrica (Cichlasoma uruptalmus) muestran una mayor digestibilidad al sorgo, estos se debe a que los
habitos alimenticios de estas especie es omnivora, en el caso de las tenguayacas (Petenia splendida) se
observo que los peces tienen mayor digestibilidad a las harinas de fuente animal por tener habitos carnivoros,
y con ello tener nuevas alternativas de fuentes de proteina para la fabricasion de piensos altamente digeribles
gue con ello se cubren varios aspectos como tener las fuentes proteinas a menor costo y obtener piensos que
se han mas amigables con el medio ambiente. Los resultados para la inhibicién enzimatica muestran que los
extractos de los ciclidos frente a concentraciones crecientes de harinas reflejan que la harina de sorgo presenta
los mayores niveles de inhibicidn sobre las proteasa alcalinas de la tenguayaca alcanzando un porcentaje de
inhibicion del (60%) a partir de una concentracion de 1.2 mg/ml de harina. En la evalucion de eficiencia de

proteina los resultados obtenidos en ambas enzimas tripsina y quimotripsina muestran un valor de 25.04 +
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3.70 y 24,41 + 1,26 unidades, respectivamente, mientras que en el intestino posterior este es de (2,39 £ 1,00 y
4,90 + 1,28 unidades, respectivamente). Después del tiempo de hidrdlisis el 10 % de los aminoacidos
presentes fueron liberados

Palabras clave: eficiencia enzimatica, digestibilidad, hidrdlisis, inhibidores, harinas.
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Introduccion

La pesca a nivel mundial, probablemente ha alcanzado el potencial maximo de captura. En
total, el 80% de las poblaciones mundiales de peces sobre las que se dispone de
informacién han sido registradas como plenamente explotadas o sobreexplotadas (FAO,
2009). En el caso de México el 70% de las pesquerias se encuentran catalogadas como
explotadas al maximo o en deterioro (Olmedo, 2009). Como alternativa al problema surge
la acuicultura, que ha sido catalogada como el sistema de produccion de alimento que tuvo
el mayor ritmo de crecimiento en la ultima década, incrementandose de 30.6 millones de
toneladas en 1998 a 41.9 millones de toneladas en el 2003 (FAO, 2007). A nivel mundial se
considera como una biotecnologia importante, con un enorme potencial de desarrollo para
el cultivo de peces de aguas continentales, salobres y marinas (SAGARPA, 2003). Con el
cultivo de especies de importancia alimentaria y comercial, como es la produccién de
carpas con 16,692,147 toneladas, salmones con 1,799,383 toneladas y las tilapias y otros
ciclidos con 1,505,804 toneladas, y también aquellas en riesgo o peligro de extincién, que

son recuperadas mediante técnicas de cultivo (FAO, 2007).

La acuicultura se presenta como una alternativa para cubrir la creciente demanda de
proteina animal (Granados y Gardufio, 1998), hacer productivas las extensiones de tierra
que no son aptas para la agricultura y optimizar los recursos acuéticos (FAQO, 1983), sobre
todo en los sectores mas vulnerables de la poblacion. Por lo tanto existe gran interés en
dirigir fondos y esfuerzos hacia esta actividad en zonas rurales para mejorar el nivel de
vida en este sector (Escalera, 2006). Indudablemente el cultivo exitoso de cualquier especie
comprende diversos aspectos biolégicos, econdmicos, sociales y del medio ambiente. El
continto desarrollo y mejoramiento en la eficiencia de la produccion acuicola requiere a su
vez de mejoras sostenidas de la formulacién y la tecnologia de alimentos. Por consiguiente,
la tecnologia de la acuacultura ha ido evolucionando y mejorando los rendimientos,
mediante el conocimiento cientifico de los habitos alimenticios, requerimientos
nutricionales, y digestibilidad de los diferentes productos, entre otros, y ello permitira

contribuir a incrementar los rendimientos econdmicos de la acuacultura, ya que el
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desarrollo y rentabilidad de los cultivos intensivos de peces depende, inevitablemente, del
disefio y produccion de dietas comerciales que satisfagan los requerimientos de nutrientes
esenciales y sean aceptadas en cantidades adecuadas para asegurar un crecimiento 6ptimo
(De la Higuera, 1987; Soler et al.., 2000).

La nutricion es uno de los factores mas importantes en la acuacultura, y con una dieta
adecuada se obtiene un mejor desarrollo de los organismos (Carrillo et al.., 1987; Barletta,
2001). La determinacion de los requerimientos nutricionales, y principalmente los
proteinicos, es uno de los aspectos mas importantes a considerar para la alimentacion de los
peces (Catacutan, 2001; Moon et al.., 2001; Ng et al.., 2001; Kim y Sang-Min, 2005), dada
la importancia que tienen las proteinas y los aminoacidos en las humerosas funciones que
éstos realizan (Barroso et al.., 1994; Kang-Woong et al.., 2004; Ali y Jauncye, 2005). La
nutricion genera los mayores costos, mas de la mitad de la operacion del cultivo, por lo
tanto es importante el conocimiento en la nutricion y la alimentacién practica ya que es
esencial para el éxito en la acuacultura (National Research Council, 1993; Sang-Min et al..,
2000; Kim et al.., 2001; Meyer y Machado, 2004; Ng et al.., 2003; Cho et al.., 2005). Los
requerimientos nutricionales de todas las especies acuaticas cultivadas pueden clasificarse
en cinco diferentes grupos de nutrientes; proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y
minerales (Tacon, 1994; Wing y Silas, 1994; Herndndez, 2000). Los estudios sobre los
requerimientos nutricionales son necesarios para la formulacion de dietas adecuadas para
cada estadio de desarrollo del organismo, tomando en cuenta el conocimiento de sus
habitos alimenticios y caracteristicas fisicas preferenciales de su dieta (D° Abramo y
Novell, 1991; Kim et al.., 2002).

Las proteinas, al ser el componente basico de los tejidos, son esenciales para el
mantenimiento y el crecimiento (Hepher, 1993). Constituyen alrededor del 50 % del peso
seco de las células y son fundamentales en todos los aspectos de la estructura celular y de
su funcion, y ademas aportan los aminoacidos necesarios para un gran nimero de procesos
bioquimicos (Carrillo et al.., 1987). Las proteinas son compuestos organicos complejos de

elevado peso molecular, que contienen, al igual que las grasas y los carbohidratos, oxigeno,
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carbono e hidrégeno, y ademas tienen nitrégeno, y muchas de ellas azufre (Soler et al..,
2000). Estas moléculas contienen frecuentemente varias centenas de aminoacidos ya que
estos son los constituyentes principales de la proteina y se caracterizan por poseer un grupo
nitrogenado basico amino (-NH) y uno carboxilo (-COOH) (Curtis y Barnes, 2002). Se ha
demostrado que para lograr el maximo crecimiento en los peces, los aminoacidos esenciales
tienen que ser proporcionados en la alimentacion ya que no pueden ser sintetizados por el
organismo (Cowye, 1999). Sin embargo, los peces no tienen requerimientos de proteina
cruda o absoluta, como lo describen Menghe Li et al.., (2003), sino que requieren ciertas
cantidades de aminoacidos digestibles, mismo que esta influido por varios factores como lo
son la especie, la edad, la racién alimenticia, composicion de la dieta y su contenido en
energia digestible, y la temperatura del agua. Los peces cultivados en climas tropicales
tienen un requerimiento de proteina mas bajo (25 a 30 %) que los cultivados en climas
moderados (30 a 40 %) (Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000).

Una vez que la proteina es digerida o hidrolizada se liberan los aminoacidos, los cuales son
absorbidos por el tracto intestinal y distribuidos a través de la sangre a todos los 6rganos y
tejidos del pez (Soler et al.., 2000; Alam et al.., 2002). Las proteinas desempefian gran
diversidad de funciones, actan como catalizadores, como elementos estructurales, en los
sistemas contractiles, como reserva de los elementos nutritivos y como vehiculos de
transporte; también actian como hormonas y elementos de proteccion (Tacon, 1987;
Lehninger, 1995). Desde el punto de vista de la nutricidn, los requerimientos nutricionales

desempefian un papel importante, esta es la razén fundamental por la cual se estudian.

Una vez realizados estos estudio, se puede determinar la digestibilidad para la proteina, con
el objetivo principal de maximizar el crecimiento y la supervivencia de los organismos al
minimo costo y en el menor tiempo posible (Knights, 1985). Sin embargo, para la
elaboracion de alimentos para la acuicultura, son innumerables las fuentes proteinicas que
se utilizan; entre ellas destacan harinas y aceites de animales marinos, los cuales sirven de
base para la formulacién y fabricacion de los pellets. Desafortunadamente, la mayoria de

esas fuentes de proteina no son valoradas desde el punto de vista de la capacidad digestiva
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de los organismos que las consumen. La formulacion y fabricacion de los alimentos se base
en los denominados andlisis proximales que relacionan la cantidad de combustibles que
presentan los alimentos y no en funcion de la cantidad que requiere el organismo respecto
al tiempo. Una aproximacion que permite valorar la capacidad digestiva de los organismos
se da por la utilizacion de métodos “in vivo”, en los que se determina una serie de
pardmetros o indices relacionados con el grado de aprovechamiento de las dietas en
relacion con el combustible que las compone. Todos estos ensayos resultan costosos,
tediosos y largos debido a la necesidad de instalaciones adecuadas, mantenimiento de los
animales y el analisis de éstos y sus excretas. Por otra parte, el empleo de marcadores no
digeribles (como el 6xido de cromo), conlleva algunos problemas y solamente son una
medida indirecta de la digestibilidad, lo cual resulta complicado debido al lento crecimiento
de las especies, la dificultad de recolectar las heces en el medio acuético y la influencia de
los niveles de inclusion de éstos sobre el aprovechamiento de algunos combustibles (March
et al.., 1985; Shiau y Liang, 1995).

Debido a lo anterior, se han desarrollado métodos “in vitro” que simulan la digestion de los
organismos y permitan predecir la digestibilidad de las diferentes harinas que son
susceptibles de utilizarse en la formulacién de alimentos. De esta manera, algunos
investigadores recomiendan que los estudios se encaminen hacia el desarrollo de este tipo
de técnicas (Tacon, 1995). Originalmente, se elaboraron métodos solamente que
investigaban la fase de digestidn alcalina con preparados sintéticos de tres y cuatro enzimas
(Hsu et al.., 1977; Satterlee et al.., 1979), donde se valoraba la digestibilidad por medio de
la caida de pH en la solucién proteica. A partir de los resultados obtenidos, se ha tratado de
simular, en la medida de lo posible, el proceso de digestion completa, mediante sistemas
con membrana permeables a modo de dialisis que permiten separar y cuantificar en
continuo los productos de hidrélisis (Savoie y Gauthier, 1986). Actualmente, se mejoraron
los métodos anteriores, con el desarrollo del sistema del pH-STAT que permite una
determinacion rapida de la digestibilidad de la proteina de las diferentes materias primas,
las cuales varian en funcion de la cantidad y tipo de enzimas utilizadas, condiciones de

hidrolisis, métodos de fraccionamiento digestivo y estudio de los productos resultantes.
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Este sistema fue desarrollado por Pedersen y Eggum (1983), el cual se basa en la medicion
del consumo de alcali necesario para mantener constante el pH que tiende a descender al
romperse los enlaces peptidicos.

El parametro determinado es el grado de hidrdlisis (GH en %) que relaciona los enlaces
peptidicos hidrolizados por las proteasas digestivas con el numero total de enlaces
peptidicos presentes en una proteina (Adler-Nissen, 1976). Al nimero de estos enlaces
descompuestos en un proceso de hidrdlisis se le denomina equivalentes de hidrolisis (h) y
se expresa como mequv/g proteina. El valor de enlaces totales en una proteina se determina
a través de su composicion aminoacidica, como la suma de mmoles de aminoéacidos por
gramo de proteina. Desgraciadamente, la mayoria de los estudios se han aplicado a
organismos terrestres, algunas especies de ciprinidos (Eid y Matty, 1989) y salmdnidos
(Grabner, 1985; Dimes y Haard, 1994).

Los ciclidos nativos son un recurso pesquero que debido a la sobreexplotacion y a las
modificaciones de su habitat se considera deteriorada, ya que en los ultimos afios han sido
sometidas a fuertes presiones de captura con lo que se ha provocado un agotamiento de los
poblaciones silvestres. Esta problematica es evidente en las tallas que se ofrecen en el
mercado, las cuales han disminuido. En este sentido, seria recomendable implementar
alternativas de produccion con el cultivo de estas especies, a la par de programas de
manejo, que permitan restaurar las poblaciones naturales por medio del cultivo de peces ya
sea para consumo o su liberacién en los cuerpos de agua con el fin de reducir la presion
sobre el recurso y ofrecer alternativas a las comunidades rurales. Ademas, que estas
especies son consideradas como uno de los peces nativos con mayores posibilidades para su
cultivo por las caracteristicas bioldgicas y de manejo que presentan. Por otra parte, el
Sureste de México presenta una alta demanda de este tipo de productos tanto para los
mercados locales como regionales al tener una excelente tradicion cultural de consumo. Por
estas razones es imperativo conocer todos los aspectos biolégicos basicos que permitan
realizar el manejo adecuado durante su cultivo y por ende garantizar su rentabilidad. En la

actualidad se cuenta con una amplia experiencia en investigacion lo que indica que estas
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especies son un excelente candidato para ser cultivados, sin embargo existen lagunas del
conocimiento que tienen que ser abordadas para lograr un éxito completo. EIl gran reto
actual de la alimentacion en especies acuaticas es encontrar un compromiso optimo entre
dos aspectos esenciales: de una parte, maximizar el rendimiento técnico de la produccion,
mediante el desarrollo de los alimentos méas adecuados a las necesidades fisioldgicas de
cada especie en sus diferentes etapas de crecimiento. De otra, maximizar el rendimiento
econdémico, mediante el desarrollo de los alimentos mas adecuados desde una perspectiva
tecnoldgica, considerando tanto el valor nutritivo como el costo, disponibilidad y facilidad

de procesado de las diferentes materias primas.

En este contexto destaca de manera especialmente relevante la funcién del aparato
digestivo. Su extraordinario papel es el de actuar como interfase entre el alimento y el
organismo animal, dado que en él se lleva a cabo la manipulacién inicial, hidrolisis y
transferencia de los nutrientes hacia el interior del cuerpo. De aqui se deduce la gran
importancia de obtener un conocimiento detallado sobre la funcion digestiva, dentro de la
cual cumplen un papel primordial diferentes enzimas, cuyo funcionamiento se ve afectado
por factores ligados tanto a la fisiologia del animal como a las caracteristicas del alimento o
la forma en que este es suministrado. De entre los muchos factores estudiados hasta la fecha
en relacion con el funcionamiento de las enzimas digestivas (temperatura, salinidad, edad
del pez, etc) existen algunos que determinan en buena medida la hidrdlisis final de los
sustratos y que no han sido hasta la fecha analizados con suficiente detalle. Este es el caso
de:

- EIl tiempo de reaccion; es decir el tiempo que permanecen en contacto con los
sustratos presentes en la digesta. Este tiempo estd estrechamente ligado a la
velocidad de transito digestivo.

- La relacion E:S; es decir, la cantidad de enzima que se pone en contacto con los
sustratos correspondientes.

- Las diferencias en la sensibilidad frente a los inhibidores presentes en los
ingredientes vegetales.
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Por otra parte, se suele prestar enorme atencion a los procesos de digestion y absorcién de
componentes nitrogenados, dado el papel primordial que los mismos representan en el
metabolismo de los peces. Pero ultimamente, el desarrollo de sistemas de produccion
acuicola muy intensificados, tanto en medios marinos como reservorios de agua dulce, asi
como el empleo de harinas vegetales con alto contenido en fésforo no biodisponible, han
llevado a estudiar con més detalle la digestion de este elemento, asi como la manera de
reducir su aporte al medio, disefiando alimentos artificiales amigables al ambiente, evitando
al maximo el desecho de sustancias nitrogenadas e incrementar la velocidad de crecimiento
y la supervivencia. En este sentido, sabemos que la acuacultura nacional esta sustentada en
especies exoticas. Lo cual ha frenado el desarrollo tecnoldgico para el cultivo de especies
nativas, por lo que el desarrollar esta tecnologia es prioritario. En este sentido, el
laboratorio de acuacultura de la UJAT-DACBIOL ha realizado los estudios bioldgicos
basicos y cerrado los ciclos de cultivo de estas especies, o que ha permitido iniciar la

transferencia de esta tecnologia a diferentes comunidades del estado.

Antecedentes

La acuacultura ha sido evaluada como el sistema de produccion de alimento que tuvo el
mayor ritmo de crecimiento en la ultima década, incrementandose de 30.6 millones de
toneladas en 1998 a 41.9 millones de toneladas en el 2003 (FAO, 2006). De acuerdo a la
estadistica de la FAO de 2006, la produccién en volumen por grupo de especies se
distribuy6 de la siguiente manera: peces de agua dulce 21,938,000 toneladas, moluscos
11,784,000 toneladas y crustaceos 2,131,000 toneladas. Dentro de la produccion de peces,
dominan por mucho la produccién de carpas con 16, 692,147 toneladas, los salmones con
1,799,383 toneladas y las tilapias y otros ciclidos con 1, 505,804 toneladas. Esta situacion
se debe a la participacion de los paises asiaticos como China y la India, quienes dominan la

produccién mundial piscicola de agua dulce.

En Mexico también se considera a la acuacultura como una biotecnologia importante,

teniendo un enorme potencial de desarrollo tanto por la posicion geografica como por la
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disponibilidad de recursos de agua en nuestro pais: 11,500 km de linea costera, 3 millones
de km? de la zona econémica exclusiva, 358,000 km? de plataforma continental, y mas de
2.9 millones de hectareas de aguas continentales, incluyendo 1.6 millones de lagunas
costeras (Paniagua y Lizarraga, 1995; Anguas, 2001). Hasta el momento las estadisticas de
produccién indican que predomina el cultivo de las especies de agua dulce. Del total
nacional de la produccion de peces, tilapia, carpa, bagre, trucha, charales y lobina
representan mas del 55% de la produccion (SEMARNAP, 2000). Sin embargo, la mayoria
de los cultivos de peces que se realizan en México son con especies exoticas como las
tilapias y las carpas. La razon de la introduccion de especies al pais se debe en mayor grado
al desconocimiento de la biologia y potencial de cultivo de las especies nativas (Harfush,
1992). La situacion de las especies nativas en algunos casos ha llegado a ser critica como
consecuencia de diversos fendmenos de competencia y depredacion por parte de las
especies exoticas introducidas en habitats naturales (Rojas y Mendoza, 2000). De las
especies identificadas que conforman nuestra diversidad ictica, mas del 90% son nativas
mientras que el resto son introducidas. De las especies nativas se han hecho intentos
aislados y poco organizados para desarrollar su tecnologia de cultivo y las especies
introducidas cuentan con un mayor conocimiento de sus tecnologias, aunque estas han sido
desarrolladas en otros paises y continentes, y tan solo se han adaptado a las condiciones de
nuestro pais (Lozano, 2000).

La necesidad de desarrollar sistemas de produccion para la utilizacion de la ictiofauna
nativa para su cultivo es de gran importancia, no solo como parte del patrimonio cultural y
biologico de cada region, 6 como fuente de alimentacion y consumo, lo cual ya es
relevante, sino también hacer un uso racional y sostenido de nuestras especies nativas ya
que es evidente como se ha determinado a traves del creciente numero de casos en donde la
introduccién indiscriminada de organismos han tenido consecuencias negativas sobre la
diversidad y composicion de las especies y sobre la calidad en el medio que habitan, como
promotor de crecimiento productivo, empleo y divisas, particularmente si se desarrolla en
un contexto de mercado y rentabilidad, de manera que puede satisfacer la demanda regional

existente y las crecientes oportunidades del mercado exterior (Mendoza, 1994).
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De esta forma, el impacto de las especies exoticas se refleja a nivel bioldgico (ecoldgico y
genético) y socioecondmico, la base de datos sobre introduccion de especies acuéticas,
donde la FAO revela que la mayor parte de los efectos biologicos de especies introducidas
han sido negativos, mientras que los impactos socioeconémicos han sido en su mayor parte
positivos. Asi, la alteracion de los habitats, la contaminacion, la hibridacién, la
consanguinidad y la introduccion de exoéticos son actividades vinculadas a la acuicultura
que conducen a la disminucion de la biodiversidad en organismos acuaticos (Pérez, 1996;
Soto et al.., 2001; Pérez et al.., 2003). De igual manera, se ha sefialado que el desarrollo de
las actividades de acuicultura fundamentada en especies exdticas puede ser un problema
mas que una solucion (Pérez et al.., 2000 y 2003).

Recientemente en el pais se han realizado estudios para lograr el cultivo de las especies
nativas debido principalmente a la sobrepesca y por consiguiente la reduccion en los
voliumenes de captura, asi como cambios en la estructura y composicién de las
comunidades acuaticas (NOM-041-PESC-2004). De esta manera, los estudios para el
cultivo de especies nativas pretenden disminuir la gran problemética en torno a su
sobreexplotacién como recurso pesquero en Meéxico, por lo que algunos de las especies
mas estudiadas son los ciclidos nativos, llamadas cominmente mojarras, de las cuales las
mas representativas en este sentido son las del género Cichlasoma y Petenia (Harfush,
1992). Las cuales indica que el alto potencial productivo de la tenguayaca Petenia
splendida y castarrica Cichlasoma uruptalmus puede alcanzar a cubrir las demandas de la
poblacién, siendo estas especies las favoritas por los consumidores (Dominguez y Rodiles,
1998).

Tenguayaca.

La mojarra tenguayaca se distribuye desde el Sureste de México (Tabasco, Chiapas,
Campeche y Quintana Roo), hasta Centroamérica. ES muy comun en todo el estado de
Tabasco sobre todo en lagunas, rios y en lugares denominados popales (Resendez y
Salvadores, 1983; Dominguez y Rodiles, 1998; Torres-Orozco, 1991). Es una especie
tolerante a variaciones ambientales; se ha adaptado como un organismo resistente a
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intervalos de temperatura que fluctian de 24 °C a 34 °C (Reséndez y Salvadores, 1983;
Paramo, 1984; Caro et al.., 1994; Gamboa et al.., 1997). En lo que se refiere a oxigeno
disuelto, puede soportar rangos amplios, desde aguas anoxicas (1.6 mg/L) hasta agua
sobresaturada (7.7 mg/L), pH entre 7.03 a 8.45 (Paramo op cit.). Es un pez que tiene un
rango amplio de distribucién desde dulceacuicola hasta aguas salobres (Caro op cit.).
Alcanza tallas de hasta 37.5 cm de longitud total y 1,500 g de peso, su cuerpo es alto y
comprimido, presenta aleta caudal redondeada, mandibulas protractiles, la inferior muy
sobresaliente. Tiene boca grande y cada mandibula esta armada con una hilera de dientes
viliformes, la otra serie comprende dientes largos y cénicos (Toral, 1970), sin vaina
escamosa en la base de las aletas dorsal y anal (Paramo, 1982). Presenta un solo par de
aberturas nasales en la cabeza, con linea lateral interrumpida, una sola aleta dorsal continua
formada por una porcion espinosa y otra de radios; la aleta anal similar a la dorsal, pero
mas corta. En la parte media del cuerpo presenta siete manchas de color negro, que van
desde el opérculo hasta el pedunculo caudal, teniendo en la base de este una mancha mas
fuerte y definida. El cuerpo es grisaceo con tintes amarillos en la porcién media, sobre todo
en el opérculo y las mejillas (Velasco, 1976; Chavez-Lomeli et al.., 1989; Torres-Orozco,
1991; Dominguez y Rodiles, 1998; Contreras, 2003; Vidal, 2004).

La talla minima de maduracion sexual que se tiene registrada para la tenguayaca es de 16.5
cm de longitud total, esta especie pone sus huevos adheridos a superficies solidas y tersas,
asimismo se sefiala que las hembras ponen cerca del millar de huevos; este numero varia de
acuerdo al peso de la hembra, los huevos tardan en eclosionar de 3 a 5 dias segun la
temperatura del agua. Los ovarios se encuentran bien definidos hasta el estadio 1V, son de
color anaranjado y se encuentran dos tipos de huevos: unos muy pequefios y otros grandes
y alargados. Estos ultimos cuando se encuentran en una fase muy cercana a la maduracién
miden de 1.0 a 2.0 mm de largo y tienen un color amarillo claro (Resendez y Salvadores,
1983). Se puede confirmar que la tenguayaca es un pez de reproduccion precoz y
potencialmente capaz de reproducirse durante todo el afio, sin embargo presenta un periodo
preferencial de reproduccion; este periodo comprende de marzo a septiembre con
temperaturas de por lo menos 28 °C (Chavez et al.., 1989; Martinez, 2004). En el medio
ambiente natural es un pez principalmente carnivoro, esencialmente ictiéfago, y en menor
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intensidad se alimenta de restos vegetales, por lo que se determina que las tenguayacas en
estadio juvenil son principalmente carnivoros, afiadiendo mayor cantidad de vegetacion a
su dieta al convertirse en adultos. También se ha descrito que sus habitos alimenticios son
diurnos (Resendez y Salvadores, 1983; Caro et al.., 1994; Santiago et al.., 1997; Valtierra,
2000)

Castarrica

La distribucion de esta especie abarca desde el sureste de México, en la porcion media del
estado de Veracruz, norte de Oaxaca, Tabasco, Campeche, Yucatan, rios de Quintana Roo,
hasta Centro América en Belice, Guatemala, Honduras y Nicaragua. Miller (1976) citado
por Martinez (1987). Es un pez dulceacuicola que alcanza mas de 30 cm de longitud y mas
de 400 g de peso, tiene cuerpo alto y comprimido, un solo par de orificios nasales en la
cabeza, mandibulas con dientes en forma de conos; el par central de dientes en la
mandibula superior es méas grande que los demas, la linea lateral es interrumpida, tiene una

sola aleta dorsal y una anal, la aleta caudal es redondeada.

Chévez et al.. (1989), mencionan que sus habitos alimenticios son omnivoros con tendencia
carnivora pero que utiliza igualmente los recursos mas abundantes del medio donde se
encuentra y se comporta como oportunista. Martinez-Palacios y Ross (1994), su dieta se
compone, principalmente, de materia organica, crustaceos, camarones, anfipodos,
moluscos, isépodos, poliquetos, huevos de invertebrados y restos tanto vegetales como de
peces (Medina, 2003). Se describe a este pez con un color del cuerpo que varia de castafio
rojizo a verde violaceo, con 7 bandas transversales azul oscuro o azul verdoso y una
mancha de igual color en la base de la cola. La cabeza es verdosa mientras que la garganta
y el pecho, son rojizos. Las aletas dorsal, caudal y anal son verdes y su borde es rojo; la
dorsal presenta pequefias manchas rodeadas de color rojo; las pectorales son amarillas.
Crece y se reproduce en un amplio rango de ambientes, desde lagos de agua dulce hasta

lagunas salobres y manglares.
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Tilapia

Pez dulceacuicola y estuarino, que alcanza hasta 50 cm. y 2 Kg. de peso, cuerpo alto y
robusto, la cabeza es pequefia en relacion con la longitud del cuerpo. Presenta escamas
grandes y fuertes, la linea lateral es interrumpida (Morales 1991). La aleta anal tiene 3
espinas y de 8 a 11 radios, Presenta colores variables, pero en general, posee un color gris
plateado uniforme, generalmente las tilapias poseen dientes en la boca y en la faringe, esta
es una caracteristica de las especies herbivoras, ya que éstos ultimos son muy fuertes, lo
que les permite mayor trituracion del alimento, factor que les ayuda a su digestion (Pillay,
1993; Fitzsimmons, 1997). El sistema digestivo de la tilapia, se inicia en la boca, con
dientes mandibulares continua en el es6fago hasta el estomago. El intestino es de forma de
tubo hueco y redondo que se adelgaza después del piloro, diferencidndose en dos partes,
una inferior corta que corresponde al duodeno y una posterior y una posterior mas grande
de menor diametro. El intestino es 7 veces mas largo que la longitud total del cuerpo de
pez, caracteristica que predomina en las especies herbivoras (Egna 1997).

Evaluacion de la eficiencia en la digestion enzimatica de las proteinas en la tilapia

Oreochromis niloticus

En los Gltimos afios, un gran nimero de trabajos han sido enfocados a la caracterizacion del
tipo y cantidad de enzimas presentes en el tracto digestivo en peces (Chan et al. 2004;
Papoutsoglou y Lyndon 2005, Liu et al.. 2008), asi como su respuesta a cambios en la
composicion de los alimentos (Applebaum y Holt 2003, 2006a Papoutsoglou y Lyndon;
Cara et al.. 2007). Estos trabajos ofrecen informacion muy valiosa sobre las diferencias
existentes de cada especie, entre las enzimas y su capacidad para hidrolizar sustratos
especificos, este es en gran medida un factor clave para explicar las diferencias observadas
en la digestibilidad de los principales nutrientes de alimentos. Sin embargo, el resultado
neto de la funcién de la enzima depende de otros factores importantes, como su
concentracion relativa presente en el intestino del pez, asi como el tiempo disponible para

hidrolisis, siendo este Gltimo determinado por el transito de los alimentos. Se cree que la
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mayor eficiencia en el proceso digestivo Unicamente se logra cuando se produce una
cantidad adecuada de enzima, y se presenta un tiempo suficiente para la terminacion de la
hidrélisis (Scocco et al.. 1997, Olsson y Holmgren 2001). Esto podria conducir a la

determinacion de lo que se ha llamado "eficiencia enzimatica”, este es un indice de la
estimacion de una determinada especie alimentada en condiciones normales, que para
obtenerla, se requiere la cuantificacion tanto de la cantidad total de la actividad enzimatica
producida en un momento determinado y la estimacion del tiempo de trénsito intestinal de
los alimentos (Chan et al.. 2004). A pesar de la importancia de este ultimo parametro en la
evaluacion de la funcion digestiva de los peces, pocos trabajos se han orientado a su
estimacion (Anderson 1991; Paakkdnen and Marjomaki 1997). El experimento se enfoco a
medir la velocidad de transito intestinal y el total de las principales proteasas intestinales

tripsina y quimotripsina producidas después de la ingestion de los alimentos.

Materiales y métodos

El transito de los alimentos en el tracto digestivo de los peces fue evaluada visualmente,
este protocolo requirioé el uso de alimentos con diferentes colores para poder detectarlos
facilmente después de la diseccion del intestino, los peces que se utilizaron en los
muestreos secuenciales debian tener una talla muy similar y realizar un protocolo de

alimentacion en el cual todos los peces debian recibir la misma cantidad de alimentos.

Peces experimentales y alimentacion

Se utilizaron juveniles de O. niloticus (sexos: mixtos), con un peso promedio (n =50, 30 +
5,0 g), se obtuvieron de una granja (VALAQUA; Valencia, Espafa). Los peces fueron
mantenidos en tanques de 50 L dentro de un sistema de recirculacion que dispuso de agua
libre de cloro a una temperatura entre 28-29 °C. EIl fotoperiodo fue 12L/12D. Cada grupo
de peces que constituyeron una muestra (n = 5) se mantuvieron en compartimentos
separados dentro de los tanques. Los grupos fueron formados por peces que presentaron la

mayor similitud en peso. El agua utilizada se manejo con suministro de aireacién continua,
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y la concentracion de oxigeno se mantuvo en 6.40 (x 0.28 mg/L). Un 10% del volumen
total de agua fue reemplazado diariamente. Se formularon dos dietas semi-purificadas con
una composicion similar (Tabla 1), las cuales se tifieron, una de color blanco y otra de color
verde oscuro al incluir una pequefia cantidad de talco en la primera y mientras que en la
segunda se le agregd 6xido de cromo. Cada dieta fue preparada mezclando todos los
ingredientes secos en una batidora industrial (Samimic, modelo BM-11, Azpeitia, Espafia)
y después se agrego el aceite de pescado a la mezcla. Posteriormente se afiadio agua hasta
formar una masa dura, la mezcla se pasé a través de un molino de carne (BRAHER
Internacional, modelo P 22 a 82). Obteniendo pellets de 2 mm los cuales se secaron a
temperatura ambiente (25 °C), siendo entonces embasados en bolsas de plastico y
refrigerados a 5 °C hasta su uso.
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Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales utilizadas para evaluar el transito de
alimenticio en juveniles de tilapia Oreochromis niloticus.

Ingredientes (g 100-g dieta) Blanco Verde
#Caseina 35 35
*Salvado de trigo 25 25
“Aceite de pescado 10 10
‘Dextrina 17 17
®Carboximetil celulosa 5 10
'Alginato 2 2
Talco 6 0
"Oxido de cromo 0 1

#Caseina= EPSA, # Lote 270501703, fabricado en Espafia

*Salvado de trigo= Comercial, Almeria, Espafia

Aceite de pescado= AFANSA # ES.36.01.POL.-C3

Dextrina= Especialidades puma # Lote 070237 fabricado en Espafia
“Carboximetil celulosa= Walocel C, fabricado en Alemania
"Alginato-lisina HCI= EPSA, fabricado en Espafia

%Talco= Panreac quimica, Sau # catalogo 141733.1211

"Oxido de cromo= Jalmek # catalogo C5260-05

Protocolo de alimentacion y medicion de paso intestinal

Durante el periodo de aclimatacién (10 dias), los peces fueron alimentados con un pienso
comercial dos veces al dia. Antes del experimento, los peces se sometieron a un periodo de
inanicion durante 24 horas para asegurarse de que el tracto digestivo se encontraran vacios,
realizandose pruebas preliminares de diseccion en ese momento, encontrando que todos los
peces muestreados en el tiempo 0 presentaron intestinos vacios. Los peces recibieron una
primera alimentacion a base de dieta verde (punto 0), transcurridos 120 minutos después se
suministré una segunda alimentacion constituida por la dieta blanca, y 480 min después una
tercera alimentacion constituida por dieta verde. La dieta suministrada fue del 1% del peso
Vivo de cada pez; ensayos previos demostraron que esta cantidad de alimento era suficiente

para satisfacer el consumo de los peces.
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Se establecieron un total de 8 muestreos en diferentes momentos después de la
alimentacion, inicialmente a 30, 60 y 90 minutos y desde de este momento a diferentes
intervalos. Los peces seleccionados en cada muestreo (n = 5) se sacrificaron con una
sobredosis de anestésico MS 222 (metanosulfonato tricaina, Argent, Laboratories, Inc.,
Redmond, WA, USA) a una concentracién de 1 g L™ y fueron mantenidos en agua fria
hasta su procesamiento. (Los procedimientos de manipulacion de los peces cumplieron con
los términos del Comité para el Uso Etico de los Animales Experimentales). El aparato
digestivo fue extraido cuidadosamente por diseccion, sobre una mesa provista con una
escala milimétrica y cada biometria fue registrada por medio de fotografias. Las imagenes
fueron posteriormente procesadas digitalmente utilizando el software (Image-Pro Plus 5.1)
para medir la longitud total del intestino (LI) y la diferencia en la distancia en mm entre las

dos distintas dietas dentro del intestino en relacion con el esfinter pilérico de cada pez.
La cuantificacion de la produccion de enzimas

Una vez fotografiado el intestino de cada pez se dividié en dos secciones iguales (intestino
proximal y distal del intestino; IP y ID), se pesaron y se utilizaron para la preparacion de
los extractos enzimaticos. Los extractos fueron preparados por la homogenizacion de los
tejidos a una proporcion de 1:10 con agua destilada (peso/volumen) utilizando un disruptor
de tejidos ultrasonicos (Misonix, modelo Microson Ultrasonico disruptor celular, NY)
como se detalla en Moyano et al.. (1996). Los sobrenadantes obtenidos tras la
centrifugacion a 16,000 g durante 30 minutos a 4 °C fueron almacenados a 20 °C hasta su
uso para el analisis enzimatico. La concentracion de proteina soluble en los extractos se
determind por el Método de Bradford (Bradford1976) usando albumina bovina a razon de 1

mg mL™.

La actividad de la tripsina se midi6 con 1 mM de N-benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida
(BAPNA, Sigma B4875) en 50 mM de Tris-HCI, a un pH 8, y 20 mM de CaCl2. BAPNA
fue disuelto en DMSO de 1 ml y se aument6 a 100 ml con solucion tampén 2 (50 mM Tris-
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HCI, pH 8, 20 mM CaCl2). Los cambios en la absorvancia a 410 nm se registraron durante
3 minutos (Erlangeretal.1961). La actividad de la quimotripsina fue evaluado similar al
anterior, con 100 mM de succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (SAPNA, sigma S7388)
en solucion tampon como sustrato. La Absorbancia a 410 nm se midié con un
espectrofotometro Ex Multiskan (Thermolab Sistemas, Helsinki, Finlandia). Una unidad de
actividad fue definida como un 1 pmol de p-nitroanilina liberada por minuto de tripsina o

quimotripsina segun sus respectivos sustratos.

La actividad total por peso de tejido se calculo tomando en cuenta el peso de cada porcion
de intestino, mientras que la eficiencia enzimética (EE) en cada seccién del intestino se

calculd de la siguiente manera:

EE = Actividad enzimética (1 pmol de p-nitroanilina X min ™ X el tiempo de residencia de

la digestion en determinada seccion (en minutos)
Analisis estadistico

Los datos obtenidos sobre las diferencias en la actividad de la tripsina y quimotripsina
(mU) en las diferentes secciones de intestino (IP e ID), fueron analizados con una ANOVA
de una via. Las diferencias entre las medias atP\0.05 se analizaron mediante la prueba de
Tukey (Zar 1996). Empleando el Paquete de andlisis Statistica version 7.0 (software,
Arizona, EE.UU.).

Resultados

Al momento de la diseccion todos los peces presentaron estdbmago lleno. Sin embargo, en
los muestreos posteriores se observaron dos peces que presentaban un patron anormal en la
evacuacion gastrica, los cuales se descartaron para los célculos siguientes. El célculo de la
progresion de la digesta (en la parte delantera) a lo largo del intestino (LI) después de la
alimentacion en relacion con el tiempo, se incluy6 en una ecuacion logaritmica (Figura 1).
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El tiempo para realizar el paso intestinal se calcul6 mediante la sustitucion de "Y" en la
ecuacion por la longitud media del aparato digestivo obtenido de todos los peces
muestreados (n = 50, 620 mm + 15). El valor obtenido sobre el tiempo de progresion fue de
440 min (7.15 h). Ademas, el tiempo medio de paso de los alimentos a lo largo de
cualquiera del IP o ID se estimo teniendo en cuenta su longitud media respectiva, siendo

320y 250 minutos, respectivamente.

800 -

700 A y=102.69%0%% d
R?=0.9083
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400 +

300 -

200 -

100 -

Avance del alimento en el intestino (mm)
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Tiempo de alimentacion (min)

Figura 1. Progresion del alimento con el tiempo en el intestino de juveniles de tilapia

La actividad de las dos proteasas alcalinas, la tripsina y la quimotripsina, fueron medidas en
diferentes momentos después de la ingestion de alimentos en las dos secciones del intestino

(IP e ID), las cuales se presentan en la figura. 2.

A pesar de las grandes variaciones individuales, se observa un incremento claro y
progresivo en la actividad de la tripsina con respecto al tiempo registrado en el IP con
valores significativamente mas altos (p\0.05) a 360, 480 y 610 minutos en comparacion con
los tiempos iniciales. La Actividad méxima observada fue de casi 26 mU, alcanzando el

maximo peso del tejido (TWT) 6 horas después a partir del tiempo 0 (estdbmago vacio). Esto
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podria ser considerado la maxima produccion de tripsina disponible para la digestion en el
intestino de esta especie, aunque el valor medio calculado para todo el periodo fue de 15,9
+ 3,6 mU por TWT. La actividad de la tripsina medida en el ID fue mucho menor y se
mantuvo relativamente constante durante todo el tiempo de observacién (2.39 £ 1.00 mU
por TWT). En el caso de la quimotripsina, la actividad relacionada con el tiempo después
de la ingestion de las dietas en el IP e ID no presentaron variaciones significativas. En
contraste a la tripsina, los valores méas altos de actividad de la quimotripsina fueron
medidos incluso pocos minutos después de la ingestion de los alimentos (24,41 + 1,26 mU
por TWT), presentandose una actividad mucho mas baja en el intestino distal; (4,90 £ 1,28
mU por TWT).
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Fig. 2. Produccion total de la tripsina (A) y quimotripsina (B) con respecto al tiempo

después de la alimentacion de los juveniles de tilapia.

Los valores de la eficiencia enzimatica estimada para cada enzima y cada seccién del
intestino se concentraron en la Tabla 2. La combinacion entre una concentracion enzimatica
mas alta y un mayor tiempo de residencia de la digesta en el IP dio como resultado valores
mucho mas altos (de seis a nueve veces mas altos) en comparacion con los obtenidos en el

ID, los calculos obtenidos de la estimacién de la eficiencia enzimética obtenidos fueron de
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5100 vs 597 pmol de la tripsina; 7811 vs 1225 umol para quimotripsina, en el IP e ID

respectivamente.

Tabla 2- Estimacion de la eficiencia enzimatica en las dos secciones intestinales en

juveniles de tilapia.

Intestino proximal Intestino distal
Promedio Tiempo  Estimacion Promedio
de de de de Tiempo de Estimacion de
produccion residencia la eficiencia produccion  residencia  la eficiencia
enzimatica (min) enzimatica enzimatica (min) enzimatica
(mU) (mol) (mU) (mol)

Tripsina 15,94 + 3.6 320 5,100 2,39+1.00 250 597
Quimotripsina 24,41 £1.26 320 7,811 490+ 128 250 1,225

Eficiencia enzimatica (expresada en pmol de p-nitroanilina) = media de la actividad enziméatica (mU) x
tiempo de residencia en la seccion del intestino (minutos). El tiempo de residencia en cada seccion se ha
calculado teniendo en cuenta su duracién media en la ecuacion de la progresion de la alimentacién.

Discusién

A pesar del gran nimero de trabajos publicados enfocado a la determinacion del tiempo de
evacuacion gastrica en diferentes especies de peces (Andersen 2001; Andersen y Beyer,
2005, 2007), muy pocos se han enfocado a la determinacion del tiempo de transito
intestinal (Storebakken et al.. 1999). Esto puede deberse al hecho que en peces que poseen
estdbmago, el tiempo de retencion y el pre-procesamiento de los alimentos en este 6rgano es
el punto clave que determina el curso subsecuente de la digestion en el intestino. En los
peces herbivoros como la tilapia, el estdmago es reducido y apenas funcional o ausente por
completo, por lo cual la digestion de los alimentos se produce principalmente en la parte
anterior, asi como en todo el transito intestinal en la que el tiempo para realizar la digestion
es de suma importancia. Por esta razon, el presente estudio se enfocé a la determinacion de

la velocidad de transito intestinal.
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En el presente trabajo, el tiempo total requerido para la evacuacion intestinal en juveniles
de tilapia se estimo en 7.15 h. Este es un corto periodo de tiempo para la finalizacion del
transito digestivo cuando se compara con algunas evaluaciones reportadas en especies
carnivoras: 20-60 h como el observado en el merlan Merlangus merlangus (L.) (Andersen
1998), 5a 17 hen lota Lota lota L. (Paakkonen et al.. 1999), o hasta 48 horas para el lucio
del norte Esox lucius (Nilsson y el Bronmark 2000). Sin embargo, tales tiempos de transito
concuerdan con el rango de 2 a 6 h en varios peces de estbmago reducido como el pejerrey
Atherinops affinis L. (Logothetis et al. 2001). El pez loro (Scarus gibbus L. & Scarus jonesi
L.) (Smith y Paulson, 1974), o el blenio oxidado Parablennius sanguinolentus a una
temperatura entre 20 y 30 °C (Horn y Gibson 990). Sin embargo un tiempo de transito
intestinal mas largo (12—20 h), fue reportado en el palometa Odax pullus de estomago

pequefio a temperaturas entre 13 y 15 °C. (Clements y Rees 1998).

Un gran nimero de factores puede afectar el tiempo de transito de la digesta en el intestino
de los peces. Algunos de ellos dependen de las caracteristicas anatomicas del pez (talla del
pez, presencia o0 ausencia de estomago, longitud total del intestino, etc), por otra parte
existen factores externos, como la temperatura del agua (Singh-Renton y Bromley, 1996;
Padkkonen and Marjomaki 1997; Hurst, 2004), tamafio del alimento (Daan 1973; Bagge
1977; Andersen (1999) o la calidad del alimento (Klumpp y Nichols 1983; Targett y
Targett 1990; Fris y Horn,1993; Polunin et al. 1995). Este Gltimo parece influir en gran
medida el tiempo de paso de los alimentos, para mantener un adecuado flujo de nutrientes,
ya que el consumo continuo de alimentos de baja calidad, se traduce en un mayor tiempo
de transito (Horn y Messer 1992). La temperatura del agua en la que los peces se
mantuvieron (28.5 °C) combinado con el punto anterior podria explicar el corto tiempo de

transito intestinal registrado en el presente estudio en juveniles de tilapia.

Un gran namero de estudios se han orientado a la cuantificacion de las proteasas digestivas
en el intestino de diferentes peces (Drewe et al. 2004; Lundstedt et al. 2004; Chakrabarti et
al. 2006; Jun-Sheng et al. 2006). La mayoria de estos estudios estan enfocados a la
generacion de informacién a cerca de actividades especificas en relacion a la evaluacion de
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proteinas solubles o tejidos. En el presente estudio, se evalué la actividad enzimatica
tomando en cuenta tanto las unidades de actividad por gramo de tejido y la masa de tejido
correspondiente, lo que se defini6 como "la capacidad" segin Kuz'mina (1996). Sin
embargo, se ha realizado un reducido numero de estudios enfocados a la estimacion de la
produccién de una enzima determinada como un conjunto en diferentes partes del intestino
(Logothetis et al. 2001; Papoutsoglou y Lyndon 2006b). La realizacion de este tipo de
estudios podria dar lugar a una mejor comprension acerca de la capacidad que poseen las
diferentes especies para hidrolizar substratos teniendo en cuenta las diferencias existentes
en el tamafio del tracto digestivo de cada especie. En el presente estudio, claras diferencias
en la actividad entre tripsina y quimotripsina fueron encontradas al comparar el IP e ID
registrandose valores aproximadamente seis veces mas altos en el primero sobre el
segundo. Esto podria explicarse tomando en cuenta que la porcion duodenal del intestino es
el lugar donde las enzimas pancreaticas son liberadas. Lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en diferentes estudios en los que se han comparado peces herbivoros, omnivoros
y carnivoros, y cuyos resultados mencionan una mayor actividad de la tripsina en la regién
proximal del intestino (Hofer and Schiemer 1981; Bitterlich1985; Chakrabarti et al..1995;
Einarsson et al. 1996.) La mayor actividad de la tripsina en el IP puede intensificar la
hidrélisis de las proteinas para la absorcion de aminoécidos, en particular para los
omnivoros y herbivoros que se alimentan de una dieta baja en proteinas y nitrégeno (Hofer
y Schiemer 1981; Bitterlich 1985). Estas diferencias entre el IP e ID son aln mas evidentes
cuando se observan los valores de la EE que se muestran en la Tabla 2, los cuales se
calcularon tomando en cuenta el tiempo disponible para la hidrolisis durante la
permanencia de los alimentos en una porcion del intestino y la actividad promedio de la
enzima durante dicho tiempo. En el presente estudio, la combinacion entre una mayor
actividad de ambas proteasas y un mayor tiempo de permanencia en el IP dieron como
resultado valores claramente mas alto de EE para esta seccion intestinal. En este sentido,
una EE similar puede ser alcanzada con una alta produccion de enzimas combinada con un
corto tiempo de permanencia de los alimentos en el intestino o con una actividad
enzimatica baja y un tiempo mas largo de la permanencia de los alimentos en el intestino.

El célculo de la EE puede ser mas precisa al comparar la funcion digestiva entre diferentes
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especies de peces como ha sido evaluado por Chan et al.. (2004). Estos autores encontraron
que algunos peces herbivoros presentaron actividades de tripsina similares o superiores a
las especies carnivoras, posiblemente para maximizar la eficiencia de las proteinas
digestivas para compensar su dieta con una baja constitucion proteica. Por otra parte, el
largo tracto digestivo que poseen los herbivoros se traduce en un incremento en el tiempo
de digestién o en una mayor superficie de absorcion, esto para incrementar la eficiencia

digestiva.

La actividad relativa de las principales proteasas alcalinas digestivas, como la tripsina y la
quimotripsina, se han propuesto como un indicador del estado nutricional de los peces. Por
lo tanto, una alta actividad tripsina: quimotripsina se ha correlacionado con la presencia de
una dieta con una adecuada constitucion proteica, mientras que un valor bajo se
correlaciona con el factor hambre o la escasez de alimento (Hjelmeland et al. 1983;
Pedersen et al. 1987; Ueberschar 1995; Blier et al.. 2002). Sin embargo, los peces de O.
niloticus del presente experimento a los cuales se les proporciond una buena alimentacion
mostraron el doble de actividad de la quimotripsina en comparacion con el presentado por
la tripsina. Esto podria explicarse teniendo en cuenta que todos los estudios antes
mencionados se llevaron a cabo sobre las especies carnivoras (principalmente salmoénidos),
que se caracteriza por un patron de alimentacion muy diferente que la presentada por
especies herbivoras, como el O. niloticus. Esto ultimo, puede ser una estrategia fisiologica
vinculada con la presencia continua de alimentos en el intestino, una mayor produccién de
enzimas y la excrecion continua como consecuencia de la reduccién del tiempo en el paso
por el intestino. Por lo tanto, al no presentarse picos claros en la actividad de la tripsina
puede darse una alta relacion tripsina: quimotripsina, donde una importante produccion de
la quimotripsina puede actuar como la base para la hidrolisis proteica. Por lo tanto, al no
presentarse picos claros de tripsina en la relacion tripsina:quimotripsina una importante
produccion de la quimotripsina debe mantenerse para actuar como base para la hidrolisis

proteica.
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Digestibilidad in vitro de fuentes alternativas de proteinas en los piensos para peces.

El gran reto actual de la alimentacion en especies acuaticas es encontrar un compromiso
Optimo entre dos aspectos esenciales: 1) Maximizar el rendimiento técnico de la
produccion, mediante el desarrollo de los alimentos mas adecuados a las necesidades
fisiologicas de cada especie en sus diferentes etapas de crecimiento, 2) Mejorar el
rendimiento economico, mediante el desarrollo de los alimentos Optimos desde una
perspectiva tecnoldgica, considerando tanto el valor nutritivo como el costo, la
disponibilidad y facilidad del procesado de las diferentes materias primas. La proteina es el
ingrediente dietario mas importante en la fabricacion de alimentos para peces, siendo la
harina de pescado la principal fuente proteica utilizada en mayor proporcién (Cérdova-
Murueta 2002; New and Wijkstrém, 2002); por lo tanto la alimentacion es el rubro que mas
gasto genera en la produccion de peces (Ng et al.., 2003; Meyer y Machado, 2004; Cho et
al.., 2005). Actualmente los estudios nutricionales estan dirigidos a la bdsqueda de
ingredientes proteicos alternativos, tanto de origen animal como vegetal, con los que se
pretende sustituir la harina de pescado y por lo consiguiente reducir costo de produccion de
esta manera asegurar el abastecimiento de alimentos de calidad. Sin embargo, el potencial
de estos ingredientes depende de la digestibilidad, composicién nutricional vy

disponibilidad.

El verdadero valor nutritivo de las distintas fuentes proteicas depende de la
biodisponibilidad de sus nutrientes y no simplemente de su composicién de esta forma se
obtiene una mayor eficiencia en la absorcion intestinal (Cho, 1992; Cruz-Suarez, 1996). La
digestibilidad es uno de parametros utilizados para evaluar la calidad nutricional de los
distintos ingredientes e insumos destinados para la alimentacion acuicola (Chong et al.
2002; Lee, 2002; Biswas et al., 2007; Tonheim et al., 2007; Smith et al. 2007; Reis et al.,
2008). Los métodos empleados para la determinacion de la digestibilidad se basan en
estudios in vivo (Alpers, 1994). Sin embargo, tales ensayos son caros, se emplean mucho
tiempo y se requieren de grandes instalaciones, sin asumir la variabilidad de digestibilidad
que se pueden obtener por este método a causa de la densidad de peces en los tanques
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(Biswas et al., 2007); diferentes formas de extraccion o recoleccion de heces (Stone et al.
2008); variabilidad de marcadores en los piensos (Vandenberg and De La Noue, 2001). Por
lo tanto, se han desarrollados varias metodologias in vitro que se utilizan como alternativas
a los ensayos in vivo (Boisen and Eggum 1991; Savoie 1994; Bassompierre et al. 1997).
Asi mismo, el empleo de estas técnicas permite realizar un estudio detallado de la
evolucion de la hidrdlisis de la proteina durante el proceso de digestion por cuantificacion
de los aminodcidos y peptidos liberados (Nugent et al. 1983; Alarcon et al. 2002). En este
sentido la aplicacion de técnicas in vitro proporciona una alternativa rapida, a bajo costo de
facil ejecucion y rapida disponibilidad de los resultados. (Lazo, 1998; Moyano y Savoie,
2001; Vasiluk et al. 2008). En los métodos in vitro se realiza la simulacién de las
condiciones fisioldgicas del tracto gastrointestinal de los organismos, donde la digestion se
realiza en dos fases: 1 fase acida (organismos con estdmagos funcionales); 2 fase intestinal
del proceso digestivo (etapa alcalina). Para ello se utilizan mezclas de enzimas intestinales
(extractos crudos/enzimas purificadas), como son tripsina, quimotripsina y peptidasas
(Dimes, 1994; Rungruangsak-Torrisen et al. 2002). El objetivo del presenta trabajo se
enfoca en evaluar diferentes fuentes proteicas de origen animal y vegetal por medio de
estudios in vitro simulando la digestion gastrica e intestinal para el disefio de alimentos

especializados durante las diferentes fases del cultivo de los peces.

Materiales y metodos

Peces

El estudio se llevo a cabo con los sistemas digestivos de tilapias (Oreochromis niloticus)
estas fueron obtenidas en las instalaciones de la empresa VALAQUA,; Valencia, Espafa y
ciclidos nativos tenguayaca (Petenia splendida) y castarrica (Cichlasoma uruptalmus)
estos organismos se obtuvieron del Laboratorio de Acuicultura Tropical de la UJAT-
DACBIOL, México.

Uscanga-Martinez, A. et al. 2011. Aplicaciones a la mejora de la utilizacién nutritiva del alimento en ciclidos cultivados en México. En: Cruz-Suérez, L.E.,
Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Herndndez-Hernandez, L. (Eds), Avances en
Nutricion Acuicola XI - Memorias del Décimo Primer Simposio Internacional de Nutriciéon Acuicola, 23-25 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L.,
México. ISBN 978-607-433-775-4. Universidad Auténoma de Nuevo Le6n, Monterrey, México, pp. 46-104.



74

Condiciones de cultivo de los peces

Las unidades experimentales donde se mantuvieron los peces, consistio en un sistema
cerrado de 10 tanques de 100 L c/u de capacidad, con sistema de recirculacién continua y
temperatura constante en promedio de 32 + 1.06 °C, el nivel de oxigeno disuelto fue de 6.40
+ 0.28 mg/L, se determino usando un oximetro marca YSI modelo 55 (precision de 0.1°C y
0.01 mg/L respectivamente), Se realizaron recambios de volimenes de agua del 10%. El
sistema se le suministro aireacion continua mediante un blower durante todo el tiempo del

ensayo.

Harinas experimentales.

En el presente estudio se evaluaron seis fuentes de proteinas (tres de origen animal y tres de
origen vegeta), estas harinas se obtuvieron de empresas locales en México y evaluados en
el Laboratorio de Acuicultura Tropical, Division Académica de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, México (DACBIOL-UJAT), y se muestran en la
Tabla 3

Table 3. Fuentes de proteinas evaluadas en el sistema in vitro.

Harinas Proteina (mg)
Subproducto de pollo® 65
Animal  Sangre de res’ 82
Pescado’ 77
Sorgo(Sorghum bicolor, Moench)? 10.11
Vegetal Gluten de trigo (Triticum aestivum)? 75
Salvado de trigo (Triticum aestivum)? 15

1. Proteinas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México.
2. Galmex S.A. de C.V., Villahermosa, Tabasco, México.
3. Glitenes de México S.A. de C.V. Edomex, México.

Uscanga-Martinez, A. et al. 2011. Aplicaciones a la mejora de la utilizacién nutritiva del alimento en ciclidos cultivados en México. En: Cruz-Suérez, L.E.,
Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Herndndez-Hernandez, L. (Eds), Avances en
Nutricion Acuicola XI - Memorias del Décimo Primer Simposio Internacional de Nutriciéon Acuicola, 23-25 de Noviembre, San Nicolas de los Garza, N. L.,
México. ISBN 978-607-433-775-4. Universidad Auténoma de Nuevo Le6n, Monterrey, México, pp. 46-104.



75

Preparacion de los extractos enzimaticos

Los extractos de lasdiferentes especies de peces, utilizados en los experimentos se
prepararon todas de la misma manera. Los peces se mantuvieron en ayunas durante 24
horas, se sacrificaron por una sobredosis de anestesia (1 g L) MS-222 (Tricaine
methanesulfonate, Argent, Chemical Laboratories, Inc., Redmond, WA, USA) y se
mantuvieron en hielo hasta que fueron procesados. Para la realizacion del sacrificio de los
peces se cumplio con los procedimientos de manipulacion indicados por el Comité para el
Uso Etico de los Animales Experimentales. Se disectaron los Peces sacando los tractos
digestivos (estomago e Intestino) utilizados como fuentes de enzimas, se homogenizaron
con agua tipo MilliQ a una relacion 1:10 (peso/volumen), se homogenizaron utilizando un
disruptor de tejidos ultrasonicos (Misonix, modelo Microson Ultrasonico disruptor celular,
NY) como se detalla en Moyano et al.. (1996). Los sobrenadantes obtenidos tras la
centrifugacion a 16,000 g durante 30 minutos a 4 °C fueron almacenados en tubos
eppendorf y se conservaron en refrigeracion a -20 °C hasta su uso para el analisis
enzimatico. La concentracién de proteina soluble en los extractos se determiné por el

Método de Bradford (Bradford1976) usando albimina bovina a razén de 1 mg mL™.

Determinacion de la actividad proteasa

La actividad de las proteasas alcalinas en los extractos se midié con el método propuesto
por Walter (1984), utilizando la caseina Hammerstein (5 g L™) como sustrato, en 50 mmol
L™ Tris-HCI pH 9.0. Las mezclas se incubaron durante 60 min. a 37 °C, la reaccion se
detuvo mediante la adicién de 0.5 mL tricloroacético (TCA) (120 g L-%), y la absorbancia
de los péptidos solubles en TCA se midio a 280 nm. La actividad proteasa &cida se evalu6
segtin el método propuesto por Anson (1938) con 0.5 g L™ de hemoglobina en 0.1 mol L™
glicina-HCI (pH 2.0). Una unidad de actividad enzimética se definio como 1 pg de tirosina
liberada por minuto, utilizando el coeficiente de extincién de la tirosina (0.005 mL/ug™ cm’

1. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. La concentracién de proteina soluble
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en extractos de larvas y de la proteina se determind segun Bradford (1976), utilizando un

procedimiento estandar de microensayo.

Condiciones generales del sistema in vitro

La hidrolisis de las proteinas en todos los experimentos se determind utilizando una célda o
bioreactor de digestion descrita por Hamda (2009). La célda o bioreactor de digestion esta
conformado por una camara de reaccion interna que contiene la mezcla deseada de sustrato
y extractos enzimaticos, separado de una camara exterior por una membrana semi-
permeable (SpectraPor 6, Spectrum Medical Industries, Los Angeles, CA. permite pasar
particulas con un peso molecular de 1000). El extracto de la enzima y el sustrato se
mezclan y se mantien en agitacion continua mediante un agitador magnético a una

temperatura constante de 37 °C por medio de un bafio termico.

La fase 4cida se simulo agragando una determinada cantidad de sustrato deseado (500 kg™
g de proteina cruda) en HCI 1 mol L™ a pH 2.0 seguido por la adicién del extracto crudo de
estdmago (1500 U ml™), y se incub6é durante 30 min. Después de este tiempo, el pH se
elevé a 9.0 por adicién de 1 mol L™ NaOH y la mezcla se transfirié a la celda de la
digestion, para la realizacion de la fase alcalina se afiadio proteasa apartir de los extracto
del intestino (2500 U ml™), la reaccién se mantuvo durante un periodo de 180 minutos.
Los productos de la digestion fueron recolectados y retirados a los distintos puntos de
muestreo (0, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos) se establecieron durante este tiempo
para medir la liberacion de la hidrélisis mediante la circulacién del buffer borato 0,1 mol L
1 a pH 9. La concentracion total de aminoécidos en las muestras se determiné utilizando el
método o-ftaldehido segin lo detallado por la Iglesia et al., (1983) se midio por
fluorescencia (Fluoroskan, Thermolab, Finlandia). Los resultados fueron expresados como
la cantidad total de los aminoacidos liberados en cada punto de muestreo o de los valores
acumulados de los aminoacidos liberados hasta el momento de la toma de muestras. Todos

los ensayos se realizaron por triplicado
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Analisis estadisticos

Los resultados de los diferentes ensayos se han presentado siempre en dos formas
diferentes. Por un lado, la cantidad total de los aminoacidos liberados durante los intervalos
de tiempo de muestreo se trazd con el fin de representar las variaciones en su produccion a
lo largo del tiempo. Por otro lado, los valores acumulados fueron graficados contra el
tiempo para calcular la tasa de produccion de aminoacidos. Los valores fueron ajustados a
las lineas rectas fueron evaluados mediante analisis de ANOVA. Los datos fueron
sometidos a la prueba de Kruskal-Wallis (prueba independiente del grupo de comparacion)
(Zar, 1996). Todos los analisis se realizaron con Statistica V.7 y un valor de significacion
de 0.05

Resultados

La hidrdlisis de las diferentes harinas por el extracto enzimatico de los peces se detalla en la
Figura 3 y Tabla 4. Donde se pudo comprobar la existencia de diferencias significativas en

la cantidad de aminoé&cidos liberados al final de la hidrolisis.

En el caso de la hidrolisis con extracto enzimatico de tilapia se observo claramente que la
harina de pescado presente una hidrolisis mucho mayor que el resto de las harinas 39.5 +
0.1 mg de aminoéacidos liberados. Asi mismo, cade sefialar que la digestibilidad de la
proteina que se obtuvo con el extracto enzimatico de las tilapias sobre la harina de pescado
fue de 79.02 £ 0.19, en el cual rrequiere de 1.99 h para realizar la hidrélisis del 50% de la
protefna en la muestra (500 kg™ g de proteina cruda), aun que se pudieron distingir un
grupo que no presenta diferencias significativas con la harina de pescado y exhiben un
rango de hidrdlisis que fluctua de 28.3 + 0.6 a 11.8 + 0.7 (harina de sub-producto de pollo,
sangre de res, sorgo, salvado de trigo y caseina) en su caso la harina que presento el menor
grado de hidrolisis de proteina durante el periodo de 180 min fue la harina de gluten de

trigo manifestando un promedio de 8.8 £ 0.6 y una digestibilidad de 17.58 + 1.12.
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En el caso del extracto enzimatico de tenguayaca, la harina que presento mayor hidrolisis
fue el gluten de trigo con 31.5 + 0.7, y una digestibilidad de la proteina de 63.08 + 1.34,

mostrando diferencias significativa a la harina de salvado de trigo y sub-producto de pollo
(23.3 £ 2.0, 23.6 + 1.3) respectivamente.

Lo que corresponde a la liberacion de amino&cidos con extracto enzimético de castarrica no
muestra diferencias significativas entre ninguna de las harinas.
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Figura. 3. Curvas de hidrolisis de protein con extracto de tilapia (A), con extracto de tenguayaca (B) y con

extracto de castarrica (C).
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Tabla 4. Ecuaciones de ajuste de la evolucion en la liberacion de aminoacidos para los
diferentes piensos. Las ecuaciones se utilizaron para calcular las cantidades liberadas

necesario para hidrolizar la mitad de la proteina presente en la muestra.

Total amino
acidos Amino acidos Tiempo para la
liberados liberados (g  Digestibilidad de realizacién
Harinas durante 180 kg™ la del 50%
min proteina proteina de hidrolisis
(mg) inicial) (%) Linea de ajuste? (h)

Oreochromis niloticus
Subproducto pollo 169+08 1.97+0.09 33.79+1.52 y =0.1021x - 0.3179 4.15
Sangre de res 199+13 232%0.16 39.83 £ 2.67 y =0.1186x + 0.2308 3.48
Sardina 395+01 4.60+0.29 79.02+£0.19 y =0.2222x - 1.6342 1.99
Sorgo 19.3+0.2 225%+0.02 38.54+0.33 y =0.1126x - 0.1427 2.93
Gluten de trigo 8.8+0.6 1.03+0.07 1758 £1.12 y =0.0513x + 0.8437 7.84
Salvado de trigo 11.8+0.7 1.37+0.08 23.53+1.39 y =0.0683x + 0.3678 6.03
Caseina 283+0.6 3.31+0.07 56.70 £ 1.27 y =0.1641x - 0.6974 2.61

Petenia splendida
Subproducto pollo 236+13 274+0.15 47.11 + 2.60 y =0.1227x - 0.6803 3.48
Sangre de res 251+04 291+0.04 49.96 +£0.71 y =0.1351x - 0.9354 3.19
Sardina 287+11 334+0.13 57.41+2.15 y =0.1501x - 1.2741 291
Sorgo 296+11 345+0.13 59.16 £+ 2.21 y =0.1739x - 0.6193 2.45
Gluten de trigo 315+£0.7 3.68+0.08 63.08 £ 1.34 y = 0.1663x - 1.0826 2.61
Salvado de trigo 233+20 271+0.23 46.58 +4.01 y = 0.1421x - 0.6697 3.01
Caseina 39.2+0.7 457+0.09 78.49 £ 1.49 y = 0.2265x - 2.6535 2.03

Cichlasoma urophthalmus
Subproducto pollo 31.1+32 3.63+0.37 62.24 £ 6.41 y =0.1758x - 1.3334 2.49
Sangre de res 309+36 3.60+042 61.82 +7.15 y = 0.1628x - 0.4046 2.60
Sardina 309+17 3.60%0.19 61.81+3.32 y =0.1703x - 0.7333 2.61
Sorgo 333+23 3.88%0.27 66.56 + 4.56 y =0.1774x - 0.2156 2.36
Gluten de trigo 247+02 2.88+0.02 49.48 + 0.39 y = 0.1581x - 0.3739 3.11
Salvado de trigo 334+01 334+0.18 57.36 £ 3.15 y =0.1504x - 1.1678 2.89
Caseina 336+34 361+228 67.16 £ 6.78 y = 0.1934x - 1.8625 231
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Discusién

Las técnicas de digestibilidad in vitro pueden ser aplicadas no so6lo para obtener
informacidn sobre la capacidad de cada especie para degradar diferentes tipos de proteina,
sino también para realizar un seguimiento detallado de la hidrolisis de las distintas
fracciones proteicas durante el proceso de digestion (Dimes et al.. 1994; Ofia et al.. 2003),
lo que permite generar conocimientos sobre la capacidad digestiva de los organismos, y
crear formulaciones de alta digestion y asimilacion, y optimizar los costos que ocasiona la
adquisicién de alimento durante la produccion en el cultivo intensivo (Tacon 1993). Este
ultimo aspecto ha sido desarrollado por numerosos investigadores que han trabajado en
sistemas in vitro con el objeto de simular la digestion de la proteina en diferentes animales
terrestres (Savoie 1994) y acuaticos (Alarcon et al. 2002, Rungruangsak-Torrisen y Alarcon
et al. 2001). No obstante, la mayoria de los estudios realizados en especies provistas de
estbmago evallan la degradacién de la proteina del alimento sin considerar el papel que
tiene la etapa de digestion estomacal sobre la hidrdlisis final de la proteina. En este sentido,
algunos autores han comprobado la presencia de elevados niveles de actividad proteasa
acida en el estobmago que llega incluso a representar hasta 10 veces la actividad alcalina
determinada en el tramo intestinal (Alarcon et al. 1998 y Ofa et al. 2003). Este hecho
justifica la inclusion de una etapa acida de digestion en este tipo de ensayos, cuando se trata

de simular la digestion de una especie que posee estdbmago.

En este caso el sistema empleado de la celda o bioreactor de digestion semipermeable ha
demostrado su capacidad para discriminar entre harinas de diferentes calidades. En la
mayor parte de las harinas se ha obtenido una mayor liberacion de aminoacidos en
presencia de la enzima de los peces (tilapias, tenguayaca y castarrica) que cuando esta no se
afiade a la mezcla de reaccion, es decir, que ha resultado evidente el efecto de la accion
enzimatica sobre las harinas en el ensayo. Sin embargo, cabe sefialar que los extractos
enzimaticos no realizaron el mismo efecto de hidrdlisis en todas las harinas analizadas. Esto
supone que el paquete enziméatico que poseen los peces no es compatible con todas las

proteinas, al describir que se utilizaron fuentes de proteinas de diferentes origenes
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(animales y vegetales) esto muestra como la naturaleza de las proteinas como pueden
reducir de forma notable su capacidad de digestibilidad en los peces. Los valores de
hidrélisis de la caseina estan por arriba a los obtenidos para las otras materias primas. Este
resultado es l6gico dado que la caseina se utiliza como proteina estandar en los estudios de
caracterizacion de proteasas intestinales (Ofia et al. 2003). Cuando se considerd cada
materia prima por separado, se pudo comprobar que los valores de hidrdlisis mayores se
obtuvieron para la harina de pescado, gluten de trigo, salvado de trigo y sorgo. La harina de
pescado mostro un valor de autohidrolisis relativamente elevado en comparacion con el
resto de ingredientes, este fendmeno puede deberse a la solubilizacion progresiva de las
proteinas de esta harina durante el ensayo de pH-stat en ausencia de proteasas estomacales,
modificandose de este modo el pH de la reaccion que es contrarrestado con la adicion de
HCI. Es conocido que durante el proceso de obtencidn de harinas de pescado, las materias
primas sufren elevadas temperaturas que desnaturalizan a las proteinas y disminuyen su
solubilidad. Precisamente, uno de los efectos de la fase acida de la digestion es solubilizar a
las proteinas precipitadas. Este comportamiento se ve reflejado de manera similar a lo
reportado previamente en pruebas con especies como la dorada Sparus aurata, el pez disco
Symphysodum aequifasciata, la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus, el hibrido
de Dentex x Pagrus, y el rébalo blanco Centropomus undecimalis (Alarcédn et al.. 2002;
Chong et al.. 2002; Alvarez-Gonzalez 2003).

Por otra lado, cabe destacar que el comportamiento de digestibilidad de las diferentes
fuentes de proteinas se relaciona con sus habitos alimenticios de las respectivas especies en
estudio, en el caso de la tenguaya se observo que las mayores digestibilidades se dieron en
harinas de fuente animal a esepcion del gluten de trigo, esto se debe a que es una especie
carnivora como lo describen Resendez y Salvadores (1983), Caro et al. (1994), Santiago et
al. (1997) y Valtierra (2000) donde establecen que la tenguayaca en su ambiente natural es
un pez esencialmente ictiofago y en menor proporcion herbivoro, y que en estadio juvenil
son principalmente carnivoros. Chavez et al.. (1989), mencionan que los habitos
alimenticios de las castarricas son omnivoros con tendencia carnivora pero que utiliza

igualmente los recursos mas abundantes del medio donde se encuentra y se comporta como
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oportunista. Por que se explica que esta especie permite la formulacion de alimentos con
ingredientes tantos de origen animal como vegetal; en tilapias al ser un organismo
herbivoro no posee un estomago definido y por ende la posibilidad de una hidrolisis
proteica acida es casi nula. Para compensarlo el intestino es mucho mas largo, con una gran
presencia de proteasas alcalinas y amilasas, con los que ayuda a la digestibilidad del
alimento suministrado. Es importante sefialar que los bajos valores de digestibilidad para
los ingredientes proteinicos de origen vegetal se asocian a factores antinutricionales
presentes en este tipo de ingredientes (inhibidores de tripsina) y que ocasiona inhibicion del
crecimiento al usarlo en cantidades superiores al 50% en dietas acuicolas (Moyano et al..
1998; Alarcén et al.. 2001, 2002). Chong et al.. (2002), reportan que al usar harina de soya
y la harina de trigo en dietas para S. aequifasciata disminuy0 la digestibilidad de las dietas,
a pesar del alto contenido proteinico de los ingredientes, lo que se asocia a su contenido de
inhibidores de tripsina y quimotripsina. Ofia et al.. (2005), reportan que el efecto de los
inhibidores presentes en las harinas vegetales, sobre las proteasas digestivas fue mayor con
respecto a la capacidad de digestibilidad para D. dentex y P. pagrus, donde la harina de
soya afectd principalmente a las enzimas alcalinas al obtener valores bajos a pesar de que
pueden tener un alto contenido de proteina, puede ser peligroso especialmente en peces con
habitos carnivoros, por lo cual deben de evaluarse no solo in vitro, sino también in vivo

para asegurar su asimilacién y efecto en el crecimiento de los peces.

Efecto de harinas de origen vegetal como inhibidores de proteasas en ciclidos

La acuicultura sigue creciendo méas rapidamente que cualquier otro sector de produccién de
alimentos de origen animal, mientras que los volimenes de captura por pesca dejaron de
crecer; en este sentido la FAO 2009 estima que el 77% (110 millones de toneladas) se
destinan al consumo humano y el 23% (33 millones de toneladas), se destinaron a la
elaboracion de harina y aceite de pescado; Por lo tanto la harina de pescado por ser la
principal fuente de proteina empleada para la fabricacion de piensos para peces (El-sayed
1990; El-Sayed and Tshima 1991); y aunado a la dismininucion de este producto junto con

la demanda creciente ha causado incrementos en los precios, en este caso la alternativa mas
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importante es el empleo de fuentes proteicas vegetales, que ofrecen un gran potencial para
el avance de la produccion acuicola. Sin embargo uno de los problemas que conlleva la
utilizacion de estas harinas es el bajo contenido de proteina y acidos grasos esenciales
(Francis et al.. 2001). La otra limitacion principal es la existencia de los factores
antinutritivos que reducen la actividad y la cantidad de las enzimas proteoliticas y por lo
tanto el crecimiento y la eficiencia de la alimentacion reduciendo, por lo consiguiente la
digestibilidad en los peces (Huisman & Tolman 1992; Moyano et al.. 1999; Sveier, et al..
2001; Maitra & Ray 2003). En este caso para poder incluir las proteinas de las fuentes
vegetales en la fabricacion de los piensos se requieren de procesos tecnologicos como
tratamiento termales con el fin de inactivar o reducir el efecto de los antinutrientes.
(Alarcon et al.. 1999).

Hasta la fecha pocos estudios se han centrado en una evaluacion de tallada sobre los efectos
de los inhibidores de proteasas digestivas en ciclidos nativos, sin embargo Moyano et al..
(1999) y El-sayed et al.. (2000) han descrito que la tilapia O. niloticus presentan una
respuesta de inhibicion de proteasas al evaluar diferente fuentes proteinicas vegetales
(salvado de trigo, gluten de maiz y soya). A condicidn de que las proteasas de los peces son
altamente sensibles a los inhibidores es importante considerar que estas pueden diferir
considerablemente por la diferencia de especies y habitos alimenticios de estos. (Kroghahl
& Holm 1983; Tacon 1997; Krogdahl et al.. 1994). El objetivo del presente estudio es
evaluar el efecto de inhibidores de proteasas en diferentes fuentes proteicas de origen
vegetal (Harina de soya, trigo, sorgo y salvado de trigo) sobre la actividad de las proteasas
digestivas de C. uruptalmus y O. niloticus, las razén de evaluar estas harinas se debe a que
son ampliamente utilizadas en la fabricacion de piensos y la disponibilidad con la que se
encuentran en la zona y de esta forma tener en cuenta las implicaciones que se pueden tener

en formulaciones futuras para las especies en estudio.
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Materiales y metodos

Organismos

Los ensayos se llevaron a cabo con digestivos liofilizados de C. urophthalmus y O.
niloticus provenientes del Laboratorio de Acuacultura de la Division Académica de
Ciencias Biologicas de la Universidad Juarez Autobnoma de Tabasco (UJAT-DACBIOL),
Los peces fueron alimentados con pienso comercial de la marca Pedregal Silver Cup (45 %

de proteina y 16 % de lipidos).
Preparacion de los extractos enziméticos

Los peces se mantuvieron en ayudo por 24 hrs; fueron sacrificados por sobredosis del
anestésico MS 222. Se disectaron los tractos digestivos completos, separando a
continuacion estomago e intestino realizando posteriormente un pool, se homogenizaron
con agua milliq (1:10 peso/volumen) se utilizo un homogenizador de tejido marca Misonix
(modelo Microson Ultrasonic Cell Disruptor, NY). Las muestras se centrifugaron a 16,000
g durante 30 min. a 4 °C, el sobrenadante se almaceno en tubos eppendorf y se conservaron
en refrigeracion a -20 °C. La determinacion de la proteina soluble se realiz segin el
método propuesto por Bradford (1976).

Preparacion de los extractos de las harinas

Las harinas usadas en este estudio fueron obtenidas de (UJAT-DACBIOL), vy del
Departamento de biologia aplicada, de la Universidad de Almeria, donde fueron evaluadas
las siguientes harinas: soja (Glycine max), sorgo (Sorghum vulgare), trigo (Triticum
aestivum), y salvado de trigo. Los extractos de los inhibidores fueron obtenidos de acuerdo
a Garcia—Carrefio et al.. (1997). Las harinas fueron homogenizadas en agua millig (100
mg/mL ™) y posteriormente fueron encubadas durante un periodo de 180 minutos a 25 °C,
el extracto obtenido se centrifugo a 16,000 g durante un periodo 30 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se conservo en tubos eppendorf a -20 °C.
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Ensayo de la actividad proteasa

La actividad de las proteasas alcalinas se evalu6 de acuerdo al método propuesto por Walter
(1984), se agregaron 20 pl de extracto enzimatico, 0.5 ml de caseina Hammerstein al 1%,
tampon Tris-HCI 50 mM a pH 9.0, la mezcla se encubo durante 60 min. a una temperatura
de 37 °C, la reaccion se detuvo agregando 0.5 ml de TCA al 20%. Posteriormente se
mantuvo la mezcla de reaccion durante 10 min en refrigeracion a 4 °C, se centrifugado a 16
000 g durante 30 min a 4 °C. La absorbencia de los péptidos solubles liberados por el TCA
se midid a 280 nm en un espectrofotometro UV/visible. Una unidad de actividad enzimatica
se definid6 como 1 pg de tirosina liberado en 1 min, usando el coeficiente de extincion

molar de la tirosina (0.005 ml/pg™ cm™), todas las medidas se hicieron por triplicado.

Inhibicion de la actividad proteasas con los extractos de las harinas

El efecto inhibidor de las harinas fue evaluado midiendo la reduccion de la actividad
proteasa alcalina de acuerdo a lo propuesto por Garcia-carrefio (1996). El ensayo consistid
en agregar 20 pl del extracto de las harinas y 20 pl del extracto enzimatico. Una segunda
seccion de tubos se utilizo Gnicamente como control de la actividad donde se encubo
solamente con agua destilada, se agrego 0.5 ml de buffer (50 mM TRIS HCI, pH 9.0) estas
relaciones fueron incubadas durante 60 min. a 25 °C, la actividad residual de la proteasa
fue evaluada usando 0.5 ml de caseina Hammerstein al 1% y encubando nuevamente
durante 30 min. a 37 °C, la reaccion se detuvo agregando 0.5 ml de TCA al 20%,
posteriormente la mezcla de reaccién se mantuvo durante 10 min en refrigeracion a 4 °C,
se centrifugado a 16 000 g durante 30 min a 4 °C. Cada seccion de tubos conto con su
respectivo control en el cual se les agrego 0.5 ml de TCA antes de agregar la caseina, de
esta manera la absorbancia obtenida en los blancos fueron restados de los tratamientos,

todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

El efecto de la inhibicion de la proteasa fue determinada con respecto a la reduccion de la

actividad proteasa en relacién con el de los controles el cual se expresa en porcentajes de
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inhibicién. Para observar la inhibicion se utilizaron cantidades crecientes de extracto de
harina vegetal (0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 2.8 y 3.2 mg/ml). Los extractos de la enzima
fueron ajustados para proporcionar 38 U.

La deteccién de los efectos de los inhibidores de las enzimas utilizando sustrato-SDS-
PAGE

Se realizaron electroforesis de proteinas SDS-PAGE de las preparaciones enzimaticas de
acuerdo a Laemmli (1970), usando geles de 8 x 10 x 0.075 cm y 12% de acrilamida. La
preparacion de las muestras y los zimogramas de las actividades proteasa de las distintas
fracciones separadas por electroforesis se llevaron a cabo segun Garcia-Carrefio y Cols.
(1993). Previamente, las muestras fueron filtradas a través de una columna Sephadex G-
25S (1/10, viv). Se tomo 4.5 ul de los extractos enzimaéticos (contenian 38 U), eran
mezclado con 4.5 pl del extracto de las harinas, la mezcla fue encubada durante 60 min. a
temperatura ambiente, para los controles fueron hechos usando 4.5 pl de agua destilada
sustituyéndola por los extractos de las harinas. Las electroforesis se llevaron a cabo a
voltaje constante de 100 V por gel durante 60 min a 5 °C. Posteriormente, los geles fueron
lavados e incubados en caseina Hammerstein al 0,5%, pH 9, durante 30 min a5 °C y
después se transfirieron a la misma solucién durante 90 min a 37 °C sin agitacion. A
continuacidn, fueron lavados y fijados con TCA al 12% previamente a su tincién con azul
Coomassie (BBC R-250) al 0,1% en una solucion metanol-acido acético-agua (50:20:50).

El destefido se llevd a cabo en una solucion metanol-acido acético-agua (35:10:50).

Resultados

Las actividades proteoliticas totales y la proteina soluble que se determinaron en los
extractos de los peces se muestran en la Tabla 5. Donde las medias de las actividades de
las proteasas alcalinas muestran que la C. uruptalmus tienen mayor actividad enzimatica
con respecto a las otras especies en estudio, caso similar se determino en la proteina

soluble. Estos resultados proporcionaron la base para el disefio de los experimentos de
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inhibicidn, permitiendo preparar las mezclas de la incubacion conteniendo las mismas

unidades de actividad enzimatica.

Tabla 5. Actividad de las proteasa alcalinas y proteina soluble de los extractos intestinales

de la Cichlasoma uruptalmus y Oreochromis niloticus. (Valores promedio * desviacion

estandar).
) Actividad proteasa Proteina soluble
Especie — N
U mg proteina mg ml~
Cichlasoma uruptalmus 2348 £ 25.7 6.96 £ 2.08
Oreochromis niloticus 813 £ 6.54 571+1.33

Las curvas de inhibiciones con concentraciones crecientes de las harinas se muestran en
figura 4. En el caso de la harina sorgo, se manifiesta que las especies presentan respuestas
claras de inhibicién de las proteasas desde concentraciones bajas del extracto vegetal,
llegando a afectar la actividad enzimética de ambas especies conforme aumenta la
concentracion del extracto vegetal. Sin embargo, la inhibicion de la actividad enzimatica
por accion del salvado de trigo muestra que la tilapia solamente inhibe la mitad de la
actividad enzimatica con respecto a la harina de sorgo, caso contrario sucede con las
proteasas de la castarrica que muestra una mayor sensibilidad a los inhibidores presentes en
esta harina. Los datos mostrados con la harina de soya demuestran la alta presencia de
factores antinutritivos y lo sensible que suelen ser las proteasas a la presencia de estos. Para
las tilapias las proteasas alcalinas se ven inhibidas en gran porcentaje en concentraciones
muy bajas del extracto de esta harina de soja, llegando a ser muy similar para las proteasas
de la castarrica, aun que no se llega a una inhibicion al 100% en gran medida se aumente la

concentracion de las harinas se lograr obtener una total inhibicion de las proteasas.
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Figura 4. Curva de inhibicion de la actividad proteasa alcalina obtenido después de 1 hora de incubacién con
extractos enzimaticos de los diferentes peces frente a incrementos de concentracion de harina de sorgo (A),

harina de salvado de trigo (B) y harina de soja (C)
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Discusion

En el presente trabajo se pudo observar que si hubo un efecto inhibidor de las tres materias
primas vegetales (harina de sorgo, salvado de trigo y soya) sobre la actividad de los
extractos enzimaticos de los peces (O. niloticos y C. uruptalmus), cabe corroborar que
existen numerosos trabajos que describen la presencia de factores antinutritivos en semillas
de plantas y que afectan a la fisiologia digestiva de los peces (Tacon y Jackson 1985,
Krogdahl 1986, Tacon 1997). De estas sustancias las mas relevantes son los inhibidores de
proteasas, de origen proteico, que tienen la capacidad de inhibir la actividad proteolitica de
las enzimas del tracto gastrointestinal de los animales. Sin embargo, El efecto negativo de
la utilizacion de inhibidores de proteasa en las dietas de crecimiento de los peces debe estar
relacionada con diversos factores, tales como: el tipo de comida, el nivel de las harinas
utilizado en la dieta, tiempo de alimentacion con estas harinas; y la sensibilidad de una

especie dada a los compuestos antinutricionales.

El extracto de la harina de soya fue la que presento una mayor actividad inhibidora en las
proteasas de los peces en ambas especies, y lo que respecta al salvado de trigo fue la que
presento menos inhibicién; esto corresponde a que muchos estudios han determinado los
antinutrientes son especialmente abundante en las semillas de leguminosas, pero también en
cereales y productos derivados (Liener 1980), son en particular fuentes ricas en inhibidores
de proteasas en los digestivo de los peces, este tipo de inhibidores tienden a cumularse en
las estructuras de almacenamiento tales como tubérculos, frutas y las semillas de las plantas
(Gildberg and Raa 1983). Es evidente que ni todos los inhibidores de la proteasa existente
en la planta de alimentos son similares, ni se presentan en las mismas cantidades. Estos
compuestos han sido identificados en una gran diversidad de especies vegetales (Liener
1980)

Aunqgue se han disefiado procesos tecnoldgicos especificos para asegurar la eliminacion de
inhibidores (tratamiento térmico de la soya para eliminar el inhibidor de la tripsina), los

resultados no siempre han sido satisfactorios, y las dietas suministradas a los peces pueden
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contener cantidades considerables de inhibidores de proteasas (Mitchell et al. 1993). En el
caso de las semillas de leguminosa, como la soya, esto se puede explicar por la existencia
de dos tipos de inhibidores: inhibidor tipo Kunitz, con una masa molecular entre 20.000-
25.000, labil al calor debido a la baja cantidad de puentes disulfuro y con unidn especifica a
la tripsina, y el inhibidor tipo Bowman-Birk con una masa molecular de 6.000-10.000, mas
termoestable debido a la gran cantidad de puentes disulfuro, siendo capaz de inactivar a la
tripsina y quimotripsina (Diaz y Alarcon 1998, Soottawat et al. 1999). Sin embargo,
muchos de los extractos de semillas de leguminosas que se cultivan en México son

inhibidores de tripsinas (Garcia-Carrefio et al. 1996).
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