
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 
SUBDIRECCION DE POSTGRADO 

EFECTO DE LAS AMINAS BIOGENICAS PRESENTES EN 
HARINAS DE PESCADO O SUPLEMENTADAS EN LA 

DIETA D a CAMARON AZUL LÍTOPENAEUS STYUROSTWS 

T E S I S 

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER 
EL TITULO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS CON 

ESPECIALIDAD EN ACUACULTURA 

PRESENTA 
M.C. MI RE YA TAPIA SALAZAR 

CIUDAD UNIVERSITARIA SEPTIEMBRE DE 2000 



TD 
QP603 
A4 
T3 
2000 

C.1 





U N í V t ' U S f f ) / \ í ) A ( ! i'i )[ ÍOMV, i )!(-;|NÍÜLíV'C) U i O N 

. . . . . . . . TOTF r r r 
•• I 

E F M / O DEL* -ENTES S h 
" H A R i N A S D I - ' • I EN 1/ 

D E w C A v " / . ' : : >UÍO$TRJS 

¡i L f 

PRESENTADA COMO RtQUiSíiO PARCIAL PARA OBTENER 
EL TITULO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS CON 

ESPECIALIDAD EN ACUACULTURA 

P R E S E N 1 A 

M.C MIREYA. TAPIA SALAZAR 

C I U D A D S ~ r P u r r o r 2 0 0 0 



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

SUBDIRECCION DE POSTGRADO 

EFECTO DE LAS AMINAS BIOGENICAS PRESENTES EN 
HARINAS DE PESCADO O SUPLEMENTADAS EN LA DIETA DEL 

CAMARON AZUL Litoperiaeus stylirostris. 

TESIS 

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL 
TITULO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS CON 

ESPECIALIDAD EN ACUACULTURA 

POR: 

M.C. MIREYA TAPIA SALAZAR 

SAN NICOLAS DE LOS GARZA NUEVO LEON SEPTIEMBRE DEL 2000 



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

SUBDIRECCION DE POSTGRADO 

EFECTO DE LAS AMINAS BIOGENICAS PRESENTES EN HARINAS DE PESCADO O 
SUPLEMENTAOAS EN LA DIETA DEL CAMARON AZUL Litopenaeus stylirostrís. 

TESIS 
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR EN 

CIENCIAS BIOLOGICAS CON ESPECIALIDAD EN ACUACULTURA 

POR: 

M.C. MI REY A TAPIA SALAZAR 

COMITE DE TESIS 

DRA. LUCIA EUZAäETt f CRUZ SUAREZ 
PRESIDENTE 

DR. ROBER MERCADO HERNANDEZ 
VOCAL 

ORTÜENIS RICQUE MARIE 
ARIO 

DRA. GRACIELA GARCIA DIAZ 
VOCAL 

DR. RAMON PACHECO AGUILAR 
VOCAL 



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

SUBDIRECCION DE POSTGRADO 

EFECTO DE LAS AMINAS BIOGENICAS PRESENTES EN HARINAS DE PESCADO O 
SUPLEMENTADAS EN LA DIETA DEL CAMARON AZUL Litopenaeus stylirostris. 

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR EN 
CIENCIAS BIOLOGICAS CON ESPECIALIDAD EN ACUACULTURA 

POR: 

M.C. MI REY A TAPIA SALAZAR 

DR. TREVOR SMITH 
UNIVERSITY OF GUELP ON„ CA 

DIRECTOR EXTERNO 

TESIS 



DEDICATORIA 

AMIS PADRES 

Quiero de dedicar en especial esta investigación a Lazara Tapia Escamilla« y Juana 

Salazar Vda. de Tapia por haberme dado el Don de la vida, por ser el mejor ejemplo de lucha constante 

hacia la superación y inculcado todas las herramientas necesarias para lograr el éxito. 

A MIS HERMANOS, CUNADAS Y SOBRINOS 

José Francisco, Bernardo,' Lázaro, Benito, Eva Luz, Maria del Socorro, Sebastiana, 

Rosalinda, Paty, José Francisco Jr., Paola, Pamela, Bernardo Francisco, Leslie, Mirian, Karina, 

Ramses, Mima, Norma, Karen y Carlos.1 Gracias por brindarme su apoyo y los bellos momentos que 

hemos pasado. 



AGRADECIMIENTOS 

A la Dra. Elizabeth Cruz Súarez y Dr. Denis Ricque per la dirección y todo ei apoyo que me han 

brindado para la realización de este trabajo de Investigación. 

Al Dr. Ramón Pacheco Aguilar y M.C. María Elena Lugo por su apoyo en el análisis de aminas 

biogenicas en alimentos por cromatografía liquida de alta resolución. 

Al Dr Trevor Smith y Andrew Harris por su asesoría en el análisis de aminas biogenicas por 

cromatografía liquida de alta resolución y haberme permitido trabajar durante un ano en su laboraotrio 

de investigación. 

Al Dr. Roberto Mercado Hernández por su asesoria estadística. 

A la Granja de Camarón Aquastrat y Seprofin por haber proporcionado los organismos utilizados en 

este estudio, 

Al IFOMA, ISSF y Fundación Chile por haber proporcionado las harinas de pescado experimenales. 

INUAL- TEPUAL por haber realizado los análisis de aminas biogenicas en las dietas experimentales. 

1 

A CONACyT y al International Counci l for Canadian Studies ( ICCS) por las becas otorgadas a mi 

persona durante el programa doctoral, 

A mis compañeros de grupo Maricultura; Adriana "García, Martha Nieto, América Salinas, Sandra de la 

Cruz, Laura Treviflo, Alejandra Rocha, Adrián Salgado, Luis Peña, Claudio Guajardo, Martin Camarena, 

José Luis Sánchez y Servando Quiroz gracias por su apoyo y amistad. 

A mis compañeros de deporte Maestra Lili, Lety, Yadira, Karina, Aisa, Misael, Edi y Carlos, gracias por 

brindarme su apoyo y amistad y haberme de inculcado en mi el hábito del deporte. 



A Paula, Sandra, Dominique, Rak, Kees, Nick, Nicholas, Sudip, Swami, Sankar, Sanjey por h a b e r . 

compartido gratos momentos durante mi estancia de investigación. 

Mary Ann Elliotte y Tom por haberme abierto las puertas de su casa durante mi estancia de 

investigación y blindarme todo su apoyo Incondicional. 

FINANCIAMIENTO 

Esta investigación estuvo financiada por 

Comunidad Económica Europea bajo el contrato de investigación número CIT-CT93-0300 

Universidad Autónoma de Nuevo León, México (PAYCYT) 

Adaptation Councl (AAC) 

Hiram Walker and Sons, Ltd. Windsor, Ontario 

International Council for Canadian Studies (ICCS) 

Ontario Ministry of Agriculture, Food and Rural Affairs (OMAFRA) 

Agricultural Adaptation Council (AAC) 



c 
CA 

CadH 

CadM 

DA 

D H 

ELN 

ETQ 

F 

FCB 

FRA 

FRH 

gL-i 

GP 

H 

L 

MFRA 

m g 

m g Kg-1 

N 

NHa +• NHÍ 

NOz 

NOj 

«C 

OD 

P 

P 

PMS 

p p m 

S 

SD 

Abreviaciones 

Cadaverina, 

Consumo de alimento (g) 

Concentración de cadaverina en hepatopáncreas de camarón 

Concentración de cadaverina en músculo de camarón 

Harina de pescado elaborada a partir de anchoveta descompuesta 

Harina de pescado elaborada a partir de arenque descompuesto 

Extracto libre de nitrógeno 

Etoxiquin 

Feniletilamina 

Facultad de Ciencias Biológicas 

Harina de pescado elaborada a partir de anchoveta fresca 

Harina de pescado elaborada a partir de arenque Fresco 

Gramos por litro 

Ganancia en peso (%) 

Histamina 

Li t ros 

Harina de pescado elaborada a partir de anchoveta medianamente fresca 

miligramos 

Miligramos por kilogramo 

Nitrógeno 

Amonio total 

Nitritos 

Nitratos 

Grados centígrados 

Oxigeno disuelto 

Putrescina 

Peso (g) 

Pérdida de materia seca 

Partes por millón 

Sobrevivencia (%) 

Desviación estándar. 



Spd Espermidina 

SpdH Concentración de espermidina en hepatopáncreas de camarón 

SpdM Concentración de espermidina en músculo de camarón 

Spm Espermina 

SpmH Concentración de espermina en hepatopáncreas de camarón 

SpmM Concentración de espermina en músculo de camarón 

T Tiramina 

TCA Tasa de conversión alimenticia 

TVN Nitrógeno volátil total 

Ul Unidades internacionales 

UNAL/FCB Universidad Autónoma de Nuevo León Facultad de Ciencias Biológicas 



Resumen 

Indice 

Página 

1 

Introducción general 3 

Bases bioquímicas y f is iológicas de las aminas biogénicas 4 

Descomposición del pescado 4 

Producción de aminas biogénicas 8 

Metabolismo de las aminas 9 

Histamina 9 

Poliaminas 10 

Efectos 13 

Importancia 15 

Originalidad 16 

Objetivo general 16 

Objetivos particulares - 16 

Hipótesis 17 

Parte I: frescura de la materia prima 18 
i 



1.1.-Resumen 18 

1.2.-Introducción 19 

1.3.- Material y métodos 21 

1.3.1.- Harinas de pescado experimentales 21 

1.3.2.- Dietas experimentales 23 

1.3,2.1.- Elaboración de dietas experimentales 26 

1.3.3.- Bioensayo de crecimiento 28 

1.3.4.- Análisis de aminas en tejido de camarón 30 

1.3.5.- Análisis estadísticos 31 

1.4.- Resultados 31 

1.4.1.- Harinas de pescada experimentales 31 

1.4.2.- Dietas experimentales 32 

1.4.3.- Bioensayo de crecimiento 35 

1.4.4.- Niveles de aminas en tejido da camarón 37 

1.5.-Discusiones 40 

1.5.1.- Harinas de pescado experimentales 40 

1.5.2.- Bioensayo de crecimiento 42 

1.5.2.1.- Consumo de alimento 42 

1.5.2.2.- Ganancia en peso . 44 

1.5.2.3.- Tasa de conversión alimenticia 45 

1.5.2.4.- Sobrevivencia 46 

1.5.2.5.- Contenido de aminas en tejido 47 

1.6.-Conclusiones 48 



Capítulo IV,» Suplementación de aminas biogénicas 

4.1.« Resumen 

4.2.- Introducción 

4.3.- Material y métodos 

4.3.1- Dietas experimentales 

4.3.2 - Bioensayo de crecimiento 

4.3.3.- Análisis del contenido de aminas en tejido de camarón 

4.3.4.- Análisis estadístico 

4.4.- Resultados 

4.4.1.- Dietas experimentales 

4.4.2.- Bioensayo de crecimiento 

4.4.2.1.- Suplementación de histamina 

4.4.2.2.- Suplementación de cadaverina 

4.4.2.3.- Suplementación de putrescina 

4.4.2.4.- Suplementac'ón de espermidina 

4.4.2.5.- Suplementación de espeanina 

4.4.3.- Niveles de aminas en tejido de camarón 

4.4.3.1.- Suplementación de histamina 

4.4.3.2.- Suplementación de cadaverina 

4.4.3.3.- Suplementación de putrescina 



4.4.3.4.- Suplementación de espermidina 73 

4.4.3.5.- Suplementación de espermina 75 

4.5.- Discusión 77 

4.5.1.- Contenido de aminas en los alimentos experimentales 77 

4.5.2.- Consumo de alimento 78 

4.5.3.- Ganancia en peso 81 

4.5.4.- Sobrevivencia 84 

4.5.5.- Contenido de poliaminas en tejido de camarón 85 

4.6.- Conclusiones 88 

4.6.1.-Crecimiento 88 

4.6.2.- Aminas en tejido 89 
i 

Discusiones generales 90 

Conclusiones generales 94 

Referencias 95 

Anexo I Análisis de aminas biogénlcas en alimentos, ingredientes y tejido de camarón 108 

por cromatografía de alta resolución 

Anexo II Análisis de endotoxinas en alimentos e ingredientes por medio de un método 118 

colorimetrico 

j 



Indice de Tablas 

Número Pagina 

1 Especies de bacterias capaces de degradar aminoácidos para formar aminas biogénicas 7 

2 Composición química de las harinas de pescado elaboradas a partir de arenque. 22 

3 Composición química de las harinas de pescado elaboradas a partir de anchoveta. 23 

4 Ingredientes y composición química de las dietas experimentales para salmón. 24 

5 Formulas de los alimentos para camarón suplementados con harinas de arenque. 25 

6 Formulas de los alimentos para camarón suplementados con harinas de anchoveta. 26 

7 Condiciones de experimentación para los bioensayos de frescura de la materia prima. 30 

8 Composición química de los alimentos para camarón suplementados con harinas de arenque y 33 

anchoveta. 

9 Contenido de aminas biogénicas en los alimentos suplementados con harinas de arenque. 34 

10 Resultados del bioensayo de crecimiento en los organismos alimentados con dietas 36 

suplementadas con harinas de arenque. 

11 Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con las dietas 37 

suplementas con harinas de anchoveta. 

12 Formula base para las dietas suplementadas con aminas 53 

13 Condiciones de experimentación para los bioensayos de las dietas suplementadas con aminas. 55 

14 Composición química de las dietas suplementadas con aminas. 58 

15 Contenido de aminas en los alimentos para camarón suplementados con diferentes tipos y 59 

concentración de aminas. ^ 

16 Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con histamina. 60 

17 Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con cadaverina. 62 



18 Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con putrescina. 63 

19 Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con espermidina. 63 

20 Resultados del bioensayo de crecimierto de los organismos alimentados con espermina. 65 

21 Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con hlstamina. 67 

22 Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con cadaverina. 69 

23 Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con putrescina. 71 

24 Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con espermidina. 73 

25 Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con espermina. 75 

\ 



Figura 

Indice de figuras 

Pagina 

1 Degradación del ATP 4 

2 Glicólisis anaerobia y aeròbica 5 

3 Metabolismo de la histamina 9 

4 Transformación metabolica de las poliaminas 12 

5 Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con harinas de pescado 38 

elaboradas a partir de arenque. 

6 Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con harinas de pescado 39 

elaboradas a partir de anchoveta. 

7 Ganancia en peso de los organismos alimentados con histamina. 61 

8 Ganancia en peso de los organismos alimentados con espemnina. 66 

9 Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas 68 

con histamina. 

10 C onte-i ido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas 70 

con cadaverina. 

11 Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas 72 
\ 

con putrescina. 

12 Contenido de aminas en tejido d̂ e camarones alimentados con dietas suplementadas 74 

con espermidina. 

13 Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas 76 

con espermina. 



RESUMEN 

Durante el proceso de deterioro de la materia prima usada para producir harina de 

pescado, se generan entre otros compuestas aminas biogénicas y posiblemente endotoxinas de origen 

bacteriano (lipopolisacáridos) que pueden afectar los parámetros biológicos del camarón. Los objetivos 

del presente trabajo fueron: 1) Evaluar el efecto de harinas de pescado manufacturadas a partir de 

diferente grado de frescura de la materia prima y 2) Evaluar el efecto de la suplementación de aminas 

en dietas para camarón a niveles crecientes sobre el crecimiento y la sobrevivencia del camarón azul 

asi como el contenido de estos compuestos en tejido. 

Para una primera etapa, se evaluaron harinas de arenque (2) y anchoveta (3) elaboradas a 

partir de pescado con diferente grado de frescura y que se caracterizaban por contener un alto contenido 

de aminas biogénicas (5 dietas). Cuatro dietas adicionales fueron elaboradas con la harina de arenque 

elaborada a partir de pescado fresco y suplementarias con aminas biogénicas a diferentes combinaciones 

pero en concentraciones semejantes a las encontradas en la harina elaborada a partir de arenque 

descompuesto. Estos alimentos fueron evaluados durante 26 y 36 dias en camarón azul (peso inicial 75 

mg) con 5 replicados y 10 organismos por acuario. Las harinas de pescado elaboradas a partir de arenque 

o anchoveta medianamente fresca y descompuesta redujeron significativamente el consumo de alimento y 

la ganancia en peso. La suplementación combinada de histamina (559 mg kg1) y cadaverina (620 mg kg1) 

en dietas para camarón incrementó significativamente estos parámetros biológicos. Por otro lado, se 

observó una mortalidad del 15 y 9% en los camarones que consumieron las harinas de pescado elaboradas 

a partir de arenque y anchoveta descompuesta, aunque para está ultima la diferencia no fue significativa. 

Los niveles de histamina y putrescina en tejido de camarón fueron menores a los limites de detección; 

mientras que cadaverina, espermidina y espermina fueron detectadas. La concentración de cadaverina en 



tejido de camarón se incrementó con el contenido de cadaverina dietaria. El contenido de LPS en las 

harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima descompuesta fue analizado mediante el uso de 

un kit comercial; desafortunadamente en las harinas de pescado se encontraron compuestos que causaron 

reacción cruzada, lo cual impidió la determinación del contenido de dichos compuestos. 

En una segunda etapa, se evaluaron 26 dietas experimentales suplementadas con niveles 

crecientes (0,600,1200,2400,3600 y 4800 mg kg-1) de histamina, cadaverina, putrescina, espermidina 

y espermina durante 28 días en camarón azul (peso inicial 72 mg) con 5 (histamina y cadaverina) ó 3 

replicados (putrescina, espermidina y espermina) y 10 organismos por acuario. La suplementación de 

histamina, cadaverina, putrescina, espermidina y espermina no afecto el consumo de alimento y 

sobrevivencia. La tasa de conversión alimenticia solamente fue afectada por la presencia de espermina, 

los organismos alimentados con 1100 y 3400 mg kg-1 mostraron el mejor valor La ganancia en peso fue 

afectada cuadráticamente por la suplementación de histamina y espermina, con valores máximos para 

las niveles de 1200 y 2400 mg kg*1 de histamina y 1100 mg kg-1 de espermina y valores decrecientes 

para los niveles mayores. La concentración de histamina y putrescina en el tejido de los organismos 

alimentados con estas dietas fue por debajo de los limites de detección (50 prual mi - 1) . La cadaverina 

dietaria afecto linealmente el contenido de esta amina en el tejido; mientras que putrescina, espermidina 

y espermina afectaron linealmente el contenido de espermidina. :< 

Con estos resultados concluimos que la frescura de la materia prima afecta el consumo de 

alimento y la ganancia en pesa del camarón azul L styíirustris. La sobrevivencia en algunas ocasiones 

puede ser afectada por el consumo de harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima 

descompuesta; este efecto negativa solamente es mas evidente cuando se utiliza materia prima 

almacenada durante un largo periodo de tiempo y a temperatura ambiente. El efecto negativo observado en 



los parámetros biológicos evaluados no es causado por la presencia de aminas, si no por otras sustancias 

tóxicas generadas durante el deterioro del pescado. La adición de niveles moderados de histamina y 

espermina mejora el crecimiento; sin embargo altos niveles de suplementación reducen éste parámetro. El 

camarón puede melabolizar histamina, putrescina y espermina para formar otras aminas o excretarlas 

tal como se ha observado en aves y mamíferos. El almacenamiento de cadaverina dietaria en tejido de 

camarón y la conversión de espermina a espermidina por este organismo, tiene un alto costo energético 

lo cual explica la reducción en crecimiento observada en la presente investigación. 

INTRODUCCION GENERAL 

Uno de los ingredientes utilizados en la elaboración de dietas para organismos acuáticos, 

especialmente para especies carnívoras, es la harina de pescado. Este ingrediente es una rica fuente 

de energía, proteina, aminoácidos azufrados y ácidos grasos esenciales (Barlow & Windsor, 1984); su 

valor nutricional, sin embargo, varia principalmente debido al tpo de materia prima utilizada, y a la 

modificación y disponibilidad de los elementos nutritivos durante su almacenamiento, y durante la 

elaboración y manipulación del producto final (Pike, 1996]. Durante la manufactura de la harina de pescado 

(etapas de almacenamiento y secado) se forman ciertas sustancias (aminas biogénicas, mollerosina] que 

pueden causar una reducción del consumo de alimento, pobre crecimiento e incluso mortalidades (Pike, 

1996; Subramanyam,1996); por lo que ha sido necesario la implementación de puntos críticas de control de 

calidad en cada una de las etapas de manufactura de este ingrediente con el fin de evitar afectar su calidad 

nutricional y disminuir o eliminar las sustancias tóxicas que pudieran afectar el buen rendimiento de los 

organismos que consumen dichas harinas. El presente trabajo trata de determinar el efecto de las aminas 

biogénicas presentes en harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima descompuesta o 

suplementadas sobre el crecimiento y sobrevivencia del camarón azul L stylirostris (así como cuantificar los 



lipopolisacáridos posiblemente presentes en harinas elaboradas a partir de pescado descompuesto] y . 

establecer las concentraciones máximas permisibles de aminas biogénicas en harinas de pescado 

utilizadas para la elaboración de alimentos para este crustáceo. 

B4SES BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS DE LAS AMINAS 

BIOGENICAS 

DESCOMPOSICION DEL PESCADO 

En organismos vivos el ATP (adenosiltrifosfato] funciona como un donador de energia en 

un sin número de procesos metabólicos; este es formado por la reacción entre el adenosil difosfato 

(ADP) y fosfatocreatina; cuando este reservorio disminuye, el ATP es regenerado del ADP por 

refosforilación durante el proceso de la glicólisis, Después de la muerte del pez la regeneración del ATP 

cesa y este a su vez es degradado por un sin número de reacciones de defosforilación y deaminación 

hasta convertirse en inosina monofosfato (IMP) el cual a su vez es posteriormente degradado a 

hipoxantina (Hx) y ribosa (Huss, 1983). Fig 1. : 

Hx 
t 

ATP - » AOP - » AMP - » IMP - » HxR - » Ribosa 
i i ' i . i 
P P NHj P (¡rwsina) 

Fig. 1.- Degradación del ATP (Huss, 1983) 

Debido a la falta de oxigeno, la glicólisis se desarrolla en condiciones anaerobias y su producto 

final es el ácido láctico (fig. 2), el cual causa una disminución en los valores de pH y por lo tanto en la 



capacidad de las proteínas de retener agua, favoreciendo así las condiciones para el desarrollo de la 

actividad bacteriana y enzimàtica. La catepsina P tiene una actividad óptima en valores de pH de 4 y es 

de las enzimas más importantes para iniciar la degradación de las proteínas endógenas a péptidos, los 

que a su vez son degradados por otras catepsinas (A, 6, C). De esta forma las proteínas se 

descomponen en péptidos de diferentes tamaños, que después son hidrolizados finalmente en 

aminoácidos y por último degradados (descarboxilados) en aminas biogénicas, por medio de las 

enzimas bacterianas (op cit). 

. C ly(09«n 

¿• rob le 
r « i p i r « ( k n 

Creat ina p h M p h i t t • AOP ATP » ««- • • t l n * 

l ^ c t l c «cid 
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An<«r«blc 
«-«•plraUon 

Fíg, 2.- Glicolisis anaerobia y aerdOíca (Huss, 1983) 

El pescado se deteriora desde el momento de su captura, y el lapso en que se desencadena 

este proceso es menor a 24 horas; la velocidad a la cual se lleve a cabo este deterioro depende de la 



especie, del tiempo, de la temperatura de almacenamiento asi corno del grado de contaminación. 

microbiològica post captura (Pike & Hardy, 1997). Este proceso envuelve mecanismos microbiológicos y no 

microbiológicos. La deterioración rio microbiològica es causada por enzimas proteoliticas y (¡políticas 

endógenas que son encontradas en la cabeza y las visceras del pez y que atacan los órganos y tejido 

circundante después de la muerte; estas enzimas degradan las proteínas de alto peso molecular 

proporcionando los nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano. En la degradación microbiana 

actúan las enzimas provenientes de los microorganismos presentes durante la descomposición del 

pescado, este tipo de degradación da origen a la formación de aminas biogénicas, ácidos orgánicos, ácido 

sulfúrico, trimetilamina, ácido acético, amonia, cetonas, aldehidos, etc. 

El tipo de flora bacteriana presente en peces depende de las condiciones del medio ambiente, 

estación del año, factores ambientales, tipo de almacenado post captura, especie capturada etc. (Klausen & 

Lund, 1986). Asi, en los peces subtropicales se han aislado microorganismos mesófìlos; tal como Sac/Wws 

spp, Coiyneformes y Micrococcus; mientras que en organismos de aguas frías la flora predominante es 

constituida por psicnóflos {Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium spp. etc). En peces marinos 

recién capturados se encuentran presentes Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Vibrio, 

Microccccus, Bacilius, Coryrieformes, Atteromonas, Moraxetla, Acirietobader y Cytophaga (Huss, 1983; 

Taylor & Speckhard; 1983; Lesel, 1984); mientras que en agua dulce la flora bacteriana este representada 

por Aeromonas, Enterobacteñas, Pseudomonas, BacHIus, Coryneformes, Flavo bacteríum y AlcaOgenes 

(Lesel, 1984), 

Tanto bacterias Gram negativas G(-) como positivas G{+) son responsables de la 

decarboxilación de los aminoácidos formando aminas biogénicas; sin embargo las G(-) son las que se 

encargan principalmente de la producción de estos compuestos (Tabla 1). 



Tabla 1.- Espedes de bacterias capaces de decarboxlar aminoácidos y producir aminas biogénicas. 

Bacteria 

Adnäobacter 
Citrobacter 

freunöii* 
Edwarsiella 

tarda' 
idaluru* 

Enterobacter 
Escfieriquia 
Hafnia 

afvei* 
Klebsiella 

pneumoniae 
Proteus 

vulgaris 
mirabillis 
morgan Ii 
rettgeri 

Pseudomonas 
cepasa 
maibei 
mailoptiila 

Salmonella 
Serratia 
Shigella 
Vibrio 

alginditicua* 
chderae 

Yersinia 
njckeri' 

Gram Usina Argirina 
descartnwlasa descartxailasa 

M-

Omitina 
descartxailasa 

d 
+ 

Histamins 
descartœrxilasa 

Fenlla'anina 
desaminass 

• 6 + 

d 

Fuente: Peí erar & Reíd. 1580; Teylor & Speckhard, 1983; Kanemanef si., 1585,' Jay, 1966; H i lmer l Yoshinaga, 1987; Brock & Madigan, 

1994) ' 

* Especies de bacterias que causan enfermedades en peces, reacción positiva tardía. 



PRODUCCION DE AMINAS BIOGENICAS 

Los aminoácidos son degradados mediante dos vías: la desaminación oxidativa y la 

decarboxilación. La desaminación oxidativa convierte un aminoácido al correspondiente cetoácido, 

produciendo pnncipalmente amoniaco; este mecanismo permite a los microorganismos utilizar los 

aminoácidos libres. La decarboxilación se lleva a cabo mediante la liberación del gnjpo a-carboxilo de los 

aminoácidos y produce aminas biogénicas y dióxido de carbono (Louisot, 1983]. La cantidad así como el 

tipo de amina biogénica presente en los alimentos depende de múltiples factores: presencia de 

microorganismos capaces de decarboxilar y de un cofactor apropiado para indurar la decarboxilación, 

disponibilidad adecuada de aminoáddos, factores ambientales que favorezcan el crecimiento bacteriano, 

condiciones que conduzcan la síntesis de decarboxilasa, proceso de decarboxilación subsecuente, tipo de 

aminoácido predominante en la materia prima (Kranner et ai, 1991]; así la agmatina y putrescina son 

producidas a partir de la decarboxilación de arginina y omitina; mientras que la histamina, cadaverina, 

tiramina, fenilaíanina son generadas a partir de histidina, Usina, tirosina y fenil al aniña respectivamente. La 

espermidina y espermina son generadas a partir de la putrescina por medio de la adición de grupos 

aminopropilo. 

Las aminas biogénicas son producidas durante el proceso final de la ruptura de las proteínas; 

sin embargo el tipo de amina y su concentración dependerá del estado de putrefacción; asi por ejemplo, la 

tiramina y la cadaverina son detectadas al inicio del proceso de descomposición (Yano ef al., 1992, citado 

por Flores efa/., 1996). 



METABOLISMO DE AMINAS 

HISTAMINA 

La histamina es formada por la decarboxilación de la L-histidina. Esta amina puede ser 

metabolizada per un proceso de deaminación en presencia de la diamino oxidasa o metilada en presencia 

de un grupo donador de metilo (S-adenosil metionina) y la enzima histamina N-metiltransferasa (HNMT); los 

productos de esta deaminación o metilación son el ácido acético imidazol deaminado y la 1-meti l4[p-

aminoetil] imidazol (metil histamina, Fig. 3). 
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Fig 3.- Metabolismo do la histamina 



Los dos productos metabóllcos (¡midazol deaminado y metilhistamina) son posteriormente 

metabolizados para formar ácido acético ribosiiimidazol y subsecuentemente deaminados (mono animo 

oxidasa) para dar origen al ácido acético met'limidazol. Esta vía de metabolización varia de especie a 

especie; así tenemos que por ejemplo la deaminación de la histamina y la conversión a ácido acético 

ribosiiimidazol es la principal ruta de metabolismo en ratas y menor en el hombre, gatos y perros; sin 

embargo, para otros organismos, Le. conejos y ccrdos, ambas rutas de metabolización son importantes 

(Beaven, 1978). 

La distribución de la histamina a lo largo del tracto intestinal es conocida en una gran variedad 

de especies. Los niveles más bajos (< 2p.g g-1) a lo largo del tracto digestivo se observan en especies 

agástricas y teleosteos primitivos. En todos los vertebrados menores en donde el estómago y las células 

encargadas de la secreción de ácido clorhídrico han aparecido, la histamina es abundante en el estómago, 

pero no en el resto del tracto digestivo. En peces, anfibios y reptiles, por ejemplo los niveles de histamina 

varia de 0.1 a 2 pg g-1 en el intestino comparado ccn 5 - 20 | ig g-1 en el estómago; solamente en mamíferos 

la histamina es abundante tanto en el intestino como en el estómago (Beaven, 1978). 

POUAMINAS 

La concentración de poliaminas en tejido esta regulada por dos mecanismos, el 

catabolismo y la excreción. El primer paso de la bicslntesis de las poliaminas es ía decarboxilación de la 

o mitin a por la acción de la omitina decarboxilasa (ODC) la cual da origen a ía putrescina; esta a su vez 

sirve como base para formar espermidina y espermina a través de la transferencia secuencial de grupas 



aminopropil, proporcionados por la S-adenosilmetionina decarboxilada (dAdoMetOC), y la acción de las -

enzimas espermidina y espermina sintetasa. Durante el proceso de catabolismo, la espermina y la 

espermidina pueden ser degradadas para formar espermidina y putrescina respectivamente, por medio 

de su acetilación en la posición N-1 asi como la remoción de los residuos aminopropil proporcionados 

originalmente por la dAdoMetDC; la enzima que cataliza este paso es una poliamina oxidasa (PAO) 

flavin adenina dinucleótida dependiente. Las enzimas ornitina decarboxilasa (ODC), S-

adenosilmetionina decarboxilasa (AdoMetDC) y la acetilCoA N-acetil transferasa (SSAT) actúan como 

las enzimas claves para la regulación de este proceso. La deaminación oxidativa a través de la acción 

de la amino oxidasa (mono y di amino oxidasa, cobre dependiente) va dar origen a los productos 

terminales de las poliaminas, los aldehidos; los cuales a su vez son oxidados para formar aminoácidos 

y y-lactams; estos compuestos asi como las poliaminas acetiladas son las formas en que las poliaminas 

son desechadas por los organismos (Fig. 4). 



P u t 

Fig.4.- Transformación metabólica de potiamlnas y vias de transporte a través de la membrana 

Enzima: (1) arginasa; (2) omitlna decarboxíiasa; (3) espsrmidlna sintetssa; (4) espeimina sintetasa; (5) acetl CoA: espermldina/espermma 

N'-acetlItransferasa; (9) poíanlna twWasa; (7) acetil CoA: espermidina N'-acetilItransfwwaínuclear); (9) Cu**-depend9nt amino oxidasa 

(diarrins oxidasa) * aldehido dehidrggenasa; Arg: arginina, Put pjtresdna, Spd: esperrridina, Spm: espermina, NAcPut N-acstil 

putrescina, N'AcSpm: N'-acetil espermidína, N'AcSpd: M-aceti espeimidina, Om: omitiría] 

Estas enzimas se localizan en hígado, riñón y la mucosa intestinal (Louisot, 1983). La 

capacidad para metabolizar las aminas va a depender de un sin número de factores; así infecciones en el 

intestino, presencia de compuestos inhibidores (alcohol), concentración de la amina, compuestos sinérgicos 

(i.e. la cadaverina potencializa la toxicidad de la histamina debido a la inhibición de la enzima DAO), edad 



de los organismos (los organismos jóvenes son más sensibles) son algunos factores que afectan la tasa de 

degradación de estas sustancias {Bakker, 1994). 

EFECTOS 

Las aminas se encuentran naturalmente presentes a bajas concentraciones en muchos 

ingredientes y alimentos no constituyendo un peligro su consumo; sin embargo altas concentraciones es un 

indicativo de descomposición y su consumo puede llegar a causar envenenamiento (Taiján & Jánossy, 

1978; citado por Flores e( a/„ 1996; Askar & Treptow, 1986 citado por Maijala et al., 1995; Pike & Hardy, 

1992; Bakker, 1994; Erróla et ai, 1996). 

Las poliaminas son cationes orgánioos ubicuos cuya presencia esta correlacionada con el 

incremento de la tasa de proliferación celular, sugiriendo que estas intervienen en algunos eventos 

anabólicos, por ejemplo: sintesis de DNA, RNA y proteínas; estabilización de membranas (Morgan, 

1992), protección del DNA contra procesos térmicos de desnaturalización (Seiler, 1992); inducción de la 

división citoplasmática (Morgan, 1992); incremento de la permeabilidad celular en intestino (Osman ef ai, 

1998); estimulación de la maduración bioquímica y morfológica de las células (Peulen et al., 1998; 

R u r r i a i n et al., 1998); y algunos le han atribuido efectos antioxidantes (Ha et al., 1998). 

Se ha visto que la suplementación de espermidina o espemnina causa un desarrollo precoz de 

la mucosa gástrica del intestino de organismos vertebrados (Konturek et al., 1998; Peulen et al., 1998; 

Olaya et al., 1999) ya que acelera los cambios bioquímicos y morfológicos sufridos durante su 

desarrollo (Romain et al, 1998). Por otro lado, se ha observado que incrementa la actividad enzimática 



(maltasa, sucrasa, maltasa, aminopeptidasa (Doufor et al., 1998), acelera la maduración del sistema . 

inmune (tórSteegeeíaA, 1997), etc, 

La etapa inicial dcnde se suministra la primera alimentación con alimento artificial balanceado 

a les organismos de importancia comercial, es la etapa más critica debido principalmente a que su sistema 

digestivo no esta completamente maduro y la adaptación a éste tipo de alimento les toma tiempo; por otra 

parte, la presencia de compuestos inhibidores, i.e. el inhibidor de tripsina presente en la pasta de soya, 

provoca daños considerables al intestino. El uso de dietas a base de pasta de soya en lechones recién 

destetados (Grant, et al., 1989) y aves (Mogridge al., 1996) causa inhibición de las funciones intestinales 

(i.e, absorción de nutrientes); sin embargo, la suplementación de putrescina ha logrado reducir estos 

efectos adversos de este inhibidor; debido a que esta poliamina promueve el crecimiento celular e 

incrementa la absorción de nutrientes. 

El efecto positivo de las poliaminas sobre el crecimiento ha sido ampliamente reportado en 

organismos vertebrados. En aves y ratas se ha observado que la adición de putrescina (Smith, 1990; Til 

eí al., 1997), cadaverina ( Smith et ai, 1996b; Til et al., 1997), espermidina (Smith et al, 1996a; 

Jeevanadam et al., 1997; Til et al., 1997) y espermina (Sousadias & Smith, 1995; Til eí al., 1997) en 

cantidades por encima de 2000 mg kg-1 reduce significativamente el crecimiento; sin embargo la 

utilización de alimentos suplementados con 2000jng kg-1 de putrescina o 500 mg kg-1 de espermidina 

se ha observado promueve significativamente el crecimiento de las aves; solamente la adición de 

espermma a concentraciones por arriba de 6000 mg kg*1 ha causado mortalidades considerables 

(Sousadias & Smith, 1995; Til ef al., 1997). 



En peces, Watanabe el al. (1987) y Fairgríeve et ai (1994) observaron que l a . 

suplemenlación de histamina en dietas causa lesiones intestinales en la trucha arco iris Oncorfjyncbus 

mykiss; sin embargo, concluyen que estos daños no afectaron ninguno de los parámetros biológicos 

evaluados. Cowey & Cho (1992) y Fairgríeve et al. (1996) por su parte, reportan una reducción del 
i 

crecimiento y pobre crecimiento de O. mykis alimentados con 13,300 mg kg-' de putrescina y 2000 mg kg-1 

de histamina respectivamente. 

En camarón se ha observado que la utilización de harinas de pescado con altos niveles de 

aminas biogénicas ha reducido el crecimiento y el consumo de alimento (Abdo de la Parra, 1994; 

Ricque eí al., 1998); solamente en organismos pequeflos ha causado mortalidades de hasta un 20% 

(Abdo de la Parra, 1994; Cruz-Suárez et al., 1999); aunque el uso de harinas de pescado con niveles 

moderados de aminas biogénicas incremento la ganancia en peso del camarón (Tapia-Salazar, 1996; 

Cruz-Suárez et al., 1999), de ahí en fuera no existe ningún otro estudio. 

IMPORTANCIA 

La harina de pescado es uno de los principales ingredientes utilizados en la alimentación de 

camarón; sin embargo, la calidad nutricional depende de las condiciones de almacenamiento, procesado de 

la materia prima y almacenado del producto terminado. Además de la reducción de la calidad nutricional de 

la harina durante su elaboración se producen sustancias tóxicas tales como aminas biogénicas y 

lipopolisacáridos, los cuales afectan el crecimiento y sobrevivencia de organismos que las consumen. En lo 

que respecta a la alimentación en camarón es importante determinar si el uso de harinas de pescado con 

cantidades considerables de aminas biogénicas y la posible presencia de endotoxinas reducen el 

crecimiento y la sobrevivencia del camarón. 



ORIGINALIDAD 

En la actualidad no existen estudios sobre el efecto de aminas biogénicas y lipopolisacáridos 

en el camarón; el presente trabajo contribuirá con los primeros resultados sobre los efectos de estos 

compuestos en L. sfytfrosíris; además se generará información sobre el metabolismo de las aminas en 

camarón y finalmente se pretende establecer los límites máximos permisibles de estos compuestos en 

harinas de pescado utilizadas en la elaboración de alimentos balanceados para camarón. 

t 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de las aminas biogénicas puras sobre el crecimiento y sobrevivencia 

del camarón azul y su impacto sobre la concentración de aminas en tejido; y definir si las aminas 

biogénicas generadas durante el procesamiento de harinas de pescado son responsables de la 

disminución en el crecimiento que se ha observado en camarón cuando es alimentado con harinas 

elaboradas a partir de pescado mal conservado. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1 E s t a b l e c e r si la frescura de la materia prima afecta el crecimiento y la sobreviviencia del camarón azul 

L sty¡¡rostas. 

2.- Determinar el efecto de aminas biogénicas puras sobre el crecimiento y la sobrevivencia del camarón 

azul L. stylirastris. 

3.- Generar información sobre el metabolismo de las aminas en el camarón. 



Establecer si las harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima almacenada durante un largo . 

periodo de tiempo y en condiciones no muy sanitarias contienen niveles medibles de LPS, los cuales 

podrían ser también responsables de reducir el crecimiento y la sobrevivencia del camarón. 

HIPOTESIS 

Las harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima descompuesta son capaces de 

reducir el crecimiento y la sobrevivencia del camarón azul. Las aminas biogénicas y los lipopolisacaridos 

son algunos de los compuestos generados durante el deterioro del pescado y son responsables de la 

reducción del crecimiento y la sobrevivencia del camarón cuando consumen harinas de pescado 

elaboradas a partir de materia prima deteriorada 



PARTE I: EFECTO DE LA FRESCURA DE LA MATERIA PRIMA 

1,1.- RESUMEN 

El objetiva del presente trabajo fue determinar el efecto de la frescura de (a materia prima y de 

las aminas biogénicas sobre la ganancia en peso del camarín azul L stylirostris asi como el impacto de 

éstas sobre el contenido de aminas en tejido de camarón. Adiciónalmente, las harinas de pescado que 

causaron mortalidades fueron analizadas para determinaren contenido de endotoxinas mediante el uso de 

un kit comercial. 

Dos harinas de pescada fueron elaboradas a partir de arenque con diferente grado de 

frescura de la materia prima e incluidas en dietas para camarón a un 27.6%. Cuatro dietas mas fueron 

suplementadas con la harina de pescado elaborada a partir de arenque fresco y combinaciones de aminas 

(CHPT, HPT, CPT, CH) a concentraciones semejantes a las encontradas en la harina elaborada a partir de 

arenque descompuesto. Un segunda grupo de harinas de pescado fue elaborado a partir de anchoveta 

fresca, medianamente fresca y descompuesta e incluidas en un 30%. Estos alimentos (9) fueron evaluados 

en camarón azul L. stylirostris con un peso promedio Inicial de 77 y 72 mg durante 28 o 36 días. 

La suplementación de harinas de pescado elaboradas a partir de arenque o anchoveta 

medianamente fresca o descompuesta redujo el consumo de alimento y causó un pobre crecimiento del 

camarón; además, se observaron mortalidades del 15 y 9% en los camarones alimentados con las harinas 

de pescado elaboradas a partir de arenque o anchoveta descompuesta. La adición de aminas, 



especialmente cadaverina e hlstamina a una concentración de 620 y 560 mg kg~1 incremento la ganancia . 

en peso. El contenido de aminas en tejido del camarón alimentado con las dietas suplementadas con 

harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima con diferente grado de frescura y/q,diferentes 

combinaciones de aminas no fue afectado. Desafortunadamente fue imposible cuantificar el contenido de 

endotoxinas presentes en las harinas de pescado que causaron mortalidades a camarón azul; debido a 

interferencias de algunos compuestos presentes en las harinas de pescado experimentales. 

Con estos resultados concluimos que la frescura de la materia prima disminuye el consumo 

de alimento y la ganancia en peso del camarón azul L styiirostris de menos de 100 mg. La supervivencia 

de esos animales es afectada por el consumo de harinas elaboradas a partir de pescado descompuesto. El 

efecto negativo observado en los parámetros biológicos evaluados en el presente trabajo no fue causado 

por el consumo de aminas biogénlcas, sino por la presencia de otras sustancias tóxicas generadas durante 

el deterioro de la materia prima. La suplementación de histamina y cadaverina mejoro la ganancia en peso 

por un incremento en el consumo de alimento. 

Í.2.- INTRODUCCION 

La frescura de la materia prima es un criterio de calidad que se emplea generalmente para la 

selección de harinas de pescado para su uso en-alimentos para organismos acuáticos (Pike & Hardy, 

1997). Se ha observado que la suplementación de este tipo de harinas elaboradas a partir de pescado 

descompuesto disminuye la ganancia en peso y el consumo de alimento tanto en peces (Pike & Hardy, op 

cit; Anderson et al., 1997; Opstvedt el al., 1999) como en camarón {Ricque eí al., 1998). 



Durante el deterioro del pescado un sin numero de compuestos son generados; las aminas. 

biogénicas son formadas por la descarboxilación de aminoácidos por enzimas decarboxiladoras de 

bacterias principalmente Gram negativas (G-). Estos microorganismos son destruidos durante la 

elaboración de la harina de pescado, cesando de esta manera la generación de estos compuestos. Por otro 

lado, las G(-) se caracterizan por contener lipopolisacaridos en su pared celular; estos compuestos al igual 

que las aminas biogénicas son termoestables (Freeman, 1985). 

En camarón, Ricque ef a/. (1998) concluyen que el deterioro del pescado reduce el consumo 

de alimento y el crecimiento del camarón azul L siyfímstrís, blanco i vannamei o tigre P. monodon] sin 

embargo la supervivencia no se ve afectada. Cruz-Suárez y colaboradores (1994; 1996) por su parte 

observaron en juveniles de camarón blanco L. vannamei alimentados con una dieta suplementada con una 

harina de pescado que se caracterizaba por contener altos niveles de aminas biogénicas (H, C, P, T y F, 

11390 mg kg-1) una mortalidad del 16 y 31% en 28 y 36 días respectivamente. Esta última investigación 

lleva a pensar que la presencia de bacterias gram negativas durante la descomposición del pescado 

contribuye con una cantidad considerable de aminas biogénicas y posiblemente de lipopolisacaridos como 

para causar mortalidad al camarón. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de harinas de pescado elaboradas a partir 

de materia prima descompuesta sobre la ganancia en peso y supervivencia del camarón azul L styíirostris, 

y precisar si las aminas biogénicas y/o endotoxinas son las responsables de reducir el consumo de 

alimento y el crecimiento del camarón y además causar mortalidades considerables. 



1.3.- MA TERIAL Y METODOS 

U1.- HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES 

Un primer lote de harina de pescado fue proporcionado por el instituto de investigación Herring 

Oil and Meal Industry (ISSF), en Bergen Noruega. Personal de este instituto elaboró dos harinas de 

pescado a partir de arenque Cfupea harangus con diferente grado de frescura de la materia prima (Tabla 

2). La harina de pescado elaborada a partir de arenque fresco (FRH) fue elaborada después de 36 horas de 

conservación de la materia prima a una temperatura de 0.5 °C (barco con bodega refrigerada) y procesada 

en una planta comercial para obtener una harina semi-seca {Norse-Lt 94). La harina de arenque 

descompuesto (DH) fue elaborada a partir de la misma materia prima pero almacenada a temperatura 

ambiente (10-15°C) durante 9 días previos a su procesamiento. Ambas harinas fueron secadas en un ultra 

rotor. La temperatura del aire de entrada y de salida, asi como en la harina fue de 300, 85 y 75 °C 

respectivamente. Estas harinas fueron analizadas por el ISSF para proteína cruda, humedad, ceniza, 

lipidos, TVN y digestibilidad en mink de acuerdo a los métodos 5983 (ISO, 1979), 6496 (ISO, 1983), 5984 

(ISO, 1978), Ba -38 (AOCS, 1984), 2.065 (AOCS, 1984) y Skrede (1979). El contenido de aminas fue 

determinado por el Laboratorio Tony Research, Scotland siguiendo la metodología descrita por Seiler & 

Knodgen (1985). 



Tabla 2.- Composición química de las harinas de arenque ( b a s e húmeda). 

FRH OH 
Humedad % 7.6 6.1 
Proteínas 73.4 734 
iipidos % a.a n 3 
Ceniza % 11.1 9.7 

TVN en la materia prima (mgN lQ0g-'| 10-15 110 
TVN en la harina {irgNIOOg-'l 150 200 
Proteína soluble (% N total] 24.5 27.5 
Dgestíbilidad en mink (%) 92.7 9 2 2 

Contenido de aminas (mg kg-1) 
Hislamina 9 2763 
Cadaverina 79 3254 
Putresana 73 1465 
Tiramina 21 1337 
Total 182 8819 

Un segundo lote de harinas de pescado fue proporcionado por la Asociación Internacional de 

Productores de Harinas y Aceites de Pescado (IFOMA); este lote de harinas estaba formado por tres 

muestras de harinas elaboradas a partir de anchoveta (Tabla 3). Los periodos de almacenamiento de la 

materia prima fueron 12, 25 y 36 horas post captura para dar origen a una harina de pescado elaborada a 

partir de pescado fresco (FRA), medianamente fresco (MFRA) y descompuesto (DA). La temperatura de 

almacenado para ia materia prima utilizada en la elaboración de las dos últimas harinas experimentales fue 

20-28°C. Estas harinas fueron manufacturadas en una planta procesadora de harinas de pescado en Chile 

y secadas a baja temperatura (80 °C) usando dos secadores en secuencia (flama directa e indirecta); los 

solubles 'e pescado fueron reincorporados a la torta de prensa antes de su secado; durante el procesado 

de manuiactura se estuvo adicionando antioxidante ETQ en cantidades suficientes para obtener un residuo 

de 100 mg kg-1. Las muestras de harinas de pescado experimentales fueron tomadas por lo menos 30 

minutos después de haber empezado el proceso. El TVN en la materia prima y solubles de pescado fueron 

analizadas en la planta procesadora por el método 920-03 (AOAC). La concentración de aminas asi como 



la digesti bilidad en mink de estas harinas tue analizado por el Laboratorio Tony Research Station, Sclotland . 

de acuerdo a las metodologías descritas por Seüer & Knòdgen (1985) y SKrede (1979) respectivamente. El 

contenido de proteina soluble, proteina, lípldos, y ceniza en las harinas experimentales fue analizado en el 

Laboratorio del Programa Maricultura UANUFCB, México utilizando los métodos Bradford (1976), Kjeldhal 

(Tecator, 1967), Soxhlet (Tecator, 1983) y 942.05 (AOAC, 1990) respectivamente. El extracto libre de 

nitrógeno fue calculado por diferencia. 

Tabla 3.- Composición quimica de las harinas de anchoveta (base húmeda). 

FRA MFRA DA 
Humedad % 9.4 11.0 11.0 
Proteina cruda % 660 64.2 62.4 
Lipidos % 6.0 7.6 8.8 
Ceniza % 14.3 14.5 14.8 

TVN materia prima (mg N lOOg-1) 14 30 50 
TVN Concentrado de solubles (mg N 100j ' ) 106 190 239 
Proteina Soluble Harna de pescado (% N total) 20.97a1 25.21b 27.64c 
Proteina Soluble Harina de pescado (% Prot) 5.51a' 6.37b 6.81b 
Digestibilidad de la proteína en mink (%) 91.4 89.7 89.8 

Contenido de aminas (mg kg 1) 
Histamina 28 1850 4701 
Cadaverina 51 603 1599 
Putrescina 35 446 916 
Tiramina - 285 657 
Total 114 3384 7873 

1 Letras diferentes en la misma linea indican diferencias significativas (a 0-05] 

í .3 .2- DIETAS EXPERIMENTALES . 

Todas las dietas experimentales fueron formuladas de acuerdo a los requerimientos 
. 'i 

nutricionales para peneidos recomendados por Akiyama et al. (1991). Para el bioensayo con harinas de 

arenque e siguió el diseño experimental propuesto por el ISSF. Este diseño incluyó dos dietas con harinas 

de pescado elaboradas a partir de arenque con diferente grado de frescura de la materia prima. Cuatro 



dietas adicionales fueron suplementadas con la harina de pescado elaborada a partir de arenque fresco y . 

diferentes combinaciones de aminas a concentraciones similares a las encontradas en la harina de 

pescado elaborada a partir de arenque descompuesto (Tabla 4). El contenido de aminas así como la 

composición quimica de éstos alimentos fueron analizados por el ISSF de acuerda a las metodologías 

descritas en la sección de harinas de pescado experimentales. 

Tabla 4.- Ingredientes y composición quimica de las dietas experimentales para salmón. 

Dietas FRH OH FRH+CHPT FRH+CPT FRH+HPT FRH+CH 
Ingredientes (as fed) 
Harina de pescado % 61.3 61.3 61.3 61.3 61.3 61.3 
Aceite de pescado1 % 206 19.1 206 20.6 20.6 20.6 
Waiz precocido2 % 162 17,7 15.6 15.8 15.8 15.8 
lecrtina de soya5 % 0.5 0.5 0.5 0.5 0 5 0 5 
Vitaminas4 % 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
Minerales5 % 0.4 0.4 0.4 0.4 0 .4 0.4 
Cargptiylpír* (3%) % 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 

Aminas suplemertadas (mgkg1) 
Histamina - 1690 1590 1690 
Cadaverina 1950 1950 . 1950 
Putrescina 650 650 850 -

Tiramina • • 810 810 610 -

Composición química (asted) 
Proteina % 46.0 47.2 48.1 46.2 48.2 48.3 
Humedad % 3.7 3 7 4.3 4.5 4.4 4.4 
Cenizas 7.7 6.7 7 5 7.5 7.7 7.6 
lípidos % 25.3 26.0 26.0 25.9 25.5 25-9 

Contenido de aminas (mgkg-') 
Histamina 46 1742 1584 61 1628 1423 
Cadaverina 104 2156 1649 1724 137 1424 
Pu'.r«sdna 67 828 624 627 727 76 
Tiramina 44 866 720 720 749 62 

otai 263 5592 4577 3132 3241 2985 

1 Norsalmoil, Norsildmel, Bergen, Norway 

'Cadrice B.V, Rotterdam 

'Oenofa, Naway 

* Cantidad por kg de dieta: Vit A 3000IU. Vit D3 600IU, Vit E160 mg, B112 mg. B224mg, B612 mg, VrtC60mg, Cdpan 4« mg, Vit H 0.6 

mg, Folma 6 mg, Nladna 120 mg, Vit B12 0 024 mg, MPB/K312mg 

' Cantidad por kg de dieta: MgSCOmg, Cu 5 mg, Mn10mg,K400mg,Zn80rtg,Fe5Qmg. 



Desafortunadamente el ISSF no tenia mas muestras de estas harinas experimentales para 

evaluarlas en camarón, por lo cual se decidió incluir las dietas para salmón como un ingrediente en los 

alimentos para camarón. Estas dietas fueron Incluidas al 45%, lo cual equivaldría a una inclusión de harina 

de pescado del 27.6% (Tabla 5). 

Tabla 5.- Formulas para camarón suplementadas con harinas de arenque {% base húmeda) . 

Dietas FRH DH FRH--CHPT FRH+CFT FRH-4IPT F R H < H 
Dieta para salmón 45.0 45.0 45.0 45.0 45.0 45.0 
Harina de trigo 14.5 13.5 14.2 14.2 14.7 14.4 
Pasta de soya 35.3 36.3 35.6 35.6 35.1 35.4 
Colesterol1 0.16 0.16 0,16 0.16 0.16 0.16 
ETQ3 0 0 2 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 
Vitaminas3 0 2 5 0.25 0.25 0.25 025 0.25 
Minerales4 0 2 5 025 0.25 0.25 0.25 0.25 
Hexametafosíato de sodio* 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 
Acido algínico6 1.00 1 . 0 0 1.00 1.00 100 1.00 
Flavorpack7 0.50 0.50 0.50 0.50 050 0.50 

•SIGMA, No. Cat. C-3292 

! Dresen Química, México 

3INVE B as yode, Belgium: Ascorbic acid 60000 ppm, Ascortryl polyphosphate 60000 ppm, VH. A 4000 IU g-\ Vil. K3 16000 ppm, VM B1 

24000 ppm. VI. 03 3200 IU g-1. Vit. B2 16000 ppm, Vit. E 60000 ppm, Ca Pan!. 30000 ppm, Vit K 400 ppm, VI. B6 30000 ppm. Niadne 

20000 ppm, Vit 612 90 ppm, Folie ac 4000 ppm, dry matter 96%, crude ash 32.7%. 

4 INVE Bassrcde, Belgium; Zn 40000 ppm, Cu 20000 ppm,, Fe 1 ppm, Se 100 ppm, 12000 ppm, Co 2000 ppm, Mn 16000 ppm, dry matter 

91.86 crude protein. 4.17%, crude fat 0.36%, crude ash 27 2%. crude fiber 0 21%. 

'AJdricfi, No. Cat 30,555-3 

'SIGMA, No. Cat. A-7128 

'INVE Basrcd, Belgium. 

Para el caso de las harinas de anchoveta, fueron elaboradas tres dietas experimentales; las 

harinas de pescado fueron incluidas en un 30%, contribuyendo con el 50% de là proteína total en la dieta 



(Tabla 6). Para éste experimento una dieta comercial (Rangen migaja = R l ) proporcionada por la granja . 

de camarón Aquastrat S.A. de C.V. fue incluida como un control extemo. 

Tabla 6 - Fórmulas para camarón suplementarios con harinas de anchoveta (% base húmeda). 

Dietas FRA MFRA DA 
FRA 303 
MFRA 31.2 
DA 32.1 
Harina de Irigo 23.6 22.4 21.8 
Pasta de soya 34.7 34.9 35.1 
Aceite de pescado1 3.7 3 9 3.4 
Lecitina de soya2 2.5 2.5 2.5 
Coleslerol3 0.14 0.14 0.13 
Acido alglnlco4 1.00 1.00 1.00 
Hexametafosfato de sodio* 3.00 3.00 3.C0 
ETC* 0.02 0.02 0.C2 
Vitaminas7 0.25 0.25 0.25 
Minerales9 0.25 0.25 0.25 
Flavoipack® 0.50 0.50 0.50 

1Inual-Tepual, Chile 

2 F - l 00, Central Soya S A de C.V 

3 SIGMA, No.Cat.C-329 

«SIGMA, No. Ca l A-7128 

»AJdricti, No Cal. 30,555-3 

8Drssen Química, México 

*INVEBasrod,Belgium. 

i, 

1.3.2.1.- ELABORACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES 

Todos los Ingredientes fueron molidos, pesados y mezclados en una batidora kitchen Aid de 

una capacidad de 4 L. Primeramente los ingredientes mayores y menores fueron mezclados 

separadamente durante 5 minutos; posteriormente ambas mezclas de ingredientes fueron mezcladas por 5 

minutos más. La lecitina de soya y el aceite de pescado fueron mezclados y colocados en baño mana 



durante 3 minutos y posteriormente adicionados al resto de la mezcla de alimento. El atractante fue disuelto. 

en 100 m i de agua tibia e incorporado a la mezcla. Finalmente 150 mL de agua tibia fueron adicionados al 

alimento y mezclado hasta formar una pasta consistente. Esta pasta fue extrulda en un molino de carne 

Hobart con orificios de 1.6 mm en el dado. Los alimentos fueron secados en una secadora eléctrica durante 

8 minutos a 100°C y dejados a temperatura ambiente durante 24 horas; posteriormente estos alimentos 

fueron guardados en contenedores de plástica y almacenados a 4°C. 

Las dietas fueron analizadas para confirmar su composición pmximal en el Laboratorio del 

Programa Maricultura para humedad, proteina cruda, lípidos, ceniza y fibra siguiendo las metodologías 

citadas en la sección de harinas de pescado. La pérdida de materia seca en las dietas fue analizada por 

inmersión en agua marina a 26°C y 35 g L-' durante una hora y siguiendo el método descrito por Aquacop 

(1978), con 3 replicados para cada dieta. ' 

El muestreo de los alimentos experimentales para el análisis de aminas se realizó de la 

siguiente manera: el alimento fue distribuido homogéneamente en una charola metálica, el área donde fue 

distribuido el alimento se dividió en 4 secciones y a su vez cada sección fue dividida en 4 partes. Una 

muestra de 1 gramo de los segmentos de la segunda división fue tomada, teniéndose un total de 32 g por 

alimento. El contenido de aminas en las dietas experimentales fue analizado por la compañía Inual-Tepual 

antes y después de que los alimentos fueron sometidos a la prueba de estabilidad por HPLC de acuerdo a 

la metodología descrita por Seiler & Knódgen (1978). 



la i g 1q I f l 

19 15 ig 

lq 1« i d 

tfl i d 10 i g 

La concentración de lípolisacárídos en las harinas y dietas experimentales fue determinada 

mediante el uso de un kit comercial {ver anexo). 

Í.3.3.- BIOENSAYO DE CRECIMIENTO 

Dos bioensayos de crecimiento con una duración de 28 y 36 días (Bioensayo I y II) fueron 

llevados en las instalaciones del Programa Maricultura de la FCB/UANL, México para evaluar el efecto de la 

frescura de la materia prima en harinas de pescado elaboradas a partir de arenque (Bioensayo I) y 

anchoveta (Bioensayo II). 

N 

La sala de experimentación cuenta con un sistema de recirculación de agua marina sintética. 

Estas instalaciones cuentan con un filtro de cartucho de 50 jam, un fracción ador de espuma, un filtro 

biológico, un filtro de carbón activado, un inyector de ozono y un esterilizador de U.V. para mantener la 

calidad del agua. Las instalaciones tienen además un intercambiador de calor para conservar la 

temperatura constante. Para el bioensayo I se utilizaron acuarios de fibra de vidrio de un volumen de 60 L; 

estos tanques se encuentran integrados en un sistema de recirculación, En el bioensayo II se ocuparon 

acuarios de 10 L, los cuales fueren colocados dentro de los tanques de preengorda (500 L) para mantener 



constante la temperatura. Se realizaron cambios diarios de agua del 42% del volumen total para mantener . 

la calidad del agua. 

Los organismos para el bioensayo I y II fueron proporcionados por el laboratorio de 

producción de postlarvas de camarón Mantee y la granja de camarón Aquastrat. Para el bioensayo I y II se 

emplearon juveniles de camarón azul L styhrostris con un peso promedio de 77y 72 mg. Cada tratamiento 

fue evaluado en 5 replicados y con 15 o 10 organismos por acuario. 

Los organismos fueron alimentados dos veces por día ( a las 12:00 y 15:00 horas); 

suministrando en la primera ración el 50% de la ración diaria; el resto del alimento lúe dado en la segunda 

alimentación, Al día siguiente (7 00 horas) los restos de alimento fueron cuantificados visualmente antes de 

que los acuarios fueran limpiados. 

El porcentaje de alimentación diaria al inicio de estos experimentos fue del 15% de la biomasa 

presente en cada acuario. Este porcentaje de alimentación equivalió a 11 mg de alimento diario por 

individuo, es decir 5,7 mm de pellet diarios que dividido en dos raciones nos daría 2.8 mm de pellet por 

ración, Este porcentaje de alimentación fue reducido a los 14 días de experimentación al 10% de la 

biomasa presente en cada acuario y al finalizar el bioensayo se manejo un porcentaje de alimentación del 

12% y del 9 al 18% para los organismos alimentados con las dietas suplementadas con las harinas 

elaboradas a partir de arenque y anchoveta respectivamente. Estos porcentajes de alimentación 

equivalieron a una cantidad de alimento que vario entre 10 y 14 y entre 30.7 y 46 mg de alimento diario, es 

decir entre 5.14 y 7.2 mm de pellet y entre 15.78 y 23.65 mm de pellets dividido en dos raciones. 



Las condiciones de calidad de agua durante el desarrollo de estos experimentos son 

resumidas en la Tabla 7. 

Tabla 7.- Condicwiws de experimentación, 

Bioensayo I Bioensayo II 

Temperatura (°C) 27.5 27 2 
Salinidad (g L<) 34.6 35.4 
PH 8.1 8.1 
NH3+NH«(ppm] 0.36 0.65 
NOr(ppm) 0.44 1.65 
NOj-(ppm) 44 96.8 
OD(ppm) 5.40 4.95 
Fosfatos (ppm) 1.00 0.85 

La ganancia en peso, consumo de alimento, tasa de conversión alimenticia y sobrevivencia 

fueron estimadas para cada tanque utilizando las siguientes formulas: ganancia en peso% = [(peso 

promedK final - peso promedio inicial) / peso promedio inicial)] x 100; consumo individual de alimento 

=£pf28[(ración del alimento en el dia i - restos de alimentos en el dia i) /número de camarones presentes en 

el tanque para el dia i]; tasa de conversión alimenticia = [consumo de alimento I (peso promedio final - peso 

promedio inicial)]; sobrevivencia = [No. de organismos al final del periodo i I No. de organismos al inicio del 

experimento] x 100. 

1,3,4.-ANALISIS DE AMINAS EN TEJIDO DE CAMARON 

Después de haber finalizado el bioensayo de crecimiento, los organismos fueron dejados sin 

alimentar durante 24 horas antes de iniciar con la toma de muestras. Cada acuario fue muestreado 

completamente y fue considerado como una unidad experimental. Los hepatopáncreas fueron separados 

del resto del cuerpo; todas las muestras de tejido fueron colocadas en nitrógeno líquido por 24 horas, 

liofiiizadas y empacadas al vacío para su posterior análisis. El análisis de aminas se realizó por 



cromatografía líquida de alta resolución HPLC (ver anexos) en hepatopáncreas y el resto del camarón sin 

hepatopáncreas (denominado músculo), en el laboratorio de Animal & Poultry Science de la Universidad de 

Guelph, On., Ca. 

Para la cuantificación de aminas en tejido de camarón se realizaron 5 extracciones por 

tratamiento (1 por replicado) y una (muestras de hepatopáncreas de camarón) o dos (muestras de 

músculo de camarón) inyecciones por extracción. 

1.3.5.- ANALISIS ESTADISTICOS 

Para determinar la eventual existencia de diferencias significativas entre las dietas evaluadas, 

los resultados de estos experimentos fueron analizados estadísticamente por medio de un análisis de 

varianza simple, con el programa computacional SPSS para windows versión 2. Los valores promedios de 

las dietas fueron comparados mediante un análisis de comparación múltiple de medias Duncan a un nivel 

de significancia de 0.05. Los resultados del alimento comercial no se tomaron en cuenta en el análisis 

estadístico. 

\ 

1.4,-RESULTADOS 

1.4.1,• HARINAS DE PESCADO EXPERIMENTALES. 

El contenido de lípidos, proteína soluble, TVN y aminas se incremento con el deteriora de la 

materia prima (Tabla 2 y 3). La proteína soluble en las harinas de pescado elaboradas a partir de pescado 

fresco fue de 24.5 y 20.97 % N total. Para las harinas elaboradas a partir de pescado de compuesto, fue de 



27.5 y 27.6% %N total. La digestibilidad de la proteina en Mink en las harinas elaboradas a partir de . 

arenque no fue afectada; sin embargo, las harinas elaboradas a partir de anchoveta medianamente fresca y 

descompuesta redujeron su digestibilidad en 2 puntos. El contenido de proteina en las harinas de pescado 

elaboradas a partir de arenque no fue afectado, en cambio fue reducido de 2 y 4 puntos para las harinas 

elaboradas a partir de anchoveta medianamente fresca y descompuesta respectivamente. El contenido de 

TVN en las harinas experimentales se incrementó Idealmente con el deterioro de la materia prima; para las 

harinas elaboradas a partir de arenque fresco y descompuesto el valor de TVN fue de 10 y 110 mg N100 g-

1 respectivamente y de 14, 30 y 50 mg M 10CH para las harinas elaboradas a partir anchoveta fresca, 

medianamente fresca y descompuesta. El contenido total de aminas biogénicas se incremento con el 

deterioro del pescado, siendo de 182 y 6819 mg kg-1 para las harinas elaboradas a partir de arenque fresco 

y descompuesto y de 114, 3384 y 7873 mg kg-1 para las elaboradas a partir de anchoveta fresca, 

medianamente fresca y descompuesta. Para el primer grupo de harinas experimentales las aminas 

predominantes fueron cadaverina (3254 mg kg-1) e histamina (2763 mg kg-1), seguidas por putrescina (1465 

mg kg-1) y ti ramina (1337 mg kg-1); mientras que para el segundo grupo, la amina biogéníca predominante 

fue histamina (4701 mg kg-1), seguida por cadaverina {1599 mg kg-1), putrescina (916 mg kg-1) y tiramina 

(657 mg kg-'). 

1,4.2. • DIETAS EXPERIMENTALES 

La composición química de las dietas experimentales suplementadas con harinas de arenque 

y anchoveta con diferente grado de frescura de la materia prima se muestra en la Tabla 8. La composición 

de las dietas experimentales fue cercana a los valores teóricos establecidos. Los contenidos promedios de 

humedad, proteína, lípidos, ceniza y fibra para las dietas suplementadas con harinas de arenque fueron de 

8.8±0.2, 39.1+0.1, 12.7±0.1, 7.5±0.1 y 1,1±0.1% respectivamente y de 8.3±0.2, 39.6±0.2, 8.8+0.3, 



ü 6±ü 3 y 2.0+0.1% para las dietas suplementadas son las harinas de anchoveta. La composición r e la 

dieta comercial fue 41.7% para proteina, 9.5% para lipidos, 10.5% para ceniza y 2.1% para fibra. _a 

frescura de la materia prima afectó la estabilidad de los alimentos experimentales; la pérdida de la materia 

secE de la dieta donde se incluyó la harina elabo'ada a partir de arenque descompuesto fuc incremenfada 

1 4 pur tos; mien'ras que la inclusión de las narinas elabo.-adas a partir de anchoveta medianamente fresca 

y descompuesta generó un aumente de 2.4 y 1.4 puntos respectivamente. Para el caso de la dieta 

comercial la pérdida de la ma:eria seca fue de 7.9%. 

Tabla 8 - A ' inentos para camarón suplementados con har'nas de arenque (%, base húmeda) 

ARENQUE 
rRH DH FRHCHP1 FRH*+-P7 FKH-CH 

Délas 
Huí) edad 8.9 6.3 6.8 8.9 B 4 8.7 
Proteina 39.' 39.2 39.2 38.3 39.1 392 
Lipidos 12.7 12.6 12.6 12.3 12.6 12.9 
Cenza 7.3 7.2 7.5 7 5 7.5 7.5 
Fibra 0.9 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 
ELN 308 311 30.6 30.6 31.4 30 5 
PMS 8.3±2 9.7t2 8.4=1 6.4* ' 7.Si 2 7.9*1 

ANCHOVETA 
FRA MF RA OA R1 

Dietas \ 

Humccad 8.2 3.2 6.6 9.8 
Proteina 39.9 39.5 39.5 41.7 
Lipides B.7 6.6 9.1 9.5 
Ceniza 3.3 8 7 8.6 10.5 
ciDra 1.9 2 ' 1.S 2.1 
ELN 330 32.9 32.1 25.4 
3 M 3 11.9b' 14.5a 13.3a 7.93 

'Letras cifererv.es a i la misma Línea indicai íifererc'as significativas (a=0.05). 

El contenido de aminas en las dietas experimentales para camarón antes y después de la 

p r j eba de estabilidad está presentadas en la Tabla 9. 



Tabla 9.- Contenido de aminas biogénicas antes (A) y después <D) de la prueba de estabilidad en los alimentos (mg kg-') 

ARENQUE 

FRH DH FRH-CHPT FRH-CPT FRH-^PT FRH-OI 

A D A D A D A D A D A D 

H 17 17 603 50 539 113 0 75 549 57 559 127 
c 11 0 653 26 532 74 561 122 69 0 620 61 
P 14 0 425 16 331 37 323 63 446 41 5 12 
T 6 0 296 26 60 61 241 77 261 33 0 34 
Spd Na 3 Na 18 Na S Na 36 Na 7 Na 26 
Total 49 20 1965 97 1581 293 1125 373 1325 139 1184 280 

ACHOVETA 

FRA MFRA DA R1 

A D A D A 0 A D 
H 40 <50 577 99 1538 255 <5 <50 
C 69 <50 191 <50 401 <50 <50 <50 
P 33 <50 169 <50 394 52 <50 <50 
T 60 <50 56 <50 227 <50 <50 <50 
spd 130 <130 124 <13 

A 
93 <130 <130 <130 

Total 329 <50 1117 
u 

<50 2653 <50 <50 <50 

Na= no analizado. 

S contenido de aminas biogénicas totales en los alimentos para camarón donde fueron 

incluidas las harinas de pescado elaboradas a partir de arenque fresco y descompuesto fue de 48 y 1985 

mg kg-1, y de 329,1117 y 2653 mg kg-1 para el caso de las dietas suplementadas con las hannas de 

pescado elaboradas a partir de anchoveta fresca;" medianamente fresca y descompuesta. En las dietas 

donde CHPT, CPT, HPT y CH fueron suplementadas el contenido de aminas biogénicas totales fue de 

1581, 1125, 1325 y 1184 mg kg-1 respectivamente. Para la dieta comercial el contenido de aminas 

biogénicas antes y después de la prueba de estabilidad fue menor a los limites de detección. Después de la 



prueba de estabilidad en las dietas experimentales, el contenido de aminas fue alrededor del 20% del valor. 

inicial. 

1.4.3.- BiOENSAYO DE CRECIMIENTO 

l o s resultados del bioensayo de crecimiento en los organismos alimentados con las dietas 

suplementadas con harinas de arenque y combinaciones de aminas son mostrados en la Tabla 10. Los 

organismos que consumieron la dieta suplementada con la harina de pescado elaborada a partir de 

arenque descompuesto disminuyeron el consumo de alimento, ganancia en peso y sobrevivencia en un 14, 

10 y 14% respectivamente. Los organismos alimentados con las combinaciones CHPT, CPT, y HPT 

consumieron la misma cantidad de alimento (0.43g), en cambio la suplementación con CH incremento 

significativamente el valor de éste parámetro (0.45 g). La ganancia en peso de los organismos alimentados 

con la dieta suplementada con CH fue mayor (393%) en comparación con los organismos alimentados con 

la dieta que contenia la harina elaborada a partir de arenque fresco (354%). Los onanismos alimentados 

con la dieta comercial mostraron un pobre crecimiento al final del experimento (318%) en comparación con 

el resto de las dietas experimentales. La supervivencia fue reducida significativamente por el deterioro del 

arenque: los organismos alimentados con la dieta que contenía la harina elaborada a partir de arenque 

descompuesto presentaron una sobrevivencia del 76%, mientras que los alimentados con la dieta que 

contenia la harina de arenque Fresco presentaron una supervivencia del 89% al final del experimento. La 

sobrevivencia de los organismos alimentados con las diferentes combinaciones de aminas fue mayor al 

92% al final del experimento. 



Tabla 10.- Consumo de alimento, crecimiento, tasa de conversión alimenticia y sobrevivencia de los organismos 

alimentados cori dietas supiementadas con harinas de arenque. 

FRH OH FRH-CHPT FRHCPT FRH-HPT FRH+CH Sig. 
Peso (g)1 

Inicial 
14 0Í3S 
28dias 

,077±0.01 
.174*0.03 
.348±0.06b 

.077±0.01 

.169±0.33 
-335±0.07a 

,077t0 01 
.169*0.03 
J53±0.06b 

077±0 01 
.175±0.03 
.356±0.06b 

,077t0.01 
,173±0.03 
297±0.08e 

.077±0.01 

.179*0.03 
,385±Q.06b 

0.9999 
0.3200 
0.0174 

Ganancia en peso(%)J 

días 
26diSS 

128±11 
354±lSabc 

119±9 
317±15a 

116*10 
350±23aü 

125x6 
348±26ab 

123±11 
360*11be 

133*3 
393í23c 

0.1138 
0X3149 

Consumo de allmentolg)1 

14 días 
26 días 

•Ht-DOSab3 

.43±.008b 
,13± 006a 
.37= 010a 

.14±.001h • 

.43±.021b 
,14± ,003b 
,43±012b 

,14±004b 
.421.021 b 

,14±.00a 
.45* .021c 

0.0451 
0.0000 

Tasa de conversón alimenticia3 

14 días 1.42±.1Z 
28 días 1.56±.06 

1.47±.09 
1.49*09 

1.54±.12 
1.59.1.11 

1.47±,07 
1.61 ± 0 8 

t 

1.39±.11 
1.54±.19 

1.46*.03 
1.49*. 10 

0.1968 
0.4692 

Sobrev ivenc ia^) 2 

14 días 
28 d i « 

97±4 
89±6b 

93±8 
76*1 l a 

97±5.96 
93±6.67b 

97*4 
95±9b 

99x3 
92±9b 

97*4 
96±4b 

0.6579 
0.0057 

1 Medias de valores individuales (5 X15 = 75 organismos oor tratamiento al h ido del experimento) 

' M e d i a s e s v^orescfcter i i^ a partir cte tas replicados a bs14y28dl3sdelbKiensayo 

'Letras diferentes en la misma línea indfcan diferencias significativas (a<i.05). 

Los resultados del bioensayo de crecimiento en los organismos alimentados con las dietas 

supiementadas oon harinas de anchoveta son mostrados en la Tabla 11. Los camarones alimentados con 

las harinas elaboradas a partir de anchoveta medianamente fresca y descompuesta consumieron menos 

alimento (Q.65g), en comparación con los organismos alimentados con la dieta supiementada con harina de 

anchoveta elaborada a partir de pescado fresco (0.82g), estos organismos presentaron además los más 

pobres crecimientos (463 y 516%), La supervivencia fue reducida en un 8% en los organismos que 

consumieron la dieta que contenia la harina elaborada a partir de anchoveta descompuesta, sin embargo la 

diferencia no llego a ser significativo. 



Tabla 11.- Consumo de alimento, crecimiento, tasa de conversión alimenticia y sobrevivencia de los organismos, 

alimentados cor las dietas suplementadas con harinas de anchoveta. 

Dieta FRA MFRA DA R1 Sig. 
Peso (g)' 

Inicial 
14 días 
28 días 
36 dias 

.C?2*.C1 
.21*06 

,46±15a3 

,58±.20a 

072±.01 
.161.06 
35± 12b 
,42i.15b 

XI72±.01 
.184.07 
.331.11b 
.43t.14b 

.0721.01 
.151.03 
.26±08 
.303.09 

0.9726 
0.1709 
<0.0001 
<0.0001 

Ganancia en peso (%J* 
14 dias 
29 dias 
36 días 

186122 
527190a 
694±1$3a 

159*33 
375t87b 

4S3±133ab 

1W±33 
364±55b 
5161121b 

111118 
260i27 
318*62 

0 2047 
0 0113 
0.0554 

Consumo de alimenlolg)2 

14 días 
28 días 
36 dias 

.19±.02 
.56t.07a 
,82i.13a 

.181.02 
.404.05b 
.651.0% 

.201.06 
.45i.08b 
.65i.09b 

.134.01 

.34 ±.02 

.491.02 

0.6827 
0.0459 
0.0357 

Tasa de convexión alimenticia5 

14 días 
28 días 
36 días 

1.43±.10 
1,48t.14 
1.661.19 

1.611.31 
1.741.36 
2.041.48 

1.82±.30 
1.741.17 
1.791.29 

1.66±.18 
1.84i.21 
2.211.38 

0.0904 
0,1369 
0.2567 

Sobrevivencia 
14 días 
28 días 
36 dias 

96±6 
88±5 
86±5 

98 ±5 
94í6 

68111 

92±5 
86t6 
78H8 

98±5 
96±5 
94±94 

0.1780 
0.0745 
0.4347 

'Medias de valones individuales (5 X10 - 60 organismos par tratamiento) 

1 Medias de $ valores obtenidos a partr de los ropUcados alo« 14,28 y 36 dias del bioenssyo 

1 Letras diferentes en la misma linea indican drterenoas signlfcatrvas (<3=0.05). 

1.4.4.- NIVELES DE AMINAS EN TEJIDO DE CAMARON 

Las aminas detectadas en tejido de camarón fueron cadaverina, espermidina y espermina; los 

valores histamina y putrescina fueron por debajo de los limites de detección (50 m-9 mg-1). Los niveles para 

las tres primeras aminas variaron de 7.8 a 63 y de 73 a 393 ng mg-1 en el músculo y hepatopancreas 

respectivamente. La suplementación con harina de pescado elaborada a partir de arenque descompuesto o 
»«i 



la suplementación de aminas no afecto significativamente el contenido de aminas en el tejido del camarón; . 

sin embargo, observamos que los organismos que consumieron las dietas suplementadas con la harina 

elaborada a partir de arenque descompuesto y las suplementadas con cadaverina incrementaron 

ligeramente la concentración de este compuesto en el tejido (Fig. 5). 

MpIíprucE 

r«H OH H M « «tuvr iawa 

• ' d W b W 
FRi IH FRHCHT FRKPT RHHT FBHfH 

Fig 5.- Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con dietas suplementadas con harinas de arenque 



La dieta suplementada con harina de pescado elaborada a partir de anchoveta descompuesta 

incremento significativamente el contenido de cadaverina en el músculo del camarón (P = 0.0369). Las 

concentraciones de las diferentes aminas en músculo y hepatopáncreas de camarón variaron entre 3.4 y 76 

y entre 37 y 269 ¿ig mg-1 respectivamente (Fig 6). 
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Fig 6.- Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con dietas suplementadas con harinas de anchoveta. 



Í.5.- DISCUSIONES 

1.5.1.- HARINA DE PESCADO EXPERIMENTALES 

Pike (1996) reportó valores de TVN para harinas de arenque elaboradas a partir de pescado 

fresco, medianamente fresco y descompuesto de 22,62 y 143 mg N100 g-1 y recomienda que el valor de 

TVN en la materia prima para la elaboración de harinas de pescado para salmónidos no sea mayor a 50 mg 

N 100g-1 de lo contrario el crecimiento del salmón es reducido. En el ámbito comercial, los criterios de 

calidad para la selección de hannas de pescado, tanto para peces como para crustáceos han sido 

determinados por cada empresa. La compañía TRIPESCA en Chile, recomienda para peces y camarón un 

valor de TVN en la materia prima de 100 y 120 mg N100 gV El grupo Austral en Perú, maneja un valor de 

100 a 150 mg N 100 g-1 y en México, el grupo PROESA utiliza un rango entre de 50 a 80 mg N 100 g 1 . 

Para el primer grupo de harinas experimentales el valor de TVN se encuentra dentro del valor recomendado 

por Pike (1996); mientras que para el segundo grupo los valores están por debajo del sugerido por este 

investigador y por los valores usados por compañías comerciales que se encargan de la venta de esta 

materia prima. Es importante remarcar que el valor de TVN solamente es aplicable en la materia prima 

(pescado) y no al producto terminado (harina de pescado) debido a que durante el proceso de secado de la 

materia prima algunas bases nitrogenadas, tal como el amonio, se volatilizan proporcionando en este último 

caso un valor real bajo. 

Mundheim & Opstvedt (1993) por otro lado, observaron en harinas de pescado elaboradas a 

partir de arenque con diferente grado de frescura de la materia prima valores de 20 a 30% de nitrógeno 

soluble. Por su parte, Aksnes & Mundheim (1997) reportaron valores de 18.8 a 22.3%. Los valores de 



proteina soluble en las harinas de pescado experimentales oscilaron de 20 a 27% concordando con los • 

valores citados por estos investigadores. 

Pike & Hardy (1997) reportan que para obtener un máximo crecimiento en salmónidos se 

deben utilizar harinas de pescado elaboradas a partir de arenque y anchoveta con un nivel de aminas 

totales (histamina, cadaverina, putrescina y tiramina) no mayor a 2000 y 4000 mg kg-1. En las harinas de 

pescado utilizadas en éste experimento el contenido de aminas totales fue de 8819 y 7873 mg kg-1 para las 

harinas elaboradas a partir de arenque y anchoveta descompuesta. Es bien conocido que el tipo de amina 

asi como los niveles encontrados en el producto final, depende principalmente del tiempo y condiciones de 

almacenado del pescado, número y tipo de bacteria presentes durante el proceso de deterioro, asi como 

del daño físico que sufre el pescado durante su captura (Pike, 1996). En la harina elaborada a partir de 

arenque descompuesto las aminas predominantes fueran cadaverina e histamina; mientras que para la 

harina elaborada a partir de anchoveta descompuesta fue histamina. 

El efecto del deterioro de la materia prima sobre la digestib lidad de la proteína es variable. 

Aksnes & Mundheim (1997) y Pike (1996) observaron en mink una disminución de 1.6 puntos en la 

digestibilidad de la proteina en harinas elaboradas a partir de arenque descompuesto. En el presente 

trabajo, la harina de arenque elaborada a partir de pescado descompuesto muestra un descenso de tan 

sólo 0.2 puntos; mientras que para las harinas elaboradas a partir de anchoveta medianamente fresca y 

descompuesta, la digestibilidad in vivo in mink fue reducida 1.6 y 1.7 puntos respectivamente. 

Uno de los parámetros que más afectan la digestibilidad de la proteina es la temperatura 

debido a la formación de puentes disulfuros en la proteina durante el proceso de secado. Aksnes & 

Mundheim (1997) y Pike (1996) observaron en mink una disminución en la digestibilidad de la proteína de 



5.9 y 4.2 puntos cuando la harina fue secada a 95 y 140°C respectivamente. Por su parte, Nieto-López 

(1995) reporto una disminución de 40 puntos de la digestibilidad de proteina evaluada en camarón blanco 

L vannamei debido al sobrecalentamiento de la harina de pescado (105°C durante 5 horas). Este mismo 

autor determinó la digestibilidad in vivo de la proteina de nuestro segundo lote de harinas de pescado 

experimentales en camarón blanco L vannamei y observó que la digestibilidad de la proteína presentaba 

diferencias significativas entre las tres harinas (P = 0.0005): la digestibilidad de la proteina en las harinas 

elaboradas a partir de anchoveta fresca, medianamente fresca y descompuesta fue de 83.1(a), 75.6(a) y 

104.1 (b)% respectivamente. Los soiubles de pescado contienen principalmente aminoácidos y péptidos de 

bajo peso molecular, que al ser consumidos por el camarón son absorbidos inmediatamente; sin embaigo 

estos no son aprovechados; el pobre crecimiento observado en los organismos alimentados con las harinas 

elaboradas a partir de pescado descompuesto nos permite confirmar lo antes mencionado. Por otro lado, 

los compuestos de los solubles de pescado son fácilmente lixiviados al contacto con el agua, causando un 

error per solubilidad en la determinación de la digestibilidad in vivo; el valor de digestibilidad in vivo de la 

proteina de la harina elaborada a partir de arenque descompuesto fue mayor al 100%, indicando que la 

solubilidad de la proteina de la harina de pescado causa una sobre estimación de este valor. 

1.5.2, BiOENSAYO DE CRECIMIENTO, 

1.5.11. - CONSUMO DE AUMENTO^ 

La alimentación del salmón del Atlantico (Pike & Hardy, 1997; Anderson ef al., 1997; Opstvedt 

et al., 1999) y fe tan del Atlántico (Aksnes & Mundheim, 1997) con dietas suplementadas con harinas de 

pescado elaboradas a partir de arenque o anchoveta descompuesta ha mostrado disminuir el consumo de 

alimento. En camarón, se ha observado que la disminución en el consumo de alimento es más notable para 



L. stilyíirostris y P. monodon que para L vannamer, ya que, para L vannamei, la disminución en el consumo. 

de alimento fue significativa solo para los organismos de 1 g (Ricque ef al., 1998). 

Ha sido ampliamente reportado que el deterioro de la materia prima genera un sin número de 

metabolitos tales como TMA (trimetilamina), DMA (dimetilamina), fbrmaldehldo, compuestos sulfurados, 

amonia, ácido acético, ácido propíonioo, ácido butírico, etanol, propanol y isopropanol; los cuales dan 

origen al mal olor y sabor del pescado (Frasee & Sumar, 1998). Hughes (1991) observó que la adición de 

TMA en dietas para salmón del Pacífico redujo el consumo de alimento. En el presente estudio, el consumo 

de alimento fue drásticamente disminuido cuando los organismos consumieron las harinas de pescado 

elaboradas a partir de arenque o anchoveta descompuesta, confirmando que el consumo de este tipo de 

harinas de pescado son antipalatables para el camarón probablemente debido a la generación de este tipo 

de compuestos. 

Por otro lado, Mendoza y colaboradores (1997) evaluaron el efecto atractante de varias 

sustancias (feromonas y aminas biogénicas) en langostino de agua dulce Macrobrachium rcsenbergii, 

observando que la cadaverina fue el mejor atractante para esta especie. En el presente estudio, se observo 

que las combinaciones de CHPT, CPT y HPT no incrementaron el consumo de alimento, contrariamente a 

la combinación CH. Posiblemente la presencia de putrescina y tiramina en la dieta para camarón produzca 

un efecto anti atractante, lo cual explicarla los resultados observados en estos bioensayos, sin embargo se 

necesita realizar más expenmentos para poder confirmar esta hipótesis. 



1.5.22 - GANANCIA EN PESO. 

Pike (1996) observó en salmón del Atlántico un crecimiento especifico de 1.2 y 1.5% por dia 

en organismos alimentados con dietas donde fueran suplementadas harinas de arenque y anchoveta 

elaboradas a partir de pescado descompuesto; mientras que los organismos alimentados con las harinas 

de arenque y anchoveta elaboradas a partir de pescado fresco presentaron un crecimiento especifico de 

1.7 y 1.6% respectivamente. Aksnes & Mundheim (1997) por su parte reportaron una fuerte disminución de 

crecimiento en salmón del Atlántico alimentado con una dieta suplementada con una harina elaborada a 

partir de arenque descompuesto. El primer grupo de harinas de pescado fue evaluado por Opstvedt y 

colaboradores (1999) en salmón del Atlántico observando una drástica disminución en el crecimiento (212 

vs 99 g). 

En camarón, Ricque y colaboradores (199S) evaluaron el segundo grupo de harinas de 

pescado y reportan una disminución en la ganancia en peso de 20 y 15% en P. monodon y 1. stylirostris 

alimentados con la hanna de pescado elaborada a partir de anchoveta descompuesta; mientras que el 
. i 

crecimiento de L vannamei fue afectado solo en organismos de menos de 1g. En el presente estudio, el 

crecimiento del camarón fue disminuido en 10 y 26 % cuando fueron alimentados con las dietas 

suplementadas con las harinas de pescado elaboradas a partir de arenque y anchoveta descompuesta, 

En aves se ha reportado un incremento en el crecimiento con dietas suplementadas con 2000 

mg kg-1 de putrescina; sin embargo, la suplementación por encima de este nivel de inclusión disminuyó la 

ganancia en peso (Smith, 1990). En salmónidos, el efecto de la suplementación de aminas sobre el 

crecimiento es contradictorio. Watanabe y colaboradores (1987) reportaron que el uso de harinas de 

pescado conteniendo 70 mg histamina kg-1 en dietas para trucha arco iris incrementó ligeramente la 



utilización neta de la proteína. Faiigrieve e< a/. (1994), Cowey & Cho (1992) y Fairgrieve ef a/. (1998) por su . 

parte concluyen que la suplementación de aminas (cadaverina, putrescína, histamina) no mejoró la 

ganancia en peso. En camarón, Cruz-Suarez et al. (1996b) observaron un incremento del 8% en la 

ganancia en peso del camarón blanco alimentado con una harina de pescado que se caracterizaba por 

contener niveles moderados de aminas biogénicas (746 mg kg-1). En el presente estudio se observó un 

incremento en peso de los organismos alimentados con las combinaciones de HPT y CH; esta última 

combinación incremento 11% este parámetro. La manera en que la suplementación de histamina y 

cadaverina mejoraron el crecimiento en este experimento no quedo clara siendo necesario realizar más 

experimentos para poder concluir si este electo positivo es debido al consumo de cadaverina o histamina o 

posiblemente es un efecto combinado. 

f . 5.2.3. - TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA. 

Nakazoe eí al. (1994), Romero et al. (1994), Clancy efa/. (1995), Anderson et al. (1997), Pike 

& Hardy (1997), Ricque et al. (1998) y Opstvedt eí al. (1999) han evaluado harinas de pescado hechas con 

materias primas de diferente grado de frescura y observaron que la tasa de conversión alimenticia no fue 

afectada significativamente por el consumo de estas harinas. Los productos generados en el deterioro del 

pescado durante su almacenamiento solo actúan sobre el consumo de alimento (efecto anti palatable) y en 

ocasiones sobre la sobrevivencia (efecto tóxico) pero no sobre la calidad nutricional de la harina terminada. 

En el presento estudio el deterioro de la materia prima no tuvo ningún efecto significativo sobre este 

parámetro. 



El efecto de la frescura de la materia sobre la supervivencia en camarón no ha sido muy claro. 

Cruz-Suarez y colaboradores (1994) reportan una disminución del 20% en la sobrevivencia del camarón 

blanco L. vannamei alimentados con harinas de pescado ricas en aminas biogénicas (3491 mg kg-1). 

Ricque et al. (1998) por su parte concluyeron que la supervivencia no fue afectada en tres especies de 

camarón (L styiirostrís, i. vannamei y P. monoóon) alimentados con el segundo grupo de harinas 

experimentales utilizadas en este estudio. En el presente caso observamos una mortalidad significativa en 

los organismos que consumieron la harina elaborada a partirde arenque descompuesto (89 vs 76); también 

la supervivencia de los organismos que consumieron la harina elaborada a partir de anchoveta 

descompuesta fue ligeramente disminuida (86 vs 78%). Al observar el contenido de aminas totales en las 

harinas experimentales elaboradas a partir de arenque y anchoveta descompuesta, observamos que las 

concentraciones son muy similares (8819 y 7873 mg kg*1); se tenia la sospecha de que el consumo de 

aminas biogénicas en altas concentraciones podría afectar la supervivencia del camarón, sin embargo 

pudimos demostrar en el presente estudio que estas no son las responsables de causar mortalidad. Cabe 

recalcar que el tiempo de almacenado de la materia prima para la harina elaborada a partir de arenque 

descompuesto fue de 9 días, mientras que para la harina elaborada a partir de anchoveta descompuesta 

fue de 36 horas. La variación en el tiempo de almacenado de esta materia prima nos hace suponer que 

durante la descomposición del arenque otros compuestos tóxicos fueron generados causando mortalidad al 

camarón y los cuales no fueron producidos durante el deterioro de la anchoveta. 

Pensamos que tos lipopolisacaridos provenientes de la pared celular de las bacterias G(-) son 

las responsables de esta mortalidad, desafortunadamente debido a que se presentaron interferencias en 



los análisis de endotoxinas fue imposible constatar que estos compuestos fueron los responsables d e . 

reducir dramáticamente la sobrevivencia del camarón, 

15.2.5. - CONTENIDO DE AMINAS EN TEJIDO. 

Las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) han sido relacionadas con procesos de 

crecimiento y regeneración de tejido (Bardocz ef al. , 1993; Seidel & Scemama, 1997). En el presente 

estudio, los niveles de poliaminas en hepatopáncreas fueron aproximadamente 3 veces mayor en 

comparación con el músculo del camarón; estas diferencias son de esperarse debido a que el 

hepatopáncreas tiene mucho mayor actividad metabòlica en comparación con el músculo. 

El alimenta asi como la presencia de bacterias presentes en el tracto digestivo son fuentes de 

aminas; aunque existen reportes donde se muestra que el aporte de aminas por microorganismos es 

mínimo y es el alimento la principal fuente de aminas (Noack et al., 1996). En el presente trabajo, los 

organismos se dejaron sin alimentar 24 horas antes del muestreo con el fin de evitar una posible aportación 

de aminas por el alimento. Con estos argumentas podemos decir que los altos niveles de aminas 

detectados en el tejido del camarón provienen de este y no del alimento; el metabolismo de cada una de las 

aminas presentes en el tejido del camarón será discutido en el próximo capitulo. 



16. • CONCLUSIONES 

Con estos resultados podemos concluir que: 

a) La frescura de la materia prima tanto de harinas de pescado elaboradas a partir de arenque y 

anchoveta descompuesta afecta el consumo de alimento y el crecimiento del camarón azul L 

stylirostris. 

b) La (s) sustancia(s) causante(s) de mortalidad en camarón no se encuentra presente en todas las 

harinas elaboradas a partir de pescado descompuesto, si no que es (son) generada(s) bajo ciertas 

condiciones de almacenado. 

c) Las aminas no son las causantes de estos efectos negativos, por el contrario la combinación de 

cadaverina e histamina mejoró la ganancia en peso por un incremento en el consumo de alimento. 

d) La frescura de la materia prima no afecta la concentración de aminas en tejido de camarón. 

\ 



2.1.-RESUMEN 

Se ha demostrado que la suplementación dletaria con harinas de pescado conteniendo 

grandes cantidades de aminas biogénicas reduce el consumo de alimento y la ganancia en peso del 

camarón y en algunas ocasiones la supervivencia puede ser mermada. Por otro lado, ha sido 

observado que el uso de harinas de pescado con niveles moderados de aminas Incrementa la ganancia 

en peso del camarón. Se sospecha que las aminas biogénicas a altas dosis pudieran ser las causantes 

del efecto negativo sobre el crecimiento y a la vez pueden actuar como un promotor de crecimiento a 

bajas concentraciones. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la adición de histamina, 

cadaverina, putrescina, espermidina y espermina en alimentos para camarón a diferentes niveles de 

suplementación sobre el crecimiento, consumo de alimento y sobrevivencia del camarón azul L 

styürostris, así como el contenido de éstos compuestos en el tejido de camarones alimentados con 

estas dietas experimentales. 

Se fabricó una dieta basal cumpliendo los requerimientos nutricionales para camarón azul; 

y a partir de ésta dieta fueron elaboradas 25 alimentos adicionales; los cuales fueron suplementados 

con histamina, cadaverina, putrescina, espermidina ó espermina a 600, 1200, 2400, 3600 y 4800 mg 

kg-1. Estas dietas experimentales fueron evaluadas durante 28 días en L. styfirostris con un peso 

promedio inicial que vario de 66 a 75 mg, con 5 (histamina y cadaverina) o 3 (putrescina, espermidina y 

espermina) replicados por tratamiento y 10 organismos por acuario, 



La suplementación de hístamina y cadaverina no afecto el consumo de alimento; en . 

cambio la adición de putrescina, espermidina y espermina incrementaron este parámetro. La adición de 

histamina y espermina mejoraron significativamente la ganancia en peso; los organismos alimentados 

con 1200 y 2400 mg kg 1 de histamina y 1100 mg kg-1 de espermina mostraron los mejores 

crecimientos, este mismo resultado fue observado en los organismos alimentados con las dietas 

suplementadas con espermidina a todos los niveles de suplementación; sin embargo los altos niveles 

de suplementación de estas aminas así como la adición de cadaverina redujeron este parámetro. La 

tasa de supervivencia no fue afectada por la suplementación de histamina, cadaverina, putrescina, 

espermidina o espermina. La tasa de conversión alimenticia solamente fue afectada significativamente 

por la suplementación de espermina, la suplementación de 1100 mg kg-1 dio la mejor tasa de 

conversión (1.5). 

Los organismos alimentados con histamina y putrescina dietaria presentaron 

concen[raciones do estas aminas en tejido por debajo de los limites de detección (50 ng mg-1); en 

cambio la adición de putrescina, espermidina y espermina en los alimentos incrementaron 

significativamente la concentración de espermidina en el tejido de los organismos alimentados con 

dichos alimentos. 

Con estos resultados concluimos que la suplementación de histamina, cadaverina, 

putrescina, espermidina y espermina a las dosis evaluadas en este estudio no afecto la sobrevivencia. 

La suplementación de histamina, putrescina, espermidina y espermina incremento la ganancia en peso; 

sin embargo altos niveles de suplementación provocaron una reducción en este parámetro. La 

suplementación de 1100 mg kg-1 de putrescina así como todos los niveles de suplementación de 



espermidina y espermina incrementaran la Ingesta de alimento. El camarón cuenta con sistemas para . 

metabolizar aminas ya sea para formar nuevas aminas (i.e, putrescina y espermina son metabolizadas 

para formar espermidina) o para excretaras tal como ha sido reportado en otros organismos. 

2.2. - INTRODUCCION 

Las aminas biogénicas se encuentran naturalmente presentes a bajas concentraciones en 

ingredientes y alimentos, no constituyendo un peligro su consumo (Bardocz et al, 1993); sin embargo su 

presencia a elevadas concentraciones es indicativo de un proceso de deterioro (ten Brink, et al., 1990; 

Sander e/ al., 1996; Veciana-Nogues et al., 1997) y su ingesta puede ocasionar cambias en la presión 

sanguínea (fenlletilamina), disminución de la motilidad del intestino, diarrea, estimulación de la secreción 

de ácido gástrico (histamina), capacidad vasoactiva (histamina) etc. 

En aves, el consumo de histamina ha provocado erosión de la molleja (Galleguiilos, 1995); 

mientras que la suplementación de putrescina (Smith, 1990), cadaverina (Smith eí al, 1996b), espermidina 

(Smith et al. , 1996a) y espermina (Smith & Sousadias, 1995) a elevadas concentraciones redujo el 

consumo de alimento y el crecimiento. 

Debido a que estos compuestos son termoestables han sido utilizados como criterios de 

calidad para la selección de harinas de pescado utilizadas para la elaboración de alimentos acuicolas 

(Messerich, 1994; citado por Subramayam, 1996; Caiz-Suárez etal., 1995; Pike & Hardy, 1997). El efecto 

i 

de la alimentación a peces con dietas suplementadas con aminas no esta daro. Cowey & Cho (1992) 

concluyeron que el suministro de alimentos suplementados con altos niveles de putrescina (13300 mg kg-



1) a trucha arco iris reduce su crecimiento y asi como el consumo de dicho alimento; sin embargo, cuando . 

esta poliamina fue suplementada a 4000 mg kg-1 no causo ningún efecto negativo. Fairgrieve et al. (1994) 

y Castro (1991) por su parte observaron que la alimentación de histamina causó lesiones en el intestino de 

la trucha arco iris; sin afectar el crecimiento, tasa de conversión alimenticia, consumo de alimento y 

sobrevivencia. En camarón, se ha reportado una disminución en ei consumo de alimento, crecimiento y en 

algunas ocasiones mortalidades cuando fueron alimentados con dietas suplementadas con harinas de 

pescado caracterizadas por contener altos niveles de aminas biogénicas (H, C, P, T y F, 3491 mg kg-1); 

aunque, cuando utilizaron harinas de pescado con niveles moderados de estos compuestos (746 mg kg-1) 

se observó una mejora en la ganancia en peso(Abdode la Parra, 1994; Tapia-Salazar ef al., 1996). En el 

bioensayo donde se evaluó el efecto de la combinación de aminas biogénicas (parte I), se observo un 

efecto promotor de crecimiento en los camarones alimentados con la dieta suplementada con cadaverina 

e histamina. Debido a que fue imposible determinar si la mejora en ganancia fue ocasionada por el 

consumo de cadaverina o histamina; el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la 

suplementación de histamina, cadaverina, putrescina, espermidina y espermina a niveles crecientes sobre 

el crecimiento y sobrevivencia del camarón azul L stylirostrís asi como su impacto en el contenido de 

aminas en tejido de camarones alimentados con estas dietas. 

2.3. • MATERIAL Y METODOS 

( 

2.3.1. • DIETAS EXPERIMENTALES 

Una dieta basal (control) fue formulada (Tabla 12) cubriendo los requerimientos 

nutricionales para peneidos establecidos por Akiyama et al. (1991). 25 dietas experimentales mas 



fueron elaboradas a partir de esta formula base y su pie mentad as con 1000, 2000, 4000, 6000 y 9000 . 

mg kg-1 de sales de aminas (histamina hidrodorada, cadaverina dihidroclorada, putrescina 

dihidroclorada, espermidina tríhidroclorada o espermina tetrahidroclorada) para obtener en los 

alimentos concentraciones de aminas libres: 600,1200, 2400, 3600 y 4800 mg kg-1 para las dietas 

suplementadas con histamina (2-[4-imidazolyl] ethylamine); 500,1100, 2300, 3500 y 4600 mg kg-1 para 

las suplementadas con cadaverina (1-5 diaminopentane); 500,1100, 2200, 3300 y 4400 mg kg-1 para 

las suplementadas con putrescina (1,4-diaminebutane tetramethylenediamine); 500,1100, 2200, 3400 y 

4500 mg kg-1 para las suplementadas con espermidina (N-[3-aminopropil]-1,4-butanediamine) y 500, 

1100, 2300,3400 y 4600 mg kg-1 para las suplementadas con espermina (N,N '-bis [3-aminoprcpil]-1,4-

butanediamine). La dieta control fue manufacturada una sola vez para ser usada en todos los 

experimentos. Una dieta comercial, Rcngen migaja, fue utilizada como control extemo en los 

bioensayos nutricionales donde las dietas suplementadas con histamina y cadaverina fueron 

evaluadas. La dieta comercial utilizada para el primer bioensayo fue proporcionada por la granja de 

camarón Aquastrat S.A. de C.V. (R1) y para el segundo fue suministrada por el distribuidor en México 

del alimento de la compañía Rangen Inc. (R2). 

Tabla 12- Formula basa (%, base húmeda). 

Harina de pescad1 29.20 
Pasta de soya1 36.10 
Harina de trigo3 23.10 
Mezcla vitamínica4 0.25 
Mezcla mineral' 0.25 
ColesteroC 0.14 
Arido algínico7 3.00 
Hexametafosfato de sodio8 1.00 
Eloxiquin' 0.02 
LeatinadesoyaF-100" ¿5C 
Aceite de pescado11 3.93 
Flavorpack12 0.50 



1 Fundadón Chile. Composición química: humedad 7.2%, prrtelna 70.5%, llpidos 8.4%, ceniza 14%. arena 0.1%, cloruros 2.3%, FFA 4 6%, 

Wstan»ina545DpmyTVN105mg I O O j ' 

J Proteínas Naturales S A de C.V., Monteney, Nuevo León 

3 Harina de trigo para consumo humano (SAMs, Club) 

«•"INVE Bassrode. Belgium 

SSK3MA No, Cat. C-3292 

' Aldrich, ISA, No. Cat 18094-7 

' Aldrich, Mo.Cal .30,55M; 

1 Dresen Quimíca. México 

"Central Soya, USA 

" Inual-Tepual, Santiago, Chile, 

Las dietas fueron elaboradas como se describió en la sección elaboración de dietas 

experimentales en la parte I. Las sales de aminas así como el atractante fueron disueltas en 100 mL de 

agua y posteriormente incorporadas al resto de los ingredientes y mezclados durante 10 minutos antes 

de extruir. El análisis próxima! así como el análisis de la pérdida de la materia seca en las dietas 

experimentales fueron llevados a cabo en este laboratorio utilizando las metodologías citadas en la 
i 

sección dietas experimentales de la parte I. Cada dieta fue evaluada para pérdida de la materia seca 

con 6 replicados por dieta. El contenido de aminas antes y después de la prueba de estabilidad fue 

analizado por HPLC. Los análisis de aminas en las dietas suplementadas con histamina y cadaverina 

fueron realizados por la compañía Inual-Tepual en Chile; el resto fue analizado en el Departamento de 

Animal & Poultry Science de la Universidad de Guelph, Guelph, On. , Ca. (Ver anexos para detalles], 



ss 

Estos experimentos fueron llevados a cabo en las instalaciones descritas anteriormente 

utilizando acuarios de fibra de vidrio de un volumen de 10 litros. Diariamente se realizo un recambio del 

42% del volumen total de agua para mantener la calidad del agua en estos acuarios, Las dietas 

experimentales fueron evaluadas por 28 días en Litopenaeus stylirostrís con un peso promedio inicial 

que vario de 61 a 76 mg, utilizando 5 (histamina y cadaverina) o 3 (putrescina, espermidina y 

espermina) replicados por dieta y con 10-crganismos por acuario. Las condiciones de experimentación 

para estos bioensayos son resumidas en la Tabla 13. Los organismos utilizados para el bioensayo 

donde las dietas suplementarias con histamina y cadaverina fueron proporcionados por la granja de 

camarón Aquastrat y el laboratorio de postlarvas de camarón Mantee. Los organismos utilizados en el 

resto de los otros experimentos fueron proporcionados por la granja de camarón Seprofin. 

Tabla 13.- Condiciones de exper imentador . 

Putrescina y \ 

Bioensayo Histamina Cadaverina Espermidina Espermina 
Temperatura (®C) 28 28 29 29 
Salinidad (g l 1 ) 35 35 30 30 
pH 8.1 8 1 8.2 8-2 
NHj-»NH4(wm) 0.66 0.66 0.68 0.63 
NOr(ppm) 1.75 1.75 ' 0.75 0 7 5 
NOr(ppm¡ 98.5 98.5 146 146 
0 0 (ppm) 4.9 4 9 5.0 5.0 
Fosfatos (ppm) 0.5 0.50 0.45 0.45 



2.3.3.- ANALISIS DEL CONTENIDO DE AMINAS EN TEJIDO DE CAMARON. 

El procedimiento de muestro asi como el método para el análisis de aminas en tejido de 

camarón fueron realizadas siguiendo el procedimiento descrito en él capitulo III. Para la cuantificación 

de aminas en tejido de camarón se realizaron 5 (histamina y cadaverina) ó 3 (putrescina, espermidina y 

espermina) extracciones por tratamiento (1 por replicado) y una (muestras de hepatopáncreas de 

camarón) o dos (muestras de músculo de camarón) inyecciones por extracción. 

2.3.4.- ANAUSIS ESTADISTICO 

Para determiar la forma de la curva de respuesta a niveles crecientes de cada una de las 

aminas evaluadas se realizó un análisis de regresión por contrastes ortogonales (Montgomery, 1991) 

utilizando el programa computacional SA3 (1987). La tendencia lineal o cuadrática fue considerada 

significativa cuando P í 0.05. Las dietas comerciales fueron excluidas de los análisis estadísticos. 

2.4.-RESULTADOS 

2.4.1. - DIETAS EXPERIMENTALES 

La composición química de las dietas experimentales es presentada en la Tabla 14. El 

contenido nutricional de las dietas experimentales fue cercano a los valores teóricos calculados. Los 

contenidos de humedad, protelna, lípidos, ceniza, fibra, extracto libre de nitrógeno y la pérdida de la 



materia seca en las dietas experimentales fueron de 8.3±0.4, 40.8±0.5, 9.3±0.2, 8 5±0.4, 1.5+0.2, 

317±0.7 y 5.5+0.9% respectivamente. Para el caso de las dietas comerciales fueron de 8.6±2,40.3±2, 

9.3±0.2,10.8±0.4,2.6±0.7,28.6±3.0 y 6.3±2% respectivamente, 

El contenido de aminas en las dietas experimentales es presentado en la Tabla 15. El 

contenido real de cada una de las aminas suplementadas en las dietas experimentales fue superior a 

las concentraciones teóricas; el nivel de histamina, cadaverina, putrescina y espermina variaron de 0.33 

a 16%, de 2.39 a 9.8%, de -11,64 a 18.6% y de -18.40 a 2.82% de sus concentraciones teóricas. Las 

dietas suplementadas con espermina fueron las únicas que en su totalidad presentaron 

concentraciones por debajo de los niveles teóricos establecidos {-5.8 a -13.13%). Después de sumergir 

muestras de alimento en agua marina durante 1 hora, la concentración de aminas varió de 25 a 28,18 

a 31, 10 a 27, 20 a 47, 51 a 61% del valor inicial para las dietas suplementadas con histamina, 

cadaverina, putrescina, espermidina y espermins respectivamente. Para la dieta control los contenidos 

de histamina, espermidina y espermina fueron de 46, 69 y 64% del valor inicial; mientras que las 

concentración es de cadaverina y putrescina fueron por debajo de los limites de detección. Para el caso 

de la dieta comercial, los niveles de aminas antes y después del análisis de la pérdida de la materia 

seca fueron menores a los limites de detección. 



Tabla 14.- Composición química de las dietas suplementadas cor aminas (%. as fed). 

Humedad Protetna Upidos Cen iu Fibra ELN PMS 

Histamina 

0 8.4 400 9.3 8.7 1.7 31.9 5.8±.6 

600 8.1 403 9.3 8.1 1.6 3 ^ 6 5.5±,8 

1200 8.8 40.7 9.2 7.9 1.2 32.3 5.8±,5 

2400 8.3 40.8 9.2 9.2 1.3 31.2 5.9±.5 

3600 8.5 40.5 9.5 9.2 1.5 30.9 6.3±1 

4800 8.2 41.3 9.2 8.5 1.6 31.2 6.3±.3 

R(1) 9.8 41.7 9.4 10.5 2.1 26.5 7 .9±9 

Cadaverina 

0 8.4 40.0 9.3 8.7 1.7 31.9 5.2±.6 

500 8.4 40.2 9.4 8.4 1.8 31.8 5.7±5 

1100 8.6 40.3 9.5 8.5 1.6 31.5 5.5± 7 

2300 9 40.7 9.5 8.2 1.7 3 0 9 5 .5±7 

3500 8.9 40.6 92 8.2 1.6 315 5.2s1.3 

4600 9 41.4 8.6 8.2 1.5 31.3 5 .8±6 

R(2) 7.3 38.8 9.1 11 3.1 30.7 4.7±.9 

Putrescina 

0 8 4 40.0 9 3 8.7 1.7 319 6.3±6 

500 7.9 40.1 9.5 8.4 1.5 326 5.9±1.8 

1100 8.2 415 9.5 8.2 1.4 31.2 6.6±.6 

2200 8 41.2 9.4 8.2 1.3 31.9 7.5±1.3 

3300 7.9 41.0 9 3 8.3 1.2 32.4 7.3±.9 

4400 7.8 41.0 9.2 8.6 1.3 32.1 6.9±1 

Espenridlna 

0 8.4 40.0 9.3 8.7 1.7 31-9 3 7±.7 
500 8.1 40.3 9.1 8.4 1.6 325 4.911 

1100 8 41.2 9.4 9 1.8 30.6 4.6±1 

2200 8.1 41.1 9.2 3.3 1.8 315 4.6±1 

3400 7 5 40.8 9 8.3 1.8 32.2 4.8±2 

4500 8 41.7 9.1 8.7 1.7 30.8 4.8±2 

Espermína 

0 8.4 40.0 9.3 8.7 1.7 31.9 3.3t1 

500 8.4 40.3 9.5 8.2 1.5 32.1 42±1 

1100 8.2 40.8 9.6 9.2 1.3 30.9 4 0±2 

2300 0.4 40.0 9.7 8 1.3 32.6 4.5±1 
3400 7.6 40.9 9.6 8.2 1.2 32.5 5312 

4600 7.8 41.1 9.5 9 5 1.3 30.8 4.6±1 



Tabla 15 - Contenido de aminas en los alimentos para camarón suplementados con aminas 

antes (A) y después (D) de la prueba de estabilidad (mg de amina libre kg-1 de alimento). 
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2.4.2.1.- SUPLEMENTACION DE HISTAMINA 

Los resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con dietas 

suplementarias con histamina se muestran en la Tabla 16. 

Tabla 16 - Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con histamina. 

P " p t i CA t í CA« G F * G F * TCA* TCA« S * S M 

(9) W MI (fll (*} <%> W (%) 
R1 0.16 0.28 0.12 0.49 111 265 1.92 2 45 98 98 
0 0.21 0.44 0.23 0.73 182 490 1.88 1.98 100 100 
600 0.20 0 4 2 0.26 0 7 3 172 462 2.00 214 98 94 
1200 0.22 0.47 0.25 0.74 191 532 1.73 187 100 92 
2400 0.21 0 4 8 0.26 0 7 4 177 535 1.94 186 99 100 
3600 0.21 0.44 0.25 0,73 187 490 1.83 201 96 98 
4800 0.20 0.43 0.24 0.70 164 472 1.99 2 0 0 98 92 

Pooled 5C 001 0.04 0.02 0.04 14.2 49.2 0.14 0.17 4.54 8.72 
Significancia 

Lineal 0.10 0.78 0.21 0.33 0.21 0.74 0.51 076 0.36 0.64 
Cuadrática 0.14 0.04 0.73 0.15 0.09 0.04 0.17 0.17 0.93 0.63 

1 Pesos promedios individuales 

s 5 valores por tratamiento 

•14 días 

»28 días. 

El consumo de alimento, tasa de conversión alimenticia y sobrevivencia no fueron 

afectados significativamente por la suplementación de histamina. El consumo de alimento al final del 

experimento vario de 0.70 a 0.74 g; los organismos alimentados con 1200 y 2400 mg kg 1 de histamina 

consumieron ligeramente más alimento. La lasa de conversión alimenticia vario de 1.86 a 2.14. Un 



efecto cuadrático significativo (P = 0.04) fue observado al final del experimento en el peso final y en la 

ganancia en peso (Fig. 7); la suplementación de histamina a 1200 y 2400 mg kg-1 incremento el 

crecimiento en un 8.8% con respecto a la dieta control. La supervivencia al final del experimento en 

todos los tratamientos vario de 92 a 100%, La alimentación con la dieta comercial provocó un pobre 

crecimiento (265%) y una tasa d e conversión alimenticia alta (2.45) en comparación con e l resto d e las 

dietas experimentales. 

y - -9E-06x ! i- O.Otx + 476.47 

520 • 

• 

440 . 

400 
O 1000 2000 3000 4000 .5000 

Nivel sjplemeaudo (mg kg •') 

Figura 7.- Ganancia en peso de los organismos alimentados con histamina dietaria. 
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La Tabla 17 muestra los resultados biológicos del bioensayo de crecimiento de les 

camarones alimentados con dietas suplementadas con cadaverina. 

Tabla 17.- Resultados del bioensayo Se crecimiento de los organismos alimentados con cadaverina. 

p . i p U CA*2 C A " GD* GP« TCA*2 TCA t í S * S " 

(9) (9) (9) (9) (%) <%) <*) (*] 
R2 0.17 0.26 0.25 0.52 124 250 2.76 2.91 98 53 
0 0.27 0.43 0.34 0.70 249 471 1.82 2 0 4 98 99 
500 0.24 0.41 0.34 064 220 443 2.02 1.96 100 96 • 
1100 0.21 0.38 0.31 0.61 182 396 2.29 2.11 100 90 
2300 0.26 0.43 0.34 067 243 464 1.85 1.98 98 92 
3500 0.25 0.38 0.34 0.66 224 405 2.07 2.21 97 93 
4600 0.24 0.42 0.33 0.68 218 450 2.09 2.02 100 93 

Poded SD 0.03 0.07 0.02 0.06 40.8 97.8 0.35 0.35 3.14 7.28 
Significancia 

Uneal 0 8 9 0.90 0.68 0.76 0.80 0.60 0.58 0 7 4 0.75 0.29 
Cuadrática 0.51 0.51 0.49 0.18 0.55 0.50 0.69 0.78 0.59 0.15 

1 Pesos individuales 
1 5 valores por tratamiento 
«14 días 
"28 días. 

El consumo de alimento, tasa de conversión alimenticia, sobrevivencia y ganancia en peso 

del camarón no fue afectada por ei consumo de dietas suplementadas con cadaverina. El consumo de 

alimento y la tasa de conversión alimenticia variaron de 0.61 a0.70g y de 1.96 a 2.21 respectivamente. 

La suplementación dietaria con niveles crecientes de aminas redujo la ganancia en peso en 6 , 1 5 , 1 , 1 4 

y 4% (no significativo). Al final del bioensayo. la sobrevivencia fue mayor al 90% en todos los 

tratamientos evaluados. Los organismos alimentados con la dieta Rangen migaja tuvieron un pobre 

crecimiento (250%) y una elevada tasa de conversión alimenticia (2,9). 



Los resultados biológicos de! efecto de la suplementación de putrescina en dietas para 

camarón se resumen en la Tabla 18. 

Tabla 19.- Resultadas del bioensaya de crecimiento de los organismos alimentados con putrescina. 

p.< pbi CA«2 C A " Gps GP« TCA«2 T C A " S«2 S " 

(9) (9) (9) (9) W W (%) (%) 
0 0.27 0.47 0.37 0 8 5 256 520 1.95 2.22 100 100 
500 0.26 0.42 0.38 0 9 5 238 458 2.15 2.46 100 100 
1100 0.27 0.44 0.38 0 8 9 256 483 2.04 2.46 100 100 
2200 0.24 0.46 0.40 0 8 9 222 506 2.35 2 3 4 100 100 
33D0 0.28 0.5 0.40 0 93 278 592 1.93 2.09 100 100 
4400 0.27 0.46 0.37 0 * 1 256 508 1.86 2.18 100 100 

PooledSD 0.02 0.05 0,02 0.07 29.5 64.2 0.21 0.33 „ 
Significancia 

Lineal 0.49 0.22 0.77 0.99 0.51 0.20 0.39 0.31 
Cuadrática 0.57 0.73 0.11 0.16 0.59 0.81 0.11 0.66 • • 

' Pesos individuales 

' 5 valores par tratamiento 

•14 días 

b28 días. 

El consumo de alimento en los diferentes tratamientos varío de 0.81 a 0.93 g; se observó 

un incremento en este parámetro en los organismos alimentados con las dietas suplementadas con 

500,1100,2200 y 3300 mg kg-1; sin embargo, con el máximo nivel de suplementación el consumo fue 

menor. Los organismos alimentados con todos los niveles de suplementación redujeron la ganancia en 

peso entre un 3 a 12%; con excepción de la adición de 33Q0 mg kg-1 mejoró este parámetro en un 



13.84%. La tasa de conversión alimenticia no fue afectada significativamente por la suplementación de . 

putrescma y varío de 2,1 a 2.5. Después de 28 días de experimentación, la sobrevivencia fue del 100% 

para todos los tratamientos. 

2.4,2.4,' SUPLEMENTACION DE ESPERMIDINA 

Los resultados de la evaluación de dietas suplementadas con espermidina se presentan 

en ia Tabla 19. 

Tabla 19.- Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con espermidina. 

p . i p»i CA«» CA« GR« GPW TCA*2 T C A " s « s « 

(9) (9) (g) (9l w (%] (%) (%) 
0 027 0.47 0,37 0.85 257 520 1.94 2 2 0 100 99 
500 0.26 0.48 0,40 0.65 247 538 £15 2 2 3 100 100 
1100 0.30 0.52 0,40 0.96 290 595 1.84 2 1 3 100 99 
2200 0.26 0.53 0.40 0.92 253 604 2.14 2 0 4 100 97 
3400 0.26 0.51 0.40 0.92 257 579 2.10 2 1 3 100 97 
4500 0.29 0.56 0.41 0.93 283 639 1.94 1.99 100 97 

Pooled SO 0.02 0.07 0.01 0.04 268 99.2 0.19 0.33 . 3.84 
Significancia 

Lineal 0.53 0.21 0.03 0.06 C.43 0.21 0.87 0.41 - 0.26 
Cuadrática 0.74 0.80 0.14 0.17 0.66 0.61 0.33 0.94 • 0.78 

1 Pesos individuales 

' 5 valores por tratamiento 

»14 días 

6 23 días. 

El suministro a camarón de alimentos adicionados con espermidina incremento el 

consumo de alimento (P = 0.06); los organismos alimentados con las dietas suplementadas con 



espermidina consumieron entre 0.86 y 0.96 g; en cambio los camarones alimentados con la dieta sin 

suplementar al final del experimento ingirieron 0.86g. La adición de espermidina a todos los niveles de 

suplementación provocó una mejor ganancia en peso, este parámetro fue mejorado hasta en un 21 % 

con el máximo nivel de suplementación. La tasa de conversión alimenticia y la supen/rvencia no fueron 

afectadas por la alimentación con dietas ricas en esta poliamina; al final del experimento la tasa de 

conversión alimenticia y la supervivencia variaron de 2.04 a 2.23 y de 97 a 100% respectivamente. 

2.4.2.5SUPLEMENTACION DE ESPERMINA 

La Tabla 20 muestra los resultados de la evaluación del efecto de la suplementación de 

espermina en dietas para camarón. 

Tabla 20.- Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con espermina. 

pal pw C A * CAU GP®3 GP« TCA*3 TCA« S'2 S " 

<g) <g] (g) (g) (%) (%) (%} (%] 
0 0.23 0.5Q 035 0.61 376 716 2.10 1.87 100 100 
500 0.26 0.56 035 0.86 424 813 1.81 1.85 100 100 
1100 0.27 0.69 0.35 0.93 451 1022 1.63 1.50 100 97 
2300 0.24 0.52 035 0.80 404 760 1.95 1.81 100 100 
3400 0.26 0.63 0.35 0.95 436 936 1.74 1.68 100 100 
4600 0.22 0.41 035 0.88 368 571 2.20 2.54 100 97 

Pooled SD 0.02 o.oa 0.01 0.05 31.5 132 0.23 0.32 0 3.33 
Significancia 

Lineal 0.39 0.15 0.59 0.07 " .0.43 0.16 0.32 0.03 0 0.47 
Cuadrática 0.02 0.01 060 0.28 0j01 0.01 0.02 0.01 0 0.67 

1 Pesos individuales 

3 5 valores por tratamiento 

»14 días 

' 2fl días. 



El consumo de alimento fue incrementado por la suplementación de espermina {P = 0.07); 

los niveles de suplementación 1100 y 3400 mg kg-1 causaron un mayor consumo de alimento y mejoro 

el crecimiento en un 1022 y 938% respectivamente (Fig 8). Sin embargo, el máximo nivel de 

suplementación (4600 mg kg-') redujo este parámetro en un 20%. La suplementación de espermina 

causo un aíecto cuadrático significativo sobre la tasa de conversión alimenticia; los organismos 

alimentados con 1100 y 3400 mg kg-1 presentaron el mejor valor (1.50 y 1.68 respectivamente); 

mientras que los organismos alimentados con 4600 mg kg-1 obtuvieron la peor tasa de conversión 

(2.54). Al final de experimento la supervivencia fue mayor al 97% para todas las dietas experimentales. 

y = -43.643*- 238.01* * 4S 
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200 
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Figura 6.- Garanda en peso de los organismos alimentados con espermina dietaria. 



2.4.3.1.- SUPLEMENTACION DE HISTAMINA. 

El contenido de aminas en tejido do camarón alimentados con las dietas suplementadas 

con histamina es mostrado en la Tabla 21. 

Tabla 21 Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con histamina. 

Nivel suplemerlado Músculo Hspalopáncreas 
(mgkg ' ) C1 Spd' Spm> C> SpdJ Spm2 

(U3 rttfl-' muestra seca homogeneizada) 

R1 6 15 71 30 238 171 
0 6 14 84 57 287 162 
500 3 13 75 49 267 162 
1200 6 14 77 58 288 158 
2400 6 14 85 79 273 140 
3600 6 15 82 46 272 142 
4800 4 16 82 41 261 138 

Pooled SD 1.8 2.9 15.6 50 77.8 40.5 
Significancia 

Lineal 0.9413 0.0442 0 5175 0 7618 0.6297 0 2300 
Cuadrática 0.2804 0.5856 0.9523 0.5610 0.9168 0.9510 

En el tejido de los camarones alimentados con las dietas suplementadas con histamina fue 

solamente posible cuantificar cadaverina, espermidina y espermina (Fig. 9), Las concentraciones de 

histamina y putrescina estuvieron por debajo de los limites de detección (50 ¿imol mL-1). El contenido 

de espermidina en músculo de camarón fue afectado significativamente por la histamina dietaria (P = 

0.044), incrementándose muy ligeramente la concentración de esta amina con el nivel de 



suplementación; cabe hacer mención que esto no fue observado en tejido de hepatopáncreas. Las. 

concentraciones de cadaverina, espermidina y espermina fueron mayores en el hepatopáncreas que en 

el músculo del camarón. 

Hepatopáncreas 
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Figura 9.- Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suptementadas con histamina. 

• 



El efecto de la suplementación de cadaverina sobre la concentración de aminas en tejido 

de camarón es mostrado en la Tabla 22. 

Tabla 22.- Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con cadaverina. 

Nivsl su pigmentado Músculo Hepatopáncreas 
(mg kg-') C' Spd' Sum« C' Spd' Spm* 

( l iq mg-' de muestra seca homogeneizada) 

R2 3 17 39 27 270 247 
0 8a 15 39 58a 500 269 
500 8a 19 45 105a 398 249 
1100 9a 16 46 154a 431 246 
2300 13a 14 42 307b 432 248 
3500 18b 18 45 331b 453 243 
4600 25b 12 39 506b 440 261 

Pocled SD 5.6 4.1 13.1 102 92 49 

Lineal 0.0001 0.1011 0.7840 0.0001 0.6245 0.8546 
Cuadrática 0.2146 0.2387 0.1661 0.8678 0.4400 0.3985 

La concentración de cadaverina en tejido de camarón se incrementó linealmente con el 

consumo de cadaverina dietaria (Fig. 10); los organismos que consumieron las dietas suplementadas 

con 2300, 3500 y 4600 mg kg 1 de cadaverina presentaron las mayores concentraciones. Las 

concentraciones de esta poliamina en el músculay hepatopáncreas del camarón aumentaron de 3 a 25 

y de 27 a 506 pg mg-1 respectivamente. Las cantidades de espermidina y espermina en tejido no 

fueron afectadas por el consumo de esta poliamina; variando de 12 a 19 y de 398 a 500 pg mg-1 para 

tejido de músculo y de 39 a 54 y de 246 a 268 pg mg-1 para de hepatopáncreas. Las concentraciones 

de histamina y putresdna en los tejidos analizados fueron por debajo de los límites de detección. 



HtptfOpÉlOCB 

Figura 10.- Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas con cadaverina. 



E( contenido de aminas en el tejido de los camarones alimentados con dietas 

suplementadas con putrescina es presentado en la Tabla 23. 

Tabla 23.- Canter ido de aminas en tejido de camarón alimentados con putrescina. 

Nivel suplementado Músculo Hepatopáncreas 
(mgkg-1) Spd' Spm1 SpdJ Spm' 

(M9 mg-1 de muestra seca homogenlzada) 

0 21a 70 257a 173 
500 25a 77 304a 162 
1100 30a 67 353a 124 
2200 34b 72 409a 171 
3300 28a 68 500b 163 
4400 31a 65 534b 162 

Pooled SD 7.4 10.7 79 36 
Significancia 

Lineal 00318 0.2463 0.0002 0.8585 
Cuadratica 0.0643 0.6398 0.6108 0.6078 

Las concentraciones de histamina y putrescina en los diferentes tejidos del camarón 

fueran por debajo de los limites de detección (50 ^ m o l mL- 1 ) . La suplementación de putrescina 

aumentó linealmente la concentración de espermidina en músculo y hepatopáncreas (Fig. 11); 

incrementándose de 21 a 34 y de 257 a 534 ^jg mg-1 respectivamente; los organismos alimentados con 

3300 y 4400 mg kg-1 presentarón la mayor concentración en hepatopáncreas; mientras que los 

alimentados con 2200 mg kg-1 presentaron la mayor concentración en tejido. La concentración de 

espermina tanto en músculo como hepatopáncreas no fue afectada por el consumo de esta poliamina; 

las concentraciones de esta amina variaron entre 65 y 72 y entre 124 y 173 pg mg-1 para músculo y 



hepatopáncreas respectivamente, 

Figura 11-Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas con putrescina. 



2.4.3.4SUPLEMENTA CION DE ESPERMIDINA. 

El efecto de la suplementación con espermidina dietaría sobre la concentración de aminas 

en tejido de camarón es mostrado en la Tabla 24. 

Tabla 2 4 - Contenido de aminas en tejido de camarón alimentados con espermidina. 

Nivel suplementado Músculo Hepatopáncress 
(mgkg1) Spd1 Spm' SpcP Spm* 

(ug mg~' de muestra seca honogenizada) 

0 21a 70 257a 173 
500 25a 66 397a 151 
1100 28a 63 504a 155 
2200 32b 74 629b 164 
3400 33b 60 /29 b 172 
4500 37b 77 980b 214 

Pooled SD 5.2 12.1 111 35 
Significancia 

Lineal 0.0001 0.9683 0.0001 0.0856 
Cuadratico 0.3091 0.4351 0.9600 0.1480 

Los niveles de putrescina, cadaverina e histamina es el tejido de los camarones 

alimentados con las dietas suplementadas con espermidina estuvieron por debajo de los límites de 

detección. La espermidina dietaría incremento linealmente el contenido de esta amina en el tejido de 

camarón (P * 0.0001; Fig 12); los valores crecieron de 21 a 37 y 257 a 980 pg mg-1 para músculo y 

hepatopáncreas respectivamente. Los camarones que consumieron las mayores concentraciones de 

espermidina dietaría presentaron concentraciones significativamente más grandes que los organismos 

alimentados con la dieta control y los menores niveles de suplementación. La suplementación de 

espermidina no afecto el contenido de espermina en el tejido de camarón; las concentraciones de esta 



poliamlna variaron entre 70 y 86, y entre 151 y 214 ng mg-' para músculo y hepatopáncreas. 

respectivamente. Cabe remarcar que el incremento lineal de la espermidina en el tejido de 

hepatopáncreas fue cercano al nivel de significancia (P = 0.085). 

Hcpatopteoeag 

Figura 12.- Contenido de aminas en tejido de camiones dimentados a m dietas suplementadas con espermidina. 



Las concentraciones de aminas en el tejido de los camarones alimentados con espermina 

son presentadas en la Tabla 25. 

Tabla 25.- Contenido de aminas en tejido de camarón al imentados con espermina. 

Nivel su pigmentado Músculo Hepatopáncreas 
(rrtg kg-') Spd' Spm1 Spd2 Spm2 

(uq mq-' de muestra seca homogerézada) 

0 18a 72 545a 212 
500 23a 82 812a 207 
1100 21a 85 828a 255 
2300 28b 77 795a 243 
3400 29b 76 1002b 212 
4600 37b 72 770a 193 

Pooled SO 4.9 13.3 186 51 

Lineal 0.0001 03733 0.1330 0.5526 
Cuadratica 0.4184 0 24FQ 0 0802 0 2003 

Las concentraciones de histamina, cadaverina y putrescina fueron por debajo de los 

límites de detección. La alimentación de espermina al camarón incremento significativamente la 

concentración de espermldina en el músculo y hepatopáncreas (Fig. 13); con aumentos de 18 a 37 y de 

545 a "002 |xg mg-1 respectivamente. La alimentación de dietas suplementarias con espermina a 

camarói. no afecto la concentración de esta amina en tejido. La cantidad de esta amina vario entre 72 y 

85, y entre 193 y 255 ng mg-1 para músculo y hepatopáncreas respectivamente. 



Figura 13 - Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementarias con espermina. 



2.5.1.- CONTENIDO DE AMINAS EN LOS AUMENTOS EXPERIMENTALES 

En general las concentraciones de cada amina suplementada en las dietas experimentales 

estuvieron cercanas o ligeramente superiores a los valores teóricos calculados; solamente en algunos 

alimentos (dietas suplementadas con espermina) las concentraciones fueron per debajo a los valores 

teóricos previamente establecidos. Esto se explica por la presencia de aminas intrínsecas en los 

ingredientes utilizados para elaborar las dietas experimentales; los cuales se pueden ver en el análisis 

de aminas en la dieta control; solamente tres aminas (histamina, cadaverina y espermidina) 

presentaron niveles sustanciales en las dietas control; histamina 380-492 mg kg1 ; cadaverina 115-141 

mg kg-1 y espermidina 88-125 mg kg-1. 

Cabe hacer mendón que los alimentos suplementados con cadaverina e histamina asi 

como la dieta sin suplementar fueron realizados por el laboratorio de análisis químicos de la compañía 

Inual-Tepual. Al comparar en contenido de aminas presentes en la dieta sin suplementar obtenidos por 

la compañía y los realizados por nosotros observamos que las concentraciones son muy similares, por 

lo que podemos inferir que los errores analíticos cometidos fueron mínimos. 

/ 

Una de las características generales de las aminas es su elevada solubilidad en agua 

(Morgan, 1992). Las concentradones de las aminas, principalmente histamina, cadaverina, putrescina y 

espermidina, fueron reduddas hasta en un 70% después de haber sumergido muestras de dichos 

alimentos durante una hora en agua marina, confirmándose con estos resultados dicha propiedad. En 



el caso de las poliaminas (putrescina, espermídina y espermina) cuando estas se encuentran en forma, 

de hidrocloruros son altamente solubles en agua; sin embargo cuando la espermina se encuentra 

presente en forma de sales de fosfatos su solubilidad disminuye y tiende a formar cristales (Seiler, 
i . 

1994). Todas las poliamnas utilizadas en el presente estudio fueron en forma de sales cloradas; sin 

embargo, las dietas suplementadas con espermina solamente perdieron alrededor entre 31 y 49% del 

nivel suplementado. A pesar de que los hidrocloruros de aminas son solubles en agua es probable que 

la contante de solubilidad de cada uno de estos compuestos sea diferente entre ellos, lo cual explicaría 

las diferencias en los porcentajes de aminas encontrados en los alimentos después de haberlos 

sumergido en agua marina. 

2.5.2. - CONSUMO DE ALIMENTO. 

En aves se ha observado que el uso de alimentos conteniendo grandes cantidades de 

aminas biogenicas suplementadas o provenientes de harinas de pescado elaboradas a partir de 

materia prima descompuesta disminuye drásticamente el consumo de alimento (Muisman et al., 1992). 

Galleguillos (1995) alimento pollos con dietas suplementadas con diferentes niveles de histamina; 

observó que la adición de 1500 y 3000 riig kg-1 redujo el consumo de dichos alimentos en un 7%. Smith 

y colaboradores (1996b) por su parte reportan que la suplementación de cadaverina en alimentos para 

pollos disminuyo linealmente el consumo de alimento conforme el nivel de esta poliamina se 

incremento. Esto mismos efectos han sido reportados en ratas; Til ef al. (1997) observaron que el 

suministro de alimento conteniendo 10 000 mg kg-1 de cadaverina redujo 10% la ingesta de esta dieta. 

En peces, Fairgríeve y colaboradores (1998) observaron que la alimentación con dietas suplementadas 

con 2000 mg kg*' de histamina a trucha arco iris redujo el consumo de alimento, Watanabe etal, (1987) 



y Fairgrieve ef al. (1994) por su parte reportaron distensiones abdominales en truchas alimentadas con. 

dietas suplementadas con histamina; sin embargo el consumo de este alimento no fue reducido. ¡ 

El efecto de las poliaminas en aves y ratas sobre el consumo de alimento ha sido 

relacionado con su carga catiónica y peso molecular. Jeevanandam ef al (1997) observaron que ratas 

alimentadas con 500 y 1000 mg kg-1 de espermidina consumieron menos alimento (469 y 414 g) en 

comparación con aquellas que ingiriéronla dieta sin suplementar (490 g). Til ef al. (1997) por su parte, 

reportan que el suministro de alimentos conteniendo hasta 10 000 mg kg-1 de tiramina no redujo el 

consumo de dichos alimentos; sin embargo cuando adicionaron cadaverina, putrescina, espermidina y 

espermina, los niveles máximos redujeron significativamente este parámetro. 

En aves, Smith (1990) reporta una disminución en el consumo de alimento cuando 

adiciono cantidades considerables de putrescina. Smith ef al. (1996a) por otra parte concluyen que la 

adición por encima de 4000 mg kg-1 de espermidina reduce significativamente (9-17%) la ingesta de 

alimento; en cambio la suplementación de pequeñas cantidades (500 mg kg-1) lo incremento (6%). 

Sousadias & Smith (1995) observaron que la adición de espermina en un rango de 4000 a 10000 mg 

kg-1 redujo el consumo de alimento de 2.15 hasta 64.77%. Cowey & Cho (1992) reportan en trucha que 

la suplementación de 4,000 mg kg-1 de putrescina no afecto significativamente el consumo de alimento; 

no obst nte, cuando la incluyeron a 13,300 mg kg-1 lo redujo 51%. 

En el bioensayo donde se evalúo la suplementación de histamina, se observó que la 

adición de 1200 y 2400 mg kg-1 aumenta ligeramente el consumo de alimento (1%); sin embargo el 

máximo nivel de suplementación (4800 mg kg-1) lo redujo 4%. Cuando la cadaverina fue evaluada, 



vimos que el consumo de alimento fue disminuido aun con el nivel mínimo de suplementación (2.86 

12.85%). Al evaluar el efecto combinado de estas aminas se observó que la dieta suplementada con 

histamina y cadaverina a 559 y 620 mg kg-1 incremento la ingesta de dicho alimento en un 7%. Al 

parecer la combinación de cadaverina e histamina tiene un efecto sinèrgico, lo cual podría explicar el 

aumento en el consumo de esta dieta evaluada. Mendoza y colaboradores (1997) concluyen que la 

putrescina y la cadaverina funcionaron como atractantes para langostino de agua dulce Macrcbrachium 

rosenbergir, cabe remarcar que la cadaverina resulto ser más eficaz. Las diferencias entre los 

resultados reportados por estos investigadores y los obtenidos en estos experimentos pueden deberse 

a las especies (camarón y langostino) y/o metodologías utilizadas, 

Por otro lado, observamos que ía adición de putrescina en alimentos para camarón 

incrementó el consumo de alimento en 9.4% cuando esta se suplemento a 3300 mg kg1 ; mientras que 

el máximo (4400 mg kg-1) lo redujo 4.7%. Los camarones alimentados con todas las dietas 

5uplementadas con espermidina consumieron mas alimento en comparación con los organismos que 

consumieron la dieta control; los organismos alimentados con 1100 mg kg-1 ingirieron la mayor cantidad 

de alimento. Cabe mencionar que los organismos que consumieron la dieta conteniendo el nivel 

máximo de suplementación comieron menos alimento al final del experimento; parece ser que la 

espermidina promueve el consuma de1 alimento más que la putrescina. Por otro lado, cuando la 

espermina fue adicionada a 1100 y 3400 mg kg-1 aumento la ingesta de alimento en 17%; sin embargo, 

al igual como ha sido observado en organismos vertebrados, el máximo nivel de suplementación (4600 

mg kg-1) redujo el consumo de esta dietá 8,4%. 



Una reducción en el incremento en peso ha sido reportado en aves debido al consumo de 

histamina. Galleguillos (1995) observó que el suministro de alimentos suplementados con 1500 mg kg-1 

de histamina a pollos redujo este parámetro 14%. HarTy et al., (1976) por su parte reportan que la 

adición de 4000 mg kg-1 de histamina en alimento para aves mermo el crecimiento y causo además 

erosión de la molleja. Esto mismo ha sido observado cuando la cadaverina fue suplementada por 

encima de 6000 mg kg-1 (Smith e( ai, 1996b). En peces, Watanabe y colaboradores (1987) observaron 

que la alimentación a truchas con una dieta suplementada con una harina de macarela, (a cual contenia 

70 mg kg-1 de histamina, incrementó la utilización de proteina neta. Fairgrieve et al. (1994) por su parte 

concluyen que la suplementación de histamina en alimentos para trucha causó daños intestinales; sin 

embargo, la ganancia en peso no fue afectada. 

En el presente estudio, la suplementación de 1200 y 2400 mg kg-1 de histamina 

< 

incrementó el crecimiento hasta un 8% y la adición de 4800 mg kg-1 lo redujo 3.7%. Cuando la 

cadaverina fue evaluada se observó úna disminución en este parámetro en los organismos que 

consumieron todas las dietas suplementadas con esta poliamina, la ganancia en peso fue reducida 

hasta en un 15%; es importante remarcar que la dieta suplementada con histamina y cadaverina a 559 

y 620 mg kg-1 incremento el crecimiento hasta un 11%, parece ser que la histamina per se promueve el 

crecimiento, pero cuando la cadaverina es adicionada este efecto positivo es todavía mas evidente. 

En organismos vertebrados ha sido ampliamente reportado que la carga y el peso 



molecular de las poliaminas están directamente relacionadas con su toxicidad (putrescina < 

espermidina < espermina). Til et al. (1996) reportan que la ingesta de putrescina, espermidina y 

espermina a bajas concentraciones por las ratas no afecta su crecimiento; sin embargo cuando se 

adiciono 10 000 mg kg-1 este parámetro fue reducido en 10,15 y 51% respectivamente. Jeevanandan 

et al. (1997) por su parte reportan que la ingesta por ratas de un alimento conteniendo 2000 mg kg-1 de 

espermidina redujo 19% el crecimiento. 

i 

En pollos este mismo efecto ha sido observado. Smith (1990) observó que la alimentación 
f 

con una dieta suplementada con 2000 mp kg-1 de putrescina a pollos mejoró la ganancia en peso en un 

34%; sin embargo la adición de esta poliamina por encima de este valor lo redujo drásticamente. 

Sousadias & Smith (1995) reportan que la adición de 500 mg kg-1 de espermidina mejoro la tasa de 

crecimiento (22.5%); aunque niveles de suplementación por encima de este valor redujo este 

parámetro. Le. la adición de 2000 mg kg-1 de espermidina disminuyo en crecimiento en 6.5%. Smith et 

al. (1996a) por su parte concluyen que la espermina fue la poliamina mas tóxica para palios, el 

suministro de 2000 mg kg-1 causo una reducción del crecimiento en un orden del 32% y con la 

suplementación de 10 000 mg kg 1 mermo este parámetro en un 94%. En peces, Cowey & Cho (1992) 

observaron que la alimentación de 13,300 mg kg-1 de putrescina a trucha arco iris redujo el crecimiento 

en 41% sin embargo cuando esta poliamina fue adicionada a 4000 mg kg-1 este efecto negativo no fue 

visto. 
\ 

Durante el metabolismo de las poliaminas un sin números de metabolitos son formados, 

existen reportes que no solamente las poliaminas si no también sus metabolitos pueden actuar como 

promotor de crecimiento, lakanen ef al. (1992) observaron que los metabolitos de la espermidina y 



MI 

espermina (metil espermid na y metil espermina) fueron tan efectivos como estas poliaminas en. 

promover la conversión de B-DNA y Z-DNA. 

En la presente investigación observamos que la adición de putrescina en dietas para 

camarón produjo un pobre crecimiento; aunque, la suplementación de 3300 mg kg-> incrementó este 

parámetro en un 14%. Al evaluar la espermidina vimos que la ganancia en peso fue mejor en los 

organismos alimentados con esta poliamina, Incrementándose hasta un 12.8% con el máximo nivel de 

suplementación. Cuando se evaluó la espermina observamos que los mejores crecimientos (42.7 y 

31%) fueron obtenidos con niveles moderados de suplementación (1100 y 3400 mg kg-1). Parecer ser 

que estas aminas posiblemente actúen como un promotor de crecimiento tal y como ha sido observado 

en otros organismos; sin embargo más información al respecto es requerida. 

No solamente attas concentraciones de poliaminas pueden causar toxicidad, sino también 

sus respectivos metabolltos. Averlll-Baíes ef al. (1993) demostraron que los productos de !a 

metabolización de la espermidina fueron responsables de causar citotoxicidad en células de hamsters. 

Averill-Bates et al. (1994) observaron que los peróxidos y aldehidos formados a partir de la oxidación de 

la espermina contribuyen con la citotoxicidad de dicha poliamina. En el presente estudio se observo 

que la espermina redujo el crecimiento, especialmente con el nivel máximo de suplementación; es 

posible que algunos de los metabolitos generados por esta poliamina durante su metabolización 

contribuyen a reducir el crecimiento del camarón; desafortunadamente los metabolitos de esta 

poliamina no fueron analizados. 



Las mortalidades observadas en pollos alimentados con dietas suplementadas con 

histamina o harinas de pescado conteniendo grandes cantidades de aminas biogénlcas, especialmente 

histamina (Harry et si , 1976; Bnjgh, 1984; Osuna, 1985; Grugh & Wilson, 1986) se deben 

principalmente a que la histamina incrementa la secreción de ácido clorhídrico en el estomago 

causando erosión de la molleja. 

En el caso de las poliaminas, en aves se ha reportado que la mortalidad esta directamente 

relacionada con su carga catiónica y su peso molecular. Smith (1990), Smith et ai (1996a) y Smith 

al. (1996b) concluyen que la suplementación de putrescina, espermidina o cadaverina en alimentos 

para pollos no reduce la sobreviviencia, Sousadias (1991) y Til ef al. (1997) por su parte reportan 

mortalidades en pollos y ratas alimentadas con una dieta suplementada con 6000 y 10 000 mg de 

espermina kg V En peces, los pocos estudios con aminas biogénicas han demostrado que la adición de 

histamina (Watanabe e/a/., 1987; Fairgrieve et al., 1994; 1998) o putrescina (Cowey & Che, 1992) no 

ha logrado causar mortalidades. En el presente trabajo, la suplementación de histamina, cadaverina, 

putrescina, espermidina o espermina a los diferentes niveles evaluados no afecto significativamente la 

sobrevivencia; solamente el efecto negativo se vio reflejado en la reducción del crecimiento. 



2.5.5. - CONTENIDO DE POUAMINAS EN TEJIDO DE CAMARÓN. 

Se ha observado que los tejidos con una elevada actividad fisiológica (páncreas, intestino, 

higado y riñón) contienen altos niveles de poliaminas; mientras que los tejidos con baja actividad 

(músculo) contiene mucho menos; estas diferencias se deben a que los primeros poseen una elevada 

actividad metabólica y se encuentran en un oonstante estado de renovación (Bardocz et al., 1993; Seidel 

& Scenvma, 1997]. Seidel & Scemama (1997) reportan en tejido de ratas concentraciones de cadaverina, 

putrescir.a, espermidina y espermina: estómago 1048,451,246, y 28 duodeno 3043,1152,426 y 191 

yiM; jejunum 2216, 1246, 198, 102 ileum 314, 65, 0, 0 y M y para colon 680, 63, 88 y 7 pM 
\ 

respectivamente. En el presente estudio, las concentraciones de estas aminas fueron más elevadas en el 

hepatopáncreas que en el músculo; los valores variaron en un rango de 16 a 86 ng mg-1 y de 124 a 1002 

18 a 86 p.g mg ' para músculo y hepatopáncreas respectivamente. 

La histamina es una de las primeras sustancias vasoactivas identificadas en el cuerpo, se 
i 

encuenlra presente en tejido de mamíferos, reptiles, aves, insectos, bacterias etc. En mamíferos, la 

histamina es catabolízada por dos vías: una es la deaminación, en presencia de la diaminoxidasa; y la otra 

es la meQlación del anillo imidazol en presencia de la enzima N-metiltransferasa. Esta amina es 

almacenada en células 'masf de tejido y basofilos en sangre. En algunos órganos en shocK, contienen 

grandes cantidades de células "masf y cantidades letales de histamina. La histamina una vez que ha sido 

liberada es rápidamente metabolizada, dejando el torrente sanguíneo en cuestión de minutos, 

apareciendo en casi todos los tejidos como metabolitos de esta (Beaven, 1978). Amould (1986) reporto 

que la carcinina sintetasa del cangrejo Carcinus maenas puede metabolizar histamina neuronal y 



probablemente histamina exógena; la ausencia de histamina en el tejido de los camarones alimentados. 

con histamina nos hace suponer que este organismo cuenta con un sistema que le ayuda a metabolizar 

esta amina ya sea para excretarla o almacenarla; desafortunadamente los metabolitos de esta amina 

no fueron analizados. Por otro lado, la suplementación de histamina incremento significativamente la 

concentración de espermidina en el músculo de camarón; ninguna explicación sobre este fenómeno fue 

encontrada como para correlacionar la histamina dietaria y la concentración de espermidina en tejido. 

La información disponible sobre la concentración de cadaverina en tejido animal es muy 

poca. Heningsson & Heningsson (1983) observaron que los productos oxldativos de la cadaverina 
l 

podrían sner importancia en varios procesos fisiológicos y niveles patológicos en ratas preñadas. 
i 

Las aminas pueden ser transformadas por enzimas oxídativas para ser excretadas o 

catabolisadas para formar otras poliaminas o metabolitos de estas. Asi tenemos que Smith et al. 

(1996b) observaran que la suplementación de cadaverina no afecto la concentración de esta pollamina 

en tejido de pollos, indicando que esta fue metabolizada. En el presente trabajo, un incremento lineal 

en la concentración de cadaverina en tejido de camarón fue observado; todo parece indicar que el 

camarón no puede metabolizar la cadaverina dietaria almacenándola en tejido. Los organismos que 

consumieron las dietas suplementadas con cadaverina presentaron un menor crecimiento al final del 

experimento; posiblemente la acumulación de está amina en el tejido tenga un costo energético, 

causando una reducción de la ganancia en peso. Por otro lado, se ha reportado que la cadaverina 

puede servir como substrato para la formación de putrescina y espermidina; esta reacción, sin 

embargo, procede solamente al 5% de la tasa de reacción convencional (Morgan, 1998). En el actual 

estudio, la concentración de espermidina y espermina nc fue afectada por el consumo de esta amina, 



indicando que esta reacción no es realizada por este crustáceo. 

Smith (1990) concluye que la alimentación de dietas suplementadas con putrescina a 

pollos incrementó linealmente las concentraciones de putrescina y espermidina en el tejido de aves; 

mientras tanto, Cowey & Cho (1992) observaron que el suministro de alimentos adicionados con esta 

poliamina no afecto el contenido de poliaminas en el tejido de la trucha arco iris. Bardocz (1993) por su 

parte demostró que el 20% de la alimentación de putrescina a ratas fue absorbida intacta a través de la 

pared del intestino y el resto (80%) fue convertido en otras poliaminas o metabolitos. En el presente 

estudio, la alimentación de dietas suplementadas con putrescina a camarón incrementó linealmente la 

concentración de espermidina en el tejido; pocos valores de putrescina fueron observados por encima 

de los limites de detección para esta amina lo cual nos indica que el camarón puede metabolizar 

putrescina para formar espermidina y posiblementes otras poliaminas. 

Smith y colaboladores (1996a) observaron que la alimentación de dietas suplementadas 

con espermidina dietaria a pollos incrementó la concentración hepática de putrescina, espermidina y N-

'-acetil espermidina. En el actual experimento, la alimentación con dietas suplementadas con 

espermidina a camarón resultó incrementar solamente la concentración de espermidina en el tejido. Por 

otro lado, ha sido observado que la espermidina y espermina dietaria pueden ser absorbidas Intactas 

desde la pared del intestino en mamíferos (Seidei & Scemama, 1997). En el presente estudio, la 

concentración de espermidina aumento linealmente en tejido con el nivel de suplementación en la dieta 

lo cual nos indica que el camarón absorbió esta poliamina intacta tal y como ha sido observado en 

animales vertebrados. 



La conversión de espermina en otras poliaminas o sus metabolitos por animales-

vertebrados es el camino para protejerse de su efecto tóxico. Ferioli et al. (1998) observaron que ratas 

pueden convertir espermina en espermidina y putrescina. Sousadias & Smith (1995) por su parte 

reportan que los pollos la metabolizan en espermidina y N1 acetil espermidina. En el presente estudio, 

espermina fue convertida en espermidina. 

Ha sido reportado que espermina causa citotoxicidad en células de mamíferos (Brunton et 

ai, 1991; Averill-Bates el al., 1993), pero también los metabolitos de espermina (Averill-Bates et a l . , 

1994). En el presente estudio, solamente se observó una disminución en el crecimiento de los 

organismos alimentados con las alta dosis de espermina dietaria, lo que parece confirmar la eficiencia 

del sistema de detoxificación por conversión de espermina a espermidina. Cabe la posibilidad de 

observar mortalidades cuando se utilicen niveles de suplementación mucho mayores a los evaluados 

en el presente studio. 

2.6.- CONCLUSIONES. 

2.6.1. - CRECIMIENTO. 

1. La suplementación de 1200 y 2400 mg kg-1 de histamina causo un efecto promotor de crecimiento; 

sin embarga a altas dosis de suplementación redujo este parámetro en 3.6%. 

2. La cadaverina dietaria no tuvo un efecto sobre el crecimiento del camarón. El efecto promotor de 

crecimiento observado con la suplementación de cadaverina + histamina fue debido a la histamina 

o al efecto combinado de ambas, pero no a la cadaverina por si sola. 



3. La supíementación de 500 a 3300 mg kg-1 de putrescina incremento el consumo de alimento. La . 

ganancia en peso solamente fue mejorada cuando se suplementaron 3300 mg kg~1 de putrescina. 

4. La espermidina dietaría incremento el consumo de alimento, la ganancia en peso y mejoró la tasa 

de conversión alimenticia. Es posible que la espermidina actúe como un promotor de crecimiento. 

5. La supíementación de espermlna no afecto la supervivencia del camarón; pero aumento el 

consumo de alimento, incremento la ganancia en peso y mejoró la tasa de conversión alimenticia; 

sin embargo cabe remarcar que el nivel máximo de supíementación redujo el crecimiento y 

empeoró la tasa de conversión alimenticia tal como ha sido observado en aves. 

2.6.2. - AMINAS EN TEJIDO. 

La histamina y putrescina dietaría no fueron detectadas en tejido de camarón indicando 

2. tiseasslaséúBEDdBtei&dtactairnuláda en tejido de camarón: posiblemente este organismo es 

incapaz de metabolizarla para excretraiia o bien formar nuevas aminas. 

3. El camarón transforma la putrescina dietaría en espermidina y posiblemente en metabolitos de 

putrescina y/o espermidina. 

4. El camarón absorte de manera intacta la espermidina dietaría y la almacena en tejido tal como se 

ha observado en otras especies. 

s. Este crustáceo transforma la espenrina dietaría en espermidina y posiblemente en metabolitos de 

espermidina y espermina, indicando que utilizan esta via de metabolización con el fin de evitar una 

posible toxicidad por este compuesto; sin embargo la transformación de espermina en espermidina 

tiene un alto costo energético para el camarón, io cual explicarla el pobre crecimiento observado 

con la dosis mas alta. 



DISCUSIONES GENERALES 

El efecto negativo de la frescura de la materia prima sobre el consumo de alimento y 

ganancia en peso de aves (Huisman et al., 1992), peces (Pike & Hardy, 1997; Anderson ef al, 1997; 

Opstved et al., 1999) y crustáceos (Ricque et al., 1998) ha sido ampliamente comprobado. La reducción 

en el consumo de alimento se ha relacionado con la generación de ciertos compuestos durante el 

deterioro del pescado. En aves, se ha visto que la suplementación con niveles mayores de 1500 mg kg-1 

de histamina (Gaileguillos, 1995); putrescina (1990); cadaverina (Smith et al., 1996b); espermidina (> 4000 

mg kg1 ; Smith et al., 1996a) y espermina (Sousadias & Smith, 1995) reduce el consuma de alimento. En 

peces, la presencia de trimetil amina (Hughes, 1991) asi coma putrescina (13, 300 mg kg-1; Cawey & 

Cho, 1992) e histamina (2000 mg kg-1; Fairgrieve et al., 1998] ha logrado afectar negativamente este 

parámetro biológico. En el presente estudio observamos que altos niveles de suplementación de histamina 

y espermina y cualquier nivel de cadaverina (aun con bajos niveles de suplementación) redujeron este 

parámetro; sin embargo la presencia de 1200 y 2000 mg kg-1 de histamina; 3300 mg kg-1 de putrescina, 

1100 y 3400 mg kg-1 de espermina asi como todos los niveles de suplementación de la espermidina 

incrementaron la ingesta de los alimentos suplementados con estos compuestos. Cabe hacer mención 

que la alta solubilidad de las aminas permitió que estas actuaran alrededor de 1/4 de su concentración 

presente en los alimentos experimentales; esto posiblemente impidió detectar un efecto más drástico 

sobre el consumo de alimento para los mas altos niveles de suplementación. Por otro lado, las aminas 

presentes en las harinas de pescado elaboradas a partir de pescado descompuesto se solubilizan en la 

misma proporción que cuando estas sustancias fueron agregadas, por lo que podemos casi asegurar que 



los compuestas responsables de reducir significativamente este parámetro son otros y no las aminas . 

biogénicas. 

De igual manera se ha observada que la histamina (Galleguillos, 1995; Harry et al„ 1976); 

cadaverina (Smith et al., 1996b); putrescina (Smith, 1990); espermidina (Sousadias & Smith, 1995) y 

espermina (Smith et al., 1996) redujo significativamente el crecimiento de las aves; sin embargo, la 

suplementación de 2000 mg kg-1 de putrescina logro incrementar significativamente este parámetro. En 

peces, se ha visto que solamente la suplementación de 13, 300 mg kg-1 de putresdna logro reducir el 

crecimiento. En el presente estudio observamos que niveles moderados de histamina, putrescina, 

espermina y espermidina incrementaron este parámetro; solamente la adición de cadaverina causo una 

ligera merma del crecimiento. 

En aves solamente se han reportado mortalidades debido a la presencia de altos niveles de 

suplementación de espermina (> 6000 mg kg*1) y erosión de la molleja causado por un incremento en la 

secreción de ácido clorhídrico en el estómago de las aves. En peces se ha visto que la adición de 

histamina (Fairgrieve et al., 1994; Fairgrieve et al., 1998) no causaron mortalidad alguna. En el presente 

estudio observamos que los alimentos suplementados con histamina, cadaverina, putrescina, espermidina 

y espermina no mermaron la sobrevivencia del camarón. 

La toxiddad de las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) esta ampliamente 

relacionado con su carga catiónica y peso molecular, es decir la espermina es la pollamlna más catiónlca y 

por consiguiente la más tóxica para organismos superiores vertebrados. Los organismos vertebrados 

cuentan con un sistema detoxificante (mono y di amino oxidasa] para metabolizar estos compuestos. Sin 



embargo, la capacidad para degradarlos depende de un sin número de factores, tal como la presencia de 

infecciones en el intestino, presencia de compuestos inhibidores (alcohol), concentración de la amina, 

compuestos sinérgicos (i.e. la cadaverina potencializa la toxicidad de la histamina debido a la inhibición de 

la enzima DAO), edad de los organismos (los organismos jóvenes son más sensibles) etc., asi mismo se 

ha observado que los productos de degradación de las poliaminas pueden causar toxicidad; aunque 

también se ha visto que estos compuestos a ciertas concentraciones pueden actuar como un promotor de 

crecimiento. En el presente estudio observamos que el camarón cuenta con un sistema para degradar 

histamina, transformar la putresdna y espermina en espertnidina y almacenar en tejido la cadaverina y 

espermidina sin que la sobrevivencia pudiera llegar a ser afectada. 

La decarboxilación de los aminoácidos para foimar aminas biogénicas generalmente es 

llevada a cabo por bacterias gram negativas (G-). Estos organismos poseen lipopolisacaridos (LPS), 

también llamados endotoxinas, los cuales presentan efectos tóxicos comunes para los vertebrados 

superiores: en humanos se presentan sintonías como pirogenicidad, disminución de la fagocitosis, 

inflamación, diarrea, etc. En langosta Homarus Americanas se ha observado coagulación intravascular, 

no coagulación de la sangre, reducción del número de hemocitos en la sangre etc; esta misma 

respuesta ha sido reportada en otros organismos acuáticos, tal como Limulus pclyphemus, Saccullna 

carcini, Carcinus maenus e inciuyeno varias especies de camarones: P. ezfecus, P. setíferas, P, 

duoramm etc. (Levin, 1998). El camarón cuenta con el sistema profenol oxidasa (proPO), el cual se 

encarga de eliminar los patógenos que hayan podida penetrar al interior del organismo; este sistema es 

estimulado por glucanos p-1,3 de hongos, peptidoglicanos bacterianos o LPS de bacterias gram negativas 

(Vargas-Albores & Ortega-Rubia, 1994; Vargas-Albores, 1995a; Vargas albores, 1995b; Vargas-Albores et 

al., 1996; Hemandez-López et al., 1996), Los p glucanos han sido propuestos como inmunoesti muí antes; 



sin embargo durante un largo periodo de alimentación pueden llegar a reducir significativamente el . 

consumo de alimento, ganancia en peso y sobrevivencia; generalmente las Mortalidades se presentan 

después de los 14 dias de experimentación (Scholz et al., 1999). En los experimentos donde las dietas 

suplementadas con las harinas de pescado elaboradas a partir de pescado descompuesto fueron 

evaluadas se observó una reducción en el crecimiento y consumo de alimento en las dos primeras 

semanas de alimentación y una mortalidad creciente a partir de los 14 días. Es posible que estos 

compuestos se encuentren presente en este tipo de harinas de pescado, ya que los LPS son 

termoestables a altas temperaturas. Se trató de cuantificar la cantidad de LPS presentes en las harinas de 

pescado experimentales (ver anexo II para detalles); desafortunadamente se presento un reacción 

cruzada lo cual impidió confirmar dicha hipótesis. 

Pike S Hardy (1997) han establecido que los limites máximos de aminas totales presentes en 

harinas de pescado elaboradas a partir de anchoveta y arenque para su uso en alimentación de peces no 

debe exceder de 2000 y 4000 mg kg-1, de io contrario una reducción sobre el crecimiento y consumo de 

alimento será observado. En el presente estudio observamos que las harinas elaboradas a partir de 

pescado medianamente fresco y descompuesto y con un nivel de aminas mayor a 3300 mg kg-1 logro 

reducir el crecimiento y el consumo de alimento. La sobrevivencia fue solamente afectada 

significativamente por la harina elaborada a partir de arenque descompuesto; sin embargo hay que hacer 

mención que la sobrevivencia de los organismos alimentados con la harina elaborada a partir de 

anchoveta descompuesta también fue reducida ligeramente. Estas variaciones nos hace pensar que la 

cantidad del(os) compuesto(s) presente(s) en esta última harina no se presento en la concentración 

requerida para reducir significativamente este parámetro. De los resultados de obtenidos a partir de 

estudio del efecto de la suplementación de las aminas biogénicas sobre la sobrevivencia podemos 



confirmar que estes compuestos no son los responsables de disminuirla si no que son otros compuestos. 

(LPS?) generados durante la descomposición del pescado. A pesar de que las aminas biogénicas no son 

las responsables de estos efectos negativos debido a que son compuestos termoestables deben seguir 

siendo consideradas como indicadoras indirectas de calidad para la selección de harinas de pescado. 
i 

CONCLUSIONES GENERALES 

1.- La descomposición bacteriana de la materia prima utilizada en la elaboración de harinas de pescado 

reduce significativamente ei consumo de alimento, crecimiento y en algunas ocasiones la sobrevivencia 

del camarón azul Utopenaeus styíirostris cuando se alimentan con tales harinas. 

2.- Las aminas biogénicas (hislamina, putrescina, espermidina y espermina] en concentraciones 

moderadas incrementan la ganancia en peso; sin embargo altos niveles de suplementación causan un 

detrimento de este parámetro. Estos niveles no se pueden alcanzar con los niveles comunes de inclusión 

dietario de harinas de pescado, aún cuando sean muy ricos en aminas biogénicas. 

3.- Las mortalidades observadas en camarones alimentados con harinas producidas a partir de pescado 

deteriorado no son causadas por las aminas biogénicas per se, sino por otros compuestos generados 

durante el deterioro del pescado (LPS?). Sin embargo, las aminas biogénicas son solo indicadoras de la 

presencia de tales compuestos tóxicos. 

4.- El nivel máximo tolerable de aminas totales en harinas de pescado usadas para camarón azul es de 
••i 



2000 mg Kg-1 para harinas elaboradas a partir de anchoveta y 4000 mg kg-1 para las elaboradas a partir de . 

arenque. 

\ 
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ANEXO I 

ANALISIS DE AMINAS BIOGENICAS EN AUMENTOS, 

INGREDIENTES Y TEJIDO DE CAMARON POR 

CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION (HPLC) 



> 

Cromatografo VARIAN STAR 

Programa para colecta de datos Workstation V 4.01 W ADCB 

Sistema de reparto de solventes Varían 9010 
i 

Detector fluorescente Varían 9070 

Autoinyector Vanan 91001 

Columna de intercambio cationicc ALKION 4 X150 mm (Laboratorio Pickering) 

Precolumna ALKION 

Modulo de reacción post columna y calentador de columna a 50°C laboratorio Pickering PC X 5000. 

Longitud de onda de excitación y emisión 330 y 466. Debido a que se presento una gran cantidad de 

aminoácidos en las muestras de tejido se opto por cambiar la longitud de honda a 430 y 600 nm para 

excitación y emisión respectivamente a partir del tiempo 1 a 2.6 min; posteriormente se retomo la longitud 

de onda a sus respectivos valores. 



En las primeras etapas de estandarización del método se estuvieron comprando los reactivos 

directamente de la compañía Pickering Laboratories; debido a que resultaba demasiado costosa la 

compra de la fase móvil se opto por elaborar nuestros propios reactivos siguiendo los porcentajes de cada 

químico Indicado en cada una de las fases móviles. Todos los eluentes utilizados en la fase móvil 

deberán de ser filtrados con matraz de filtración de vacio y un filtro de membrana de 0.45 | i (tipo HA; 

Scientific Products & Equipments). 

1 le 211 
A'XfifXf 2-propanol 11% 

Posfalo de potasio di bàsico 0.9% 
Acido acètico 0.3% 
Agua 36% 
p H 6 0 

110 mi 

9 9 
3 mi 
completar 

220 mi 
19 g 
6 mi 
convietar 

B"K563" Goruro de polasio 5% 
2-prapanol 4% 
Fostalo de potasio di bàsico 0.9% 
Acido acético 0.3% 
Agua 90% 
PH5.63 

50 g 
40 mi 

g g 
3 mi 
completar 

i o o g 
80 mi 

18 g 
6 mi 
completar 

CK130" 2-propand 4% 
Fosfato de potasio di básico 0.7% 
Hidrfcido de potasio 0 5% 
Agua 95% 
pH 13 

40 mi 

' 9 
5 g 
completar 

80 mi 
14 g 
10 g 
compi la r 

OD Í04 
OPA diluyante 

Hidróxido de potasio 3% 

Addo bórico 3% 
Agua 95% 
pH 10.4 

3 0 9 

30g 
completar 

60g 

60 g 
completar 

N O T A ; M « d l r « x a c t a m e n t « 9 5 0 m i p o r b o t e l l a p a r a « d a f a s e m ó v i l 



Intervalo de A'K600" B'K563" CK130 ' 
tiempo (min) (%) (%) (%) 

0-6 100 0 0 
6.01-25 0 100 0 

25.01-27.00 0 0 100 
27.01-30.00 100 0 0 



ri 

1. Estándares para la curva de calibración de poliaminas 

t 
4 Prepararlos todos en TCA al 10% 1 

t 

Solución madre 

Solución madre para preparar 10 mi: concentración de 5000nmol/ml excepto para cadaverina 

(4000nm/ml) y espermidina (25C0nm/ml) 

Conc. Requerida mg/10 

MW (rimoLAnl) mg/mi mi 

1 TNmina 137.2 g/nxJ 5000 0.686 6.9 

2 Hislamira 184.1 g^mol 5000 0.921 9.2 

3 Putrescàna 161.1 g/rno) 5000 0.606 8.1 

4 Cadaverina 175.1 g/irol 4000 0.700 7.0 

5 Espennitfna 254.6 g/mol 2500 0.637 6.4 

6 E spenni ria 348.2 g/mol 5000 1.741 17.4 

***** No olvidar esle paso ****** 
Para preparar 250nmol/ml: 
Diluir 1.25 mi of 5000nmol/ml a 25 mi en 10% TCA K 



2. Secuencia completa para curva de calibración 

* Usar TCA al 10% para diluciones 

Concentración deseada Dil'jdon 

A Para obtener 150 nm/ml 3.0 mi de 250 nm/ml, diluir a 5 mi. 
B Para obtener 100 nm/ml 2.0 mi üe 250 nm/ml, diluir a 5 mi. 
c Para oblener 75 nm/ml 1.5 mi de 250 n m M , diluir a 5 mi. 
D Para obtener 50 nm/ml 1.0 mi de 250 nm/ml, diluir a 5 irt. 
E Para obtener 25 nm/ml 1.0 mi de 250 n m M diluir a 10 mi. 
F Para obtener 10 nm/ml 2.0 mi de 25 nnVml, diluir a 5 mi. 
G Para oblener 5 nm/ml 2.0 mi de 25 nnVml, diluir a 10 mi. 
H Para oblener 2.5 nm/ml 1.0 mi de 25 nrrVml, diluir a 10 mi. 

3. Secuencia de concentraciones utilizadas durante «I análisis de aminas biogénicas en 

alimentos y tejido 

* Usar TCA al 10% para diluciones 

Concentración deseada Dilución 

D Para obtener 50 ntt/ml 4.0 mi de 250 nm/ml, diluir a 20 mi. 
E Para obtener 25 nm/ml 5.0 mi de 250 nm/ml. diluir a 50 mi. 
F Para obtener 10 nm/ml 8.0 mi de 25 nm/ml, diluir a 20 mi. 
G Para obtener 5 nip/ml 4.0 mi de 25 nm/ml, diluir a 20 mi. 
H Para obtener 2.5 nm/ml 2 0 mi de 25 nm/ml, diluir a 20 mi. 
I Para obtener 1.0 nm/ml 0 8 mi de 2.5 nm/ml, diluir a 20 mi 

4.- Tiempo de retención de cada amina' 

Amina Tiempo de retención (min) Límite de detección (prnol/nil) 

TI ramina 3.628 50 
Histamlia im 50 
Putresdna 8.926 50 
Cadaverina 9.934 40 
Esperrnidina 14.70 40 
Esperrnina 19.979 25 



AUMENTOS E INGREDIENTES 

1 P e s a r 2 gramos de muestra molida y adicionar 50 mi de TCA al 10%. 

2.- Homogenizar durante 5 minutos a una velocidad de 5 en un hamogenizador Sorval Mixer Omnimixer. 

3.- Transferir la muestra homogenizada a un tubo de plástico cónico para centrífuga con una capacidad 

de 50 mi. 

4.- MezJar, invirtiendo en tubo varías veces y tomar una alícuota de 1 mi y tranferírío a un tubo de 1ml 

para centrifuga. 

5.- Centrifugar durante 10 min en una microcentrifuga Fisher a 13,600 g ; 

6.- Hacer diluciones 

Tipo de muestra Diludon 

Muestras que contengan mas de 4000 1:100 
pprn de ooüamras suptenentadas 

Muestras que contengan por debajo de 1:20 
40C0 ppm de poliamiras suplementadas 
e ingredientes de origen animal 
Muestras sin supieren tar e ingredientes 1:1 
de origen vegetal 

Tomar 50 ni del supemadante y transferirlo a un tubo 

de vidrio 18X100 y adicionar 4950 (i l TCA al 10% 

tomar 250 de) supemadarte y transferido a un tubo 

de vidrio 10X100 y adicionar750 ni de TCA al 10% 

7.- Transferir una muestra a un tubo de vidrio para HPLC 

Inyectar al sistema de HPLC. 



MUSCULO DE CAMARON 

1. Colocaren un tubo de plástico (vol 12 mi) 75 mg de muestra molida y adicionar 2 mi de TCA al 10%. 

2 Homogeneizar durante 2 minutos a una velocidad de 4.5 en un homogeneizador OMNI International 

5000. 

3. Tomar una alícuota de 1 mi y tranferirlo a un tubo de Iml para centrifugar. 

4. Centrifugar durante 10 min en una mlcrocentrifuga Fisher a 13,600 g 

5. Transferir el supemadante (no realizar diluciones) a un tubo de vidrio para HPLC (vol de 1.5 mi). 

6. Inyectar al sistema de HPLC (Loop 50 ni, volumen de llenado 70 pJ, volumen de inyección 50|il). 



l ie -

HEPATOPANCREAS DE CAMARON 

7. Colocar en un tubo de plástico (vol 12 mi) 10 mg de muestra molida de hepatopancreas y adicionar 

300 \i\ de TCA al 10%. 

8. Hon iogeneizar durante 30 segundos utilizando un desintegrador de tejido Fisher Scientific Modelo 

300. 

9. Centrifugar durante 10 min en una microcentrifuga Fisher a 13,600 g i 

10. Realizarunadilución 1:10 

11. Colocar la muestra en un tubo de vidrio para H p l C (vol de 1.5 mi). 

12. Inyectar al sistema de HPLC (Lop50 ni, volumen de llenado 70 yJ, volumen de inyección 50|il). 



Se determino la eficiencia de recuperación con este método para cada una de las aminas. A una 

muestra de alimento se le adiciono una cantidad conocida de aminas. El procedimiento de extracción 

utilizado fue el que se llevo a cabo para cada tipo de muestra. 

Amina Ingredientes y 
dietas 

Músculo de 
camarón 

Hepatapancreas de camarón 

Ti ranina 99+4 nd nú 

Hislamiia 92±3 91±24 88±3 

Pi/lrescina 101±S 98+34 94±1 

Cadaverina 105±4 83±25 97±1 

Espermidina 100±2 95±17 94+1 

Espermina 98—4 95±3 93±4 

Nd = no determinado 



\ 

ANEXO II 

ANALISIS DE ENDOTOXINAS EN AUMENTOS E 

INGREDIENTES POR MEDIO DE UN METODO 

COL ORIMETRICO. 



Para llevar a cabo la cuantificación de LPS se utilizo un método colorimétrico "Pyrochrome" Limulus 

Amoebocyte Lysate adquirido de la compañía CAPE COD en Falmouth, MA. El método utilizado fue el 

método cromogenico punto final 

MATERIAL 

Todo el material que se uti'ice deberá estar libre de pirógenos; Este tipo de material se 

puede adquirir comercialmente o bien dejar el material durante una noche en una solución del 1% de 

detergente alcalino; lavar de 8 a 10 veces con agua de la llave tibia, 5 veces con agua destilada o 

deionizada y 1 vez con agua libre de pirogenos. Secar en una estufa de aire caliente. El material seco 

se envuelve en papel aluminio y se coloca en una estufa a 1805 °C por 3 horas o 250*C por 30 min. 

1.- Pipetas de 1 mL, 5 mL y 100 | i i libres de pirógenos 

2.- Tubos de plástico de 5 mL libres de pirógenos 

3.- Tubos Ependorf de 1 mL libre de pirógenos 

4.- Vasos de precipitado de 100 mL libres de pirógenos 

5.- Espátula libre de pirógenos. 

6.- Microplacas libres de pirógenos 

7.- Lector de placas 

8.- incubadora 



1.- Pyrochrome: 
\ 

Reconstituir el extracto de Limulus polyphemus en 3.2 m i de buffer pyrochrome, mezclar (toma 

de 3 a 5 mL rehidratarse completamente). Tapar con papel parafilm-M y almacenar a 2- 8 °C c 

colocarlo en hielo cuando no se este utilizando. Este compuesto puede ser utilizado por un 

período no mayor a 3 horas después de su reconstitución 

í . . Pyrochrome reconstitution buffer. 

Estándar de endotoxinas 

Reconstituir cada vial con 1.0, 2,0 y 0.5 mL de LAL reagent water (LAL) para obtener una 

concentración de 1.0, 2.0 y 0.5 EU/mL respectivamente. Mezclar en un vortex por unos 

segundos y almacenar a temperatura ambiente. Este compuesto es estable por 8 horas después 

de su reconstitución. 

4.. Diazo reagents 

Reconstituir el vial 1 (nitrito de sodio] con el contenido del vial l a (HCI); reconstituir el vial 2 

(sulfato de amonio) con 4 mL de agua destilada y reconstituir el vial 3 (NEDA) con 4 mL de agua 

destilada. 

Acido acético al 50% 

LAL reagent water 

Es agua esteril para inyección sin la presencia de bacterias 

Agua destilada 



EXTRACCION DE LPS EN AUMENTOS Y HARINAS DE PESCADO 

1 .-Pesar 100 mg de muestra finamente molida. 

2.- Agregar 5 mL de agua libre de endotoxina 

3.- Homogenizar durante 1 minutos a una velocidad de 4.5 en un homogenizador OMNI International 

5000. 

4.- Tornar una alícuota de 1 mL y colocarla en un tubo ependor de 1.5 mL 

5.- Centrifugar durante 10 min a 13,000 g. 



Solución Concentración (EU'ml) Cantidad de aqua a adicionar 
Madre 1 .0 . 

1 0.25 2 m i de agua a la sol Jdóri madre 
2 0.125 100 (il de la solución 1 +300 pJ de agua 

3 0.0625 200 ul de la soiuctár 2 - 200 ul de agua 
4 0.03125 200 id de la solución 3 + 200 ni de agua 

5 0.01625 200 ul de la solución 4 * 200 ul <Je agua 

Para determinar el punto de incubación se preparó una serie de concentraciones de endotoxinas, se 

desarrollo el método para la cuantiñcación de endotoxinas; únicamente se varío el tiempo de incubación 

(25 ,30 ,35 ,40 y 45 min.) a 37 °C; estableciéndose que a 45 min. fue el mejor tiempo de incubación. 



1 Adicionar 50 ni de cada muestra en una microplaca 

2.- Adicionar 50 pi de pyrochome 

3.- Mezclar lentamente 

4- Incubar 45 min. 

5.- Parar la reacción adicionando 50 ¿il del vial 1 

6.- Adicionar 50 ni del vial 2 

7.- Adicionar 50 del vial 3 

8.- El desarrollo del color magenta se llevará a cabo en un tiempo de 3 min. 

9.- Leer en un lector de placas a 540-550 nm. 

10.- Cálculos de endotoxinas 

X = (y - b)/a 

y s densidad óptica (nm) 

x = Concentración de endotoxina 

a = pendiente 

b = intercepto en Y 






