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Figura 1: Influencia de la salinidad del suelo en la altura de
las plantulas de pimbento.
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Figura 3:Influencia de la salinidad del suslo en el peso fresco y
seco de las plantas de pimiento, a los 57 dias de la siembra, 37
dias del trasplante,

EFECTO DEL TIPO DE
ALIMENTO SOBRE

LA ACTIVIDAD

DE ENZIMAS
INTESTINALES EN
PAICHES JUVENILES
(Arapaima gigas
CUVIER, 1829)
CRIADOS EN JAULAS.

EFFECT OF FOOD TYPE
ON THE INTESTINAL
ENZYMES ACTIVITY
IN YOUNG PAICHES

(Arapaima gigas

AUTORES
Wilson Castillo Soto !
Henry Revilla Aguirre 2
Tulita Alegria Guevara @
Juan Lao Gonzales ®

Pueblo Cont. Vol. 24 N°1 :pp. 177-184, 2013

RESUMEN

Se evalu6 la actividad de las enzimas sacarasa (EC
3.2.1.48), maltasa (EC 3.2.1.20) y dipeptidasa (EC
3.4.13.11) en la mucosa intestinal de paiches, los que
recibieron alimento balanceado extruido (AB) o ali-
mento natural o pez forraje (PF). Los peces (n = 80),
con peso promedio de 437 g. fueron distribuidos al
azar en ocho jaulas de 1,5 m? sumergidas en estan-
que de agua de 400 m>. La evaluacioén se realiz6 des-
pués de 12 semanas de alimentacién, en segmentos
de intestino delgado y en los ciegos piléricos. La acti-
vidad enzimatica fue determinada siguiendo las me-
todologias descritas por [10], [11] y [13]. La actividad
fue expresada en unidades de actividad enzimatica
(UA), definida como la cantidad de enzima que redu-
ce 1 pumol de sustrato por minuto en las condiciones
de reaccion [14].

Con excepcion de los ciegos piléricos, para la maltasa
y el segmento del intestino de 75 %, para dipeptida-
sa, el tipo de alimento causé un efecto significativo
(P<0,05) en la actividad de estas enzimas en todos
los segmentos intestinales. Peces que consumieron
alimento balanceado mostraron mayor actividad
de maltasa (847,00 UA/mg de mucosa) y menor
actividad de dipeptidasa (11,41 UA/g de mucosa)
frente a aquellos que recibieron alimento natural
(513,00 UA de maltasa/mg de mucosa y 13,29 UA de
dipeptidasa/g de mucosa). La sacarasa no mostré
actividad en ningtn tipo de alimento. Se concluye
que el alimento balanceado, a base de carbohidratos,
conlleva a mayor actividad de maltasa; en tanto que,
el alimento natural influye en mayor actividad de
dipeptidasa como resultado de la presencia de mayor
sustrato. El paiche muestra adaptacién fisioldgica a
este tipo de dieta.

Palabras clave: Actividad enzimaética, alimentacion,
Arapaima gigas, dipeptidasa, maltasa, paiche.
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ABSTRACT

Was evaluated activity of the enzymes sucrase (EC 3.2.1.48),
maltase (EC 3.2.1.20) and dipeptidase (EC 3.4.13.11) in the in-
testinal mucosa of paiches those receiving, extruded balanced
food (AB) or, natural food or forage fish (PF). The fish (n = 80),
with an average weight of 437 g were randomly distributed into
eight cages of 1.5 m? submerged in water pond 400 m* Evalua-
tion was performed after 12 weeks of feeding, into segments of
the small intestine and piloric caeca. The enzyme activity was
determined following the methods described by [10], [11] and
[13]. The activity was expressed in enzyme activity units (AU),
defined as the amount of enzyme that reduces 1 umol of subs-
trate per minute at the reaction conditions [14].

With the exception of piloric caeca, for maltase and the intestine
segment 75% for dipeptidase, the type of food caused a signifi-
cant effect (P <0.05) in the activity of these enzymes in all intesti-
nal segments. Fish consuming balanced food showed increased
activity of maltase (847.00 AU / mg mucosa) and lower activity
of dipeptidase (11.41 AU /g mucosa) versus those who received
natural food (513.00 AU of maltase/mg mucosa and 13.29 AU of
dipeptidase/g mucosa). The sucrase showed no activity in any
food. We conclude that the concentrated feed, carbohydrate-
based, leading to increased activity of maltase showing paiche
physiological adaptation to this type of diet, while the major in-
fluences natural food dipeptidase activity as a result of the pre-
sence of more higher substrate.

Keywords: Arapaima gigas, dipeptidase, enzymatic activity,
food, maltase, paiche.
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INTRODUCCION

El paiche (Arapaima gigas) es un pez amazo-
nico de gran valor comercial, de hébito alimen-
ticio carnivoro, se alimenta de peces, crustaceos,
moluscos, plancton e insectos acuaticos [1]. Desde
que el paiche fue declarado una especie en peligro
de extincion por la fuerte presion de la pesca en el
medio natural, se ha incentivado la crianza en cau-
tiverio y se viene desarrollando practicas de ma-
nejo que conlleven a hacer esta actividad rentable.

La composicién principal del alimento natural
de peces carnivoros es proteina y grasa, estiman-
dose como requerimientos altos niveles de protei-
na (40 - 45%), debido a que estas son esenciales,
ademas de la sintesis de nuevos tejidos para cre-
cimiento, como fuente de energia para todos los
procesos fisiolégicos [2]. Los lipidos presentes en
el alimento natural también constituyen fuentes
de energia para los peces y son altamente digeri-
bles [3]. Por otro lado, los carbohidratos no son
esenciales en la alimentacion de los peces carnivo-
ros y tienen baja capacidad de uso de los mismos
[4]; sin embargo, son una fuente de energia poco
costosa y toman importancia con el uso de dietas
balanceadas en las crianzas comerciales.

Aungque las dietas balanceadas para paiche es-
tan formuladas en base a harina de pescado -como
un insumo padrén en funcién de su valor biol6-
gico, equilibrio de niveles de aminoacidos, calcio
y fésforo y su importancia en el crecimiento de
los peces [5]- estas también contienen otros insu-
mos tradicionales de origen vegetal, como torta de
soya, maiz, polvillo de arroz y afrecho de trigo, en
cuya composicion se encuentran basicamente car-
bohidratos solubles y estructurales que no estan
presentes en el alimento natural del paiche, y al
ingresar como componentes de la dieta deben ser
digeridos y absorbidos en el intestino; una mayor
o menor digestién estd asociada con la presencia
de enzimas digestivas especificas para cada sus-
trato [3, 6]. Estas dietas, ademas, deben ser suple-
mentadas con premezclas de vitaminas, minerales
y aminoéacidos esenciales para garantizar un creci-
miento 6ptimo [7].

Los sistemas intensivos, en la Amazonia perua-
na, buscan optimizar la produccién de paiche a es-
cala comercial mediante la alimentaciéon con dietas
balanceadas que permitan cubrir sus necesidades
y expresar su crecimiento éptimo. Sin embargo,
considerando el habito alimenticio del paiche es
prioritario conocer los cambios fisiolégicos diges-
tivos que ocurren en un proceso de adaptacion a

una dieta no natural; dentro de ello es importante
conocer la expresiéon y actividad de las enzimas
digestivas a nivel de membrana que son las en-
cargadas de realizar el tltimo proceso de la escala
digestiva [8]. En ese contexto, el conocimiento de
la actividad de estas enzimas permitira inferir de
qué manera los nutrientes pueden ser digeridos y
como consecuencia de ello partir a una formula-
cién de una dieta éptima, con los insumos adecua-
dos. EI objetivo fue determinar la actividad en-
zimatica de la sacarasa (EC 3.2.1.48), maltasa (EC
3.2.1.20) y dipeptidasa (EC 3.4.13.11) en mucosa
la intestinal de paiches, alimentados con alimento
natural o pez forraje y con un alimento balanceado
extruido.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en una piscicultura
comercial y en el laboratorio de biotecnologia de
la Universidad Nacional Agraria de la Selva, Tin-
go Marfa, region Huanuco, ubicada a 660 msnm,
con temperatura promedio de 24.8 °C, clasificada
como zona de vida de bosque htimedo pre-monta-
no subtropical.

La investigacion se inicié con 80 paiches juve-
niles, con peso promedio de 437 g, longitud pro-
medio de 35 cm, distribuidos a través de un disefio
completo al azar en dos tratamientos (alimento na-
tural a base de pez forraje o alimento balanceado)
y cuatro repeticiones, cada una con 10 peces, colo-
cados en ocho jaulas de 1,5 m? sumergidas en un
estanque de agua de 400 m?.

Los animales recibieron sus respectivas dietas
segun sea pez forraje o alimento balanceado, dos
veces por dia (8:00 y 18:00 h), la racién se calculé
en funcién a la biomasa existente con una tasa de
alimentacién de 5 % [9] y por un periodo de 4 me-
ses. El alimento natural fue a base de peces corta-
dos en trozos, de las especies tilapia (Oreochromis
niloticus Linnaeus, 1758) y bujurquis (Cichlasoma
amazonarum Kullander, 1983); el alimento balan-
ceado extruido se present6 en forma de granulos
con textura semidura, de forma cilindrica, con dia-
metros de 8 mm, la formulacién y la composicion
nutricional de ambos alimentos se muestra en el
cuadro 1.

Al final del experimento se realiz6 el analisis
de la actividad enzimatica. Para ello, cuatro ejem-
plares por tratamiento fueron dejados en ayuno
por seis horas; previo al sacrificio los peces fueron
aturdidos y se realiz6 una incisién longitudinal
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ventral. El intestino se midio6, se lavé con solucion
salina helada al 0,9% y se colect6 las porciones cra-
neal, medio, posterior (segmentos 25; 50 y 75 % de
la longitud total del intestino delgado) y los ciegos

piléricos. Estas muestras se envolvieron con papel
aluminio, se sumergieron en nitrégeno liquido y
almacenaron en un congelador a - 80 °C para su
posterior estudio.

CUADRO 1

Composicion porcentual y nutricional del alimento natural y del alimento
balanceado para paiches juveniles (Arapaima gigas).

Tipo de alimento

Ingredientes (%) _ ;
Alimento balanceado Alimento natural
Pez forraje - 100,00
Harina de pescado 60,00 —
Afrecho de trigo 12,30 -
Polvillo de arroz 12,00 =
Maiz molido 10,00 —
Premezcla de minerales y vitaminas 0,10 -
BHT 0,02 —
Cloruro de colina 0,10 =
Zing bacitracina 0,05 -
Secuestrante de micotoxinas 0,05 ---
Almiddn de yuca 5.00 -
Aceite de palma 0,40 T -
Valor nutricional! - . N

Proteina bruta 46,6 61,00
Fibra bruta 35 0,45
Extracto etéreo 5.4 7.80
Extracto libre de nitrégeno 371 5,61
Ceniza 7.4 25,14
Materia seca 92,2 24.38

"Nutrientes expresados en base a materia seca total

Para extraer las enzimas intestinales, el seg-
mento de intestino colectado fue descongelado, se
rasp6 la mucosa y se trituré en un homogenizador
Ultra Turrax T25 Basic, con solucién tampoén Tris-
HCl 2 mM + Manitol 50 mM, pH 7,1 en propor-
cién de 1:5 (p/vol). El homogenizado de mucosa
se centrifugé a 10 000 rpm por 15 min a 4 °C, luego
se recuperd el sobrenadante denominado extracto
bruto de mucosa (EBM) que fue separado en ep-
pendorf en alicuotas de £1,20 mL y se almacena-
ron a - 80 °C.
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Las actividades de sacarasa (EC 3.2.1.48) y mal-
tasa (EC 3.2.1.20) se determinaron a través de los
niveles de glucosa liberada en la hidrdlisis de los
sustratos sacarosa y maltosa 0,125 M en un vo-
lumen final de 1,0 mL respectivamente, por las
enzimas presentes en el extracto bruto de muco-
sa (EBM). Las condiciones padrones de los ensa-
yos fueron tampoén fosfato 0.25 M + EDTA 6,25
mM, pH 6,5, siguiendo la metodologia de [10] y
[11]. Los niveles de glucosa liberada en el medio
de reaccion se determiné segun la adaptacion de
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[12], utilizando el reactivo enzimatico Glucosa-LS
VALTEK®, medido en un espectrofotémetro UV
Genesys 6, a 500 nm.

La actividad de las dipeptidasas (EC 3.4.13.11)
en la mucosa intestinal se determiné usando como
sustrato el dipéptido L-leucilglicina (LEU-GLI),
resultando la liberaciéon de leucina, la misma
que por catélisis de la L-aminoacido oxidasa (EC
1.4.3.2) forma perdxido de hidrégeno. Finalmente,
la oxidacién de o-dianisidina por el peréxido de
hidrégeno, mediado por la peroxidasa result6 en
un punto final de reaccioén, la que se determiné a
530 nm en un espectrofotometro UV-Genesys 6,
siguiendo la metodologia de [13]. Las condiciones
padrones de los ensayos fueron: sustrato LEU-GLI
50 mM en 0,5 ml de tampén TRIS.HCL 50 mM, pH
8,0; EBM diluido en glicerol 14 % y reactivo L-ami-
noacido oxidasa (LAOR) 1,0 mL en un volumen
final de 1 525 mL.

La actividad de las enzimas se expresaron en
unidades de actividad enzimatica (UA) y ésta se
define como la cantidad de enzima que reduce 1
pmol de sustrato por minuto en las condiciones de
reaccion [14].

Los resultados de la actividad enzimaética fue-
ron analizados mediante la prueba de t Student
para determinar las diferencias significativas entre
los tratamientos, mediante el programa estadistico
INSTAT V2.05.

RESULTADOS

La actividad de la enzima maltasa del intestino
de paiches juveniles como respuesta a la alimen-
tacion con dieta balanceada (DB) o pez forraje
(PF) es mostrada en el cuadro 2; se observa que
las actividades enziméticas en ambos regimenes
de alimentacién no mostraron diferencias signifi-
cativas (P>0,05) cuando son expresadas en UA/g
de proteina de mucosa. Al expresarse la actividad
en UA/mg de mucosa intestinal, sin embargo, pe-
ces que consumieron dieta balanceada mostraron
mayor actividad de maltasa (P<0,05) que aquellos
que recibieron pez forraje, encontrdndose este
efecto en todos los segmentos intestinales, a excep-
cién de los ciegos pildricos. La sacarasa no mostréd
actividad en ningtn tipo de alimento.

CUADRO 2

Actividad de maltasa intestinal en paiches juveniles (Arapaima
gigas), alimentados con dieta balanceada (DB) o pez forraje (PF),
en diferentes segmentos del intestino’.

Segmento Intestinal®

Tipo de Dieta
5125 5150 SI75 SCP
UA/g Proteina
DB 9,79 + 0,81" 1502+ 1,19 12,35+ 1,62 11,12+2,61"
PF 8,18 £ 1,54 10,53 £2,35"  924+1,57" 11,24+236
UA/mg mucosa intestinal
DB 633 = 47 847 = 30° 543 + 44" 619 + 80"
PF 466+ 38" 513+37° 398 + 12" 536 + 60"

" Valores promedio = SE. Valores seguidos por superindices diferentes presentan diferencias significativas (P<0,05).

2 Segmento intestinal: SI25=Segmento intestinal 25 %, SI50=Segmento intestinal 50 %, SI75=Segmento intestinal 75 %,

SCP=Segmento ciego pilorico.
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La actividad de la enzima dipeptidasa se mues-
tra en el cuadro 3. Al ser expresada la actividad
en UA/g Proteina, se observé que con excepcion
del segmento intestinal 25% que presenté mayor
actividad en los peces que consumieron pez forra-
je (P<0,05), en los otros segmentos la dieta no fue

capaz de modificar la actividad enzimaética signi-
ficativamente; cuando se expres6 en UA /g muco-
sa intestinal, la actividad de la dipeptidasa de los
paiches que consumieron pez forraje fue signifi-
cativamente superior en todos los segmentos del
intestino, excepto en el segmento de 75% .

CUADRO 3

Actividad de dipeptidasa intestinal en paiches juveniles (Arapaima gigas), alimentados
con dieta balanceada (DB) o pez forraje (PF), en diferentes segmentos del intestino'.

Segmento Intestinal”

Tipo de Dieta
5125 SI50 SI73 SCP
UAJ/g Proteina
DB 147 + 5° 201 = 10° 208 £ 7 157 + 14°
e 199 + 13 259 = 28" 234 + 35 202 +23°
UA/g mucosa intestinal
DB 9,80£ 037" 1141£040° 926=026" 9,10%0,18"
PE 11,69+ 041" 13,29+0,58" 10,25+ 055" 9,96+ 0,19

"Valores promedio = SE. Valores seguidos por superindices diferentes presentan diferencias significativas (P<0,05).

2 Segmento intestinal: SI25=Segmento intestinal 25 %, SI50=Segmento intestinal 50 %, SI75=Segmento intestinal

75 %, SCP=Segmento ciego pilorico.

DISCUSION

Los paiches juveniles, a pesar de su hébito car-
nivoro y de tener su sistema enzimético en desa-
rrollo, presentaron una ligera modulacién enzima-
tica y adaptacion al alimento balanceado a base de
maiz, polvillo de arroz, afrecho de trigo y almidén
de yuca como aglutinante, que evidencia la pre-
sencia de almidén [15]; el almidén es hidrolizado
por la a-amilasa hasta maltosa [3,16], sustrato que
estimulé la produccién de maltasa intestinal, la
misma que cataliza el desdoblamiento del disaca-
rido en glucosa, bajo esta forma los carbohidratos
son absorbibles y pueden tener cierta importan-
cia nutritiva como fuente energética en los peces
[4]. Asimismo, en el alimento balanceado, depen-
diendo de los ingredientes que lo componen, es
frecuente encontrar maltosa y sacarosa [15]; sin
embargo, en nuestro experimento, paiches juveni-
les que recibieron dieta balanceada no expresaron
actividad de enzimas del tipo sacarasa.
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Todos los segmentos del intestino delgado de
peces alimentados con dieta balanceada muestran
mayor actividad de maltasa (expresada en UA/
mg de mucosa) en relacién a los que recibieron pez
forraje, llegando el maximo a un 65 % en el seg-
mento medio (cuadro 2). Esta respuesta estd direc-
tamente asociada a la presencia de carbohidratos
de la dieta, la misma que fue suministrada a los
animales desde temprana edad. Imbiriba (2001) y
Padilla et al. (2002) reportaron que paiches que
recibieron dietas artificiales a temprana edad tu-
vieron mayor ganancia de peso que aquellos que
recibieron alimento a mayor edad, atribuyéndose
esta respuesta a una mejor modulacién enzima-
tica para la digestion de los carbohidratos, aun
cuando se ha demostrado que los peces carnivoros
poseen baja tasa de secreciéon de amilasa, la mis-
ma que puede ser una barrera para la inclusiéon de
componentes de origen vegetal en su dieta [2].

Efecto del tipo de alimento sobre la actividad de enzimas intestinales en paiches juveniles (Arapaima gigas cuvier, 1829) criados en jaulas

Aun cuando los carnivoros no aprovechan bien
los alimentos de origen vegetal, por los carbohi-
dratos solubles y estructurales que poseen [18, 19],
las raciones balanceadas son una alternativa para
la alimentacién del paiche en crianza intensiva,
desde que se seleccionan los ingredientes con la
finalidad de evitar concentraciones elevadas de
carbohidratos estructurales, los cuales son indige-
ribles en monogéstricos [16].

La actividad de la maltasa aument6é desde la
porciéon anterior (25%) hacia el segmento intesti-
nal medio (50%) en donde se observé una maxima
expresion y luego disminuy6 hacia el segmento
posterior (75%); resultados con comportamiento
diferente a los reportados por otros autores que
demostraron que la actividad de las disacaridasas
declina desde la zona proximal hasta la distal [20].
Adicionalmente, el intestino del paiche presenta
dos ciegos piléricos que son estructuras accesorias
que participan también en la hidroélisis de maltosa
y dipéptidos, lo cual se evidencia en esta investi-
gacion.

La harina de pescado fue el insumo patrén en
la elaboracién del alimento balanceado de los pai-
ches por su aporte de proteina (60%). Los otros
insumos aportaron proteinas pero en menor por-
centaje, lo cual implica la presencia de sustrato
para la estimulacién de proteinasas que permiten
la liberacion de dipéptidos en el lumen intestinal
[4] y estos, a su vez, estimularon la produccién de
dipeptidasas citosdlicas y de membrana [6], por lo
que los paiches en los regimenes de alimentacion
sea con dieta balanceada o peces forrajes criados
en jaulas, expresan dipeptidasas las que participan
en la digestion final de las proteinas.

La actividad enzimatica de dipeptidasa no se
afect6 en funcién a los regimenes de alimentacion,
cuando expresamos en UA/g de proteina, a ex-
cepcion del segmento 25 %, en donde la actividad
enzimatica de los peces alimentados con pez forra-
je fue mayor en un 35 % comparando con los ejem-
plares alimentados con dieta balanceada. Sin em-
bargo, los ejemplares alimentados a base de peces
forrajes superaron en un 29 % de su actividad en-
zimatica a los animales que consumieron dieta ba-
lanceada en los segmentos 50 % y ciegos piléricos
(Cuadro 3). Asimismo, el tipo de dieta influenci6
en la actividad de dipeptidasa expresadaen UA/g
de mucosa intestinal. Es asi que se encuentra nive-
les mayores de expresion enzimética en un 19 %,
16 % y 10 % para los segmentos anterior, medio y
ciegos pildricos, respectivamente. En ese sentido,
la mayor actividad enzimatica observada en pai-

ches juveniles alimentados con peces forrajes en
comparacion con aquellos que recibieron dieta ba-
lanceada, es el resultado de la presencia de sustra-
to que estimula la produccién de la enzima, ya que
consumieron una dieta estrictamente proteica [1].

CONCLUSIONES

Los niveles de enzimas maltasa y dipeptidasa
demostraron variaciones en funcién al tipo de ali-
mentacioén. El alimento balanceado, a base de car-
bohidratos, conlleva una mayor actividad de mal-
tasa y menor actividad de peptidasas. Los paiches
juveniles muestran adaptacion fisiolégica a pesar
de su habito alimenticio carnivoro.
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