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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 el efecto de sustituir harina de pescado por
concentrado de proteina de soya y la complementacion con DL- metionina para
el pargo lunarejo Lutjanus guttatus, y su efecto sobre el crecimiento y la
utilizacion del alimento. Para lo cual se realizaron dos experimentos, el primero
con una duracién de 8 semanas y 12 semanas para el segundo. Para ambos
experimentos se realizé un analisis econdmico comparativo de las dietas, con el
fin de analizar como se comporta la inclusién de CPS y DL-metionina cuando se
incluyen las variables de costo del alimento, tasa de conversion alimenticia y
peso ganado. Para el primer experimento se incluyeron fuentes de proteina de
harina de pescado, calamar fresco, acemite de trigo y concentrado de proteina
de soya (CPS). Como fuentes de lipidos se utilizo aceite de pescado. Se usaron
organismos de pargo lunarejo con un peso promedio de 16.7 £ 0.6 g para el
primer experimento y 20.5 + 2.8 g para el segundo, los cuales fueron colocados
en tanques de fibra de vidrio de 600 L, a una densidad de 12 organismos por
tanque. La alimentacion se realiz6 a saciedad aparente, con dos raciones
diarias (9:00 y 15:00 hrs). En el primer experimento se evaluo el efecto de
reemplazar la harina de pescado por CPS, en niveles de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y
100%. Las diferencias entre el incremento en peso y TCE (% dia™) no fueron
significativamente diferentes entre los niveles del 0-50%, y el mejor crecimiento
en el remplazo fue presentado en los peces con una sustitucién del 30 y 40%.
El analisis de regresion polinomial realizado con la TC (%) y los niveles de
sustitucién, indico un optimo de crecimiento en un nivel de remplazo de 24.2%
de harina de pescado por CPS. La concentracion de metionina en las dietas
experimentales disminuyé con forme el aumento en el nivel de reemplazo de
harina de pescado por CPS, lo que pudo haber influido en el crecimiento de los
organismo entre los diferentes tratamientos. La TEE tendi6 a aumentar
conforme se incrementaba el nivel de sustitucion de harina de pescado por
CPS, sin embargo se mostré una TEE similar con la dieta control y el 40% de
sustitucion de CPS. La regresidén polinomial utilizando TEE y los niveles de
sustituciéon de CPS muestran un nivel optimo de inclusion de CPS de 21.45%.
Para el segundo experimento se formularon varios niveles de inclusién de DL-
metionina (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5%), y una dieta control con harina de pescado. La
formulacion de las dietas en donde se encuentran los niveles de
complementacién de metionina utilizaron una formulacion de 50% harina de
pescado y 50% CPS. La ganancia en peso y la TCE (% dia™”) no presentd
diferencias significativas entre la dieta control y los tratamientos de 0.5, 1, 1.5y
2% de inclusion de metionina. Los mejores resultados de crecimiento se
presentaron en las dietas de 1-1.5%. Los resultados muestran una tendencia de
incremento en peso con forme se hace la complementacion de metionina, hasta
llegar a una maximo (1.5%) y posteriormente disminuir su crecimiento. La
regresion polinomial indicé una complementacion optima de metionina del
1.16%. Los resultados de HPLC indican que la metionina y la cisteina
incrementan conforme se hace su inclusion en las dietas. Por lo que la inclusion
optima de metionina se encontré al 1.16% en presencia de 1.07% de cisteina.



1. INTRODUCCION

Por largos anos las pesquerias han proporcionado la mayor parte de los
productos acuaticos comestibles; sin embargo en afios recientes la produccién
pesquera llegd a su limite maximo. Esto significa que, la demanda de consumo
de productos marinos sigue en aumento al igual que la poblacién mundial pero
las capturas de pesquerias se han estancado. Por lo que para satisfacer las
demanda de pescados y mariscos se han buscado alternativas para resolver
este problema, principalmente apoyandose en la acuacultura (FAO, 2009;
Salze et al., 2010).

De acuerdo a las estadisticas mas recientes de la FAO (2009), se reporta que
la acuacultura es el sector productivo con un promedio de crecimiento anual del
9.2% desde 1974 comparado con la pesca de captura que reporta un
crecimiento del 1.4% y de 2.8% en la produccién de carne a base de crias de
animales terrestres. Ademas la acuacultura en el 2006 proporcioné el 47% de
las 110 millones de toneladas de los productos acuaticos, casi la mitad de la

demanda mundial.

Para sostener el ritmo actual de crecimiento de la acuicultura a nivel mundial, se
requieren alimentos acuicolas que dependan menos de los ingredientes de
origen marino para lograr la sustentabilidad en la produccion, ya que la harina
de pescado continua incrementado su precio. De acuerdo al indice mundial de
precios de ingredientes basicos, en la ultima década la harina de pescado en la
ultima década ha incrementado su precio en un 266%, llegando a un precio
maximo de 1896 dodlares la tonelada métrica en abril del 2010

(http://www.indexmundi.com/commodities/?commodity=fish-meal&months=120).




En afos recientes se ha investigado el uso de proteinas y aceites de origen
vegetal como alternativa sustentable para la sustitucion de la harina y aceite de
pescado en alimentos de acuacultura. Ya que es preferible la utilizacién del
producto pesquero para consumo humano, que para uso en engorda de
animales (Gatlin et al., 2007). Por lo tanto es necesaria la formulacion de dietas
reemplazando la harina de pescado por otros ingredientes. Estas dietas
deberan mantener, las tasas de crecimiento de los organismos acuaticos,
mejoren las estrategias de alimentacion y que conserven alimentos de buena
calidad con niveles de nutrientes adecuados para la especie (Catacun et al,,
2004; Martinez-Llorenz et al., 2008).

En cuanto a proteinas de origen vegetal, la proteina de soya es la mas utilizada
en la produccion de alimentos para la acuacultura con una producciéon anual de
30 millones de toneladas, tan solo en Estados Unidos (Zhou et al., 2005).
Ademas tiene cantidades adecuadas de proteina (30%) y un perfil de
aminoacidos relativamente balanceado, por o que es considerada uno de los
productos mas estables para la sustitucion de la harina de pescado en
alimentos de dietas comerciales para peces (Gatlin et al., 2007). Sin embargo
una de las desventajas que presenta el uso de este producto comparado con la
haria de pescado es una disminucion en el contenido de proteina, digestibilidad

y presencia de factores anti-nutricionales (Catacutan et al., 2004).

En los ultimos afios gracias a los avances en biotecnologia, es posible la
obtencién de diferentes tipos de concentrados de proteinas de soya de mejor
digestibilidad, contenido de proteina y una disminucion en factores anti
nutricionales, dependiendo el tipo de procesamiento que se le aplique. En este
caso el concentrado de proteina de soya (CPS) es producido mediante la
selecciébn de granos de soya de alta calidad, los cuales son lavados y
descascarados, después el aceite es extraido para utilizarse como aceite de
cocina o para la industria como biodiesel. El residuo consiste en granos
desgrasados los cuales pueden ser utilizados para la produccion de soya en

polvo, proteina de soya o concentrados de proteina de soya



(http://www.asaimtaiwan.org/SPCforAquaculture.pdf ). A continuacién la harina

de soya desgrasada es sometida a una extraccion de metanol o etanol dando
como resultado un contenido de proteina cruda de 65-70% con una
digestibilidad similar a la harina de pescado; ademas, estas extracciones
remueven o desactivan los factores anti nutricionales, los carbohidratos solubles
y la fibra presentes en la soya. Estas adecuaciones tecnoldgicas para la
produccion de concentrados de proteina de soya podrian favorecer
disminuyendo el precio y aumentando la disponibilidad. (Catacutan et al., 2004;
Deng et al., 2006; Salze G. et al., 2010).

Aunque existen diferentes tipos de concentrados de proteina de soya, uno de
los mas usados es el texturizado, en donde al concentrado de proteina de soya
se le aplica un proceso de extrusion conducido a humedades de entre el 20 a
30% y temperaturas de 120 a 180°C

(http://www.asaimtaiwan.orq/SPCforAquaculture.pdf).

Como todos los productos de la soya, el concentrado de proteina de soya
presenta deficiencias de aminoacidos como la lisina y metionina, amino acidos
que promueven la sintesis de proteina y el crecimiento en peces. Es posible
corregir este déficit mediante la administracion de estos aminoacidos en la dieta
para mejorar el crecimiento en el organismo. Sin embargo en diversos trabajos
se ha reportado que en inclusiones altas de concentrado de proteina de soya en
las dietas reduce la palatabilidad del alimento lo que reduce su ingesta y el
crecimiento en los peces (Day y Plascencia 2000; Kissil et al., 2000; Catacun et
al., 2004; Deng et al., 2006).

La metionina, es un aminoacido esencial por lo que debe ser obtenido a través
del alimento, pertenece al grupo de los aminoacidos sulfurados al igual que la
cisteina, tiene un papel importante en la metilacion, sintesis de proteina y

crecimiento en peces.

Investigaciones recientes en animales acuaticos y terrestres han arrojado

evidencia de que la administracién de aminoacidos a las dietas controla los



patrones metabolicos de crecimiento por lo que ha mantenido o mejorado las
tasas de crecimiento y conversion alimenticia en asi como la respuesta inmune
y reproduccion. Por lo que se les conoce como aminoacidos funcionales que
pueden contrarrestar los efectos adversos al sustituir las proteinas de origen

animal por fuentes de origen vegetal (Li, et al 2009).

México se encuentra rodeado por el Océano Pacifico y el Océano Atlantico, por
lo que cuenta con gran biodiversidad de animales acuaticos, donde la pesca y
la acuacultura son actividades de gran relevancia. Sin embargo, ademas de
practicar la maricultura, también en la acuacultura se aprovechan grandes
extensiones de tierra, rios, embalses y esteros. La especie marina que mas se
cultiva en México en la actualidad es el camaron, siendo los estados de Sonora
y Sinaloa lideres en su produccion. Sin embargo, existe un gran potencial para

el cultivo de otras especies marinas, especialmente los peces.

En México se han identificado a varias especies con potencial comercial entre
las que se encuentra el botete diana (Sphoerodes anulatus) y el pargo lunarejo
(Lujanus guttatus) debido a que son preferidas por el gusto de la poblacién para

consumo humano.

El pargo lunarejo es un pez demersal que en su vida silvestre se encuentra
solitario o en pequefios cardumenes; es un depredador y su dieta se basa en el
consumo de moluscos, crustaceos, peces y poliquetos (Rojas y Maravillas,
2004). Estudios realizados en el Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo Unidad Mazatlan, demuestran que el cultivo del pargo lunarejo tiene
potencial ya que se ha adaptado exitosamente a las condiciones de cultivo en
cautiverio, obteniendo desoves continuos durante los meses de agosto a
noviembre. El control en la produccion de larvas y juveniles es influenciado
mayormente por aspectos nutricionales, por lo que investigaciones en el destete
temprano se han realizado para la especie usando alimento vivo y
enriquecedores (Garcia—Ortega et al., 2005). En juveniles y peces de engorda
mayores de 100 g se han determinado requerimientos de proteina y lipidos, los

cuales son de 45% de proteina y de 9% lipidos (Hernandez 2007) y de 40% de



proteina y 11% de lipidos en los peces de engorda (Garcia-Ortega et al., 2004;
Garcia-Ortega, 2009). También se determind el requerimiento de vitamina C el
de 47 mg/kg (Osuna, 2009) y de astaxantina de 0.75 g/kg (Rodriguez Moreno,
2009), este ultimo utilizado como colorante artificial para una pigmentacion

adecuada en la piel del L. guttatus.

Debido a que no existen trabajos en donde se han probado ingredientes de
origen vegetal como fuente de proteina en alimentos para pargos en México en
este estudio se evaluaron el concentrado de proteina de soya como sustituto
parcial y total de la harina de pescado en alimentos para L. guttatus. Asimismo,
se probod la complementacion de metionina en dietas formuladas con CPS para

determinar su efecto en el crecimiento de juveniles de pargo lunarejo.



2. ANTECEDENTES

2.1.Estudio de Sustitucion de Harina de Pescado por Fuentes Vegetales en
peces marinos.

En acuicultura se han probado distintos tipos de fuentes de proteina de origen
vegetal durante las ultimas décadas, la mas usada es la soya debido a su bajo
costo y disponibilidad, sin embargo hay trabajos en los que utilizan harina de
canola, trigo, maiz y girasol para reemplazar parcialmente la harina de pescado
en dietas para peces de agua dulce o marina.

Entre los trabajos donde se sustituye la harina de pescado en peces marinos se
encuentran el uso de harina de soya desgrasada en el pargo rojo de manglar
Lutjanus argentimaculatus, esta especie es de importancia comercial en Asia y
su cultivo ya se encuentra desarrollado, por lo que la disminucién de harina de
pescado en la formulacién de sus dietas es indispensable para mejorar los
costos en la produccion de esta especie; asi como mantener las tasas de
crecimiento similar a la especie desarrolladas con dietas formuladas a base de
harina de pescado. Los resultados obtenidos en este trabajo con organismos de
5 g durante 19 semanas fueron favorables, ya que no se presentaron
diferencias significativas (P>0.05) para crecimiento en sustituciones de 12.5, 25,
37.5 y 50%. Sin embargo la tendencia de crecimiento del pez tiende a disminuir
al 50%. De manera similar la tasa de conversion alimenticia tiende a aumentar
al incluir la soya desgrasada en las dietas, sin embargo no presento diferencias
significativas entre ninguno de los tratamientos, por lo que es factible el uso de
soya desgrasada para las dietas del pargo rojo de manglar (Catacutan y E.
Pagador, 2004).



En la lubina de mar Europea (Dicentrarchus labrax), utilizaron una combinacién
de harina de trigo, soya, canola, maiz como fuente principal de proteina en la
dieta, por lo que incluyeron harina de pescado al 52, 40, 25y 5% para conocer
el requerimiento de harina de pescado de esta especie. Los resultados
muestran que para crecimiento las dietas con mayor contenido de harina de
pescado (52 y 40%) tuvieron mejor respuesta de crecimiento de los peces que
las del 5% de inclusion de harina de pescado. Sin embargo no presentaron
diferencias de crecimiento entre sus tratamientos y, concluyen que el uso de
aminoacidos complementan las deficiencias presentes en las harinas vegetales,
asi como el uso de mezclas de proteinas y atractantes, tendra resultados
favorables en crecimiento y sera determinante para la elaboracion de dietas

practicas en la acuicultura de la lubina de mar (Kaushik et al., 2004).

En la dorada Sparus aurata, se uso harina de trigo para sustituir a la harina de
pescado al 13.5, 27, 40.6 y 54.2%, sin encontrar diferencias entre las dietas del
13.5 al 40.6% de sustitucion. Sin embargo la dieta del 54% tuvo un menor
crecimiento en comparacion con los peces del resto de los tratamientos. Los
organismos de estudio tuvieron un crecimiento de 25 g contra 33 g en peces
con una dieta al 27% de sustitucion de harina de pescado por harina de trigo,
donde el posible efecto se relaciond con una disminucion en la lisina y la
metionina en la dieta con soya, aminoacidos que son esenciales para un

adecuado crecimiento en los peces (Pereira y Oliva, 2003).

Sanchez— Lozano et al.,, (2007), estudiaron en la dorada la sustitucion de
harina de pescado por harina de girasol al 12, 24 y 36%, complementadas con
metionina y lisina; y encontraron mayor crecimiento en los peces alimentados
con la dieta con 12% de sustitucion que la dieta control y se vi6 afectado en
sustituciones del 24 y 36% siendo diferente significativamente (P<0.05). Con
respecto a la ingesta del alimento, los peces con el 36% de sustitucion
ingirieron mas alimento que los peces en el resto de los tratamientos. Por lo que

se concluye que es posible que aunque consumian mayor cantidad de alimento,
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las dietas no se encontraban con un contenido adecuado de lisina, comparado
con la dieta control.

En un experimento mas reciente llevado a cabo por Martinez—Llorenz et al.,
(2008), obtuvieron resultados similares al anterior con la S. aurata donde la
sustitucion del 26% de la harina de pescado por harina de soya y
complementando con metionina y lisina, favorecieron el crecimiento del pez ya
que al reducir la deficiencia de aminoacidos esenciales en la dieta del pez, este

continua su desarrollo de forma normal.

El Bacalao del Atlantico (Gadus morhua) es un pez marino de climas templados
y de gran importancia comercial, durante las ultimas décadas su cultivo se a
incrementado, debido a la disminucion de las capturas por parte de las
pesquerias, por lo que su costo ha incrementado. La sustituciéon de harina de
pescado por de haria de soya, gluten de trigo, maiz y concentrado de soya di6
buenos resultados en el experimento realizado por Hansen et al., (2007). El
mejor resultado fue la mezcla de 22% de concentrado de soya y 11% gluten de
trigo en el crecimiento de los peces. Al evaluar las harinas por separado el 18%
de sustitucion de harina de gluten fue mejor que la sustitucion de 8% harina de
soya. Sin embargo, el crecimiento de los peces se vio afectado en comparacion
con los peces alimentados con la dieta control que contenia solo harina de

pescado.

En experimentos realizados con juveniles de cobia Rachycentron canadum se
obtuvieron resultados Optimos de crecimiento al lograr sustituir un 75% de
harina de pescado, utilizando harina de gusano y pro bidticos en la composicién
de las dietas. Indicando que es crucial la eleccion de ingredientes para
incrementar la inclusion de proteinas vegetales en la formulacion de dietas para

la acuicultura (Salze et al., 2010).



11

2.2.Estudios de Sustitucidon de Harina de Pescado por Proteina de Concentrado
de Soya en peces marinos

La mayoria de los trabajos en los que se trata de sustituir la harina de pescado
por fuentes de proteina de vegetal se han enfocado en peces de agua dulce o
anadromos entre los que se encuentran las tilapias y los salménidos, los cuales
han desarrollado una buena aceptacion de fuentes de proteina de origen
vegetal (Borgeson et al., 1998; Storebakken et al., 1998; Mambrini et al., 1999;
Abdelghani 2003).

Los trabajos en donde se utiliza el concentrado de proteina de soya para la
sustitucion de harina de pescado en dietas para peces marinos son pocos y se
han venido intensificando en la ultima década, debido a la necesidad de dejar
de depender de la harina de pescado como fuente principal de proteina en

dietas para peces carnivoros.

Berge et al., (1999) estudiaron, concentrado de proteina de soya para sustituir
la harina de pescado en el lenguado del atlantico (Hippoglossus hippoglossus),
logrando sustituir un 45% de la harina de pescado cuando se usan aminoacidos
esenciales y adicién de atractantes en la dieta para mejorar la ingesta y la
palatabilidad del alimento. Similar a lo anterior, pero con un resultado de
sustitucion menor es con el rodaballo (Scophthalmus maximus L.) en
organismos de 13 g. con un requerimiento de proteina del 50%, en este trabajo
los niveles de reemplazo de harina de pescado por concentrado de soya no fue
significativamente diferente al 25% de sustitucion (Day y Plascencia, 2000). Asi
mismo con la dorada S. aurata, se ha demostrado la factibilidad de agregar
hasta el 30% de concentrado de proteina de soya a la de harina de pescado en
organismos de 12.5 g durante 9 semanas, ademas se observo que las tasas de
crecimiento tienden a disminuir con forme se incrementa los niveles de CPS en
las dietas (Kissil et al., 2000). Mientras que Takagi et al., (2008), demostraron
que el jurel cola amarilla (Seriola quinqueradiata) tolera inclusiones de

concentrado de proteina de soya de hasta un 58% en juveniles de 470 g, pero



12

las dietas con esta fuente de proteina causa menores tasas de crecimiento
especifico y conversion alimenticia comparadas con dietas hechas a base de

harina de pescado.

En la cobia (R. canadum) alimentado con harina de soya, se observo que los
resultados en crecimiento se vieron afectados considerablemente al 50% de
sustitucién, mientras que la tasa de conversion alimenticia incrementd en los
peces en reemplazos del 50 y 60% (1.48 y 1.65 respectivamente) y para las
dietas de 0, 10, 20, 30 y 40% de sustituciéon, se obtiene una conversion
alimenticia de 1.28 a 1.29. Por los resultados anteriores se recomienda la
inclusion de aminoacidos esenciales deficientes en la soya como la metionina y
la lisina (Chou et al., 2004).

En México, uno de los peces marinos de importancia comercial es el botete
diana (S. annulatus), donde su alimentacion se ha substituido harina de
pescado por CPS, como esta especie es carnivora y tiene un requerimiento de
proteina del 55%. En el trabajo con esta especie se probaron 7 dietas para
sustituir la harina de pescado por CPS (0, 10, 20, 30, 40, 50 y 100), no se
encontraron diferencias significativas al 50% de sustitucion. Sin embargo al
someter los datos a una regresion polinomial de segundo orden, la sustitucion
optima fue de 10.8 % de inclusion de CPS. Al igual que en los trabajos
anteriores, en el estudio el crecimiento, la ingesta del alimento y la tasa de
conversion alimenticia se vieron afectadas con forme se incrementaba la
inclusion de CPS en las dietas (Villa-Lopez., 2009). También se demostré que
se pueden utilizar de manera combinada las fuentes de proteina y de lipidos de
origen vegetal, como el CPS y el aceite de canola, en alimentos practicos para
la engorda del botete diana sin afectar el crecimiento de los peces (Villa-Lopez
y Garcia-Ortega, 2008).
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2.3. Estudios sobre Aminoacidos en Alimentos para Acuacultura

Los aminos acidos son las unidades estructurales o bloques de construccion de
las proteinas. La formula general de los 20 aminoacidos con excepcion de la
prolina se encuentra constituida por un atomo de carbono a covalentemente
unido a un atomo de hidrogeno, un grupo amino, un grupo carboxilico y estos
difieren entre si por la estructura de su cadena lateral, llamadas grupo R, Figura
1.

ul
Grupo amino =—————» NH, — Y — COOH < Grupol
\_/ carboxilo

N

Figura 1. Formula quimica de la metionina

Se han propuesto diferentes métodos para la clasificacién de los aminoacidos
sobre todo para la diferenciacion de su grupo R o cadena lateral, entre estas
clasificaciones se encuentran: los grupos R polares, no polares, polares sin
carga, polares cargados positivamente y dentro de estos mismos estan
clasificados en distintas formas y tamafos. Sin embargo, con respeto a las
necesidades nutricionales los aminoacidos se clasifican en esenciales y no

esenciales (Lehninger, 1994).

Los aminoacidos esenciales son aquellos que no pueden sintetizarse en el
organismo, por lo cual estos deben ser proporcionados por la dieta. En cambio

los aminos acidos no esenciales pueden ser sintetizados adecuadamente por el
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organismo. De los 20 acidos presentes en las proteinas el ser humano solo
puede sintetizar 12, pero, los 20 aminoacidos son biolégicamente esenciales
para mantener una salud adecuada, estos se muestran en la Tabla 1 (Harper,
2003).

Tabla 1. Aminoacidos esenciales y no esenciales en
humanos (Harper, 2003).

Esenciales No esenciales
Valina (Val) Alanina (Ala)
Leucina (Leu) Prolina (Pro)
Treonina (Thr) Glicina (Gly)
Lisina (Lys) Serina (Ser)
Triptofano (Trp) Cisteina (Cys)
Histidina (His) Asparagina (Asn)
Fenilalanina (Phe) Glutamina (GlIn)
Isoleucina (lle) Tirosina (Tyr)
Arginina (Arg) Acido aspartico (Asp)
Metionina (Met) Acido glutamico (Glu)

Para los peces los aminoacidos esenciales difieren un poco (Tabla 2) en
comparaciéon con los seres humanos. Ya que, ademas se encuentran los
condicionales los cuales deben ser administrados a través de la dieta bajo
condiciones donde las tasas de utilizacion son mayores que su capacidad para
ser sintetizados en el metabolismo. Entre estos aminoacidos se encuentra la
cisteina que juega un papel importante en la sintesis de metionina, otro es la
taurina que en los peces se ha demostrado que favorece la palatabilidad en las
dietas y mejora en respuesta neuronales y de oxidacion del pez (Li et al., 2009).
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Tabla 2. Aminoacidos en peces y otros animales acuaticos (Li et

al.,2009).
Esenciales No esenciales Condicionales
Arginina Alanina Cisteina
Histidina Asparagina Glutamina
Isoleucina Aspartato Hidroxiprolina
Leucina Glutamato Prolina
Lisina Glicina Taurina
Metionina Serina
Felinilalanina Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

En estudios recientes con aminoacidos en animales acuaticos y terrestres
indican que los aminoacidos regulan las rutas metabdlicas como la sintesis de
proteinas, regulacion del apetito, reproduccion y respuestas inmunes y que esto
varia en distintas especies de animales acuaticos por ejemplo la alanina,
grutamina y serina son los encargados de la regulacién del apetito en varios
peces; la arginina y la metionina inducen la maduracion intestinal de lubina de
mar (Perez et al., 1997). También se ha demostrado que la lisina y la metionina
ayudan en la regulacién y transporte de lipidos en la membrana mitocondrial y
otros aminoacidos como la fenilanalina y la tirosina en el lenguado japonés y
pez gato tienen funciones de modulaciéon del estrés, influencia en la
metamorfosis y pigmentaciéon (Li et al.,, 2009), esta informacién se encuentra

representada en la Figura 2 y Tabla 3.
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Sintesis de
proteinas
Regulacion A Crecimiento y
del apetito desarrollo

Comportamiento Sustrato

energético

Inmunidad y

Pigmentacion @~ g— | sobrevivencia

Aminoacidos

Reproduccién Antioxidantes

Regulacion
Regulacién v osmotica
metabdlica
Calidad del
alimento

Figura 2. Roles de los aminoacidos en el crecimiento, desarrollo y salud en los
peces
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Tabla 3. Funciones de los aminoacidos en el metabolismo de animales acuaticos

(Li et al., 2009).

Aminoacidos Funcioén Peces Referencia
Alanina, glutamina, | Apetito Varios peces Shamushaki et al,
serina (2007)

Arginina Elimina microorganismos | Bagre de | Buentello y Gatlin
invasores, facilita el desarrollo y | canal, tilapia. (1999); Bordieri et al.,

la funcion neuroldgica, regula
flujo sanguineo, osmolaridad
branquial.

(2005); Hyndman et
al., (2006)

Arginina y metionina
(espermina)

Induce la maduracién intestinal
de larvas

Lubina de mar

Pérez et al., (1997)

Arginina, metionina | Alto almacenamiento de | Salvelino Bystriansky et al,

glicina (creatina) energia, antioxidante Artico (2007)

Acido glutamico Antioxidante, promueve | Trucha Anderson et al.,
metamorfosis, regula la ingesta | arcoiris, (2002); Morse et al.,
del alimento Lenguado (1979); Kim et al,

japonés, (2003)
Abalon

Glutamina Incrementa el crecimiento, | Carpa Lin y Zhou (2006)
eficiencia en el alimento vy
desarrollo intestinal

Glutamina, glicina y | Almacenamiento de informacion | Varios peces Li y Gatlin (2006)

Acido aspartico genética y expresion,
biosintesis, inmunidad y
reproduccion

Glicina Regulaciéon osmoética Ostion Takeuchi (2007)

Histidina Protege contra el cambio de pH | Salmoén Mommsen et al,

(1980)

Leucina Modula la inmunidad: Varios peces Li y Gatlin (2007)

Lisina y metionina | Transporte de lipidos en la | Varios peces Harpaz (2005)

(carnitina) membrana mitocondrial

Metionina (colina) Estructura de la membrana, | Varios peces Mai et al., (2006b)
neurotransmisor, sintesis de
betaina

Prolina Promueve el crecimiento Pez gato Garg (2007)

Fenilananina y | Influencia en metamorfosis y | Solea, Pez | Pinto et al, (2008);

tirosina pigmentacién, promueve el | gato, Garg (2007); Yoo et
crecimiento, modula la | Lenguado al., (2000);
respuesta al estrés japonés, Noonanuntanasarn et

trucha arcoiris, | al., (2007),
Lenguado Damasceno — Oliveira
et al., (2007)
Triptofano Modula la liberacion del cortisol, | Trucha Lepage et al., (2003);

comportamiento, alimentacion,
mejora el desarrollo testicular

arcoiris, Masu
salmon

Amano et al., (2004)
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2.3.2. Metionina

La metionina pertenece al grupo de los aminos acidos sulfurados (Figura 3), asi
como la cisteina y la taurina y es un aminoacido esencial. La informacion
genética, en el ARNm se escribe a partir de letras que corresponden a bases
nitrogenadas del ARN, las cuales van agrupadas de tres en tres y a cada grupo
de tres se le llama coddn o triplete; la metionina esta representada por el codon
AUG, que se refiere a las bases nitrogenadas de Adenina, Uracilo y Guanina
(AUG) (ATG en el ADN). El codén AUG es el inicio del mensaje para el ribosoma
que indica la iniciacion de la sintesis de una proteina, por lo que esté aminoacidos

siempre toma la primera posicion en la proteina durante la traduccion.

H.C CH, CH. 0O

"CH, C

\.5.-"'

Figura 3. Férmula quimica de la metionina

El ciclo de la metionina de acuerdo a Groff, (2008), se encuentra representado
en la Figura 4, como primer paso el catabolismo de la metionina es la
conversion de esta a S—adenosil metionina (SAM) por la enzima metionina
adenosil transferasa, la cual se encuentra en gran concentracion en el higado,
que es el 6rgano donde se realiza la degradacion o catabolismo de la
metionina. La SAM tiene muchas funciones, por ejemplo, estimula la sintesis de
cistationina, la cual se convierte la homocisteina a cistationina. Este también
inhibe la actividad reductasa de metilaciéon del tetrahidrofolato (THF), el cual
forma N5-metil tetrahidrofolato. EI THF es necesario para la generacion de
metionina a partir de homocisteina. Asi pues, SAM cuando se encuentra
presente en grandes cantidades, facilita la degradacidn de metionina. La
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descarboxilacion del SAM sirve para formar S-adenosil-metil-tiol propilamina,
en la sintesis intermedia de las poliaminas como son la prutrescina,
espermidina y esperina. Las cuales son importantes para la division celular y el

crecimiento.

La remocion del grupo metilo de SAM forma el compuesto S—adenosil
homocisteina (SAH), este puede ser convertido a homocisteina por la enzima
S—adenosil homocisteina hidrolasa. La homocisteina puede ser convertida de
vuelta a metionina en una reaccion dependiente de betaina o vitamina Bi;

(como metil cobalmina) y folato (como 5 -metil tetrahidrofolato) (Groff, 2008).

La betaina, generada en el higado a partir de colina, provee un grupo metil el
cual es transferido a homocisteina por la enzima hepatica betaina homocisteina
metil transferasa. Con la pérdida del grupo metil, la betaina se convierte en
dimetil glicina. Asi mismo la dimetil glicina puede ser re metilada para generar
glicina. Por lo tanto la remetilacion dependera de la vitamina B+, y el folato, ya
que provee el grupo metil para la remetilacion de homocisteina y formar
metionina. Segun Espe et al., (2008), se ha calculado que en el ser humano el
85% de las reacciones de metilacidon y el 48 % del metabolismo de la metionina
ocurre en el higado. La homocisteina para ser metabolizado en el cuerpo,
debera de reaccionar con el aminoacido serina, formando cistationina a través
de la reaccion cistationina sintetaza. Es necesaria la presencia de vitamina Bg

en forma de coenzima para que ocurra esta reaccion.

Mas adelante para el catabolismo de la cistatioina se necesita la cistatioina liaza
y otra vitamina Bg para formar la cisteina. En esta reaccion se genera el alfa —
cetobutirato, el cual es carboxilado a propionil CoA. Al proceso de conversion
de homocisteina a cisteina por las enzimas cistation sintetiasa y cistatioin liaza
se le conoces como patrones o rutas de transulfuraciéon. Estas reacciones

ocurren en el higado, rifion, pancreas y los intestinos.
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La utilizacion de metionina para uso en productos alimenticios es un polvo fino,
y blanco, su apariencia es cristalina. La elaboracion sintética de metionina se
da por medio de procesos quimicos a partir del propileno, metiltiol, metano y
amoniaco. El producto sdélido comercial tiene una riqueza superior al 99 % y se
encuentra disponible en la forma DL—metionina, L-metionina y D—metionina. La
metionina en su forma L, es el isomero natural el cual es absorbido de manera
eficiente por los animales. La D—-metionina es menos eficiente que la L-
metionina y debe ser convertido en un ao—ceto analogo por la D—metionina
oxidasa antes de ser transaminado a L—metionina (Groff, 2008). De manera
comercial se encuentra en la forma DL-metionina la cual es una mezcla de
ambos isdmeros y es metabolizado de manera eficiente por los vertebrados (Li
et al., 2009; Espe et al 2008).

La importancia de la metionina radica en que juega un papel en la sintesis de
proteinas, lo cual se refleja el crecimiento de los organismo, sin embargo su
funcién principal es la utilizacién del derivado de la metionina, S—adenosil
metionina (SAM) como un donador de grupos metilos (-CHs3), es decir la adicidon
de estos grupos metilos a bases de citosinas del ADN situadas previa y
continuamente a una guanina, también como donador de metilos a sustratos
tales como nucleidos, proteinas y fosfolipidos, colina, carnitina y espirmina. El
SAM también participa en la reparacién celular, biosintesis de diversos
neurotransmisores y hormonas que afectan el estado de animo, como la

dopamina y la serotonina en el humano (Groff et al., 2004).
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Figura 4. Ciclo de la metionina (Groff et al., 2004)

En otras reacciones que actua la metionina se encuentra la sintesis de esta
misma a cisteina y taurina aminoacidos no esenciales, asi como creatina
también promotores de crecimiento. Se tiene estimado que la cisteina puede
tener un efecto de ahorro del 40 al 60% de metionina en la dieta, por lo que los
requerimientos se pueden conocer ya sea por medio de la metionina por si sola
0 una mezcla entre metionina y cistina (Goff et al., 2004; Luo et al., 2005; Li et
al., 2009).

Para diversas especies de peces se ha reportado que los requerimientos de
metionina se encuentran en un rango de 1.8 a 4% del contenido de proteina en
la dieta (Mai et al., 2006), y que esto puede variar de acuerdo a la talla, edad,

especie, ingredientes en la dieta, tipo de alimentacion y sistema de cultivo.
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Deficiencias de metionina en dietas para acuacultura reduce el crecimiento y
en la trucha arcoiris se ha demostrado que provoca cataratas bilaterales.
Ademas en diversos estudios en donde se remplaza la proteina de pescado por
proteinas vegetales, principalmente la soya la reduccion de crecimiento ha sido
notoria y ha mejorado al afiadir metionina obteniendo asi un adecuado balance
de amino acidos en la dieta (Ketola 1984; Mambrini et al., 1999; Lou Z. et al,,
2005; Mai et al., 2006; Yan et al., 2007).

Por otra parte también se menciona que el exceso de metionina puede provocar
la disminuciéon en el crecimiento de los peces o mantener un crecimiento
constante, posiblemente por un desbalance en la composicion de aminoacidos
(Yan et al., 2007).

Mei et al., (2006) menciona que la disminucién de crecimiento en el pez por
exceso de metionina lleva a un acumulacion y oxidacion de metionina a
cetonas, metabolitos toxicos que pueden afectar la utilizacién y absorcion de

otros amino acidos afectando el crecimiento.

2.4. Estudios sobre Requerimiento de Metionina en Peces

La metionina y la lisina son aminoacidos esenciales que se encuentran en
menor cantidad en algunas proteinas de origen vegetal como la canola y la
soya, por lo que estos deben ser afadidos a las dietas para poder obtener un
perfil de aminoacidos completo y balanceado que mejoren el rendimiento y
crecimiento de los organismos acuaticos. En afos recientes gracias a los
trabajos que se han desarrollado en donde se reemplaza total o parcialmente la
harina de pescado por fuentes de proteinas vegetal, se han formulado dietas
experimentales donde el objetivo es suplementar o determinar el requerimiento

de aminoacidos para un buen desarrollo de los peces.
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Uno de los primeros trabajos fue el realizado con la carpa comun (Cyprinus
carpio), para el cual se utilizdé soya, gelatina y harina de chicharos. El contenido
de metionina en la dieta basal fue de 0.49 y 0.42% base seca (bs) de cisteina,
se formularon 5 dietas para la determinar el requerimiento de metionina en un
rango de 0.61 a 1.34% (bs). Los resultados obtenidos en este experimento
indican que el requerimiento de metionina para aumentar la tasa de crecimiento
es al 1.08 % bs, sin embargo al realizar el analisis de punto de quiebre se
obtuvd un requerimiento maximo de 0.85% bs (Schwartz et al., 1998).
Resultados similares al anterior son los presentados con el bagre de canal
(Ictalurus punctactus) donde se usaron peces de 14g y el requerimiento de
metionina fue de 1.15% bs (Cai y Burtle, 1996).

En un experimento probaron la sustitucion parcial y total de harina de pescado
por concentrado de proteina de soya (25, 50, 75 y 100%), examinaron dos
niveles de metionina en las dietas para trucha arcoiris Onchrhynchus mykiss
con el 100% de sustitucion de harina de pescado, y se encontré que a pesar de
que su crecimiento se vio afectado por la falta de harina de pescado, la
inclusién de metionina (0.4% bs) incrementé un 13% el crecimiento en
comparacién con la dieta del 100% de sustitucion, que no contenia metionina.
Ademas se observaron que la deficiencia en el crecimiento de los peces se
puede deber a la falta de palatabilidad en la dietas, lo que provocd que los
peces disminuyeran el consumo del alimento (Mambrini et al., 1999).

El experimento realizado por Alam et al, (2000) utilizaron la inclusiéon de
metionina en el lenguado japonés ya que es una especie de alto valor comercial
en la industria japonesa. Para la formulacion usé una pre mezcla de
aminoacidos, caseina y soya que conformaron un 50% de proteina cruda, la
dieta basal tenia un contenido de metionina del 1.42% y los niveles de inclusion
de metionina fueron de 0.53-2.03%, en incrementos del 0.30%. Para este
experimento los mejores resultados de crecimiento se presentaron en la dieta
con 1.76% de inclusion. Sin embargo, el analisis de punto de quiebre indicé un

requerimiento de metionina de 1.49%, para el lenguado japonés en organismos
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con un peso inicial de 2.8 g. Finalmente, indicaron que la determinacion del
requerimiento de metionina es necesaria para el desarrollo de dietas con bajos

niveles de proteinas marinas en su formulacion.

El mero de pintas naranjas Epinephelus coioides es un pez de importancia
comercial al sur de Asia. En un trabajo con esta especie se utilizaron diferentes
niveles de inclusion de metionina (0.25 a 1.25 g/100) en dietas con un 25% de
harina de pescado y 12% de concentrado de proteina de soya, de igual manera
que en los trabajos anteriores el crecimiento se vi6 mejorado conforme lo hace
la inclusion de metionina en las dietas. Por lo cual, los resultados de tasa de
conversion alimenticia también son favorecidos. Sin embargo no se ve un efecto

de la metionina en la ingesta del alimento (Luo, et al., 2005).

Segun Mai et al., (2006), estudian el comportamiento de juveniles de curvina
japonesa Pseudosciaena crocea alimentados con dietas de base proteica con
la harina de pescado vy harina de soya (30 y 29% respectivamente), donde se
determina el requerimiento de metionina en rangos que van de 0.25 al 1.25
g/100; la tendencia de crecimiento aumenta con forme lo hace la cantidad de
metionina teniendo un punto maximo al 0.75 g/100 (1.44% bs), y esto se ve

reflejado en la ganancia en peso y la tasa de conversion alimenticia.

De igual manera el requerimiento de metionina para el pez roca Sebastes
schlegeli con un peso inicial de 43 g, en donde la inclusion de metionina fue de
0.58 a 3.08 g/100 en incrementos de 0.5%. La tasa de crecimiento aumenta
conforme lo hace la inclusion de metionina, alcanzando el crecimiento mas alto
al 1.58% de adicion y este tiende a disminuir a partir del 2.08 % base seca (Yan
et al., 2007).

Se han realizado diversos trabajos en los que se incluye metionina y lisina en
dietas a base de proteinas de origen vegetal y animal; en estos se han obtenido
mejoras en el crecimiento de peces, como en el realizado por Hu et al., (2008)
con la perca (Perca fluviatillis). En este trabajo adicionan 0.52 y 0.18 g/100 de

lisina y metionina respectivamente, entre los resultados que se tienen es la
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mejora en el crecimiento en las dietas que tenian presente estos aminoacidos

en comparacion a la dieta basal que carecia de estos.

Un trabajo similar al anterior es el realizado por Abimorad et al., (2009) con el
pacu (Piaractus mesopotamicos) un pez comercial de agua dulce, realizaron un
experimento, donde la inclusion de 1.09 y 0.14 g/100 de lisina y metionina
respectivamente, obtuvo mejores resultados en crecimiento y retencidn proteica

que la dieta basal a la cual no se le adiciond lisina ni metionina.

2.5. Peces de la Familia Lutjanidae

La familia Lutjanidae la componen 17 géneros y 103 especies de peces marinos
a lo que comunmente se les conoce como pargos. Son especies costeras
demersales por lo que a los juveniles se les puede encontrar en bocas de rios,
estuarios y arrecifes; mientras que a los adultos se les pude encontrar en aguas
profundas comunmente formando cardumenes. Su distribucion es amplia ya
que va desde el Golfo de California en México hasta Peru, la pesca se realiza
durante todo el afo, pero suele ser mas abundate durante los meses de mayo,
agosto y diciembre (Allen y Robertson, 1994). La clasificacién taxondmica

segun Allen, (1985) se presenta a continuacion:

Reino Animalia
Phylumm Vertebrata
Clase Osteichthyes
Orden Perciformes
Suborden Percoidei
Familia Lutjanidae
Genero Lutjanus

Especie guttatus
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2.5.1. Morfologia de Lutjanus quttatus

El pez lutjanus guttatus presenta un cuerpo alargado y comprimido cubierto de
escamas ctenoides, los dientes son vomerianos, es decir en forma triangular;
lengua con un parche de diente granular; agallas con branquiespinas.
Formados con una aleta dorsal que cuenta con 10 espinas y 12 radios; la aleta
anal tiene 3 espinas y 8 radios; aleta pectoral con 17 radios y su aleta caudal es
truncada. En cuanto al color, presenta puntos azules e irregulares al inicio del
dorso por la aleta dorsal, para posteriormente desarrollar un color rojo intenso
en toda la parte del dorso hasta irse degradando a un color blanco y amarillo en
la parte del estdmago y aleta caudal. Una caracteristica de esta especie es que
presenta una mancha en forma de lunar color negro en la parte posterior a la

espina dorsal (Figura 5). Los nombres comunes de esta especie en México son:

pargo lunarejo, pargo flamenco, huachinango y pargo de la mancha (Allen et al.,
1985).

Figura 5. Pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) organismo cultivado en cautiverio y
resultado del primer experimento del presente trabajo. Peso: 60 g. Longitud: 15
cm.
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2.5.2. Habitos Alimenticios

Los habitos alimenticios del organismo en su vida silvestre son variados pero de
acuerdo a Rojas et al.,, (2004) el pargo lunarejo es un organismo benténico
depredador oportunista, se alimenta principalmente de moluscos, crustaceos y
peces. Siendo en este estudio el grupo dominante el de los crustaceos entre los

que se encontraron, camarones, cangrejos y jaibas.

2.6. Nutricion vy Alimentacién del Pargo lunarejo en Acuicultura

Los habitos alimenticios y requerimientos nutricionales del pargo lunarejo se
han dado a conocer en los ultimos afios. Para la etapa larval el uso de alimento
vivo como microalgas, rotiferos, copépodos y Artemia enriquecida se han
utilizado, asi como el uso de microdietas después del destete (Garcia-Ortega et
al., 2005).

Por otra parte se han realizado diversos trabajos para determinar los
requerimientos nutricionales del pargo lunarejo en su etapa juvenil. Hernandez
et al., (2007) estudiaron con juveniles de 2.2 g en donde se formularon dietas
para conocer los requerimientos de proteina y lipidos. Se desarrollaron tres
niveles de proteina (40, 45 y 50%) y lipidos (9, 12 y 15%). Los peces que
presentaron un mayor crecimiento, tasa de eficiencia proteica y tasa de
eficiencia en el alimento fueron los que consumieron el alimento formulado al
45% de proteina y 9% de lipidos. En un segundo experimento se formularon
las dietas con mejor calidad proteica, 45% de proteina y 9% de lipidos,
utilizando calamar y génada de atun, donde los formulados con calamar

favorecieron el crecimiento.
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Para peces en la fase de engorda con un peso inicial de 140 g, también se han
determinado los requerimientos de proteina y lipidos, para este experimento las
fuentes de proteina fueron de pescado y caseina, para los lipidos se utilizd
aceite de pescado. En este experimento se determind que el requerimiento de
proteinas y lipidos fue de 40% y 11% respectivamente (Garcia—Ortega et al.,
2004; Villa-Lopez, 2009).

Recientemente se determind el requerimiento de vitamina C en forma de L—
ascorbil-2—polifosfato (LA2PP), para juveniles de pargo flamenco con un peso
inicial de 8 g, donde el requerimiento de vitamina C es de 47 mg/kg, entre otros
resultados que arrojo esté experimento fue que la inclusion de vitamina C en
las dietas no influyo en el incremento o disminucion del crecimiento (Osuna-
Duran, 2009). Asi mismo debido a que los peces cultivados bajo condiciones
controladas, han presentado diferencias en la coloracion de la piel, en
comparaciéon con los peces silvestres, se realizd un experimento para
determinar el requerimiento de astaxantina sintética en forma libre (Carophill
pink 8%), en organismos de 74 g. Obteniendo que el requerimiento de
astaxantina para una pigmentacion adecuada del pargo lunarejo es de 0.75 g/kg
(Rodriguez -Moreno, 2009).
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3. HIPOTESIS

La sustitucidon de harina de pescado por concentrado de proteina de soya (CPS)
no disminuye la utilizaciéon del alimento ni el crecimiento de juveniles de
Lutjanus guttatus hasta niveles del 30% de CPS, asimismo la inclusion de entre
1y 2% de metionina en dietas conteniendo un 50% de CPS permite un
crecimiento similar a los peces alimentados con una dieta del 100% de harina

de pescado.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar los efectos de sustitucion de harina de pescado por concentrado
de proteina de soya en el crecimiento y utilizacién del alimento en
juveniles de pargo lunarejo Lutjanus guttatus. Asi como determinar el
nivel de inclusion optimo de DL-metionina en dietas con harina de
pescado/concentrado de proteina de soya para lograr el crecimiento

maximo en el pargo lunarejo.

Objetivos Especificos

. Evaluar los efectos de sustitucion de harina de pescado (0, 10, 20, 30,

40, 50 y 100%) por concentrado de proteina de soya en la utilizacién de

alimento y crecimiento pargo lunarejo Lutjanus guttatus.

. Estudiar la respuesta de la inclusién de metionina (0.5, 1.0, 1.5, 2 y

2.5%) en dietas formuladas con 50% concentrado de proteina de soya y
50% de harina de pescado como principales fuentes de proteina, sobre
el crecimiento y perfil de aminoacidos en el musculo de pargo lunarejo

Lutjanus guttatus.

. Realizar un analisis econdmico comparativo de las dietas, para analizar

como se comporta la inclusion de CPS y DL-metionina cuando se
incluyen las variables de costo del alimento, tasa de conversion

alimenticia y peso ganado.
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo consisti6 en dos experimentos, en el primero se evalud la
sustitucion total y parcial de concentrado de proteina de soya. Y en el segundo
se determin6 el requerimiento 6ptimo de metionina en dietas para pargo

lunarejo L. guttatus.

5.1. Formulacion de Dietas Experimentales

5.1.1. Experimento 1

Todas las dietas en ambos experimentos se formularon para tener un contenido
de 45% proteina y 12% lipidos. Para este experimentado se utilizé concentrado
de proteina de soya extruida marca Profine™ (The Solae Co., EUA 2009). Se
formularon niveles de reemplazo de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 100% de harina de
pescado por concentrado de proteina de soya. Como fuentes de proteina se
utilizé harina de pescado, concentrado de proteina de soya extruido, acemite de
trigo y calamar fresco. Como fuente de lipidos se us6 aceite de pescado (Tablas
4y5).
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Tabla 4. Formulacién de dietas experimentales para sustituir harina de
pescado por concentrado de proteina de soya.

Dietas experimentales (g/kg)

Ingredientes Niveles de inclusiéon de CPS (%)

0 10 20 30 40 50 100
Harina de pescado’ 498.73 448.89 399.05 349.22 299.37 249.54 0
Harina de CPS*? 0 53.89 107.78 161.67 215.56 269.45 539.27
Calamar fresco® 118.25 118.25 118.25 118.25 118.25 118.25 118.25
Acemite de trigo* 90 90 90 90 90 90 90
Aceite de pescado® 52.26 5794 63.63 69.31 7499 80.67 109.11
Dextrina® 200 190.2 180.54 170.8 161.08 151.34 102.68
Alginato® 20 20 20 20 20 20 20
Astaxantina® 075 075 075 075 075 075 0.75
Premezcla de vitaminas y
minerales® 20 20 20 20 20 20 20
Costo del alimento ($/Kg) 67.2 68.8 70.3 71.7 73.2 741 82
Formulacién
Proteina (%) 45 45 45 45 45 45 45
Lipidos (%) 12 12 12 12 12 12 12
Energia (kJ / ) 22.0 22.2 22.0 224 22.0 22.1 23.0

*Concentrado de proteina de soya

'Proteinas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V.

2 Calamar Chico

*Profine E. Solae Company, EUA

*Molinos Munsa S.A. de C.V.

5Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V.

®Rovimix. DMS Nutritional Products México S.A. de C.V.

Tabla 5. Composicién proximal (% peso seco) de las materias primas
utilizadas para la formulacién de las dietas en el experimento 1, de sustitucion
de harina de pescado por concentrado de proteina de soya.

Materia prima Proteina (%) Lipidos (%) Humedad (%) Ceniza (%)
Harina de pescado 67.3+0.1 11.45+0.04 6.55+ 0.1 19.07 £ 0.2
Harina de CPS* 62.24 +0.02 0.06 +0.01 7.06 £ 0.03 6.11 +0.04
Calamar fresco (Chico) 82.08 £ 0.1 4,98 £ 0.02 82.43+0.1 7.05+0.02
Acemite de Trigo 19.22 + 0.01 5.56 £ 0.1 10.53 5.04 £ 0.1

(*Harina de concentrado de soya extruida)



5.1.2. Experimento 2

Para el segundo experimento se utilizdé DL-metionina (SIGMA) con una

actividad del 99.9%. Se formularon cinco dietas con varios niveles de inclusion

(0, 0.5, 1.0, 1.5, 2, 2.5%), y una dieta control con harina de pescado, manto de

calamar fresco y acemite de trigo como fuentes de proteina. La formulacion de

las dietas en donde se encuentran los niveles de inclusion de metionina de 0 a

2.5% utilizaron la formulacién de la dieta del experimento 1 (50% HP-50%

CPS), disminuyendo la dextrina conforme se incluia la cantidad de metionina

(Tabla 6).

Tabla 6. Formulacién de dietas experimentales para incluir DL - Metionina en
dietas de pargo lunarejo.

Dietas experimentales (g/kg)

Ingredientes Niveles de inclusiéon de DL - Metionina (%)

0 0 0.5 1 1.5 2 2.5
Harina de pescado1 498.7 2495 2495 2495 2495 2495 2495
Harina de CPS*? 0 269.4 269.4 2694 2694 2694 2694
Calamar fresco® 1182 1182 118.2 118.2 118.2 1182 118.2
Acemite de trigo>* 90 90 90 90 90 90 90
Aceite de pescado5 80.6 80.6 80.6 80.6 80.6 80.6 80.6
Dextrina® 200 151.34 146 141 136 131 126
Alginato® 20 20 20 20 20 20 20
Metionina® 0 0 5 10 15 20 25
Astaxantina’ 075 075 075 075 075 075 075
Premezcla de vitaminas y
minerales’ 20 20 20 20 20 20 20
Costo del alimento ($/kg) 55.2  60.21 65.6 711 76.6 82.1 87.6
Formulacién
Proteina (%) 45 45 45 45 45 45 45
Lipidos (%) 12 12 12 12 12 12 12
Energia (kj/ g) 224 22.1 22.3 22.6 23.3 24.3 23.9

*Concentrado de proteina de soya

'Proteinas Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V.

%Profine E. Solae Company, EUA

*Manto de Calamar

*Molinos Munsa S.A. de C.V.

5Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V.

5DL- Metionina, = 99% TLC M9500 — 1Kg. Sigma - Aldrich, Inc U.S.A.
"Rovimix. DMS Nutritional Products México S.A. de C.V.
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5.2.Elaboracion de Dietas Experimentales

Las harinas de pescado, concentrado de proteina de soya y acemite de trigo se
molieron finamente en un molino de martillos marca Micron K — 20 y fueron
tamizadas con una malla de 0.46 micras para homogenizar el tamafo de
particulas y obtener un polvo fino uniforme para cada una de las harinas. Las
harinas fueron pesadas en una balanza marca OHAUS 5000 series de acuerdo
a las formulaciones, después los ingredientes se mezclaron homogéneamente

en una batidora marca Hobart A-200T con una capacidad para 5 kg.

Los ingredientes fueron mezclados de la siguiente manera; primero se
agregaron los macronutreientes i.e. harina de pescado, concentrado de proteina
de soya, acemite de trigo y dextrina. Posteriormente se mezclaron en una
batidora marca Kitchen Aid (MK456PWH) con capacidad de 1 kg los
micronutrientes i.e. la pre mezcla de vitaminas y minerales, alginato de sodio,
metionina y axtasantina para después agregarlos a la mezcla de macro
nutrientes. Después de ello se anadio el aceite de pescado y al final el calamar

fresco previamente molido.

La mezcla se paso6 por un molino para carne marca Torrey M -22R2, para dar la
forma de pellet al alimento. Una vez peletizado el alimento se colocé en

charolas para ponerlas en un secador de aire a 36°C durante 16 horas.

Una vez seco el alimento se cortdé manualmente para obtener pellets de
aproximadamente 33 mm de longitud, se guardd en bolsas de plastico y se
almacend en un refrigerador a 8°C hasta su posterior uso. El anterior

procedimiento fue llevado a cabo para ambos experimentos (Figura 6).
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Figura 6. Elaboracion de dietas experimentales: a) Ingredientes previamente
pesados, listos para utilizarse, b) Homogenizacion de ingredientes, c)
Peletizado de la mezcla homogénea, d) Alimento en desecador, €) alimento
secado y peletizado, f) Almacenamiento en refrigeracion.
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5.3. Analisis Proximal de Dietas y Peces

El analisis proximal se realiz6 tanto a las dietas experimentales y a los peces de
cuerpo entero de peso inicial y final del experimento. Se determin6é en el
laboratorio de bromatologia para determinar el contenido de proteina, lipidos,

cenizas y humedad.

El analisis de proteina cruda se realizd por el método de combustion de Dumas
con el equipo Leco FP -528 (Método 990.03; AOAC, 1984). El contenido de
lipidos crudos por medio de la extraccion con éter de petréleo utilizando el
método micro Soxhlet (Método 963.22; AOAC, 1998).

La determinacién de humedad se hizo gravimétricamente; las muestras se
mantuvieron en una estufa a 105°C por un periodo de 12 horas (Método 14.003
AOAC, 1984). La ceniza se calcul6 calcinando las muestras en una mufla a 550
°C de igual manera por un periodo de 12 horas (Método 14.006 AOAC, 1984).

5.4. Analisis de Aminoacidos

El perfil de aminoacidos se determind por medio de la técnica para la deteccion
y cuantificacion de aminoacidos por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC por sus siglas en inglés). Este analisis se realizd en las siete dietas
experimentales y en los filetes de peces inicial y final del experimento. Para los
analisis de aminoacidos se empled el sistema de cromatografia liquida Varian
(Palo Alto, CA), modelo 9012de alta resolucion, adaptado con un detector
Varian 9075 de flourescencia, un inyector de capacidad de 10 ul de volumen,
una columna PDS RPC C18 10 cm x 4.6 mmID 3 pym, 100 A y para cisteina se
uso6 la columna Phenomenex Gemini 5y C18 110A 150 x 4.6 mmID 5um. La
identificacion y cuantificacion de amino acidos en las muestras se realizaron en

varios pasos.
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5.4.1. Hidrdlisis

Aproximadamente 3 gr de muestra se sometieron a la eliminaciéon de humedad
y grasa por los métodos establecidos por la AOAC. (Método 14.003 AOAC.
1984 y Método 920.39 AOAC. 1998.) Posteriormente se pesaron 3 mg de
muestra para aquellas en las que el contenido de proteina sea menor al 40% y
1 mg de muestra para mayor al 40%. Las muestras se colocaron en tubos para
hidrolisis (Pierse 29560) y se les adicionara 3 ml de HCL 6 M. Se aplicé vacio
durante 3 min para posteriormente poner los tubos en un bafio seco a 110°C

durante 12 horas.

Para la eliminacién del HCL 6M y la obtencion de la muestra, se procedié a la
rota evaporacion de las mismas a una temperatura de 65°C (Brinkmann Buchi
RE 121), mediante 3 lavados con agua destilada agregando el mismo volumen
de HCL (3 ml). Posteriormente la muestra se recogio con buffer de citrato de
sodio 0.2 N, pH 2.2. Las muestras se etiquetaran y se analizaron de inmediato o

se almacenaron a 0°C (Figura 7).

5.4.2. Derivatizacion

Se tomd una alicuota de 100 pl del hidrolizado y se le anadié 40 ul de estandar
interno 2.5 ymol/ml, este se aforé a 1 ml con buffer de Citrato de Sodio pH 2.2.
Se procedié a tomar 250 pl del diluido y 250 pl de solucién OPA en una jeringa
para cromatografia. La mezcla de estas dos soluciones debié durar un tiempo
exacto de 2 minutos para inmediatamente pasarse por un filtro (0.2 ym) y tomar

10 pl del derivado e inyectar al cromatografo (Figura 8).
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5.4.3. Oxidacion

Para la determinacion de cisteina como acido cisteico se sometieron las
muestras a una oxidacién previa a la hidrdlisis. La oxidacion consistio en la
utilizacion de acido perférmico (90%) y perdxido (30%) como agentes oxidantes.
(9:1 v/v). Se preparé la solucién oxidante y se mantuvo a temperatura ambiente
por 1 hora, posteriormente se sometié a un bafo frio a una temperatura de 4°C
por 15 min, después se agregaron 1 mil de solucion oxidante a los tubos de
hidrolisis con 1 mg de muestra previamente pesados y se sometieron a un bafo
seco a una temperatura de 50°C durante 15 min. Para la eliminacién de la
solucion oxidante se procedié a una liofilizacion marca Labconco Freezone 6
plus numero de serie 051044488A, para finalmente proceder a hacer una
hidrdlisis con HCL 6N durante 12 horas a 110 °C, esto se puede observar en la
Figura 9 (Moore Stanford, 1962; Wathelet Bernard 1999).

Se utilizé una fase mdovil con solvente A: metanol y el solvente B: buffer de
acetato de sodio (0.1 M, pH 7.2), metanol y tetrahidrofurano, los cuales se
emplean como modificador organico (900:95:5 v/v/v), (Sigma Chemical Co.). La
identificacion y cuantificacion de los aminoacidos se dio comparando el tiempo
de retencion de la muestra control con los del estandar. Para lo cual el sistema
de cromatografia se conectd6 a un Software (Barian Star Chromatography
version 4.0) donde se reportaron las lecturas de los picos en areas en
longitudes de onda de EX = 340 nm y EM = 455 nm. La preparacion de las
soluciones utilizadas en la determinacion de aminoacidos se encuentra en el

Anexo 1.
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Figura 7. Hidrolisis de la muestra para determinacion de perfil de aminoacidos
por HPLC: a) Pesar la muestra, b) Inyeccion de HCL 6 M, c) Muestras con HCL,
d) Vacio por 3 min, e) Bafo seco por 12 hrs a 110 °C, f) Lavados de muestra en
rota vapor, g) obtenciéon de muestra con buffer de citrato de sodio.
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Figura 8. Inyeccién de la muestra al cromatografo liquido de alta resolucion: a)
Adicion de OPA a la muestra, b) derivatizacidon de la muestra, c) Filtracion de la
muestra, d) Toma de muestra derivatizada, e) Inyeccion de la muestra al

cromatografo.



41

Figura 9. Oxidaciéon de la muestra para determinacién de cisteina: a) Peso de la
muestra, b) Preparacién de solucién oxidante en bafo frio, ¢) Adicion de
solucion oxidante a las muestras, d) Oxidacion de la muestra en bano seco, €)
liofilizacion de las muestras oxidadas, f) Muestras liofilizadas listas para
hidrolizarse.
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5.5. Peces de Estudio

Los peces utilizados en los experimentos fueron producidos en la planta piloto
de produccion de peces marinos del CIAD Mazatlan por el Laboratorio de
Reproduccion y Genética. Los peces fueron llevados a la talla requerida (16 g)
utilizando dietas experimentales (Garcia-Ortega y Villa-Lépez, 2008) por el

Laboratorio de Nutricion y Larvicultura del mismo CIAD.

Se utilizaron juveniles de pargo lunarejo L. guttatus con un peso promedio de
16.7£0.6 g para el primer experimento y de 20.5+2.8 g para el segundo
experimento. Se usaron 12 juveniles por cada tanque (252 peces en total en
cada experimento), lo cual equivale a una densidad para el primer experimento

de 0.33 g/m®y de 0.4 g/m?® para el segundo experimento.

5.6. Sistema Experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en un sistema de tanques circulares de
fibra de vidrio color negro con capacidad de 600 I, siendo un total de 21 tanques
para ambos experimentos. Cada tanque estaba acondicionado con un dren
central de dos pulgadas y el nivel del agua fue regulado con un tubo de PVC,
con un flujo de agua salina de 3.3 I/min aproximadamente. En la parte superior
de cada tanque se utilizaron mallas de plastico color negro sostenidas por
anillos de PVC, para cubrir los tanques y evitar que los peces saltaran fuera del

tanque.

En cada uno de los tanques el oxigeno fue suministrado por medio de piedras

de aireacioén y flujo de agua constante Figura 10.
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Figura 10. Sistema experimental utilizado para cada uno de los experimentos.

5.7. Régimen de Alimentacién

En ambos experimentos, la alimentacion se administré a saciedad aparente, es
decir de manera manual y lenta hasta que los peces dejaran de comer, con dos
raciones diarias (09:00 y 15:00 hrs). En cada racién se midi6 la cantidad de
alimento consumido. Diariamente los tanques fueron sifonados para
mantenerlos limpios y evitar la acumulacién de materia organica producto de
restos de alimento y heces. Cada tanque se limpid cada dos semanas
aproximadamente o cuando fuera necesario. La duracion de los experimentos

fue de 8 semanas para el primer experimento y 12 semanas para el segundo
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5.8. Parametros Ambientales

Diariamente se registro la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto del agua
(Figura 11). Para lo cual se us6é un multimedidor marca YSI (modelo 85). Las
condiciones para el primer experimento se mantuvo a 24.6 £ 0.7 °C, salinidad a
32.6 £ 0.4 ppm y el oxigeno en 8.2 + 0.2 mg/l. En el experimento 2 fue de
22.911.35 °C, con una salinidad de 31.7 £ 1.9 ppm y oxigeno en 8.2 £ 0.2 mg/l.

Figura 11. Medicién de oxigeno y temperatura.

5.9. Evaluacion de Crecimiento

A los peces se les realizaron biometrias al inicio del experimento y cada 4
semanas hasta el final del experimento. Los peces de cada tanque fueron
pesados en grupo por medio del método de la cesta de doble fondo (Figura 12).
Los peces fueron privados de la alimentacion el dia en el que se realizd la

biometria.

Con los datos de crecimiento y consumo del alimento se determinaron los
parametros de peso ganado, tasa de crecimiento (TC%), tasa de crecimiento

especifico (TCE% dia), tasa de conversién alimenticia (TCA), tasa de eficiencia
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proteica (TEP) y utilizacion neta de proteina (UNP %), ademas se determind la
supervivencia y el costo del alimento para sacar la tasa de eficiencia econémica

segun Martinez—Llorenz et al., (2007).

Figura 12. Evaluacion de crecimiento.
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5.10. Indices de Crecimiento, Utilizacion del alimento y Econdmico

Peso ganado
Cuantifica los gramos de masa corporal ganados durante un periodo de tiempo.

Peso ganado (g) = Peso final — peso inicial

Tasa de crecimiento (TC %)

Es la relacion que mide el crecimiento del organismo en porcentaje, desde el

inicio del experimento hasta su finalizacion.

Peso ganado
TC (%) = = ® x100
Peso inicial promedio (g)

Tasa de Crecimiento Especifica (TCE % diario)

Aumento de masa por una unidad de tiempo

In(peso final
TCE = ( (p )

ti di
In(peso inicial) x tiempo ( las]]

Tasa de Conversion Alimenticia (TCA)

Este indice mide la eficiencia del organismo para convertir el alimento en masa
corporal. Es decir, valores cercanos a uno significara una alta eficiencia del
alimento y una adecuada capacidad del organismo para convertir esta en masa
corporal i.e. 1 kilogramo de alimento ingerido, 1 kilogramo de masa corporal

ganado.
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Alimento consumido (g)
TCA =

Peso ganado (g)

Ingesta del Alimento (% dia)
Indica el porcentaje de alimento consumido al dia por el organismo

Alimento consumido (g)dia x 100
Peso promedio (g)

Ingesta del alimento (%%dia) =

Tasa de Eficiencia Proteica (TEP)

Es un indicador que mide la eficiencia de las fuentes de proteinas en la dieta

para proveer los aminoacidos esenciales a los organismos.

Peso ganado
TEP — 8 (g)

Consumo de proteina (g)

Utilizacion Neta de Proteina (UNP %)

Esta relacion mide la cantidad de aminoacidos que son convertidos en proteina,
en relacion a la cantidad de aminoacidos suministrados en el alimento. EI UNP
indica la calidad de la proteina ya que cuantifica la proteina que gana el pez con
respecto a la proteina consumida. Su rango va de 100 a 0%, siendo el 100%
como una utilizacion total de nitrégeno como proteina y 0% como que nada de
nitrégeno incluido en las dietas fue convertido a proteina.

Ganancia de protelna en el pez (g)

UNP = - 100
(%) Consumo de proteina (g) x




48

Tasa de eficiencia econdémica (TEE)

Este indice relaciona el costo del alimento respecto a la eficiencia que tiene el

organismo para convertir el alimento en biomasa

TCA X Costo del alimento (g)
TEE =

Peso ganado (g)

5.11. Analisis Estadistico

Se aplicd un disefio completamente aleatorizado para ambos experimentos con
tres replicas por tratamiento esto fue tanto para la asignacién de peces como de

tratamientos en cada uno de los tanques.

Los parametros de crecimiento (peso ganado, TC y TCE), de eficiencia en el
alimento (TCA, TEP y UNP), tasa de eficiencia econdmica (TEE) se les realizd
una prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homoscedasticidad (pueba
de Levené). Posteriormente se les aplico un analisis de varianza de una via y
las diferencias significativas (P<0.05) se determinaron con pruebas de
comparaciones multiples de Holm-Sidak, con el programa SigmaPlot 11.0
(Systat Software, Inc., USA).

Los datos que no pasaron la prueba de homogeneidad y normalidad (P<0.05),
se sometieron a un método no paramétrico de Kruskal-Wallis. Cuando se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos, se realizé el analisis
de comparaciones multiples, prueba de Duncan cuando los datos fueron

paramétricos y la prueba de Tukey cuando los datos fueron no paramétricos.

Los datos de crecimiento y nivel de reemplazo se ajustaron a una funcién

polinomial o cuadratica de segundo orden, con la cual se analizé la relacién
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entre el peso ganado del pargo lunarejo como respuesta al nivel de reemplazo
de harina de pescado en la dieta por concentrado de proteina de soya.

Asi mismo para el segundo experimento se aplico una funcién polinomial
tomando en cuenta el porcentaje en incremento en peso, respecto a los niveles
de inclusidon de metionina en los tratamientos. Lo anterior con el objetivo de
encontrar a partir de que inclusibn de metionina se obtuvo el maximo

crecimiento (Robins, 2006).
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1

6.1.1. Analisis Proximal de las Dietas Experimentales

El contenido de cenizas en las dietas experimentales presentd diferencias
significativas entre todos los tratamientos (P<0.05), disminuyendo su
concentracion conforme el aumento del nivel de reemplazo de harina de
pescado por concentrado de proteina de soya. El contenido de humedad no
tuvo diferencias significativas entre el 20 y 100%, al igual que el 10 y 30%, sin
embargo si se observaron diferencias significativas entre el resto de los

tratamientos.

Respecto al nivel de lipidos solo se observaron diferencias significativas al
100% de sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de
soya, presentando un contenido del 9.2%, mientras que en el resto de los
tratamientos se mantuvo de entre el 11.5 al 10.3%. El contenido de proteina fue
ligeramente diferente al 20, 50 y 100% de sustitucion, el resto de los

tratamientos no presentaron diferencias significativas (P>0.05) (Tabla 7).
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Tabla 7. Andlisis proximal de las dietas utilizadas en el experimento de
sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de soya
a distintos niveles en L. guttatus.

Analisis proximal (%)

Dietas Proteina Lipidos Humedad Cenizas
D1-0 463+ 0.1 115+0.01° 99+0.03* 132+0.1°
D2-10 46.0 £ 0.06®® 11.5+0.03° 76+02° 12.6+0.1°
D3-20 46.4+0.11° 113+ 0.01*° 84+0.05° 11.6+02°
D4-30 46.0+ 0.6° 11.6+0.12 8.0+0.1° 11+0.1°
D5-40 46.1 +0.2° 11.0+0.2° 48+0.1° 10.5+0.1°
D6-50 457 +0.2° 10.3+0.2° 52+0.1° 9.8+0.1
D7-100 46.8 + 0.1° 9.2+0.1° 8.4+0.1° 6.5 + 0.04°

Los valores representan el promedio y la desviacion estandar con sus dos replicas. Los datos seguidos de
la misma letra en forma de superindice por variable no representan diferencias significativas P>0.05
(Pruebas de Holm — Sidak).

6.1.2. Perfil de Aminoacidos de las Dietas Experimentales

Los resultados de perfil de aminoacidos en las dietas de sustituciéon de harina
de pescado por concentrado de proteina de soya se encuentran en la tabla 8.
En donde se puede observar que el contenido de metionina se presenta en una
concentracion mayor en la dieta control (100% HP), en la dieta del 10, 30 y 40%
CPS. Sin embargo esta disminuye en la dieta del 20% CPS y lo hace
considerablemente en la dieta del 50 y 100% de CPS.

La lisina se mantiene constante en las dietas del 0, 10, 20 y 40% de
concentracion y presenta concentraciones mayores en la dieta del 20, 50 y
100%. La treonina incrementa su concentracion al aumentar las sustituciones
con CPS, donde la dieta control presenté de 0.25% base seca contra 1.35% en
la dieta del 100% CPS. La dieta que presentd mayor concentracion de
aminoacidos fue en la del 40% de sustitucion de harina de pescado por

concentrado de proteina de soya.
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Tabla 8. Perfil de aminoacidos de las dietas utilizadas en el experimento de
sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de soya en L.
guttatus (% base seca).

Dietas
Aminoacido D1-0 D2-10 D3-20 D4-30 D5-40 D6-50 D7-100
Acido Aspartico 0.87 1.69 1.40 1.49 1.77 0.89 1.32
Acido Glutamico 1.30 2.65 2.24 2.28 2.75 1.25 2.02
Serina 0.43 0.82 0.71 0.73 0.87 0.45 0.81
Histidina 0.20 0.39 0.32 0.32 0.44 0.16 0.27
Glicina-Treonina 0.25 0.64 0.53 0.52 0.82 0.99 1.35
Arginina 0.54 1.09 0.84 0.84 0.94 0.28 0.54
Alanina-Tirosina 1.00 1.93 1.53 1.55 1.67 1.54 0.16
Metionina 0.28 0.35 0.23 0.39 0.45 0.10 0.08
Valina 0.73 1.38 0.91 0.92 0.92 0.35 0.56
Fenilalanina 0.92 1.93 1.75 1.92 1.90 1.67 2.63
Isoleucina 0.24 0.51 0.61 0.34 0.37 0.12 0.22
Leucina 0.62 1-27 0.84 1.04 1.05 0.54 0.73
Lisina 0.04 0.05 0.32 0.08 0.04 0.68 0.72

6.1.3. Analisis Proximal de los Peces

El analisis proximal realizado al cuerpo de los peces al inicio y final del
experimento presentd diferencias significativas entre sus tratamientos. El
contenido de humedad no presento diferencias significativas (P>0.05), sin
embargo el mayor contenido de humedad se presenté en los peces inicio con
un 70.1% mientras que el menor contenido se presenta en el tratamiento del
40% con un contenido del 66.2%.

Con respecto al contenido de cenizas solo se presentaron diferencias
significativas en los peces inicio y el tratamiento del 100% mientras que en los
niveles del 0 al 50% de sustitucion de harina de pescado por concentrado de

proteina de soya no hubo diferencias. El contenido de lipidos no se observaron
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diferencias significativas en sus tratamientos, y estos se encuentran en un

rango que va desde 8.1 al 9% base seca.

En cuanto al contenido de proteina el tratamiento con el 40% de sustitucion fue
el que presentd mayor contenido de proteina (19.2%) y tubo diferencias
significativas al resto de los tratamientos (P<0.05), el menor contenido de
proteina fue presentado por los tratamientos del 0 y 10% de sustitucién (Tabla
9).

Tabla 9. Composicion proximal de peces enteros de lutjanus guttatus
al inicio y al final del experimento alimentados con diferentes niveles
de sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de

soya.
Analisis proximal (%)
Dietas Proteina Lipidos Humedad Cenizas
Inicio 18.3 +0.02 47+ 0.1 70.1+0.3 3.3+0.06
D1-0 17.7 £ 0.05° 8.7 £0.06 68.0+14 4.6 +0.07°
D2-10 17.7 £ 0.04° 8.3+ 0.06 68.2+0.3 4.8 +0.05°
D3-20 17.9 + 0.04° 8.3+ 0.05 68.5+0.5 4.7 +0.01°
D4-30 18.5 + 0.07° 9.1+0.04 66.8 + 6.4 4.4 +0.07°
D5-40 19.2 + 0.05% 8.7+0.0 66.2 +2 5+ 0.02°
D6-50 17.5 + 0.08° 8.1 +£0.07 69.5+22 4.4 +0.06°
D7-100 17.9 + 0.05° 9.0 £ 0.07 69.06 + 0.8 3.4 +0.04°

Los valores representan el promedio y la desviacién estandar con sus dos replicas. Los datos seguidos
de la misma letra en forma de superindice no representan diferencias significativas P > 0.05 (Pruebas
de Holm — Sidak)

6.1.4. Perfil de Aminoacidos del Musculo de Peces

En la Tabla 10, se presentan los resultados del perfil de aminoacidos de filete
de L. guttatus y se puede observar que su tendencia es similar al de las dietas
experimentales es decir, la concentracion en la dieta del 20, 40 y 50% es
mayor que en la dieta control, sin embargo esta disminuye en la dieta del
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100%. También se puede observar que los filetes del pescado en su
composicién inicial, tenian una concentracion mayor de metionina que la dieta
control utilizada en este experimento. Por otra parte la deposicion de
metionina se encuentra en mayor concentracion en el filete que en las dietas
experimentales. En esta ocasion la concentracion de treonina presentd
diferencias en comparacion a los resultados obtenidos en las dietas
experimentales ya que esta aun que aumenta con forme lo hace la sustitucién

de HP por CPS, tiene disminuciones al 30, 40 y 50% de reemplazo.

La lisina tiende a aumentar con forme lo hace el CPS sin embargo al igual que
la treonina presenta disminuciones al 40% y al 100% de sustitucion. En
general la totalidad de concentracion de aminoacidos tiende a aumentar

conforme lo hace la inclusiéon de concentrado en el musculo.

Tabla 10. Perfil de aminoacidos de filete de L. guttatus en el experimento
de sustitucién de harina de pescado por concentrado de proteina de soya
(% base seca).

Dietas
Filete
Aminoacido inicio 0 10 20 30 40 50 100
Acido Aspartico 1.59 2.20 223 377 347 250 271 343
Acido Glutamico 2.66 3.30 342 587 525 371 413 3.92
Serina 0.97 1.08 1.08 195 173 122 144 0.58
Histidina 0.36 0.47 052 085 077 050 055 243
Glicina-Treonina 213 2.18 219 385 363 266 3.08 357
Arginina 1.05 1.40 142 257 233 165 177 235
Alanina-Tirosina 2.63 2.81 287 490 459 337 386 4.61
Metionina 0.68 0.30 023 093 042 097 120 1.03
Valina 1.16 3.34 276 315 652 231 231 3.08
Fenilalanina 3.93 2.39 632 150 262 352 707 8.18
Isoleucina 0.45 0.71 0.81 133 135 084 086 1.14
Leucina 1.51 1.83 187 323 3.07 228 258 287

Lisina 1.89 1.57 220 257 339 281 3.68 4.20
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6.1.5. Parametros de Crecimiento y Utilizacion del Alimento

6.1.5.1. Incremento en Peso

La mayor ganancia en peso de los peces se logro con el de 40% de sustitucidon
harina de pescado por concentrado de proteina de soya, aunque no hubo
diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos de 0, 10, 20, 30, 40 y
50% de sustitucion. Los peces con menor ganancia en peso fueron los del
100% de reemplazo, siendo significativamente diferentes (P<0.05) a los demas
tratamientos (Tabla 11 y Figura 13).

70 - P> 0.05
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Figura 13. Crecimiento de L. guttatus alimentado con diferentes niveles de
sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de soya, durante
un periodo de 8 semanas.
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Tabla 11. Parametros de crecimiento y consumo del alimento del L. guttatus alimentado con diferentes
niveles de sustitucién de harina de pescado por concentrado de proteina de soya, durante un periodo de
8 semanas. TC % = tasa de crecimiento; TCE (%) = Tasa de Crecimiento Especifico (dia”); TCA = Tasa
de Conversién Alimenticia; TEP (%)= Tasa de Eficiencia Proteica; UNP (%) = Utilizacion Neta de

Proteina.

Dietas
Parametros 0 10 20 30 40 50 100
Peso inicial (g) 17.34+ 0.8 16.0+ 0.2 17 £0.2 16.4 + 0.16 16.3+0.2 17+£1.0 16.5+ 0.6
Peso final (g) 60.1+ 1.8° 59 + 2.08° 59+ 1.9° 59.3 + 1.9 60.7+1.2° 582+2.7° 473 +3.2°
Incremento en
peso (g) 428 +2.1° 428+1.9° 423+1.9° 429+1.9° 44.4+13%  413+21° 30.8+2.8°
TC (%) 247.3+20.8% 266.4+85% 249.4+125 261.3+13.3% 273.0+10.7° 243.6 +13.4° 186.6+ 12.6°
TCE (% dia™) 2.2 +0.1° 2.3+0.04° 2.2+0.06° 2.3 +0.07° 24+0.05% 22+0.0.7° 1.9 +0.08°
Consumo de
alimento (g dia®)  0.88 +0.5° 0.89+0.8° 0.85+0.9® 090+04° 085+05® 0.80+07® 072+0.3°
TCA 1.2 +0.06° 12+0.03° 1.1+0.06° 1.2+0.02° 1.0+0.04° 1.0%0.06° 1.3+0.2°
TEA (%) 87 +4.6° 857 +3° 88.8 + 4.3 84.7 + 1.3 937+3.3%° 91.8+46° 76.8 +9.2°
TEP (%) 1.9+0.1®  1.8+006® 19+0.09"° 184003 2040077 20£0.1° 17+02°
UNP (%) 33.3+1.8™ 33+1.1° 342+17* 341+05% 39 +1.4° 351+1.8° 294+35°

Los valores representan el promedio y la desviacion estandar con sus dos replicas. Los datos seguidos de la misma letra en forma de superindice por columna
no representan diferencias significativas P > 0.05 (Pruebas de Holm — Sidak)
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6.1.5.2. Tasa de Crecimiento y Tasa de Crecimiento Especifico

Los parametros de TC % y TCE (% dia) tuvieron una tendencia similar a los
resultados del peso ganado obteniendo diferencias significativas (P<0.05)
solamente en los peces que consumieron la dieta con el 100% de reemplazo de
harina de pescado. Mientras que en los tratamientos de 0-50% no se

presentaron diferencias significativas (Tabla 11).

6.1.5.3. Consumo del Alimento

Un consumo alimenticio menor fue observado en la dieta del 100% de
reemplazo de harina de pescado por concentrado de soya, siendo
significativamente diferente al resto de los tratamientos (P<0.05). Por otra
parte no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos del
20, 40 y 50% de remplazo de igual manera en 0, 10, 30% de sustitucion
(P>0.05), (Tabla 11).

6.1.5.4. Tasa de Consumo Alimenticio

Los peces alimentados con las dieta de 100% de reemplazo tuvieron un TCA
mas elevado al del resto de los tratamientos, siendo el tratamiento de 40 y
50% de sustitucién donde los peces que obtuvieron tasas de conversion
alimenticia menores. No se presentaron diferencias significativas entre los
peces de los tratamientos 0, 10, 20, 30 y 50%, sin embargo las TCA de los
tratamientos 40 y 100% presentaron diferencias significativas con el resto de

los peces (Tabla 11).
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6.1.5.5. Tasa de Eficiencia en el Alimento

La tasa de eficiencia alimenticia (TEA), tiene un comportamiento similar a la tasa
de conversion alimenticia (TCA), ya que el tratamiento con menores resultados
se presentan en el 100% de sustitucién de harina de pescado por concentrado
de proteina de soya con un porcentaje de 76.8 siendo significativamente
diferente al resto de los tratamientos (P<0.05), el mejor resultado se presentd en
los peces alimentados con la dieta de 40% de sustitucion con un porcentaje de
93.7 (Tabla 11).

6.1.5.6. Tasa de Eficiencia Proteica

Los datos de la tasa de eficiencia proteica (TEP) se pueden observar en la
tabla 11 y figura 14, en donde los peces alimentados con la dieta del 40 y
50% obtuvieron los mayores valores de tasa de eficiencia proteica. Al
realizarse el andlisis de varianza las dietas de 0-30% de sustitucion no
mostraron diferencias significativas, mientras que las dietas con 40 y 50%
fueron diferentes significativamente entre la dieta del 100% de reemplazo.
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Figura 14. Tasa de eficiencia proteica del L. guttatus alimentado con diferentes
niveles de reemplazo de harina de pescado por CPS.

6.1.5.7. Ultilizacidn Neta de Proteina

Los resultados de utilizacién neta de proteina (UNP) se encuentran en la Tabla
11 y Figura 15, en donde se presentan diferencias significativas entre los peces
(P<0.05), dietas con una sustitucion del 40% fue el que tuvo mejores resultados
con un valor de 39% y este no es diferente significativamente a los tratamientos
del 20, 30 y 50%, sin embargo el resultado con mayor valor fue presentado por
la dieta del 100% de sustitucion y este no fue estadisticamente diferente a las
dietas del 0,10, 20 y 30% de sustituciéon. Asi mismo la UNP de los peces
alimentados con la dieta con el 50% no fue estadisticamente diferente de las

dietas del 0 y 10% de reemplazo.
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Figura 15. Utilizacion Neta de Proteina del L. guttatus en la evaluacion de
diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado por CPS.

6.1.6 Relacién Peso Ganado-Nivel de Sustitucion

Los datos de crecimiento en ganancia en peso y nivel de sustitucion de harina de
pescado por concentrado de proteina de soya fueron ajustados a un analisis de
regresion polinomial o cuadratica. En la cual se observo el crecimiento maximo
en los peces se obtiene con el 27.2% de reemplazo de harina de pescado (Y = -

0.0142x2 + 0.7731x + 250.5) (Figura 16).
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Figura 16. Analisis de regresién polinomial de segundo orden que relaciona el
crecimiento en incremento en peso, con respecto al nivel de reemplazo de harina
de pescado por concentrado de proteina de soya.

6.1.7. Tasa de Eficiencia Econdmica (TEE)

Los resultados de costo del alimento y tasa de eficiencia econdmica se muestran
en la Tabla 12, en donde el costo del alimento incrementa con forme lo hace la
inclusion de concentrado de proteina de soya, debido a que esta resulté ser
mas cara que la harina de pescado (11.7 y 23.4 $/kg respectivamente), utilizada
para este experimento lo que afectd la tasa de eficiencia econdmica. La dieta
con un 40% de inclusion de CPS se obtuvo una TEE menor que en el resto de
las dietas, mientras que la dieta con una sustitucion total de harina de pescado
presentd una TEE de 3944 .4.
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Los resultados del analisis de regresion polinomial se observan en la Figura 17,
en donde al derivar la ecuacion Y = 0.3065 x* -13.152 x + 217.8 e igualarla a
cero, se obtiene el nivel de inclusion optimo de CPS, tomando la TEE como
variable dependiente y el portaje de CPS como variable independiente. De
acuerdo a los resultado se obtiene una TEE de 1983.53 con una CPS de

21.45%. La regresion polinomial nos da una R?= 0.97%.

Tabla 12. Resultados de Costo del alimento y Tasa de Eficiencia
econdmica (TEE) en el experimento de sustitucion de HP por

CPS.
Niveles de CPS en los Costo del alimento
tratamientos ($/kg) TEE
0 76.34 2060.2
10 77.86 2124 .4
20 79.43 2120.6
30 80.79 2227.9
40 82.26 1980.1
50 83.28 2206.9

100 91.02 3944.9




63

4500 -

4000 - y=0.3065x2-13.152x+2171.8
R2=0.971

3500
3000

2500

TEE

2000
1500 -
= o
1000 X =21.5%

500 -

D T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Niveles de CPS (%)

Figura 17. Analisis de regresién polinomial de segundo orden que relaciona la
Tasa de Eficiencia Economica (TEE) respecto al nivel de harina de pescado por
concentrado de proteina de soya.



64

6.2 Experimento 2

6.2.1 Analisis Proximal de Dietas Experimentales

Los resultados de composicidon proximal de las dietas experimentales se
presentan en la Tabla 13, la dieta control que es a base de harina de pescado
presentd mayor contenido de cenizas y fue diferente significativamente a los
demas tratamientos (P<0.05). Respecto al contenido de humedad la dieta control
no fue diferente significativamente con el tratamiento de 1.5% de inclusion de
metionina. Asi mismo la dieta con 0% de inclusiéon de metionina no tuvo
diferencias significativas con la dieta del 2% de complementacién; mientras que
los tratamientos del 0.5, 1 y 2.5% fueron diferentes a todos los anteriores
(P<0.05).

El contenido de lipidos en las dietas experimentales no presento diferencias
significativas con el 0.5 y 1.0 de inclusion; de igual manera los tratamientos de
2.0 y 2.5% no presentaron diferencias entre si, sin embargo los tratamientos de
0 y 1.5% fueron diferente a todos los anteriores. Por otro lado el contenido
proteico de los tratamientos del 1.5 al 2.5% no presentaron diferencias
significativas (P>0.05), pero la dieta con 0.5% de inclusién de metionina si fue
diferente a todos los tratamientos (P<0.05). La dieta control no fue diferente con

el 0y 1% de inclusion.



65

Tabla 13. Analisis proximal de las dietas utilizadas en el
experimento de complementacion de diferentes niveles de
DL - metionina, en el L. guttatus.

Analisis Proximal (%)

Dietas Proteina Lipidos Humedad Cenizas
Control 46.7+0.2° 85+0.1°  7.4+0.1°  13.2¢0.1°
0% 46.8+0.1°  7.4+0.1°  9.6+0.1° 9.3+0.3°
0.5% 457+¢0.2° 8.6+0.2° 8.7+0.03°  9.5+0.1°
1.0 % 46.3+0.1° 8.8+0.01° 5.7+0.04°  9.4%0.1°
1.5 % 47.5+0.1° 10.0£0.1°  7.4+0.3° 9.5+0.2°
2.0% 47.840.1° 11.7#0.1°  10.0#0.1°  9.5¢0.2°
2.5% 47.9+0.2° 11.44#0.1°  6.0+0.1° 9.6+0.1°

Los valores representan el promedio y la desviacion estandar con sus
dos replicas. Los datos seguidos de la misma letra en forma de
superindice por columna no representan diferencias significativas
P>0.05 (Pruebas de Holm Sidak).

6.2.2 Perfil de Aminoacidos de Dietas Experimentales

La concentracion de metionina es mayor en la dieta control que en la dieta del
0% de inclusion. Esta concentracion tiende a aumentar conforme se adiciona de
metionina en las dietas, sin embargo esta concentracion es mas alta
considerablemente al 2.0 y 2.5% de DL-metionina. Al igual que en la dieta
control la cisteina se encuentra en mayor concentracién que en la dieta del 0 % y
esta tiende a ser mayor en la dieta del 0.5% sin embargo tiene una ligera
disminucién en las dietas del 1.0, 1.5y 2.0%.

Para la lisina la concentracion tiende a ser mayor conforme lo hace la inclusién
de metionina en la dieta, sin embargo esta presenta una ligera disminucion en la
dieta del 1.5%, aunque se encuentra en mayor cantidad en la dieta del 2.0%. En

cuanto a la totalidad de aminoacidos presentes en las dietas experimentales, la
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dieta del 2.0% DL-metionina presentd un concentracion mayor al resto de las
dietas, seguida de la dieta del 2.5%. Esta concentracion tiene ligeras variaciones
entre las dietas del 0.5, 1.0 y 1.5% (Tabla 14).

Tabla 14. Perfil de aminoacidos de las dietas experimentales utilizadas
en el experimento de complementacion de diferentes niveles de DL-
metionina en el L. guttatus (g/100g de dieta base seca)

Dietas

Aminoacido /

metionina Control 0% 05% 1.0% 1.5% 2.0% 2.5%
Acido Aspartico 0.89 1.07 1.39 0.91 0.72 2.71 1.76
Acido Glutamico 1.31 1.63 2.23 1.60 2.45 5.23 3.54
Serina 0.43 0.53 0.70 0.64 0.95 2.15 1.52
Histidina 0.15 0.18 0.26 0.22 0.36 0.79 0.54
Glicina-Treonina 1.02 0.98 1.38 1.30 1.95 4.79 3.47
Arginina 0.54 0.55 0.77 0.61 0.87 1.47 1.05
Alanina-Tirosina 1.17 1.03 1.44 1.30 1.94 4.31 2.98
Metionina 0.24 0.22 0.45 0.49 0.76 2.54 2.44
Cisteina 1.03 0.95 2.09 1.45 1.07 1.46 1.73
Valina 0.75 0.63 0.91 0.77 0.73 0.97 0.72
Fenilalanina 1.51 1.09 1.82 2.67 2.52 6.66 4.65
Isoleucina 0.26 0.24 0.36 0.31 0.36 0.67 0.51
Leucina 0.68 0.63 0.95 0.88 1.18 2.73 1.95

Lisina 0.35 0.20 0.45 0.70 0.61 2.65 2.13
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6.2.3 Analisis Proximal de Peces

Los resultados de la composicion proximal en los peces utilizados durante el
experimento de complementacién de metionina se muestran en la Tabla 15, en
donde se puede observar que los peces al inicio del experimento no presentaron
diferencias en proteina, lipidos, humedad y cenizas en comparacién con los
resultados de los peces utilizados durante las 12 semanas que durd el
experimento. El contenido de proteina no mostré una tendencia a aumentar
conforme lo hacia la inclusion de metionina en las dietas para L. guttatus por lo

gue no se presentaron diferencias significativas (P>0.05).

Con respecto al contenido de lipidos este se encontré en un porcentaje de 7.8 a
5.6 y solo se presentaron diferencias significativas en el tratamiento con el 2.5%
DL-metionina, el resto de los tratamientos fueron similares entre si. Al igual que
en el contenido de proteina no se presenté una tendencia de incremento o
disminucién con forme lo hacia la adicidn de metionina para cada una de los

tratamientos.

El contenido de humedad y cenizas no mostré diferencias significativas (P>0.05)
entre los tratamientos; la humedad se encontré en un rango del 70 a 72%, y que
las cenizas de 4.7 a 5.1% (Tabla 15).



68

Tabla 15. Analisis proximal de peces utilizadas en el
experimento de complementacion de diferentes niveles de
DL-metionina, en el L. guttatus.

Analisis Proximal (%)

Peces Proteina Lipido Humedad Cenizas
Inicio 16.8+0.01 6.1+0.01 70.910.3 4.7+0.05
Control 16.53+ 0.03 7.8+0.03° 70.1£0.05  5.0+0.04
0 % 16.9£0.0.04 6.5£0.04°  71.0x0.7 4.9+0.07
0.5% 16.6£0.05 7.2+0.02°  70.7+1.6 5.0+0.01

1.0 % 16.7£0.0.7 6.6x0.02°  70.9+0.07 4.9+0.2

1.5% 16.7£0.0.2  7.420.09° 71.6%1.5 4.7+.0.03
2.0% 16.7+0.0.2  6.9+0.05°  70.6+0.7 5.0+£0.04
25% 16.6+0.03  5.6+0.0.5°  72.3+0.4 5.1+£0.05

Los valores representan el promedio y la desviacion estandar con sus
dos replicas. Los datos seguidos de la misma letra en forma de
superindice no representan diferencias significativas P>0.05 (Prueba de
Tukey).

6.2.4 Perfil de Aminoacidos en el Musculo de Peces

En cuanto al perfil de aminoacidos del musculo de peces se presenta en la Tabla
16, en donde se puede observar que los peces al inicio del experimento
contenian menor concentracién de metionina que la dieta control, sin embargo
esta fue mayor en la dieta del 0% que en la dieta del 0.5, 1.0 y 1.5% las cuales
se mantienen estables entre si. Por otro lado se presenta una disminucion en la
concentracion de los tratamientos de 2.0 y 2.5% metionina. La presencia de
metionina en el musculo de los peces es mayor en las dietas del 1.0 y 1.5%,
mientras que en el resto de las dietas se encuentra en menor cantidad en las
dietas del 2.0 y 2.5%.



69

Los resultados de lisina no se comportan de manera similar que el de la
metionina y la cisteina esta tiende a ser mayor en los filetes en su composicion
inicial y es similar en las dietas del 0 y 0.5% para posteriormente disminuir en el

resto de las dietas, siendo menor en la dieta del 2.5% de adicién de metionina.

La deposicion de aminoacidos en el musculo de peces, al igual que en el
experimento anterior tiende a ser mayor en el musculo que en las dietas. De
igual manera la totalidad de aminoacidos tuvo ligeras diferencias entre los filetes
inicio y tratamientos de 0.5, 1.0 y 1.5% y la deposicién fue mayor que en las
dietas del 2.0 y 2.5%.

Tabla 16. Perfil de aminoacidos de filete de L. guttatus en el experimento
de inclusion de diferentes niveles de DL—metionina (% base seca).

Musculo de peces

Aminoacido/

tratamiento F. inicio Control 0% 05% 1.0% 15% 20% 2.5%
Acido Aspartico 3.35 4.07 6.43 501 488 584 3.87 2.27
Acido Glutamico 6.61 5.89 9.88 739 724 8.41 5.58 3.73
Serina 3.04 1.76 3.09 236 232 263 1.82 1.15
Histidina 1.12 0.80 1.33 096 1.00 1.01 0.80 0.46
Glicina-Treonina 8.58 3.59 6.03 447 449 514 3.46 2.28
Arginina 2.16 2.05 3.92 294 3.04 3.18 2.23 1.38
Alanina-Tirosina 7.04 4.34 8.09 6.38 6.16 287 4.86 3.05
Metionina 0.27 1.39 2.57 198 152 1.91 1.39 0.96
Cisteina 3.99 5.22 512 487 6.78 7.73 4.38 5.16
Valina 1.56 2.1 4.00 312 355 2.71 1.84 1.46
Fenilalanina 9.29 5.89 10.89 852 8.03 1.62 1.30 3.42
Isoleucina 0.93 0.85 1.71 132 139 1.31 0.91 0.63
Leucina 4.44 2.77 5.23 408 394 4.31 2.94 1.98

Lisina 6.84 2.45 6.32 643 3.06 4.15 2.83 3.50
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6.2.5 Parametros de Crecimiento y Utilizacion del Alimento

6.2.5.1 Incremento en Peso

Los resultados de crecimiento de los peces en el experimento de inclusion de
diferentes niveles de DL-metionina en dietas formuladas a base de harina de
pescado y concentrado de proteina de soya se encuentran en Tabla 17. En
donde la dieta del 1-1.5% no presenté diferencias significativas (P>0.05), con
respecto a la dieta control, ademas los peces alimentados con la dieta control y
de 1.5 % fueron las que presentaron mayor crecimiento con valores de 62.6 y
60.7 g respectivamente, mientras que la que presento menor crecimiento fue la
dieta de 2.5% de inclusion de metionina, y, estas no fueron diferentes
significativamente entre los tratamientos de 0, 0.5 y 2%. Por lo que los
resultados de incremento en peso tienden a comportarse de manera similar a los
de crecimiento, en donde la mayor ganancia en peso fue en la dieta control y 1.5
% de complementacion de metionina con 41.9 y 40.4 g respectivamente.
Mientras que los peces a base de dieta del 2.5 % fueron los de menor ganancia

en peso con 29.2 g durante un periodo de 12 semanas.

La tendencia de crecimiento durante las 12 semanas se observa en la Tabla 15y
Figura 18, en donde el crecimiento de los peces tiende a aumentar conforme lo
hace la adicion de DL-metionina, hasta llegar a un punto maximo en la dieta de
1.5% y posteriormente disminuir en las del 2y 2.5% de inclusion.
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Figura 18. Crecimiento de pargo flamenco alimentado con diferentes niveles
de inclusion de DL - metionina, durante un periodo de 12 semanas.



Tabla 17. Parametros de crecimiento y consumo de alimento del L. guttatus alimentado con diferentes
niveles de inclusion de DL.- Metionina durante un periodo de 12 semanas. TC (%) = Tasa de Crecimiento;
TCE (%) = Tasa de Crecimiento Especifico (dia”); TCA = Tasa de conversion alimenticia. TEA = Tasa de

Eficiencia en el Alimento. TEP = Tasa de Eficiencia Proteica. UTP = Utilizacion Neta de Proteina.

Dietas experimentales con diferentes niveles de DL — Metionina

Parametros de

crecimiento y 50HP-50 50HP-50 50HP-50 50HP-50 50HP-50 50 HP — 50
eficiencia en el CPS + 0% CPS+05 CPS+1% CPS+15 CPS+2% CPS+25%
alimento Control met % met met % met met met
Peso inicial (g) 20.7+0.3 20.8+0.2 204+01 205+05 202+0.3 20.7 £ 0.1 204 +0.3
Peso final (g) 62.6 £ 2.2° 545+26° 56+1.40° 57.3+1.3° 60.7+2.9° 56.6+1.6°  49.6+ 2.3
Incremento en peso (g)  41.9 +2.4° 337+24° 357427 369+16° 404+27° 359+15° 292+26
TC (%) 202.5+13.5° 161.6+9.9° 174+6.3° 180.2+11° 200+10.8° 173.3+6.6° 142.8+14.8°
TCE (% dia™) 1.3+ 0.05° 11+0.04° 124003 12+0.05 1.3+0.04° 1.2+0.03° 1.0+0.1°
Consumo de alimento

total (g dia™) 0.84 +0.7 0.74+0.3 0.74+08 072+08 0.76+0.9 0.78 £+ 0.y 0.76 + 0.1
TCA 1.5+ 0.04° 1.6+0.2° 1.6+0.1° 1.4 +0.1° 15+0.2° 1.6 +0.07° 1.7 +0.07°
TEA 67.1+1.9° 61.9 + 6° 649+5  69.7+51% 725+74% 625+25° 58.6 + 2.5
TEP 1.3 +0.04° 1.2+0.1° 13+01% 13+01* 1.3%0.1° 1.2 +0.05° 1.1+ 0.05°
UNP 209+06° 19.0+1.8° 20.0+1.6® 214+16° 216+22° 185+0.8% 17.20.7°

Los valores representan el promedio y la desviacion estandar con sus dos replicas. Los datos seguidos de la misma letra en forma de superindice
por columna no representan diferencias significativas P>0.05 (Pruebas de Holm — Sidak)
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En la regresion polinomial o cuadratica, se obtuvo que el crecimiento maximo
de los peces se da a un nivel de inclusion de 1.16% de DL—metionina en dietas
a base de harina de pescado y CPS (y = - 24.72x* + 57.377 x + 156.96) (Figura
19.

250 -
| y=-24.72x%2+57.377x + 156.96
200 . R?=0.8314
/
150 -
R
et
100 - X=1.16%
50 -
D T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Inclusién de metiniona (%)

Figura 19. Andlisis de regresion polinomial de segundo orden que relaciona el
crecimiento en incremento en peso, con respecto al nivel de inclusion de DL-
metionina.
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6.25.2 Tasa de Crecimiento v Tasa de Crecimiento Especifico

Los resultados de la Tasa de Crecimiento (TC%) y de la Tasa de Crecimiento
Especifico (TCE%), se comportan de manera similar y pasaron la prueba de
normalidad, se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los
tratamientos de 0 y 2.5 % respecto a los del 0.5 a 2.0% de inclusién de
metionina, siendo los tratamientos de 0 y 2.5% de adicion de metionina los que
resultaron tener un crecimiento menor. La mejor tasa de crecimiento la presento
la dieta control y la dieta con 1.5% de metionina (202.5 y 200%
respectivamente), de igual manera en la TCE la dieta control y la dieta con 1.5%

de metionina tuvieron un mejor desempefio con un 1.3% (Tabla 17).

6.2.5.3 Consumo de Alimento

El consumo del alimento en el L. guttatus no presenté diferencias significativas
(P>0.05), en ninguno de sus tratamientos durante el periodo de 12 semanas.
Sin embargo y no se observa una tendencia a aumentar o disminuir su
consumo mientras se incrementa la cantidad de metionina en los tratamientos,

esto se encuentra en la Tabla 17.
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6.2.5.4 Tasa de Consumo Alimenticio

Para la Tasa de conversion alimenticia se observaron diferencias significativas
(P<0.05), en el tratamiento de 2.5% de inclusion de metionina ligeramente, en
donde el resultado fue ligeramente mas elevado que en el resto de los
tratamientos. La dieta con menor TCA (1.4) se presenté en la dieta con 1.0% de
metionina, sin embargo, los tratamientos de 0 a 2.0% de metionina no fueron

estadisticamente diferentes (P>0.05). Lo anterior se presenta en la Tabla 17.

6.2.5.5 Tasa de Eficiencia en el Alimento

La dieta de 2.5% tuvo un TEA menor con un valor de 58.6 % misma que fue
significativamente diferente (P<0.05) al resto de los tratamientos. No se
observaron diferencias (P>0.05) entre las dietas 0 a 2.0% ni entre los
tratamientos. El valor mas alto de TEA se presentd en la dieta del 1.5% de
inclusion de metionina con un valor de 72.5% seguido de la dieta del 1.0% con
un 69.7%, Tabla 17.

6.2.5.6 Tasa de Eficiencia Proteica

Los datos de la tasa de eficiencia proteica (TEP) se pueden observar en la
Tabla 15 y Figura 20 en donde la dieta control, 0.5, 1.0 y 1.5% inclusion de
metionina obtuvieron los valores mas altos de tasa de eficiencia proteica. Al
realizarse el analisis de varianza las dietas de 0 a 2.0% metionina no mostraron
diferencias significativas, mientras que la dieta con 2.5% metionina fue diferente

a todas las anteriores.
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Figura 20. Tasa de eficiencia proteica en la determinacion de la
complementacion de diferentes niveles de DL-metionina en el L. guttatus
durante un periodo de 12 semanas.

6.2.5.7 Utilizacion Neta de Proteina

Las dietas que mejores resultados de UNP fueron las de 1 y 1.5% de inclusion
de metionina, con valores de 21%, mientras que la de menor UNP fue la dieta
de 2.5% de inclusion con una UNP de 17.2%, siendo estadisticamente diferente
a las dietas mencionadas con anterioridad. Los tratamientos de la dieta control,
0, 0.5y 2.0% de inclusion de metionina no presentaron diferencias entre si, y se
observaron valores similares entre los tratamientos de 1, 1.5 y 2.5% de

inclusion (Figura 21).
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Figura 21. Utilizacién neta de proteina (UNP) en la determinacién de inclusién
de DL- metionina en el L. guttatus.

6.2.6 Tasa de Eficiencia Econdmica (TEE)

Los resultados de costo del alimento y Tasa de Eficiencia Econdmica se
encuentran en la Tabla 18, en donde la inclusion de metionina provoca que el
costo de las dietas se incremente, debido a ello el mayor costo de alimento se
presentod en la dieta con una inclusion de metionina del 2.5% mientras que la de
menor costo fue la dieta del 0% metionina. Respecto a la TEE esta es mas
elevada en la dieta 0% metionina (2932.4), que en los tratamientos de 0.5, 1.0y
1.5%, donde a pesar de ser mas caro el costo del alimento se obtuvieron
mejores tasas de conversion de alimentacion e incremento en peso, (2854.1,
2666.3, 26413 respectivamente) por lo que la TEE disminuye; posteriormente

esta tiende a aumentar a 5171 en la dieta del 2.5% metionina.
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Los resultados de regresion polinomial o cuadratica que mide el nivel de
metionina respecto los resultados de Tasa de Eficiencia Econdémica se
encuentran en la Figura 22, donde al derivar la ecuaciéon e igualarla a 0 (Y=
880.44 x*— 1430.5 x + 3110.3), se obtiene un porcentaje de inclusién de 0.81%.
Al sustituir en la ecuacién la inclusion de DL- metionina de 0.81% nos da una
TEE de de metionina con una tasa de TEE de 2529.25 y una R? = 0.94.

Tabla 18. Resultados de Costo del alimento y Tasa de Eficiencia
econdomica (TEE) en el experimento de sustitucion de HP por CPS.

Niveles de DL - Metionina Costo del alimento ($/kg) TEE
0% 60.2 2932.4
0.5% 65.5 2854.1
1.0% 71.1 2666.3
1.5% 76.6 2641.3
2.0% 82.1 3663.3

2.5% 87.6 5171.2
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Figura 22. Analisis de regresion polinomial de segundo orden que relaciona la
Tasa de Eficiencia Econdmica, con respecto al nivel de inclusion de DL-

metionina.
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7. DISCUSIONES

7.1.Experimento 1

7.1.1. Analisis proximal, Perfil de Aminoacidos de Dietas
Experimentales y de Filete de Pescado.

El porcentaje de proteina fue similar al formulado inicial entre las dietas y se
encuentra dentro de los requerimientos para la especie descritos por Garcia-
Ortega et al., (2004) y Hernandez, (2007). El contenido de lipidos también
presentd un porcentaje similar al formulado inicialmente, aunque tuvo una
ligera disminucién en las dietas del 50 y 100% de sustitucion de HP por CPS.
Para estos resultados no se considera que estas variaciones puedan haber
influido en el crecimiento del L. guttatus ya que se encuentran dentro del rango
de requerimiento de lipidos (9 a 15%), para la especie (Hernandez 2007,
Garcia-Ortega, 2009).

Los resultados de humedad presentan variaciones entre las dietas en un rango
entre el 4.8 y 9.9%, las diferencias no fueron significas entre las dietas de 10,
20, 30 y 100% de reemplazo. El contenido de cenizas tendié a disminuir
conforme se aumentaba el reemplazo de harina de pescado por concentrado de
proteina de soya. Esto se debe a que el concentrado de proteina de soya tiene
menor contenido de cenizas que la harina de pescado, ya que esta ultima se
elabora a partir de pescado entero, como: sardina y arenque o mediante los
restos de la industria pesquera del atun, camaron, jaiba y calamar. Por ello, la
harina de pescado en su composicion presentara una mayor cantidad de

cenizas por a la presencia de escamas y huesos.
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Este mismo comportamiento se han presentado en varios trabajos donde se
evalua el concentrado de proteina de soya como reemplazo de la harina de
pescado en formulaciones de dietas para peces (Day y Plascencia, 2000;
Catacutan y Pagador 2004; Zhou et al., 2005; Deng at el., 2006; Villa-Lopez y
Garcia—Ortega, 2008).

Para el perfil de aminoacidos de las dietas experimentales el aumenté en el
reemplazo de harina de pescado afectd principalmente la concentracion de
metionina ya que esta tendié a disminuir considerablemente en la sustitucién
del 50 y 100% de harina de pescado. Este aminoacido es clasificado como

esencial y su deficiencia afecta el crecimiento en los peces en acuicultura.

En especies como el botete diana (S. annulatus), el reemplazo total de harina
de pescado por CPS se obtuvo una concentracion de 0.31 de metionina en la
dieta, mientras que en la dieta de 0% de reemplazo fue de 1.01 en

formulaciones con 55% de proteina (Villa - Lopez, 2009).

La metionina y la lisina se encuentran limitados en los concentrados de proteina
de soya y tendencias como las presentadas en este experimento han sido
descritas en peces como la dorada, el lenguado japonés, cobia, trucha arcoiris y
el mero de pintas naranjas. Ademas en la mayoria de estos trabajos la inclusion
de estos aminoacidos han provocado un efecto favorable de crecimiento en los
peces (Lou et al., 2005; Chou et al., 2004; Day y Plascencia, 2000).

Los resultados de perfil de amino acidos en filetes del L. guttatus se presentan
en la Tabla 9, los cuales se comportan de manera similar a los presentados en
las dietas en donde la metionina se encuentra limitada en la dieta del 100% de
CPS. Lo anterior concuerda con los presentados en la dorada (S. aurata) en
donde examinaron el perfil de aminoacidos en el cuerpo del pez, en el
sustituyen la harina de pescado con proteinas de origen vegetal con
concentrado de chicharo, arroz y trigo en niveles de 30, 60 y 90% (Sanchez-
Lozano et al., 2009). Ellos al igual que en este trabajo determinaron el perfil de

aminoacidos en los filetes de los peces en el cual la metionina se encuentra a
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0.52 % proteina en los peces del 0% de sustitucion o dieta control, mientras que
en la dieta del 90% esta tiende a disminuir hasta el 0.37%. Con respecto a la
lisina esta tiende a aumentar su concentracién conforme aumentan las
sustituciones ya que en la dieta control se presentan valores de 1.21% bs
mientras que al 90% de sustituciones aumenta al 1.46% bs. Para este
experimento se encontraron valores de metionina de 0.10 % (base seca) en la
dieta del 50% de sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina
de soya en filetes de peces y disminuye a 0.08% (base seca) en la dieta del
100% de sustitucion. Segun Muzinic et al., (2006) con la perca (Morone
chrysops X Morone saxalitis) no encontraron diferencias en los niveles de
metionina utilizando harina de soya y pavo para sustituir a la harina de pescado,
sin embargo esto se puede deber a que la harina de pavo puede no ser

deficiente en metionina.

Existen pocos trabajos en los que se analice la retencién o deposicion de
aminoacidos en el musculo sin embargo Cowey y Luquet, (1983) mencionan
que la composicion de aminoacidos en el cuerpo de los peces y lo
recomendado en la dieta debe ser similar. También indican que ya que en el
musculo contiene tejido a base de proteina, su composicion puede dictar los
requerimientos de estos. Lo anterior concuerda con la dieta que mejores
resultados tuvo en crecimiento, ingesta del alimento, retencion neta de proteina
que fue la del 40% de sustitucion, esta tiene un contenido de metionina en el
musculo de 0.97% (base seca), lisina 2.81%, por lo que es posible que el
requerimiento de estos aminoacidos en esta especie se encuentren dentro de

los niveles encontrados en esta dieta.
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7.1.2. Crecimiento

Los resultados de crecimiento obtenidos en este trabajo muestran un potencial
en el uso de concentrado de proteina de soya como fuente de proteina vegetal
para la disminucion en la utilizacion de harina de pescado en la formulacién de
dietas para la engorda de juveniles de pargo lunarejo L. gutaftus. Los
resultados obtenidos en otras especies son contradictorios respecto al
porcentaje de sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de

soya sin que este cause disminuciones en el crecimiento.

Day y Plascencia, (2000), observaron en juveniles de rodabalo S. maximus, de
13.52 g que el crecimiento presentd diferencias significativas a un nivel de
sustitucion de harina de pescado del 50%, mientras que en el lenguado japonés
P. olivaceous, las diferencias se observo al 25% de sustitucion (Deng et al.,
2006). En otro trabajo realizado con el botete diana S. annulatus con
organismos de 56.7 g no se encontraron diferencias significativas en
crecimiento al 20 y 30% de reemplazo de concentrado de proteina de soya por

harina de pescado (Villa-Lépez, 2009).

Resultados favorables con niveles de sustitucién entre el 25 y el 45% se han
reportado en diferentes especies para peces marinos, en algunos experimentos
este nivel de sustitucidon se ha podido aumentar al suplementar en la dieta
aminoacidos deficientes en los ingredientes de origen vegetal, como la
metionina, lisina o taurina (Day y Plascencia 2000; Deng et al., 2006; Chatzifotis
et al., 2008; Takagui et al., 2008; Villa-Lopez, 2009).

En el lenguado japonés P. olivaceous donde se adiciona a la dieta aminoacidos
esenciales como metionina, lisina, treonina y valina el reemplazo de harina de
pescado por concentrado de proteina de soya no muestra diferencias
significativas en el crecimiento entre el 25% y el 75% de sustitucion (Deng et al.,
2006).
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Asi mismo, un crecimiento se encontré6 en la cobia al utilizar CPS como
reemplazo para la harina de pescado, ademas de una mezcla de aminoacidos
esenciales, sustituciones del 50 y 75% no presentaron diferencias significativas
en peso ganado ni tasa especifica de crecimiento, indicando que con la
combinacion de ingredientes se puede llegar a minimizar la utilizacion de harina
de pescado como fuente de proteina para la formulacién de dietas en
acuicultura (Salze et al., 2010).

En este experimento no hubo diferencias significativas de crecimiento del 0 al
50% de sustitucion, aun que el mayor crecimiento se presento al 40% de
reemplazo de harina de pescado por concentrado de proteina de soya, estos
resultados coinciden con los reportados por los trabajo anteriores para peces

marinos.

Sin embargo los resultados de la regresion polinomial que relacionan la
ganancia en peso del pez con respecto al nivel de reemplazo de harina de
pescado por concentrado de soya indica un crecimiento optimo al 27.2%. Este
mismo meétodo fue utilizado con el botete diana S. annulatus y cobia R.
canadumen donde se obtienen respuestas favorables de crecimiento asta en un
30% y 40% de sustitucién respectivamente, sin embargo con el método de
regresion polinomial se tiene un reemplazo optimo al 10.8% para el botete diana
y 18.9% para la cobia (Zhou et al., 2005 y Garcia et al., 2009)

Los datos de TCE resultaron en 2.2-1.9% para la dieta control y el 100% de
sustitucion respectivamente; estos fueron elevados en comparacién con los
obtenidos por Osuna-Duran, (2009) con la misma especie, donde se obtienen
TCE de 2.00 a 1.60. Lo anterior probablemente se deba a que en ese trabajo el
régimen de alimentacion de los peces fue de 3 veces al dia, mientras que en el
presente trabajo fue de solamente 2. Por lo que el aprovechamiento del

alimento se utiliz6 de mejor manera para crecimiento.
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Los resultados anteriores concuerdan con los reportados por Kissil et al., (2000)
con la dorada S. aurata en donde la TCE resulto en valores de 2.51 a 1.98% y

esta disminuye conforme aumenta el nivel del CPS en la dieta.

7.1.3. Consumo del alimento, Tasa de Conversion Alimenticia y Tasa
de Eficiencia en el Alimento.

En este estudio el consumo del alimento es mas alto en la dieta de referencia y
tiende a disminuir a partir del 50% de sustitucion de harina de pescado por CPS
y concuerda con lo reportado por Day y Plascencia, 2000; Deng el at., 2006;
Villa-Lépez., 2009. Lo anterior se ve reflejado en la TCA ya que esta tiende a
aumentar significativamente al 100% de sustitucion, esto muestra un claro
reflejo de la falta de la atractabilidad de la dieta y una disminucion de
aminoacidos (Day y Plascencia, 2000; Kissil et al., 2000; Zhou et al., 2005;
Martinez — Llorenz et al., 2008).

El mejor resultado de TCA se obtuvieron en las dietas con el 40 y 50% de
reemplazo (1.07 y 1.06 respectivamente). Los resultados se mostraron menores
que los obtenidos por Hernandez et al., 2004 y Osuna-Duran, (2009) en donde
las TCA se encuentran en un rango de 4.2 y 1.8 para organismos de una talla
similar a la utilizada en este experimento y utilizando como fuente principal la
harina de pescado, harina de calamar y harina de camarén. Por lo que la
obtencion de tasas de conversion alimenticia menores en este experimento se
atribuyen a que la racion de alimentacion para este experimento fue de 2 veces

al dia por lo que se mejoro la eficiencia en el alimento.

Lo anterior se ve reflejado en el trabajo elaborado por Sanchez-Garayzar,
(2009) en donde se prueban frecuencias de alimentacién en juveniles de pargo
lunarejo con un peso inicial de 8 g, donde las tasas de conversion alimenticia
disminuyen cercanas a 1 en frecuencias de alimentacion de 2 veces al dia y

esta aumenta al alimentar 3 y 4 veces al dia.
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7.1.4. Tasa de Eficiencia Proteica y Utilizacion Neta de Proteina

Los valores de tasa de eficiencia proteica (TEP) y UNP se encontraron en
valores de 1.8 a 2.0 y 33 a 39, respectivamente. Estos resultados concuerdan
con los reportados en la cobia (R. canadum) con una TEA de 1.3 a 1.60
utilizando soya desgrasada para sustituir la harina de pescado 0-60% (Zhou et
al., 2005). Otro resultado similar fue el presentado en el lenguado japonés
alimentado con concentrado de proteina de soya y complementacion
aminoacidos esenciales (metionina, lisina y leucina) en la dietas en donde se
obtuvieron valores de 0.81-1.43 (Deng et al., 2006).

El experimento realizado por Mambrini et al., (1999) con la trucha arcoiris
encontré una TEP de 2.18 a 2.55 en sustituciones del 0 a 75% respectivamente.
En donde la tendencia al igual que en este trabajo es que la tasa de eficiencia
proteica disminuye conforme aumenta el CPS de en la dieta. Segun Day y
Plascencia, (2000), esto se debe a que en lugar de que la proporcion de
proteina en la dieta sea usada para la sintesis de proteina, esta es utilizada
para la produccion de energia para mantenimiento del organismo y que
aumentara conforme lo haga el nivel del reemplazo de la proteina. Ademas
Zhou et al., (2005) sugieren que esto es ocasionado por la disminucién en la
ingesta del alimento, la digestibilidad, nitrdbgeno y energia aportadas por la

proteina soya las cuales son menores que en la harina de pescado.

El tratamiento que presentd deficiencia en el crecimiento, tasa de eficiencia en
el alimento y tasa de retencion proteica fueron en los que se reemplazo
totalmente la harina de pescado, por lo tanto estos peces al ingerir menores
cantidades de alimento utilizaron el contenido de proteina para mantenimiento y

no para sintesis de proteina.

Los resultados de utilizacion neta de proteina de este experimento coinciden
con los obtenidos por los presentados por Tantikitti et al., (2005); en este

experimento utilizaron harina de soya desgrasada como sustitucién parcial de la
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harina de pescado para la lubina asiatica (L. calcarifer) en niveles del 0-50% de
reemplazo. Los valores de UNP en este experimento fueron de 47.67 a 32.62%
en dieta control y 50% de reemplazo respectivamente. Los mejores resultados
se obtuvieron en la dieta control y al 10% de sustitucion para posteriormente ir
disminuyendo. Asi, mismo se presentan en la cobia (R. canadum) en
sustituciones del 60% de harina de pescado por harina de soya, donde la
retencion neta de proteina fue menor que en la dieta del 20% de sustitucion que
incluso obtuvo un mejor resultado que la dieta control (Chou et al., 2004). Lo
mismo sucede con el botete diana y la dorada en donde los mejores valores de
UNP se obtuvieron en las dietas del 20 y 12% de sustitucidon respectivamente,
mientras que sustituciones mayores este tendié a ser menor (Sanchez-Lozano
et al., 2007; Villa-Lopez, 2009).

Ya que este indice se refiere a la calidad de la proteina en la dieta, ya que
cuantifica los aminoacidos que son convertidos a proteina, la disminucion de
este parametro en las dietas sugiere la deficiencia de uno o mas aminoacidos
esenciales para la sintesis de proteina y retencion de nitrégeno en el pez, en el
caso de este experimento el mejor resultado fue obtenido con la dieta de 40%
de reemplazo de harina de pescado por CPS. Asi mismo en este experimento
se presento deficiencia en metionina al 50 y 100% de sustitucién de harina de
pescado por concentrado de proteina de soya el cual es determinante en el

crecimiento de los peces.
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7.1.4. Tasa de Eficiencia Econdmica

El objeto final de este experimento es la formulacion de dietas que mejoren o
mantengan las tasas de crecimiento del L. guttatus prescindiendo de la
utilizacién parcial de harina de pescado como ingrediente principal en la
composicién proteica de las dietas. Ademas se sabe que los componentes
proteicos y grasos son los ingredientes mas caros en la formulacion de dietas,
por ello se realizd un andlisis econdmico de las mismas en donde se
relacionaron los datos de crecimiento, conversion del alimento y costo del
mismo. Estos resultados se encuentran descritos en la Tabla 11 y Figura 18, en
donde con los resultados de regresion cuadratica se obtiene que a una inclusion
optima de CPS del 21.5%, una TEE de 1983.56 a un costo de 80 pesos m.n.
por kilogramo de alimento. Es decir este es el punto en donde la inclusion de
CPS a pesar de tener un costo mas elevado que el de la harina de pescado, se
obtiene una TEE menor que la dieta control debido a que se obtienen mayores

tasas de crecimiento en el L. gutattus.

Existen pocos trabajos en donde se reporte este indice de eficiencia econdomica
e incluso donde analicen aspectos nutricionales relacionados con la economia,
esto a pesar de que para una granja acuicola su principal preocupacion es la
obtencion de una mejor relacion de costo beneficio, la cual en su mayoria son

por parte de la alimentacion, considerando un optimo manejo.

Un trabajo similar se realizé en este experimento fué en la dorada S. aurata
(Martinez-Llorens et al., 2007). Este trabajo reporta utilizacion de harina de
soya, gluten y trigo para sustituir la harina de pescado al 20, 30, 40 y 60%. Se
hizo un analisis econémico para determinar el costo de las dietas, siendo mas
elevado la TEE de la dieta con el 20% de sustitucion que el del 60%, esto
debido a que los ingredientes que utilizaron son mas baratos que la harina de
pescado, contrario a lo que sucedido en este experimento. Sin embargo al
obtener la TEE y ajustarlo a una regresion polinomial, procedieron a derivar e

igualar la ecuacion a 0, se obtuvo un nivel de 21%, mientras que la sustitucion
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optima de harina de pescado en la dorada por ingredientes vegetales tomando
solo en cuenta las tasas de crecimiento fue de 30%.

En otro experimento también con la dorada (Sanchez-Lozano et al., 2007),
usaron harina de girasol para la sustitucion de harina de pescado al 12, 24 y
36%, en el cual obtuvieron una tasa de eficiencia econdémica del 15.4% al
relacionarla con la ingesta de alimento, mientras que la dieta del 12% de
sustitucién presentd diferencias en crecimiento del pez comparado con la dieta
control. Es decir que aunque la dieta disminuia su costo al incrementar el nivel
de sustitucién esta no se considero econdmicamente eficiente ya que afectaba

tanto el crecimiento como la ingesta del alimento del pez.

Lo mismo sucede para este experimento cuando se toma en cuenta los niveles
de sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de soya, los
cuales se relacionan a los resultados de incremento en peso: se obtiene una
sustitucion optima del 27.4%, mientras que tomando en cuenta la conversion

del alimento, el costo y la TEE esta disminuye al 21.5%.

Por otro parte en la Tabla 10 se observan, los resultados de crecimiento de los
peces bajo todos los tratamientos, no se encontraron diferencias significativa
del 20, 30 y 40% de sustitucion de harina de pescado por concentrado de
proteina de soya, por lo que una inclusion del 21.5% no afectara las tasas de

crecimiento.
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Experimento 2

7.1.5. Analisis Proximal y Perfil de Aminoacidos de las Dietas

El porcentaje de proteina en las dietas tuvo una tendencia similar a la del
experimento 1, ya que presento ligeras variaciones entre sus tratamientos. Sin
embargo, se encuentra dentro de los requerimientos escritos para esta especie
(Hernandez et al., 2007). El contenido de lipidos también tuvo diferencias entre
sus tratamientos teniendo disminuciones en la dieta del 0% inclusion de
metionina, sin embargo estos cambios no se consideran como determinantes

para afectar el crecimiento de los peces durante el experimento.

La humedad de igual manera que en el experimento anterior presenta
variaciones, las cuales se encuentran en un rango de 5.7 a 10% de humedad,
mientras que el contenido de cenizas solo tiene mayor concentracion y por ende
diferencias con el resto de los tratamientos la dieta control con un contenido de
13.2% mientas que el resto de los tratamientos 9.5% aproximadamente. Lo
anterior se debe a que la dieta control esta formulada a base de harina de
pescado, mientras que el resto de los tratamientos contiene concentrado de
harina de soya en un 50 % disminuyendo asi la concentracion de cenizas en los

tratamientos.

Las variaciones anteriores concuerdan con otras formulaciones de dietas en
donde utilizan proteinas de origen vegetal e inclusiones de metionina para
evaluar su efecto en el crecimiento de los peces (Berge et al., 1999; Luo et al,,
2005; Hu et al., 2008).

En cuanto al perfil de aminoacidos de las dietas del experimento para
determinar la inclusion optima de metionina, se puede observar que tanto la
metionina como la cisteina aumentan conforme se incrementa el nivel de
inclusién en las dietas. Los rangos van de 0.24 (% base seca) de metionina mas

1.03% de cisteina para la dieta control, para posteriormente encontrarse en un
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rango de metionina de 0.22% a 2.44% para concentraciones de cisteina de
0.95-1.73% en todas las demas dietas. Es posible que para las dietas con los
niveles de inclusion que fueron la de 2.0% y 2.5% afectaran el crecimiento y la
utilizacion de metionina en la sintesis de proteina debido a sus altas
concentraciones (Mai et al., 2006), ademas de que los niveles de cisteina
fueron mas elevados que los encontrados en el rango de los tratamientos de 1—
1.5 % de inclusion (0.49+41.45 vy 0.76+1.07 metionina y cisteina
respectivamente), que fueron las dietas que mejores resultados de crecimiento

presentaron.

Lo anterior se ha descrito para especies como, el lenguado japonés, la curvina
japonesa, el mero de pintas naranjas, el cola amarilla, la dorada, salmén del
Atlantico, en donde la concentracion de metionina en la dieta aumenta conforme
lo hace la inclusion de metionina sin embargo no reportan el porcentaje de
lixiviacion que esta presenta al entrar en contacto con el agua (Ruchimat et al,,
1997; Luo et al., 2005; Espe et al., 2006; Mai et al., 2006; Sanchez-Lozano et
al., 2009).

Los resultados de aminoacidos en el musculo de los peces realizado en este
experimento tienen una tendencia similar a los de las dietas experimentales, es
decir, la deposicién de metionina y cisteina en el musculo aumenta a medida

que se incrementa la inclusion de metionina en los tratamientos.

Los rangos de deposicion de metionina en el musculo fueron de 1.39 a 1.91%
para la dieta control y 1.5% de inclusion de metionina respectivamente. En los
tratamientos donde la inclusion de metionina se encontré en exceso (2.0 y
2.5%) se presentd una disminucion en la deposicion de metionina en el musculo
ya que fueron menores a los de la dieta del 1.5% teniendo una concentracion
de 1.39 para 2.0% de metionina y 0.96% base seca para 2.5% de metionina en
la dieta. Lo anterior se puede deber a que la metionina se encontraba exceso y
gue no haya participado en la sintesis de proteina, por lo que es posible que se

haya oxidado a cuerpos cetonicos (Murthy y Varguese, 1998).
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La dieta con el 1.5% de inclusion de metionina tuvo una ligera disminucion de
deposicion de metionina y serina en tejido muscular de los peces en
comparacién con la dieta del 0.5%, sin embargo presenta mayor cantidad de
cisteina que el resto de los tratamientos, por lo que se presume que esta
disminuciéon de metionina, asi como el aumento tan elevado de cisteina es
porque se esta utilizando la metionina y la serina, para los patrones de
transulfuracion en la sintesis de cistationina, la cual al desprenderse una

molécula de NHj3, forma cisteina (Figura 4).

Los resultados de totalidad de aminoacidos en el musculo tienden a aumentar
conforme lo hace la inclusiéon de metionina en los tratamientos, lo cual se puede
deber a que en el metabolismo de la metionina participan otros aminoacidos
como la serina y la glicina, que también incrementaron con forme se adiciond la
metionina a las dietas. Sin embargo en el punto donde la metionina se
encuentra en exceso (2.0% de inclusidén) se presenta una disminucion para
ambos aminoacidos. De acuerdo a Sanchez-Lozano et al., (2009), esto se
puede deber a que los aminoacidos no estan siendo absorbidos correctamente

por el organismo.

Hay muy pocos trabajos en los que se analiza la deposicion de aminoacidos en
el musculo y en los estudios en los que se determina el requerimiento de
metionina y cisteina no se realizé el perfil de aminoacidos en el pez, ya que por
lo regular hacen la cuantificacion en sangre o en el higado.

7.1.6. Crecimiento vy Tasa Especifica de Crecimiento

En diversos trabajos en donde se cuantifica el requerimiento de metionina se
han presentados dos tendencias de crecimiento al incrementar la cantidad de
metionina en la dieta. En la primera, el crecimiento aumenta al incrementar la

metionina y este se mantiene constante cuando el contenido de metionina es
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mayor al requerido; la segunda, el crecimiento incrementa con forme lo hace la
inclusién de metionina en la dieta y tiende a disminuir cuando el requerimiento
de metionina se encuentra en exceso Esto se puede deber a un efecto toxico de
la metionina en la dieta por la acumulacién y oxidacion de esta a cetonas que
pueden afectar la utilizacion y absorcién de otros aminoacidos probando un
desequilibrio de los mismo y afectando asi el crecimiento (Mei et al., 2006; Yan
et al., 2007).

En el presente trabajo los resultados de crecimiento en los peces tienden a
aumentar conforme lo hace la inclusion de metionina en la dieta, llegando a
tener resultados similares a los de la dieta control, sin embargo, tiende a
disminuir al alcanzar el requerimiento maximo de metionina para los organismos
el cual fue a partir de la dieta de 2.0% base seca o 20 g/ kg de metionina en la
dieta). La tendencia indica que el requerimiento 6ptimo de metionina es de 1.5%
(g/100) para tener resultados similares a los de una dieta con 100% de harina

de pescado.

El requerimiento de metionina parece ser mas elevado para el lenguado
japonés con organismos de 2.8 g para esta especie se utilizaron inclusiones de
metionina de 0.53 a 2.03% en la dieta y encontraron un crecimiento maximo al
1.74% de metionina en la dieta 0 3.46% de proteina (Alam et al., 2000).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos con el mero de pintas naranjas
E. coioides con juveniles de 13.3 g, en donde la mayor tasa de crecimiento se
observo al 1.4% de metionina en la dieta (Zhou et al., 2005), otro resultado fue
el observado en el pez roca S. schlegeli con un peso inicial de 43 g donde al
1.58% de inclusidon de metionina en la dieta se obtuvo el mayor crecimiento del
pez alcanzando un peso de 87 g y este disminuye a partir del 2.08% con un
peso final de 77 g (Yan et al., 2007).

En los experimentos descritos anteriormente los peces parecen aceptar y
absorber de manera eficiente la metionina que es incluida en las dietas. Sin

embargo en el experimento realizado con el rodaballo S. maximus, se remplaza
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la harina de pescado con concentrado de proteina de soya al igual que en este
experimento, ademas se incluye metionina, sin embargo esta no mejor6 el
crecimiento del rodaballo, por lo que concluyen que es posible que el pez no
haya absorbido de manera eficiente este aminoacido (Day y Plascencia, 2000).
Otros autores indican que deficiencias en la utilizacion de la metionina se puede
deber a la especie, edad, tipo de dieta, ingrediente y condiciones ambientales
(Cowey, 1994; Alam et al., 2000; Li et al., 2009).

Para este trabajo los resultados de regresion polinomial indican que la inclusién
optima de metionina se encuentra al 1.16% en la dieta (11.6 g/kg) 0 2.47% de
proteina, en presencia de 1.26% de cisteina base seca y 2.59% de proteina
aproximadamente, mismos que concuerdan con los encontrados en la curvina
japonesa con una inclusion optima del 1.44% de metionina y 0.29% cisteina en
la dieta (Mai et al., 2006). A si mismo ejemplos como el anterior se encuentran
en el pez roca en donde la ingesta optima de metionina es de 1.37% cuando la

presencia de cisteina es de 1.2% (Yan et al., 2007)

Otro trabajo donde se estima la inclusion optima de metionina con una
regresion cuadratica es el reportado por Alam et al.,, (2000) con el lenguado
japonés teniendo resultados de 1.49% con una concentracion de 0.06% de
cisteina. Sin embargo los resultados que mas se acercan a los obtenidos por
este experimento son los encontrados por el cola amarilla (S. quinqueradiata)
donde obtienen cuantificacion de metionina del 1.11% de dieta o 2.52% del

porcentaje de proteina en dieta.

Sin embargo Wilson y Halver, (1986) indican que los peces tiene un
requerimiento de aminoacidos sulfurado, mas que de metionina por si sola (Mai
et al., 2006). Por lo que en este estudio el requerimiento de aminoacidos

sulfurado seria de 3.54% de proteina en la dieta y de 1.83% base seca.

Respecto a la tasa de crecimiento especifica (TCE%), esta fue menor (2.35-
1.88 y 1.32 a 1.05 para el primero y el segundo experimento respectivamente),

esto se puede deber debido a los cambios de temperatura que se presentaron
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en el experimento 2 durante las primeras 3 semanas del experimento. Sin
embargo estos resultados encontrados en el experimento 2 concuerdan a los
obtenidos con el pez roca al obtener una TCE% de 1.07 con una inclusién de

metionina de 1.58% en la dieta en peces de 40 g aproximadamente.

Tasas de de crecimiento especifico mayores de 3.95% se encontraron con la
curvina japonesa en peces de 1.3 g con una inclusién de metionina de 1.44% y
esta tiende a disminuir conforme se incrementa la metionina en la dieta, de igual
manera para el lenguado japonés se observo una TEC de 3.72% en una ingesta
de metionina de 1.42% (Mai et al., 2006; Alam et al., 2000).

7.1.7. Tasa de Conversion Alimenticia, Eficiencia en el Alimento

Los resultados de consumo de alimento fueron menores al de sustituciones de
harina de pescado por CPS del presente trabajo, esto se debe probablemente a
la disminucion de la temperatura que se presenté al inicio del segundo
experimento (21.2°C), mientras que en el primer experimento la menor
temperatura se present6 a los 24°C. Por lo que durante las 3 primeras semanas
se presentd una reduccion en el apetito de los peces. Sin embargo, los
resultados de ingesta en el alimento y TCA son similares a los reportados por
Yan et al., (2007) con el pez roca, donde la tendencia de la TCA es a aumentar
en la dieta con 0% metionina (1.43) y esta disminuye a una TCA de 1.17,
cuando la inclusién de metionina es de 1.58% para un mayor crecimiento para

posteriormente aumentar cuando existe un exceso de metionina en la dieta.

Lo mismo ocurre en este experimento la TCA se mantiene estable en todos los
tratamientos, es decir no presenta diferencias significativas sin embargo en la
dieta del 2.5% esta aumenta a TCA de 1.71. Lo anterior se vio reflejado en la
Tasa de Eficiencia en el Alimento ya que esta tiende a ser mejor en la dieta del
1.5% de inclusion de metionina y disminuye en un 14% de eficiencia en la dieta
del 2.5% de metionina en la dieta.



96

En el trabajo de Alam et al., (2000) se encuentra una tendencia similar a la
presentada en este experimento ya que la TEA tiende a ir incrementandose con
forme aumentan los niveles de metionina en las dietas, sin embargo debido a
que en este experimento no se presentd disminucion en el crecimiento al
adicionar metionina, se presume que no se alcanzé el punto maximo en el que
el exceso de metionina provocaba un efecto toxico en el organismo. Lo mismo
ocurre con el cola amarilla (S. quinqueriadata) ya que presentan unas tasas de
crecimiento de 86% con una inclusion de metionina del 1.38 en la dieta. En este

experimento las TEA se encontraron en niveles del 70 al 58%.

Debido a que en el presente experimento no se encontraron diferencias
estadisticas en la ingesta del alimento se puede inferir que la disminucidon de
crecimiento en los peces con mayor ingesta del alimento no se debié a una
pobre palatabilidad, ya que su ingesta fue similar para todos los tratamientos y
este aminoacido no provoca un incremento en la ingesta del alimento en esta

especie.

7.1.8. Tasa de Eficiencia Proteica y Utilizacion Neta de Proteina

Los valores de TEP se encontraron en un rango de 1.3 a 1.1%, en donde al
aumentar la ingesta de metionina tienden a disminuir; estos resultados son
menores a los reportados para el cola amarilla (S. quenquirediata), para
determinar el requerimiento de metionina en dietas con concentrado de proteina
de soya, en este experimento se reportan valores de 0.29 para la dieta con 0%

metionina y hasta un 2.0 en una inclusion del 1.38% (Ruchimat et al., 1997).

Para el mero de pintas naranjas (E. coioides) donde también determinaron el
requerimiento de metionina a un nivel constante de concentrado de proteina de
soya en sustitucion de la harina de pescado, se reportan valores de TEP en un
rango de 0.63 a 1.61% (Zhou et al., 2005). En los trabajos mencionados

anteriormente, ninguno mostré disminucion de TEP con forme aumentaba la
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inclusiéon de metionina, debido a que no se encontrd el punto maximo donde la
ingesta de esta producia un efecto toxico que afectara el crecimiento. Contrario
al estudio anterior en otro experimento con la curvina japonés, encontraron un
TEP de 5.05 a una inclusion de metionina de 1.41% mientras que esta
disminuyé a 3.05 para un contenido de metionina de 1.89%, esto se puede
deber a que como la los compuestos nitrogenados no estaban siendo retenidos
por el pez, debido al exceso de amino acidos presentes en la dieta (Mai et al,,
2006).

Por otro lado en un estudio con la dorada (S. aurata) se obtuvieron TEP de 1.20
a con una inclusion de metionina de 2.0% en dietas con el 60 % de sustitucion
de harina de pescado por proteinas de origen vegetal (Sanchez-Lozano et al.,
2009). A si mismo otro ejemplo de sustitucion de harina de pescado por
proteinas de origen vegetal mas la adicibn de metionina para mejorar el
crecimiento en los peces y un adecuado balance de aminoacidos es el realizado
por Sardar et al., (2009), con la carpa mayor de la india (L. rohita), donde se
obtiene una TEP de 1.4 con una inclusion de metionina de 1.16% o de 1.77

metionina + cisteina.

Los resultados para el pargo lunarejo de UNP se encuentran en un rango de 17
a 22%, en donde al aumentar la inclusién de metionina en las dietas la UNP
tiene a incrementar, para posteriormente volver a disminuir. Esos resultados
concuerdan con los presentados en el pez roca, donde la UNP de encuentra en
rangos de 18 a 30%. El valor de 30% de UNP le corresponde a la dieta con una
inclusion de metionina de 1.5 8%, mientras que a la adicion de 3.08% obtuvo un

valor de 20% en utilizacién neta de proteina (Yan Q. et al., 2007).

Por otro lado en un experimento realizado con el bagre de canal (I. punctatus),
se presentd una tendencia similar a la del trabajo realizado con el pez roca, ya
que al incrementar los niveles de metionina en la dieta que fueron de 0.35 a
1.5%, los niveles de UNP incrementaron de 33 a 38%, en las dietas de con los
niveles mas bajos de inclusion de metionina (0.35 y 0.55%) asi como en la dieta

con el nivel mas alto (15.5%) la UNP fue menor (Cai y Burtle, 2009).Valores
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similares a los de este experimento son los obtenidos en el lenguado japonés,
que presenta una UNP de 25.77% en inclusiones de metionina del 2.0% (Alam,
2000).

El cola amarilla presenta valores de UNP de 40.8% con una complementacién
de metionina en las dietas de un 1.2%, mientras que a niveles de 0.77% de
metionina tiene una UNP de 33% y asi como en niveles mayores de metionina
(1.58), el porcentaje de utilizacion de proteina disminuye. La tendencia de los
experimentos mencionados con anterioridad coincide en que al incrementar el
nivel de metionina en la dieta la retencion y utilizacién de proteina aumenta
Rutchman et al., (1997) mencionan que esto se debe a que elevan la sintesis
de proteina con el incremento de metionina en las dietas. La disminucién de
este al haber metionina en exceso, indica que esta ya no estad siendo
catabolizada por el organismo y es probable que se encuentre un exceso de
nitrégeno en las heces de los peces, aunque debido a que en este trabajo no se
recolectaron las heces para realizar una composicidn proximal, es algo que no

puede ser verificado.
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7.1.9. Tasa de Eficiencia Econdmica

Debido a que se utilizd DL-metionina en las dietas, que al igual que el
concentrado de proteina de soya son ingredientes caros, si se comparan con la

harina de pescado esto provoco que el costo de las dietas se incremente.

Contrario a los resultados del experimento 1, en donde la inclusién de CPS al
21.5% tiene una tasa de eficiencia econémica adecuada y que este ademas no
afecta el crecimiento de los peces, esto no se comporta asi para este
experimento, ya que se obtuvo una inclusion de DL-metionina del 0.81% para
obtener una tasa de eficiencia econdmica adecuada y de acuerdo a los
resultados presentados en este trabajo a este nivel de metionina si afecta el
crecimiento de los peces, ya que el nivel optimo de metionina para el L. gutattus
en dietas con una sustitucidén del 50% de harina de pescado por concentrado de

proteina de soya se encuentra al 1.16% en la dieta.

Sin embargo aunque los resultados de eficiencia econédmico no son favorables,
el objetivo de este trabajo es evitar la utilizacién de harina de pescado para la
formulacién de dietas acuicolas, por lo que se pudiera plantear para futuros
trabajos de investigacién que al incluir en las dietas otras fuentes de origen
vegetal de menor costo, que sustituyan el otro 50% de harina de pescado, al

menos parcialmente, estas tasas de eficiencia econdémica podrian cambiar.

Segun la Asociacidon Internacional de Harina y Aceite de pescado (The
International Fishmeal and Fish Oil Association), estos ingredientes
incrementaron su precio hasta un 85% a principios del 2010 debido al fenébmeno
del nifio en Chile y del terremoto sucedido en esta region, por lo que estos
precios incrementaron considerablemente
(http://www.allaboutfeed.net/news/earthquake-pushes-fishmeal-prices-to-all-
time-high-4372.html).
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Lo anterior indica que la harina y aceite de pescado tiene inestabilidad tanto en
disponibilidad como en precio, por lo que es probable que debido a la
produccion de semillas de origen vegetal que estas tiendan a mantener su
precio y una mayor disponibilidad. Por otra parte Salze et al., 2010 mencionan
que mientras mas disponible se haga la tecnologia para la elaboracion de
concentrados proteicos de origen vegetal esta tendra una tendencia a disminuir

Su precio.
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8. CONCLUSIONES

8.1.Experimento 1

Niveles de inclusion de concentrado de proteina de soya por arriba del
50% en dietas para L. guttatus afectan negativamente el crecimiento.

No se presentaron diferencias de crecimiento de los peces alimentados
con las dietas del 0 al 50% de inclusién de concentrado de proteina de
soya, sin embargo los mejores resultados se presentaron en las dietas
del 30 y 40%. Por otro lado la regresion polinomial indica un reemplazo
optimo del 27.2% de harina de pescado por concentrado de soya sin

afectar el crecimiento del pez.

El aumento en el reemplazo de harina de pescado por concentrado de
proteina de soya afecta la concentracién del aminoacido metionina en el
alimento, lo cual se ve reflejado en la disminucidn de crecimiento de los

peces.

La inclusion de concentrado de proteina de soya no disminuye
significativamente el costo de las dietas, por lo que de acuerdo a lo
resultados de la tasa de eficiencia econdémica, un remplazo optimo se
encuentra al 21.5% en donde no se afectaria la tasa de crecimiento ni el

costo beneficio.
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8.2.Experimento 2

¢ Niveles de inclusién de metionina por debajo del 1.0% y por arriba del
1.5% de la dieta afectan negativamente el crecimiento en el L. guttatus
en dietas formuladas con un 50% harina de pescado y 50% concentrado

de proteina de soya.

¢ Niveles de inclusién de metionina mayores al 1.5% en dietas provocan
un exceso de ingesta de metionina en L. guttatus, lo que ocasiona una
absorcion inadecuada de aminoacidos, y por consiguiente una

disminucién en el crecimiento.

e La inclusién 6ptima de metionina se encuentra entre el 1.0% y el 1.5%,
aunque los resultados de regresion polinomial indican que la adicion
adecuada de DL- metionina es de 1.16% en la dieta, lo que equivale a

2.47% de proteina en la dieta en base seca.

e El requerimiento de metionina se encuentra al 1.16% en presencia de
1.26% de cisteina base seca o de 2.47 y 2.59% proteina para metionina

y cisteina respectivamente.

e Los resultados de regresion polinomial de tasa de eficiencia economica
respecto al nivel de adicion de metionina fue de 0.81%, sin embargo a

este nivel de inclusion afectd el crecimiento de L. guttatus.

¢ Aunque se mejoraron las tasas de crecimiento y conversion alimenticia
para el Lutjanus guttatus en estos experimentos, es necesario realizar
mas investigaciones para tratar de sustituir en un porcentaje mayor de
harina de pescado en las dietas para la especie, utilizado ingredientes

que permitan bajar el costo de las dietas.
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Soluciones utilizadas durante la técnica de determinacion de perfil de

aminoacidos por cromatografia liquida de alta resolucion.

e Solucion Citrato
Agregar:

21 g. de acido citrico y disolver en 200 ml de NaOH 1 N.

e Buffer de citrato
Agregar:

33.3 ml de Sol. Citrato + 66.7 ml de HCI 0.1 N

e Fase Movil:
Agregar:
8.20 g/l de acetato de sodio 0.1 M
AjustarelpHa 7.2

Posteriormente:

900 ml de acetato de sodio 0.1 M + 95 de metanol + 5 ml de

tetrahidrofurano.
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e OPA:
Mezclar:

10 mg de OPA + 250 pl metanol + 37.5 solucion Brij 35 + 25 yl de B —

mercaptoetanol, se afora a 10 ml con buffer de borato de potasio (pH 10.4).

Nota: Esta solucidon se debe de preparar cada 24 hrs, cuidando que no le de la
luz, ya que es foto sensible debido a que es la que le confiere fluorescencia a

los aminoacidos, para ser detectados.



