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I. RESUMEN GENERAL.

El pez blanco Menidia estor (Jordan 1879) del Lago de Patzcuaro, Michoacan, es una especie
nativa y endémica del altiplano mexicano, perteneciente a la familia Atherinopsidae. Por su
valor econdmico, cultural y nutricional es la especie de mayor importancia en la regién, que
por muchos afios ha sido la base de la subsistencia del pueblo Purépecha. Debido a la intensa
explotacion y deterioro de su habitat se le considera como una especie amenazada (Marez y
Morales 2003), razén por la cual se vuelve necesaria la implementacion de su cultivo. Durante
los ultimos diez afios se han llevado a cabo esfuerzos de investigacion (Martinez-Palacios et
al. 2002, 2008) destinados a lograrlo exitosamente, obteniendo avances importantes. Sin
embargo, una de las principales limitantes es su bajo desempefio en cuanto a crecimiento y
supervivencia asociado a la utilizacion de dietas balanceadas. Diversas investigaciones han
demostrado que los estudios sobre fisiologia digestiva de las especies, contribuyen a generar

dietas mas adecuadas.

Los estudios realizados sobre anatomia y bioquimica digestiva en el pez blanco (Toledo-
Cuevas et al. 2007, Martinez-Palacios et al. 2008) sugieren una mayor importancia de la
digestion citosolica sobre la luminal. Con base en esto, parece ser recomendable ofrecer un
alimento que contenga péptidos pequefios y aminoécidos libres disponibles para su mas facil
digestion y absorcién. Una alternativa a esto es la inclusion de hidrolizados proteinicos. En
este trabajo se utiliz6 como fuente proteinica al bagre armado Pterygoplichthys disjunctivus
Weber 1981 o pez diablo, proveniente de la region del bajo Balsas en Michoacan. Esta es una
especie pesquera sin actual valor comercial a la que se pretende encontrar alguna utilidad,
tanto como alimento para consumo humano como animal, dada su abundancia y alta calidad

nutricional.

Se llevo a cabo un experimento para evaluar el crecimiento y la supervivencia de juveniles de
pez blanco, alimentados con cuatro dietas isoproteinicas e isocaloricas, a base de proteina
hidrolizada de bagre armado, y una testigo conteniendo proteina hidrolizada comercial de
pescado. Los hidrolizados de bagre armado fueron a diferentes tiempos de digestion: 0, 15, 60
y 240 minutos, con el empleo de la enzima Protamex®, una proteasa comercial grado

alimenticio.
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Los juveniles de pez blanco, con peso promedio inicial de 421.67 mg, fueron alimentados
durante 8 semanas. Los grupos experimentales alimentados con dietas con bagre armado sin
hidrolizar (NOH), con 15 min (H15MIN) y 60 min (H60MIN) de digestién, mostraron mejor
crecimiento que los alimentados con el hidrolizado de 240 min (H240MIN) y la dieta testigo,

sin bagre armado. En los cinco tratamientos se obtuvo una supervivencia mayor al 70%.

La inclusion de bagre armado en dietas para pez blanco, favorece de manera muy importante
su crecimiento (229% de peso ganado en 2 meses) y supervivencia (superior al 70%). Este
resultado se obtuvo incluso sin la necesidad del proceso de hidrdlisis. De esta manera se
disminuye el costo de produccién de alimentos para esta especie, al utilizar un recurso

pesquero abundante y de bajo costo en la region.
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Il. SUMMARY.

The Mexican silverside Menidia estor (Jordan 1879) from Lake Patzcuaro Michoacan is a
native and endemic species of the Mexican plateau, family Atherinopsidae. Is the most
important species in the region for its economic, cultural and nutritional value, which has
been for many years the basis of the subsistence of the Purépecha Indian people. Due to the
intense exploitation and degradation of its habitat, is regarded as endangered species (Marez y
Morales 2003), therefore becomes a need its culture implement. In the last ten years have
conducted research (Martinez-Palacios et al. 2002, 2008) efforts for a successfull culture,
with significant progress. But there are still some limitations of growth and survival with

artificial balanced diets.

Studies on the anatomy and digestive biochemistry (Toledo-Cuevas et al. 2007, Martinez-
Palacios et al. 2008), indicate early digestive maturation and greater importance of cytosolic
digestion than the luminal. For this, it’s advisable to offer easily digestible food containing
small peptides and free amino acids available for absorption. An alternative is the inclusion of
armoured catfish protein hydrolyzate Pterygoplichthys disjunctivus Weber 1991 or devil fish,
from the bajo Balsas in Michoacan region. This is an actual fish species without commercial
value at which we find some useful, both as food for human or animal consumption because

it’s abundant and has high nutritional quality.

In the present study, we evaluate the growth and survival of juvenile M. estor, fed with five
isocaloric and isoproteinic diets, hydrolyzate protein from the armoured catfish of different
times of hydrolysis (0, 15, 60 and 240 min.), using Protamex®, a commercial food-grade
protease [0.1%], and a control diet without armoured catfish (containing hydrolyzed
commercial protein fish*). The fish with an average initial weight of 421.67mg were fed for 8
weeks. The experimental groups fed with diets armoured catfish unhydrolysed (NOH), 15 min
(H15MIN) and 60 min (H60OMIN) showed better growth than those fed hydrolyzed to 240 min

(H240MIN) and the control diet. In the five treatments was obtained more than 70% survival.

The inclusion of armoured catfish in diets for white fish, favoring growth (229% of weight
gain in 2 months) and survival (higher 70%). This result was obtained even without the need
of the hydrolysis process. Thus, it lowers the cost of food production for this species to use a

fishery resource abundant and low cost in the region.
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I11. INTRODUCCION GENERAL.

La acuicultura es la industria alimenticia de mayor crecimiento a nivel mundial (FAO 2009).
Su desarrollo esta basado en la diversificacion de especies a cultivar. En México se ha basado
principalmente en el cultivo de especies exdticas; sin embargo, las especies nativas han
cobrado gran importancia por su alto valor econémico y aceptacion social, adquiriendo por

ello un gran potencial para la acuicultura comercial (Dillanes 2001).

En Michoacan, una de las especies de mayor importancia para la acuicultura comercial es sin
duda el pez blanco del Lago de Patzcuaro Menidia estor Jordan 1879 (antes Chirostoma
estor) (Miller et al. 2005), pez nativo perteneciente a la familia Atherinopsidae (Dyer y
Chernoff 1996), la cual estd representada por alrededor de 150 especies en su mayoria
marinas y estuarinas. El pez blanco es una especie totalmente de agua dulce, aunque posee
muchas caracteristicas en comun con los Atherinopsidos marinos debido a un ancestro comun
(Barbour 1973).

Las diferentes especies de Menidia tienen una fuerte influencia sobre la cultura,
medioambiente y economia de la gente nativa de la region, siendo M. estor la especie mas
emblematica y por tanto, la de mejor cotizacion en los mercados regionales, alcanzando
costos de hasta $80 USD/kg en época de cuaresma (Martinez-Palacios et al. 2008). Debido a
esto, ha sido explotada por afios, lo cual aunado a problemas de contaminacion y deterioro de
su habitat han disminuido sus poblaciones hasta el punto de considerarse actualmente en
peligro (Marez y Morales 2003). Como consecuencia, se vuelve una inminente necesidad la
implementacion de su cultivo, ya que ademas de representar una opcion para su explotacion

es una fuente generadora de empleos (Campos et al. 2009).

A una década de investigaciones en busca del éxito comercial en el cultivo de M. estor, se ha
logrado completar su ciclo de vida en cautiverio, y tener avances muy importantes en diversas
areas, como conocer sus requerimientos medioambientales (Martinez-Palacios et al. 2004),
tener un control sobre su ciclo reproductivo (Martinez-Palacios et al. 2002), avanzar en el
conocimiento de sus habitos alimenticios y sus requerimientos nutricionales y recientemente

sobre su anatomia y bioquimica digestiva (Martinez-Palacios et al. 2008).
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Avances en la determinacion de requerimientos nutricionales para M. estor.

La proteina es el componente mayoritario y el de mayor importancia en la dieta de peces
(Garcia-Carrefio et al. 2002), ya que es indispensable en la formacion del musculo, participa
en el crecimiento y mantenimiento y juega un papel importante como fuente de energia
(Jobling 1994). Debido a esto, se realizd la determinacion del requerimiento de proteina para
juveniles, el cual resultdo estar entre el 40 y 50% (Martinez-Palacios et al. 2007). El
requerimiento de proteina en los peces esté influenciado por diferentes factores tales como la
edad, calidad de los ingredientes de la dieta, la relacion proteina energia, tasa alimenticia, etc.,

lo cual se refleja en el crecimiento (Tacon 1989).

En cuanto al requerimiento de acidos grasos esenciales (EFA), se logré determinar que el pez
blanco tiene la capacidad, como la mayoria de los peces de agua dulce, de sintetizar
eficientemente acidos grasos de cadena larga, a partir de sustratos de 18 carbonos como el
acido linolénico (18:3n-3), pero a diferencia de otros peces, en los que es comun encontrar
proporciones EPA/DHA de 4:1, 1:2 6 1:1, el pez blanco cuenta con un perfil EPA/DHA de
1:10 6 1:20 (Martinez-Palacios et al. 2006, 2008). Ademas, esta capacidad no parece limitarse

cuando es cultivado en salinidad (Pineda-Delgado 2010).

En relacion al nivel de tolerancia de carbohidratos, se encontré para juveniles el mejor
crecimiento y supervivencia utilizando entre el 5y 15% de almidon crudo (Canseco-Murillo
2008). En general, la capacidad de digestion de carbohidratos por los peces limitada
(Spannhof y Plantikow 1983). Los peces de aguas calidas los utilizan con mayor eficiencia
que los de aguas frias y que los marinos (Van Wormhoudt 1980; en Cruz-Suarez et al. 2002),
y los herbivoros mas que los carnivoros. Aunque en peces no se ha establecido un
requerimiento de carbohidratos, el incluirlos en la dieta representa una fuente econémica de

energia, que ahorra proteina (Jobling 1994).

Por otro lado, se determind que el requerimiento de vitamina C para juveniles de pez blanco
es de 255 mg/kg. El estudio se hizo necesario por los diversos signos de deficiencia
detectados en los organismos en cultivo; tales como: hemorragias, lordosis, escoliosis,
malformaciones 0seas, erosion de aletas, exoftalmia, entre otros. En el estudio se encontrd
que los peces alimentados con niveles bajos de vitamina C presentaron alta mortalidad
(Martinez-Palacios et al. 2006, Rios-Duran, 2007).
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Con base en estos estudios se han formulado diversas dietas para el pez blanco, incluyendo
ingredientes de muy alta calidad (Martinez-Palacios, Com. Per.). No obstante, no se ha
logrado aun formular una dieta éptima, que promueva el crecimiento en el menor tiempo y
con una alta supervivencia, en comparacion con los resultados obtenidos al suministrar

alimento vivo.

Este bajo rendimiento con dietas balanceadas se ha encontrado de manera general en larvas de
peces marinos, lo que se atribuye por un lado, a la falta de un sistema digestivo plenamente
desarrollado y con baja actividad enzimatica, por lo que existe una pobre digestion de las
dietas y/o éstas no estimulan la secrecion de sus enzimas (Cahu y Zambonino 1997, Diaz et
al. 1997, Lazo et al. 2000b). Por otra parte, la complejidad de las dietas suministradas
dificulta que los nutrientes se presenten en forma asimilable, aunado a la inclusion, por

desconocimiento, de niveles inadecuados de ciertos nutrientes esenciales (Lazo 2000a).

De manera que, para poder desarrollar dietas ad hoc para la especie y para sus estadios en
particular, resulta importante conocer las caracteristicas del sistema digestivo y sus cambios
estructurales y funcionales relacionados con los procesos enzimaticos y con los mecanismos
de absorcion de los nutrientes, para poder adecuar la formulacion a la capacidad digestiva y

lograr la total satisfaccion de sus requerimientos nutricionales.

Avances en Anatomia y Bioquimica digestiva del pez blanco.

Los estudios en estas areas han permitido encontrar el pez blanco es una especie con habitos y
caracteristicas de un carnivoro filtrador (zooplanctéfago) posee un complejo sistema de
filtracion orobranquial y un intestino corto (relacion 0.7:1, respecto de la longitud del cuerpo)
(Ross et al. 2006). Es un pez agastrico y sin ciegos piléricos, por lo que carece de digestion
acida, de forma tal que el pH en todo su tracto digestivo se encuentra entre 6.5 y 8. Todas
estas caracteristicas son indicativas de un comedor continuo, que debe tener acceso a presas

abundantes y altamente digeribles (Martinez-Palacios et al. 2008).

En cuanto a bioquimica digestiva, los estudios sugieren una maduracion digestiva temprana
(Martinez-Palacios et al. 2008), ya que se ha detectado actividad enzimatica digestiva de las
principales enzimas pancredticas e intestinales desde el momento de la eclosion. Se detectaron
niveles importantes de las proteasas tripsina y quimotripsina, principalmente de ésta Ultima.

Esto podria compensar la ausencia de pepsina y su carencia de estbmago, ya que ambas tienen
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los mismos sitios de hidrdlisis. Segin Cahu y Zambonino (2001), la falta de estdbmago no
dificulta la digestion enzimatica de proteinas en larvas de peces, pues €sta se asegura por las

enzimas pancreaticas e intestinales.

En este sentido, es relevante mencionar que una de las caracteristicas mas representativas de
maduracion digestiva es la disminucion de las enzimas citosélicas (leucin alanin peptidasa,
fosfatasa acida) y el aumento de las de membrana (fosfatasa alcalina, leucin aminopeptidasa)
(Cahu y Zambonino 2001). No obstante, ésta disminucion no solo no se detecto en el pez
blanco, sino que los niveles de las enzimas citosolicas resultaron mucho més elevados en
juveniles de 90 dias (Toledo-Cuevas et al. 2007). Al parecer los peces, incluso en etapa
juvenil, parecen comportarse digestivamente como larvas. Este hallazgo resulta contrario al
modelo de maduracion para peces con estomago, lo que sugiere que, o bien los peces blancos

presentan un modelo de maduracion distinto, o este es mas tardio.

A pesar de esto, en investigaciones previas sobre digestibilidad in vitro de proteina en larvas,
juveniles y adultos de pez blanco se pudo constatar que esta especie tiene las enzimas
necesarias para digerir dietas inertes, ain cuando contienen los materiales ligantes y/o
aglutinantes (como el alginato de sodio, la goma arabiga y la carragenina), que en su mayoria

son agentes antinutricionales y poco digestibles (Avalos-Sanchez 2006).

Importancia de la inclusién de aminoacidos, péptidos y proteina soluble en dietas, sobre la
funcion digestiva y crecimiento.

Tomando en cuenta que muchas especies exhiben un crecimiento exponencial durante la etapa
larvaria, se requieren grandes cantidades de amino &cidos para producir las proteinas que van
a conformar los tejidos durante el crecimiento y suplir ademas la energia requerida para el
metabolismo (Ronnestad et al. 1999). Basados en el hecho de que el zooplancton, del que se
alimentan la mayoria de los peces en su ambiente natural, contiene un alto nivel de proteina y
de aminoéacidos libres, se utilizan en las dietas balanceadas, por lo general, niveles de proteina
cruda del 55 al 60%.

Sin embargo, diversos estudios han mostrado que las proteinas no son tan eficientemente
absorbidas como los aminoacidos (Regnnestad et al. 2000), tanto en peces en diferentes
estadios como en otros vertebrados, incluyendo al hombre. Rust (1995), en larvas de varias

especies de peces sin estomago, determiné que las larvas absorben y metabolizan mas
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eficientemente los aminoacidos en forma simple, que los nutrientes complejos, siendo el
orden de asimilacion como sigue: aminodcidos libres > péptidos > proteinas. Otras
investigaciones han revelado la importancia de incluir aminoacidos libres y péptidos
pequefios, asi como proteinas solubles, en la alimentacion de larvas y juveniles de peces
(Cahu y Zambonino 2001, Zambonino et al. 1997). Una de las ventajas que se obtiene
mediante digestion parcial de los nutrientes (en este caso de la proteina), es que éstos se

vuelven mas digeribles y biodisponibles (Castillo 1990, Clemente 2000).

Fhynn (1989), Rennestad et al. (1992), Rgnnestad et al. (2003) mencionan que las larvas y
juveniles utilizan como fuente de energia para el metabolismo los aminoacidos libres y
péptidos, dado que son de facil digestion y compensan la ausencia de estomago y los bajos
niveles de enzimas digestivas. Ademas algunos aminoacidos desencadenan respuestas de
busqueda (Gly, Ala) e ingesta (Ala, Cys, Ser) de alimento, y también parecen actuar como
reguladores y estimulantes de la funciéon y maduracion digestiva (Cahu et al. 2004, Rgnnestad
et al. 1992, Rojas-Garcia y Rgnnestad 2002) ya que pueden tener un efecto potenciador de la
liberacion de colecistocinina (CCK). La CCK es una hormona producida en el intestino
(duodeno) cuya funcion es estimular la produccion de enzimas del pancreas y la liberacion de
bilis, por la vesicula biliar (Liddle 1995).

Cahu et al. (2004), en larvas de lubina (Dicentrarchus labrax), determinaron que la inclusion
de bajas concentraciones (14%) de hidrolizado proteinico en las dietas estimulan la expresion
y la actividad de tripsina y mejoran el crecimiento. También en larvas de lubina se observo
que al sustituir solo parcialmente (20%) la proteina nativa por di y tripéptidos aumento el

crecimiento y la supervivencia (Zambonino et al. 1997).

Sin embargo, el efecto positivo de la calidad de calidad de la proteina (grado de hidrdlisis,
niveles de inclusion y solubilidad) en las dietas, sobre la funcion digestiva y crecimiento es un
tanto dependiente de la especie y de su estadio de desarrollo. Rgnnestad (2002) observé que
en el arenque del Atlantico, en estadios tempranos, las proteinas solubles inducen una mayor
produccion de CCK y contenido de tripsina que los aminoacidos libres. Contrariamente, en la
lubina (D. labrax), la secrecion de tripsina se estimulé con aminoacidos libres, mientras que

el hidrolizado de caseina la redujo.
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Carvahlo et al. (2004), en la carpa comun (Ciprinus carpio) durante las primeras etapas de
vida, encontraron que la caseina soluble no hidrolizada (25% de la proteina total) promueve el
crecimiento y la supervivencia, pero que en forma hidrolizada (25% de la proteina soluble
total) los resultados son aun mejores. Sin embargo, altos niveles de proteina hidrolizada

tienen efectos negativos.

Hevray et al. (2005), en juveniles de salmon del Atlantico (Salmo salar), determinaron que la
inclusion de niveles medios de proteina hidrolizada de pescado en las dietas (180-240g/kg),

produjeron un mejor crecimiento que niveles de inclusion mas bajos o0 mas altos.

Por otro lado, Yamamoto et al. (2002) describieron que las proteinas solubles (provenientes
de larvas de sardina) en dietas para larvas de ayu (Plecoglossus altivelis), la especie pesquera
de agua dulce mas importante en Japon, promovieron el crecimiento, mejoraron la tasa de
supervivencia y aumentaron la resistencia al ayuno. Cabe destacar el bajo peso molecular de

los componentes solubles (proteinas o péptidos) contenidos en estas dietas.

Tomando en consideracion tanto las caracteristicas digestivas del pez blanco, que pereciera
comportarse como un organismo de maduracion tardia, tipo larvaria, y los estudios de la
importancia de incluir proteinas hidrolizadas en las dietas balanceadas, se llevaron a cabo dos
experimentos en el pez blanco: por un lado, Pimentel-Acosta (2009) evalu6 el crecimiento de
juveniles de 3 meses de edad alimentados con dietas con diferentes niveles de inclusion de
ensilado acido de bagre armado (Pterygoplichthys disjunctivus). Se encontraron resultados
favorables con sustituciones de entre el 10 y 20% (p/p) de ensilado por harina de pescado,
aunque el mejor crecimiento se obtuvo en los peces alimentados con la dieta testigo sin
ensilado. El ensilado es un procedimiento por el cual las proteinas del organismo son
digeridas por sus propias enzimas (Bello 1994). Durante el proceso de ensilaje &cido se
pierden algunos aminoacidos esenciales para el crecimiento, como triptofano, la lisina y la
cisteina (Aurrekoetxea y Perera 2001, Guadix et al. 2000), esto pudo ser una causa de la

deficiencia en el crecimiento de los peces alimentados con ensilado.

Por otra parte, también se evaluo el crecimiento en juveniles de 6 meses usando dietas con
inclusion de hidrolizados comerciales de soya (SUPRO® 590) y/o pescado (CPSP Special
G® Sapropeche), en diferente porcentaje (0 a 45% de inclusion). El mejor resultado de

crecimiento se obtuvo con la dieta control (sin inclusién de hidrolizado), y en segundo lugar
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con la dieta conteniendo una sustitucion del 15% de hidrolizado de soya (Martinez-Palacios,

Com. Per.).

Uso del bagre armado como fuente de proteina hidrolizada en dietas para el pez blanco.

Dados los resultados poco favorables de las experiencias arriba mencionadas, se resolvio
cambiar los recursos proteinicos usados en la elaboracion de dietas para el pez blanco.
Ademas de incluir al bagre armado con distintos grados de hidrolisis (tiempos de digestion)

enzimatica, para evaluar nuevamente el efecto de incluir proteinas predigeridas.

Los hidrolizados de proteina se obtienen mediante tratamientos quimicos o enzimaticos que
rompen a la proteina, originando péptidos de menor tamafio y aminoacidos libres o productos
totalmente solubles con elevado contenido proteinico (Aurrekoetxea y Perera 2001). La
hidrolisis enzimatica se consigue mediante la accion de enzimas exdgenas purificadas con
actividad proteolitica. Esta presenta ventajas frente a los tratamientos quimicos (Diniz y
Martin 1997) tales como una mayor selectividad de sustratos y la realizacion de estos
procesos en condiciones térmicas menos drasticas y mas facilmente controlables,
manteniendo por lo tanto, el valor nutricional del producto (Belen et al. 2007). Los
hidrolizados de proteinas se emplean a escala comercial en productos hipoalergénicos y en
nutricion infantil y clinica, pues mediante hidrolisis enzimatica se reduce la antigenicidad de
la proteina (Prieto 2007).

Existen referencias de gran variedad de enzimas utilizadas en la obtencion de hidrolizados
proteinicos a partir de subproductos de la pesca (Diniz y Martin, 1997), como residuos de
tinidos (Sampedro et al. 1986), sardina (S. pilchardus) (Quaglia y Orban 1987), arenque
(Clupea harengus) (Hoyle y Merritt 1994), dorada y rodaballo (Aurrekoetxea y Perera 2001),

entre otros.

En general, para la elaboracion de las dietas se deben buscar ingredientes costeables que
sustituyan a los de mayor precio y que se encuentren disponibles en la region. Es por ello que
en el presente trabajo, se consider6 como una buena opcién de fuente proteinica el empleo del
pez armado sudamericano (Pterygoplichthys disjunctivus Weber 1991), en la elaboracion de

hidrolizados para las dietas de juveniles de pez blanco.
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Esta especie, conocida en Meéxico como pez diablo, pez armado o bagre armado, fue
introducida accidentalmente en varias de las cuencas hidrolégicas mas grandes del pais,
incluida la cuenca del Balsas en Michoacan, y dentro de ésta en la presa de Infiernillo, en
donde se ha considerado como una amenaza para la productividad de la pesqueria tradicional
de tilapia, de cuya pesca depende el sustento de cientos de familias en la region (Mendoza et
al. 2007).

El bagre armado presenta una estructura externa ésea altamente espinosa, que lo hace poco
atractivo para su comercializacion, situacion que limita su aprovechamiento como recurso
alimentario. Debido a esto se desechan grandes cantidades de este recurso en las orillas de los
cuerpos de agua, generando un problema de contaminacion. Por ello es de interés realizar
estudios orientados a su posible uso como materia prima para la obtencion de productos de
mayor valor agregado y utilidad, dada su abundancia y ahora conocida alta calidad
nutricional, ya que contiene un porcentaje de proteina mayor al 50% (Martinez-Palacios et al.
2009, 2010).

Dentro de las alternativas de aprovechamiento de esta especie se encuentran, lograr su
incorporacion directa en la alimentacién humana y animal. Como alimento para produccion
animal se busco su aplicacién tanto en la acuicultura, mediante la elaboracién de productos
industriales y subproductos con valor agregado, como el ensilado e hidrolizado y la harina de
pescado (Martinez-Palacios et. al 2009), como en la produccién de alimentos para el sector

ganadero (Martinez-Palacios et al. 2009 y 2010).

Con el presente trabajo se pretende entonces abordar dos problemas importantes en el estado
de Michoacéan; por un lado elaborar una dieta para juveniles de pez blanco, evaluando el
efecto de una proteina prehidrolizada (proveniente del pez armado) sobre su crecimiento.
Adicionalmente, si ésta resultara exitosa podrian abaratarse los costos de produccion al ser el
pez armado una fuente econdmica de proteina. Por otro lado, se estaria proporcionando una
aplicacién a este abundante recurso pequero, constituyéndose en una posible alternativa de

solucidn al problema ecoldgico en la cuenca del Balsas.
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IV. HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas anatomicas y bioquimicas digestivas particulares de M. estor, como
son su carencia de estdbmago e intestino corto y la mayor importancia de la digestion
citosolica que de la luminal, es recomendable ofrecerle alimento altamente digestible. Al igual
que para otras especies de peces, es posible que la inclusion de proteinas hidrolizadas en las
dietas aumente su crecimiento y mejore la supervivencia. De lo anterior se deriva la siguiente

hipétesis:

La inclusion de proteinas predigeridas, a nivel de péptidos y aminoacidos libres, producidas
por hidrélisis enzimética de proteina muscular de pez armado, en dietas para juveniles de pez
blanco, aumentard la biodisponibilidad de la fuente proteinica logrando mejorar el

crecimiento y supervivencia de esta especie en cultivo.
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V. OBJETIVOS

General

@ Evaluar el crecimiento y supervivencia de juveniles de pez blanco (Menidia estor)
alimentados con dietas a base de proteina hidrolizada de pez armado (Pterygoplichthys

disjunctivus).

Particulares

@ Elaborar dietas balanceadas para juveniles de pez blanco, que contengan hidrolizados
enzimaticos de pez armado, generados con diferente tiempo de hidrdlisis (0, 15, 60 y

240 minutos).

@ Evaluar el crecimiento y supervivencia de juveniles de pez blanco alimentados con las

dietas elaboradas.
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EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE JUVENILES DE PEZ BLANCO (Menidia estor),
ALIMENTADOS CON DIETAS A BASE DE PROTEINA HIDROLIZADA DE BAGRE
ARMADO (Pterygoplichthys disjunctivus).

A.M. Avalos-Sanchez.

Laboratorio de Acuicultura, Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales,
UMSNH. Morelia, Michoac&n. México. annamauriav@gmail.com

Resumen

En el presente trabajo se evalud el efecto de dietas elaboradas a base de proteina hidrolizada
de bagre armado (P. disjunctivus), una fuente de proteina econémica y abundante, sobre el
crecimiento y supervivencia de juveniles de pez blanco (Menidia estor). Se elaboraron cinco
dietas isoproteinicas e isocaldricas (50% proteina, 5% lipidos) (389KCal/100g), cuatro de
ellas conteniendo proteina hidrolizada de bagre armado con diferente tiempo de digestion: 0
min (NOH), 15 min (H15MIN), 60 min (H60MIN) y 240 min (H240MIN), y una mas como
dieta testigo en la cual se reemplazo la proteina de bagre armado por una proteina hidrolizada
comercial de pescado* (TESTIGO). Con ellas se alimentaron a saciedad, seis veces al dia,

juveniles de pez blanco de 4 meses de posteclosién, durante 60 dias.

Los muestreos para evaluar el crecimiento se llevaron a cabo cada dos semanas durante el
periodo experimental. Los peces tuvieron un peso promedio inicial de 421.67mg. EI mejor
crecimiento, en términos de Ganancia de Peso (%) lo obtuvieron los organismos alimentados
con las dietas NOH (226.92%), H1I5MIN (237.65%) y H60MIN (224.20%); mientras que los
tratamientos H240MIN y TESTIGO tuvieron el crecimiento mas bajo (177.7%). No se
observaron diferencias significativas en la supervivencia de los peces sometidos a los distintos
tratamientos, la cual fue mayor a 70%. La tasa de conversion alimenticia fue alta en todos los

tratamientos, con valores entre 2.08 y 2.89.

La inclusion de la proteina muscular de bagre armado en dietas, en sustitucion del hidrolizado
comercial de pescado, favorece el crecimiento de M. estor, acompafiado de un alto porcentaje
de supervivencia. Este resultado se obtuvo incluso sin la necesidad del proceso de hidrdlisis.
Asi, el uso de esta fuente de proteina, ademéas de disminuir los costos de produccion de
alimentos, al emplearse un recurso pesquero abundante, de bajo costo y subutilizado,
constituye un avance importante en el desarrollo de una dieta adecuada para el pez blanco y

amplia su potencial de aplicacion en dietas para otros organismos acuaticos. Esto a su vez,
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representa una excelente alternativa de utilizacion del bagre armado, aminorando el problema

ambiental suscitado a raiz de su proliferacion en la region y el pais.

Abstract.

The aim of this work was to evaluate the effect of diets using hydrolyzed protein from
armoured catfish (P. disjunctivus), an economic and abundant protein source, on growth and
survival of juvenile silverside (Menidia estor). Five isoproteinic and isocaloric diets were
prepared (50% protein, 5% lipids) (389Kcal/100g), four of them had hydrolyzed protein from
armoured catfish with different digestion time: 0 min (NOH), 15 min (H15MIN), 60 min
(H60MIN) and 240 min (H240MIN), and another one, the control where the armoured catfish
protein was replaced by a hydrolyzed commercial fish protein* (CONTROL). Silverside

juvenile 4 months ph were fed to satiation, six times a day during the for 60 days trial.

Samplings to evaluate growth were carried out every two weeks during the experimental
period. The initial average weight of fisheswas 421.67mg. The highest growth in terms of
gain weight (%) was obtained in those fish fed with the diets NOH (226.92%), H15MIN
(237.65%) and H6OMIN (224.20%), mean while H240MIN and CONTROL treatments had
the lowest growth (177.7%). There were no significant differences in the survival of fish of all
the treatments, which was greater than 70%. The feed conversion rate was also high in all the
treatments, with values between 2.08 and 2.89.

The inclusion of armoured catfish muscle protein in diets, instead of hydrolyzed commercial
fish protein significantly promotes the growth of M. estor, with a high survival rate. This good
performance was obtained even without the need of a hydrolysis process. Thus, the use of
armoured catfish is an important advance in the development an ad hoc silverside diet. It also
decreases the costs of food production for the species because it uses an abundant and

economic fishery resource.

On the other hand this good result opens a possibility of application on aquaculture foods, and

as a consequence a promising use for this until now non utilized fish source.
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Introduccion.

El pez blanco del Lago de Patzcuaro (Menidia estor) es la especie mas representativa del
Estado de Michoacén por su importancia cultural y econdémica y sus excelentes cualidades de
sabor y talla. Por afios fue la base de la pesqueria artesanal y dada la gran demanda y
potencial comercial de este recurso se capturaron peces de todas las tallas y en todos los
estadios de su ciclo bioldgico (Carta Nacional Pesquera 2002), lo cual provoco una dréstica
reduccién de sus poblaciones, hasta el punto de encontrarse actualmente en peligro (Marez y
Morales 2003).

El generar investigacion cientifica y biotecnologica en torno a la implementacion del cultivo
de esta especie se convierte entonces en una necesidad, ya que ademas de representar una
alternativa para conservar la especie es una fuente generadora de empleos. Tras diez afios de
investigaciones se han logrado grandes avances en ese sentido, tales como completar su ciclo
de vida en cautiverio, tener un control sobre su ciclo reproductivo (Martinez-Palacios et al.
2002), conocer sus requerimientos medioambientales (Martinez-Palacios et al. 2004), avances
en el conocimiento de sus habitos alimenticios, sus requerimientos nutricionales y sobre su
anatomia y bioquimica digestiva (Martinez-Palacios et al. 2008). Sin embargo, entre otros
aspectos, existen aun algunas limitantes relacionadas a su crecimiento y supervivencia con

dietas balanceadas.

Este mal desempefio con dietas balanceadas parece tener su origen tanto en la falta de un
sistema digestivo plenamente desarrollado y con baja actividad enzimética, como en la
complejidad de las dietas suministradas, con la consiguiente baja disponibilidad de las
mismas, y/o a la inclusién de niveles inadecuados de ciertos nutrientes esenciales (Lazo
2000a).

Uno de los aspectos estudiados en los Gltimos afios en muchas especies de interés comercial,
es el uso de aminoacidos libres, péptidos pequefios, e incluso proteinas solubles en las dietas.
El efecto del suministro de éstos nutrientes es variable dependiendo de la especie, del estadio
de vida, y del nivel de inclusion en las dietas. De esta manera, se aumenta el crecimiento y la
supervivencia gracias a la eficiencia en su absorcién, la mejora de la funcion digestiva e
incluso acelerando el proceso de maduracion (Cahu et al. 2004, Carvahlo et al. 2004,
Zambonino et al. 1997, Rojas-Garcia y Rgnnestad 2002, Anders et al. 2006, Cahu y

Avalos S.A.M. 2010 16



Zambonino-Infante 1995a, 1995b, Zambonino-Infante y Cahu 2001). Sin embargo, la proteina
en esta forma debe ser sustituida en bajos niveles para evitar efectos negativos en los

organismos (Carvahlo et al. 2004, Zambonino et al. 1997, Rgnnestad 2002).

El pez blanco posee caracteristicas anatomicas de un pez zooplanctéfago, que carece de
estbmago Yy tiene un intestino corto (Ross et al. 2006). Esto indica que es un comedor
continuo que debe tener a su disposicion presas abundantes y altamente digestibles (Martinez-
Palacios et al. 2008). Por otro lado, los estudios de su bioquimica digestiva han sugerido que
presenta una maduracion digestiva temprana, aunque la alta y permanente actividad de
enzimas citosoélicas sugieren mas bien una maduracion tardia o distinta a la de peces con
estomago (Toledo-Cuevas et al. 2007). Esto es, al parecer este organismo aun en etapas

juveniles se comporta digestivamente como larva (Martinez-Palacios et al. 2008).

Por lo anterior, se consideré que la inclusion de nutrientes predigeridos, tales como los
hidrolizados proteinicos en dietas para juveniles, podrian mejorar su biodisponibilidad y por

tanto permitir un mejor crecimiento y supervivencia de esta especie en cultivo.

El hidrolizado es un producto industrial ampliamente utilizado en la acuicultura como
atrayente, fertilizante y fuente de proteina. Ademas, se ha observado que incrementa
significativamente la velocidad de crecimiento de larvas de peces (Berge y Storebakken 1996,

Carvahlo et al. 2004), lo que aumenta su valor como componente de las dietas.

En el presente trabajo, se ensayd el efecto de la inclusién de proteina muscular de bagre
armado sudamericano (Pterygoplichthys disjunctivus) con diferentes grados de hidrdlisis
enzimatica, sobre el crecimiento y supervivencia de juveniles de pez blanco (Menidia estor).
El pez armado representa un problema ecolégico muy importante en la region y el pais por su
enorme abundancia y nula utilizacion. No obstante, resultados recientes han mostrado que
posee un gran valor nutricional (Martinez-Palacios et al. 2010), por lo que constituye una
excelente opcion para la elaboracion de dietas para la acuicultura. De ser exitoso el resultado

se constituiria en una buena alternativa de solucién a la problematica.
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Materiales y Métodos

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Nutricién y Acuicultura del Instituto
de Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo (IIAF-UMSNH).

Preparacion de hidrolizados enzimaticos de proteina muscular de bagre armado (ensayos
preliminares).

Los bagres armados (P. disjunctivus) fueron capturados en la Presa Infiernillo en Michoacan y
transportados con hielo al laboratorio. La proteina muscular (filete) fue obtenida mediante
cortes manuales con cuchillo, eliminando la piel y las espinas. Esta fue molida en un molino
de carne (Torrey®) y posteriormente almacenada en bolsas de polietileno a -20°C hasta su

uso.

Para la preparacion de los hidrolizados enzimaticos, la proteina muscular del bagre armado
fue homogeneizada en un molino de alto torque (Osterizer®) y posteriormente en un
homogeneizador Power Gen® (Fisher Scientific), lo que resultd en una mezcla de
consistencia pastosa. Se ensay6 la hidrdlisis enzimatica de este material con dos proteasas
comerciales de grado alimenticio (FAO/WHO), con la finalidad de seleccionar aquella que
generara un amplio espectro de tamafios de péptidos. Las proteasas empleadas fueron
Protamex® y Neutrase® 0.8L (donadas por Novozymes Latin America Ltda), éstas son

obtenidas a partir de cepas de Bacillus licheniformis y B. amyloliquefaciens (Ficha técnica).

Cada enzima se ensayo0 a tres diferentes concentraciones: 0.1%, 0.2% y 0.5% (p/v). Para esto
se prepararon 200 mL de una mezcla 1:1, con 100g de tejido y 100 mL de agua destilada. El
pH de las mezclas fue ajustado a un valor de 7.0 (6ptimo para la actividad de ambas enzimas).
Este material fue colocado en matraces Erlenmeyer con una capacidad de 1000 mL e
incubado a bafio maria (Kraft®), a 50+2°C (temperatura Optima para la actividad de ambas
enzimas), con agitacién horizontal (120 strokes/min). En cada uno de los matraces se
incluyeron 50 perlas de vidrio para aumentar la agitacion interna del material. Una vez que las
muestras alcanzaron la temperatura de 50°C se tomd una muestra de 5mL, que constituy6 el
tiempo 0 (cero) de hidrdlisis. Inmediatamente después se adicion6 la enzima respectiva a cada
una de las concentraciones a ensayar. Se dejé transcurrir la reaccion durante 3 horas, tomando

muestras de 5mL cada 15 minutos, de cada una de ellas y de inmediato éstas fueron
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inactivadas por tratamiento térmico a 100°C, durante 5 minutos. Posteriormente se colocaron
en tubos eppendorf y fueron centrifugadas a 9,200 g por 15 minutos, a 10°C, en una
centrifuga Eppendorf® 5415 R. Los sobrenadantes fueron recuperados en tubos eppendorf
nuevos. A éstos se les cuantificd proteina soluble por el método de Bradford (1976),
utilizando un espectrofotometro Varian Cary® 50. Como la concentracion de proteina fue
muy baja en todas las muestras, éstas fueron concentradas por medio de filtros Microcon®
YM-3 (Millipore), con membrana de corte (tamafio de poro) de 3 kDa. A éstas muestras

concentradas se les cuantificd nuevamente la proteina soluble.

Determinacion del peso molecular de los péptidos obtenidos en los hidrolizados, empleando

como referencia hidrolizados comerciales de soya y pescado.

a) Mediante cromatografia de filtracion en gel.

Para determinar el peso molecular de péptidos, inicialmente se llevaron a cabo ensayos
preliminares con hidrolizados de tilapia, mediante cromatografia de filtracion en gel
(Nolasco-Soria, Com. Pers.) Sin embargo, dado que no se cont6 con el equipo necesario en el
[HIAF-UMSNH, institucion donde se llevé a cabo la investigacion, las determinaciones se

realizaron mediante la técnica SDS-PAGE.

b) Mediante cromatografia en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis).

Se empled un sistema discontinuo, de acuerdo con la metodologia descrita por Laemmli
(1970), con el uso de dos tipos de geles: un gel separador (poliacrilamida al 4%) y un gel
concentrador (poliacrilamida al 10 %). Se utilizé una cAmara de electroforesis Hoefer Mighty
Small® SE250/SE260 mini-vertical.

Antes de cargar las muestras (hidrolizados de bagre armado de diferente tiempo de hidrolisis e
hidrolizados comerciales de soya y pescado, como referencia), éstas fueron mezcladas 1:1 con
el buffer de carga 2X (0.125M Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS (p/v), 20% glicerol (v/v), 0.04%
azul de bromofenol (p/v), 5% 2-b Mercaptoetanol (v/v)), de forma tal que la cantidad de
proteina por pozo fuera de 1.2ug/ml. Posteriormente se calentaron a bafio maria por 3
minutos, a 100°C, para desnaturalizar los componentes proteinicos de la muestra; dejandose
enfriar después a temperatura ambiente. EI mismo tratamiento se le aplico a los marcadores de
peso molecular (MWM) Sigma (No. Cat. SDS7).
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La electroforesis se realiz6 a temperatura ambiente, a 200 volts (100 volts por gel) y 150mA
(75 mA por gel), durante 1 hora, utilizando como buffer de corrimiento Tris-HCI, pH 8.3
25mM, 0.1% SDS. Para esto de utiliz6 una fuente de poder Amersham Pharmacia Biotech®
EPS 601.

Una vez finalizada la electroforesis los geles fueron expuestos a una solucién de tincion
(0.05% Azul de Coomasie R-250 en Metanol al 40% y Acido Acético al 7%), durante 12
horas, con agitacion ligera. Para revelar las bandas de proteina se emple6 una solucion de
Metanol al 40% y Acido Acético al 10%.

El analisis de los hidrolizados permitio seleccionar a la enzima Protamex® a una
concentracion de 0.1% como la mejor opcion para generar un amplio espectro de tamafios de
péptidos. Sin embargo, para incrementar éste, se elaboraron nuevos hidrolizados con tiempos

de digestion mayores, desde 0 hasta 16 horas.

Elaboracién de hidrolizados de bagre armado para su inclusion en las dietas
experimentales.

Tomando en cuenta el analisis de perfiles peptidicos obtenidos por electroforesis, se decidio
ensayar hidrolizados de pez armado de 0 minutos (mezcla sin enzima), 15, 60 y 240 minutos,
en las dietas experimentales, utilizando a la enzima Protamex® a concentracion de 0.1%
(p/v). Para esto, se si siguio el procedimiento descrito en los ensayos preliminares, preparando
4 mezclas, con 2kg de filete de pez armado y 2L de agua destilada. Al finalizar la incubacion,
nuevamente los productos fueron inactivados por tratamiento térmico, como ya se describio e

inmediatamente fueron almacenados en ultracongelacion a -80°C.

Liofilizacién de hidrolizados.

Para la preparacion de las dietas, se hizo necesario eliminar la humedad de los hidrolizados.
Esto se realiz6 mediante un proceso de liofilizacién (Labconco® Freeze Dry System Freezone
6). De esta forma se obtuvo un producto sélido e inocuo, que tras su pulverizacion en un

molino de aspas (KRUPS®) permitio su incorporacion en las dietas.

Anélisis proximales.
Se determind el contenido de humedad, ceniza, extracto etéreo (grasa), proteina (nitrégeno

total) y extracto libre de nitrégeno (ELN, una medida indirecta para obtener el contenido de
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carbohidratos) de las cuatro mezclas hidrolizadas y liofilizadas, asi como de todos los demas
ingredientes usados como fuente de proteina en la formulacion de las dietas experimentales
(Cuadro 1). Del mismo modo, se determin6 la composicién proximal a las dietas elaboradas
(Cuadro 3), y en los peces, antes (iniciales) y después de ser sometidos al protocolo
experimental de alimentacion con las dietas preparadas (Cuadro 6). Los analisis se llevaron a

cabo mediante los procedimientos estandar descritos en la AOAC (2000).

Cuadro 1. Composicion proximal de los materiales utilizados como fuente de proteina en la
preparacion de las dietas experimentales. Los datos se expresan en porcentaje de peso seco.

Material o Proteina Lipidos Cenizas ELN Humedad
Ingrediente (9/1009) (9/100g) (9/1009) (9/1009) (9/1009)
Pez armado no
hidrol. liof. (0 min.) | 90.66+0.04 | 3.08+0.08 | 5.11+0.20 | 1.14+0.15 | 2.60+0.16
Hidrol. liofilizado
de 15 min. 89.11+0.36 | 3.40+0.09 | 5.92+0.16 | 1.56+0.38 | 9.64+0.04
Hidrol. liofilizado
de 60 minutos 88.50+0.26 | 3.74+0.05 | 5.64+0.03 | 2.11+0.23 | 6.12+0.17
Hidrol. liofilizado
de 240 minutos 87.68+0.10 | 3.58+0.05 | 5.42+0.02 | 3.31+0.13 | 6.52+0.31
Ingredientel* 76.71+£0.26 | 17.07£0.18 | 5.78+0.04 | 0.43%0.15 | 5.41+0.05
Ingrediente 2** 86.23+0.31 | 0.40+0.09 | 5.95+0.11 | 7.41+0.47 | 5.67+0.01
Ingrediente 3** 80.59+0.41 | 0.00+£0.00 | 3.03+0.09 | 16.37+0.45 | 8.55+0.07
Ingrediente 4** 69.00+0.17 | 2.90+0.08 | 12.89+0.13 | 15.16+0.32 | 6.56+0.13

I+

* **Ingredientes estandar protegidos por la propiedad industrial. Valores promedio
desviacion estandar (n=3).

Formulacion de dietas.
Con base en los resultados de composicion proximal de los ingredientes proteinicos se llevé a
cabo la formulacion de las dietas (Cuadro 2), por el método de tanteo, mediante el uso de

hojas de célculo de Excel®.

Se prepararon 5 dietas experimentales isoproteinicas e isocaloricas (50% proteina, 5% lipidos)
(389Kcal/100g), con un porcentaje de inclusion de proteina de pescado de 44% del total de la
proteina en las dietas. Estas se formularon como sigue: una conteniendo proteina hidrolizada

comercial de pescado* (TESTIGO), y el resto sustituyendo este hidrolizado por los
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hidrolizados liofilizados de pez armado con diferente tiempo de digestion: 0 min (NOH), 15
min (H15MIN), 60 min (H60OMIN) y 240 min (H240MIN). Adicionalmente, se utilizaron tres

materiales mas como fuente de proteina, en proporcion y cantidad constante para todas las

dietas**. El resto de los ingredientes empleados fueron: como fuente de lipidos, aceite de

pescado, aceite de soya y colesterol, como fuente de carbohidratos, almidon crudo, una

premezcla de vitaminas y minerales (Rovimix Peces Carnivoros 6.5), vitamina C (Rovimix

Stay C 35), lecitina de soya (para generar la emulsion), alginato de sodio y goma arabiga

como aglutinantes, BHT como antioxidante y tierra de diatomea como relleno inerte.

Cuadro 2. Formulacion de las dietas experimentales con la inclusion de los hidrolizados

(liofilizados) de bagre armado de diferentes tiempos de digestion.

Ingrediente Tratamientos (g/100g)

TESTIGO NOH H15MIN HG60MIN H240MIN
Pez Armado 2491 27.32 26.48 26.84
Ingrediente 1* 30.32
Ingrediente 2** 15.37 15.37 15.37 15.37 15.37
Ingrediente 3** 20.35 20.35 20.35 20.35 20.35
Ingrediente 4** 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77
Aceite de pescado 0.00 1.69 1.60 151 1.54
Aceite de soya 0.02 2.48 2.48 2.48 248
Almidon 10.00 11.27 8.95 9.88 9.48
BHT 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Tierra de diatomea 9.71 9.71 9.71 9.71 9.71
P_remgzcla _ de 5.50 5.50 5.50 5.50 5.50
vitaminasy min.
Colesterol 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Alginato de sodio 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Goma arabiga 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Vitamina C 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Lecitina de soya 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
ENERGIA 388.62 394.48 385.35 389.76 389.39
(KCal/100g)

* **Ingredientes estandar protegidos por la propiedad industrial y usados siempre en la

misma proporcion.
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Todos los ingredientes fueron pesados por separado en una balanza analitica (Metler-Toledo®
PB153-S), con excepcion del BHT, vitamina C y colesterol, que fueron pesados en una
microbalanza (Metler-Toledo® MX5).

Elaboracion de dietas experimentales.

Una vez formuladas las dietas y pesados los ingredientes para cada una, estas fueron
elaboradas a partir de varias mezclas, que finalmente fueron conjuntadas, de acuerdo al
siguiente procedimiento: inicialmente se prepar6 un gel con alginato de sodio y agua caliente.
En este se afiadieron los aceites de soya y pescado, la lecitina de soya y el BHT, hasta obtener
una emulsién. Por otro lado, se prepard un gel con la mitad del almidén a utilizar y agua
caliente. Cuando éste y la emulsion estuvieron a temperatura ambiente, fueron mezclados con

un homogeneizador Power Gen® (Fisher Scientific).

Por otro lado, las vitaminas y minerales, el colesterol, la goma arabiga y la tierra de diatomea
se premezclaron en seco. Por separado, el resto de los ingredientes sélidos también se
mezclaron para posteriormente ser incorporadas ambas mezclas de solidos. Por Gltimo, a estos
solidos se les adiciond la mezcla formada por la emulsion y el gel, incorporandose en una
mezcladora de uso domestico (Kitchen Aid® modelo Artisan), hasta obtener una pasta
consistente y homogénea, que se colocé sobre papel encerado. Este material que constituia las

dietas experimentales, fue secado en un desecador de aire forzado durante 12 horas a 35°C.

Una vez deshidratado el material, se obtuvo un alimento en forma de “churro”, que fue
quebrado manualmente y cribado en una bateria de tamices Alcon, a los tamafios de particula
apropiados para la alimentacién de los peces (420-800u y 800-1000u). El alimento asi
preparado se almacené a -20°C en recipientes de plastico, hasta su uso. Se tomaron muestras

de cada una de las dietas para realizar analisis proximales (AOAC, 2000) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Analisis bromatoldgico de las dietas experimentales. Los datos se expresan en
porcentaje de peso seco.

Dieta Proteina Lipidos Cenizas ELN Humedad
(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)

TESTIGO | 52.15+0.18 | 10.07+0.35 18.76+£0.04 | 19.02+0.36 | 8.41+0.02

NOH 52.00+0.07 7.92+0.15 18.12+0.03 | 21.95%0.25 5.08+0.01

H15MIN 53.21+0.05 7.97+0.11 18.52+0.05 | 20.29+0.04 | 5.84+0.02

H60MIN 52.76+£0.14 | 10.21+0.12 | 18.41+0.05 18.62+0.20 7.97+0.08

H240MIN | 52.76+0.08 | 10.21+0.60 | 18.36+0.03 | 18.67+0.63 | 8.27+0.03

Valores promedio + desviacion estandar (n=3).

Sistema experimental.

Se utilizaron organismos juveniles de M. estor de 4 meses de edad, cultivados en la planta de
produccién del IIAF-UMSNH. El experimento consistié de 5 tratamientos, correspondientes a
cada una de las dietas elaboradas. Cada tratamiento se analizo por triplicado, lo que nos dio

un total de 15 unidades experimentales.

Para cada tratamiento se utilizaron 90 organismos (30 por réplica), los cuales fueron
sembrados en un sistema de recirculacion en canaletas de 180L de capacidad. Las condiciones
ambientales fueron las utilizadas rutinariamente para el cultivo del pez blanco: Salinidad de
5%o, temperatura de 25°C, aireacion constante y fotoperiodo 12L: 12D. Los peces se
aclimataron en el sistema experimental durante una semana antes de dar inicio al
experimento. Durante este tiempo se alimentaron con nauplios de Artemia franciscana y
hojuela comercial, siguiendo el esquema de alimentacion que se lleva en la Planta de
Produccion de Pez Blanco. Posteriormente, al iniciar el protocolo experimental, se inicio la

alimentacion Gnicamente con las dietas a ensayar.

Las dietas se suministraron diariamente a saciedad, cada dos horas, seis veces al dia, siendo la
primera alimentacion a las 9:00 horas y la ultima a las 19:00 horas, durante 60 dias. Los
muestreos de crecimiento se llevaron a cabo cada dos semanas, los dias 0, 15, 30, 45 y 60 de
cultivo. Para esto, los peces fueron anestesiados con una solucion de Benzocaina a 24mg/L,
con la finalidad de reducir el estrés y facilitar su manejo (Ross et al. 2007). Una vez

anestesiados, los organismos fueron contados y transferidos a una red para retirar el exceso de
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agua con toallas absorbentes. Luego se colocaron en un recipiente con agua (previamente
tarado) sobre una balanza (Denver Instrument® APX-6001), para registrar la biomasa de los
peces de cada unidad experimental y de cada tratamiento. También se registraron diariamente
la cantidad de alimento consumido, tomando su peso seco (mg) antes y después de
suministralo a los peces de cada unidad experimental, asi como la supervivencia de los

organismos.

Con los datos obtenidos se evalud el crecimiento, calculando: la tasa especifica de
crecimiento (TEC) (Brown 1987), peso ganado (PG) y ganancia de peso individual (GPI). En
cuanto a la eficiencia alimenticia, se calculd: el alimento consumido individual (ACI),
biomasa corporal diaria (BCD), tasa de conversion alimenticia (TCA) (Harfush 1992),

consumo de proteina (CP), consumo de nitrogeno (CN), y tasa de eficiencia proteinica (PER).

Calidad del agua.

Se midieron: la temperatura, oxigeno disuelto y salinidad diariamente antes de la primera
alimentacion, usando un termémetro de mercurio, un oximetro digital (YSI-51B) y un
refractometro (Atago-S/Mill-E). Asimismo, se midieron las concentraciones de amonio total y
nitritos con un equipo Hach-Fish® Farming Marine, dos veces por semana, y el pH con un
potenciémetro digital (Fisher Scientific® AB15). La limpieza del sistema se realizd
diariamente al final de la ultima alimentacion, mediante el sifoneo de las canaletas, con

recambios de agua del 90%.

Analisis Estadisticos.

A los datos obtenidos de crecimiento, supervivencia, consumo de alimento y eficiencia
alimenticia se les aplicé una prueba de normalidad y homocedasticidad. Posteriormente se
analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) a una via, con un nivel de significancia
a = 0.05. Se utilizd la prueba de Tukey para hacer la comparacion de medias entre

tratamientos, con el programa MINITAB 13.2.
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Resultados Discusion.

Perfil peptidico de los hidrolizados.

Un hidrolizado proteinico esta formado por péptidos de diferentes tamafios, originados por la
hidrolisis de proteinas (Kristinsson y Rasco 2000), que en general presentan una mayor
biodisponibilidad para los organismos (Silk et al. 1985, Wee 1992). De entre las tecnologias
existentes, como la hidrélisis quimica y enzimatica (Guadix et al. 2000), en este trabajo se
optd por la hidrélisis enzimatica, ya que las condiciones de reaccién (sin temperatura o pH
extremos, ni la inclusion de solventes organicos) permiten obtener un producto final de alto

valor nutritivo.

De acuerdo a lo observado por diversos autores en varias especies de peces (Rgnnestad et al.
2001 y 2003, Carvahlo et al. 1997, 2004, Savoie et al. 2006, Cahu y Zambonino-Infante
1995b, Zambonino et al. 1997), la inclusion de proteinas de diversa calidad en dietas
balanceadas, han generado buenos crecimientos, por lo que en este trabajo se buscéd que los
productos a incluir en las dietas tuvieran estos componentes proteinicos, es decir péptidos de

distinto tamafio, amino&cidos libres y proteinas sin hidrolizar.

Los hidrolizados de bagre armado de los ensayos preliminares, fueron analizados mediante la
metodologia de SDS-PAGE (Fig.1). Como referencia de tamafios de péptidos se utilizaron
hidrolizados comerciales de soya (HS) y de pescado (HP). Estos habian sido ya ensayados
con juveniles de pez blanco, obteniendo un crecimiento aceptable con el HS, por encima del
obtenido con el HP (Martinez-Palacios, Com. Pers.). Dado que el perfil de amino&cidos entre
el HS y el HP es muy semejante (Sanchez-Chinchillas, Com. Pers.), se considerd que pudiera
ser el tamafo de los péptidos el elemento clave para esta diferencia en la respuesta de
crecimiento de los peces. Asi, tomando como base los tamafios de péptidos de los
hidrolizados comerciales, se determinaron las condiciones a emplear (enzima comercial a
utilizar, la concentracion y el tiempo de digestion mas adecuados), para obtener perfiles
peptidicos con espectros mas amplios de pesos moleculares, con los que se elaboraron las

dietas experimentales.

Se hace notar que el amplio espectro de tamafios de péptidos en los hidrolizados de proteinas,

no permite observar bandas bien definidas en el anélisis electroforético (SDS-PAGE). Pese a

Avalos S.A.M. 2010 26



esto y a sus limitaciones en la separacion de péptidos de bajo peso molecular, esta técnica ha

sido la més usada para la caracterizacion de hidrolizados y proteinas (Guadix et al. 2000).

01530 45 60 75 90 105 120 HS HP MWM 0 153045 60 75 90 105120 HS HP MWM

66 kDa

45 kDa
36 kDa
29 kDa
24 kDa

20.1kDa

14 kDa

0 15 1h 2h 4h 8h 16h MWM

Figura 1. Geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10%, tefiidos con azul de Coomasie. a)
Protamex, y b) Neutrase al 0.1%. Carriles 1-9 digestion de 0 a 120 min. Carril 10, hidrolizado
comercial de soya (HS). Carril 11, hidrolizado comercial de pescado (HS). Carril 12,
Marcador de peso molecular de 14,000 a 66,000 Da (MWM). c¢) Protamex al 0.1%. Carriles 1-
7, digestion de 0 a 16 hrs, carril 8 MWM.

En la figura 1 a) y b) se observa que la concentracion 0.1% para ambas enzimas, con un
tiempo de digestion de 15 minutos, permite generar un perfil peptidico semejante al de HS,
con pesos moleculares de entre 29 y 45,000 Da (daltones), siendo Neutrase® menos activa
que Protamex®. Se observa también que en el caso de Neutrase® el efecto hidrolitico
disminuye a partir de los 15 minutos, mientras con Protamex® se pueden obtener péptidos de

menor tamafio, encontrandose la mayoria por debajo de los 20,000 Da (Fig. 1c). Las
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concentraciones de 0.2% y 0.5% de ambas enzimas resultaron ser muy altas, en relacién a los
tamafios de péptidos que se buscaban, ya que hidrolizaron toda la proteina a partir de los

primeros minutos.

De esta manera se determind que Protamex®, a una concentracion de 0.1% (p/v), seria la
enzima y concentracion a utilizar para elaborar los hidrolizados que serian incluidos en las
dietas. Asimismo se establecieron tres tiempos de digestion para obtener un perfil peptidico

representativo de este protocolo de digestion: 0, 15, 60 y 240 minutos.

Creemos que la consistencia pastosa del material a hidrolizar (mezcla 1:1; proteina muscular
de bagre armado y agua) dificultaba la rapida hidrolisis de las proteinas. Esto con base en que
la cantidad de sedimento obtenido tras el proceso de hidrdlisis y centrifugacion posterior,
disminuia en cantidad al aumentar el tiempo de digestion. De aqui que podia considerarse que
un mayor tiempo de hidroélisis no solo permitia generar péptidos mas pequefios y aminoacidos
libres, sino una mayor cantidad de ellos, lo que podria tener un impacto en el crecimiento de

los organismos. No obstante esto no fue cuantificado.

Crecimiento de juveniles de pez blanco (M. estor) alimentados con dietas a base de

hidrolizados proteinicos de bagre armado (P. disjunctivus).

Calidad del agua.
Los parametros fisicoquimicos dentro del sistema de recirculacion, durante el periodo de
experimentacion, se muestran en el Cuadro 4, los cuales se mantuvieron en los niveles

considerados adecuados para la especie (Martinez-Palacios et al. 2002, 2004).

Cuadro 4. Parametros fisicoquimicos de calidad del agua.

Temperatura (°C) 25+0.02
Salinidad %o 5+0.05
Oxigeno disuelto (mg/L) 5.5+0.09
Amonio Total (mg/L) ND
Nitritos (mg/L) 0.01+0.00
pH 8.0+0.03

Valores promedio + desviacion estandar. ND, No Detectable
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Crecimiento.

El pez blanco (M. estor) es un organismo que posee habitos alimenticios y caracteristicas de
un carnivoro filtrador, con un intestino corto y un sistema de filtracion orobranquial (Ross et
al. 2006). Por otro lado, carece de estomago y ciegos piléricos. En cuanto a su capacidad
digestiva parece tener una mayor importancia la digestion citosolica que la luminal durante la
etapa larvaria, e incluso parece ser aun mayor en juveniles, al menos a los 90 dias de
posteclosion (Toledo- Cuevas et al. 2007). Esto muestra la alta capacidad proteolitica
compensatoria de la ausencia de estdmago, pero contradice una importante caracteristica del
modelo de maduracion digestiva descrita para peces con estdbmago: la disminucion de la
acividad de las enzimas citosoélicas, coincidente con el aumento en la actividad de las enzimas
de borde de cepillo (Zambonino Infante y Cahu 2001, Kolkovski 2001). Asi que pareciera ser
que los organismos de pez blanco no maduran digestivamente durante este periodo o tienen
un modelo de maduracidon diferente al descrito para peces marinos con estémago (Martinez-
Palacios et al. 2008)

Las caracteristicas antes mencionadas parecen sugerir que el pez blanco requiere tener acceso
a alimento altamente digestible. Por esta razon, y por los ya mencionados resultados de
mejora del crecimiento en peces con la inclusién en las dietas de aminoacidos y péptidos
(Rennestad et al. 2000), se considerd suplementar la dieta con proteinas prehidrolizadas de

bagre armado, para favorecer el crecimiento de estos organismos.

A continuacion (Fig. 2), se muestran los resultados de crecimiento en Peso Promedio
Individual de los peces alimentados con los diferentes tratamientos, a lo largo del periodo de
experimentacion. El peso promedio inicial de los peces fue de 421.67+24.95mg, sin diferencia

significativa entre tratamientos (P>0.05) (Cuadro 5).

El mejor crecimiento en peso promedio individual (alrededor de 1379mg) se obtuvo con las
dietas que contenian pez armado sin hidrolizar (NOH), pez armado hidrolizado de 15
(H15MIN) y de 60 minutos (H60MIN), sin mostrar diferencias significativas entre ellos
(P>0.05). Por el contrario, el desempefio en cuanto a crecimiento de los peces en el
tratamiento con hidrolizado de 240 minutos (H240MIN) y en el testigo (que no contenia pez
armado) (TESTIGO), fue menor (P>0.05). Este patréon de resultados se repite en los datos
obtenidos de Ganancia de Peso Individual (GPI) (Fig. 3) y biomasa corporal diaria (BCD)
(Cuadro 5).
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Figura 2. Crecimiento de juveniles de M estor, alimentados durante 60 dias con las distintas
dietas experimentales. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05). Valores
promedio * error estandar (n=3).
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Figura 3. Ganancia de peso individual de juveniles de M estor, alimentados durante 60 dias
con las distintas dietas experimentales. Letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0.05). Valores promedio + error estandar (n=3).
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El hecho de que las dietas con hidrolizados de 15 (H15MIN) y 60 minutos (H60MIN) hayan
promovido el mismo crecimiento que la dieta con pez armado sin hidrolizar (NOH), puede
tener tres posibles explicaciones. La primera de ellas seria que ese tiempo de digestion
produjo en su mayoria péptidos aun relativamente grandes (entre 24,000 y 66,000 Da), cuyo
tamafo no permitié que se produjera el efecto positivo reportado en el crecimiento en otros
peces (Carvahlo et al. 1997 y 2004, Zambonino et al. 1997, Rgnnestad et al. 2001, Savoie et
al. 2006). La segunda, que la ya mencionada consistencia pastosa de la mezcla a hidrolizar no
haya favorecido una alta digestion de este material, por lo que la cantidad de péptidos y
aminoacidos libres producidos pudo ser baja. La ultima posibilidad podria ser que aunque si
se hay producido un tamafio y cantidad de péptidos adecuado para estimular una respuesta
positiva en el desempefio de los organismos, los peces blancos objeto de este estudio, con una
edad de 4 meses de posteclosion, se encontraran ya en una etapa del proceso de maduracion
digestiva en la que fueran insensibles al efecto de dichos nutrientes (Cahu y Zambonino-
Infante 1995 a y 1995b, Zambonino-Infante y Cahu 2001, Cahu et al. 2004). Esto a pesar de
que los peces agastricos, como M. estor, parecen mantener una digestion citosélica tipo

larvaria durante todo su periodo de vida.

Desafortunadamente, la no cuantificacion de los péptidos producidos durante este proceso de
hidrolisis enzimatica y el no contar con toda la informacion acerca del tamafio de péptidos
que en otros peces han tenido un efecto positivo en el desempefio, ademéas de no conocer el
periodo y modelo de maduracion digestiva del pez blanco, no nos permite determinar cuél de
éstas hipotesis es la correcta. Lo anterior debido a que en la mayoria de los trabajos a los que
se ha hecho referencia, se evalla la respuesta de los organismos en cuanto a porcentajes de
inclusion de hidrolizado en las dietas, o al grado de hidrdlisis (GH%) y no en cuanto a

tiempos de digestion y tamafios de péptidos, como en el presente trabajo.

Actualmente esta siendo estudiado el modelo de maduracion digestiva del pez blanco. Sin
embargo, un trabajo como el presente, con inclusién de péptidos y aminoéacidos en la dieta
puede ser ensayado en larvas de pez blanco, que podrian responder de manera favorable a
éstas por ser posiblemente susceptibles a “madurar” digestivamente. Los hidrolizados pueden
ser empleados para elaborar dietas microagregadas o secadas por spry dry (Medina-Reyna et
al. 2000), requeridas para larvas en las que son necesarios tamafios de particula muy pequefios
por su reducido tamafo de boca (Walford et al. 1991, Cahu y Zambonino-Infante 1994).
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Por otro lado, como ya se menciond las dietas con hidrolizado de 240 minutos (H240MIN) y
la TESTIGO, con proteina hidrolizada comercial de pescado*, presentaron el méas bajo
crecimiento. Esta respuesta puede tener también su origen en la ya mencionada posible etapa
insensible (Cahu y Zambonino 2001) en la que se pudieron encontrar los peces blancos
usados en este trabajo. No obstante, existen otras varias explicaciones a este efecto negativo
en el crecimiento. Una de ellas es que la cantidad de péptidos y aminoacidos libres producidos
en este tiempo de digestion haya sido considerablemente mayor que con los tiempo de
hidrolisis méas cortos (aunque esto no se cuantificd, se induce por la cantidad de material no
hidrolizado reflejado en la cantidad de sedimento obtenido tras la centrifugacion), lo cual
podria estar ejerciendo un papel negativo sobre el crecimiento y supervivencia, como ocurre
en otras especies de peces, tales como la carpa comun (C. carpio), que también es un pez
agastrico (Carvalho et al. 2004), la lubina (D. labrax) (Zambonino et al. 1997), salmén (S.
salar) (Hevrgy et al. 2005) y la dorada (Sparus aurata) (Kolkovski y Tandler 2000).entre
otras especies (Espe y Lied 1994, Berge et al. 1994, Zarate et al. 1999), en las que altos
porcentajes de inclusién de hidrolizados deprimieron el crecimiento. Asimismo, algunos
estudios han reportado menor crecimiento y pobre eficiencia de asimilacion en peces adultos
alimentados con dietas que contienen altos niveles de amino&cidos libres en comparacion con
las dietas que contienen proteina intacta de idéntica composicién de aminoacidos (Espe y
Lied 1994; Berge et al. 1994; Zarate et al. 1999).

Esta respuesta negativa en el desempefio de los organismos se puede atribuir a una posible
saturacion de los sistemas de transporte intestinales, pues existe competencia de varios
aminoacidos (p.ej. Met, Val y Thr) por los mismos transportadores, teniendo los di y
tripeptidos sistemas de transporte independientes, por lo que se cree que la absorcion de estos
es mas eficiente (Jobling 1994). O por el contrario, puede haber un flujo tan rapido de
péptidos y aminoacidos a través del sistema digestivo que estos no alcanzan a ser absorbidos
(Cahu et al. 1999, Kolkovski y Tandler 2000). El destino de los aminoécidos depende de los
requerimientos proteinicos del pez, por ejemplo para que se dé una sintesis efectiva de
proteinas, el organismo requiere tener disponibles gran cantidad de aminoacidos (Cowey
1995), sin embargo dado que estos no se almacenan (como los carbohidratos y lipidos),

cuando existe un exceso (poza de aminoacidos) éstos son desechados (Jobling 1994).

Por otro lado, cabe considerar la posible pérdida de aminoacidos libres en la dieta con

hidrolizado de 240 min, pues a mayor grado de hidrélisis el material tiene mayor capacidad de
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absorcién de agua (Belen et al. 2007), y por el proceso de elaboracion de estas dietas, esto

pudo haber provocado mayor lixiviacion.

Un mecanismo mas por el que los aminoacidos libres pueden estar afectando el crecimiento
puede ser por la estimulacién en la secrecion de tripsina (como ocurre en la lubina D. labrax),
la cual a su vez inhibe la secrecion de CCK que estimula la funcion digestiva (Cahu y
Zambonino 1995b).

Retomando los resultados referentes al mejor crecimiento, se menciond que éste se obtuvo
tanto en la dieta con pez armado sin hidrolizar, como en las de 15 y 60 min. Esto significa que
no fue necesaria la hidrolisis de proteinas para obtener una buena respuesta en los
organismos, lo que representa la ventaja de economizar y facilitar el proceso de preparacion
del alimento. Ademas, al no ser un producto de hidrélisis no se presentan aminoacidos libres,

con lo que se evita la pérdida de nutrientes

Cabe resaltar que el crecimiento obtenido con el pez blanco en este trabajo, es el mejor que
hasta el momento se ha logrado con dietas balanceadas (229% de peso ganado en dos meses
de experimentacion), incluso similar al observado en organismos alimentados con nauplios de
Artemia enriguecidos con vitamina C y acidos grasos poli y altamente poli-insaturados
(PUFA y HUFA) (220% de peso ganado en tres meses de experimentacion) (Rios-Duran
2007). Aunque es probable que el exitoso crecimiento obtenido con las dietas balanceadas del
presente trabajo también sea en respuesta a la edad de los peces utilizados, considerada de
crecimiento exponencial (Rgnnestad et al. 1999). Estos resultados son validos como
antecedentes en el uso de dietas preparadas que sustituyan el suministro de presas vivas en el

cultivo de pez blanco.

Finalmente es de gran interés mencionar que el mejor crecimiento se obtuvo con las dietas
experimentales que incluian al bagre armado (excepto la de mayor tiempo de digestion, como
ya se discutid). Asi gue, aunque no se conoce si otro recurso pesquero pudiera proporcionar
mejores resultados en el pez blanco, este exitoso resultado es relevante ya que da la pauta de
su potencial aplicacion como ingrediente para dietas de otras especies acuicolas, por lo que su
utilizacion en la acuicultura puede constituir una de las soluciones al problema ecol6gico que

el bagre armado representa en el pais.
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Crecimiento y eficiencia alimenticia.

En el cuadro 5 se muestran los resultados de peso inicial y peso final de los peces sometidos a
los distintos tratamientos, asi como todos los parametros que permiten la evaluacion de la
eficiencia alimenticia, tales como: peso ganado, ganancia de peso individual, alimento
consumido individual, tasa de conversion alimenticia, tasa especifica de crecimiento, entre
otros.

Como ya se menciond, los mejores tratamientos fueron NOH, H15MIN y HG60MIN,
significativamente diferentes (P<0.05) de los tratamientos H240MIN y TESTIGO,
Unicamente en cuanto al Peso Final (mg), Ganancia de Peso Individual (mg/dia) y la Biomasa

Corporal Diaria.

Cuadro 5. Crecimiento y eficiencia alimenticia

Tratamiento

Parametro | TESTIGO NOH HISMIN HE60MIN H240MIN
Pes?ﬁ:g;‘:ia' 305.56+13.10a | 442.22+33.90° | 398.89+28.04a | 426.67+8.39a | 418.89+29.46a
Pes’((r’n;”a' 1098.67+3.36b | 1423.52+40.50° | 1330.74+12.73a | 1383.47+48.50a | 1148.62+9.05b
Peso Ganado

o 178.40+3.36a | 226.92+33.85¢ | 237.65+28.75a | 224.20+8.35a | 177.00+19.97a
GPI (mg/dia) | 11.72£025b | 16.35¢1.11¢ | 1553%0.67a | 15.95t0.72a | 12.16+0.44b
ACI (mg/dia) | 33.44+130a | 3534216° | 3311¢170a | 33.12¢150a | 34.93+l.33a

TCA 286+0.17a | 2.19+0.23 214t017a | 208+0.04a | 2.89+0.45a
TEC (%/dia) | 1.7040.06a | 1.96+0.17° 202t014a | 196+0.04a | 1.69+0.12a
BCD (%/dia) | 3.04£0.12b | 24940172 249t014a | 239+0.06a | 3.04+0.11b
CP (mg/dia) | 16.720.65a | 17.67+1.08% | 16.55:0.85a | 16.56+0.75a | 17.47+0.66a
CN(mg/dia) | 2.5740.10a | 2.72+017° 255:013a | 255:0.12a | 2.69+0.10a

PER 0.70:0.04a | 0.04%0.11¢ 0.94:007a | 096+0.02a | 0.70%0.05a

GPIl= Ganancia de Peso Individual. ACI= Alimento Consumido Individual. TCA= Tasa de Conversion
Alimenticia. TEC= Tasa Especifica de Crecimiento. BCD= Biomasa Corporal Diaria. CP= Consumo
de Proteina. CN= Consumo de Nitrogeno. PER= Tasa de Eficiencia Proteinica. Letras diferentes en la
misma fila indican diferencias significativas (P>0.05). Valores promedio + error estandar (n=3).
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En cuanto a los demas pardmetros de eficiencia alimenticia, la cantidad de alimento
consumido por dia fue similar en todos los tratamientos, sin diferencia significativa entre ellos
(P>0.05). En cuanto a la Tasa de Conversion Alimenticia, y la Tasa Especifica de
Crecimiento, no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05), siendo
buena en todos ellos, ya que aunque el valor optimo de TCA es de 1, un valor de alrededor de
2, como el obtenido en este trabajo se considera bueno, comparado con el que se ha
encontrado en otros trabajos. Asimismo, el Consumo de Proteina, el Consumo de Nitrogeno y
la Tasa de Eficiencia Proteinica (PER) fue similar en todos los tratamiento, sin presentar
diferencia significativa (P>0.05). En contraste un valor de PER, similar al obtenido en este
trabajo (0.94), se encontr6 en juveniles de Nibea japonica alimentados con un 30% de
proteina en la dieta, éste resultado fue mejor cuanto mas alto era el nivel de inclusion de

proteina (1.90, en dietas con 45% de proteina) (Moon Lee et al. 2001).

A través del célculo de los parametros de consumo de alimento y eficiencia alimenticia se
observa que, en general todos los tratamientos fueron eficientes. Esto confirma que, el bagre
armado con o sin el proceso de hidrdlisis, es una excelente fuente de proteina que puede
sustituir totalmente a un hidrolizado comercial de pescado* de alto costo en el mercado,
obteniéndose altos crecimientos de los organismos. Ademas como ya se habia citado, el uso

del bagre armado podria disminuir los costos de produccion de los alimentos.
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Supervivencia.

La supervivencia obtenida con los cinco tratamientos fue superior al 70%, sin diferencia
significativa entre ellos (P>0.05) (Fig. 4). Un resultado como este, en juveniles de pez blanco
alimentados con dietas balanceadas se considera muy bueno. Esta tasa de supervivencia se
atribuye a la eficiencia de las dietas balanceadas con incorporacion de proteinas hidrolizadas
(Cahu y Zambonino Infante 2001).
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Figura 4. Supervivencia de juveniles de M. estor, alimentados durante 60 dias con los
diferentes tratamientos. Letras diferentes indican diferencias significativas (P>0.05). Valores
promedio * error estandar (n=3).
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Composicion proximal de los peces.

En el cuadro 6 se muestra la composicion proximal de los juveniles de pez blanco antes

(peces iniciales) y después de ser alimentados con las dietas experimentales.

Cuadro 6. Composicion proximal de juveniles alimentados con las dietas experimentales.
Los datos se expresan en porcentaje del peso seco.

Analisis proximal del cuerpo de los peces iniciales y finales (g/100g)
Tratamiento Proteina Lipidos Cenizas ELN Humedad
Peces Iniciales | 66.33£1.63b | 8.37+0.33e | 15.82+0.03b | 9.48+1.99a | 80.62+1.94a
TESTIGO 69.07+0.15a | 10.77+0.16d | 16.55+0.20a | 3.60+0.49b | 79.76+0.52a
NOH 67.30+0.14ab | 14.39+0.10b | 14.88+0.13c | 3.42+0.10b | 79.84+0.34a
H15MIN 67.29+0.23ab | 17.37+£0.06a | 12.26+0.22e | 3.08+0.46b | 76.94+0.60a
H60MIN 67.68+0.31ab | 17.84+0.20a | 13.61+0.07d | 0.86+0.17c | 77.41+0.67a
H240MIN 69.01+0.31a | 13.44+0.11c | 16.55+0.12a | 1.00+0.28¢c | 79.45+0.46a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P>0.05). Valores
promedio * error estandar (n=3).

El contenido de humedad de los peces iniciales y finales de los distintos tratamientos fue de

entre 76 y 80% sin presentarse diferencias significativas (P>0.05) entre ellos.

El mayor componente de interés nutricional es la proteina, seguido del contenido graso,
ceniza y ELN (carbohidratos), los cuales son presentados en porcentaje del peso seco. A pesar
de que las dietas formuladas fueron isoproteinicas e isocaloricas, y se suministraron a los
peces a saciedad y bajo las mismas condiciones de cultivo, la depositacién de cada nutriente

en el tejido de los organismos experimentales en cada tratamiento fue diferente.

En cuanto al contenido de proteina, los peces iniciales tuvieron el valor mas bajo, aunque sin
diferencia significativa (P>0.05) con el encontrado en los peces finales de los tratamientos
NOH, H15MIN y H60MIN, pero diferente significativamente (P<0.05) del porcentaje de
proteina de los tratamientos TESTIGO y H240MIN vy éstos sin diferencia significativa entre

ellos (P>0.05) ni con los anteriores. Esto quiere decir que no se presentaron diferencias en la
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depositacion de la proteina en el cuerpo de los peces después de ser sometidos a los diferentes
tratamientos.

Este resultado también se relaciona con los parametros reportados en el cuadro 5, en los que
no se encuentran diferencias entre las tasas de conversion alimenticia (TCA), tasa especifica
de crecimiento (TEC) y tasa de eficiencia proteinica (PER). Las proteinas son la principal
fuente de energia para los organismos acuéticos, estos son capaces de obtener mas energia
metabolizable a partir del catabolismo de proteinas que de los carbohidratos, en contraste con

los animales terrestres (Cowey et al. 1975).

Por otro lado, el mayor contenido de lipidos lo presentaron los tratamientos HISMIN y
H60MIN, sin diferencia significativa entre ellos (P>0.05), pero si con el resto de los
tratamientos. Seguidos por el tratamiento NOH, H240MIN, TESTIGO y por ultimo los
peces iniciales con el valor méas bajo de lipidos. Con base en estos resultados se observa una
mayor depositacion de grasa en el tejido, consistente con los resultados de aumento de peso
individual de los organismos. Un patron de resultados similar en cuanto al porcentaje de
lipidos corporales, se observd en juveniles de Nibea japonica alimentados con dietas que
contenian altos niveles de proteina (45-55%) comparados con los alimentados con dietas que
contenian bajos niveles (30-35%), lo que indica que la cantidad y calidad de la proteina de las

dietas esté relacionada con el contenido de lipidos en el cuerpo (Moon Lee et al. 2001).

En lo que corresponde al contenido de cenizas, el mayor porcentaje lo tuvieron los peces
alimentados con las dietas TESTIGO y H240MIN, sin presentar diferencia significativa entre
ellos (P>0.05), pero si con los tratamientos NOH, H15MIN, H60MIN y peces iniciales,

siendo éstos significativamente diferentes entre si (P<0.05).

El valor del extracto libre de nitrogeno (ELN) fue mayor para los peces iniciales,
significativamente diferente (P<0.05) al resto de los tratamientos. Los valores de los peces de
los tratamientos TESTIGO, NOH y H15MIN fueron similares entre si, significativamente
diferentes de los del HGOMIN y H240MIN. Al ser valores porcentuales, el contenido de ELN
puede ser un efecto dado por el descenso en el contenido de los demas nutrientes (proteina,

lipidos, cenizas).
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Si se observan los niveles de carbohidratos de las dietas experimentales (Cuadro 3), cuyos
valores fueron de entre el 18 y 22% del peso seco, éstos pudieron ser altos en comparacion
con el nivel de tolerancia de entre 10 y 15% reportado para juveniles de pez blanco, por
Canseco-Murillo (2008). Al relacionar estos niveles de carbohidratos con el contenido de
lipidos en el cuerpo de los peces finales de todos los tratamientos (Cuadro 6), se puede
deducir que al cubrir el requerimiento energético de los peces, el exceso de carbohidratos de
las dietas podria estar siendo almacenado en forma de lipidos corporales, como ocurre en
otras especies de peces (Chiou y Ogino 1975, Degani y Levanon 1987) ya que estos
organismos no almacenan los carbohidratos en forma de glucégeno, sino mas bien de forma
anhidra (Jobling 1994).
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Conclusiones.

e EIl mejor crecimiento de juveniles del pez blanco se obtuvo con las dietas de bagre
armado que incluia el producto sin hidrolizar (NOH), y con los hidrolizados de 15
(H15MIN) y 60 minutos (HBOMIN), a diferencia de las dietas TESTIGO a base de
hidrolizado comercial y la dieta de bagre armado de 240 minutos de hidrdlisis
(H240MIN), las cuales produjeron un menor crecimiento, es decir con proteinas aun
no muy degradadas, o proteinas de origen comercial que no indican el método
utilizado para su obtencion y que posiblemente algun ingrediente provoque la

reduccion del crecimiento.

e El proceso de hidrdlisis proteinica no favorecié un mejor crecimiento de los juveniles
de pez blanco, lo que resulta aun méas favorable porque minimiza los costos de
produccion del alimento y facilita su preparacion.

e Las dietas conteniendo bagre armado (P. disjunctivus) produjeron el mas importante
crecimiento logrado hasta el momento con dietas balanceadas en el pez blanco (M.

estor).

e El resultado favorable en el crecimiento del pez blanco, por la inclusion de bagre
armado, abre una excelente alternativa de empleo de este recurso pesquero, ademas de

que potencialmente puede utilizarse en otros organismos acuaticos.

e El uso del bagre armado en dietas para la acuicultura, constituye una excelente opcién
para su control y aprovechamiento, siendo éste un recurso pesquero abundante y de
bajo costo en la region, que ha generado diversas probleméticas asociadas a su
abundante presencia en las presas del pais.
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VIl. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

e A pesar de que las dietas con inclusién de bagre armado hidrolizado (P. disjunctivus)
no produjeron el resultado esperado en juveniles de pez blanco (M. estor), es de
interés examinar en futuros estudios si estas dietas tienen un efecto positivo durante la

etapa larvaria de esta especie.

e Seria importante cuantificar los aminoacidos y péptidos, resultantes de los procesos de
hidrolisis, asi como determinar el tamafio molecular de los péptidos para un mejor

entendimiento de su efecto en el crecimiento de los organismos.

e Del mismo modo debe cuantificarse el material lixiviado durante el proceso de

alimentacion de los organismos acuaticos con las dietas preparadas.

o Debe buscarse mejorar la técnica y el proceso de elaboracion de las dietas para evitar

lixiviacién de nutrientes.
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