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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determiné el efecto que ejerce la sustitucion de
proteinas de origen animal por proteinas de origen vegetal en peces alimentados con distintos
grados de sustitucién (0%, 50%, 100%), sobre el crecimiento, desarrollo, fisiologia y composiciéon
proximal del musculo de tilapias del Nilo Oreochromis niloticus. Se formularon 3 alimentos
experimentales con el software Nutriton PRO 5, los cuales contenian hasta un 20% de proteina
de origen animal (harina de sardina), mientras que los ingredientes como fuentes de proteinas de
origen vegetal fueron soya, trigo, maiz y sorgo. Los grados de sustitucion fueron de 0% (Do), 50%
(Dso) y 100% (Dioo). Para comprobar que los alimentos experimentales no difieren en su
composicion, se sometieron a un analisis quimico proximal, para ser comparados entre ellos y un
alimento control (Dc). Se realiz6 un bioensayo durante 60 dias en condiciones ambientales
controladas, periodo en el cual se suministraron los diferentes alimentos a las 8, 13 y 17 h
diariamente para evaluar el efecto de la sustitucibn sobre los pardmetros de desarrollo y
crecimiento. Se realizaron 9 biometrias durante el bioensayo en donde se determiné el efecto de
la sustitucion sobre la supervivencia, tasa de crecimiento especifica (TCE), factor de conversion
alimenticia (FCA), tasa relativa de crecimiento (TRC) y peso ganado. Terminado el bioensayo, se
procedio al sacrificio de los especimenes con shock térmico en agua con hielo, e inmediatamente
después fueron fileteados manualmente. Los filetes obtenidos se empacaron en bolsas de
polietileno, se congelaron a -80°C y se transportaron en hieleras para ser almacenados en el
Laboratorio de Investigacion en Alimentos (LIA) del Departamento de Ciencias Quimico
Biolégicas de la Universidad de Sonora hasta el momento del analisis fisioldgico y composicion
proximal. Los indicadores fisiolégicos analizados fueron el ATP, carga energética adenilada
(CEA), contenido de glucégeno, carbohidratos totales y pH. Los resultados obtenidos indicaron
de forma general que los niveles de sustitucion de proteina de origen animal por proteina de
origen vegetal (Do, Dso y D1oo) evaluados en el presente trabajo de investigacion, no afectaron la
condicion fisioldgica, crecimiento y desarrollo de las tilapias alimentas con dichas formulaciones,
por lo que su utilizacién representa una alternativa viable y con gran potencial comercial para
reducir los costos de produccion ocasionados por el alimento y sin impactar la condicion

fisiolégica, desarrollo y crecimiento de las tilapias.
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INTRODUCCION

En la actualidad, a nivel mundial la acuicultura tiene gran importancia para la produccién de
peces de agua dulce y salada, produciendo un total de 73.8 millones de toneladas en el
2014 (FAO, 2016). En la acuicultura, se utilizan distintos tipos de fuentes de proteinas como
alimentos para peces, entre estas se encuentran las proteinas de origen animal en forma
de pellets, las cuales se elaboran a base de harina de pescado, sin embargo, debido a su
alto costo y demanda, se buscan alimentos con proteinas alternativas que permitan sustituir

a la harina de pescado y con ello, reducir su costo (Ayaid, et al., 2012).

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una de las especies mas cultivadas por su
facilidad de siembra, asi como por su alta resistencia y su capacidad de tolerancia a
determinadas condiciones ambientales como pH (entre 6.5y 9.0), y temperatura (entre 12
y 42°C); y ademas por ser un organismo omnivoro. A nivel mundial, la produccion de tilapia
es muy grande, alcanzando un valor de 3.67 millones de toneladas en el afio 2014 (FAO,
2016). En México, esta especie es de gran importancia econdmica (CONAPESCA, 2013)
siendo la especie mas producida en la acuicultura, aportando el 39.40% de la produccién
nacional en el 2013. Dicho organismo se alimenta principalmente de fitoplancton, algas,
pequefios crustaceos y algunas plantas del medio. Debido a la diversidad de su
alimentacion, la tilapia es viable para evaluar la sustitucion de diferentes fuentes de
proteina, lo cual podria permitir la elaboracion de un alimento mas econémico, ademas, es
un buen candidato para evaluar el efecto de dicha sustitucion sobre la fisiologia, crecimiento
y calidad del producto final (Cantor-Atlantenco, 2007; El-Sayed, 2003; Cho y Jo, 2002;
Maina et al., 2002).

La harina de pescado es la principal fuente de proteina en las dietas que se emplea como
alimento en la acuicultura. Esto se debe a su alto balance de aminoéacidos esenciales,
acidos grasos, vitaminas, minerales y palatabilidad (Suarez et al.,, 2009). El alimento
representa uno de los gastos mas elevados durante el cultivo. Esto se debe a la gran
demanda que tiene, asi como a las fluctuaciones en los volimenes de captura de los peces
que se emplean para su elaboracion, lo cual produce variaciones en los volumenes de
harina producidos y que con ello se incremente su precio (Duarte et al., 2009; Naylor et al.,
2009; IFFO, 2006), por consiguiente, se ha tenido que recurrir al uso de otras alternativas
de proteina mas barata pero igual de eficiente que la de pescado (Salze et al., 2010; Tacon,
1989).



La utilizacion de proteina de origen vegetal es una buena alternativa para reducir los costos
de la produccién de alimentos para peces. Debido a la falta de amino&cidos esenciales
como la lisina y metionina, resulta importante utilizar combinaciones de proteinas de origen
vegetal para evitar estas deficiencias, lo cual también se podria reducir fortificando los

alimentos con aminoacidos o vitaminas (Ayaid et al., 2012).

Factores previos al sacrificio de los peces, como la nutricién, juegan un papel importante
en la calidad y vida de anaquel del filete. A diferencia de otros animales como la res y las
aves, los peces son muy sensibles a las condiciones antemortem, las cuales afectan la
fisiologia y la calidad y vida de anaquel. Estos factores pueden ser divididos de factores
intrinsecos (especie, sexo, maduracion y edad) y factores extrinsecos (medio ambiente y
disponibilidad de alimento). A diferencia de los peces en su habitad natural, a los peces de
acuicultura se le suministra la cantidad necesaria de alimento y se les simulan las
condiciones ambientales Optimas para su desarrollo. Un factor de gran influencia en el
desarrollo y crecimiento y que afecta la condicion fisiolgica de los peces, es el estrés que
se produce al momento del sacrificio. Factores extrinsecos como el estrés y la mala
alimentacién afectan de forma significativa al desarrollo de los peces y esto se ve reflejado
en la vida de anaquel de los musculos (Alvarez-Trujillo, 2012; Cantor-Atlantenco, 2007).
Estos factores tienen como consecuencia un consumo acelerado de glucégeno en el
musculo, produciendo una reduccién en el pH muscular, pérdida en textura, capacidad de
retencién de agua (CRA) y frescura (Glnsen et al., 2011; Ocafio-Higuera, 2003; Haard,
1992; Ashie et al., 1996; Sikorski et al., 1990; Pearson y Young, 1989; Forrest et al., 1975).

La nutricién tiene una relacion directa con los requerimientos de desarrollo de los peces, la
racion de alimento ingerido y el crecimiento con el tipo de ingrediente presente en el
alimento. El crecimiento se centra en la relacion de energia utilizada y proteina ingerida
(Alvarez-Truijillo, 2012). Ayaid et al. (2012) compararon distintas fuentes alternativas de
proteina (harinas de maiz, trigo, semillas de girasol, semillas de algodén) para poder
determinar las ventajas y desventajas de utilizar estas distintas fuentes vegetales. Por otra
parte, Elangovan y Shim (2000) recomendaron una sustitucion parcial de la harina de
pescado por harina de soya, hasta un 33%, ya que una sustitucion mayor tiene efectos
adversos en él crecimiento. Burr et al. (2012) indicaron que el nivel de la sustitucién de la
proteina de origen vegetal en el alimento depende principalmente de la seleccion adecuada

de mezclas de las diferentes fuentes (harinas vegetales y/o derivados).



Por lo anterior, el objetivo de presente trabajo fue evaluar el efecto de la sustitucion de
proteinas de origen animal por proteinas de origen vegetal en varios niveles en el alimento,
sobre la condicion fisiologica de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Lo anterior podria

permitir un mejor aprovechamiento de esta especie.



REVISION BIBLOGRAFICA

Produccion Mundial y Nacional de Tilapia del Nilo

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) en el
afio 2016, reportd que la produccién pesquera mundial en el 2014 fue de 167.2 millones de
toneladas, de las cuales 73.8 millones de toneladas fueron aportadas por la acuicultura
siendo el camardn, salmon y la tilapia las especies mas producidas a nivel mundial (FAO,
2016).

En México, CONAPESCA (2013) reportd una producciéon de 96,827 toneladas de tilapias
de cultivo, aportando un 2.83% de la produccion mundial en 2013 (FAO, 2016) y a nivel
nacional aporté el 39.40% de la produccion total por acuicultura, siendo la especie mas
producida por esta via. Este mismo organismo indicé que Jalisco es el mayor productor de
tilapia a nivel nacional con una produccion del 20.51% de la produccion total de esta
especie, seguido de Chiapas (16.12%), Veracruz (11.25%) y Michoacan (9.45%)
(CONAPESCA, 2013).

Generalidades de la Tilapia del Nilo

Originarias del area tropical de Africa y de Medio Oriente, pertenecen a la familia Cichlidae,
que abarca mas de 100 especies, de las cuales las mas representativas a nivel de psicultura
y acuicultura son O. aureus (tilapia azul), O. niloticus (tilapia del Nilo) y O. mossambicus

(tilapia de Mozambique) (Montoya-Camacho, 2013; Cantor-Atlantenco, 2007).
Distribucién Geogréfica

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una especie que habita en aguas calidas,
encontrandose distribuida en regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo (FAO,
2016, Montoya-Camacho 2013; Cantor-Atlantenco 2007). Sus habitats naturales suelen ser
aguas dulces como arroyos, rios y lagos; sin embargo, también se pueden encontrar en
aguas salobres o saladas alcalinas, estuarios y lagunas costeras, incluso se pueden

encontrar en habitats marinos (FAO, 2016).



Morfologia

Morfol6gicamente poseen un cuerpo alargado y comprimido (Montoya-Camacho, 2013),
bocas anchas y con facilidad de estirarse debido a que las hembras incuban los huevos
desovados en la boca hasta el momento del nacimiento (Toledo-Pérez y Garcia-Capote,
2000). Para su locomocion, poseen 2 aletas pares; pélvicas y ventrales y 3 aletas impares;
dorsal, caudal y anal. Las aletas dorsal y anal constan de varias espinas y la parte terminal
tiene radio suave, disponiendo su aleta dorsal en forma de cresta. La aleta caudal es
redonda, trunca y raramente cortada, ésta es la encargada de brindar equilibrio al momento

de nado en los peces (Figura 1) (Montoya-Camacho, 2013).

Aleta dorsal

Espinas

Figura 1. Anatomia externa de la tilapia del Nilo (Adaptado de Montoya-Camacho, 2013).



Tipos de Cultivo de Tilapia del Nilo

La siembra de este espécimen inicié desde hace mas de 4000 afios en Egipto (FAO, 2016;
Toledo-Pérez y Garcia-Capote, 2000; El-Sayed, 1999). En el afio de 1939, la tilapia fue
distribuida a diferentes paises del mundo por su valor comercial, al igual que por su gran
capacidad de adaptacion. En la actualidad, se cultiva en paises tropicales y subtropicales
donde se favorece su crecimiento y reproduccion (FAO, 2016). En el afio de 1964, se
introdujo a México para su cultivo rural (INAPESCA, 2003).

Existen diversos tipos de cultivos de tilapia, los cuales se definen en funcion de la cantidad
de la biomasa por determinado volumen o tipo de estanque en donde se cultivan (artificial,
natural o una combinacién de ambos) (Cantor-Atlantenco, 2007, INAPESCA, 2003).

Por Cantidad de la Biomasa:

e Cultivo extensivo: de baja intensidad, en estanques rasticos, donde el alimento es
natural (fertilizantes organicos o ecosistema del estanque), la densidad es de 1,000
a 5,000 peces/ha.

e Cultivo semi-intensivo: se pueden hacer en estanques rurales o risticos y estanques
artificiales donde los peces son alimentados con productos tales como fertilizantes
organicos e inorganicos en caso de los rurales y en caso de los artificiales con
alimentos comerciales para peces, aqui las densidades son de 5,000 a 20,000
peces/ha. en estanques rurales y 4 a 15 peces/m3, en estanques artificiales.

¢ Cultivo intensivo: son 100% artificiales y sus condiciones de cultivo y parametros
son producidos de forma artificial por maquinas (bombas de aireacion) y los
parametros se controlan por operadores. La densidad por estanque seria
aproximadamente de 80 a 150 peces/m® (CONAPESCA, 2012; Cantor-Atlantenco,
2007).

Por Tipo de estanque:

e Rural o rastico: son estanques excavados en la tierra impermeable, estos tienen su
propio suministro de agua.
o Artificiales: son estanques hechos de concreto, y tanques de fibra de vidrio estos

son utilizados en laboratorios e industrias.



e Jaulas o corrales: estos son puestos en una fuente natural de agua y utilizan la
corriente de la propia agua para poder deshacerse de los desechos y usar los
recursos naturales del agua como alimento (CONAPESCA, 2012; Cantor-
Atlantenco, 2007).

Parametros de Cultivo

Temperatura

La temperatura es un factor muy importante para el crecimiento, desarrollo y reproduccion
de los organismos. En el caso de las tilapias poseen un rango de tolerancia a la temperatura
muy amplio, el cual se extiende de 15°C a 40°C (Montoya-Camacho, 2013; CONAPESCA,
2012; Cantor-Atlantenco, 2007), teniendo una mayor tendencia por las temperaturas mas
calidas. El rango de temperatura ideal para el desarrollo es de 26 a 30°C, siendo los 28°C
el mas adecuado en los estanques para su maximo crecimiento (CONAPESCA, 2011, 2012;
Cantor-Atlantenco, 2007). Se ha descrito que un cambio repentino de 5°C genera estrés en
la tilapia, temperaturas menores a 20°C en los estanques, produce que los peces dejen de
crecer y no se reproduzcan, mientras que temperaturas de 15°C provocan que los peces
no se alimenten. Por otro lado, una temperatura superior a los 30°C genera un incremento
en el consumo de oxigeno, generando estrés a los 38°C y al llegado a ser letal a los 42°C
(Cantor-Atlantenco, 2007).

Oxigeno Disuelto

El oxigeno es el requerimiento mas importante que se debe controlar en el cultivo ya que
es fundamental para los procesos metabdlicos de la tilapia. Los niveles de oxigeno (O2) son
directamente proporcionales a la temperatura y pH presentes en el agua e inversamente
proporcional de la altitud. La tilapia necesita un minimo de 3.0 a 4.5 mg de O./L para su
apto crecimiento. El rango ideal de O disuelto es 8 a 10 mg/L y puede soportar una
concentracion de hasta 1 mg/L de O, lo cual se debe a que su sangre tiene la facilidad de
sobresaturarse aun con presion parcial baja. Por otra parte, a niveles inferiores a 3 mg/L su

metabolismo se vuelve anaerobio (Cantor-Atlantenco, 2007).



Salinidad

Al ser descendiente de peces de agua salada, la tilapia tiene la facilidad de adaptarse de
forma gradual al aumento de salinidad en el agua, teniendo un grado de tolerancia de 5-10
% (Cantor-Atlantenco, 2007). Los efectos de la salinidad en la tilapia se ven reflejados en
enzimas digestivas, consumo de oxigeno (Sandoval-Muy et al., 2012) y en la reproduccion
(El-Sayed, 2006). Sandoval-Muy et al. (2012) reportaron que al aumentar la salinidad
(mayor de un 10 %) en los estanques, los peces presentaron una menor actividad
enziméatica principalmente en las alfa-amilasas, y que el aumento > al 30% de salinidad
resulta ser letal.

pH

La tilapia del Nilo puede sobrevivir en aguas con un rango de pH entre 6.5y 9. El pH del
agua se puede afectar por la presencia de CO;, densidad del fitoplancton, alcalinidad y
dureza del agua. A niveles de pH bajos (<5) los peces empiezan a tener problemas con la
respiracion, lo cual se debe a que el ion Fe*? presente en el agua se adhiere a las branquias
produciendo mortandad en un periodo de 3 a 5 h, por otro lado, un pH muy alcalino (>11)
produce una mortandad casi inmediata, lo cual se debe a que el amonio que es excretado
en el agua por la liberacién de orina y excretas de los peces se transforma a amoniaco, el
cual es altamente toxico. Este fendmeno también se puede presentar también a pH de 8, 9
y 10 (Cantor-Atlantenco, 2007).

Amoniaco

El amoniaco es el principal metabolito liberado en la orina y las excretas de los peces. El
amoniaco presente en el agua es altamente téxico, ya que genera problemas fisioldgicos
en los peces, incluso la muerte. Los niveles tolerables de amoniaco por la tilapia oscilan
entre 0.6 hasta 2.0 ppm en el agua, en el caso de los estanques artificiales, sin embargo, a
concentraciones de 0.08 ppm se empiezan a presentar problemas en los peces como son
la falta de apetito y reduccién del crecimiento, en los estanques rurales. El amoniaco
presente entra en equilibrio con el agua formando iones amonio e hidroxido, los cuales
dependen directamente del pH del agua para no ser toxico para los peces (Figura 2). La

toxicidad del amoniaco es directamente relacionada con la temperatura, ya que a mayor



temperatura la cantidad de amoniaco es mayor. Los limites tolerables en los estanques son
de 0.01 a 0.1 ppm (Cantor-Atlantenco, 2007).

+ -
NH, + H, O *— NH, + OH

Figura 2. Equilibrio de amoniaco con agua (Adaptado de Blanco, 2005).

Nitritos y Nitratos

En los estanques la presencia del amoniaco produce la proliferaciéon de bacterias
nitrosomonas, las cuales desdoblan el amoniaco presente en el agua para obtener energia
y producen nitritos en forma acida (HNO). Los nitritos (NO2) son menos téxicos que el
amoniaco, sin embargo, una alta presencia de estos en el agua produce problemas en los
peces convirtiendo a la hemoglobina en metahemoglobina, la cual no puede transportar el
oxigeno de forma correcta. Lo ideal es mantener los niveles menores a 0 mg/L, ya que
cantidades de 0.1 mg/L producen los problemas anteriormente descritos e incluso dejan de

comer y mueren (Cantor-Atlantenco, 2007).

A su vez, la presencia de nitritos hace que prolifere la produccién de bacterias nitrobacter.
Estas toman energia de los nitritos desdoblandolos hasta producir nitratos (NOgs). Los
nitratos son compuestos menos téxicos que los nitritos, sin embargo, su presencia tiene
efectos en el desarrollo de las crias y en la reproduccién en peces adultos. La presencia de
estos microorganismos propicia el crecimiento de plantas en los estanques rasticos (Cantor-
Atlantenco, 2007; Saubot, 2002).

Estas bacterias se encuentran en pequefias cantidades en el agua antes de que se

siembren los peces en el estanque o tanques artificiales. Por lo general, las nitrosomonas



crecen una semana después de mantener a los peces en el estanque o tanque. Posterior
a esto, comienza la proliferacion de nitrobacter. Los 2 tipos de bacterias nitrosomonas y
nitrobacter se encuentran por lo general en las salidas de las mangueras en los tanques en
donde se concentra mas el oxigeno. Cantor-Atlantenco (2007) y Ulrich (2010) reportaron

gue la mejor forma de eliminar estas bacterias es con cambios de agua regulares e intensos.

Requerimientos Nutricionales de la Tilapia

La tilapia del Nilo utiliza a las proteinas como fuente principal de energia. Son peces
omnivoros (FAO, 2016; Trovsik et al., 2012; Cantor-Atlantenco, 2007) que se alimentan
principalmente de fitoplancton, algas marinas unicelulares y filamentosas al igual que
detritus (desperdicios) y en ciertos casos de peces pequefios, invertebrados inferiores,
insectos, fertilizantes e incluso llegan al canibalismo (Cantor-Atlantenco, 2007; El-Sayed et
al., 2003; Cho y Jo, 2002). En el cultivo en estanques artificiales, siembras semi-intensivas
o0 intensivas los peces se alimentan con alimentos elaborados con harinas de cereales o
semillas como las de girasol y algodon. Maina et al. (2002) consideraron a las tilapias del
Nilo como organismos herbivoros con una alta capacidad para utilizar o digerir la fibra
presente en la dieta como fuente de energia, lo cual se atribuye a su intestino. Los peces
herbivoros poseen una mayor capacidad para digerir fibras y utilizar las proteinas de las
plantas debido a una mayor cantidad de amilasas en el intestino largo, asi como una menor
produccién de pepsina y tripsina en su sistema. En cambio, los peces carnivoros poseen

una mayor cantidad de tripsina y pepsina que amilasa en los intestinos mas cortos.

La tilapia del Nilo tiene diferentes necesidades proteicas segin su etapa de desarrollo
(Tabla 1) (Cantor-Atlantenco, 2007; El-Sayed et al., 2003; Cho y Jo, 2002). Los aminoacidos
esenciales para el 6ptimo desarrollo son: arginina, valina, histidina, metionina, fenilalanina,
triptéfano, treonina, lisina, leucina e isoleucina (FAO, 2016). Por otra parte, las necesidades
lipidicas de la tilapia se encuentran entre un 10y 15 %, siendo los acidos grasos omegas 6
los mas requeridos (acido linoleico y el &cido araquidénico), mientras que de carbohidratos
requiere hasta un 40 %. Por ultimo, las vitaminas y minerales se necesitan en menos de 2
% cada uno (FAO, 2016; Cantor-Atlantenco, 2007).
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Tabla 1. Porcentaje de requerimiento proteico de la tilapia del Nilo segun etapa de

desarrollo
Etapa Peso (g) Requerimiento proteico
en la dieta (%)
Larva 45.0-50.0
Cria 0.2-1.0 40.0

Alevin 1.0-10.0 35.0-40.0

Juvenil 10.0- 25.0 30.0-32.0

Adulta 25.0 - 200.0 30.0-32.0
Reproductora 40.0 - 45.0

Proteinas de Origen Animal

Cuando hablamos de acuicultura tenemos que referirnos a la harina de pescado como la
principal fuente de proteina de origen animal para la alimentacién de los peces, debido a su
alta palatabilidad, alto balance de aminoacidos y acidos grasos esenciales, alto porcentaje
en proteina 64-68 % y una alta digestibilidad (FAO, 2016; Ayaid et al., 2012; Bauer et al.,
2012; Burr et al., 2012; Trovsik et al., 2012; IFFO, 2006).

La harina de pescado es un subproducto de la produccién de aceite de pescado, sin
embargo, debido a su gran valor proteico, palatabilidad y alto balance de nutrientes
esenciales, gané popularidad en los afios 50’'s como un ingrediente para la elaboracion de
alimento para cerdos (Ayaid et al., 2012). En la actualidad, la harina de pescado se utiliza
como ingrediente principal en el alimento para peces de acuicultura, lo cual se debe a las
caracteristicas anteriormente mencionadas (Ayaid et al., 2012; Bauer et al., 2012; Cruz-
Suérez et al., 2007; Boonyaratpalin 1998). Bauer et al. (2012) reportaron que el 68.2% de

harina de pescado producida a nivel mundial se destina a la acuicultura.
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Los precios de la harina de pescado y los alimentos producidos a partir de ella han
aumentado de forma exponencial. Esto se debe al aumento de la produccién acuicola, lo
cual a su vez ha conllevado una alta demanda de harina de pescado y a que la produccion
de esta harina no ha aumentado de forma significativa en los ultimos afios. La alimentacion
de los organismos representa desde un 50 a un 70 % de inversion en la acuicultura. Por
consiguiente, es necesario buscar alternativas de fuente de proteina de bajo costo con la
finalidad de poder obtener una produccion méas sustentable (Ayaid et al., 2012).

Proteinas de Origen Vegetal

Diversas alternativas se han considerado para el reemplazo de proteina de origen animal,
entre éstas se encuentran los subproductos agricolas o la utilizacion de frutas de temporada
(Delgado-Vidal et al., 2009). Por otro lado, la utilizacién de proteinas de origen vegetal
representa una alternativa viable para sustituir a la proteina de origen animal (Ayaid et al.,
2012). Sin embargo, éstas presentan desventajas como ausencia de aminoacidos
esenciales (principalmente metionina, histidina y cisteina) y factores antinutricionales, los
cuales traen como consecuencia efectos en el crecimiento y poca eficiencia alimenticia y
proteica (Ayaid et al., 2012). Estas desventajas pueden solucionarse con tratamiento
térmico para eliminar los factores antinutricionales, sin embargo, si no se aplica
correctamente el tratamiento térmico se produce una desnaturalizaciébn de proteinas y
eliminacion de lisina (Ayaid et al., 2012). Diversos estudios sefialan a la soya como la
principal fuente de proteina para producir alimentos para peces, seguidos por las semillas
de algoddn, de girasol, maiz y trigo (Bauer et al., 2012; Bulbul et al., 2013; Dias et al., 2009;
Elangovan y Shim, 2000; El-Sayed et al., 1999). De acuerdo con Burr et al. (2012), la adicion
0 sustitucién de proteina de origen vegetal en el alimento depende principalmente de la
seleccion adecuada de los ingredientes o fuentes de origen vegetal. Diversos
investigadores recomiendan la suplementacion de metionina y lisina en las dietas para

poder compensar la ausencia de aminoacidos (Aguiar et al., 2005).

La harina de soya es la mas estudiada en acuicultura debido a su alto valor nutricional, buen
perfil de aminoacidos y precio razonable a comparacion con la harina de pescado. Sin
embargo, factores como bajos niveles de histidina y metionina, asi como la presencia de

factores antinutricionales especificamente inhibidores de proteasa (tripsina), antivitaminas
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y alergénicos, deben de ser considerados para la formulacién del alimento para peces
(Kader et al., 2010; El-Sayed, 1999).

Las semillas de algodon son otra fuente muy estudiada para producir harina, lo cual se debe
a su gran valor proteico (33.4-44.7 %) y un buen perfil de aminoacidos. Debido a que esta
fuente vegetal presenta una baja cantidad de cisteina, lisina y metionina es recomendable
la suplementacién de estos aminoacidos en forma cristalizada. Ademas de lo anterior, el
principal problema que se enfrenta cuando se utiliza las semillas de algodoén es la presencia
del pigmento gosipol, el cual es altamente toxico (Ayaid et al., 2012). El-Saidy y Gaber
(2002) recomiendan para eliminar hasta un 33% de gosipol, un tratamiento con hierro al 1
% en las semillas, ademas de la adiccidon de lisina y metionina para la formulacion de

alimento para O. niloticus.

La harina de maiz es una fuente de origen vegetal muy estudiada, esto se debe a que posee
una gran cantidad de proteina (66.7-74.7 %), es baja en fibra (0.8-2.4 %) y tiene altos
valores de vitaminas B y E. Ademas de poseer menos factores antinutricionales en
comparacion con las otras harinas de origen vegetal como la soya. La harina de maiz tiene
bajos niveles de lisina (1.0-2.1 %) y metionina (0.9-1-8 %) (Regost et al., 1999).

La harina de sorgo posee la misma cantidad de proteinas que otros cereales, sin embargo,
es considerada proteina de baja calidad, principalmente por tener de 35 a 90 % menos
lisina que otros cereales. Al igual que otros granos y alimentos de origen vegetal, este posee
diversos factores antinutricionales, como inhibidores de proteasas, inhibidores de amilasa,
cianogeno, acido fitico, taninos y tendencia a contaminarse con aflatoxinas (Taylor y Taylor,
2011; Tacon, 1989). Montoya-Mejia (2012) recomienda combinar la harina de sorgo con
otras fuentes proteicas. Por lo anterior es necesario mencionar que la principal funcién de

la harina de sorgo es servir como fuente de carbohidratos en las dietas.

El reemplazo de la harina de pescado con una mezcla compleja de proteinas de origen
vegetal puede reducir la exposicion a los factores antinutriticinales individuales y mejorar el
aprovechamiento (Olvera-Novoa et al., 1990). Rodehutscord et al. (1995), describieron que
la harina de pescado podia sustituirse por completo con una mezcla de gluten de trigo y
aminoacidos cristalizados sin tener efectos negativos en el crecimiento en truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). De acuerdo con Burr et al. (2012) la sustitucion de proteina de
origen vegetal en el alimento depende principalmente de la seleccién adecuada de mezclas

de ingredientes de origen vegetal.
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Fisiologia de la tilapia

Los peces en la naturaleza estan sujetos a cambios considerables tanto en su entorno o
medio ambiente, como a la disponibilidad de alimento (Alvarez-Truijillo, 2012), lo cual
moadifica la condicion fisiologica de los organismos y podria impactar en la calidad final del
producto obtenido. A continuacion, se describen algunos aspectos fisiolégicos que afectan

a la calidad de los productos de la pesca.

Obtencién de Energia

En el masculo de los organismos vivos, el ATP (adenosin-5’-trifosfato) es el nucleétido mas
abundante, el cual se genera durante la glucdlisis, asi como en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos y la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (Lehninger et al.,
2008). Para éstas dos ultimas vias, es necesaria la presencia de oxigeno, el cual no se
suministra cuando el organismo muere, por lo que la generacidn de energia aerdbica se
detiene (Huss, 1999). Bajo estas condiciones, la mayor parte del ATP posmortem se genera
por la glucdlisis anaerobia, la cual es un proceso sumamente ineficiente para la produccion
neta de energia (2 ATP) en comparacion a la glucolisis aerobia (36 ATP) (Mathews et al.,
2002).

En la Figura 3 se presentan las principales rutas para la obtencion de energia anaerébica
posmortem en organismos acuaticos y los metabolitos relacionados. En las etapas iniciales
posmortem se puede obtener energia rapidamente a través de la utilizacion de fosfagenos,
gue en vertebrados es la creatina fosfato (Lehninger et al., 2008). La reaccién consiste en
regenerar ATP por transferencia del grupo fosfato del fosfageno al ADP por accion de la
enzima creatina quinasa, liberando creatina en el proceso (Lehninger et al., 2008; Wongso
et al., 1998).

Por otro lado, se conoce que cuando los organismos acudticos se encuentran bajo
condiciones de requerimientos de energia, ésta la obtienen a través de rutas aerébicas o
anaerébicas utilizando el glucégeno almacenado en su musculo (Lehninger et al., 2008).
Como se puede observar en la misma Figura 3, bajo condiciones anaerébicas cuando se
produce energia (ATP) a partir del glucégeno almacenado en el muasculo, también se
obtiene piruvato como producto intermedio. Bajo estas condiciones el piruvato se convierte

a &cido lactico por accion de la enzima lactato deshidrogenasa (Lehninger et al., 2008).
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En el musculo de organismos acuaticos la degradacién del ATP en condiciones posmortem
se presenta en dos etapas, la primera consiste en la transformacién rdpida de este
metabolito hasta adenosin difosfato (ADP), adenosin monofosfato (AMP) y posteriormente,
hasta inosina monofosfato (IMP), inosina (HxR) e hipoxantina (Hx), por accion de enzimas
enddgenas. La segunda etapa se lleva a cabo mas lentamente, se observa una oxidacion
de la Hx hasta xantina y después hasta acido Urico, por enzimas bacterianas durante la
etapa de posrigor (Ashie et al., 1996; Surette et al., 1988).

Citoplasma Mitocondria
Metabolismo anaerobio Metabolismo aerobio
Glucégeno Creatina Fosfato
-~ ADP
v |:
Glucosa e
ATP
Creatina
L ™ 2ATP
Piruvato - Piruvato
l l\‘ co,
Acido Lactico Acetil-CoA
34 ATP
Ciclo de /
Kreb's

Figura 3. Principales metabolitos relacionados con la obtencién de energia aerébica y
anaerdbica en organismos acudaticos (Adaptada de Montoya-Camacho, 2013).
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Disminucién de pH

En el tejido muscular bajo condiciones anaerodbicas posmortem, tanto la velocidad como el
grado de descenso del pH se debe a la acumulacién y disociacion de acido lactico. Lo
anterior esté en funcion del contenido de glucégeno en el musculo (Forrest et al., 1975), asi
como de la especie (Pearson y Young, 1989) y de la liberacion de los fosfatos inorganicos

y amoniaco provenientes de la degradacion de ATP y proteinas (Sikorski et al., 1990).

Una vez que el organismo ha muerto los valores de pH descienden, por lo tanto, se ven
afectadas las propiedades fisicas y tecnoldgicas del musculo (Ashie et al., 1996), causando
una pérdida de textura en el musculo y una reduccion de la capacidad de retencion de agua,
entre otras. El pH posmortem del musculo desciende rdpidamente, lo que provoca una
exudacion de liquido y genera un aspecto acuoso sobre la superficie. De igual forma,
disminuye y se ve afectada la frescura de los productos marinos, debido a que se acelera
la degradacion de IMP por fosfomonoesterasas acidas cuyo pH de accion es de 6.0 (Haard,
1992). En consecuencia, se genera la produccién de Hx, esta contribuye a la pérdida
progresiva de la calidad, ya que su acumulacion en el musculo de pescado refleja la fase
inicial de la degradacion autolitica, asi como también el subsecuente deterioro bacteriano.
Posteriormente, con la resolucién del rigor mortis, la actividad bacteriana produce un
incremento gradual de pH, debido a la produccién de amoniaco y de otros compuestos
basicos (Gunsen et al.,, 2011). En resumen, primeramente, el pH muscular disminuye
durante el inicio del rigor mortis y posteriormente, se incrementa progresivamente como

resultado de la actividad microbiana (Ocafio-Higuera, 2003).
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HIPOTESIS

El nivel de sustitucion de proteinas de origen animal por proteinas de origen vegetal en el
alimento modificara la condicidn fisiologia de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), asi

como en el desarrollo, crecimiento y composiciéon quimica del musculo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del nivel de sustitucion de proteinas de origen animal por proteinas de
origen vegetal en el alimento sobre la condicion fisioldgica de la tilapia del Nilo (Oreochromis

niloticus).

Objetivos Especificos

1. Elaborar alimentos con distintos niveles de sustitucion de proteina de origen animal
por proteina de origen vegetal (alimentos con 0% de sustitucion (Do), 50% de
sustitucion (Dso) Yy 100% de sustitucion (D1oo)).

2. Determinar la composicion proximal de los alimentos experimentales y compararlos

con un alimento comercial (Dc).

3. Evaluar la calidad del agua de los tanques de los diferentes tratamientos y alimento

control (comercial) durante el bioensayo.

4. Determinar el impacto de la ingesta de los alimentos experimentales (Do, Dso Y D1oo)
y control (alimento comercial), sobre los parametros bioldgicos (desarrollo vy

crecimiento) en la tilapia del Nilo.

5. Determinar el impacto fisiolégico de los alimentos experimentales (Do, Dso Y Di1oo) Y

control (alimento comercial) en la tilapia del Nilo.
6. Determinar el impacto en la composicion quimica proximal de los alimentos

experimentales (Do, Dso y Diog) y control (alimento comercial) en el masculo de

tilapia del Nilo.

18



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se dividi6 en cuatro etapas. En la primera etapa se formularon los
alimentos con el software Nutrion PRO 5, posteriormente se procesaron utilizando un
extrusor y se comparo la composicion quimica proximal de los alimentos con un alimento
comercial. En la segunda etapa, se evalué el efecto de la sustitucion de proteina de origen
animal en el alimento por proteinas de origen vegetal (soya, trigo, maiz y sorgo), sobre el
desarrollo biologico y el crecimiento de los organismos. En la tercera etapa, se evaluo el
efecto de la sustitucion de proteina de origen animal en el alimento por proteina de origen
vegetal sobre los cambios fisiolégicos. En la cuarta etapa, se evalué el efecto de la
sustitucioén de proteina de origen animal en el alimento por proteinas de origen vegetal
sobre la composicién quimica proximal del muasculo de pescado. A continuacion, se

describen los materiales y métodos que se emplearon la investigacion.

Manejo de los Organismos

Se obtuvieron organismos adultos de tilapia del Nilo (Oreochromus niloticus), con talla y
peso promedio de 18.8 + 0.3 cmy 123 + 6.3 g, respectivamente, del Laboratorio CriLab “La
Victoria” en Hermosillo, Sonora. Posteriormente, fueron transportados en tanques de fibra
de vidrio (250 L) durante 40 minutos en un carro tipo Pickup hasta el Laboratorio Himedo
del Departamento de Investigaciones Cientifica y Tecnoldgicas de la Universidad de
Sonora (DICTUS). Finalmente, se procedié a transferir los organismos al sistema

experimental.

Condiciones y Desarrollo del Sistema Experimental

El sistema experimental estuvo constituido por 16 tanques de 250 L de capacidad cada uno,
los cuales se llenaron con 230 L de agua dulce y fueron suministrados con aireacion
constante. Ademas, se realizé un recambio diario aproximado del 90 % del volumen de
agua del sistema. Los organismos se distribuyeron aleatoriamente a razon de 10
organismos por tanque, equivalentes a una densidad de siembra de 67 tilapias/m?3. El
bioensayo se realizé por 60 dias y se utilizaron cuatro tanques por tratamiento. Durante el

bioensayo se mantuvieron controladas las siguientes condiciones en los tanques:
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temperatura de 26.7 £ 0.39°C, oxigeno disuelto 5.2 + 0.75 mg/mL y pH del agua de 7.9 +
0.15.

Todos los organismos fueron alimentados durante 10 dias con un alimento balanceado
comercial con 38 % de proteina (Ziwler®) para su aclimatacién y posteriormente, fueron
alimentados durante 60 dias con los alimentos experimentales. La tasa de alimentacion
diaria fue de 2.5 % del peso corporal humedo, suministrando el alimento en tres raciones
diarias (09:00, 13:00 y 17:00 h). Diariamente, los tanques fueron sifoneados con una
manguera para eliminar excretas y residuos de alimento (Gonzéalez-Félix et al., 2010).
Asimismo, se monitored la calidad el agua del sistema experimental, midiendo diariamente
la temperatura, pH y oxigeno disuelto, mientras que el contenido de amoniaco, nitratos y
nitritos presentes en el agua se determiné cada 15 dias. Inmediatamente después, se
tomaron 6 organismos al azar por tratamiento para la determinacion de la condicion

fisiolégica.

Una vez transcurrido el tiempo del bioensayo, todos los organismos fueron sacrificados por
choque térmico empleando agua y hielo molido. Inmediatamente después fueron fileteados
manualmente y cada filete obtenido se empacé en bolsas de polietileno y se congel6 a —
80°C en un ultracongelador Marca New Brunswick Scientific. Posteriormente, los filetes
congelados se transportaron al Laboratorio de Investigacion en Alimentos (LIA) del
Departamento de Ciencias Quimico Biolégicas de la Universidad de Sonora y

permanecieron congelados hasta el momento de su utilizacion.

El estudio se realiz6 en 4 etapas las cuales se describen a continuacion:

Etapa 1. Formulacion, Elaboracion y Andlisis Quimico Proximal de los Alimentos

Experimentales

Se formularon y elaboraron tres alimentos experimentales isoprotéicos e isoenergéticos
con 37 % de proteina total. Se incluyo la harina de pescado en 20, 10 y 0 % en los
alimentos, sustituyéndola con proteinas de origen vegetal en 0, 50 y 100%,
respectivamente (Tabla 2). De igual forma, se utiliz6 un alimento comercial (Ziwler®) con
38 % de proteina que fungié como control. Los alimentos experimentales se formularon
utilizando el software Nutrion 5 PRO®. Los alimentos fueron elaborados en el Laboratorio

de Molinos del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos (DIPA) de la
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Universidad de Sonora. Para ello, primeramente, se molieron finamente los ingredientes
sélidos en un molino Cyclotec, se cernieron en un tamiz de 500 pm y se mezclaron por 10
minutos en una mezcladora Kitchenaid®. Seguido de esto, se adicionaron los ingredientes
secos y una emulsion de aceite-lecitina de soya. Posteriormente, se adicionaron 500 mL
de agua para alcanzar un 18% de humedad y la pasta resultante se pasé a través de un
extrusor Brabender (Modelo E 19/25 D, Instruments Inc, South Hackensack, NJ U.S.A) con
un tornillo # 3, las temperaturas empleadas fueron de 80-95-125-140°C. Se obtuvieron los
pellets de 3.4 mm de didmetro y con aproximadamente 8 % de humedad. Finalmente, los
pellets se cortaron manualmente para posteriormente ser almacenados en bolsas de

polietileno (Ziploc®) hasta su uso.

Analisis Quimico Proximal de los Alimentos Experimentales

El andlisis de humedad, cenizas, proteina cruda, grasa cruda y fibra cruda de los alimentos
experimentales se llevd a cabo en el Laboratorio de Analisis de Alimentos del
Departamento de Ciencias Quimico Biologicas. Donde se emplearon los métodos oficiales
930.15, 942.05, 976.05, 2003.05 y 978.10, respectivamente, recomendados por la AOAC

(2012). Se utilizé una n=3 para cada determinacion.
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Etapa 2. Efecto de la Sustitucion de Proteinas de Origen Animal en el Alimento por
Proteina de Origen Vegetal, sobre el Desarrollo Biolégico y el Crecimiento de los

Organismos

Determinacién de los Parametros Bioldgicos y de Crecimiento

Los principales parametros biologicos que se midieron durante el desarrollo del cultivo de
tilapia fueron la supervivencia e indices de crecimiento como el peso inicial, peso final, peso
ganado (expresado como % del peso inicial), tasa de crecimiento especifico (TCE), factor
de conversion alimenticia (FCA) y tasa relativa de crecimiento (TRC) (Gonzalez-Félix et al.,
2010).

Supervivencia (%)= No. de organismos final x 100
No. de organismos inicio

TCE (%/dia) = 100*((In peso final — In peso inicial) / dias de tratamiento)

In: logaritmo natural

FCA =  Alimento total consumido (Q)
Incremento en peso corregido (g)

Incremento en peso corregido (IPC) =

Biomasa finaI+Eeso promedio final + Peso promedio inicial x No. de muertoﬂ — Biomasa inicial
2

TRC (%)= Peso final (q) — Peso inicial (q)
Peso inicial (g)

Peso Ganado (g) = Peso final (g)- Peso inicial (g)

Se realizaron las determinaciones de los pardmetros cada quince dias empleando una
n=10.
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Tabla 2. Formulacion de los alimentos experimentales

Tratamientos D100 Dso Do
Inclusion Harina de Pescado (%) 0 10 20

Sustitucion de Harina de Pescado (%) 100 50 0
Ingredientes (g/KQ)
Harina de sardina ? 0.0 100.0 200.0
Pasta de soya ! 725.0 549.8 373.9
Harina de maiz ! 150.0 114.5 150.0
Harina de trigo * 50.0 150.0 150.0
Harina de sorgo ? 5.0 10.0 51.5
Aceite de sardina 2 38.9 44.6 435
Lecitina de soya ® 10.0 10.0 10.0
Premezcla de vitaminas * 8.0 8.0 8.0
Premezcla de minerales ° 5.0 5.0 5.0
Fosfato de sodio dibasico © 5.0 5.0 5.0
Cloruro de colina * 2.0 2.0 2.0
Vitamina C ’ 1.0 1.0 1.0
BHT 8 0.1 0.1 0.1
Total 1000.0 1000.0 1000.0

1. Promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C. V., La Paz, BCS, México.

2. Pescaharina de Guaymas S.A de C.V.

3. ODONAJI. Distribuidora de Alimentos Naturales y Nutricionales S.A. de C.V., México,
D.F.

4. Composicién de la premezcla de vitaminas (g/kg premezcla): Vit. A 5, D; 0.001, E 8,
menadiona 2, B; 0.5, B, 3, Bs 1, DL-Ca- Pantotenato 5, acido nicotinico, H 0.05 inositol
5, B12 0.002, acido félico 0.18, a -celulosa 865.266.

5. Composicion de la premezcla minerales (g/100 g premezcla): CoCl, 0.004, CuSOa..
5H,0 0.25, FeSO,. 7H,0 4, MgSO.. 7H,0 28.398, MnSO4. H20 0.65, KI 0.067, Na.SeOs
0.01, ZnS0O4 7H.0 13.193, a-celulosa 53.428.

6. SIGMA Cat No. S-0876. SIGMA—-ALDRICH Chemical Company, St. Louis, MO, USA.

7. Stay C (35% agente activo). Roche, México, D.F.

8. Hidroxitolueno butilado, ICN Cat. N0.101162. Aurora, Ohio, USA.

9. Valores son medias de tres repeticiones * DS.
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Determinacién de los Parametros de Calidad del Agua del Sistema Experimental

En el agua de los tanques reservorios del sistema experimental, diariamente se
monitorearon la temperatura y el pH utilizando un potenciémetro Hanna Modelo HI 98127,
el oxigeno disuelto con un oximetro Ysi, (Modelo 85, Yellow Spring, Ohio) (Gonzalez-Félix
et al., 2010). El amoniaco, nitratos y nitritos se midieron cada quince dias de acuerdo con
la metodologia descrita por Soldrzano (1969). Las muestras de agua fueron sometidas a
una reaccién colorimétrica utilizando un kit comercial HANNA Instruments, (Modelo HI

38049) y se hicieron lecturas en un espectrofotémetro a 640 nm.

Etapa 3. Evaluacion del Efecto de la Sustitucién de Proteina de Origen Animal en el
Alimento por Proteina de Origen Vegetal sobre los Cambios Fisiol6gicos

Cuantificacién del ATP

En el musculo vivo, el ATP es el nucle6tido predominante (Sikorski et al., 1990). Este
metabolito disminuye rapidamente dentro de las primeras 24 horas posmortem, en donde
la velocidad y el grado de degradacion estan en funcién de la especie, tipo de masculo y el
estado de estrés que presente el organismo (Sikorski et al., 1990). La identificacion y
cuantificacion del ATP se llevo a cabo por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de
acuerdo a la metodologia descrita por Ryder (1985), con un extracto de musculo de tilapia.
El extracto se obtuvo homogeneizando 2 g de musculo con 15 mL de &cido perclérico (0.6
M) a 0°C, en un homogeneizador Laboratory Equiment Manufacturer (Modelo HOG-020) a
18,000 rpm durante 1 minuto. El homogeneizado se centrifugd por 10 minutos a 8,000 x g
a 0°C en una centrifuga refrigerada Thermo Scientific (Modelo Sorvall Lynx 4000 Label 2).
Posteriormente, se tomé una alicuota de 7 mL del sobrenadante, se neutralizé a un pH de
6.5-6.8 con KOH (1 M), se dejé reposar por 30 minutos a 0°C. Inmediatamente, el perclorato
de potasio se removio por filtraciéon con papel Whatman No. 4. El sobrenadante se diluy6
a 15 mL con agua destilada y las muestras se almacenaron a -80°C en un ultracongelador
Thermo Scientific hasta su utilizacion.

Para la separacion y cuantificacion del ATP se tomaron 20 pL del sobrenadante
neutralizado y diluido, los cuales se inyectaron en un cromatédgrafo Agilent Technologies
(Modelo 260 Infinity Series), en una columna Agilent de fase reversa C18 Ultrasphere ODS

de 4.6 mm de diametro interno x 250 mm de largo (Beckman Instruments, Inc. Fullerton,

24



CA). La fase movil consistié de un buffer de fosfatos compuesto de KHPO4 (0.04 M) y
K2HPO4 (0.06 M). El flujo utilizado fue de 1mL/min. El compuesto se detecté a 254 nm con
un detector ultravioleta Agilent Technologies. El equipo se calibré inyectando 20 yL de una
solucién 0.166 M del compuesto de referencia. Se utilizé una n=6 para cada tratamiento y

los resultados se expresaron como pmol/g de muestra.

Carga Energética Adenilada (CEA)

La determinacion de la CEA del filete de la tilapia se llevé a cabo de acuerdo a la ecuacion
de Maguire et al. (1999):

CEA= [ATP] + % [ADP]

[ATP] + [ADP] + [AMP]

La extraccion, identificacion y cuantificacion de ATP, ADP y AMP se realiz6 segun la
metodologia descrita por Ryder (1985), como se describe anteriormente (ver cuantificacion
de ATP).

Cuantificacion del Glucégeno

La principal fuente energética para mantener el nivel fisiologico de ATP en el tejido
muscular es la degradacion del glucogeno almacenado (Huss, 1999). La cuantificacion del
glucogeno en el musculo se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por Racotta
et al. (2003). Esta consiste en homogeneizar 2 g de musculo con 5 mL de acido
tricloroacético (TCA) (10%) frio durante un minuto en un homogeneizador Laboratory
Equiment Manufacturer (Modelo HOG-020) a una velocidad de 22,000 rpm. El
homogeneizado se centrifugd durante 15 minutos a 8,000 x g a -2 °C en una centrifuga
refrigerada Thermo Scientific (Modelo Sorvall Lynx 4000 Label 2, Alemania). Se tomo una
alicuota de 0.1 mL del sobrenadante y esta se colocé en tubos eppendorf de 1.5 mL y se
le agreg6 1 mL de etanol frio al 95 % para precipitar el glucégeno. Posteriormente, el tubo

eppendorf se agitdé con un vortex Scientific Industries (Vortex-Genie 2 Modelo 0-560), para
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después centrifugarse de nuevo bajo las condiciones anteriormente descritas. Finalmente,
el sobrenadante se decant6 y los tubos con el glucogeno se secaron en vacio a 60 °C
durante 30 minutos.

El precipitado (glucégeno) se resuspendié en 0.1 mL de agua destilada con agitacion en
un vortex Scientific Industries (Vortex-Genie 2 Modelo 0-560). Posteriormente, se le
adicion6 1 mL del reactivo de antrona (0.1% de reactivo disuelto en &cido sulfurico al 76 %)
para después incubarse durante 5 minutos a 90°C en un bafio Maria Fisher (Science
Isotemp 205 Modelo 205). Inmediatamente los viales se enfriaron en agua fria (agua +
hielo) para detener la reaccion. Se midié absorbancia a 620 nm contra un blanco en un
espectrofotdmetro Agilent Techologies (Cary 60 Uv-Vis Modelo G6860A). Se utilizé una
n=6 para cada tratamiento y los resultados se reportaron como mg de glucoégeno por g de

musculo.

Contenido de Carbohidratos Totales

La cuantificacion del contenido de carbohidratos totales se llevo a cabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Racotta et al. (2003). Esta metodologia consistié en
homogeneizar en un homogeneizador Laboratory Equiment Manufacturer (Modelo HOG-
020), 1 g de musculo con 5 mL de acido tricloroacético (TCA) frio al 10 % durante 1 minuto
a una velocidad de 22,000 rpm. El homogeneizado se centrifugé en una centrifuga
refrigerada Thermo Scientific (Modelo Sorvall Lynx 4000 Label 2, Alemania) a 3000 x g y
0°C durante 15 minutos. Se tomaron alicuotas de 0.1 mL del sobrenadante y se colocaron
en tubos eppendorf de 1.5 mL, a los que se les adicion6 1 mL del reactivo de antrona (0.1%
de reactivo disuelto en acido sulftrico al 76%) para después se sumergieron durante 5
minutos a 90°C en bafio Maria Fisher (Science Isotemp 205 Modelo 205). Inmediatamente
después del calentamiento, los viales se enfriaron en agua fria (agua + hielo) para detener
la reaccién. Se midi6 absorbancia a 620 nm contra un blanco en un espectrofotémetro
Agilent Techologies (Cary 60 Uv-Vis Modelo G6860A). Se utiliz6 una n=6 para cada

tratamiento y los resultados se reportaron como mg de glucosa/g de musculo.
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Determinacién del pH

La determinacién de pH se llevo a cabo por la metodologia descrita por Woyewoda et al.
(1986), para ello se realizé un homogeneizado del masculo con agua destilada y se midié
el pH empleando un potencibmetro Thermo Electron Co. Orion 420 A, calibrado con

soluciones comerciales de referencia. Se utilizd una n=6 para cada tratamiento.

Etapa 4. Evaluacion del Efecto de la Sustitucion de Proteina de Origen Animal por
Proteina de Origen Vegetal, sobre la Composicién Quimica Proximal en el Mlsculo.

Andlisis Quimico Proximal del Misculo de los Organismos Experimentales

Para realizar el analisis de humedad, cenizas, proteina cruda, grasa cruda y fibra cruda del
musculo de los organismos experimentales, se emplearon los métodos oficiales 952.08,
938.08, 940.25, 248.16 y 978.10, respectivamente, recomendados por la AOAC (2012) en
el Laboratorio de Andlisis de Alimentos del Departamento de Ciencias Quimico Biolégicas
de la Universidad de Sonora. Se utiliz6 una n=3 para cada determinacion.

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

El presente estudio se dividid en dos etapas, en la primera se evalué el efecto de la
sustitucion de proteinas de origen animal en el alimento por proteinas de origen vegetal,
sobre los cambios en el desarrollo bioldgico de los organismos, los cuales comprendieron
las determinaciones de supervivencia e indices de crecimiento como el peso inicial, peso
final, peso ganado, tasa de crecimiento especifico (TCE) y factor de conversion alimenticia
(FCA). También se realizd6 un analisis quimico proximal a los alimentos experimentales.
Para analizar los datos obtenidos en esta etapa, se aplic6 un analisis de varianza y los
resultados obtenidos se analizaron como medias repetidas por tiempo utilizando un nivel
de significancia de 0.05 en el error. Para ello, se emple6 un disefio experimental
completamente al azar de una sola via, teniendo como variable el porcentaje de sustitucion
de proteinas de origen vegetal en tres niveles (0, 50 y 100 %).

Para la segunda etapa, se evalud el efecto de sustitucion de proteinas de origen animal en
el alimento por proteinas de origen vegetal, sobre los cambios en la fisiologia muscular, los

cuales comprendieron las determinaciones del ATP, CEA, glucégeno, carbohidratos totales
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y pH. También se realiz6 en el masculo de los organismos experimentales andlisis quimico
proximal. Para analizar los datos obtenidos en esta etapa, se aplicé un andlisis de varianza
y los resultados obtenidos se analizaron como medias repetidas por tratamiento, utilizando
un nivel de significancia de 0.05 en el error. Para ello, se empled un disefio experimental
completamente al azar de una sola via, teniendo como variables el porcentaje de
sustitucion de proteinas de origen vegetal en tres niveles (0, 50 y 100 %). Se utiliz6 una
n=6 por cada determinacion. Todos los datos fueron procesados en un paquete estadistico
NCSS (NCSS, 2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos del presente trabajo de
investigacion, los cuales se describen y discuten en cuatro etapas. La primera etapa
presenta los resultados del andlisis proximal de los alimentos experimentales elaborados y
el control. La segunda etapa aborda el efecto de los alimentos experimental y control sobre
los parametros de crecimiento y desarrollo de las tilapias. La tercera etapa presenta los
resultados obtenidos de los aspectos fisiologicos evaluados en el bioensayo y por ultimo,
se muestra el efecto de los diferentes alimentos experimentales y control en la composicion

proximal del musculo de tilapia.

Etapa 1. Formulacion, Elaboracion y Analisis Quimico Proximal de los Alimentos
Experimentales.

En la Tabla 3 se presenta la composicién proximal de los 3 alimentos experimentales (Do,
Dso Di10o) y el control (Dc). En ella, se puede apreciar que no se encontraron diferencias
significativas (P = 0.05) en el contenido de humedad y proteina entre los tratamientos,
mientras que si hubo un efecto significativo (P < 0.05) en el contenido de grasa cruda,
cenizas, fibra cruda y extracto libre de nitrdgeno (ELN). En el caso se la grasa cruda, la Dc
(4.6 = 0.1) fue significantemente (P < 0.05) menor que los 3 alimentos experimentales (6.2
+ 0.1 %), lo cual se debi6 a que en la formulacién de las dietas experimentales se incorpord

directamente aceite comercial de sardina.

En el caso del contenido de cenizas se encontré que la D¢ presentd un valor de 8.8 + 0.0
%, el cual es mayor que el 5.6 £ 0.1 % obtenido para Do, Dso ¥ Digo. Esta diferencia se
puede deber a que D¢ presenta un mayor contenido de harina de pescado, la cual es rica
en minerales como el calcio que incrementan el porcentaje de minerales entre 12y 16 %
(IFFO, 2006).

Con respecto a fibra cruda y ELN los porcentajes obtenidos enla D¢ (4.5+ 0.1y 35.3+0.9,
respectivamente) fueron diferentes y menores que Do, Dso ¥ D100, €n donde se obtuvieron
valores entre 36.8 y 37.0%. Esto se debe especificamente a que las fuentes de proteina
de origen vegetal utilizadas en la elaboracion de los alimentos experimentales fueron

harinas vegetales, las cuales tienen una gran cantidad de almidén vy fibra cruda.
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Tabla 3. Composicion quimica proximal de los alimentos experimentales elaborados (Do,
Dso y D10o) y alimento control (Dc).

Dc Do Dso D100
Humedad (%) 8.8+0.72 8.9+0.22 8.8+04%2 8.8+06%2
Proteina Cruda (%) 38.0+0.2%2 37.6+£0.2¢% 37.6+0.2¢% 37.6+£0.2°2
Grasa Crudos (%) 46+0.1° 6.2+0.0°" 6.2+0.0° 6.2+0.1°
Cenizas (%) 8.8+0.02 5.6+0.1° 5.6+0.0° 56+0.1°
Fibra Cruda (%) 45+0.1%2 48+0.1° 4.8+0.1° 46+0.1°
ELN (%) 35.3+09*% 36.8+0.5" 36.8+0.4° 37.0+04°

Los valores representan el porcentaje promedio de n= 3 + desviacién estandar de materia
seca. D¢ = alimento comercial o control, Do = alimento con 0 % de sustitucion de proteina
de origen animal por proteina de origen vegetal, Dso = alimento con 50 % de sustitucion,
D100 = alimento con 100 % de sustitucion. Superindices con diferente letra en la misma fila
indican diferencias significativas (P < 0.05). ELN = Extracto libre de nitrégeno.

Etapa 2. Evaluacion del Efecto de la Sustitucién de Proteinas de Origen Animal en el
Alimento por Proteina de Origen Vegetal, sobre el Desarrollo Bioldgico y el
Crecimiento de los Organismos.

Determinacién de la calidad del agua durante el bioensayo

Durante el desarrollo del bioensayo, se midieron varios parametros para evaluar la calidad
del agua de los diferentes tanques. En la Tabla 4 se presentan los valores promedio y
minimos y maximos obtenidos para oxigeno disuelto, pH, temperatura, amoniaco, nitritos

Yy nitratos en el agua.
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Tabla 4. Determinacion de los parametros de calidad del agua del sistema experimental.

Parametros Promedio Minimo Maximo
Oxigeno disuelto (mg/L) 5.20+0.74 3.03 7.10
pH 7.9040.15 7.50 8.30
Temperatura (°C) 26.70+0.39 26.10 27.70
Amoniaco (mg/L) 0.91+0.20 0.92 1.09
Nitritos (mg/L) 0.05+0.00 0.06 0.03
Nitratos (mg/L) 1.17+0.20 0.90 1.44

Los valores representan la media + desviacion estandar de los 4 tanques por
tratamiento.

Saavedra-Martinez (2006) indic6 que la calidad del agua estd determinada por sus
propiedades fisico-quimicas y que entre las mas importantes destacan: temperatura,
oxigeno y pH. Asimismo, indicé que los parametros del agua donde se cultivan los peces
deben mantenerse dentro de los rangos éptimos para el buen desarrollo y crecimiento de
la tilapia. Los rangos 6ptimos para los parametros evaluados son: oxigeno disuelto (5.0 -
9.0 mg/L), pH de 6.0 - 9.0, temperatura de 25.0 - 32.0 °C, amoniaco (0.1 mg/L), nitritos (0.1
mg/L) y nitratos (1.5 - 2.0 mg/L). Por lo tanto, se considera que, en el presente estudio, los
parametros ambientales y de recambio de agua fueron controlados con éxito y permitieron

el buen desarrollo y crecimiento de las tilapias en los tanques durante el bioensayo.

En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos de los parametros biol6gicos y de
crecimiento de las tilapias alimentadas con los alimentos experimentales y control. En ella,
se puede observar que las tilapias presentaron un peso final de 213.0 y 233.5 g y una talla

de 22.4y 22.6 cm de largo, respectivamente.
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Tabla 5. Parametros bioldgicos y de crecimiento de las tilapias (O. niloticus) alimentadas

con los diferentes niveles de sustitucion de proteina de origen animal por proteina de

origen vegetal y control.

Parametros Dc Do Dso D100
Peso Inicial (g)  116.7+3.7% 1186+822 127.4+1462  129.4+9.332
Peso Final (g9) 216.8+£53?% 213.0+x14.0% 21991057 233.5+13.72

Peso Ganado (g) 100.1+5.3% 944+14.0%2 925+105?2 104.2+13.7%?
Talla Inicial (cm) 184+0.47% 186+0.62 19.0+0.72 19.1+06%2
Talla Final (cm) 226+0.2%2 224+03% 224+0.12 226+044%2
TCE (%/dia) 1.2+0.0°% 1.2+0.1° 1.2+0.0°% 1.2+0.12
FCA 16x00°% 16x00°% 16+0.0°% 16+0.12
Supervivencia 97.5+£50%2 100.0+0.02 100.0+0.02 100.0+0.02
(%)

Los valores representan el porcentaje promedio de n= 3 + desviacion estandar de materia
seca. D¢ = alimento comercial o control, Do = alimento con 0 % de sustitucion de proteina
de origen animal por proteina de origen vegetal, Dso = alimento con 50 % de sustitucién,
D100 = alimento con 100 % de sustitucion. Superindices con diferente letra en la misma fila
indican diferencias significativas (P < 0.05). TCE: tasa especifica de crecimiento expresada
en (%/dia). FCA: Factor de conversion alimenticia.

En esta misma Tabla, se puede observar que los alimentos experimentales no tuvieron un
efecto significativo (P < 0.05) sobre el desarrollo y crecimiento. Lo anterior, difiere a lo
reportado por Vilhelmsson et al. (2004), quienes describieron que la sustitucion de proteina
de origen animal por proteina de origen vegetal afecta el metabolismo de los organismos y
con ello su desarrollo y crecimiento. Sin embargo, en el presente estudio la sustitucién por
proteina de origen vegetal no afecta el desarrollo de la tilapia, lo cual se podria deber a que
estos autores utilizaron solo una fuente de proteina vegetal en vez de utilizar varias como
en el presente estudio. Por lo tanto, se concluye que los alimentos experimentales con los
diferentes grados de sustitucion de proteinas de origen animal por proteinas de origen
vegetal no tienen efecto negativo en los parametros de crecimiento y desarrollo. Esto es
debido a que los alimentos experimentales cumplen todos los requerimientos nutricionales
para un apto desarrollo de las tilapias del Nilo en etapa adulto comparandolo con la D¢. Se

ha descrito que en esta etapa de vida de los peces el requerimiento de proteina se reduce,
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ademas de que los organismos estdn mas aptos metabdlicamente para poder aprovechar

la proteina de origen vegetal que es mas compleja. (Horn, 1997; Maina et al. 2002)

Etapa 3: Evaluacién del Efecto de la Sustitucion de Proteina de Origen Animal en el

Alimento por Proteina de Origen Vegetal sobre los Cambios Fisioldgicos.

En la Tabla 6 se presentan los parametros fisiolégicos del musculo de las tilapias
alimentadas con los alimentos experimentales con distintos niveles de sustitucién de

proteina de origen animal por proteina de origen vegetal y control.

Contenido de ATP

El ATP es la fuente de energia méas abundante del musculo. Los niveles de este metabolito
disminuyen considerablemente como respuesta al estrés generado durante su manejo y
transporte de organismos marinos (Sikorski et al., 1990). En general, en la literatura se
indica que niveles altos de ATP en el masculo de los organismos son el reflejo de una
excelente condicion fisiol6gica y, en consecuencia, estos se consideran un producto de
excelente calidad y frescura.

En la Tabla 6, se puede observar que la concentracion inicial de ATP fue de 0.12 uMol/g de
musculo de tilapias, el cual no presenté diferencias significativas (P > 0.05) entre los
distintos niveles de sustitucion ni control. El valor encontrado de ATP es superior al 0.06
UMol/g de ATP encontrado por Jiménez-Ruiz et al. (2015) en ostidon japonés (Crassostrea
gigas), ademas es inferior a las concentraciones reportadas en otros estudios, tal es caso
de estudio reportado por Ocafio-Higuera (2003), quien encontré 13 puMol/g de ATP en base
seca para Nodipecten subnodosus. El bajo valor de ATP inicial encontrado en el presente
estudio se pudo deber al alto nivel de estrés de los peces al momento de captura y/o el
método de sacrificio. Normalmente, los valores promedio de ATP en el masculo de los
organismos marinos que no son sometidos a estrés fluctia entre 8 y 10 uMol/g de musculo,
por consiguiente, el bajo valor obtenido de ATP indic6 que posiblemente el ATP pudo haber
sido utilizado para contrarrestar el estrés y poder sobrevivir ante las condiciones imperantes

en el medio.
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Tabla 6. Parametros fisioldgicos de las tilapias alimentadas con los diferentes niveles de
sustitucion de proteina de origen animal por proteina de origen vegetal y control

Parametros Dc Do Dso D100
ATP (umol/g) 0.12+0.00 # 0.12+0.00 # 0.12+0.00% 0.12+0.00?
CEA 0.33+0.02 2 0.32+0.02 2 0.36+0.02 2 0.35+0.02 2
Glucégeno 5.36 + 0.05 &°¢ 5.23+0.122b 5.55+0.19 ¢d 5.73+0.22¢
(mg/q)

Carbohidratos  36.83+2.702 36.47+8.342 36.23+7.07% 36.90+5.80°2
Totales (mg/qg)

pH 6.78+0.01 2 6.77+0.03 2 6.79+0.02 2 6.81+0.02 2

Los valores representan el porcentaje promedio de n= 3 + desviacion estdndar de materia
seca. D¢ = alimento comercial o control, Do = alimento con 0 % de sustitucion de proteina
de origen animal por proteina de origen vegetal, Dso = alimento con 50 % de sustitucién,
D100 = alimento con 100 % de sustitucion. Superindices con diferente letra en la misma fila
indican diferencias significativas (P < 0.05)

Carga Energética Adenilada (CEA):

La CEA es un indicador confiable de la condicion fisiolégica de los organismos bivalvos.
Esta determinacién se emplea para describir el equilibrio dinAmico que existe entre los
componentes que integran el sistema energético celular, la cual puede ser utilizada para
discriminar entre organismo de buena y mala condicion fisiolégica (Maguire et al., 1999). El
término de CEA se define como el estado de la energia en un sistema cuantificado con
base al contenido de ATP-ADP-AMP. La CEA refleja el estatus energético del organismo.
Anteriormente, en la seccién de materiales y métodos se describié la ecuacion para calcular
la CEA, en donde un valor de 1 indica que todos los nucleétidos son ATP y un valor de 0
que todos son AMP. Valores entre 0.8 y 1 indican que se trata de organismos saludables,
mientras que valores de 0.5 indican organismos de condicidn fisioldégica pobre.

En el presente estudio, los valores de CEA variaron entre 0.32 y 0.36 entre los diferentes
alimentos experimentales y control, no encontrandose diferencias significativas entre ellos
(P > 0.05). Los valores de CEA obtenidos fueron menores a los reportados por Parisi et al.
(2004), quienes obtuvieron un valor 0.76 en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss,
Walbaum). Esta diferencia se puede deber a que estos autores sacrificaron a la trucha
arcoiris con un golpe en la cabeza inmediatamente después de someterse a narcosis

(aturdimiento) con aguay hielo, lo cual no produce tanto estrés en los peces a comparacion
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del shock térmico de agua con hielo al que Unicamente se sometieron las tilapias en el
presente estudio. Ademas, las muestras de Parisi et al. (2004) se congelaron en nitrégeno
liquido inmediatamente después del fileteo, mientras que las muestras del presente estudio
se congelaron en un congelador a -80°C, lo cual es un proceso de congelacion mucho mas

lento que permite la degradacion del ATP por un mayor tiempo.

Contenido de carbohidratos totales

En términos de reservas nutricionales, los carbohidratos desempefian un papel importante
en la produccioén de energia en la mayoria de los organismos (Mathews et al., 2002). En la
literatura se ha observado que cuando los organismos vivos se colocan en un ambiente
ajeno al natural experimentan una serie de respuestas fisiolégicas en el musculo (Gémez-
Jiménez et al., 2000), lo cual les permite sobrevivir ante las nuevas condiciones que imperan
en el medio. Dentro de estas respuestas fisioldgicas compensatorias se encuentran la
disminucién en la concentracién de carbohidratos totales (Beltran et al., 1997), con la

finalidad de producir glucégeno y posteriormente ATP.

En la Tabla 6 se presentan los valores promedio del contenido de carbohidratos totales en
las tilapias alimentadas con los alimentos experimentales con distintos niveles de
sustituciéon. En ella se puede observar que los valores obtenidos variaron entre 36.23 y
36.90 mg de glucosa por g de musculo, no encontrandose diferencias significativas entre
los alimentos experimentales y control (P = 0.05). Los valores obtenidos fueron mayores a
los 2.2 mg/g de musculo en carpa Schizothorax esocinus por Manzoor et al. (2014). Estas
diferencias en el contenido de carbohidratos totales se pueden deber a variaciones entre
las especie, sexo, tamafio y localizacién de captura, asi como a los factores ambientales
(Huss et al., 1999).

Contenido de Glucdgeno

Dado que el gluc6geno es el compuesto mas prominente de los carbohidratos almacenados
en el tejido muscular de los organismos, éste representa un indicativo del estatus nutricional
del organismo (Uzaki et al., 2003). El contenido de glucégeno se utiliza como un indicador
confiable de la condicién fisioldégica de los organismos, debido a que su concentracion en
el masculo se ve modificada por cualquier cambio en el medio y/o condicion de estrés.

Valores altos indican buena condicion fisiol6gica, mientras que valores bajos indican que la
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condicion fisiolégica es pobre y que el organismo ha sido sometido a una condicion de
estrés agudo (Alvarez-Trujillo, 2012; Huss 1999).

En la Tabla 6 se presentan los valores promedio del contenido de glucégeno en las tilapias
alimentadas con los alimentos experimentales con distintos niveles de sustituciéon. En ella,
se puede observar que los valores de glucégeno incrementaron conforme aumenté el nivel
de sustitucion de proteina de origen animal por vegetal. Los valores se incrementaron de
5.23 a 7.73 mg/g de Do a D1go. Se encontraron diferencias significativas entre los alimentos
experimentales y control (P < 0.05). Vilhelmsson et al. (2004) reportaron que peces
alimentados con proteina vegetal tienden a almacenar mas carbohidratos y utilizar las
grasas como energia de reserva. Por lo tanto, al poseer mayor cantidad de carbohidratos
en los alimentos (mayor grado de sustitucién), aumenta la cantidad de glucégeno
almacenado. Comparando con los resultados obtenidos por Montoya-Camacho (2013), en
el presente estudio se obtuvieron valores mas elevados en glucoégeno, esto se puede inferir
debido a que los peces en el estudio de Montoya-Camacho (2013) se sacrificaron y
transportaron por al menos 3 h desde el sitio de colecta y sacrificio hasta al laboratorio
donde se hicieron los analisis. Asimismo, se obtuvo un valor menor al reportado por Ocafio-
Higuera (2003) en almejas mano de le6n debido a que estas recibieron 12 h para
recuperarse del estrés y fueron sacrificadas con nitrégeno liquido, lo cual gener6 menos
estrés. De igual forma, los valores obtenidos fueron menores a los 75 mg de glucégeno/g
de musculo encontrados en musculo abductor de Pecten albicans reportado por Wongso y
Yamanaka (1998). Estas variaciones se pueden deber al estado nutricional, ciclo de

gametogénesis, las condiciones fisiologicas y el estrés.

Vido de Mattio et al., (2001) describieron que el principal constituyente de los carbohidratos
totales es el glucégeno, el cual se ha reportado constituye hasta un 93 % dependiendo de
la especie. En nuestro estudio se encontré que el contenido de glucégeno representa entre
el 14.34 y 15.51 % del contenido de carbohidratos totales.

Con base, a los resultados obtenidos se infiere que las tilapias del Nilo tienden a almacenar
mayor cantidad de glucégeno en el musculo al aumentar la sustitucion de proteina de origen
animal por proteina de origen vegetal, debido a que los alimentos poseen mayor cantidad

de carbohidratos como se puede observar en la Tabla 3.
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pH

En la literatura se ha descrito un alto nivel de glucogeno en organismos libres de estrés,
posterior a la muerte y bajo condiciones anaerobias esté se convierte en acido lactico, el
cual produce una disminucion del pH muscular (Huss, 1999). La velocidad y descenso del
pH esté en funcion de la especie y de la liberacion de los fosfatos inorganicos y amoniaco
provenientes de la degradacién de ATP y proteinas (Sikorski et al., 1990).

Dependiendo del grado de descenso del pH, es el efecto en las propiedades fisicas y
tecnoldgicas del musculo (Ashie et al., 1996), como son la textura y capacidad de retencion
de agua, propiedades que se ven afectadas conforme el pH se acerca al punto isoeléctrico
de las proteinas (pH de 5.5). En el caso de los organismos estresados, la literatura indica
gue los niveles de glucogeno previo a la muerte son bajos y el descenso de pH es minimo,

lo cual favorece el crecimiento bacteriano y acelera el deterioro (Huss, 1999).

En la Tabla 6 se presentan los valores promedio de pH en las tilapias alimentadas con los
alimentos experimentales con distintos niveles de sustitucion de proteinas de origen animal
por proteinas de origen vegetal y control. En ella se puede observar que los valores
oscilaron entre 6.77 y 6.81. Los valores obtenidos son similares a los reportados por
Montoya-Camacho (2013) para tilapia (pH= 6.77+ 0.03). Asimismo, se encuentran dentro
del rango reportado por Love (1976) (pH=6.70-7.00) para organismos marinos
recientemente capturados. De igual forma, son similares a los descrito por Yamanaka
(1989) (pH = 6.67) para el musculo de Patinopecten yessoensis. Con respecto al efecto del
nivel de sustitucion de proteinas de origen animal por proteinas de origen vegetal, no se
encontraron cambios significativos entre los alimentos experimentales y el alimento control
(P < 0.05).

Etapa 4. Evaluacion del Efecto de la Sustitucion de Proteina de Origen Animal por
Proteina de Origen Vegetal, sobre la Composicién Quimica Proximal en el Filete

En la Tabla 7 se presenta el efecto de los alimentos experimentales con distintos niveles de
sustitucién (Do, Dso Y Digo) Yy control, sobre la composicién proximal del masculo de tilapia.
En ella se puede observar que no se encontraron diferencias significativas (P = 0.05) entre
los tratamientos en humedad, proteina y fibra cruda, mientras que si se afectaron

significativamente (P = 0.05) el contenido grasas cruda y cenizas.
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Con respecto al contenido de grasa cruda, el porcentaje se incrementd con el aumento del
nivel de sustitucion de proteinas de origen animal por proteina de origen vegetal. Lo anterior
se debe a que, con el aumento de sustitucion de proteinas de pescado por proteinas de
origen vegetal se aumenta la cantidad de ELN en forma de almidon en el alimento, lo que
obliga al metabolismo de la tilapia a producir mayor cantidad de amilasas en su organismo.
Esto lleva a las tilapias a utilizar el almidéon como energia de reserva y almacenarlo en el
mausculo en forma de glucégeno y mayor cantidad de grasa. Vilhelmsson et al. (2004)
describieron que el metabolismo de truchas arcoris Oncorhynchus mykiss alimentadas con
alimentos experimentales elaborados con proteina de origen vegetal esta mas propensos
a almacenar lipidos, esto se infiere porque todas las dietas experimentales contienen la
misma cantidad de lipidos. Cuando existe una mayor cantidad de carbohidratos en el
alimento, el metabolismo de los peces produce una mayor cantidad de aldolasas y
flavoproteinas, las cuales conllevan a un aumento en la utilizaciéon de los carbohidratos
presentes en el alimento que son almacenados como glucégeno en el musculo e higado y
como lipidos en el musculo y 6rganos (Vilhelmsson et al., 2004; Horn, 1997). Estos ultimos

no seran utilizados hasta que se termine la reserva de carbohidratos.

Tabla 7. Composicion proximal de los musculos de tilapia alimentados con los diferentes

niveles de sustitucién de proteina de origen animal por proteina de origen vegetal y

control.
Dc Do Dso Dioo
Humedad (%) 77.0+£0.32 77.3x0.72 77.3+06°2 77.9+06°2
Proteina Cruda (%) 13.3+0.72 12.0+0.82 12.7+0.22 12.7+0.02
Grasa Cruda (%) 43+04°8 43+0.1° 46+03¢% 53+0.0°"
Cenizas (%) 25+0.2%2 2.7+0.32 3.3+00°" 33+01°
Fibra Cruda (%) 1.3+£0.12 1.3+£0.22 1.3x0.22 1.2+0.12

Los valores representan el porcentaje promedio de n= 3 + desviacion estandar de materia
seca. D¢ = alimento comercial o control, Do = alimento con 0 % de sustitucion de proteina
de origen animal por proteina de origen vegetal, Dso = alimento con 50% de sustitucion, Dioo
= alimento con 100 % de sustitucion. Superindices con diferente letra en la misma fila
indican diferencias significativas (P < 0.05)
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CONCLUSIONES

Se elaboraron los alimentos con distintos niveles de sustitucion (0, 50 y 100 %) de proteina
de origen animal por proteina de origen vegetal. Se determind la composicion quimica
proximal de los alimentos experimentales y se compard con un alimento comercial (Dc). Se
encontraron diferencias significativas en el contenido de grasa cruda, cenizas, fibra cruda y
extracto libre de nitrdgeno en los alimentos experimentales en comparacién con el alimento

control.

Los niveles de sustitucion de proteina de origen animal por proteina de origen vegetal (Do,
Dso y D10o) evaluados en el presente estudio, no afectaron el crecimiento y desarrollo de las
tilapias alimentas con dichas formulaciones, sin embargo, afectd minimamente los
parametros fisiolégicos en el masculo, por lo que su utilizacion, representa una alternativa
viable y con gran potencial para reducir costos de produccioén derivados del alimento sin

impactar las caracteristicas fisiol6gicas, de desarrollo y crecimiento de las tilapias.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar el efecto de los niveles de sustitucion de proteina de origen animal
por proteinas de origen vegetal (Do, Dso Y Di0o) utilizados en el presente estudio sobre la
calidad fisica, quimica, microbiologica y sensorial de la tilapia, a fin de determinar su

impacto en la vida de anaquel de este importante recurso pesquero nacional.

Se recomienda hacer pruebas de actividad enzimética para evaluar el efecto exacto que
tiene la sustitucion de proteinas de origen animal por proteina de origen vegetal, sobre el
metabolismo. Ademas de cuantificar la cantidad de acido lactico producido durante el

momento de sacrificio.

Se recomienda la utilizacion de narcosis (anestesia o aturdimiento), previo al sacrificio, al
igual que congelar los filetes en nitrégeno liquido para obtener un resultado mas preciso de
los valores de los indicadores fisioldgicos.
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