UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

TESIS

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

PRESENTA
M.C. MIREYA TAPIA SALAZAR

CIUDAD UNIVERSITARIA SEFTIEMBRE DE 2000



QP603
Ad

T3
2000
el







(‘#ﬁ t"“\ HAAQ) 1[ HON

ENCIAS BIOLOGICAS

Kiu ur i“ |"")

e NG
& R
7{& s
feayill fli
{1 [ 1 (N
& by il I“I
e Ml
. 1P| '
I_: ",' I‘ ihl .
\ [t
i III]’

T m FLMNAN
| VERITATIS |

- ENTES BN

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
PRESENTADA_COMO m:czunscno FARCIAL PARA CJBTENER ®

;3 %%ON

PRESENTA
M.C. MIREYA TAPIA SALAZAR

CIUDAD URIVERSITARTA SEFTIEMRRY DE 2000



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.

TESIS

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

M.C. MIRTYA TAPIA SALAZAR

SAN NICOLAS DE LOS GARZA NJEVO LEON SEPTIEMBRE DEL 2000



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BYOLOGICAS
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

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

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR EN
CIENCIAS BIOLOGICAS CON ESPECHALIDAD EN ACUACULTURA
POR:

M.C. MIREYA TAPIA SALAZAR

COMITE DE TESIS

/

DRA. LUCIA BETH CRUZ SUAREZ -DENIS RICQUE MARIE
RESIDENTE : CRETARIO
{é d;\-—-—""""
7 ORA GRACIELA’GARCIA DIAZ £”DR. RAMON PACHECO AGUILAR
VOCAL ‘ VOCAL

DR. ROBERT®D MERCADO HERNANDEZ
VOCAL



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

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

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL TITULC DE DOCTQR EN
CIENCIAS BIOLOGICAS CON ESPECIALIDAD EN ACUACULTURA
POR:

M.C. MIREYA TAPIA SALAZAR

DR. TREVOR SMITH
UNIVERSITY OF GUELP ON,, CA
DIRECTOR EXTERNO



DEDICATORIA

A MIS PADRES

Quierc de dedicar en especial esta investigacion a Lazaro Tapia Escamilla® y Juana

Salazar Vda. de Tapia par haberme dado el Don de |a vida, por ser el mejor ejemplo de lucha constante
hacia la superacion y inculcad todas las herramientas necesarias para lograr el éxito.

A MIS HERMANQS, CUNADAS Y SOBRINOS

Jose Francisco, Bemardo, Lazaro, Benito, Eva Luz, Mana del Socorro, Sebasliana,
Rosalinda, Paty, José Francisco Jr, Pacla, Pamela, Bemarda Francisco, Leslie, Mirian, Karina,
Ramses, Mima, Norma, Karen y Carlos. Gracias por brindarme su apoyo y los bellos momentos que
hemos pasado.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Elizabeth Cruz Sdarez y Dr. Denis Ricque par 1a direccion y tedo el apoya que me han
brindado para |2 realizacion de este trabajo de Investigacion.

Al Dr. Ramdn Pacheco Aguilar y M.C. Marla Elena Lugo por su apoyo en el analisis de aminas
biogenicas en alimentos por cromatografia liquida de alta resolucion.

Al Dr Trevor Smith y Andrew Harris por su asesoria en el andlisis de aminas biogenicas par
cromatografia liquida de alta resolucidn y haberme permilido trabajar durante un afo en su laboraotrio
de investigacion,

Al Dr. Roberto Mercado Hemandez por su asesoria estadistica.

A la Granja de Camardn Aquastrat y Seprofin por haber proporcionada los arganismes utilizados en
este estudio,

Al IFOMA, ISSF y Fundacion Chile por haber proporcionada las harinas de pescado experimenales,

INUAL- TEPUAL por haber realizado lcs anélisis de aminas biogénicas en las dietas experimentales.

1

A CONACYT y al International Council for Canadian Studies (ICCS) por las becas otorgadas a mi
persona durante el programa doctoral,

A mis comparieros de grupo Maricultura; Adriana Garcla, Martha Nieto, América Salinas, Sandra de la
Cruz, Laura Trevifio, Alejandra Rocha, Adrian Salgado, Luis Pena, Claudio Guajardo, Martin Camarena,

Jose Luis Sanchez y Servando Quiroz gracias por su apoyo y amistad.

A mis companieros 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 €l habito del deporte.



A Paula, Sandra, Dominique, Rak, Kees, Nick, Nicholas, Sudip, Swami, Sankar, Sanjey par haber .
compartido gratos momentos durante mi estancia de investigacion,

Mary Ann Elliotte y Tom por haberme abierto las puertas de su casa durante mi estancia de
investigacion y brindarme todo su apoya incondicianal.

FINANCIAMIENTO

Esta investigacion estuvo financiada por:

Comunidad Econdmica Eurcpea bajo el contrate de investigacion nimerg CI1*-CT93-0300
Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Méxica (PAYCYT)

Adaptation Councd {AAC)

Hiram Walker and Sons, Ltd. Windsar, Ontario

International Council for Canadian Studigs (ICCS)

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

Agricultural Adaptation Council (AAC)



CA
CadH
CadM
DA
DH
ELN
ETQ

FcB
FRA
FRH
gLt
GP

MFRA
mg

mg Kg!

NHs + NHa
NO;

NOs

°«C

oD

PMS
ppm

sD

Abreviaciones

Cadaverina,

Consuma de alimento (g)

Concentracion de cadaverina en hepatopancreas de camardn
Concentracion de cadavenina en mdsculo de camardn

Harina de pescado elaborada a partir de anchoveta descompuesta
Haring de pescado elaborada a pariir de arenque descompuesta
Extracto libre de nitrégeno

Etoxiquin

Feniletilamina

Facuitad de Ciendas Biolégicas

Harina de pescado elaborada g partir de anchaveta fresca
Harina de pescado elaborada & partir de arenque fresco
Gramos por litro

Ganancia en peso (%)

Histamina

Litros

Harina de pescado elaborada a partic de anchoveta medianamente fresca
miligramas

Miligramas paor kilogramo

Nitrdgena

Amonio total

Nitritos

Nitratos

Grados centigrados -

Oxigeno disuello

Putrescina

Peso (g)

Férdida de materia seca

Partes pcr millén

Sabreviviencia (%)

Desviacion estandar.



Spd
SpdH
SpdM
Spm
SpmH
SpmM
T
TCA
TVN
Ul
UNALFCB

Espermidina

Cancentracian de espermidina en hepatopancreas de camansn
Concentracién de espermidina en musculo de camardn
Espermina

Cancentracion de espermina en hepatopancreas de camarndn
Concentracion de espermina en masculo de camardn

Tiramina '

Tasa de conversion alimenticia

Nitrdgeno volatil total

Unidades intemacionales

Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn Facultad de Ciencias Bioldgicas



Indice

. Pagina
Resumen 1
Introduccion general ' 3
Bases bioquimicas y fisiologicas de las aminas biogénicas 4
Descomposicion del pescado 4
Produccién de aminas biogénicas 8
Metabolismo de las aminas 9
Histamina 9
Poliaminas 10
Efectos ' 13
Importancia 15
Qriglinalidad 16
Objetivo general 16
Objetivos particulares - 16
Hipétesis 17

Parte | frescura de la materia prima 18



1.1.- Resumen
1.2.- Introduccion
1.3.- Matenal y métados
1.3.1.- Harinas de pescado experimentales
1.3.2.- Dietas experimentales
1.3.2.1.- Elaboracitn de dietas experimentales
1.3.3.- Bioensayo de crecimienta
1.3.4.- Andlisis de aminas en tejido de camarbn
1.3.5.- Andlisis estadisticos
1.4.- Resultados
1.4.1.- Harinas de pescada experimentales
1.4.2 .- Dietas experimentales
1.4.3.- Bicensayo de crecimiento
1.4.4 - Niveles de aminas en tejido de camarén
1.5.- Discusiones
1.5.1.- Harinas de pescado expefimeniales
1.5.2.- Bicensayo de crecimiento
1.5.2.1.- Consumo de alimenta
1.5.2.2- Gananciaen peso .
1.5.2.3.- Tasa de conversion alimenticia
1.5.2.4.- Sabrevivencia
1.6.2.5.- Cantenido de aminas en tejido

1.6.- Conclusiones

18
19
2
21
3
%
28

31
3
3
32
35
5
40
40
42

42

45
46
47

48



Capitulo IV.- Suplementacion de aminas hiogénicas

4.1.- Resumen
4.2 .- Introduccion
4.3.- Material y métados
4.3.1.- Dietas experimentales
4.3.2 - Bioensayo de crecimiento
4.3.3.- Anélisis del contenido de aminas en tejido de camardn

4 3.4 - Andlisis estadistico

4.4.- Resultados

4 4.1.- Dietas experimentales

4 4.2 - Bivensayo de crecimiento
4.4.2.1 .- Suplementacion de histamina
4.4.2.2 - Suplementacion de cadaverina
4.4 2 3.- Suplementacidn de putrescina
4.4.2.4 - Suplementacion de espermidina
4.4.25.- Suplementacion de espe_nnina

4.4 3 - Niveles de aminas en tejido de camardn
4.4.3.1.- Suplementacion de histamina
4.4.3.2.- Suplementacidn de cadaverina

4.4 3.3.- Suplementacidn de putrescina

48

49
51
52
92
939
56

56

56
56

60

62
63
64
65
67
67
69

71



4.4.34.- Suplemeniacion de espermidina 73

4.4.3.5.- Suplementacidn de espermina 75

4.5.- Discusion 77 .
4 5.1.- Contenido de aminas en los alimentos experimentales 77
4.5.2.- Consumo de alimenio 78
4.5.3.- Ganancia en peso 81
4.54 .- Sabrevivendia 84
4.5.5 - Contenido de poliaminas en tejido de camaron 85
4 6.- Condusiones 88
4.6.1.- Crecimiento 88
46.2.- Aminas en tejido 89
Discusiones generales 90
Conclusiones generales 94
Referencias 95

Anexo | Analisis de aminas blogénicas en alimentos, ingredientes y tejido de camaron 108

por cromatografia de alta resolucién

Anexo Il Analisis de endotoxinas en alimentos e ingredientes por medio de un método 118

colorimetrico



Nimero

10

11

12
13
14

15

16

17

Indice de Tablas

Pagina

Especies de bacterias capaces de degradar aminoacidos para formar aminas biogénicas 7

Compoasicién quimica de [as harinas de pescado elaboradas a partir de arenque. 22
Compaosicion quimica de las harinas de pescado elaboradas a partir de anchaveta. 23
Ingredientes y compcsicion quimica de las dietas experimentales para salmon. 24
Formulas de los alimentos para camarén suplementados con harinas de arenque. 25
Farmulas de los alimentos para camardn suplementados con harinas de anchoveta, 26
Cendicianes de experimentacion para los bioensayos de frescura de la materia prima. 30
Composicién quimica de los alimentos para camaron suplementadas con harinas de arenque ¥ 33

anchoveta.

Contenido de aminas biogénicas en |os alimentos suplementados con harinas de arenque. 34
Resultados del bioensayo de crecimiento en los organismos alimentados con dietas 36
suplementadas con hannas de arenque.

Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con las dietas 37
suplementas con harinas de anchoveta.

Formula base para |as dietas suplementadas con aminas 53
Condiciones de experimentacion para los bioensayos de |as dietas suplementadas con aminas. 55
Composicidn quimica de las dietas suplementadas con aminas. 58
Contenido de aminas en los alimentos para camarin Suplementados con diferentes tipos y 59
concentracion de aminas. \

Resultados del bigensayo de crecimiento de los organismos alimeniados ¢on histamina. €0

Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimentados con cadaverina. €2



18
19
20
A
22
23
24
25

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

Resultados del bioensayo de crecimiento de los organismos alimeniados con espermidina.

Resultados del binensayo de crecimierto de los arganismos alimentados con espermina.
Contenido de aminas en tejido de camardn alimentados con histamina.

Contenida de aminas en tejido de camardn alimentados con cadaverina .

Contenido de aminas en tejido de camardn alimentados con putrescina.

Contenido de aminas en tgjido de camardn alimentados con espermidina.

Contenido de aminas en tejido de camardn alimentados con espermina.

63

65
67
89
7"
73

75



Figura

10

1"

12

13

Indice de figuras

Degradacidn del ATP

Glicolisis anaerobia y aerdbica

Metabolisme de |a histamina

Transformacion metabdlica de las poliaminas

Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con harinas de pescado
elaboradas a partir de arenque.

Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con hannas de pescado
¢laboradas a partir de anchoveta.

Ganancia en peso de ks arganismos zlimentados con histamina.

Ganancia en peso de los organismps alimentados con espemmina.

Contenido de aminas en tejido ge camzrones slimentados con dietas suplementadas
con histamina,

(ontenido de aminas en tejido de camarcnes limenfados con dietas suplementadas
con ¢adaverina.

Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas

hY

¢on putrescina,

Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con diefas suplementadas

can espermidina.

Contenido de aminas en tejido de camarones alimentados con dietas suplementadas

con espermina.

Pagina

12
38

39

61

66

68

70

72

74

76



RESUMEN

:

Ourante el proceso de deterioro de la maleria prima usada para praducir harina de
pescado, se generan entre ciros compuestos aminas biogénicas y posiblemente endotoxinas de arigen
bacteriano (lipopolisacaridos) que pueden afectar los parametros bioldgicos del camardn. Los objetivos
del presente frabajo 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 suplementacion de aminas
en dietas para camarén a niveles crecientes sobre el crecimiento y la sobreviviencia del camarén azul

asi como el contenido de estos compuestas en tejido.

Para una primera etapa, se evaluaron harinas de arenque (2) y anchoveta (3) elaboradas a
partir de pescada con diferenle grade de frescura y que se caracterizaban por conterer un alto contenida
de aminas biogénicas (5 dietas). Cuatro distas adicionales fueron elaboradas con la hanna de arengue
elaborada a partir de pescado fresca y suplementadas con aminas biogénicas a diferentes combinaciones
pera en concenfraciones semejantés a les encontradas en la harna elaborada a partir de arenque
descompuesto. Estos alimentos fueron evaluados durante 28 y 36 dias en camardn azul (peso inicial 75
mg) con S replicados y 10 organismos por acuario. Las harinas de pescado elaboradas a partir de arenque
o anchoveta medianamente fresca y descompuesta redujeron significativamente el consume de alimento y
\a ganancia en peso. La suplementacidn combinadg de histamina (559 mg kg!) y cadaverina (620 mg kg-!)
en dielas para ¢camaron incrementd signiﬁcativameﬁte estos parametros bioldgicos. Por ofro lado, se
observo una mortalidad del 15 y $% en los camarones que gonsumieron |as harinas de pescado elabaradas
a partir de arenque y anchoveta descompuesta, aunque para esta ulima la diferencia no fue significativa.
Los niveles de histamina y putrescina en tejido de camardn fueron mencres a los limites de deteccion;

mientras que cadaverina, espermidina y espemmina fueron detectadas. La concentracion de cadaverina en
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tejido de camardn se incrementd con el contenido de cadaverina dietaria. Ei 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

reaccion cruzada, lo cual impidid la determinacion 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-') de histamina, cadavenna, putrescina, espermidina
y espermina durante 28 dias en camardn azul (peso inicial 72 mg) con 5 (histamina y cadaverina) ¢ 3
replicados (pulrescina, espermidina y espermina) y 10 organismas por acuaric. La suplementacion de
histamina, cadaverina, puirescina, espermidina y espermina no afecto el consumo de alimento y
sobrevivencia. La tasa de conversidn alimenticia solamente fue afectada por |a presencia de esperming,
los organismos alimentados con 1100 y 3400 mg kg-! mostraron el mejor valor. La ganancia en peso fue
afectada cuadraticamente por la suplementacion de histamina y espermina, con valores maximos para
las niveles de 1200 y 2400 mg kg de histamina y 1100 mg kg-' de espermina y valores decrecientes
para los niveles mayores. La concentracion de histamina y putrescina en el igjido de los organismos
alimentados can estas dietas fue por debajo de los limites de deteccion (50 pmal mL-). La cadaverina
dietaria afecto linealmente el contenido de esta amina en el tejido; mientras que putrescina, espermidina
y espermina afectaron linealmente sl contenido de espemidina.

Con estos resultados concluimos que la frescura de la materia prima afecla el cansumo de
alimento y la ganancia en pesa del camardn azul L. sfylirostds. La sobrevivencia en algunas ocasiones
puede ser afectada par €l consumo de harinas de pescado elaboradas a parlir de materia prima
descompuests; este efeclo negativg solamente &5 mas evidente cuande se utliza matena prima

almacenada durante un largo periodo de tiempo y a temperatura ambiente. Ei efecto negativo cbservado en



. 3.
los parametros biolégices evaiuados no es causado por la presencia de aminas, si no par otras sustancias

toxicas generadas durante el delerioro del pescado. La adicion de niveles moderados de histamina y
espenTina mejora el crecimiento; sin embargo altos niveles de suplementacién reducen ésts parametro. El
camaron puede melabolizar histamina, pulrescina y espermina para formar otras aminas o excretarias
tal coma se ha observado en aves y mamiferas. El almacenamiento de cadaverina dietaria en tejido de
camaron y la conversion de espermina a espermidina por este organismo, tiene un alto costo energetico

lo cual explica la reduccion en cresimiento observada en la presente investigacion.

INTRODUCCION GENERAL

Uno de los ingredientes utilizados en la elaboracién de dietas para organismos acuaticos,
especialmente para especies camlivoras, es |a harina de pescado. Este ingrediente es una rica fuente
de energia, proleina, aminoacidos azufrados y acidos grasos esenciales (Barlow & Windsor, 1984); su
valor nufricional, sin embargo, varia principalmente debido al tipo de materia prima utlizada, y a la
modificacidn y disponibilidad de los elementos nutritivos durante su almacenamiento, y durante la
elabaracion y manipulacion del producto final (Pike, 1896). Durante la manufactura de la harina de pescado
(etapas de almacenamienta y secado) se forman cierlas sustancias (aminas biogenicas, mollerosina) que
pueden causar una reduccidn del consumo de alimento, pabre crecimiento e incluso mortalidades (Pike,
19986; Subramanyam,1996); por lo que ha sido necesaria la implemeniacion de puntas criticas de control de
calidad en cada una de las etapas de manufaclura;ie este ingrediente con el fin de evitar afectar su calidad
nutricional y disminuir o eliminar las sustancias tdxicas que pudieran afectar €! buen rendimiento de los
arganismas 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 @

suplementadas sobre el crecimiento y sobrevivencia del camardn azul L. sfylirostris (asi como cuantificar los
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lipopolisacaridos posiblemente presentes en harinas elaboradas a partir de pescado descompuesta) y .

establacer las cancentraciones maximas permisibles de aminas biogénicas en harinas de pescado

utilizadas para |a elaboracidn de alimentos para este crustaceo.

BASES BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS DE LAS AMINAS

BIOGENICAS

DESCOMPQSICION DEL PESCADC

En organismos vivas el ATP (adenosiltrifosfato) funciona como un donador de energia en
un sin numero de procescs metabalicos; este es formado por la reaccidon entre el adenosil difosfate
(ADF) y fosfatocreatina; cuando este reservario disminuye, el ATP es regenerado del ADP por
refosforilacion durante el proceso de la glicdlisis. Despuss de |12 muerte del pez [a regeneracidn del ATP
cesa y este a su vez es degradado par un sin ndmera de reacciones de defosfarilacion y deaminacion
hasta convertirse en inosina monafosfate (IMP) el cual a su vez es posteriomente degradado a
hipoxantina (Hx) y ribosa (Huss, 1983). Fig 1.

rjl_x
ATP AP AMP IMP HxR -  Risa

0|
[«
4

-3
i,
NHs P (inosing)

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

Debido a la falta de oxigeno, la glicdlisis se desamulla en condiciones anacrabias y su producto

final es el acida lactico (fig. 2), el cual causa una disminucion en los valores de pH y por lo tanto en la
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capacidad de las proteinas de retener agua, favoreciendo asl las condiciones para el desarrolia de la |

aclividad bacteriana y enzimatica. La catepsina D tiene una actividad dptima en valores de pH de 4 y es
de las enzimas mas importantes para iniciar la degradacitn de |as proteinas endogenas a peptidas, los
que a su vez son degradados por otras catepsinas (A, B, C). De esta forma las proteinas se
descomponen en péplidos de diferentes tamafios, que después son hidrolizades finalmente en

aminoacidos y por (itimo degradados (descarboxilados) en aminas biogénicas, por medio de las

enzimas bacterianas (op cit).

/ Aarablc o
respiration

. Glycogan
C‘.OJ ] N’O
CGlycose
Oy ~—>_—<
w

Creating phosphete *+ ADF =" ATP « Cruallne
. 1 - ~

GClucose Lactic acid

Giycogen

Anssrgbilc
vesplration -

{
Flg. 2.- Glicolisis anasrobla y aerébica (Huss, 1963)

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

este praceso es menor @ 24 haras; Ia velocidad a la cual se lleve a cabo este deterioro depende de la
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especie, del tiempo, de la temperatura de almacenamiento asi como del grado de contaminacion .

microbiologica post caplura (Pike & Hardy, 1997). Este proceso envuelve mecanismos microbioldgicos y no
micrabiokdgicos. La deterioraciért no microbioldgica es causada por enzimas proteoliticas y lipoliticas
endogenas que son encontradas en la cabeza y las visceras del pez y que atacan los Organos y tejide
gircundante después de la muerts; estas enzimas degradan las proteinas de alto peso molecular
proporcionande los nutrientes necesarios para el crecimiento bacterianc. En |a degradacion micrebiana
actuan las enzimas provenientes de los microorganismos presentes durante la descomposicion del
pescado, este tipo de degradacidn da arigen a (a formacion de aminas biogénicas, acidos orgénicos, 4cida

sulfdrico, trimetilamina, &cido acético, amonia, cetonas, aldehides, eic.

E! tipa de flora bacteriana presente en peces depende de las condiciones del medio ambiente,
estacion del aifo, facicres ambientales, tipo de almacenado post captura, especie capfuradaetc. (Klausen &
Lund, 1986). Asl, en los peces subtropicales se han aislado microorganismos mesdfilos; tal como Bacilius
spp, Corynefarmes y Micrococcus; mientras que en ¢rganismos de aguas frias la flora predominante es
constiluida por psicrofilos {Pseudomonss, Achromobacter, Flavobacterium spp. etc). En peces marinos
recién capturados se encuentran presentes Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Vibrio,
Micrococcus, Bacillus, Coryneformes, Alieromonas, Moraxella, Acinetobacter y Cyfophaga (Huss, 1983;
Taylor & Speckhard; 1983; Lesel, 1984); mienlras que en agua dulce la fiora bacteriana este representada

por Aeromonas, Enterobactarias, Pseudomonas, Bacifius, Corynefonmes, Flavo bactenum y Alcaligenes

(Lesel, 1984),

Tanto bacterias Gram negativas G(-) como positivas G{+) son responsables de la
decarboxilacidn de los aminoécidos formando aminas biogénicas; sin embargo las G(-) son las que se

encargan principalmente de (a produccion de estys compuestos (Tabla 1).
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Tabla 1.- Especies de bacierias capaces de decarboxilar aminodcides y produdr aminas biogénicas.
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PRODUCCION DE AMINAS BIOGENICAS

Los aminoacidos son degradados mediante dos vias: la desaminacion oxidativa y la
decarboxilacion. La desaminacion oxidativa convierte un aminoacide al comespondiente cetoacido,
produciende principalmente amoniaco; este mecanismo permite a los microorganismos utilizar los
aminoagcidos libres. La decarboxilacion se lleva a cabo mediante Ia liberacion del grupo a-carboxile de los
aminoacidos y produce aminas biogénicas y didxido de carbono (Louisot, 1383). La cantidad asi coma el
tipo de amina biogénica presente en los alimentos depende de malliples factores: presencia de
microorganismos capaces de decarboxilar y de un cofactor apropiado para inducir la decarbaxilacian,
disponibilidad adecuada de amincécidos, factares ambientales que favorezcan el crecimiento bacterizno,
condiciones que conduzcan la sintesis de decarboxilasa, proceso de decarboxilacion subsecuente, tipo de
aminoacido predominante en la maleria prima (Kranner et al, 1991); asi la agmatina y putrescina son
producidas a partir de la decarboxilacion de arginina y omitina; mientras que I3 histamina, cadaverina,
tiramina, fenilalanina son generadas a partir de histidina, lisina, tirosing y fenilalanina respectivamente. La
espermidina y espermina son generadas a partir de la putrescina por medio de la adicion de grupos

aminapropilo.

Las aminas biegenicas son producidas durante el procese final de la ruptura de las proteinas;
sin embargg el tipo de amina y su concentracion dependera del estado de putrefaceion; asi por ejemplo, a
tiramina y la cadaverina son detectadas al inicio del proceso de descompasicion {Yano ef al., 1992, citada

par Flores ot a, 1998).



METABOLISMQ DE AMINAS

HISTAMINA

La histamina es formada por la decarboxilacion de la L-histidina. Esta amina puede ser
metabolizada par un praceso de deaminacion en presencia de la diamino oxidasa o metilada en presencia
de un grupo donador de metilo (S-adenosil metioning) y la enzima histamina N-metiltransferasa (HNMT); los
productes de esta deaminacion o metilacion son el &cido acelico imidazol deaminado y la 1-metil-4[f3-
aminoetil] imidazol {metilhistamina, Fig. 3).
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Fig 3.- Metabolismo de Ia histamina
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Los dos productos metabdlicos (imidazol deaminada y metilhistamina) son posleriormente
metabalizados para formar acido acético ribosilimidazol y subsecuentemente deaminados (monic amino
oxidasa) para dar origen al 4cido acético mefilimidazol. Esta via de metabolizacion varia de especie a
especie; asi lenemos que por ejemplo la deaminacion de la histamina y la conversion a acido acético
rbosilimidazol es la principal ruta de metabolismo en ratas y menor en el hombre, gaios y peros; sin
embargo, para otros organismos, i.8. conejos y cerdos, ambas rutas de metabolizacion son imporiantes

(Beaven, 1978).

La distribucion de Ia histamina a lo large del tracto intestinal es conogida en una gran varedad
de especies. Los niveles més bajos (< 2ug g) a lo large del tracto digestivo se observan en especies
agastricas y teleosteos primitivos. En todos los verlebrados mencres en donde el estomago y Ias células
encargadas de |a secrecion de &cide clorhidrico han aparecido, la histamina es abundante en el estomago,
pero no en el resta del traclo digestivo. En peces, anfibios y reptiles, por ejemplo los niveles de histamina
variade 0.1 a 2 pg o' en el intestina comparada con 5 - 20 11g g en el estdmago; solamente en mamiferos

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

POLIAMINAS

La concentracidn de poliaminas en tejido esta regulada por dos mecanismcs, el
catabolisma y a excrecion, El primer paso de a bicsintesis de las poliaminas es [a decarboxilacion de la
omitina por la accidn de la omitina decarboxilasa (ODC) la cual da origen a (3 putrescina; esta a su vez

sirve como base para formar espermidina y espermina a través de la transferencia secuencial de grupas
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aminopropil, praporcionados por la S-adenosiimetionina decarboxilada (dAdoMetDC), y la accion de las .

enzimas espermiding y espemmina sintetasa, Durante el proceso de catabolismo, la espermina y la
espermidina pueden ser degradadas para farmar espermnidina y pulrescina respectivamente, por medio
de su acetilacion en la pasicion N+ asi como la remocién de los residues aminopropil proporcionados
originalmente por la dAdoMetDC; la enzima que cataliza este paso es una paliamina oxidasa (PAQ)
flavin adenina dinucledtida dependiente. Las enzimas omifina decarboxilasa (ODC), S-
adenosilmetionina decarboxilasa (AdoMetDC) y la acetilCoA N-acelil transferasa (SSAT) actian como
las enzimas claves para |a regulacion de este procesc. La deaminacidn oxidativa a través de la accidn
de fa amino oxidasa (mono y di amino oxidasa, cobre dependiente) va dar origen a los praductos
terminales de las poliaminas, los aldehidas; los cuales a su vez son oxidados para formar aminoacidos
y y-actams; estos compuestos asi como las pcliaminas aceliladas son las formas en que las paliaminas

son desechadas por los organismas (Fig. 4).
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Fig.4.- Transformacidn melabllica de poliaminas y vias de transporie a través de la membrana

Enzima: (1) arginasa; (2) omitina decarbaxi(asa; (3) espeanidina sintstasa; {4) sspemina sintetasa; () acetil CoA: espermidina/espamina
N'-acetiitranslerass; () poliaming oxidasa; (7) acetil CoA: espermiding N*-acstibtransferaza(nuciear); {8) Cu?-dependent aming gxidasa
(diamina oxidasa) + aldehido dehidrogenasa; Arg: arginina, Put putrescing, Spd: espenmiding, Spm: espermina, NACPut. N-acstil
putrescing, N'AcSpm: Ni-acelil espermucina, N*AzSpd: W-acelil espemmidina, Om: omiting]

Estas enzimas se localizan en higado, Tifidn y la mucosa intestinal (Louisot, 1983). La
capacidad para metabolizar las aminas va a depender de un sin nimero de factores; asi infeccianes en el
intestina, presencia de compuestas inhibidores (alcohol), concentracidn de la amina, compuestos sinérgicos

(i.e. la cadaverina potencializa [a toxicidad de la histamina debido a la inhibicidn de |3 enzima DAQ), edad
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de los organismos (los organismos jGvenes son mas sensibles) son algunos factores que afectan la tasa de

degradacion de estas sustancias {(Bakker, 1994).

EFECTOS

Las aminas se encuentran naturamente presentes a bajas concentraciones en muchas
ingredientes y alimentos no constituysndo un peligro su consuma; sin embargo alias concentraciones es un
indicativo de descompoasician y su consumo puede llegar a causar envenenamiento (Tarjan & Janossy,

1978, citada por Flores et al, 1996, Askar & Treptow, 1986 cifado por Maijala ef al., 1995; Pike & Hardy,
1892; Bakker, 1994, Encla ef al., 1996).

Las poliaminas son cationes organicos ubicuos cuya presencia esta correlacicnada con el
incremento de la tasa de proliferacion celular, sugiriendo que estas intervienen en algunos eventos
anabglices, por ejemplo: sintesis de DNA, RNA y proteinas; estabilizacion de membranas (Morgan,
1992), proteccidn del DNA contra procesos termicos de desnaturalizacion (Ssiler, 1992); induccion de la
division citoplasmatica (Morgan, 1992); incremento de la permeabilidad celular en intestino (Osman et al.,
1998); estimulacién de la maduracion bioquimica y morfoldgica de las células (Peulen ef al., 1998;
Rorriain et al, 1998), y algunas le han atrbuido efectos antioxidantes (Ha ot al., 1998).

Se ha visto que la suplementacién de espemmidina o espermina causa un desarollo precoz de
la mucosa gastrica del intestino de organismos vertebrados (Konturek et al., 1998; Peulen et af, 1998;
Olaya et al., 1999) ya que acelera las cambios bioquimicos y morfologicas sufridos durante su

desarrollo (Romain &t &, 1998), Por otro lado, s& ha observado que incrementa |a actividad enzimatica
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(maltasa, sucrasa, maltasa, aminopeptidasa (Doufor of al,, 1998), acelera la maduracion del sistema .

inmune {ler Steege ot al, 1997), stc.

La etapa inicial donde se suministra la primera alimentacion con alimento artificial balanceado
a los organismos de importancia comercial, €s la etapa mas critica debido principa@mente a que su sistema
digestivo no esta completamente maduro y [a adaptacidn a éste tipo de alimento les toma tiempo; per ofra
parte, la presencia de compuestos inhibidores, i.e. €l inhibidor de tripsina presente en |a pasta de soya,
provoca darios considerables al intesting. El uso de dietas a base de pasta de soya en lechones recién
destetados (Grant, &tal., 1889) y aves (Mogridge of al., 1996) causa inhibicion de las funciones intestinales
(i.e. absorcion de nutrentes); sin embargo, la suplementacion de putrescing ha logrado reducir estos
electos adversos de este inhibidor; debido a que esta poliamina promueve el crecimiento celular e

incrementa la absorcién de nutrientes.

El efecto positivo de las poliaminas sobre el crecimiento ha sido ampliamente reportado en
arganismos vertebrados. En aves y ralas se ha abservado que la adicién de putrescina (Smith, 1890; Til
ef al, 1997), cadaverina { Smith et al, 1996b; Til et al, 1997), espemidina (Smith ef al, 1996a;
Jeevanadam et al., 1997, Til at af, 1997) y espormina (Sousadias & Smith, 1995; Til ef al, 1397) en
cantidades por encima de 2000 mg kg' reduce significativamente el crecimiento; sin embargo la
utilizacién de alimentes suplementados con 2000.mg kg'! de putrescina a 500 mg kg-' de espemidina
se ha observado promueve significativamente el crecimienta de (as aves; solamente la adicion de
espermina a concentraciones por amiba de 6000 mg kg ha causado mortalidades considerables

(Sousadias & Smith, 1995; Til et al,, 1997).
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En peces, Watanabe ol al (1987) y Fairgrieve e al (1994) observaran que Ia |

suplementacion de histamina en dietas causa lesiones intestinales en la trucha arco ins Oncorfiynchus
mykiss, sin embarga, concluyen que estos dafios no afectaron ninguno de l0s parameiros bicldgicos
evaluado:s. Cowey & Cho (1992) y Fairgrieve ef al, (1998) por su pare, repartan una reduccién del
crecimiento y pobre crecimienta de O. mykis alimentados con 13, 300 mg kg'! de putrescina y 2000 mg kg’

de histamina respectivamente.

En camardn se ha cbservado que la utilizacion de harinas de pescado con allos niveles de
aminas biogénicas ha reducido el crecimiento y el consumo de alimento (Abdo de la Parra, 1994;
Ricque et al, 1938); solamente en organismos pequefios ha causado mortalidades de hasta un 20%
(Abdo de la Parra, 1994; Cruz-Sudrez ot al,, 1999); aunque €l usa de harinas de pescado con niveles
moderados de aminas biogénicas incremento la ganancia én peso del camaron (Tapia-Salazar, 1996,

Cruz-Suarez et al., 1929), de ahi en fuera no exisle ningun otro estudio.

IMPORTANCIA

La harina de pescado es uno de los prncipales ingredientes utilizades en la alimentacion-de
camarédn; sin embargo, (a calidad nutricional depende de |as condiciones de almacenamiento, procesade de
fa materia pima y aimacenada del producta terminado. Ademas de 1a reduccion de 1a calidad nutriciona!l de
la harina durante su elaboracién se producen sustancias tixicas tales como aminas biogénicas y
lipopolisacaridos, los cuales afectan el crecimiento y sobrevivencia de organismos que las consumen. En la
que respecta a |a alimentacion en camaron s importante determinar sl el uso de harinas de pescado con
canlidades considerables de aminas biogénicas y la posible presencia de endotoxinas reducen e

crecimiento y la sobrevivencia del camardn.
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ORIGINALIDAD

En la aclualidad no existen esludios sobre el efeclo de aminas biogénicas y lipopolisacaridos
en el camaron; el presente trabajo conirbuira con los primeros resultados sobre los efectos de eslos
compuestos en L. stylirosirs, ademas se generarg informacién sobre el metabolismo de las aminas en
camardn y finalmente se pretende establecer los limites maximas pemmisibles de estos compuestos en
harinas ¢e pescado utilizadas en 3 elaboracion de alimentos balanceados para camardn.

’

QBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las aminas biogénicas puras sobre el ctecimiento y sobrevivencla
del camardn azul y su impacto sobre la concentracidn de aminas en tejido; y definir si las aminas
biogénicas generadas durante el procesamienio de harinas de pescado son responsables de la
disminucion €n el crecimiento que se ha observado en camarén cuando es alimentado con harinas

€laboradas a partir de pescado mal conservado.

OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Eslablecer silz frescura de la materia prima afecta el crecimiento y la sobreviviencia del camardn azul
L. stylirostrs.
2.- Determinar el efecto de aminas biogenicas puras sobre el crecimiento y la sobrevivencia del camaron
azul L. sfyhrostns.

J.- Generar informacion sobre el metabolismo de Jas aminas en el camaran.



17 -
4.- Estatlecer silas harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima almacenada durante un largo

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

|
podrian ser también responsables de reducir el crecimiento y (a sobrevivencia del camandn.

HIPOTESIS

Las harinas de pescado elaboradas a partir de materia prima descompuesta son capaces de
reducir el crecimiento y la sabrevivencia del camardn azul. Las aminas biogénicas y los lipopolisacaridos
son algunos de los compuestos generados durante el detericro del pescado y son responsables de (a
reduccion del crecimiento y la sobrevivencia del camardn cuando consumen harinas de pescado

elaboradas a partir de materia prima deteriorada.
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PARTEI: EFECTO DE LA FRESCURA DE LA MATERIA PRIMA

1.1.- RESUMEN

El abjefiva del presente trabajo fue determinar el efecto de la frescura de {a materia pima y de
las aminas biogénicas sobre la ganancia en peso del camardn azul L stylirostris asl como €l impacto de
éstas sobre el contenido de aminas en tejido de camardn. Adicionalmente, las harinas de pescado que
¢ausaron mortalidades fueron andizadas para determinar en 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 camarén a un 27.6%. Cualro dietas mas fueron
suplementadas con |a 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 & partir de
arenque descompuesto. Un segunda grupo de harinas de pescado fue elaborado a partir de anchaveta
fresca, medianamente fresca y descompuesta e incluidas en un 30%. Estas alimentos (9) fueron evaluados

en camarén azul L. sfyfirastris con un peso promedio inicial de 77 y 72 mg durante 28 o 38 dias.

La suplementacién de harinas de pescado elaboradas a partir de arenque o anchoveta
medianamente fresca o descompuesta redujo el consumo de alimento y causd un pobre crecimiento del
camaron; ademas, se observaron mortalidades del 15 y 9% en los camargnes alimentados con las harinas

de pescado elaboradss a partir de arenque o anchoveta descompuesta. La adicion de aminas,
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especialmente cadavering e histamina a una concentracion de 620 y 560 mg kg incremente la gananci: )
en peso. El contenido de amings en tejide del camardn alimentado con las dietas suplementadas con
haninas de pescado elaboradas a partir de materia prima con diferente grado de frescura ylo, diferentes
combinaciones de aminas na fue afectado. Desafortunadamente fue imposible cuantificar el contenida de

endotoxinas presentes en |as harinas de pescado que causaron mortalidades a camardn azul; debido a

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

Con estos resultades concluimos que la frescura de fa materia prima disminuye e! consumo
de alimenlo y la ganancia en peso del camardn azul L. sfyiirostnis de menos de 100 mg. La supervivencia
de esos animales es afectada por €l consumo de harinas elaboradas a partir ds pescado descompuesto. El
efecto negalivo abservado en los parametros biclogicos evaluados en el presente trabajo no fue causado
par el consumo de aminas biogénicas, sino por la presencia de ofras sustancias téxicas generadas durante
el deterioro de |3 materia prima. La suplementacidn de histamina y cadaverina mejoro la ganancia en peso

por un incrementg en €l ¢consumo de alimento.
1.2« INTRODUCCION

L2 frescura de la matenia prima es un criterio de calidad que se emplea generalmente para la
seleccion de harinas de pescadq para su uso en alifnentos para organismos acuaticos (Pike & Hardy,
1997). Se ha cbservadg que la suplementacién de este tipo de harinas elaboradas a pariir de pescado
descompuesto disminuye |a ganancia en peso y el cansumo de alimento tanto en peces (Pike & Hardy, op

cit; Anderson et af, 1997; Opstvedt et al. , 1999) como en camardn (Ricque ef al. , 1998).
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Durante el deterioro del pescado un sin numero de compuestos son generados; las aminas

biogénicas son formadas por la descarboxilacion de aminoacidos por enzimas decarboxiladoras de
bacterias principalmente Gram negativas (G-). Estos microorganismos son destruidos durante [a
glaboracién de [a harina de pescado, cesando de esta manera la generacion de eslos compuestos. Por otro
lado, las G(-) se caracterizan par contener lipopolisacaridos en su pared celular; estos compuestos al ignal

que las aminas biogenicas son termoestables (Freeman, 1983),

En camardn, Ricque of al. (1998) conduyen que el deterioro del pescado reduce el consuma
de alimento y el crecimiento del camardn azul L styfirostrs, blanco L. vannamei o tigre P. monodon; sin
embargo la supervivencia no se ve afectada. Cruz-Suarez y colaboradores (1994; 1986) por su parte
observaron en juveniles de camanyn blanco L. vannamei alimentados con una dieta suplementada con una
harina de pescado que se caracterizaba par contener altos niveles de aminas biogénicas (H, C. P, Ty F,
11390 mg kg') una mortalidad del 16 y 31% en 28 y 36 dias respectivamente. Esta Ultima investigacion
lleva a pensar que |a presencia de bacterias gram negalivas duranie la descomposicion del pescado
contribuye con una cantidad considerable de aminas biogénicas y posiblemente de lipopolisacaridas como

pars causar mortalidad al carnardn,

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de harinas de pescado eleboradas a partir
de materia prima descompuesta sobre [a ganandia en peso y supervivencia del camardn azul L. styfirostris,
y precisar si las aminas biogénicas y/o endcloxinas scn las responsatles de reducir el consuma de

alimento y el crecimientq del camardn y ademas causar mortalidades considerables.
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1.3.- MATERIAL Y METODOS

1.3.1.- HARINAS DE PESCADQ EXPERIMENTALES

Un grimer lote de harina de pescado fue proporcianado por el instituto de investigacion Herring
Qil and Meal Industry (ISSF), en Bergen Noruega. Persona de este instituto elabord dos harinas de
pescado a partir de arenque Clupea harangus con diferente grado de frescura de la materia prima (Tabla
2). Laharina de pescado elaborada a padir de arenque fresco (FRH) fue elaborada despues de 36 horas de
conservacion de la materia prima a una temperatura de 0.5 °C (barco ¢on bodega refrigerada) y procesada
en una planta comercial para gbtener una harina semi-seca {Norse-Lt 94). La harna de arenque
descompuesto (DH) fue elaborada a partr de [a misma maleria pima pero almacenada a temperatura
ambiente (10-15°C) durante 9 dias previos a su procesamiento. Ambas harinas fueron secadas en un ultra
rotor. La temperatura del aire de entrada y de salida, asi como en |a harina fue de 300, 85 y 75 oC
respectivamente. Estas harinas fueron analizadas por el ISSF para proteina cruda, humedad, ceniza,
lipidos, TVN y digestibilidad en mink de acuerdo a los métodos 5983 (SO, 1979), 6496 (IS0, 1983), 5964
{ISO, 1978), Ba -38 (AQCS, 1984), 2,065 (AOCS, 1984) y Skrede (1978}. El contenido de aminas fue
determinado por el Laboratorio Tomy Research, Scotland siguiendo |a metodologia descrita por Seller &

Knddgen (1985).
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Tabla 2.- Compasicion quimica de las harinas de arenque ( base himeda).

FRH ___ OH
Humedad % 78 6.1
Proteina % 734 134
Lipidos % 84 113
Ceniza % 111 7
TYN en [a materig prima (mgN 100g™) 10-15 10
TVN en 12 harina (mgN 100g™) 160 200
Protena scluble (% N total) 45 75
Digestibiidad en mink (%) 927 922
Gontenida de aminas {mg kg"')
Hislamina 9 2763
Cadavering 79 3254
Putrescina 73 1465
Tiramina 2 1337
Toal 182 5819

Un segundo lote de harinas de pescade fue propercionada por la Asaciacion Intemacional de
Productores de Harinas y Aceites de Pescado (IFOMA); este lote de harinas estaba formado por tres
muestras de hannas elaboradas a partir de anchoveta (Tabla 3). Los periedos de almacenamiento de la
materia prima fueron 12, 25 y 36 horas pest captura para dar ongen a una harina de pescado elaborada a
partir de pescada fresco (FRA), medianamente fresco (MFRA) y descompuesto (DA). La temperatura de
almacenado para la materia prima utilizada en la elaboracion de las dos (ltimas harinas expenmentales fue
20-28°C. Estas harinas fueron manufacturadas en una planta procesadora de harinas de pescade en Chile
y secadas a baja temperatura (80 °C) usandao dos seqadores en secuencia (flama directa e indirecta); los
sclubles 'e pescado fueron reincorparados a |a torta de prensa antes de su secado; durante el procesado
de manutactura se estuvo adicionando antioxidante ETQ en cantidades suficientes para obtener un residuo
de 100 mg kg-'. 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 |a planta procesadora por €l métedo 920-03 (AOAC). La concentracion de aminas asi como
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la digestibilidad en mink de estas harinas fue analizado por ¢l Laboratorio Torry Research Station, Sclotiand |

de acuerdo a las metodologias descritas por Seiler & Knodgen (1985) y Skrede (1979) respectivamente. El
cantenido de proteina soluble, protelna, lipidos, y ceniza en Ias harinas experimentales fue analizado en el
Laboratario del Programa Maricultura UANL/FCB, Mexico utilizando los metodos Bradiond (1976), Kjeldhal
(Tecator, 1987), Soxhlet (Tecator, 1983) y 942.05 (AQAC, 1990) respectivamente. El extracto libre de

nitrgeno fue calculado por diferencia.

Tabla 3.- Composiclon quimica de las harinas de anchoveta (base himeda),

FRA MFRA DA

Humedad % 8.4 114 119
Proteina cruda % 660 64.2 624
Lipidos % 8.0 7.6 88
Ceniza % 143 145 148
TVN magterig prima (mg N 100g") 14 30 S0
TVN Concentrada de solubles (mg N 100g") 106 190 239
Proteina Scluble Harina de pescado (% N total) 20970 %210 27 64c
Protelna Scluble Harina de pescada (% Prot) 5.51a 6.37b 6.81b
CigeslitAlidad de |a proteina en mink (%) 914 89.7 898
Contenido de aminas (mg kg )

Histzmina 28 1850 4701
Cadavering 51 803 189%
Putrescing K] 446 916
Tiramina - 285 857
Total 114 3384 7873

' Letras diferertes en la misma linea indican diterencias significativas {o 0.05)

1.3.2- DIETAS EXPERIMENTALES .

Todas las dietas expenmentales fueron fonmuladas de acuerdo a los requerimientos

) i
nutricionales para peneidos recomendados por Akiyama et al, (1981). Para el bioensayo con hannas de
arenque e siguid el disefio experimental propuesta por el ISSF. Este disefio incluyd dos dietas con harinas

de pescado elaboradas 2 partir de arenque con diferente grado de frescura de la materia prima. Cuatro
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dietas adicionales fueron suplementadas con fa harina de pescado elaborada a partir de arenque frescoy .

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 asi como la
composicion quimica de éslos alimentos fueron analfzados per el ISSF de acuerda a las metodologias

descritas en a seccion de harinas de pescado experimentales.

Tabla 4.- Ingredientes y composicidn quimica de las dietas experimentales para salmdn,

Dielas FRH CH FRM+CHPT  FRH+CPT FRH+HPT FRH+CH
Irgredientes (as fed)
Haring de pescado % 61.3 613 61.3 613 613 61.3
Aceite de pescada' % 206 19.1 206 206 206 206
Maiz precocide? % 16.2 177 156 158 1538 15.8
Lecitina de soya’ % 05 0.5 05 05 05 05
Vitaminas* % 10 1.0 1.0 10 1.0 1.0
Minerales’ % 04 04 04 04 04 04
Cargphyipink (8%) % .04 1.4 0.04 004 0.04 0.04
Aminas suplementadas (migkg')
Histamina - - 1690 - 1630 1690
Cadaverina - e 1950 1950 - 1950
Putrescing = - 850 850 850 -
Tiramina . - 810 81q B10 -
Composician quimica (as fed)
Proteina % 480 472 48.1 48.2 48.2 483
Humedad % 37 37 43 45 44 4.4
Ceniza % g 67 75 75 7 7.6
Lipidos % 53 8.0 260 254 255 259
Contenido de aminas (mg kg')
Hislamina 48 1742 1584 64 1628 1423
Cadavenns 104 2156 1649 1724 137 1424
Putrescing 67 328 624 67 77 76
Tiraming 44 86 720 T30 749 62
_alal 263 5592 4577 3132 J244 2965

1Ngrsalmeil, Norsildme!, Bergen, Norway

#Cadrico B.V, Ratterdam

Denofa, Norway

* Caniidad por kg de dieta : Vit A 3000 1U, Vit D 800 U, Vit E 160 mg, B1 12 mg, B2 24 mg, BG 12 mg, Vit C 60 mg, Calpan 48 mg, Vit 4 16
mg, Falina 6 mg, Nlacina 120 mg, Vit B120.024 mg, MPBA3 12mg

SGantidad por kg de dieta: Mg 500 mg, Cu §mg, Mn 10 mg, K 400 my, 21 80 mg, Fe SO mg.



Desafortunadamente el ISSF no tenla mas muestras de estas harinas experimentales para
evaluarias en camardn, por lo cual se decidid incluir Ias dietas para salmdn como un ingrediente en los
alimentos para camarén. Estas dietas fuercn incluidas al 45%, lo cual equivaldria & una inclusion de haring

de pescado del 27.6% (Tabla 5).

Tabla §.- Formulas para camardn suplementadas con harinas de arsnque (% base himeda) .

_Distas FRH DH  FRH+CHPT FRH+GFT  FRH+HPT  FRH+CH
Dleta para salmdn 450 450 450 450 450 450
Harina de trigo 14.5 13.5 142 142 147 144
Pasta de soya 353 3%3 3B6 K1) 3541 354
Calgsterol! 0.18 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16
ETCH 002 0.02 0.02 0.02 002 0.02
Vitaminas? 025 0.25 0.% 025 025 0.25
Minerales® 025 0.25 0.25 0.25 025 0.25
Hexametafoslato de sodiof 3.00 300 3.00 3.00 300 3.00
Acido alginico? 1.00 1.00 1.00 1.00 100 1.00
Flavorpack? 0.50 0.50 0.50 0.50 050 0.50

8IGMA, No. Cat. C3292

4Dresen Quimics, Méxiag

3 INVE Basstode, Belgium: Ascorbic acid 60000 ppm, Ascortryl polyphosphate 60000 ppm, Vil. A 4000 1U g, Vil. K3 16000 ppm, Vit B1
24000 ppm, Vit. D3 3200 (U g, Vit. B2 16000 ppm, Vit. E 60000 ppm, Ga Pant. 30000 ppm, Vit K 400 ppm, Vit. BE 30000 ppm, Niazine
20000 ppm, Vit 812 80 ppm, Folic ac 400C ppm, dry matter 38%, crude ash J2.7%.

4INVE Bassrode, Balgivm: Zn 40000 ppm, Cu 20000 ppm, , Fe 1 ppm, $e 100 ppm, | 2000 pam, Co 2000 ppm, Mn 16000 pprn, dry matter
91.86 %, cryde protein. 4.17%, cruds fa 0.36%, crude ash 27 2%, crude fiber 0.21%.

8 Aldrich, No. Cat. 30, §55-3

¢ SIGMA, No. Cat. A-7128

TINVE Basrcd, Betgium.

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 & proteina total en (a diela
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(Tabla 6). Para este experimento una dieta comercial (Rangen migaja = R1) proporcionada por la granja .

de camardn Aquastrat S.A. de C.V. fue incluida como un contral extemo.

Tabla 6.- Formulas para camargn suplemenladus con harinas de anchoveta (% base humeda).

_Dietas FRA _MFRA DA
FRA 303

MFRA e

DA 324
Harina de frige 236 224 218
Pasla de soya M7 R 351
Acsite de pescado! &F 38 34
Lecitina de soya? 25 25 25
Coleslerol? 0.14 0.14 0.13
Adido alginica* 1.00 1.00 1K
Hexametalosfalo da sodio? 300 3.00 3.00
ETQS Q.02 0.0¢ 002
Vilaminas? 0.2% 0.25 025
Mingrales® 0.25 0.25 035
Flavormpack? 0.50 0.50 0.50

Tinya-Tepud, Chile

ZF.1(K, Central Soya SAdg CV
ISIGMA, No. Cat. C-329
¢SIGMA, No. CaL A-7128
$Aldnich, Na. Cat. 30, 565-3

8 Dresen Quumica, Mé&xico
7.3.9|NVE Basrod, Belgium,

1.3.2.1.- ELABORACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Todos los ingredientes fueron molidos, pesades y mezclados en una batidora kitchen Aid de
una Capacidad de 4 L. Primeramente los ingredientes mayores y menores fueron mezclados
separadamente durante S minutos; posteriormente ambas mezclas de ingredientes fueron mezcladas por 5

minutos mas. La lecitina de soya y el aceite de pescado fueron mezclados y colocados en bafic maria
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durante 3 minulgs y posteriomente adicionados al resto de la mezcla de alimento. El atractante fue disuelto .

en 100 mL de agua tibia e incorparado 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 came
Hobart can 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; posterionmente estos alimentos

fueran guardados en contenedores de plastica y almacenados a 4<C.

Las dietas fueron analizadas para confirmar su composicion proximal en e! Laboratorio del
Programa Maricultura para humedad, proteina cruda, lipidas, ceniza y fibra siguiendo las metadologias
citadas en la seccidn de harinas de pescado. La pérdida de materia seca en las dietas fue analizada por
inmersidn en agua marina a 26°C y 35 g L' durante una hara y siguiendo el métada descrita por Aquacap

{1978), con 3 replicados para cada dieta. *

El muestreo de los aimentos expenmentales para el anaiisis de aminas se realizd de la
siguiente manera; el alimento fue distnbuide homagéneamente sn una charola melalica, e! area donde fue
distribuide el ahmento se dividid en 4 secciones y a su vez cada seccion fue dividida en 4 partes. Una
muestra de 1 gramo de los segmentos de la segunda division fue tomada, teniéndose un lotal de 32 g por
alimento. El contenido de aminas en las dietas experimentales fue analizada por la compariia Inual-Tepual
antes y éespués de que [gs alimentos fueron somelidqs a |a prueba de eslabilidad por HPLC de acuerdo a

la metodologia descrita par Seiler & Knddgen (1978).



28 -

La concentracicn de lipalisacandas en las harinas y distas experimentaies fue determinada

mediznte el uso de un kit comercial (ver anexo).

1.3.3.- BIOENSAYOQ DE CRECIMIENTO

Dos bioensayos de crecimiento con una duracion de 28 y 36 dias (Bioensayo | y II) fueron
llevadus en |as 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 arengue (Bicensayo 1) y

anchoveta (Bioensayo Il).

La sala de experimentacion cusnta con un sistema de recirculacidn de agua marina sintética.
Estas instalaciones cuentan con un filtro de cartucha de 50 um, un fraccionador de espuma, un fillro
biolégico, un fitro de carbon activado, un inyecton: de ozono y un esterilizador de U.V. para mantener la
calidad del agua. Las instalaciones tienen ademas un intercambiador de calor para conservar la
temperatura constante. Para el bioensayo | se utilizaron acuarios de fibra de vidno de un volumen de 60 L;
eslos tanques se encuentran integrados en un sistema de recirculacion, En el bioensayo |l se ocuparon

acuarias de 10 L, los cuales fuercn colocados dentro de los tanques de preengorda (500 L) para mantener
N
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constante |a temperatura. Se realizaron cambios dianos de agua del 42% del volumen total para mantener

la calidad del agua.

Los organismos para el bioensaye | y Il fueron proparcionados por el labcratorio de
preduccidn de posliarvas de camarin Maritec y la granja de camardn Aguastrat, Para el bicensayo | y Il se
emplearon juveniles de camardn azul L. sfylirostris con un peso promedio de 77y 72 mg. Cada fratamiento

fue evaluado en J replicados y con 15 o 10 organismas por acuaria.

Los organismes fueron alimentades dos veces por dia ( a las 12:00 y 15:00 horas);
suministrando en a primera racion €l 50% de |a racion diaria; €l resto del alimento fue dado en la segunda
alimentacién, Al dia siquiente {7:00 horas) los restos de alimento fueron cuantificados visualmente antes de

Que los acuarios fueran impiados.

El porcentaje de alimentacion diaria al inicio de eslos experimentas fue del 15% de la biomasa
presenle en cada acuario. Este porcentgje de aimentacion equivalio a 11 mg de alimento diano por
individuo, es decir 5.7 mm de pellet diarios que dﬁvidido en dos raciones nos daria 2.8 mm de pellet por
racidn. Este porcentaje de alimentacién fue reducido a Io_s 14 dias de expenmentacion al 10% de la
biomasa presente en cada acuario y al finalizar el bioensayo se marejo un porcentaje de alimentacion del
12% y del 9 al 18% para los organismos alimentades con las dietas suplementadas con las harinas
elaboradas a partir de arenque y anchoveta respectivamente. Estos porcentsjes de alimentacian
equivalieron a una cantidad de alimento que vario entre 10y 14 y entre 3.7 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.
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Las condiciones de calidad de agua durante el desamollo de estos experimentos son

resumidas en la Tabla 7.

Tabla 7.- Condicionss de experimentacion.

Bioensayo | Bioensayo I

Temperatura (°C) 275 272
Salinidad (gL 348 354
oH 8.1 8.1

NH3+NH«{ppm] 036 0.85
NOr (pom) 044 1.65
NOy (ppm) 4 968
00 (ppm] §40 4.95
Fasfatos (ppm) 1,00 (.85

La ganancia en peso, consumo de alimento, tasa de conversion zlimenticia y sobrevivencia
fueron estimadas para cada tanque ufilizando las siguientes formulas: ganancia en peso% = ((peso
promedk final - peso promedio inicial) / peso promedio inicial)] x 100; consumo individual de alimento
=Z=1%¥{racion del alimento en el dia i - restos de alimentes en el dia i) /nimero de camaranes presentes en
el tanque para el dia i; tasa de conversidn alimenticia = [conéumo de alimento / {peso promedio final - peso
promedio inicial); sobrevivencia = [No. de arganismos al final del periodo i / No. de organismas 4l inicio del

gxperimentc] x 100.
1.3.4.- ANALISIS DE AMINAS EN TEJIDO DE CAMARON

Despugs de haber finalizado el bioenéayo de crecimiento, los organismos fueron dejados sin
alimentar durante 24 horas antes de iniciar con la loma de muestras. Cada acuario fue muestreado
completamente y fue considerado como una unidad experimental. Los hepatopéncreas fueron separadcs
del resto del cuerpo; todas las muestras de tejido fueron colocadas en nitrogeno liquido por 24 horas,

liofilizadas y empacadas al vaclo para su posterior andlisis. El analisis de aminas se realizd por
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cromatografia iiquida de alta resolucidn HPLC {ver anexos) en hepatopancreas y el resto del camardn sin

hepatopéncreas (denominado masculo), en el laboratorio de Animal & Pouliry Science de la Universidad de

Guelph, On. , Ca.

Para la cuantificacion de aminas en tejido de camardn se realizaron S extracciones por
tratamiento (1 por replicado} y una (muestras de hepatopancreas de camardn) o dos (muestras de

mUsculo de camardn) inyscciones par extraccion.
1.3.5.- ANALISIS ESTADISTICOS

Para determinar ia evenlual existencia de diferendias significativas entre las dietas evaluadas,
los resultados de estos experimentas fueron analizados estadisticamente por medio de un analisis de
varianza simple, con el programa ¢omputacional SPSS para windows version 2. Los valores promedics de
las dietas fueron comparados mediante un analisis de comparacion multiple de medias Duncan a un nivel

v
de significancia de 0.05. Los resultados del alimento comercial no se tomaron en cuenta en €l analisis

estadistico.

1.4.- RESULTADOS

1.4.1.- HARINAS DE PESCADQ EXPERIMENTALES.,

El contenida de lipidos, proteina soluble, TVN y aminas se incremento con el deteriora de la
materia prima (Tabla 2 y 3). La proteina saluble e las harinas de pescado elaboradas a partir de pescada

fresco fue de 24.5y 20.97 % N total. Para las harinas elaboradas a partir de pescado de compuesto, fue de
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275y 276% %N totd. La digestibilidad de la protelna en Mink en las harinas elaboradas a partir de .

arenque no fue afectada; sin embargo, |as harinas elaboradas a partir de anchoveta medianamente frescay
descompuesta redujeron su digestibilidad en 2 puntos. El contenido de proteina en las harinas de pescado
elaboradas a parlir de arenque ho 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 expenmentales se incrementd linealmente con el deterioro de la mateda prima; para las
harinas elaboradas a partir de arengue fresco y descompuests el valorde TVN fue de 10y 110mg N 100 g-
! respectivamente y de 14, 30 y 80 mg M 100+ para las harinas elaboradas a partir anchevela fresca,
medianamenle fresca y descompuesta. El contenido tatal de aminas biogénicas se incremento con el
deterioro del pescado, sienda de 182 y 8819 mg kg para las harinas glaboradas a partir de arenque fresco
y descompuesto y de 114, 3384 y 7873 mg kg para las elaboradas a partir de anchoveta fresca,
medianamente fresca y descompuesta. Para el primer grupa de harinas experimentales las aminas
predominantes fueron cadaverina (3254 mg kg-') e histamina (2763 mg kg'1), sequidas por putrescina (1465
mg kg") ¥ tiramina {1337 mg kg-"); mientras que para el segundo grupo, la amina bicgénica predominante
fue histamina (4701 myg kg-1), seguida por cadaverina {1599 mg kg-), putrescina (916 mg kg1 y tramina

(657 mg kg-!).

1.4.2. - DIETAS EXPERIMENTALES

La compasicién quimica de las dietas experimentales suplementadas con harinas de arengue
y anchaveta con diferente grado de frescura de la materia prima se muestra en la Tabla 8. La composicitn
de las dietas experimentales fue cercana a los valores tedricos establecidos. Los contenidos promedios de
humedad, proteina, lipidos, ceniza y fibra para |as dietas suplementadas con harinas de arenque fueron de

8.9:£0.2, 39.1£0.1, 127+0.1, 7.510.1 y 1.120.1% respectivamente y de §.310.2, 39.6£0.2, 8.840.3,
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86403 vy 2.0£0.1% para las dietas suplementadas con |as harinas de anchoveta. La composicion e la

dieta comercial fue 41.7% rara proteina, 9.5% para lipides, 10.5% para ceniza y 2.1% para fibra. _a
frescura de la materia prima afects la estabilidad de los alimentos expernmentales; [a pérdida de |z materia
secz de la dieta donde se incluyd la harina elaberada a partir de arenque descompueste fue incrementada
1 4 purtas; mien‘ras que la inclusian de las narinas elaboradas a partir de anchovetz medianamente fresca
y descompuesta generd un aumentc de 24 v 1.4 puntos respectivamente. Pare el caso de la dieta

comercial 13 pérdida de la ma:eria seca fue de 7.8%.

Tabla 8.- Alimentos para camaron suplementados con harinas de arenque (%, base humeda)

ARENQUE
FRH DH FRH+CHP[ FRH+CP™ FRH+PT FRH+CH
Delss
Humedad 8.8 8.8 B.8 89 R4 87
Proteina 331 39.2 9.2 383 39.1 39.2
Lipidos 12.7 126 128 128 128 128
Cenza 7.3 72 s 75 7.5 78
fibra 0.8 12 13 1.2 1.0 12
ELN s 311 306 206 314 ans
PMS 8.3x2 37+2 84=1 64+ 7842 7.9¢1
ANCHCVETA
FRA MFRA DA R L
Dietas 3
Humecad 82 8.2 86 98
Proteina 389 395 .5 4.7
Lipidcs BT 86 41 95
Ceniza 83 87 86 105
Fibra 1.8 2" 18 21
=N 330 323 321 254
MS 11,96 14.5a 13.2a 7.93

'Letras citerenies e1 la misma linea indican diferenc as sigrificativas ka=0.05).

El contenico de aminas en las dietas experimentales para camardn antes y después de la

prueba de estabilidad esta presentadas en la Tabla 8.
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Tabla 9.- Contenido de aminas biogénicas antes (A) y después (D) de |a prueba de estabilidad en los zlimentos (mg kg)

“. ARENQUE

FRH DH FRACHPT _ FRHCPT __ FRH<RPT FRH-CH

A D A 0 A D A D A D A D
H 17 17 68 % 58 113 0 75 549 §7 559 127
¢ 11 0 659 26 632 74 561 122 69 Q 60 81
P 14 0 426 18 3 37 33 63 446 4 5 12
T 6 0 08 2% 80 61 280 77 %1 B 0 k|
Spd Na 3 Na 18 Ne 8 Na 36 Nz 7 Na 26
Tolal 48 20 1985 97 1581 293 1125 X3 1325 138 1184 7280

ACHOVETA

FRA MFRA CA Ri

A D A D A v] A D
H 0 <50 S77 W 1598 255 <& &0
c 68 <0 191 <50 4001 <50 <K <0
P 33 <50 169 <50 394 52 <% <%0
T 60 < % <50 227 <S50 <0 <&
Spd 130 413 14 <13 93 <130 <130 <10

0
Told 329 <50 1117 <50 2653 <50 <50 <50
Na=no analizado.

El contenido de aminas biogénicas tolales en los alimentos para camardn donde fueron

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

mg kg1, y de 329, 1117 y 2653 mg kg para el caso de las dietas suplementadas con Ias harinas de

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

donde CHPT, CPT, HPT y CH fueran suplementadas el contenido de aminas biogenicas totales fue de

1581, 1125, 1325 y 1184 mg kg-! respectivamenle. Para |a dieta comercial €l contenido de aminas

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

*
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prueba de estabilidad en 1as dietas experimentales, el contenido de aminas fue alrededor del 20% del valor .

inicial.
1.4.3.- BIOENSAYQ DE CRECIMIENTO

Los 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
arganismos que consumieron fa dieta suplementada con la hanna de pescado elaborada a partir de
arenque descompuesto disminuyeron el consuma de alimento, ganancia en peso y sobrevivencia en un 14,
10 y 14% respectivamente. Los organismas alimentados con las combinaciones CHPT, CPT, y HPT
consumieron {a misma cantdad de alimento (0.43g), en cambio la suplementacidn con CH incremento
significativamente el valor de éste parametro (0.45 g). La ganancia en peso de los organismos alimentados
con la dieta suplementada con CH fue mayor (393%) en comparacién con los organismos alimentados con
la dieta que contenia la hanina elaborada a pattir de arenque fresco (394%). Los organismos alimentados
con |a dieta comercial mostraron un pebre crecimiento al final del experimento (318%) en comparagién con
el resto de las dietas experimentales. La .;Gpervivencia fue reducida significativamente por el deterioro del
arenque: los organismos alimentades con la dieta que contenia la harina elaborada a partir de arenque
descompuesto presentaron una sobrevivienda del 76%, mientras que los alimentados con la dieta que
contenia la harina de arenque fresco presentaron na supervivencia del 89% al final del experimento. La
sobrevivencia de los organismos alimentados con las diferentes combinaciones de aminas fue mayar al

92% al final del expenimento.
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Tabla 10.- Congymo de alimento, crecimignto, lasa de conversién alimenticia y sobrevivencia de log organisimos

alimentados con dietas suplementadas con harnas de arenque.

FRH OH FRH+CHPT  FRH+CFT  FRH+HFT FRH+CH Sig.

Peso (g} '

Inicial Q77+0.0 O710.01 arr0m Or7+0 01 o001 077001 09939

14 gias 1744003 .16920.03 169+0.03 A78003 1732008 .179£0.03  0.3200

28dias H8:006b 33520078 353:0.08b 35640060 29710082 385:0.06h 00174
Garandia en peso({%}

14 dlgs 128211 11929 118210 12526 123211 1333 01138

28 digs 354:16abc 3172153 350+3ad 348:26ab HO0titbe  393223c 00149
Consume e glimentolg) 2

14 dias A4 00530 13+ 006a 142001 - 14+£003b 14100406 14: 002 0.0454

28 dlas 4320080 37=010a A3+.021b Ax012b 420210 452021c 00000
Tasa de conversién alimenticia?

14 dias 142412 147:.09 1.542,12 147207 1,39+ (1 146203 0.1958

28 dlas 1.561 .06 149+ 09 15911 161208 1.54+.19 1.49+.10  0.4682
Sobrevivencia (%) 2

14 dlas 9744 938 97596 97=4 =3 97¢4 06579

28 dias 8g46b 762113 Q26.570 85¢9b 92+9b 96=4b Q.0057

! Medias de valores individuzles (5 X 15 = 75 organismaos oor tatariento al inicio dal experdmanto)
?Medias de 5 vdores obtenidos a partir de los replicados a los 14 y 28 dias del bicensayo
I etras diferantes en ks misma |inea indican diferencias significativas (a=0.05),

Los resultados del bioensayo de crecimiento en los organismos alimentados con las dietas
suplementadas con harinas de anchoveta son mostrados en la Tabla 11. Los camarones alimentados con
lzs harinas elaboradas a partir de anchoveta medianamente fresca y descompuesta consumieron menos
alimento {0.65g), en comparacion con los arganismos alimentadas con la dieta suplementada con harina de
anchoveta elaborada a partir de pescado fresco (0.82g), estos organismos presentaron ademas los més
pobres crecimientos (463 y 516%). La éupenrivenoia fue reducida en un 8% en los organismos que

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

diferencia no llego a ser significative.
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Tabla 11.- Consumq de alimento, crecimiento, tasa de conversién alimenticia y sobrevivencia de los organismas.

alimeniados oon |as dielas suplementadas con harinas de anchoveta.

Diela FRA MFRA DA R Sig,
Peso (g)'

Inicid 07201 o720 072:.00 072:. 1 09726

14 dias 21306 J18£.06 481.07 15¢.03 0.1709

28 dlas 46+ 1531 35+12b 33+.11b 26+08 <0.0001

35 dias 58+ 20a A2+.15b 432,140 30=.08 <0.0001
Ganancia en peso (%)

14 dias 186122 15933 193+33 111118 0.2047

28 dias §527+90a I7587b 42550 260227 00113

36 dias 694x163a  4832133ab 516:121b 318267 0.0554
Consumo da aimenic{g}?

14 dias 18=.02 J181.02 20+.05 13£01 0.6827

28 dlas $61.07a 4620 45208 M2 0.0459

¥ dias 8213 65+ 090 65080 48¢.02 0.0357
Tasa de conversion alimenticia?

14 dlas 143210 161131 1.82+.30 166118 0.0904

28 dlas 148214 1.74£.36 {.74£17 1.84+.21 0.1869

36 dias 1.661.19 1.041£.48 1.79£.29 22:.38 0.2567
Sobrevivendia (%

14 dias 966 0815 25 9915 0.1780

28 dlas 8815 8426 86+5 96+5 0.0745

35 dias 3645 89111 78118 9494 04347

 Madias de valores individuaes (5 X 10 = 50 organismos por tratamienio)
Medias de § valones obtenkios a partr de las reglicados akes 14, 28 y 36 dias del bivensayo
Iletras difererttes en la misma line indican dierencias signfficativas (a=0.05).

1.4.4- NIVELES DE AMINAS EN TEJIDQ DE CAMARON

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

valores histaming y putrescina fueron por detajo de los limites de deteccion (50 ug mg-). Los niveles para
las tres primeras aminas variaron de 7.8 a 63 y de 73 a 333 g mg' en el mlsculo y hepatopancreas

respectivamente. La suplementacion con harina de pescado elaborada a partir de arenque descompuesto o
"



3‘ .
la suplementacion de aminas no afecto significativamente el contenido de aminas en el tejido del camarén; .

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 concentracién de este compuesto en el tejido (Fig. 5).
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Fig 5.- Contenido de aminas en tejido de camaron alimentados con dietas suplementadas con harinas de arenque
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La dieta suplementada con harina de pescado elaborada a partir de anchoveta descompuesta .

incremento significativamente el contenido de cadaverina en el masculo del camarén (P = 0.0369). Las
concentraciones de |as diferentes aminas en misculo y hepatopancreas de camardn variaron entre 3.4 y 76

y entre 37 y 269 pug mg- respectivamente (Fig 6).
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Fig 6.- Contenido de aminas en tejido de camartn alimentados con dietas suplementadas con harinas de anchoveta.



1.3.- DISCUSIONES

1.5.1.- HARINA DE PESCADO EXPERIMENTALES

Pike (1996) reportd valores de TVN para harinas de arenque elaboradas a partir de pescado
fresco, medianamente fresco y descompuesto de 22, 62 y 143 mg N 100 g y recomienda que el valor de
TVN en la materia prima para la elaboracion de harinas de pescado para salmonidas no sea mayor a 50 mg
N 100g-' de io contrario el crecimiento del salmon es reducido. En el dmbitc comercial, los criterics de
calided para |a ssleccion de hannas de pescado, tanto para peces como para crustéceos han sido
determinados por cada empresa, La compaiiia TRIPESCA en Chile, recomienda para peces y camardn un
valor de TVN en la materia prima de 100y 120 mg N 100 g, El grupo Austral en Perd, maneja un valor de
100 3 150 mg N 100 ¢! y en Mexico, el grupo PROESA utiliza un rango entre de 50 a 80 mg N 100 g,
Para el primer grupa de harinas experimentales el valor de TVN se encuentra dentro del valor recomendado
par Pike {1996); mientras que para &l segundo grupo los valores estan par debajo del sugerido por este
investigador y por los valores usados por compariias comerviales que se encargan de la venla de esta
materia pima. Es importante remarcar que ¢l valor de TVN solamsnte es aplicable en la matsria prima
(pescado) y no al producto terminado (harina de pescado) debide a que durante el proceso de secado dela
materia prima algunas bases nitrogenadas, tal coma el amanio, se valatilizan proporcionando en este dltimo

caso un valar real bajo.

Mundheim & Opstvedt (1993) por otro lado, abservaron en harinas de pescado elaberadas a
partir de arenque con diferente grado de frescura de la materia prima valores de 20 a 30% de nitrogena

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



e
proteina soluble en las harinas de pescadé experimentales oscilaron de 20 a 27% concordando can los .

valores citados por estos investigadores.

Pike & Mardy (1997) reportan que para obtener un mé&ximo crecimiento en salmanidos se
deben utilizar harinas de pescado elaboradas a partir de arenque y anchoveta con un nivel de aminas
lotales {histamina, cadaverina, putrescina y tiramina) no mayor a 2000 y 4000 mg kg!. En las harinas de
pescado utlizadas en éste experimento et contenido de aminas totales fue de 8819y 7873 mg kg para las
harinas elaboradas a partir de arenque y anchoveta descompuesta. Es bien conoctide que el tipo de amina
asi como los niveles encontrados en el producto final, depende principalmente del iempo y condiciones de
almacenado del pescado, nimero y tipe de bacteria presentes durante el proceso de deterioro, asi coma
def dafio fisico que sufre €l pescado durante su capiura (Pike, 1996). En la harina elaborada a partir de
arenque descompuesto las aminas predominantes fueran ¢adaverina € histamina; mientras que para la

harina elaborada a partir de anchoveta descompuesta fue histamina.

El efecto del deterorn de la materia prima svbre la digestibilidad de la proteina es variable.
Aksnes & Mundheim (1997) y Pike (1896) observaron en mink una disminucion de 1.6 puntos en Ia
digesiibilidad 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
sdlo 0.2 puntos; mientras que para las harinas elaboradas a partir de anchoveta medianamente fresca y

descompuesta, [a digestiblidad in viva in mink fue reducida 1.6 y 1.7 puntos respectivamente.

Uno de los pardmetros que mas afectan la digestibilidad de la proteina es la temperatura
debido a la formacidn de puentes disulfuros en la prateina durante el proceso de secado. Aksnes &

Mundheim (1997) y Pike (1596) observaron en mink una disminucion en la digestibilidad de la proteina de
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5.9 y 4.2 punlos cuando la haring fue secada a 95 y 140eC respectivamente. Por su parte, Nieta-Lapez

{1995) reporto una disminucion de 40 puntos de {a digestibilidad de proteina evaluada en camardn blanco
L. vannamei debido al sobrecalentamiento de (2 harina de pescado (105°C durante 5 horas). Este mismo
autor determind (a digestibilidad in vivo de la proteina de nuestro segundo Icte de harinas de pescado
experimentales en camardn blanco L vannamei y observd que I3 digestibilidad de la proteina presentaba
diferencias significativas entre las tres harinas (P = 0.0003): la digestbilidad 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(0)% respectivamente. Las solubles de pescado contienen principalmente amingacidos y peptidos de
bajo pesg molecular, que al ser consumidos par €l camardn son absorbidos inmediatamente; sin embarge
estas no san aprovechados; el pabre crecimiento observado en los organismes alimentados con las harinas
elaboradas a partir de pescado descompuesto nos pemite confimmar le antes mencionade. Por otro lado,
los campuestos de los solubles de pescade son facilimente lixiviados al contacto con el agua, causando un
error par solubilidad en la determinacion de fa digestibilidad in vivo; el valor de digestibilidad in viva de la
orotelna de la harina elaborada a partir de arenque descompuesta fue mayor al 100%, indicando que Ia

solubilidad de l2 prateina de la harina de pescado causa una sobre estimacin de este valor.
1.5.2.- BIOENSAYQ DE CRECIMIENTO.,
1.5.2.1. - CONSUMO DE ALIMENTQ_

Lz alimentacion del salmdn del Atlantico (Pike & Hardy, 1997; Anderson et al. , 1987; Opstvedt
éf al. , 1999) y fletan del Aiantico (Aksnes & Murdheim, 1997) con dietas suplementadas con harinas de
peascado elaboradas a partir de arenque 0 anchoveta descompuesta ha mostrado disminuir el consumo de

alimento. En ¢camardn, se ha abservada que la disminucion en el consumo de alimento es mas notable para
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L. stilylirostns y P. moncdan que para L. vannamer, ya que, para L. vainame, la disminucion en el consuma .

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

Ha sido ampliamente reportado que el deterioro de la materia prima genera un sin nimero de
metabolitos tales como TMA {trimetilamina), DMA {dimetilamina), formaldehido, compuestos sulfurados,
amonia, &cido acético, acida propionico, acido butlrica, etanol, propanal y isopropanal; los cuales dan
origen al mal clor y sabor del pescado (Fraser & Sumar, 1998). Hughes (1991) observd que [a adicion de
TMA en dietas para salmon del Pacifico redujo el consumo de alimento. En el presente estudio, el consumo
de alimenio fue drasticamente disminuida cuando los organismos consumieron |as harinas de pescado
elaboradas a partir de arenque o anchoveta descompuesta, confirnando que el consumo de este tipo de
harinas de pescado son antipalatables para el camardn probablemente debido a la generacion de este tipa

de compuestos.

Por ofro lado, Mendoza y colaboradores (19597) evaluaron el efecto atractante de varias
sustancias (feromonas y aminas biogénicas) en langostina de agua dulce Macrobrachium rosenbergi,
observando que la cadaverina fue el mejor atractante para esta especie. En el presente estudio, se observo
que las combinaciones de CHFT, CPT y HPT no incrementaron el consumo de alimentg, contrarfamente a
la combinacion CH. Posiblemente la presendia de putrescina y tiramina en la dieta para camarin produzca
un efecto anti afractante, lo cual explicaria los resultados observados en estos bicensayos, sin embargo se

neoesita realizar mas expenmentus para poder confirmar esta hipdtesis.



1.5.22. - GANANCIA EN PESO.

Pike (1996) observd en saimén del Atlantico un ¢recimiento especifico de 1.2 y 1.5% por dia
en organismos alimentados con dietas donde fueron suplementadas harinas de arenque y anchoveta
elaboradas a partir de pescado descompuesto; mientras que los organismaos alimentades con |as harinas
de arenque y anchovela elaboradas a partir de pescado fresco presentaron un crecimiento especifico de
1.7 y 1.6% respectivamenle. Aksnes & Mundheim (1997) por su parle reportaron una fuerie disminucion de
crecimiento en saimén del Alantico alimentada con una dieta suplementada con una harina elaborxda a
parir de arenque descompuesto. El primer grupo de harinas de pescado fue evaluado par Opstvedt y
calaberadores (1959) en salmon del Atiantico observando una dréstica disminucion en el crecimiento (212

vs 99 q).

En camardn, Rioque y colaboradores (1998) evaluaron €l sequndo grupo de harinas de
pescado y repartan una disminucion en la ganancia en peso de 20 y 15% en P. monodon y L. styliostns
alimentados can la hanna de pescado elaborada a partir de anchoveta descompuesta; mientras que el
crecimiento de L vannamei fue afectado.solo en organismos de menos de 1g. En €l presente estudio, el
crecimiento del camaron fue disminuido en 10 y 26 % cuando fueron alimentados con las dietas
suplementadas con as harinas de pescado elaberadas a partir de arenque y anchoveta descompuesta.

En aves se ha reportado un incremento en el crecimiento con dietas suplementadas con 2000
mg kg! de pulrescina; sin embargo, la su;;lementacfén par encima de este nivel de inclusion disminuyé la
ganancia en peso (Smith, 1990). En salménidos, @! electo de |a suplementacion de aminas sobre el
crecimiento es cantradicterio. Watanabe y colaboradores (1987) reportaran que el uso de harinas de

pescado conteniendo 70 mg histamina kg en dietas para trucha arco iris incrementd ligeramente la
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utilizacion neta de la proteina. Fairgrieve el al. (1994), Cowey & Cha (1992) y Fairgrieve et al. (1998) parsu .

parte concluyen que la suplementacidn de aminas (cadaverina, putresaina, histamina) no mejord fa
ganancia en peso. En camaron, Cruz-Sudrez et al. (1996b) observaron un incremento del 8% en la
ganancia en peso del camandn blanco alimentado con una hanna de pescado que se caracterizaba por
contener niveles mederados de aminas biogénicas (746 mg kg1). En el presente estudio se observa un
incremento en peso de los organismos alimentados con las combinaciones de HPT y CH; esta Ulima
combinacidn incremento 11% este parametro. La manera en que la suplementacion de histamina y
cadaverina mejoraron el crecimiento en este experimento no quede clara siendo necesanio realizar més
experimentos para poder concluir si este efecto positive es debido al consumo de cadaverinz o histamina o

posiblemente es un efecto combinade.

1.5.2.3. - TASA DE CONVERSION ALIMENTICIA.

Nakazoe et al. (1994), Romero ef al. (1994), Clancy ef al. (1995), Anderson et al. (1997), Pike
& Hardy (1997), Ricque et al. (1998) y Opstvedt et &l. (1999) han evaluado harinas de pescado hechas con
materias primas de diferente grado de frescura y abservaron que la tasa de conversion alimenticia no fue
afectada significativamente por el cansume de estas harinas. Los productos generadas en el deteriora del
pescado durante su almacenamiento solo actiian sobre el consumo de alimento (efecto anti palatable) y en
gcasiongs sobre la sobrevivencia (efecto 1xico] pero no sobre la calidad nutricional de la harina terminada.
En el presento estudic el deterioro de la materia prima no tuvg ningln efecto significativo sobre este

parametro.



1.5.2.4, - SOBREVIVENCIA.

El efecto de la frescura de [a matetia sobre la supervivencia en camardn no ha sido muy claro.
Cruz-Suarez y ¢olaboradores (1994) reportan una disminucidn del 20% en la sobrevivencia del camardn
blanca L. vannamei alimentados con herinas de pescado ricas en aminas biogenicas (3491 mg kg™).
Ricque ef al. (1998) por su parle concluyercn que la supervivencia no fue afectada en tres especies de
camardn (L. stylirostrs, L. vannamei y P. monodon) alimentados con el segundo grupo de harinas
experimentales ulilizadas en este estudio. En el presente caso abservamos una mortalidad significativa en
los organismos que consumieron la harina elaborada a partir de arenque descompuesta (89 vs 76); también
la supervivencia de los organismos que consumieron la hafina elaborada a partr de anchoveta
descompuesta fue ligeramente disminuida (86 vs 78%). Al abservar el contenido de aminas totales en las
harinas experimentales elaboradas a partir de arenque y anchaveta descompuesta, observamos que las
concentraciones son muy similares (8819 y 7873 mg kg'); se tenia |a sospecha de que el cansumo de
aminas biogénicas en alias concentraciones podria alectar [a supervivencia del camarén, sin embargo
pudimos demastrar en el presentes estudio que estas no son las respansables de causar mortalidad. Cabe
recalcar que el tiempo de almacenado de la materia prima para |a harina elaborada a partir de arenque
descompuesto fue de 9 dias, mientras que para 3 harina elaborada a partir de anchoveta descompuesta
fue de 36 horas. La variacion en el tiempo de almagenado de esta maleria prima nos hace suponer que
durante la descomposicion del arenque otros cornpues!os tbxicos fueron generados causando mortalidad al

camaron y los cuales no fueron producidos durants el deterioro de la anchoveta,

Pensamos que los lipopolisacaridos provenientes de |a pared celular de |as bacterias G(-) son

las responsables de esta mortalidad, desaforiunadamente debide a que se presentaron interferencias en
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los analisis de endotoxinas fue imposible constatar que estos compuestos fueron los responsables de .

reducir dramaticamente la sobrevivencia del camaron.

1.5.2. 5. - CONTENIDQ DE AMINAS EN TEJIDO.

Las poliaminas {putrescina, espermidina y espermina) han sido relacionadas ¢on procesos de
crecimiento y regeneracion de tejido (Bardocz et &l , 1993; Seidel & Scemama, 1997). En ¢! presente
estudio, los niveles de poliaminas en hepatopancreas fueron aproximadamente 3 veces mayor en
comparacion con el misculo del camardn; estas diferencias son de esperarse debido a que el

hepatopancreas tiene mucho mayer aclividad metabdlica en comparacion con el misculo.

El alimenta asi como la presencia de bactenas presentes en el tracto digestivo son fuentes de
aminas; aunque exislen reparles donde se muestra que el aporte de aminas por micrcorganismos as
minime y es el alimento la principal fuente de aminas (Noack et al. , 1996). En el presente trakajo, las
organismas se dejaron sin alimentar 24 haras antes del muestreo con el fin de evitar una pasible aportacion
de aminas por el alimento. Con estos argumentos podemos decir que los altos niveles de aminas
detectados en el tejido del camardn provienen de este y no del alimento; el metabolismo de cada una de las

aminas presentes en el tejido del camardn sera discutido en el préximo capitulo,



b)

<)

d)

1.6. - CONCLUSIONES
Con estos resultados podemos concluir que:

La frescura de |a matenia prima t.anto de harinas de pescado elaboradas a partir de arenque y
anchovela descompuesta afecta el consumo de alimento y el crecimiento del camardn azul L
stylirostns.

La (s) sustancia(s) causante(s) de mortalidad en camardn no se encuentra presenle en todas las
harinas elaberadas a partir de pescado descompuesto, si no que es (son) generada(s) bajo ciertas
condiciones de almacenado.

Las aminas no son las causantes de estos efectos negativas, por el contrario la combinacion de
cadaverina e histamina mejord la ganancia en peso por un incremento en el consumo de alimento.

La frescura de la matena prima no afecta |a concentracién de aminas en tejido de camarén.
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PARTE II: SUPLEMENTACION DE AMINAS BIOGENICAS

2.1. - RESUMEN

Se ha demostrada que la suplementacién dietarla con harings de pescado conteniendo
grandes cantidades de aminas biogénicas reduce el consumo de alimento ¥ la ganancia en peso dsl
camargn y en algunas ocasiones la supervivencia puede ser mermada. Por ofro lado, ha sido
observado que el uso de harinas de pescado con niveles moderados de aminas incrementa la ganaricia
en peso del camaron. Se sospecha que [as aminas biogénicas a altas dosis pudieran ser las causanies
del efecto negativo sobre el crecimiento v a la vez pueden actuar como un promotor de crecimiento a
bajas concentraciones. El abjetive de este lrabajo fue determinar el efecto de la adicion de histamina,
cadaverina, putrescina, espermidina y espermina en alimentos para camarén a diferentes niveles de
suplementacion sobre el crecimiento, consumo de alimento y sobrevivencia del camardn azul L.
slylirostris, asl como el contenido de gslos compuestos en €l tejido de camarones alimentados con
estas dietas experimentales.

Se fabricd una dieta basal cumpliendo los requerimientos nutricionales para camardn azul;
y a parlir de ésta dieta fueron elabo:ada; 25 alir_nenlos adicionales; los cuales fueron suplementados
con histamina, cadaverina, putrescina, espemmidina 0 espermina a 600, 1200, 2400, 3600 y 4800 mg
kg-'. Estas dietas experimentales fueron evaluadas durante 28 dias en L. stylirostzis con un peso
promedio inicial que vario de 66 a 75 mg, con 5 (histamina y cadaverina) o 3 (putrescina, espermiding y

espermina) replicadas por tratamienta y 10 organismos por acuario.
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La suplementacion de histamina y cadaverina no afecto el consumo de alimento; en .

cambio |a adicidn de putrescina, espermidina y espermina ingrementaron este parametro. La adicién de
histamina y espermina mejoraron significativamente la ganancia en peso; los arganismos alimentados
con 1200 y 2400 mg kg' de histamina y 1100 mg kg' de espermina mostraron los mejores
crecimientos, este mismo resullado fue observado en los organismos alimentados con las dietas
suplementadas con espermidina a todos los niveles de suplementacidn; sin embargo los altos niveles
de suplementacion de estas aminas asl como [a adicién de cadaverina redujeron este parametro. La
tasa de supervivencia no fue afectada par la suplementacién de histamina, cadaverina, pulrescina,
espermidina o espermina. La tasa de conversién alimenticia solamente fue afectada significativamente
por la suplementacion de espermina, la suplementacion de 1100 mg kg dic la mejor tasa de

conversian (1.5).

Las organismos alimentados con histamina y pulrescina dietaria presentaron

concentraciones de estas aminas en tejido por debajo de los limites de deteccion (50 ug mg); en

cambio la adicion de pulrescina, espermidina y esperming en los alimentos incrementargn
significativamente la concentracién de espermidina en el fejido de los organismos alimentados con

dichos alimentos.

~

Con estos resultados concluimos que la suplementacion de histamina, cadaverina,
putresciria, espermidina y espermina a las dosis evaluadas en este estudio no atecto la sobreviviencia.
La suplementacion de histamina, pulrescina, espermidina y espermina incremgntu la ganancia en peso,
sin embargo altos niveles de suplementacidn provocaron una reducci()n.en este paramelro. La

suplementacion de 1100 mg kg! de putrescina asl come lodos los niveles de suplementacion de



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

metabolizar aminas ya sea para formar nyevas aminas {i.e. putrescina y espermina son metabolizadas

para formar espemidina) o para excretarids tal como ha sido reportado en otros arganismos.

2.2 - INTRODUCCION

Las aminas biogenicas se encuentran naturalmente presentes a bajas concentraciones en
ingredientes y alimentos, no constituyendo un peligro su consuma (Bardocz et &f. , 1993); sin embargo su
presencia a elevadas concentraciones es indicativo de un proceso de deteriora (ten Brink, ef al. , 1990;
Sander et al. , 1996; Veciana-Nogues of af., 1997) y su ingesla puede ocasianar cambios en ia presion
sanguinea (fenlletilamina), disminucidn de la motilidad del intestino, diamea, estimulacidn de la secrecion

de &cido gastrico (histamina), capacidad vasoactiva (histamina) efc.

En aves, el consuma de histamina ha provocado erosion de la molleja (Galleguillos, 1995);
mientras que a suplementacion de putrescina (Smith, 1990), cadaverina (Smith ef al, 1995b), espermidina
(Smith et al. , 1996a) y espermina (Smith & Sousadias, 1995) a elevadas concentraciones redujo el

consumo de alimento y el crecimiento.

Debid'o a que estos compuestos san termoestables han sido ulilizados coma criterios de
calidad para la seleccién de harinas de pescado utlizadas para la elaboracion de alimentos acuicolas
{Messerich, 1994; citado por Subramayam, 1996; Cruz-Suérez et al,, 1995; Pike & Hardy, 1997). El efecto
de la alimentacién a peces con dietas srllplementadas con aminas no esta daro. Cawey & Cho (1992)

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

.
A



52 -
1) a trucha arco iris reduce su crecimiento y &sl como &l consumo de dicho alimento; sin embargo, cuando .

esta poliamina fue suplementada a 4000 m; kg no causo ningun efecto negativa. Fairgrieve et al. (1994)
y Castro (1991) por su parte abservaron que |a alimentacion de histamina causd lesiones en ¢l intestino de
la trucha arco iris; sin afectar €l crecimienta, tasa de conversién alimenticia, consumo de alimento y
sobrevivencia. En camardn, se ha reportado una disminucion en el consumo de alimento, crecimienta y en
algunas ocasiones mortalidades cuando fusron alimentados con dietas suplementadas con harinas de
pescado caracterizadas por contener altos niveles de aminas biogénicas (H, C, P, T y F, 3491 mq kg-');
aunque, cuando utilizaron harinas de pescédo con niveles mederades de estos compuestos (746 mg kg-')
se observd una mejara en la ganancia en peso (Abdo de la Parra, 1994, Tapia-Salazar et al. , 1996). En el
bioensayo donde se evalué el efecto de fa combinacion de aminas biogénicas (parie ), se observa un
gfecto promotor de crecimiento en los camarones alimentades con a dieta suplementada con cadaverina
e histamina. Debido a que fue imposible determinar si la mejora en ganancia fue ocasionada por el
consumo de cadaverina 0 histamina; el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
suplementacién de histamina, cadaverina, putrescina, espermidina y espermina a niveles crecientes sobre
el crecimiento y sobrevivencia del camarén azul L. slylirostn’s asi como su impacto en €l contenide de

aminas en lejido de camarones alimentados con estas dietas.
2.3, - MATERIAL Y METQDOS

2.3.1. - DIETAS EXPERIMENTALES

Una dieta basal {conirol) fue formulada (Tabla 12) cubriendo los requerimientos

nutricionales para peneidos establecidos por Akiyama et al. (1991). 25 dietas experimentales mas
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fueron elaboradas a partir de esta formula base y suplementadas con 1000, 2000, 4000, 6000 y 3000 .

mg kg' de sales de aminas (histamina hidrodorada, cadaverina dihidroclorada, pulrescina
dihidroclorada, espermidina trhidroclorada o espermina tetrahidroclorada) para obtener en los
aglimentos concentraciones de aminas libres: 600, 1200, 2400, 3600 y 4800 mg kg-! para las dietas
suplementadas con histamina (2-[4-imidazoly(] ethylamine); 500, 1100, 2300, 3500 y 4600 mg kg-! para
las suplementadas con cadaverina (1-5 diaminopentane); 500, 1100, 2200, 3300 y 4400 mg kg-! para
las suplementadas con putrescina (1,4-diaminebutans tetramethylenediamine); 500, 1100, 2200, 3400 y
4500 mg kg para las suplementadas con espermidina (N-[3-aminopropil]-1,4-butanediamine) y 500,
1100, 2300, 3400 y 4600 mg kg-! para las suplementadas con espermina (N,N -bis [3-aminopropil]-1,4-
butanediaming). La dieta control fue manufacturada una sola vez para ser usada en fodos los
experimentos. Una dieta comercial, Rengen migaja, fue ufilizada como control extemo en los
bioensayos nutricionales donde las dietas suplementadas con histamina y cadaverina fueron
evaluadas. La dieta comercial utilizada para el primer bicensayo fue proporcionada por la granja de
camardn Aquastral §.A. de C.V. (R1) y para el segundo fue suministrada por el distribuidor en México

del alimento de la compaiia Rangen Inc. (R2).

Tabla 12- Formula basa (%, base htmeda).

- (%) i
Harina de pescaua! 2.2
Pasta de soya? 36.10
Harina de trigo? FR1|
Mezcla vitaminica! 0.25
Mezcla mineral® 0.25
Colestero 0.14
Adido alglnico? 3.00
Hexametatosfato dé sodic® 1.00
Etoxiquin® 0.02
Lecilina da saya F-100'0 20
Avella de pescadg'! 393

Flavorpack® 0.50




“ .

1 Fundacidn Chile. Composicién qulmica: humedad 7.2%, protaina 70.5%, Ipidos 8 4%, ceniza 14%, arena 0.1%, cloruros 2.3%, FFA 4 6%,
histanina 545 ppm Y TVN 105 mg 100g!

2Pgtelnas Naturales S.A. de C.V., Montermey, Nuevo Ledn

¥ Harina de trigo para consumo humana (SAMs, Club)

S12INVE Bassrode, Belgium

$SIGMA No. Cat, C3202

! Aldrich, US4, No. Cat. 180947

4 Algrich, No. Cal. 30, 5553,

1Dresen Quimica, México

9 Certtral Soya, USA

M lnual-Tepual, Santiago, Chile,

Las dietas fueron elaboradas como se describid en la seccidn elaboracion de dietas
experimentales en la parte |. Las sales de aminas asl como el atractante fueron disueltas en 100 mL de
agua y posteriormente incorporadas al resto de los ingredientes y mezcledos durante 10 minutes antes
de extruir, E| analisis proximal asi como el anélisls de 1a pérdida de la maleria seca en las dietas
experimentales fueron llevados a cabo en este laboratorio utilizando las metedologias citadas en la
seccion dietas experimentales de la parte |. Cada dieta fue evaluada para pérdida de la rnalelria 5eca
con 6 replicados por dieta. El contenido de aminas antes y después de la prueba de estzbilidad fue
analizado por HPLC. Los analisis de aminas en |as dietas suplementadas con histamina y cadaverina

fueron realizados por la compaiiia 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).



2.3.2. - BIOENSAYO DE CRECIMIENTO

Estos experimentos fueran (fevadas a cabe 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 dias en Lilopenaeus styfirostris con un peso promedio iniciel

que vario de 61 a 76 mg, utiizando S thistamina y cadaverina) o 3 (pufrescina, espermidina y

gspermina) replicados por dieta y con 10.arganismeos por acuario. Las condiciones de expsrimentacién

para estos bicensayos son resumidas en la Tabla 13. Los organismos utilizados para el bioensaya

donde las dietas suplementadas con histamina y cadaverina fueron proporcionados por la granja de

camaron Aquastrat y el laboratorio de postlarvas de camaron Mariteg. Los organismos utilizados en el

resto de los alros experimentos fueron proporcionados por la granja de camaron Sepraofin.

Tabla 13.- Condiciones de experimentacion,

Putrescing ¥ 1

Bicensayo Histamina Cadaverina Espermidina Espermina
Temperatura (¢C) 28 28 a 29
Salinidad {g L'Y) 35 B 30 30

pH 8.1 8.1 8.2 8.2
NHz+NHy(ppm) 0.66 056 068 064
NCz (ppm) 175 175 ° D75 075
NO+ (ppm) 9.5 985 146 146
Q0 (ppm}) 49 49 50 5.0
Fostalgs (pom) 05 0.50 045 045
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2.3.3.- ANALISIS DEL CONTENIDO DE AMINAS EN TEJIDO DE CAMARCQN.

El procedimiento de muestro asi como el metode para el analisis de aminas en tejida de
camardn fueren realizadas siguiendo el procedimiento descrito en él capitulo lil. Para la cuantificacién
de aminas en tejido de camardn se realizaron 5 (histamina y cadaverina) 6 3 (putrescina, espermiding y
espermina) extracciones por tratamiente (1 por replicado) y una (muestras de hepatoparicreas de

camaron) o dos (muestras de miisculo de camardn) inyecdiones por extraccian.

2.3.4.- ANALISIS ESTADISTICO

Para determiar |2 forma de la curva de respuesta a niveles crecientes de cada una de |as
aminas evaluadas se realizé un analisis de regresion por contrasies ortogonaies (Montgomery, 1991)

utilizando el programa computacional SAS (1987). La tendencia lineal o cuadratica fue considerada

significativa cuando P < 0.05. Las dietas comerciales fueron excluidas de los analisis estadisticos.

2.4. - RESULTADOS
2.4.1.- DIETAS EXPERIMENTALES
La ccmposicién quimica de las dielas experimentales es presentada en la Tabla 14. El

contenido nutrcional de |as dietas experimentales fue cercano a los valores tedricos calculados. Los

contenidos de humedad, proteina, lipidos, ceniza, fibra, extracto libre de nitrdgeno v la perdida de la
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materia seca en las dietas experimentales fueron de §.3+£0.4, 40.610.5, 9.3£0.2, 85204, 15202, .

31.720.7 y 5.5£0.9% respectivamente. Para el caso de las dielas comerciales fueron de 8.612, 40.3£2,

9.3+0.2, 10.8+0 4, 2.6+0.7, 28.6+3.0 y 6.3+2% respeclivamente.

El contenido de aminas en las dietas experimentales es presentado en la Tabla 15. €l
contenido real de cada una de las aminas suplementadas en las distas expenmentales fue supenar a
las concentraciones tedricas; €l 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 tedricas. L.as
dielas suplementadas cvon espermina  fueron las Unicas que en su lotalidad presentaron
concentraciones por debaje de los niveles tedricos establecidos (5.8 a -13.13%). Después de sumergir
muestras de alimento en agua marina durante 1 hora, la concentracidn de aminas varid de 25 g 28, 18
a 31,10 a 27, 20 a 47, 51 a 61% del valor inictal para las dietas suplementadas con histamina,
cadaveri.a, putrescina, espermidina y espermina respectivamente. Para la dieta control los contenides
de histamina, espermidina y espermina fueron de 46, 69 y 64% del valer inicial; mientras que las
concentraciones de cadaverina y putrescina fueron por debajo de los limites de deleccion. Para el caso
de la diela comercial, los niveles de amiﬁas antes y después del analisis de la pérdida de ia matenia

seca fueron menores a los limites de deteccién.



Tabla 14.- Compasicidn quimicz de las distas suplementadas con aminas (%, as fed).

Humeded Proteina LUlpidos Ceniza Fiom EWN  PMS

Histamina
0 34 4090 93 87 1.7 39 5Bx6
600 3.1 40.3 83 8.1 1.6 326 558
1200 8.8 407 9.2 73 2 323 585
2400 83 404 92 9.2 13 3.2 585
3500 835 405 9.5 9.2 15 309 631
4300 8.2 413 9.2 85 16 M2 633
R(1) 938 a“i 94 10.5 21 265 739
Cadaverina :
0 84 400 93 87 17 N9 52+6
500 84 4.2 94 B4 18 38 5745
100 88 403 95 85 16 35 557
2300 9 07 95 6.2 17 309 55¢7
3500 89 408 92 8.2 16 315 5213
4600 9 414 86 8.2 18 313 58+6
R(2) 73 88 9.1 11 31 N7 4rze
Pulresting
0 84 40.0 91 8.7 17 319 63t6
500 79 40.1 95 84 15 326 53418
1100 82 415 95 8.2 14 312 6616
220 8 442 94 82 13 9 75413
3300 74 410 93 8.3 12 324  73:8
4400 78 44 9.2 9.6 13 329 69t
Espemmidina
0 84 400 93 ar 17 19 377
$00 8.1 403 91 34 16 25 4949
100 ] 41.2 94 9 18 N6 48z
200 8.1 411 92 a3 18 N5 464!
3400 9 43 9 83 18 322 4822
4500 8 4.7 91 ar 1.7 08 4382
Espermina
0 84 40.0 93 87 17 39 3.3z
500 84 40.3 85 8.2 15 31 42+
1100 8.2 40.8 96 92 13 309 402
2300 84 40.0 97 8 13 326 4.5+
3400 75 4089 98 8.2 12 325 5342

4800 748 411 8.5 95 13 38 4641




Tabla 15 - Contsnida de aminas en ks alimentos para camarén suplementados con amings

antes (A) y después {0) de |a prueba de estzblidad (mg de amina librs kg de alimento).
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2.4.2.- BIOENSAYO DE CRECIMIENTQ
2.4.2.1.- SUPLEMENTACION DE HISTAMINA

Los resultados del bioensayo de crecimiento de los arganismos alimentados con dielas

suplementadas con histamina se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16 - Resuitados del bioensayo de crecimiento de los arganismos alimentados con histamina.

P pW  CAY CA” GPZ  GP®  TCA®  TCAM g2 g%

(g} {9l {a) (g) (%) {%) (%) (%)
R{ 0.1§ 0.28 0.12 049 11 265 192 245 98 3
0 0.21 0.44 0.25 a7 {2 490 1.88 198 100 100
6500 020 042 0.26 073 172 462 200 214 98 34
1200 0.22 0.47 0.25 0.74 191 §32 1.73 1.87 10 92
2400 0.24 048 026 074 1w 535 194 186 9 100
3600 0.21 0.4 0.25 Q.73 187 490 1.83 201 96 98
4800 0.20 043 0.24 0.70 164 472 199 200 38 g2
Pooled 50 001 Q.04 082 0.04 14.2 492 0.14 0.17 4.54 872
Significancia
Lineal 014 0.78 0.21 033 .21 Q.74 051 076 0.36 0564
Cuadritica 0.14 0.04 Q73 Q.15 0.08 0.04 017 017 0.93 053

! Pesas promedios individuales
25 valores por tralamienta
114 dias

#28 dias.

El consume de alimento, tasa de conversion allmenticia y sobreviviencia no fueron
afectados significativamente por la suplementacion de histamina, El consumo de alimento al final del
expenmento vario de (.70 a 0.74 g; los organismos alimentados can 1200 y 2400 mg kg ' de histamina

consumieron ligeramenie mas alimenta. La tasa de conversion alimenticia vario de 1.86 a 2.14. Un
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efecto cuadratico significativo (P = 0.04) fue cbservado al final del experimento en el peso final y en la .

ganancia en peso (Fig. 7); la suplementacion de histamina a 1200 y 2400 mg kg incremento el
crecimienta 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 alimentacidn can |a dieta comercial provocéd un pobre
crecimiento (265%) y una tasa de conversian alimenticia alta {2.45) en comparacin con el resto de las

dietas experimentales.

ael y=-9E-06x  +0.04x + 476.47

L J
520 | . ¥y
(%) s ‘/——\
*

440 |

400

9 1000 2000 3000 4000 $000
Nivel suplementado (g kg ')

Figura 7.- Ganancia en peso de los orpanismos alimentados con histamina dietaria.
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2.4.2.2.- SUPLEMENTACION DE CADAVERINA

La Tabla 17 muestra los resultados bioldgicos del bioensayo de crecimiento de los

camarones alimentados con dietas suplementadas con cadaverina.

Tabla 17.- Resultades del bicensayo de crecimients da los organismos alimentados con cadaverina.

Pa___PM  CAZ  CAW  Go®  GPY _ TCAY  ToA® s oo

(@) (g (g) {9 (%) (%) (%) (%]

R2 Q17 0.2 0.25 052 124 250 2.78 2N 98 93
0 0.Z7 043 0.34 0.70 249 471 1.82 204 98 99
500 0.24 0.41 U 064 20 443 202 196 100 9% -
1100 0.21 0.38 0.3 0.61 182 398 2% 211 100 90
2300 0.26 043 0. 067 283 464 1.85 198 98 92
3500 0.25 0.34 0.4 066 224 405 207 221 97 93
4600 0.24 0.42 0.3 063 218 43 2.08 202 100 k)
Pogled SD 0.03 0.07 0.02 006 408 978 0.35 035 kAT 7.28
Significancia

Lneal 0.89 0.99 068 0.76 080 080 0.58 074 075 0.29

Cuadratica 0.51 0.51 0.49 0.18 0.55 0.5 0.69 078 0.59 0.15

' Pesas individuales

25 valores por yalamiento
314 dias

428 dias.

El consuma de alimento, tasa de conversion alimenticia, sobrevivencia y ganancia en pesc
del camaron no fue afectada por €/ consumo de dietas suplementadas con cadaverina. El cansumo de
alimento y la tasa de conversion alimenticia van'a;on'de 0.6120.70g y de 1.96 a 2.21 respectivamente.
La suplementacion dietaria con niveles crecientes de aminas redujo la ganancia en pesoen 6, 15, 1, 14
y 4% (no significativo). Al final del bioensayo, la scbrevivencia fue mayor al 90% en todos los
tratamientos evaluadgs. Los organismas alimentados con la dieta Rangan migaja tuvieron un pabre

crecimiento (250%) y una elevada tasa de conversion alimenticia (2.9).
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24.2.3. - SUPLEMENTACION DE PUTRESCINA

Los resultados bioldgicos de! efecta de |a suplementacian de putrescina en dietas para

camaron se resumen en la Tabla 18,

Tabla 18.- Resultados del bioensaya de crecimiento de los organismes alimentados con putrescing.

P PM_CA® _ CAW  Gpd  GP® _ TCAW  TCAW __ s@ M

9 (g) {g) (g) (%) (%) (%) (%)
0 Cr 047 037 08 2% 52 195 222 100 100
500 026 042 038 085 238 458 215 246 100 100
1100 027 04 03 089 2% 483 204 246 100 100
2200 024 04 040 089 2 506 2.35 134 100 100
3300 028 05 040 093 28 592 193 209 100 100
4400 07 046 037  08Y 25 508 1.88 218 100 100
Pgoled SD 0.02 0.05 002 0.07 25 642 0.1 033 - -
Significancia
Lineal 049 Q2 0w 0¥ 08 (2 0.39 0.31 . -
Cuadrética 057 073 041 016 059 08 0.1 066 s -

"Pesos individuales
5 vaores por tratamiento
314 dias

b28 diss.

El consuma de alimento en los diferentes tratamientos vario de 0.81 a 0.93 g; se observd
un incremento en este parametro en los arganismos alimentados con las dietas suplementadas con
500, 1100, 2200 y 3300 mg kg-'; sin embargo, con el maximo nivel de suplementacidn el consumo fue
mencr, Los organismos alimentados con todos los niveles de suplementacion redujeron la ganancia en

pesa entre un 3 a 12%; con excepcién de la adicidn de 3300 mg kg! mejoré este parametro en un
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13.84%. La tasa de conversidn alimenticia no fue afectada significativamente por |a suplementacion de .

pulrescina y vario de 2.1 a 2.5, Después de 28 dias de expefimentacion, la sabrevivencia fue del 100%

para todos los tratamientos.

24,2.4,- SUPLEMENTACION DE ESPERMIDINA

Los resultados de la evaluacidn de dietas suplementadas con espemmidina se presentan

enia Tabla 19.

Tabla 19.- Resultados del bioensayo de crecimianto de los organismas alimentados con espermidina.

Pv PY  Ca® CAW | GPR GPM TCA®  TCA®  S% 5w

) (9) (g) (9) (W) (%) (%) (%)
0 Q.27 0.47 0.37 0.8 257 520 1.94 29 1® 99
500 0.26 0.48 0.40 0.86 247 538 215 223 100 100
1100 0.30 052 040 0.96 0 595 1.34 213 100 9
2200 0.26 053 040 0.2 253 804 214 204 100 97
3400 0.26 051 0.40 0.92 257 579 210 213 100 o7
4500 0.29 0.56 0.41 093 Pl 639 1.84 1.9 100 o7
Podled SO 0.02 0.07 0.01 004 %38 202 0.19 0.33 g 384
Significancia
Lineal 0.53 0.21 0.03 0.06 0.43 Q.21 0.87 0.41 = 0.26
Cuadratica 074 0.80 0.14 0.17 066 0.8¢ 0.33 094 . 0.78

1Pesos individuales
35 valoras por tratamianto
214 dias

©23 dias.

El suministro a camardén de alimentos adicionados con espermidina incremento el

consume de alimento (P = 0.06); los crganismos alimentados con las dietas suplemenladas con
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gspermidina consumiercn 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 adicion de espermidina a lodos los niveles de
suplementacion provocd una mejor ganancia en peso, este parametro fue mejorado hasta en un 21%
con el maximo nivel de suplementacion. La tasa de conversidn alimenticia y la supervivencia no fueron
afectadas por la alimentacion con dietas ricas en esta peliamina; al final del expenimento la tasa de

conversidn alimenticia y la supervivenda variaron de 2.04 a 2.23 y de 97 a 100% respectivamente.

2.4.2.5.- SUPLEMENTACION DE ESPERNINA

La Tabla 20 muestra los resultados de la evaluacién del efecto de la suplementasion de

esparmina en dietas para camardn,

Tabla 20.- Resultados del bioensayo de crecimienio de los organismos alimentados con espermina.

Pn__ PS_ CA®  CAM _ GPN __GPW  TCAY  TCA® g% &M

{g) (] (9] (9) (%) (%) (%} (%)
0 0.5 0.50 0.35 081 376 716 210 187 100 100
500 0.26 0.56 038 086 424 813 1.8 185 100 100
1100 0.27 0.68 0.35 093 451 1022 163 150 100 97
2300 0.24 0.52 0.35 080 404 760 1.95 181 100 100
U400 0.26 0.63 0.35 095 4% 938 1,74 168 100 100
4600 0.2 0.41 0.35 0.88 38 571 220 254 100 97
Paoled SD 0.02 0.08 0.01 005 s 132 0.3 032 0 3.33
Significancia
Lineal 0.39 0.15 059 o7 © 043 0.15 0.32 003 0 047
Cuadratica 0.02 0.01 0.60 0.28 001 0.01 0.02 0.01 0 067

' Pesos indiviguales
25 valgres por tralamiento
314 dias

©28 dias.



El consumo de alimento fue incrementado por la suplementacién de espermina (P = 0.07);
los niveles de suplementacion 1100 y 3400 mg kg-' causaran un mayor consumo de alimento y mejora
el crecimiento en un 1022 y 938% respectivamente (Fig 8). Sin embargo, el maximo nivel de
suplementacion (4600 mg kg-') redujo esle parametro en un 20%. La suplementacion de espermina
causo un afecto cuadratico significativo sobre la tasa de conversion alimenticia; los organismos
alimentados con 1100 y 3400 mg kg presentaron el mejor valar (1.50 y 1.68 respectivamente);
mientras que los organismos alimentados con 4600 mg kg! obtuvieron la peor tasa de conversién

(2.54). Al final de experimento |a supervivencia fue mayor al 97% para todas las dietas experimentales.

y = -43.643%- 288.01x + 45

1200
1000 ~, r
80 ;74'—_1\§
(% 600
&0
x0
0

0 50 OO 2300 M0 460
Nivel suplementado (mg k&

Figura 8.- Ganandia en pesc de tos organismes aimentados con espermina distaria,



2.4.3.- NIVELES DE AMINAS EN TEJIDO DE CAMARON
2.4.3.1.- SUPLEMENTACION DE HISTAMINA .

E! contenido de aminas en tejido dc camardn alimentados con las dietas suplementadas

con histamina es mostrado en la Tabla 21.

Tabla 21.- Contenido de aminas en tejido de camardn alimentados con histamina,

Nivel suplemeniada Misaula Hepatopancreas
(mg kgY) Ct Spd! Spm! c? Spd? Spm?
(g ma' muestra seca homogeneizada)
R1 6 15 " 38 238 171
0 § 14 # 57 287 162
500 3 13 75 49 267 162
1200 6 4 n 58 288 158
2400 L3} 14 a5 79 a3 148
3600 6 15 82 4 272 142
4800 4 16 82 4 261 138
Poaled SD 1.8 23 156 5 778 405
Significancia
Uneal 0.9413 0.0442 05175 07618 0.6297 02300
Cuadrdlica 0.2804 0.5856 0.9523 0.5610 0.8168 0.8510

En el tejido de los camarones alimentadps con |as dietas suplementadas con histamina fue
sclamente posible cuantificar cadaverina, espsrmidina y espermina (Fig. 9). Las concentraciones de
histamina y putrescina estuvieron por debajo de las limites de deteccion (50 pmol mL-). El cantenido
de espermidina en muscula de camaron fue afectado significativamente per la histamina dietaria (P =

0.044), incrementandose muy ligeramenle la concentracién de esta amina con el nivel de
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suplementacién; cabe hacer mencién que esto no fue abservado en tejido de hepatopéncreas. Las.

concentraciones de cadaverina, espermidina y espermina fueron mayores en el hepatopancreas que en

el mUsculo del camaron.

Hepatopéncreas

40
400 +
330 1
360 +
30 +
320 4+
300 4
240 +
260 L+
- 240 1-
- 220 +

Miscub 120 +
160 4

140 +
160 139 +

L ‘\_.___‘,.".“—t—t 100 +

% |
40 4

P == = —= =~ » |
Q v

U 500 1200 2400 3600 4800
Nivelsuple mentada (g kg')

;

rama’)

0 600 1200 2400 J800 4300
Nivel1uplementado (mg kg'')

—&—C —8&—Spd —&—Spu ——C —8—S$pd —@—3pa1

Figura 9.- Contenido da aminas en lgjido de camarones alimentados con dietas suplementadas con histamina.



2.4.3.2.- SUPLEMENTACION DE CADAVERINA.

El efecto de la suplementacidn de cadaverina sobre 1a concentracion de aminas en tejido

de camarén es mostrade en la Tabla 22.

Tabla 22.- Contenido de aminas en tejido de camarédn alimentados con cadaverina.

Nivel suplementado Misculo Hepatopancreas
{ma kg'") C! Spd! Spm! ¢l Spdé Spmé
(g mg' de muestra seca homogeneizada)
R2 k| 17 39 pid 0 247
g 8a 1§ 39 98 500 269
500 8a 19 45 105a 3% 249
1100 9a 16 46 154a 431 246
2300 13a 14 42 07H 432 243
3500 18 18 45 331d 453 243
4600 25 12 39 5064 440 261
Pocled SO 36 41 134 102 92 43
Lineal 0.0001 0.1011 0.7840 0.0001 0.824% 0.8546
Cuadrética 0.2146 0.2387 0.1661 (.9673 0.4400 0.3985

La concentracidn dé cadaverina en t¢jido de camardn se incrementd linealmente con el
consumo de cadaverina dietaria (Fig. 10); los organismos que consumieron las dietas suplementadas
con 2300, 3500 y 4600 mg kg' de cadaverina presentaron las mayores cancenlraciones. Las
concentraciones de esta poliamina en el mlsculay r!epatopéncreas del camardn aumentaran de 3 a 25
y de 27 a 506 pg mg-' respeciivamente. Las cantidades de espermidinag y espermina €n tejido no
fueron afectadas por sl consumo de esta poliamina; vanando de 12 a 19 y de 398 a 500 ug mg! para
tejido de misculo y de 39 a 54 y de 246 a 268 ug mg! para de hepatopancreas. Las concentraciones

de histamina y putrescina en los tejidos analizados fueron por debajo de los limites de deteccion.
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2.4.3.3.- SUPLEMENTACION DE PUTRESCINA.

E! contenido de aminas en el tejido de los camarones alimentadas con dietas

suplementadas con putrescina es presentado en la Tabla 23.

Tabla 23.- Contenido de aminas en tefido de camardn alimentados con putrescina.

Nivel syplementado Masculo Hepalgpancreas
‘mg kg-‘l] SNI Spm1 st? SWI
{ug mg! de muestra seca homogenizada)

0 21a 70 2573 173
§X) 26a rid 304a 162
100 0a 67 353a 124
2200 b 72 409a 171
3300 26a 63 500 163
4400 J1a 65 534b 162
Pooled SD 14 a7 79 36
Slgnificancia

Linea 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 camardn
fueran por debajo de los limites de deteccién (50 umol mL1). La suplementacidn de pulrescina
aumentd linealmente la concentracién de esQen'nidina en misculo y hepatopancreas (Fig. 11);
incrementandose de 21 a 34 y de 257 a 534 g mg'; respeclivamente; los arganismos alimentados con
3300 y 4400 mg kg-' presentaron (a mayor concentracidn en hepatopancreas; mientras que los
alimentados con 2200 mg kg' presentaron la mayor concentracidn en tejido. La concentracion de
gspermina tanto en masculo como hepatopancreas no fue afectada par el consumo de esta poliaming;

las concentraciones de esta amina variaron entre 65 y 72 y enfre 124 y 173 pg mg-! para misculo y



hepatopancreas respectivamente,
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Figura 11- Contenido ds aminas en tgjida de camarones alimentados con dietas suplementadas con putrescina.
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2.4.3.4.- SUPLEMENTACION DE ESPERMDINA.

El efecto de (a suplementacion con espermidina dietaria sobre la concentracion de aminas

en lejido de camardn es mostrado en la Tabla 24.

Tabla 24.- Cantenido de aminas en tejido de camartn aimeniados con espermiding.

Nive! suplementado MUsculo Hepatopancreas
{mg kg) Spd! Spm? Spd? Spm?
(g mg! de mueslra secs hamogenizada)
0 21a 70 573 173
500 253 86 Wra 151
1100 28a 83 5042 155
2200 32b 74 6296 184
3400 33 80 729n 172
4500 KF{s] w 980b 214
Pooled SD 52 1241 i1 35
Significancia
Lineal 0.0001 0.5883 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 limites de
deteccion. La espermidina dietania incremento linealmente ¢l contenido de esta amina en ¢l tejidc de
camarén (P = 0.0001; Fig 12); los valores creck;rori de 21 a 37 y 257 a 980 pug mg! para musculo y
hepatopancreas respectivamente. Los camarones que consumieron las mayores concentraciones de
espermnidina dietaria presentaron concentraciones significativamente mas grandes que los arganismas
alimentados con la dieta contral y los menores niveles de suplementacién. La suplemeniacién de

espermidina no afecte el contenidq de espermina en €l tejido de camardn; las concentraciones de esta

.
A
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poliamina variaron entre 70 y 86, y entre 151 y 214 ug mg! para mdsculo y hepatopancreas.

respeclivamente. Cabe remarcar que el incremenio lineal de la espermidina en el lgjido de

hepatopéncreas fue cercano al nivel de significancia (P = 0.085).
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Figura 12.- Contenido de aminas en tejido de camarunes dimentados con dietas suplementadas con espemnidina.
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2.4.3.5.- SUPLEMENTACION DE ESFERMINA.

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 camarén alimentades con espermina.

Nivel suplementado Misculo Hepatopincreas
(mg kg Spd! Spm' Spd? Spm?
{19 mg-! de muestra seca homogeneizada)
0 18a 72 5453 212
§00 233 82 §12a 07
1100 21a 85 828a 255
2300 28 b 78%a 243
3400 2% 78 1002b 212
4600 I 72 770a 193
Poaled SD 49 133 186 51
Lineal 0.0001 03733 0.13%0 0.5526
Cuadratica 14184 0 2450 0.0802 0.2003

Las concentraciones de histamina, cadaverina y putrescina fueron por debajo de los
limites de deteccién. La alimentacion de espormina al camardn incremento significativamente la
concentracion de espermidina en el musculo y hepatopancreas (Fig. 13); con aumentos de 18 a 37 y de
545 a “002 ug mg' respectivamente. La alimentacion de dietas suplementadas con espermina a
camarol, no afecto la conceniracion de gsta amina en tejido. La cantidad de esta amina vario enltre 72 y

85, y entre 193 y 255 ug mg-! para masculo y hepatopancreas respectivamente.

A
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25.- DISCUSION

2.5.1.- CONTENIDO DE AMINAS EN LOS ALIMENTQOS EXPERIMENTALES

En general las concentraciones de cada amina suplementada en las dietas experimentales
estuvieron cercanas o ligeramente superiores a los valores tedricos calculades; solamente en algunos
glimentos (dietas suplementadas con espermina) las concentraciones fueron por debajo a los valares
tedricos previamente establecidos. Esto se explica por la presencia de aminas intrinsecas en los
ingredientes utilizados para elaborar las dietas experimentales; los cuales se pueden ver en el anélisis
de aminas en la dieta control, sclantente tres aminas (histamina, cadaverina y espermidina)
presentaron niveles sustanciales en las distas confrol: histamina 380492 mg kg, cadaverina 115-141

mg kg y espermidina 88- 126 mg kg-.

Cabe hacer mencidn que los alimentos suplementados con cadaverina e histamina asi
camo la dieta sin suplementar fueron realizados por el labaralorio de analisis quimicos de la campafiia
Inual-Tepual. Al comparar en contenido de aminas presentes en la dieta sin suplementar obtenidos por
\a companiia y los realizados por nasotros gbservamos que las concentraciones son muy similares, por

io que podemas inferir que los emores analiticas cometidgs fueron minimos.

-

L

Una de las caracteristicas generales de las aminas es su elevada solubilidad en agua
(Morgan, 1992). Las concentraciores de las aminas, principalmente histamina, cadaverina, putrescina y
espermidina, fueron reducidas hasta en un 70% después de haber sumergido muestras de dichos

alimentos durante una hora en agua marina, confirmandose con estos resultadas dicha prapiedad. En
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el caso de las poliaminas (pulrescina, espermidina y espemina) cuando estas se encuentran en forma

de hidracloruros 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 |as poliamnas ulilizadas en € presente estudio fueron en forma de sales cloradas; sin

embargo, las dietas suplementadas con espermina sclamente perdieron alrededor entre 31 y 49% del

nivel suplementado. A pesar de que los hidrocloruros de aminas son solubles en agua es probable que

[a contante de solutilidad de cada uno de estos compuestos sea diferente entre ellos, lo cual explicaria

las diferencias en los porcentajes de aminas encontrados en los alimentos después de haberlos

sumergido en agua marina.

2.3.2. - CONSUMO DE ALIMENTO.

En aves se ha observada que el yso de alimentos conteniendo grandes cantidades de
aminas biogenicas suplementadas o provenientes de harinas de pescado elaboradas a partir ds
malteria prima descompuesta disminuye drasticamente el consumo de alimento (Huisman et al., 1992).
Galleguillos (1995) alirﬁento pollos con dietas suplementadas con diferentes niveles de histaming;
observé que la adicion de 1500 y 3000 g kg-! reduje el consumo de dichos alimentos en un 7%. Smith
y colaboradores (1996b) por su parte repartan que |a suplemeniacién 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 reportadas en ratas; Til ef al. (1997) observaron que el
suministra de alimento conteniende 10 000 mg kg-' de cadaverina redujo 10% |a ingesta de esta dieta.
En peces, Fairgrieve y colaboraderes (1358) observaron que la alimentacién con dietas suplementadas

con 2000 mg kg™ de histamina a trucha arco iris redujo el consumo de alimerito, Walanabe et al. (1987)



n.
y Fairgrieve et 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 reducida.

El efecto de las poliaminas en aves y ratas sobre el consumo de alimento ha sido
relacionado ¢on su carga catidnica y peso molecular. Jeevanandam et af (1997) observaron que ratas
alimentadas con 500 y 1000 mg kg' de espemmidina consumieron menos alimento (469 y 414 g) en
comparacion can aquellas que ingirieron'la dieta sin suplementar (480 g). Til ef al. (1897) por su parte,
reportan que el suministro de alimentos contenfendo hasta 10 000 mg kg de tiramina no redujo el
consumo de dichos alimentos; sin embargo cuande adicionaron cadaverina, putrescina, espermiding y

espeming, los niveles maximos redujeron significativamente este parametro.

En aves, Smith (1990) reporta una disminucién en el consumo de alimento cuando
adiciono cantidades considerables de putrescina. Smith ef al. (1936a) por otra parte concluyen que |3
adicion por encima de 4000 mg kg1 de espemidina reduce significativamente (9-17%) la ingesta de
alimento, en cambio la suplementacién de pequefias cantidades (500 mg kg-!) la incremento (6%).
Sousadias & Smith {1995) observaron que (a adicidn de espermina en un rango de 4000 a 10000 mg
kg redujo el consume de alimento de 2.15 hasta 64.77%. Cowey & Cho (1992) reportan en trucha que
la suplementacion de 4,000 mg kg de putrescina no afecto significativamente el consumo de alimento;

no obst 'nte, cuando |a incluyeron a 13,300 mg k;;" lo redujo 51%.

En el bigensayo donde se evalio la suplementacién de histamina, se observd que fa
adicion de 1200 y 2400 mg kg' aumenta ligeramente el consumo de alimente (1%); sin embargo el

maxime nivel de suplementacion (4800 mg kg') lo redujo 4%. Cuando la cadaverina fue evaluada,
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vimos que el consumo de alimento fue disminuido aun con el nivel minimo de suplementacion (2.86 -,

12.85%). Al evaluar el efecto combinado de estas aminas se observd que la dieta suplementada con
histamina y cadaverina a 5§59 y 620 mg kg-! incremento la ingesta de dicho alimento en un 7%. Al
parecer |a cambinacion de cadaverina ¢ histamina tiene un efecto sinérgico, lo cual podria explicar el
aumento en el consumo de esta dieta evaluada, Mendoza y colaboradores (1997) concluyen que la
putrescina y la cadaverina funcionaron cemo atractantes para langostino de agua dulce Macrobrachium
rosenbergii; cabe remarcar que la cadaverina resulto ger mas eficaz. Las diferencias entre los
resultados reportados por estos investigadores y los obtenidos en estos experimentos pueden deberse

a las especies (camardn ¥ langostino) y/o metodalogias utilizadas.

Por otro 'ado, observamas que la adicibn de putrescina en alimenlos para camarén
incrementd el consumo de alimento en 9.4% cuando esta se suplemento a 3300 mg kg-'; mientras que
el maximo (4400 mg kg') lo redujo 4.7%. Los camarcnes dimentados con todas las dielas
suplementadas con espemmiding consumieron mas alimento en comparacion can los organismos que
consumieron la dieta control; los organismos alimentados con 1100 mg kg-' ingirieton la mayar cantidad
de alimento. Cabe mencionar que los organismos que consumieron la dieta conteniendo el nivel
méaximo de suplementacion comieron menos alimento al final del experimenlo; parece ser que la
espermidina promueve el consuma de alimento mas que la pulrescina. Por otro lado, cuando la
espermina fue adicionada a 1100 y 3400 mg kg-{aumenho la ingesta de alimento en 17%; sin embargo,
al igual como ha sido observada en orgdnismos vertebrades, el maximo nivel de suplementacion (4600

mg kg-1) redujo el consumo de esta distd 8.4%.
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2.5.3. - GANANCIA EN PESQ.

Una reduccidn en el incremento en peso ha sido reportado en aves debido al consumo de
histamina. Galleguillas (1995) cbservd que el suministro de alimentos suplementados con 1500 mg kg
de histamina a pollos redujo este parametro 14%. Hamry et al., (1976) por su parte reportan que la
adicion de 4000 mg kg-! de histamina en alimento para aves memo el crecimiento y causo ademas
grosion de 'a molleja. Esto mismo ha side observado cuando la cadaverina fue suplementada por
encima de 6000 mg kg' (Smith ef al, 1996b). En peces, Watanabe y colabaradares (1987) observaron
que la alimentacién a truchas con una dieta suplementada con una harina de macarela, (a cual contenia
70 mg kg-' de histamina, incrementé la utilizacién de proteina neta. Fairgrieve et al. (13994} por su pare
concluyen que |a suplementacién de histamina en alimentos para trucha causd dafios intestinales; sin

embargo, |a ganancia en peso no fue afectada.

En el presente estudio, la suplementacion de 1200 y 2400 mg kg'! de histamina
incrementd el crecimiento hasta un 89‘% y la adicion de 4800 mg kg lo redujo 3.7%. Cuando la
cadaverna fue evaluada se observ® tna disminucién en esle parametfro en lgs organismas que
consumieron todas las dietas suplemer;tadas con esta paliamina, la ganancia en peso fue reducida
hasta en un 15%; es importante remarcar que Ia'dieta suplementada con hisiamlna y cadaverina a 559
y 620 mg kg-! incrementa el crecimienta hasta un 11%; parece ser que la histamina per se promueve el

crecimiento, pero cuando |a cadaverina es adicionada este efecto positivo es todavia mas evidente.

En organismos vertebrados ha sido ampliamente reportado que la carga y el peso
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molecular de las poliaminas estin directamente relacionadas con su foxicidad (putrescina <.

espermiding < espermina). Til et ai. (1996) reporlan que la ingesta de putrescing, espermidina y
espermmina a bajas concentraciones por las ratas ne afecta su crecimiento; sin embargo cuando se
adiciono 10 000 mg kg este parametro fue reducido en 10, 15 y 51% respectivamente. Jeevanandan
6t al. (1997) por su parte repartan que la ingesta por ratas de un alimento conteniendo 2000 mg kg' de

espermidina redujo 19% el crecimiento.

En pollos este mismo efectc‘ ha sido observado. Smith (1990) observd que (a alimentacién
con una dieta suplementada con 2000 mg kg-' de putrescina a pollos mejord la ganancia en peso en un
34%; sin embargo la adicion de esta poliamina por encima de este valor lo redujo drasticamente.
Sousadias & Smith (1995) reportan que la adicién de 500 mg kg-! de espermidina mejoro la tasa de
crecimiento (22.5%); aunque niveles de suplementacidn por encima de este valer redujo este
parametro. i.e. la adicion de 2000 mg kg'! de espermidina disminuyo en ¢recimiento en 6.5%. Smith et
al. (1996a) por su parte concluyen que |z espermina fue Ia poliamina mas tdxica para pdllos, el
suministro de 2000 mg kg causo una reduccion del crecimiento en un orden del 32% y con (a
suplementacion de 10 000 mg kg! memo este pardmetro en un 94%. En peces, Cowey & Cho (1992)
cbservaron que la alimentacion de 13, 300 mg kg-' de putrescina a trucha arca irs redujo el crecimiento

en 41% sin embargo cuando esta poliamina fue adicionada a 4000 mg kg-! este efecto negativo no fue

visto.

Ourante € metabalismo de las poliaminas un sin numeros de metabolitos son formados,
existen reportes que no solamente las poliaminas si no tamhbién sus metabolilos pueden actuar como

promotor de crecimienta. Lakanen et ai. (1992) observaron que (os metabalitos de la espermidina y



83-
espemmina (metil espermidina y metil espemmina) fueron tan efectivos como estas poliaminas en.

pramover |a canversidn de B-DNA y Z-DNA.

En la presente investigacroﬁ observamos que la adicién de pulrescina en dietas para
camardn produjo un pobre crecimiento; aunque, lz suplementacion de 3300 mg kg incrementd este
parametra en un 14%. Al evaluar la espermidina vimos que la ganancia en peso fue mejor en los
organismos alimentades con esta poliamlna, incrementandose hasta un 12.8% con el maximo nivel de
suplementacion. Cuando se evaiug la espermina observamos que los mejores crecimientos (42.7 y
31%) fueron obtenidus con niveles moderados de suplementacion (1100 y 3400 mg kg-'). Parecer ser
que estas aminas posiblemente actlien coma un promotor de crecimiento tal y como ha sido observado

en otros organismos; sin embargo mas informaciédn al respecto es requerida.

No solamente altas concentraciones de poliaminas pueden causar toxicidad, sino también
sus respectivos metabolitos. Averill-Bates et al. (1993) demostraron (]l'\.le los productos de 'a
metabolizacion de (a espermidina fueron responsables de causar citotoxicidad en células de hamsters.
Averill-Bates of al. (1894) observaron que los perdxidos y aldehidos formados a partir de la oxidacion de
la espermina conliribuyen can la citotoxicidad de dicha poliamina. En el presente estudio se observa
que la espermina redujo el crecimiento, especialmente con el nivel maximo de suplementacién; es
posible que algunos de los metabol[tds gener;'ldcis por esta poliamina durante su metabolizacidn
contribuyen a reducir el crecimiento del camardn; desafortunadamente los metabolitos de esta

poliamina no fuercn analizados.



2.5.4. - SOBREVIVENCIA,

Las mortalidades observadas en polles alimenlados con dietas suplementadas con
histamina o harinas de pescado conteniendo grandes cantidades de aminas biogénicas, especialmente
histamina (Hary ef al , 1976; Brugh, 1984; Osunz, 1985; Brugh & Wilson, 1986) se deben
principalmente a que [a histamina incrementa la secrecion de acido clorhidrico en el estomago

causando erosidn de la molleja.

En el caso de las poliaminas, en aves se ha reportado que |a mortalidad esta directamente
relacionada ¢on su carga cationica y su peso molecular. Smith (1880), Smith et al. (1996a) y Smith ef
al, {1996b) concluyen que fa suplementacién de putrescina, espermidina o cadaverna en alimentos
para pallos no reduce |a sobreviviencia. Sousadias (1991) y Til et al. (1997) por su parte reportan
moralidades en pollos y ratas alimentadas con una dieta suplementada con 6000 y 10 000 mg de
espermina kg-'. En peces, los pocos estudios con aminas biogénicas han demostrado que la adicion de
histamina (Watanahbe e af., 1987; Fairgrieve ef al. , 1994, 1998) o putrescina (Cowey & Cho, 1992) na
ha logrado causar mortalidades. En el presente trabajo, la suplementacién de histaming, cadaverina,
putrescina, espermidina o espermina a los diferentes niveles evaluadas no afecto significativamente a

sobrevivencia; solamente el efeclc negativo se vio reflejado en [a reduccion del crecimiento.
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2.5.5. - CONTENIDO DE POLIAMINAS EN TEJIDO DE CAMARON.

Se ha observado que los tejidos con una elevada actividad fisiologica (pancreas, intestino,
higado y nfién) conlienen altos niveles de poliaminas; mientras que los tejidos con baja actividad
(misculo) contiene mucho menas; estas diferencias se deben a que las primeros poseen una elevada
actividad metabodlica y se encuentran en un constante estado de renovacian (Bardocz ef al. , 1993; Seidel
& Scem~ma, 1997). Seidel & Scemama (1997) repartan en tejido de ratas concentraciones de cadaverina,
pulrescir.a, espenmidina y espermina: estbmago 1048, 451, 246, y 28 uM; duodeno 3043, 1152, 426 y 191
uM; jejunum 2216, 1246, 198, 102 uM; ileum 314, 65, 0,0 uM y para cglon 680, 63, 88 y 7 uM
respeclivamente. En el presenle estudio, las concentraciones de estas aminas fueron mas elevadas en el
hepatopancreas que en el misculo; los valores variaron en un rango de 18 a 86 ug mg' y de 124 a 1002

18 a 86 ug mg-! para mosculo y hepatopancreas respectivamente.

La histamina es una de las primeras sustancias vasoactivas identificadas en el cuerpo, se
encuenira presente en fejido de mamifél!ros. repliles, aves, insectos, bacterias elc. En mamileros, 12
histamina es catabolizada por dos vias: una es |a deaminadidn, en presencia de |a diaminoxidasa; y la otra
es la metilacion del anillo imidazol en presencia de la enzima N-metiltransferasa. Esta amina es
almacenada en células "mast” de tejido y basoﬁlc;s en sangre. En algunos organos en shack, contienen
grendes cantidades de células "mast” y cantidades letales de histamina. La histamina una vez que ha sido
liberesda es rapidamente metabolizada, dejando e! torente sanguineo en cuestion de minutos,

apareciendo en casi todas los tejidos como metabolitos de esta (Beaven, 1978). Amould {1986) reporto

que |a carcinina sintetasa del cangrejo Carcinus maenas puede metabolizar histamina neuronal y
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probablemente histamina exégena; la ausencia de histamina en el tejido de los camarones alimentados .

con histamina nas hace supaner que este arganismo 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 ofro lado, la suplementacién de histamina incremento significativamente la
concentracion de espermidina en el misculo de camaron; ninguna explicacion sobre este fenomeno fue

enconirada coma para correlacianar la histamina dietaria y ia concentracion de espermiding en tejido.

La informacion disponible sobre la cancentracidn de cadaverina en tejido animal es muy
paca. Heningsson & Heningsson (1983) observaron que los produclos oxidatives de la cadaverina

podrian ‘ener importancia en varios procesos fisiologicos y niveles paloldgicos en ratas prefiadas.
I

Las aminas pueden ser transformadas por enzimas oxidativag para ser excretadas o
catabolisadas para formar olras poliaminas o metabglitos de estas. Asi tenemos que Smith ef al.
(1996b) observaran que la suplementacién de cadaverina ng afecto la concentracidn de esta paliamina
en tejido de polios, indicando que esta fue metabolizada. En el presente trabajo, un incremento lineal
en la concentracion de cadaverina en tejido de camardn fue observado; fodo parece indicar que el
camardn no puede metabolizar la cadaverina dietaria almacenandola en tejido. Los organismos que
consumieron las dietas suplementadas con cadaverina presentaron un menor crecimiento al final del
experimento; posiblemente la acumulacion de ;esté amina en el tejido tenga un costo energético,
causando una reduccién de la ganancia en peso. Por otro lado, se ha reportado que la cadavering
puede servir coma substrato para la fomacion de putrescina y espemmidina; esta reaccidn, sin
embargo, procede solamente al 5% de la tasa de reaccién convencianal {Morgan, 1938). En el actual

estudio, la concentracion de espermidina y espermina no fue afectada por €l consumo de esta amina,
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indicando que esta reaccion no es realizada por este crustaceo,

Smith {(1990) cancluye que la alimentacién de dietas suplementadas con putrescina a
pollos incrementd 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 tsjido de la tucha arco ifis. Bardocz (1993) por st
parte demostré que el 20% de la alimentacion de putrescina a ratas fue absorbida intacla a bravés de la
pared del intesting y el resto (80%) fue sonvertido en otras poliaminas 0 metabolitos. En el presente
estudio, la alimentacion de dietas suplemsentadas con putrescina a camaron incrementd linealmente la
concentracion de espermidina en el tejido; pocos valares de putrescina fueron cbservados par encima
de los limites de deteccion para esta amina lo cual nos indica que el camarén puede melabolizar

putrescina para formar espermidina y pasiblementes otras poliaminas.

Smith y colaboladores {1996a) observaron que la alimentacion de dietas suplementadas
con espermidina dietaria a pollos incremento (a concentracion hepatica de putrescina, espermidina y N-
l.acetil espermidina. En el actual expenmento, la alimentacién ¢on dietas suplementadas con
espermidina a camardn resultd incrementar solamente la concentracion de espermidina en el tejida. Par
atro lada, ha sido observado que la espermidina y espermina dietaria pueden ser gbsorbidas Intactas
desde la pared del intesting en mamiferos (Séidei & Scemama, 1997). En el presente estudio, la
concentracion de espermidina aumento linealmente en tejido con el nive! de suplementacion en la dieta
lo cual nos indica que €l camardn absorbid esla poliamina infacta tal y como ha sido observado en

animales vertebrados.
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La conversibn de espemina en ofras poliaminas 0 sus melabolitos por animales -

veriebrados es el camino para protejerse de su efecto tdxico. Ferioli ef al. (1998) observaron que ratas
pueden convertir espermina en espermidina y putrescina. Sousadias & Smith (1995) por su parte
repertan que los pollos la metabolizan en espermidina y N acetil espemmidina. En el presente estudio,

espermina fue convertida en espermidina.

Ha sido reportado que espemina causa citotoxicidad en células de mamiferos (Brunton et
al. . 1991, Averill-Bates ! al. , 1993}, pera tambien los metabalitos de espermina (Averill-Bates et al. ,
1994). En el presente estudio, solamente se cbservd una disminucién en el crecimiento de los
organismos alimentados con las alta dosis de espermina dietaria, lo que parece confirmar la eficiencia
del sistema de detoxificacidn por conversion de espermina a espermidina. Cabe (a posibilidad de
observar mortalidades cuando se utilicen niveles de suplementacidn muche mayores a los evaluados

en el presente studio.

2.6.- CONCLUSIONES.

2.6.1, - CRECIMIENTG.

1. La suplementacion de 1200 y 2400 mg kg de histamina causo un efecto promotor de crecimiento;
sin embargo a altas dosis de suplementacidn redujo este parametro en 3.6%.

2. Lacadaverina dietaria no tuvo un efecto scbre el crecimiento del camardn. El efecto promotor de
crecimiento observade con (a suplementacidn de cadaverina + histamina fue debido a la histamina

o al efecto combinada de ambas, pero no a la cadaverina por si sofa.
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La suplementacion de 500 a 3300 mg kg-! de putrescina incremento el consumo de alimento. La .

ganancia en peso solamente fue mejorada cuando se suplementaron 3300 mg kg™ de pulrescina.

. La espermidina dietaria incremento el consumao de alimento, la ganancia en pesa y mejord la tasa

de conversién alimenticia, Es posible que la pspermidina actiie como un promotor de crecimiento.

La suplementacion de espermina no afecto la supervivencia del camaron; perc aumento el
t

cansumo de alimento, incremento la ganancia en peso y mejoro a tasa de conversion alimenticia;

sin embargo cabe remarcar que el nivel maximo de suplementacion redujo el crecimiento y

empeord la tasa de conversion alimenticia tal como ha sido observado en aves.

2.6.2, - AMINAS EN TEJIDO.

La histamina y putrescina dietaria no fueron detectadas en tejido de camarén indicando
heeeestasdtnconisatibdizadmumulada en tejido de camardn: posiblemente este organismo es
incapaz de metabolizarla para excretraria o bien formar nuevas aminas.

El camaron transforma la putrescina dietaria en espermidina y posiblemente en metabglitos de
putrescina y/o espemmidina.

El camardn absorbe de manera intacta la espermidina dietaria y la almacena en tejido tal como se
ha observado en ofras especies.

Esle crustaceo transforma la espenmrina dietaria en espemidina y posiblemente en metabolitas de
espermidina y espermina, indicando gue ufilizan esta via de metabolizacion con el fin de evitar una
posible toxicidad por este compuesto; sin embargo la transformacion de espermina en espermidina
tiene un alto costo energético para el camaron, lo cual explicaria el pobre crecimiento observadg

con |a dosis mas alta.
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DISCUSIONES GENERALES

El efeclo negativo de la frescura de la materia prima sobre el consume de alimento y
gananci: en peso de aves (Huisman et al., 1992), peces (Pike & Hardy, 1997, Anderson e! al, 1997,
Opstved et al., 1989) y crustaceos (Ricqué et al., 1998) ha sido ampliamente comprobado. La reduccion
en el consuma de alimento se ha relacionade ocon la géneracic‘xn de cierlog. compuestos durante el
deterioro del pescado. En aves, se ha visto que la suplementacion con niveles mayores de 1500 mg kg-!
de histamina (Galleguillos, 1995); putrescina (1990); cadaverina (Smith et al., 1996b); espermidina [> 4000
mg kg%; Smith et al., 1996a) y espermina {Sausadias & Smith, 1995) reduce el consuma de alimento. En
peces, |a presencia de trimetil amina (Hughes, 1991) as! como pufrescina (13, 300 mg kg'; Cawey &
Cho, 1992) e histamina (2000 mg kg, Fairgrieve et al,, 1998) ha logrado afectar negativamente este
parametro biologico. En el presente estudio observamos que allos niveles de suplementacion de histamina
y espermina y cualquier nivel de cadaverina (aun con bajos niveles de suplementacion) redujeron este
parametro; sin embargo la presencia de 1200 y 2000 mg kg-' de histamina; 3300 mg kg-' de pulrescina,
1100 y 3400 mg kg de espermina asi como todos los niveles de suplementacion de la espermidina
incrementaron la ingesta de los alimentos suplementados con estos compuestos. Cabe hacer mencién
que |a alts solubilidad de las aminas permitié que estas actuaran alrededor de 1/4 de su concentracian
presente en los alimentos experimentales; esto posiblemente impidié detectar un efecto mas drastico
sqbre el consumo de alimento para los mas allos niveles de suplementacidn. Por otro lado, las aminas
presentes en las harinas de pescado elaboradas a partir de pescado descompuesto se solubilizan en la

misma proporcidn que cuando estas sustancias fueran agregadas, por ko que podemas casi asegurar que
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los comguestas responsebles de redudir significativamente este pardmetro son otros y no las aminas .

biogénicas.

De igual manera se ha cbservada que la histamina (Galleguilics, 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
suplementacion de 2000 mg kg-! de putrescina logro incrementar significativemente este parametro. En
peces, se ha visto que solamente la suplemantiacion de 13, 300 mg kg-! de pultresana logro reducir el
crecimiento. En el presente estudio observamos que niveles moderadas de histamina, putrescina,
gspermina y espermidina incrementaron este parametro; solamente la adicidn de cadaverina causo una

ligera merma del crecimiento.

En aves solamentie se han reportado mortalidades debido a la presencia de altos niveles ‘de
suplementacion de espermina (> 6000 mg kg') y erosion de la molleja causado por un incremento en la
secrecion de acido clarhidrico en el estdmago de las aves. En peces se ha viste gque la adicion de
histamina (Fairgrieve et al,, 1994; Fairgrieve et al., 1998) no causaron mortalidad alguna. En el presente
esludio observamos que los alimentos suplementados con histamina, cadaverina, putrescina, espermiding

y espermina no mermaron la sobrevivencia del camardn.

La toxicidad de las poliaminas (putrescina, espermidina y espemina) esta ampliamente
relacionado con su carga catidnica y peso molecular, es decir la espermina es la pollamina més catidnica y
por consiguiente la mas téxica para organismos superiores vertebrades. Los organismos vertebrados

cuentan con un sistema detoxificante (mono y di amino oxidasa) para metabolizar estos compuestos, Sin
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embarga, la capacidad para degradarios depende de un sin nimero de factores, tal como la presencia de -

infecciones en el intesting, presencia de comgpuestos inhibidores (alcohol), concentracion de la amina,
compues.os sinérgicos (i.e. la cadaverina potencializa |a toxicidad de Ia histamina debido a la inhibicion de
la enzima DAQ), edad de los organismos (los arganismos jovenes son mas sensibles) etc., asi mismo se
ha cbservado que los productos de degradacion de las poliaminas pueden causar toxicidad; aunque
tambien se ha visto que estos compuestos a ciertas concantraciones pueden actuar como un promotor de
crecimiento. En el presente estudio observamos que el camardn cuenta con un sistema para degradar
histamina, transformar la putrescina y espermina én espennidina y almacenar en tejido la cadaverina y

espemidina sin que la sobrevivenda pudiera llegar a ser afectada.

La decarboxilacion de los aminoacidos para fermar aminas biogénicas generalmente es
llevada a cabo por bacterias gram negativas (G-). Estos arganismos paeseen lipopalisacaridos (LPS),
también llamados endotoxinas, los cuzles presentan efectos toxicos comunes para los vertebrados
superiores: en humanas se presentan sintomas como pirogenicidad, disminucién de la fagocitosis,
inflamacion, diamea, etc. En langosta Homarus Americanus se ha cbservado coagulacion intravascular,
no coagulacion de la sangre, reduccion del nimero de hemoacitos en la sangre efc; esta misma
respuesta ha sido reportada en otros organismos acuaticos, tal como Limulus polyphemus, Sacculina
carcini, Carcinus maenus € incluyeno varias especies de camarones: P. eztecus, P. sefiferus, P.
duorarum efc. (Levin, 1898). El camardn cuenta-coh el sistema profencl oxidasa (proPQ), el cual se
encarga de eliminar los patégencs que hayan podido penefrar al interior del organismo; este sistema es
estimulado por glucanos B-1,3 de hongos, peptidoglicanos bacterianos o LPS de bacterias gram negativas
(Vargas-Albares & Ortega-Rubio, 1984; Vargas-Albores, 1995a; Vargas albores, 1985b; Vargas-Albores st

al., 1996; Hemandez-Lopez st af,, 1996). Los B glucanos han side propuestos como inmunoestimulantes;
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sin embarge durante un large periodo de almentaddn nueden llegar a reducir significativamente el .

consumo de alimento, ganancia en peso y sobrevivencia; generalmente las Mortalidades se presentan
después de los 14 dias de experimentacién (Scholz et al., 1999). En los experimentos donde las dietas
suplementadas con las harinas de pescado elaboradas a partir de pescada descompuesto fueron
evaluadas se observd una reduccién en el crecimientd y consumo de alimento en las dos primeras
semanas de zlimentacién y una mortalidad creciente a partir de los 14 dias. Es posible que estos
compuestos se encuentren presente en este tipo de harinas de pescadg, ya que los LPS son
termoestatles a altas temperaturas. Se trata de cuanlificar la cantidad de LPS presenles en las harinas de
pescado experimentales (ver anexo |l para detalles); desafortunadamente se presento un reaccion

cruzada lo cual impidio confirmar dicha hipdtesis.

Pike & Hardy (1997) han establecida que los limites maximos de aminzs totales presentes en
harinas de pescado elaboradas a partir de anchoveta y arenque para su uso en alimentacion de peces no
debe exceder de 2000 y 4000 mg kg™, de o contrario una reduccion sobre el crecimiento y consumo de
alimento sera abservada. 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 logro
reducir el crecimienlo y el consumo de alimento. La sobrevivencia fue solamente afectada
significativamente por |a harina elaborada a parlir de arenque descompueste; sin embargo hay que hacer
mengion que la sobrevivencia de los organismé:s alimentados con la hanna elaborada a parlir de
anchoveta descompuesta tambien fue reducida ligeramente. Estas varaciones nos hace pensar que |a
cantidad del(os) compuesto(s) presente(s] en esta (ltima harina no se presento en la concentracion
requerida para reducir significativamente este parametro. De 05 resultados de cbtenidos a partir de

esludio del efecto de la suplementacion de las aminas biogénicas sobre la sobrevivencia podemos



i 94-
confimar que estos compuestos no son los responsables de disminuiria si no que son otros compuestos .

(LPS?) generados durante la descompasicion del pescado. A pesar de que las aminas biogénicas no son
las responsables de estos efectos negativas debido a que son compuestos termoestables deben seguir

siendo consideradas como indicadoras indirectas de calidad para la seleccion de harinas de pescado.

CONCLUSIONES GENERALES

1.- La descomposicion bacleriana de la materia prima utilizada en la elaboracion de harinas de pes¢ado
reduce significalivamente el consumo de alimento, crecimienlo y en algunas ocasiones |a sobrevivencia
del camarén azul Litopenaeus styfirostris cuando se alimentan con tales harinas.

{
2- Las aminas biogénicas (hislamina, putrescina, espermidina y espermminag) en concentraciones
moderadas incrementan la ganancia en péso; sin embargo altos niveles de suplementacidn causan un
detrimento de este paramelro. Estos niveles no se pueden alcanzar con los niveles comunes de inclusion

dietario de harinas de pescado, adn cuandc sean muy ricos en aminas biogenicas.

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 clros compuestos generados
durante el deteriora del pescado (LPS?). Sin embargo, las aminas biogénicas son solo indicadoras de la

presencia de tales compuestos t9xices.

4 .- El nivel maximo tolerable de aminas lotales en harinas de pescado usadas para camaron azul es de

(11}
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2000 mg kg! para harinas elaboradas a partir de anchoveta y 4000 mg kg para las elaboradas a partir de .

arenque.
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ANEXO |

ANALISIS DE AMINAS BIOGENICAS EN ALIMENTOS, -
INGREDIENTES Y TEJIDO DE CAMARON POR
CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
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CARACTERISTICAS DEL HPLC

Cromatografa VARIAN STAR

Programa para colecta de datos Workstation V 4.01 W ADCB

Sistema de reparto de solventes Varian 9010

Betector fluorescente Varian §070 !

Autoinyector Verian 91001

Columna de intercambio cationico ALKION 4 X 150 mem (Laboratorio Pickering)

Precalumna ALKION

Modulo de reaccion post columna y calentador de columna a 50°C laboratona Pickering PC X 5000,
Longitud de onda de excitacion y emision 330 y 466, Debido a que se presento una gran cantidad de
aminoacidos en las muestras de tejido se opto por cambiar la longitud de honda a 430 y 600 nm para
excitacion y emisidn respectivamente a partir del tiempo 12 2.6 min; posteriormente se refomo la longitud

de onda a sus respectivos valores.
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PREPARACION DE LA FASE MOVIL

En las primeras etapas de estandsrizacion del método se estuvieron compranda los reactivos
directamente de la comparila Pickering Laboratories; debido a que resultaba demasiado costosa la
compra de [a fase mévil se opto por elaborar nuestros propios reactivos siguiendo los porcentajes de cada
quimico indicado en cada una de las fases mdviles. Todos los eluenies utilizados en la fase mévil

deberan de ser filtrages con matraz de filtracion de vacio y un filtro de membrana de 0.45 . (tipo HA;

Scientific Products & Equipments).

10 21

A ‘K600" Z-propanal 11% 110 ml 220 ml
Fosfato de potasie dl basico 0.9% 949 18g
Acido acstico 13% am 6 ml
Agua 3% womplelar  completar
pH60

8" Keey Cloruro de polasio 5% §0g 100 ¢
2orgganal 4% 40 ml 80 ml
Fostalo de patasio di basioo 0.9% 9¢ 18¢
Acido acético 0.3% Aml 6ml
Agua % completar  completar
pH 5863

C K130 2propandl 4% 4Q mi 80 ml
Fostato de polasia di basico 0.7% 79 14g
Hidrdxddo de poiasio 0.5% 5q 10g
Aqua 5% completar  complatar
pH13

oD 104 Hidrénddo de potasio 3% g 609

OPA diluyente
Acido barigo 3% & g 504
Agua 95% ’ completar  complatar
pH 104

NOTA: Medir exactaments 950 ml por botslla para cada fave movil



FASE MOVIL

Intervalode  A'KGOO"  B°K563"  C"K130"

liempo {min) (%) (%) (%)
06 100 0 0
6.01-25 0 100 0

25.01-27.00 0 0 100

27.01-30.00 100 0 0

11



CURVA DE CALIBRACION

1, Estdndares para la curva de calibracion de poliaminas

* Prepararlos todos en TCA al 10%

Solucién madre

Solucion madre para preparar 10 ml: concentracién de 5000nmol/ml excepto para cadaverina

{(400Gnm/ml) y espermidina (2500nm/m!)

Conc. Requerida mg/10

MW {nmotml} mg/ml ml

1 Timning 1372 g/mol 5000 0.686 6.9
2 Hislamina 1841 gimol 5000 n.s2t 8.2
3 Puvescina 1611 gimol 5000 0.806 8.4
4 Cadaverina 1751 gimod 40 0.700 7.0
5 Espemnidna 2546 g/moal 500 0.537 6.4
§ Espemmina %482  gmol 5000 1.741 174

*=+* No olvidar este pasg ****

Para preparar 25Jnmol/m;

Diluir 1.25 ml of 5000nmel/m! a 25 ml en 10% TCA

{
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2. Secuencia completa para curva de calibracion

* Usar TCA al 10% para diluciones

Concentracién deseada Dilugion

A Para cblener 150 nmdml 3.0 ml de 250 nmdm, dilvic 3 5 ml.
B Parz obtener 100 nmiml 2.0 ml de 250 nmJml, diluir a § i,
¢ Para oblener 75 nmiml {.5ml de 250 nevm, dilvir a 5 ml.
D  Parz obtener 50 nm/ml 1.0 ml de 250 nevml, diluir a5 mi.
E  Para oblener 25 nm/ml 1.0 ml de 250 nendml, chluir a 10 mi.
F  Para oblener 10 nm/mi 2.0 mi de 25 nmvmi, diluir 3 5 m.

G Parz oblener § nmiml 2.0 ml de 25 nmiml, dilulr 3 10 ml.
H  Para oblener 2.5 nmiml 1.0 ml de 25 nmé/mi, diluir a 10 ml.

3. Secuencia de concentraciones utilizadas durante el analisis de aminas biogénicas en

alimentes y tejide

* Usar TCA al 10% para diluciones

Cancentracidn deseada Qilucion
D Paea abtener 50 numl 4.0 mlde 250 nevml, diluir a 20 ml.
E  Paraabtener 2§ nmuml 5.0 ml de 250 nmim, diluir a 50 mi,
F  Pataobiener 10 navml 8.0 ml de 25 nmyral, diluic @ 20 mi.
G Paraobtener 5 nmvml 4.0 ml de 25 nmiml, dilyira 20ml.
H  Paraobtener 2.5 nmymi 2.0 ml de 25 nvml, dilyira 20 mi.
|

Para obtener 1.0 nm/m

0.8 mt de 2.5 neml, dilyir a 20 ml

4.- Tiempo de retencion de cada amina’

Amina Tiempo de retencion (min) Limite de deteccidn (prmoml)
Tiraming 3628 20
Histamina 1228 5
Putrescing 84925 50
Caxiavering 9934 40
Espemiding 1470 40
Espennina 19.979 25
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METODO DE EXTRACCION DE AMINAS CON TCA PARA MUESTRAS DE

ALIMENTOS E INGREDIENTES

1~ Pesar 2 gramos de muestra molida y adicionar 50 m{ de TCA al 10%.

2.- Homogenizar durante § minutos a una velocidad de 5 en un hamaogenizador Sorval Mixer Omnimixer.

3.- Transferir la muestra homogenizada a un tubo de plastico cdnico para centrifuga con una capacidad
de 50 mil.

4.- Mez.lar, invirttiendo en tubo varas veces y tomar una alicuata de 1ml y tranferifio a un fubo de Tml
para centrifuga.

8- Centrfugardurante 10 min en una microcentrifuga Fishera 13, 600 g

8.- Hacer diluciones

Tipo de muestra Dilycion

Muastras que contengan mas de 4000 1:100 Tanar 50 pl del supsmadante y transhedro 3 un tubo

ppm de poliaminas suptamentadas de vidrio 18X100 y adicianar 4950 pl TCA al 10%
Muestras que contenigan por dsbajo de 120 tomar 250 1l ded supsmadante y transferiarto a un tubo
4000 ppm de poliaminas suplementadas de vidrio 18X100 y adicionar 750 pl de TCA al 10%

e ingredientes de origen animal

Muestras sin suplementar @ ingrediantes iR

de ongen vegelal

-

7.» Transferir una muestra a un tubo de vidrio para H?LC

8- Inyectar al sistema de HFLC.
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METCDO DE EXTRACCION DE AMINAS CON TCA PARA MUESTRAS DE

MUSCULO DE CAMARON

. Colacar en un tuba de plastica (vol 12 mf} 75 mg de muestra molida y adicionar 2 ml de TCA al 10%.
Homageneizar durante 2 minutos a una velocidad de 4.5 en un homogeneizador OMNI Intemational
5000. |

. Tamar una alicuota de 1ml y tranferifo a un tuba de 1ml para centrifugar.

. Centrifugar durante 10 min en una microcentrifuga Fishera 13,600 g

. Transferir el supemadante (no realizar dilucicnes) a un tubo de vidrig para HPLC (val de 1.5 ml).

. Inyectar al sistema de HPLC (Loop 50 !, volumen de llenado 70 i, volumen de inyeccion 50.l).
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METODQ DE EXTRACCION DE AMINAS CON TCA PARA MUESTRAS DE .

1C.
1.
12.

HEPATOPANCREAS DE CAMARON

Colocar en un tubo de pléstico (vol 12 mi) 10 mg de muestra molida de hepatopancreas y adicicnar
300 yl de TCA al 10%.

Honogeneizer durante 30 segundos utilizando un desintegrador de tejido Fisher Scientific Modelo
300.

Centrifugar durante 10 min en una microcentrifuga Fisher a 13, 600 g \

Realizar una dilucion 1:10

Colocar la muestra en un tubo de vidrio para HPLC (vol de 1.5 ml),

Inyectar al sisterma de HPLC (Lap 50 pl, volumen de llenada 70 !, volumen de inyeccion 50ul).
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EFICIENCIA DE RECUPERAGION

Se determino la eficiencia de recuperacion con este méledo para cada una de las aminas. A una
muestra de alimenta se le adiciona una cantidad conacida de aminas. El procedimienta de extraccion

utilizado fue el que se llevo a cabo para cada lipc de muestra.

Amina Ingredientes ¥ MUscula de Hepatopancreas de camardn
dielas camardn

Tiramina 994 nd nd

Hislamina 9243 LN 883

Putrescina 101+5 93+34 9441
Cadaverina 1054 83x25 9741
Espermidina 1002 9517 g4+

Espeming gg+4 9543 9314

Nd = ng determinado
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ANEXO I

ANALISIS DE ENDOTOXINAS EN ALIMENTOS E
INGREDIENTES POR MEDIO DE UN METODO

COLORIMETRICO.
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Para llevar a cabo la cuantificacion de LPS se utilizo un metade colorimétrico “Pyrochrome” Limulus
Amoebocyle Lysate adquindo de la compariia CAPE COD en Faimouth, MA. El meétoda utilizadg fue el

método cromogenica punta final

MATERIAL

{

Todo el matenal que se utiice debera estar libre de pirdgenos; Este tipo de material se
puede adquirir comercialmente o bien dejar el material durante una noche en una solucion del 1% de
detergente alcaling; lavar de 8 a 10 veces con agua de [a llave tibia, 5 veces con agua destilada o
deionizada y 1 vez con agua libre de piragencs. Secar en una estufa de aire caliente. El material seco

se envuelve en papel aluminio y se colcca en una estufa a 1805 °C por 3 horas o 250°C por 30 min.

1.- Pipetas de Y mL, 5mL y 100 ullibres de pirGgenos
2.- Tubos de plastico de 5 mL libres de pircgencs

3.- Tubos Ependorf de 1 mL libre de pirégenas

4.- Vasos de precipitado de 100 mL libres de pirdgenos
5.- Espatula libre de pirdgenos.

6.- Microplacas libres de pirdgenos

7.- Lector de placas

8.- incubadora
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REACTIVOS

1.. Pyrochrome: :
Recanstituir el extracto de Limulus polyphemus en 3.2 mL de buffer pyrochrome, mezclar (toma
de 3 a 5 mL rehidratarse completamente). Tapar con papel parafim-M y almacenar a 2-8°C 0
colocarlo en hielo cuando no se este utilizando. Este compuesto puede ser utilizado por un
periodo no mayor a 3 horas después de su reconstitucion

2.. Pyrochrome reconstitution buffer.

3,. Estandar de endotoxinas
Reconstituir cada vial con 1.0, 2.0 y 0.5 mL de LAL reagent water {LAL) para obtener una
concentracién de 1.0, 20 y 0.5 EU/mL respectivamente. Mezclar en un vortex por uncs
segundas y almacenar a temperatura ambiente. Este compuesto es estable por 8 horas después
de su recanstitucion.

4. Diazo reagents
Reconstituir el vial 1 (nitito de sadic} con el contenido del vial 1a {HCI); reconslituir el vial 2
(sulfato de amonio) con 4 mL de agua destilada y reconstituir el vial 3 (NEDA) con 4 mL de agua
destilada.

3.. Acida acético al 50%

6.. LAL reagent water
Es agua esteril para inyeccion sin la presencl'a' de bacterias

7.- Agua destilada
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EXTRACCION DE LPS EN ALIMENTOS 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.- Tomar una alicuota de 1mL y colocarla en un tubo ependor de 1.5 mL

5.~ Centrifugar durante 10 min a 13, 000 g.



CURVA DE CALIBRACION
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Salucidn Concentracion (EUmU) Carilidad de agua a adicionar
Madre 10 .
1 0.5 2 mL de agua & la solucién madre
2 0.125 100 ul dé la salucién 1+ 300 1 de agua
3 0.0625 200 ul de la solucidn Z +~ 200 ul de agua
4 003125 200 4 de I3 solucitn 3 +200 ul de agua
$ 0.01628 200 ul de 1a solucidn 4 + 200 ul de agua

Para determinar el punto de ingubacion se prepard una serie de concentraciones de endotoxinas, se

desarrallo el método para la cuantificacién de endotoxinas; Unicamente se vario el tempa de incubacidn

(25, 30, 35, 40 y 45 min.) a 37 °C; estableciéndose que a 45 min. fue el mejor tiempo de incubacion.
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CUANTIFICACION DE LPS EN ALIMENTOS Y HARINAS DE PESCADO

1. Adicionar 50 | de cada muestra en una microplaca

2.- Adicionar 50 pl de pyrochome

3.- Mezclar lentamenle

4 - Incubar 45 min,

5.- Parar la reaccion adicionando 50 pl del vial 1

6.- Adicionar 50 wl del vial 2

7.- Adicionar 50 pl del vial 3

8.- El desarrollo del color magenta se llevara a cabo en un tiempo de 3 min.

8.- Leer en un leclor de placas a 540-550 nm.

10.- Galculos de endotoxinas
X=(y-b)a

y = densidad optica (nm)
x = Concantracion de endotoxina
a = pendiente

b =intsrceptoen 'Y









