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ABSTRACT

Four experimental diets were formulated in order to determine their effect
on weight gain, fat, protein and energy retention, and body composition of tilapias
(Oreochromis spp.). The control diet was formulated to contain 27 % crude protein
and the three remaining diets contained 20 % crude protein and were
supplemented with 5 % of either L-glutamic, alphaketoglutaric or succinic acids,
respectively. The results show that there were no significant differences in weight
gain, protein and fat deposition, retained energy and body composition of the
tilapias. Even though there were no significant differences, the group of tilapias
that received the diet supplemented with 5 % succinic acid showed values that
were closer to those of the control group. The results suggest that a 20 % crude
protein diet supplemented with 5 % succinic acid seems like a feasible alternative

for feeding tilapias, depending on the commercial cost of the additive.



RESUMEN

Cuatro dietas experimentales fueron formuladas con el propdsito de
evaluar sus efectos sobre la ganancia en peso, retenciéon de grasa, proteina y
energia y composicion quimica corporal de tilapias (Oreochromis spp). Una dieta
control o testigo fue formulada con 27 % de proteina y las tres dietas restantes
contuvieron 20 % de proteina y suplementadas con 5 % de L- glutamico,
alfacetoglutarico o acido succinico, respectivamente. Los resultados obtenidos
indicaron que no hubo diferencias significativas sobre la ganancia en peso,
proteina y grasa acumulada, energia retenida y composicion corporal de las
tilapias. A pesar de no haber efectos significativos, las tilapias suplementadas con
acido succinico presentaron los valores mas cercanos a los de la tilapias
alimentadas con la dieta testigo. Los datos obtenidos en este estudio sugieren
gue una dieta formulada con 20 % de proteina y suplementadas con 5 % de acido
succinico puede ser una buena alternativa para la alimentacion de tilapias,

dependiendo del costo del suplemento comercial.
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INTRODUCCION

En paises de bajo ingreso econdmico y con déficit de alimentos para la
poblacién humana, el consumo de carne de pescado aporta el 18.5 % del total de
la proteina animal en la dieta, segun datos estadisticos recopilados por la
Organizacion para la Agricultura y Alimentacién de las Naciones Unidas (FAO,
2009). De acuerdo a la informacion suministrada por esta misma agencia, la
acuicultura aporta el 76 % de la produccion mundial de peces de agua dulce para
consumo humano (27.8 millones de toneladas, con un valor cercano a los treinta
mil millones de ddlares estadounidenses) y el suministro per capita de productos
acuicolas, que alcanz6 7.8 kg en el afio 2006, ha experimentado una tasa de
crecimiento anual de 6.9 %. De hecho, se espera que, en corto tiempo, la
acuicultura supere a la pesca de captura como fuente de carne de pescado para
la alimentacion humana.

La tilapia es uno de los peces de agua dulce méas importantes en
acuicultura (Fitzsimmons et al., 2006). Esta se cultiva en las regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo (Mair et al., 1997; Beardmore et al., 2001) y
constituye el tercer grupo mas importante de peces de agua dulce cultivados para
consumo humano (ElI Sayed, 1999). Su produccion excede dos millones de
toneladas métricas al afio y, por su importancia en la acuicultura y su buen
desempefio productivo, es conocida como el “pollo acuatico” (Nguyen, 2008).

Entre sus caracteristicas de produccién se destacan su rapido crecimiento,

adaptabilidad a diversas condiciones ambientales, resistencia a enfermedades,
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habilidad para crecer y reproducirse en cautiverio (Nguyen, 2008), tolerancia a
una amplia variacion en la calidad del agua y de regimenes nutricionales (Mair et
al., 1997; Beardmore et al., 2001) y su capacidad de adaptacién a sistemas de
policultivo junto a otros peces como la carpa comun (Cyprinus carpus; Frei et al.,
2006) y otras especies acuicolas como el camaron blanco (Litopenaeus
vannamei; Yuan et al., 2009).

La tilapia es el principal pez de agua dulce que se cultiva en Puerto Rico
(principalmente las especies: Tilapia mossambica, T. aurea, T. nilotica, T.
rendalli, T. zilli y T. hibrida) pero la produccion local no es suficiente para cubrir la
demanda del publico consumidor que se satisface a través de importaciones
(principalmente de Asia). Esta situacion indica que existe amplio espacio en el
ambito local para aumentar la produccion.

La industria acuicola en Puerto Rico enfrenta una serie de problemas que
han limitado su desarrollo. Uno de ellos, y quizas el de mayor importancia, es el
elevado costo del alimento, que incide significativamente en el costo de
produccién. Las dietas tipicas para tilapia contienen una cantidad elevada de
proteina (desde 27 a mas de 45 %). La harina de pescado ha sido la fuente de
proteina mas utilizada en dietas para peces (El Sayed, 1999; Zhou et al., 2004;
Lunger et al., 2007) debido a su excelente balance de aminodcidos, pero su costo
actual hace prohibitiva su incorporacion a dietas practicas. Por esto, es imperativo
investigar la necesidad real de proteina (o aminoacidos) de estos peces o la

posibilidad de utilizar substitutos que no afecten su desempefo productivo.



OBJETIVOS

La presente investigacion se realizé con el objetivo general de determinar
la tasa de crecimiento de tilapias alimentadas con dietas sub-Optimas en proteina
(segun las recomendaciones del NRC, 1993) y suplementadas con cetoacidos o
acidos dicarboxilicos de bajo peso molecular. Ademas, determinar el efecto de
esta suplementacién sobre la retencion de proteina y energia corporal en los
peces sometidos a los distintos regimenes alimenticios.

Los objetivos de esta investigacion responden a la hipétesis de que las
tilapias no requieren realmente la cantidad de proteina dietética que se ha
sugerido (27 a mas de 40 %) y que esta recomendacion esta basada en el hecho
de que las tilapias derivan una gran parte de la energia requerida para llevar a
cabo sus funciones metabdlicas a partir del catabolismo de aminoacidos. En
consecuencia, se postula que es posible disminuir la proteina dietética al
adicionar moléculas organicas semejantes a los aminoacidos (cetoacidos o acidos
dicarboxilicos de bajo peso molecular) sin afectar su crecimiento ni la deposicion
de proteina o energia corporal.

A nuestro entender, hasta al presente no se ha investigado esta posibilidad
y, de ser correcta, representa una alternativa para disminuir la proteina dietética vy,
por ser éste el nutriente de mayor costo en las dietas, eventualmente permitiria
disminuir los costos de alimentacibn si se se llegan a conseguir estos

suplementos con una pureza denominada grado alimenticio.



REVISION DE LITERATURA

Datos publicados por la FAO (2009) indican que el 47% de la produccion
de pescado comercializada para el consumo humano durante el afio 2006 provino
de producciones acuicolas, especialmente en Asia Esto representa una drastica
merma en las capturas marinas, mientras que la produccién de animales
acuaticos en estanques de tierra o en sistemas de recirculacion ha aumentado
significativamente.

En acuicultura, la alimentacion representa mas del 50 % de los costos
operacionales, siendo las fuentes de proteina los ingredientes mas costosos en la
dieta (El Sayed, 1999). Las dietas para peces de agua dulce se caracterizan por
un alto contenido de proteina total, muy superior al contenido de proteina de
dietas para especies terrestres (NRC, 1993). Estas recomendaciones se han
obtenido a partir de investigaciones que utilizan la metodologia de la mejor
respuesta en crecimiento al proporcionar dietas con distinto contenido de proteina
y, es posible, que las recomendaciones estén sobreestimadas ya que esta
metodologia no permite estimar la proporcién de aminoacidos que son destinados
a satisfacer las necesidades de energia.

Al igual que en animales terrestres, se ha demostrado un requerimiento
absoluto de 10 aminoéacidos, denominados dietéticamente indispensables que
son: arginina (ARG), histidina (HIS), isoleucina (ILE), leucina (LEU), lisina (LYS),
metionina (MET), fenilalanina (PHE), treonina (THR), tript6fano (TRP) y valina

(VAL) (Nelson y Cox; 2000a). Otros aminoacidos como alanina (ALA), acido
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5
aspartico (ASP), cisteina (CYS), acido glutdmico (GLU), glicina (GLY), prolina

(PRO), serina (SER) y tirosina (TYR) se consideran no indispensables ya que
pueden ser sintetizados por el animal, a partir de cetoacidos y otros aminoacidos
(Nelson y Cox; 2000a). Dada la capacidad de los organismos para sintetizar
estos aminoacidos a partir de otros precursores, como los cetoacidos, la inclusion
de estos compuestos en las dietas podria representar una alternativa viable para
disminuir la cantidad de proteina de origen animal que se recomienda en la
nutricion de especies acuaticas.

La formulacién de alimentos para la acuicultura ha estado tradicionalmente
basada en harina de pescado como la principal fuente de proteina de origen
animal, por su alto contenido proteinico y buen balance de aminoacidos
indispensables, ademas de ser excelente fuente de acidos grasos esenciales,
energia digerible, minerales y vitaminas (El Sayed, 1999; Zhou et al., 2004;
Lunger et al., 2007). Sin embargo, la escasez global de harina de pescado junto al
aumento en la demanda y competencia de este producto por parte de otras
industrias, tales como la ganadera y la avicultura, ha ocasionado un marcado
incremento en su precio. Este aumento en los costos ha resultado en una
reduccion en la viabilidad econémica de las industrias acuicolas que dependan de
este ingrediente para la alimentacion, sobre todo en los paises en desarrollo (El
Sayed, 1999).

Por estas razones, resulta necesario identificar fuentes alternas de proteina

gue sean viables y estén disponibles localmente para el reemplazo de la harina de
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pescado (El Sayed, 1999). Entre las fuentes alternas disponibles se incluyen:

sub productos de las pesquerias, de la crianza de animales terrestres y del cultivo
de cereales, ademas de plantas oleaginosas y acuaticas y semillas de
leguminosas (El Sayed, 1999). Sin embargo, la proteina de origen vegetal y
proveniente de subproductos de origen animal no ha sido efectiva para
reemplazar totalmente la harina de pescado, debido a la presencia de factores
antinutricionales, tales como el gosipol en la semilla de algodén, inhibidores de
tripsina en la soya (El Sayed, 1999) y mimosina en la planta de Leucaena (Limy
Dominy, 1991).

Ademas, algunas proteinas de origen vegetal y animal presentan
deficiencias de ciertos aminoacidos indispensables para la nutricibn de peces
como son la leucina (en subproductos avicolas), isoleucina (en harina de sangre);
metionina y cisteina (en la harina de soya y en la semilla de algodén) y que limitan
la utilizacion de estos productos como reemplazo total de la harina de pescado (El
Sayed, 1999).

Desde el punto de vista de requerimientos energéticos, se estima que los
costos energéticos de mantenimiento de los peces son menores a los de las
especies terrestres, debido a un menor gasto de energia relacionada con
termoregulacién y con la excrecion de los productos finales del metabolismo
nitrogenado (amoniaco) que reduce la energia requerida para la sintesis de urea
o acido urico (NRC, 1993). Ademas, se reconoce que los productos gaseosos de

la digestion en peces es un valor minimo, por lo qgue normalmente se ignora. Por
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tanto, el valor energético de una dieta puede ser mas alto cuando se proporciona

a peces que a animales terrestres.

En la Figura 1 se muestra el esquema general de la particion de la energia
de los alimentos proporcionados a peces, indicandose las pérdidas energéticas
provenientes de la materia organica excretada en heces, orina y a través de las
agallas, asi como las pérdidas relacionadas con la produccién de calor asociado a
los procesos de digestion, absorcién, metabolismo de los nutrientes absorbidos,

metabolismo basal y actividad voluntaria.

| ENERGIABRUTA |
CALOR ASOCIADO A
v DIGESTIVOS
| ENERGIADIGERIBLE |
y CALOR ASOCIADO A
I ORINA Y AGALLAS | - Ll LOS PROCESOS DE

\4 ABSORCION

| ENERGIAMETABOLIZABLE |

CALOR DEL
o METABOLISMO DE
v LOS NUTRIENTES
ABSORBIDOS
ENERGIA NETA
ENM < I » | ENP
METABOLISMO CRECIMIENTO,

BASAL, ACTIVIDAD
VOLUNTARIA,
TERMOREGULACION

REPRODUCCION

Figura 1. Esquema general de la particion de la energia de los alimentos
proporcionados a peces de agua dulce (adaptado de NRC, 1993).
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La principal fuente de energia en dietas para animales terrestres proviene

de carbohidratos, por ser la fuente mas abundante y de menor costo por unidad
(Mcal) de energia. Dependiendo del tipo de peces (omnivoros, carnivoros), la
capacidad para digerir los carbohidratos no estructurales (almidon, amilopectina)
puede ser relativamente baja (50 % en trucha, carnivoro) o medianamente alta
(70 % en tilapia, omnivoro) (Popma, 1982). Sin embargo, los métodos modernos
de procesamiento de alimentos que involucran calor (peletizado de diametro
pequefio, extrusion), gelatinizan el almidén y aumentan su digestibilidad en la
mayoria de las especies.

Tanto las proteinas como los lipidos son fuentes de energia altamente
disponibles para los peces (Popma, 1982). Sin embargo, desde el punto de vista
practico, el uso de proteinas como fuente de energia es sumamente costoso para
el productor y los lipidos son ingredientes escasos, costosos y dificiles de
incorporar a las dietas.

Cuando los aminoacidos se utilizan como fuente de energia, tienen que ser
desaminados (o0 transaminados) y las cadenas carbonadas sufren
transformaciones hasta dar compuestos que se integran al ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (ciclo de Krebs) y son oxidados. En la Figura 2 se presenta, en
forma esquematica, los sitios, en el ciclo de Krebs, donde se incorporan las
cadenas carbonadas resultantes de la oxidacion de los distintos aminoéacidos.

El primer paso en el catabolismo de la mayoria de los aminoacidos, una

vez que llegan al higado, es la transaminacién (Nelson y Cox; 2000 a). Este
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proceso implica la remocion de los grupos alfa aminos de los aminoacidos por

accion de enzimas conocidas como aminotransferasas (Nelson y Cox, 2000a;
Tanous et al; 2005) y la transferencia de estos grupos a un alfa ceto&cido, que
actia como aceptor de grupos aminos (Ur- Rehman y Fox, 2001). El principal
cetoacido que interviene como aceptor de grupos aminos es el alfacetoglutarico
(Yvonn et al, 1998; Tanous et al.,, 2005), dando origen a &cido glutamico, un
amino acido que participa en el proceso de gluconeogénesis, en la excrecion de

amonio y en la sintesis de otros aminoacidos (Nelson y Cox, 2000a).

PIRUVICO S +~— | LEU, TRP, ILE, MET, VAL
/ ACETIL-COA | ™~
ACETOACETIL-COA
ALA, THR,
GLY, SER, \
cYs OXALOACETICO ciTrRICO PHE,
TYR, LEU,
/' / \ LYS, TRP
ASP, - ISOCITRICO
ASN MALICO
\ O-CETOGLUTARICO
FUMARICO /
PHE, SucciNico SUCCINIL-COA
\—-—/
TR / ARG, HIS,
GLU, GLN,

PRO

ILE, MET, VAL

Figura 2. Representacion esquematica de los puntos de incorporacion de las
cadenas carbonadas de los aminoacidos a intermediarios del Ciclo de
Krebs.
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Amoniaco es el principal producto final del metabolismo de nitrégeno en

peces osteites, agnatos, y condrictios de agua dulce y proviene del catabolismo
(oxidacidén) de proteinas y amino acidos obtenidos en la dieta (Evans, 1993). Por
consiguiente, la producciéon de amoniaco aumenta significativamente después de
la ingestion de alimentos (Brett y Zala, 1975; Brown y Cameron, 1991) debido a
gue a los peces se les proporcionan dietas con elevado contenido de proteina y
absorben un exceso de aminoacidos que no se almacenan y deben ser
desaminados. Las cadenas carbonadas son oxidadas en el ciclo de Krebs o
utilizadas en la sintesis de otros componentes corporales, como lipidos y
carbohidratos (Evans, 1993). Mas del 50% del nitrogeno proveniente de la dieta
es utilizado por el organismo de los peces para crecimiento y produccion de
energia (Atherton y Aitken, 1970; Beamish y Thomas, 1984). Se ha encontrado
gue, con una dieta deficiente en lipidos, gran parte de la proteina es metabolizada
para energia o desaminada para la conversion a grasas y carbohidratos,
contribuyendo a la excrecion de amoniaco y reduciendo la cantidad de nitrégeno
retenido dentro de las células (Atherton y Aitken, 1970).

Existen varios procesos catabdlicos que aumentan la produccién de
amoniaco, siendo una de ellas la transaminacién de amino acidos (Walton y
Cowey, 1977), donde varias aminotransferasas transfieren el grupo amino de los
amino acidos a alfa cetoglutarato para formar glutamato, el cual es desaminado
por la enzima glutamato deshidrogenasa (Evans, 1993). Este proceso ocurre en

muchos tejidos de los peces, entre ellos: musculos, branquias, rifiones y el
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higado, siendo este ultimo el 6rgano de mayor actividad enzimética (Evans,

1993; Randall y Ip, 2006)). Van den Thillart y van Raaij (1995) encontraron que en
Carrasius aurata, el 50 a 70 porciento del amoniaco se produce en el higado. El
amoniaco es producido en el citosol de la células hepaticas por desaminasas o
por transaminacion mediado por aminotransferasas localizadas en el citosol y por
glutamato deshidrogenasa (Ballantyne, 2001).

La segunda manera es a través de la hidrélisis de los grupos amidos en
glutamina y asparagina, catalizada por las glutaminasa y asparaginasa,
respectivamente (Evans, 1993). Estas enzimas realizan su actividad en el higado,
rifones y branquias. Levi et.al (1974) e Ilwata (1989) encontraron que la enzima
glutamina sintetasa captura amoniaco cuando los niveles internos de éste
compuesto se elevan. Dicha proteccion es benéfica para el cerebro. Estudios
realizados en carpas por Pequin y Serfaty (1966) indican que una de las funciones
de glutamina es transportar nitrégeno en la corriente sanguinea entre los tejidos
proteoliticos y desaminantes.

El ciclo de las purinas y pirimidinas también involucra desaminizacion,
contribuyendo a la produccion de amoniaco. De los tres mecanismos
anteriormente mencionados, este Ultimo es energéticamente mas caro (Evans,
1993). En este proceso el grupo amino de glutamato es transferido a oxaloacetato
mediante aspartato aminotransferasa para formar aspartato y regenerar alfa
cetoglutarato (Evans, 1993). Aspartato reacciona con monofosfato de inosina

(IMP) y con trifosfato de guanosina (GTP) para formar adenilosuccinato, mediado


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6X16-4JT83T9-1&_user=2780444&_coverDate=11%2F30%2F2006&_alid=1662431314&_rdoc=5&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=7234&_sort=r&_st=13&_docanchor=&view=c&_ct=20927&_acct=C000058781&_version=1&_urlVersion=0&_userid=2780444&md5=ebdd85ca5149ae84a4c78badebd3a76e&searchtype=a#bib63
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6X16-4JT83T9-1&_user=2780444&_coverDate=11%2F30%2F2006&_alid=1662431314&_rdoc=5&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=7234&_sort=r&_st=13&_docanchor=&view=c&_ct=20927&_acct=C000058781&_version=1&_urlVersion=0&_userid=2780444&md5=ebdd85ca5149ae84a4c78badebd3a76e&searchtype=a#bib5
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por adenilsuccionato sintetasa, seguido por la formacion de fumarato y

monofosfato de adenosina (AMP), mediado por adenilosuccinato liasa (Evans,
1993). La desaminizacion de AMP y AMP deaminasa libera amoniaco y regenera
IMP completando el ciclo (Evans, 1993). La mayor actividad enzimatica para la
desaminacion de amino acidos ocurre en los tejidos musculares (Evans, 1993).
Casi toda la produccion de amoniaco es debida a la desaminacion de adenilatos,
mediada por AMP desaminasa (Evans, 1993). También algunos aminos acidos
individuales, tales como, histidina, serina y treonina, pueden experimentar
desaminacion catalizada por enzimas especificas (Van Waarde, 1983).

Amoniaco, oxigeno y dioxido de carbono son los tres gases envueltos en el
proceso de respiracion de los peces (Randall y Ip, 2006). La mayoria de los peces
obtienen oxigeno del agua y expulsan diéxido de carbono y amoniaco los cuales
son transportados desde la sangre a las branquias para su descarte al ambiente
acuatico (Randall y Ip, 2006). De los tres gases respiratorios, el amoniaco es el
mas toxico (Randall y Ip, 2006) y, en altas concentraciones en las células
corporales, es perjudicial para los peces llegando a producirles la muerte.
Aproximadamente un 40 a 50 porciento del nitrégeno obtenido de la dieta es
expulsado como amoniaco dentro de 24 horas (Lim et al., 2004; Ip et al., 2004c),
lo que es indicativo de una alta utilizaciéon de aminoacidos como fuente de energia
celular..

De acuerdo a lo discutido en los parrafos anteriores, las alternativas para

disminuir los costos de alimentacién en la crianza de tilapias, hasta la fecha, se
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han enfocado en substituir la harina de pescado por otras fuentes de proteina,

especialmente aquellas de alta disponibilidad local, con escaso éxito. Sin
embargo, existe otra alternativa, que no ha sido evaluada y que se relaciona con
la posibilidad de incluir ingredientes, o suplementos, que sean utilizables como
fuente de energia en reemplazo de la oxidacidbn de aminoacidos para este
propdésito, como seria el empleo de ciertos cetoacidos y acidos dicarboxilicos de
bajo peso molecular que intervienen directamente en las vias bioquimicas
intracelulares relacionadas con el metabolismo de energia.

En el metabolismo intracelular, algunos cetoacidos pueden ser oxidados
para la generacion de energia (ATP), convertidos en grasa y almacenados en el
tejido adiposo del organismo para ser utilizados como fuente de energia cuando
sea necesario. En adicién, el organismo puede utilizar los cetoacidos para formar
glucosay llevar a cabo reacciones necesarias dentro de la fisiologia celular.

El principal cetoacido que favorece la sintesis de aminoacidos en el
organismo es el alfacetoglutarico (Yvon et al. 1998; Nelson y Cox, 2000b).
Este acido (CsHgOs) es producido mediante la descarboxilacién oxidativa del
acido isocitrico, que es uno de los intermediarios en el ciclo del &cido citrico o
Ciclo de Krebs. Entre sus funciones se encuentra aceptar grupos amino para dar
origen a un aminoacido (acido glutdmico) que interviene en la sintesis de otros
aminoacidos no indispensables (prolina, arginina, guanina, glutamina e histidina).
También se considera como glucogénico ya que interviene en la fase preparativa

del proceso de gluconeogénesis llevado a cabo en las células hepéticas (Nelson y



14
Cox, 2000a,b; Matzi et al., 2007) y es el precursor de succinil-CoA, que también

participa en la sintesis de varios aminoacidos no indispensables (Nelson y Cox;
2000a ).

En adicién, Matzi et al. (2007) reportaron que otras de las funciones del
acido alfacetoglutarico son mejorar la morfologia y funciones intestinales y ejercer
acciones anabdlicas en el organismo.

Los acidos di- y tri-carboxilicos son de suma importancia para el
metabolismo celular (Srisawang et al., 2006). El &cido succinico es un acido
dicarboxilico, cuya formula quimica es C4HgO4 y se origina de la descarboxilacion
oxidativa de succinil-CoA en el ciclo del acido citrico. El acido succinico es
oxidado bajo condiciones aerdbicas resultando en la liberacién de electrones que
se incorporan al proceso de fosforilacion oxidativa en el cual se genera energia en
forma de ATP (Cox et al., 2005). Por tanto, el acido succinico es un compuesto de
suma importancia en la generacion de energia para el metabolismo celular y para
llevar a cabo funciones de crecimiento, reproduccion y mantenimiento en el

organismo de diversas especies, incluyendo los peces.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Acuicultura de la
Finca Laboratorio Alzamora de la Universidad de Puerto Rico, Recinto
Universitario de Mayaguez, ubicada en las coordenadas 18° 13.16’ N, 67° 8.85' W
a 30 msnm; temperatura promedio diaria de 25.5 °C y 1771 mm de precipitacion

anual.

Animales experimentales

Se utilizaron 160 peces de distintas variedades de Oreochromis spp. (6.37
+ 0.3 g de peso) procedentes de la Finca Valle Llano, localizada en Lajas, Puerto
Rico. Los peces se distribuyeron aleatoriamente en ocho peceras de vidrio de 76
litros de capacidad, localizadas linealmente sobre una mesa del laboratorio de
acuicultura y equipadas con un biofiltro (A ZOO; 120 L/hr) para su oxigenacion y
remocion de desechos suspendidos en el agua.

Los desechos depositados en el fondo de las peceras (excretas y alimento
no consumido) se removieron mediante la técnica de succién. Las peceras fueron
cubiertas con una cortina de saran para limitar el crecimiento de fitoplancton

debido a la radiacion solar. Semanalmente se evalud la calidad de agua de cada

15
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pecera midiendo la temperatura, el pH y la concentracion de nitrito y amonio. La
concentracion de nitrito y amonio se determiné utilizando un “Freshwater Quality
Kit” (LMAQ2).

Los peces se pesaron al inicio del experimento y luego semanalmente
durante un periodo de diez semanas, utilizando una balanza digital (Avery Weigh-

Tronix; 3608).

Dietas Experimentales

Se formularon cuatro dietas experimentales (Tabla 1). La dieta testigo
(TEST) se formul6 siguiendo las recomendaciones nutricionales para
Oreochromis spp. sugeridas por el NRC (1993). Las tres dietas restantes se
formularon reduciendo el contenido de proteina bruta de 27.5 a 20.8 %
(aproximadamente en un 25 %) y adicionando 5 % de &cido glutdmico (GLU),
acido alfacetoglutarico (AKG) o acido succinico (SUCC) como fuentes de carbono
para el metabolismo energético.

Los ingredientes utilizados en cada dieta fueron mezclados manualmente
adicionando agua para facilitar la operacion. La mezcla himeda fue peletizada
mediante un molino manual para carne, utilizando un disco con orificios de 3 mm
de diametro. Posteriormente, las dietas peletizadas se secaron en un horno de
conveccion (Shel Lab, 1370 FM) a una temperatura de 75 °C hasta peso

constante (AOAC, 1995). Una vez secos, los pellets fueron parcialmente triturados



Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales (base seca)

Concepto

Dietas Experimentales

TEST | GLU | AKG | succ

Ingredientes (%)

Harina de soya 40.00 | 21.60 21.60 | 21.60
Harina de gluten de maiz 24.00 | 25.00 25.00 [ 25.00
Maiz molido 16.10 | 22.50 22.50 | 22.50
Afrecho de trigo 13.50 | 19.00 19.00 [ 19.00
Aceite vegetal 2.50 3.00 3.00 3.00
Fosfato dicalcico 2.50 2.50 2.50 2.50
Premezcla Vit-Min® 1.00 1.00 1.00 1.00
Sal 0.40 0.40 0.40 0.40
Acido alfacetoglutarico 0.00| 0.00 5.00( 0.00
Acido glutamico 0.00| 5.00 0.00| 0.00
Acido succinico 0.00 0.00 0.00 5.00
Composicion Proximal

Materia seca, % 89.96 | 90.43 90.43 | 90.43
Proteina bruta, % 27.48 | 20.78 20.78 | 20.78
Extracto etéreo, % 4.65 5.42 5.42 5.42
Energia Metabolizable, Mcal/kg 2.64 2.59 2.59 2.59
Fibra Bruta, % 5.82 5.40 5.40 5.40
Fosforo, % 0.88 0.82 0.82 0.82
Calcio, % 0.75 0.72 0.72 0.72
Lisina, % 1.41 0.96 0.96 0.96
Treonina, % 1.04 0.77 0.77 0.77
Metionina, % 0.40 0.31 0.31 0.31
Triptéfano, % 0.33 0.24 0.24 0.24
Costo de las dietas®, US $ kg ™ 0.37 0.28 0.28 0.28

17

? La premezcla vitaminica-mineral proveyo (por kg de alimento): vitamina A, 8000 Ul,
Vitamina D3, 600 Ul, Vitamina E, 60 mg, Vitamina K, 0.8 mg, tiamina, 15.0 mg riboflavina,
18 mg, piridoxamina, 30 mg, cobalamina, 0.25 mg, &cido pantoténico, colina, 400 mg;
niacina, 200 mg; &cido félico, 4.0 mg; biotina, 0.8 mg; Viitamina C, 600 mg; Fe, 180 mg; t,
Mn, 25 mg; Zn, 110 mg; Cu, 5.0 mg; I, 1.5 mg; Se, 0.52 mg.
P E| costo de las dietas AKG, GLU y SUCC no incluye el costo de los cidos adicionados,

ya que se utilizaron acidos grado reactivo, que son de alto costo.
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para facilitar el consumo por parte de los peces. La trituracién se realiz6 utilizando
un molino manual de granos y los alimentos triturados fueron almacenados en

bolsas plasticas resellables.

Variables de respuesta

Los efectos de tratamientos se midieron en términos de ganancia de peso
(GP, g d 1), ganancia especifica de peso (GEP, %) y retencién de proteina (g),
grasa (g) y energia corporal (kcal).

La ganancia de peso se obtuvo mediante analisis de regresion lineal simple
de acuerdo con el modelo (Steel y Torrie, 1980):

P=a+ 3

donde:

P = Peso acumulado durante los 70 dias de experimentacion, g

a = Intercepto con el eje de las ordenadas (Y), estimador del peso

promedio inicial de los peces (Q)
3 = Coeficiente de regresion lineal, estimador de la tasa de crecimiento (g

dh
ti = Peso promedio de los peces de cada acuario en el iésimo dia de pesaje
i=1.... 70)

La ganancia especifica de peso (GEP), muy utilizada en investigaciones
con peces, se calculé segun la formula (Brown, 1957; citado por Solomon et al.,
2007):

GEP = [(Ln PF = Ln PI)/T]x 100

donde:
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Ln PF = Logaritmo natural del peso promedio final de los peces en cada
pecera, segun tratamiento

Ln PI = Logaritmo natural del peso promedio inicial de los peces en cada
pecera, segun tratamiento

T = Tiempo de experimentacion (70 dias)

La retencién de proteina y grasa se obtuvo siguiendo la técnica del
sacrificio comparativo de animales, comparando el contenido promedio de
proteina y grasa de los peces al inicio y al final del periodo experimental.

Para determinar el contenido de proteina y grasa corporal de los peces, se
sacrificaron 4 peces por tratamiento (registrando su peso previo ayuno de 24
horas) utilizando la técnica de hipotermia, colocando dos 2 peces de cada pecera
en bolsas resellables individuales, que fueron sumergidas en agua con hielo por
espacio de una hora.

Los peces fueron triturados con una batidora de inmersién (Hamilton Beach
Commercial; HMI 200) y homogeneizados con un homogenizador (Polytron, PT
1600 E) hasta formar una pasta. Se tomaron muestras de cada homogeneizado y
se secaron en un horno de conveccion a 65 °C por 36 horas. Las muestras secas
fueron trituradas manualmente en un mortero y se obtuvieron submuestras para
determinar el contenido de proteina bruta y cenizas (AOAC, 1995). El contenido
de grasa se calcul6 por diferencia (materia seca — proteina bruta — cenizas), bajo

el supuesto de que los animales no acumulan carbohidratos.
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La energia retenida se calcul6 a partir de la proteina y grasa acumulada
por los peces durante el periodo de experimentacién, utilizando el valor de 5.24

kcal g para proteinay 9.17 kcal g* para grasa (Oguniji et al., 2008).

Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos se evaluaron estadisticamente mediante analisis de
varianza usando el procedimiento GLM del programa estadistico SAS versién 9.2
(SAS, 2009). Para todas las variables se calcularon los estadisticos descriptivos
(varianzas y desviaciones estandar), y se verificaron los supuestos de normalidad.
El nivel de significancia escogido fue P= 0.05, donde P es la probabilidad donde el
valor de la F calculada (razon entre el cuadrado medio de tratamientos y el
cuadrado medio del error, o residual) fuese mayor que el de la F tabulada (Steel y
Torrie, 1980). De haber efectos significativos (P< 0.05) las medias de tratamientos
fueron comparadas entre si utilizando la prueba de comparaciones multiples de
Tukey, segun ( Steel y Torrie, 1980):

W =ga (p, fe)sy

Donde:

W; valor critico de las diferencias entre las medias para que sean

declaradas significativamente diferentes.

ga = valor numérico tabulado equivalente a la diferencia entre la media de

mayor valor (Ymax) y la media de valor (Ymin) dividido entre los errores

estandar de las medias (sy)
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p: numero de las medias involucradas en la comparacion (equivale al
namero de tratamientos)

fe: grados de libertad del término del error

sy. error estandar de las medias, equivalente a la raiz cuadrada de la razon
entre el cuadrado medio del error y el numero de observaciones utilizadas

para calcular cada media

El disefio experimental utilizado en la investigacion fue un disefio
completamente aleatorizado con cuatro tratamientos y dos repeticiones por
tratamiento. Se considerd a cada pecera como una unidad experimental.

El modelo estadistico utilizado fue (Steel y Torrie, 1980):

Yi =+ T+ g

donde:
Yij= Variables de respuesta
M= Media general
1= Efecto del i-ésimo tratamiento o dieta experimental (i = 1,...... , 4)

&= Error experimental con media = 0 y varianza = o°.



RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el transcurso de la investigacion, la calidad del agua de las
peceras se evalud periddicamente y se encontré que el pH se mantuvo entre 6.5y
8.5; estos resultados se aproximan a los datos reportados por El- Sherif y EI-
Fleky (2009), donde indican que las tilapias obtienen mejor ganancia de peso a un
pH entre 7 y 8. La temperatura fue casi constante (25.0 — 25,2 ° C) y la
concentracién de nitrito (0.05 a 0.30 mg | ) y de amonio (0.0 a 0.25 mg | ) se
mantuvo a niveles que no afectan el crecimiento o desarrollo de los peces. Cabe

destacar que no se registraron muertes de peces en ninguno de los tratamientos.

En la Tabla 2 se presentan los promedios de ganancia diaria y la ganancia
especifica de peso de los peces en los distintos tratamientos a través de los 70
dias de experimentacion.

No se observaron diferencias significativas en ganancia de peso ni
ganancia especifica de peso entre los peces sometidos a los distintos
tratamientos dietéticos, pero, en general, los peces alimentados con las dietas
subdptimas en proteina tendieron a exhibir una tasa de crecimiento inferior (40 —
50 %) a la de los peces alimentados con la dieta testigo.

Es probable que la disminucion en la cantidad de proteina provista en las
dietas haya sido parcialmente responsable de esta disminucion pero, ya que las
necesidades reales de nutrientes son unidades de masa (g d *) o energia (Mcal d

1) y no de porcentajes, como se expresa tradicionalmente, es méas probable que
22
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el menor crecimiento observado en los grupos GLU, AKG y SUCC se deba a un

menor consumo de alimento total.

La acumulacion de masa corporal en animales es el resultado del consumo
de nutrientes en exceso a las necesidades de mantenimiento (NRC, 1993). En
este experimento, se proveyd alimento a razon del 5 % del peso vivo de los
animales (ajustado semanalmente) que se considera una cantidad mayor a la
capacidad de consumo real de los peces, por lo que la provision de alimento no
se considera una limitante para la menor ganancia de peso observada.

Sin embargo, aunque no fue posible determinar el consumo real de
alimento bajo las condiciones experimentales, se observo, al limpiar las peceras,
gue hubo menos residuos de alimento en las peceras del grupo testigo que en el
resto, y que los peces alimentados con la dieta AKG fueron los que dejaron una
mayor cantidad de residuo, quizads debido a un problema de aceptabilidad por
parte de los peces.

Tabla 2. Promedios de ganancia de peso y ganancia especifica de peso de
los peces en los distintos tratamientos experimentales

Tratamientos

Concepto P>F
TEST GLU AKG SUCC

Peso promedio inicial, g 6.020 6.460 6.020 6.80 0.54

Peso promedio final, g 21.375 | 15.800 @ 13.650 16.56 0.11

Ganancia total de peso, g 15.355 9.340 7.630 9.760 0.14

Ganancia diaria, g d* 0.216 = 0.133 | 0.109 = 0.139 0.14

Ganancia especifica, % 1.756 1.279 1.703 1.271 0.17



24
Las ganancias de peso que mostraron las tilapias son similares a otras

reportadas en la literatura por Winfree y Stickney (1981) con dietas que contenian
entre 32 y 56 % de proteina y las observadas por Solomon et al. (2007) con dietas
gue contenian 24.1 a 25.8. % de proteina, y por El-Sherif y ElI-Feky (2009) en los
peces que fueron mantenidos en peceras en que el pH del agua fue de 7 u 8,
comparables con los de esta investigacion.

El crecimiento de las tilapias durante el periodo experimental fue
relativamente constante, como se muestra en la Figura 3, con pequefas
fluctuaciones semanales que es un comportamiento tipico del crecimiento de los
animales.

Tradicionalmente la tasa de crecimiento se obtiene por diferencia entre el
peso final obtenido menos el peso inicial, dividido entre el periodo de tiempo
transcurrido entre pesadas. Esta manera calcular las ganancias promedio de peso
no toma en cuenta las fluctuaciones tipicas del crecimiento a través del tiempo,
por lo que se considera que un analisis de regresion, con peso acumulado como
variable dependiente y tiempo transcurrido como variable independiente, es una
mejor metodologia para hacerlo y que el coeficiente de regresion que se obtiene
es un mejor estimador de la ganancia de peso.

La tasa de crecimiento exhibida por los peces utilizados en este
experimento puede ser descrita por las ecuaciones de regresion que se indican en
la Tabla 3. Las tasas de crecimiento obtenidas con esta metodologia fueron
0.219, 0.127, 0.096 y 0.122 para los peces en los grupos TEST, GLU, AKG y

SUCC, respectivamente. Se puede observar que estas tasas de crecimiento
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difieren levemente de las obtenidas por el método de la simple diferencia, por las

razones mencionadas anteriormente.
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Figura 3. Peso acumulado de los peces através del periodo de alimentacién,
segun tratamientos.

Tabla 3. Ecuaciones de regresiéon que predicen el crecimiento (peso
acumulado) de las tilapias en los distintos tratamientos, a través del periodo
experimental.

Tratamiento Ecuacion de prediccion R?
Testigo P=6.806 +0.219t 0.88
GLU P=6.409 + 0.127 t 0.92
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AKG P=6.179 + 0.096 t 0.95

SUCC P=6.700 + 0.122 t 0.88
P = Peso acumulado (g); t = Tiempo transcurrido (dias)
La magnitud de los coeficientes de determinacion (0.88 a 0.95) indica un

buen ajuste entre los valores observados y los valores predichos.

En la Tabla 4 se presentan los promedios de composicién corporal de las
tilapias al inicio y al final del periodo experimental. Contrario a lo que se esperaba,
al término del experimento no hubo diferencias en el contenido de humedad (P =
0.80), cenizas (P = 0.91), proteina (P = 0.10) o grasa corporal (P = 0.51) en los
peces sometidos a los distintos tratamientos alimenticios. Sin embargo, se
observd una tendencia a que el contenido de grasa corporal final fuera mayor en

los peces en los tratamientos AKG y SUCC.

Tabla 4. Composicion corporal inicial y final de los peces en los distintos
tratamientos experimentales.

c o Composicion final segun
Componente (%) omposicion tratamientos

Inicial
TEST GLU AKG SUCC
Humedad 74.40 72.38 72.27 73.22 72.03
Cenizas 3.89 4.30 4.46 4.15 4.30
Proteina 14.79 16.30 15.57 13.81 15.01
Grasa 6.91 7.01 7.70 8.81 8.65

Solomon et al. (2007), en una investigacion en la que se compararon

diversos ingredientes energéticos (maiz, sorgo, arroz y trigo) en dietas con 25 %
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de proteina para tilapias, encontraron que la composicion corporal de los peces,

después de ocho semanas de alimentacibn, no experimentd cambios
significativos, promediando 73.08 % de humedad, 4.83 % de cenizas, 15.81 % de
proteina y 5.83 % de grasa, valores similares a los obtenidos en esta
investigacion.

Considerando estos datos de composicion corporal junto con los datos de
ganancia de peso, se puede inferir que pudo suscitarse un desbalance
proteina/energia en los peces al disminuir la proteina dietética y proporcionar
aditivos que se consideran fuente de energia. Este desbalance puede ser la
causa de las ligeras diferencias en la deposicion de proteina y grasa corporal ya
gue una mayor disponibilidad de energia fomenta la deposicion de tejido adiposo.

En la Tabla 5 se presentan los resultados de acumulacion de proteina,
grasa y energia de los peces experimentales durante los 70 dias de alimentacion.
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en ninguna
de las variables de respuesta consideradas. Sin embargo, se observaron
diferencias numéricas notables (P=0.07) en la deposicion de proteina entre los
animales suplementados con &cido glutamico y acido succinico en comparacion
con los peces que recibieron la dieta testigo. Esta diferencia fue aun mayor en los
peces que recibieron acido alfacetoglutarico como suplemento.

La deposicion de tejido adiposo fue menos variable, indicando que algun
tipo de desbalance proteina/energia afecta mas la deposicion de tejido muscular
(proteina) que las reservas energéticas. Dabrowski y Guderley (2002) indicaron

gue, a pesar de que los peces tienen un menor metabolismo basal que los
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animales terrestres, el costo energético de la sintesis de proteina es

significativamente mayor y que la oxidacion de la proteina absorbida es la fuente
de energia mas importante. Afiaden que no se conoce realmente la contribucion
de la oxidacién de los aminoacidos individuales para este efecto y tampoco estan

claros los mecanismos de control de estas oxidaciones.

Tabla 5. Balance de proteina, grasa y energia de los peces en los distintos
tratamientos.

Tratamientos

Concepto P>F
P TEST | GLU | AKG | SUCC
Peso promedio, g 13.79 11.13 9.84 11.68 | 0.09
Peso metabdlico (PM), kg 0.029 0.025 0.023 0.026 | 0.09
Proteina acumulada, g 2.57 1.50 0.99 1.48 @ 0.07
Protefna acumulada, g (kg PM)™ 88.62 60.00 43.04 65.48 | 0.07
Grasa acumulada, g 1.07 0.77 0.79 0.96 | 0.38
Grasa acumulada, g/ (kg PM)™ 35.78 30.80 34.35 42.47 | 0.37

Energia acumulada:
En proteina, Kcal | 13.45 7.88 5.20 7.76 | 0.07
En grasa, Kcal 9.82 7.05 7.21 8.84 | 0.38
Total, Mcal | 23.28 14.94 12.42 16.60 | 0.15
Energia acumulada, Mcal (kg PM)* | 0.78 0.59 0.54 0.61 @ 0.26

Aungue la metodologia utilizada en este estudio no permitié realizar un
analisis de costos, es pertinente indicar que el costo de la dieta testigo (Tabla 1)
fue de US $ 0.37 kg *, que es menor al costo de las dietas comerciales

disponibles en el mercado (US $ 0.45 a 0.60 kg *, dependiendo del fabricante) lo
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que se atribuye a que no se utilizd harina de pescado. El costo de las dietas

experimentales, sin incluir el costo de los suplementos, fue de US $ 0.28 kg *, que
permite inferir que serian econémicamente viables si el costo de los suplementos
(50 g kg ™) no excede US $ 0.05 (considerando la menor ganancia de peso), lo

que equivaldria a un precio de US $ 1.00 kg™ de suplemento.



CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en esta investigacion se puede concluir lo

siguiente:

Con el fin de bajar los costos de alimentacion, es posible disminuir la
proteina dietética tradicionalmente recomendada y excluir la harina de
pescado en la formulacién, sin afectar significativamente los indicadores
de desempefio productivo, si se adicionan fuentes alternas de energia
como lo son algunos cetoécidos o acidos dicarboxilicos

Al implementar esta practica, se hace necesario reevaluar los requisitos
netos de los aminoacidos indispensables para evitar una merma en el
crecimiento de los peces (deposicion de proteina muscular)

También se hace necesario reevaluar la relacion proteina/energia en
las dietas, para evitar cambios en la composicion corporal de los peces,
gue incide en la conversion alimenticia y costos de produccion

De los suplementos evaluados, el &cido succinico aparenta ser el de
mayor valor como suplemento energético, efecto atribuible a una mejor
aceptacion por los peces y, por consiguiente, un mayor consumo de

alimento.
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