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1. Resumen

El pulpo rojo (Octopus maya) es una especie endémica de Yucatan y constituye uno de los
recursos pesqueros mas importantes de la Peninsula, con una captura anual de 10, 000
toneladas (CONAPESCA, 2012), la cual se ha reducido recientemente, debido a problemas de
sobreexplotacion, mareas rojas, entre otros fendmenos. Una de las soluciones a esta
problematica es la acuacultura, que en el caso de O. maya ha demostrado ser factible dada su
biologia. Sin embargo, hasta la fecha el principal problema para el desarrollo de la acuacultura
del pulpo rojo, es la falta de una dieta econémica para los principales estadios.

En el presente trabajo se realizé una busqueda bibliografica extensiva acerca de la elaboracion
de las dietas para las crias recién eclosionadas de O. maya; de manera que se logré plantear
una propuesta de dieta con base a la literatura consultada.

En el andlisis de las dietas anteriores se incluyeron los parametros de calidad nutricional de los
insumos, asi como las caracteristicas y procesos que pueden ser perjudiciales para el
crecimiento de Octopus maya; de manera que se eligieron los que tenian una mayor calidad
nutricional, y posteriormente se sugirié un tratamiento previo a la elaboracién de la dieta, con la

finalidad de ver el efecto de dicha propuesta.

El objetivo de la propuesta consiste aumentar las tasas de crecimiento mediante la mejora de la
absorcion de los principales nutrientes (proteina), realizando un hidrolizado proteinico
enzimatico, lo que permite mantener la calidad de la proteina y a su vez aumentar la velocidad
de absorcion. La propuesta consiste en someter a una hidrélisis enzimatica (con Colagenasa)
al manto de calamar (componente principal) de la dieta propuesta, de tal manera que se pueda
evaluar si el tratamiento enzimatico logr6 mejorar la absorcion, la cual se vera reflejada en

mayores tasas de crecimiento del organismo en cuestion.

En ésta tesina también se sugieren las técnicas para evaluar el efecto de la dieta experimental
mediante un ensayo biolédgico, asi como la estandarizacién del manejo de los animales y el
sistema de cultivo, la elaboracion de la dieta experimental, de manera que se pueda establecer
un proceso controlado y facil de analizar. Por dltimo se abordan las perspectivas de continuar

con la acuacultura del pulpo rojo de Yucatan, asi como sus posibles beneficios



2.

Introduccion.

El pulpo es un cefalépodo carnivoro y canibal, presente en aguas de climas templados y
tropicales de todo el mundo, tiene un cuerpo blando con un cerebro bien desarrollado y ocho
brazos, cada uno de los cuales posee dos filas de ventosas (Munguia, et. al. 2007). En la
peninsula de Yucatdn se puede encontrar una especie endémica, Octopus maya, la cual
esta distribuida desde la bahia de Campeche hasta el norte de la peninsula de Yucatan
(Domingues, et. al.2012). Dicha especie ha adquirido un creciente interés comercial por

diversas razones como nutrimentales, econdmicas y ambientales:

Dentro de las razones nutrimentales se contempla que O. maya posee un alto valor
nutricional, ya que contienen vitaminas A, B, C y D; compuestos glicero-fosféricos; cloruros;
hidratos de carbono, y proteinas en cantidades adecuadas y de facil digestion. Las proteinas
gque estan presentes en los cefalépodos son digeribles casi en un 100%, contra el 63% de
las de carne de res (Munguia, et. al. 2007), lo cual representa una buena opcion para cuidar

la salud de los consumidores.

Dentro de las razones econdémicas se contempla que es una especie con buena aceptacién
en mercado internacional, y sus principales consumidores son Espafia, Jap6n e ltalia
(Munguia, et. al. 2007). Con lo cual dicha pesqueria representa para la zona costera de
Yucatan el principal ingreso, debido a los volimenes de captura y el nivel de precio. Esta
actividad econdmica tiene tal relevancia que habitantes de los municipios no costeros se
vuelven pescadores en los meses de pesca del pulpo O. maya para obtener un ingreso

clave en su economia (Munguia, et. al. 2007).

Dentro de las razones ambientales se encuentra la situacién actual de las pesquerias en el
mundo, se han capturado volimenes importantes de las especies comestibles, llevandolas a
su sobreexplotacion (F.A.O., 2010), la pesqueria de Octopus maya no ha sido la excepcién
ya que se ha incrementado a tal grado que han causado su sobreexplotacién, en afios
recientes se han observado grandes fluctuaciones en los volumenes de captura (Munguia,
et. al. 2007). Por otra parte, se han realizado proyecciones por parte de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), donde se

muestra una tendencia a la disminucion dréastica en la captura de O. maya.



Esto ha fomentado la toma de acciones que permitan cubrir la demanda existente y a su vez
permitan cuidar los recursos naturales, como son la acuacultura y diversificacion de los

productos marinos, entre otras.

La diversificacion de la pesca convirtio a O. maya en una de las especies mas explotadas en
la pesqueria mexicana con 10,000 toneladas anuales de captura (CONAPESCA, 2012), se
ha comercializado en gran medida gracias a que presentan varias ventajas biolégicas como
altas tasas de crecimiento (TC), lo que implica un gran potencial para competir con el

mercado de los pescados (Iker, et al., 2011).

Debemos considerar que ambientalmente la sobreexplotacion de O. maya implica la
afectacion de otras especies y por ende la alteracion drastica del ecosistema. Por ejemplo la
jaiba azul (Callinectes sapidus), es usada como carnada en la pesqueria del pulpo, sin

mencionar que dicha especie es comunmente usada en la alimentacion humana.

Ante las alteraciones del ecosistema se ha tratado de aumentar la producciéon acuicola,
aunque aun existen grandes retos para poder industrializar la produccion de O. maya. De
acuerdo a los estudios realizados en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion
(UMDI) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) en Sisal, Yucatan, se han
encontrado las condiciones controladas para la reproduccion de O. maya en cautiverio

(Rodriguez y Carmona, 2008).

Sin embargo, uno de los principales dilemas para poder industrializar la produccion de
pulpos mediante la acuacultura reside en la habilidad de crear una dieta econdmica y
nutricionalmente adecuada (Quintana, et. al. 2010), que permita sustituir la alimentacién con
presas vivas. La alimentacién es un elemento decisivo que forma parte de todo sistema de
produccién animal, esta presente en todas las fases del proceso, afectando directamente el
crecimiento, engorda, maduracion y reproduccion de los organismos (Martinez Y. 2010), asi
como el costo de produccion. Este es un punto vital en el sistema de produccién ya que se
ha reportado que el costo del alimento llega a representar hasta el 60% de los gastos

operativos de las granjas que cultivan pulpos (Rodriguez y Carmona, 2008).



Para intentar industrializar la produccién de O. maya se han desarrollado diversas dietas
artificiales las cuales no han logrado el desarrollo 6ptimo de O. maya, sin embargo han
demostrado que es posible el desarrollo de una dieta inerte para su alimentacion.

Por lo cual el presente trabajo retne la mayor cantidad de informacion posible acerca de la
elaboracion de las dietas para O. maya de tal modo que sirva como guia para continuar con

el desarrollo de las dietas y lograr la industrializacién de dicha especie.



3.

Marco tedrico

3.1 Situacién actual del pulpo rojo Octopus maya

El reciente interés por cultivar O. maya esta guiado por los aspectos: econémico y bioldgico.

En el aspecto bioldégico son buenos prospectos para la acuacultura, debido a sus elevadas
TC, (Quintana, et.al. 2010), la alta supervivencia de las crias y ciclos de vida cortos,
aproximadamente de tres afios (Rodriguez y Carmona, 2008), sin embargo alcanza su peso
maximo (3.5 kg en promedio) a los 9 meses después de la eclosibn (Domingues, et. al.,
2012), lo cual lo hace ideal para la comercializacibn, O. maya presenta otras
particularidades como su desarrollo directo de la eclosion sin tener fases larvarias, lo que

disminuye la mortandad.

Al considerar el impacto econémico y social de la pesqueria de O. maya se encontré que
ocupa el cuarto lugar a nivel nacional de captura en el litoral del Golfo de México y el Caribe,
generando aproximadamente la mitad del valor agregado de esta region, tal es la
importancia y concurrencia de la actividad pesquera de O. maya que ha llegado a ser
sobreexplotada. Para evitar esta situacion se ha intentado regular mediante la aplicacion de
las normas oficiales NOM-008-PESC-1993 y NOM-009-PESC-1993 en las cuales se

establece la talla minima de captura, artes de pesca y la temporada de veda de O. maya.

Sin embargo dichas medidas no han sido suficientes para asegurar la preservacion del
recurso, diversos factores como la sobreexplotacion, desastres naturales como las mareas
rojas, entre otros (pesca ilegal), han generado constantes fluctuaciones en los volimenes de

pesca.

Estas circunstancias han impulsado el estudio de las condiciones de cultivo, fisiologia,
crecimiento y reproduccién de O. maya, con los cuales se ha demostrado que pueden ser
cultivados en condiciones de laboratorio (lker, et al., 2011). Sin embargo, ain no ha sido
posible la industrializacion debido a la falta de conocimiento sobre las caracteristicas de los
alimentos habitualmente ingeridos y los requerimientos nutrimentales de los individuos, a fin
de realizar una adecuada elaboracion de dietas artificiales para el crecimiento, reproduccion

y engorda de los organismos en cuestion.



3.2 Disefio de dietas experimentales y requerimientos nutrimentales de Octopus maya

El disefio de las dietas experimentales se ha guiado con base en su forma de vida, en
general los pulpos son cazadores solitarios, exploradores y versatiles con adaptaciones
morfolégicas y conductuales que les permiten manipular diversos tipos de presas, como
poliquetos, bivalvos, gasterépodos, cangrejos e incluso presas de desplazamiento rapido
como los peces (Portela, 2011). Al tener una amplia gama de presas, los pulpos son
considerados como oportunistas, de manera que su dieta depende de su preferencia y
disponibilidad del alimento, lo cual es una ventaja para poder crear una dieta artificial y
lograr la industrializacion de la produccion de dicha especie.

A su vez es necesario el estudiar los requerimientos nutrimentales de O. maya, dentro de
estos estudios se ha encontrado que su metabolismo es acelerado (Martinez Y. 2010) y
esencialmente proteinico, a diferencia de los peces o crustaceos (Valero, 2009).

Una de las formas que se ha utilizado cominmente para estudiar el metabolismo de los
individuos es la deteccién de los principales 6rganos de digestién, sus cambios histolégicos

y cinéticos.

Para O. maya dicho 6rgano es la glandula digestiva, asi mismo se reportan los cambios que
ésta presenta en funciébn de la edad del pulpo, descubriendo de esta manera, una
importante utilizacién de lipidos endégenos en los primeros dias de vida (hasta el dia 12
después de eclosionados), los cuales son consumidos como principal fuente de energia
(Martinez, et.al. 2010), esto se debe a que a pesar de que las crias de O. maya poseen
aparentemente el cuerpo de un adulto, aun no desarrollan la habilidad de ser cazadores
eficientes, de manera que las reservas les son de vital importancia para poder desarrollar

sus habilidades como cazadores y poder subsistir.

De igual forma, se ha encontrado que la principal biomolécula para el mantenimiento de las
funciones vitales, la produccién de energia, reproduccion y crecimiento, son las proteinas,
encontrandose también una consecuente baja utilizacion de los hidratos de carbono y

lipidos.



También se demostro que dietas con elevadas cantidades de lipidos es perjudicial para el
crecimiento de O. maya; se tiene la hip6tesis de que los lipidos saturan o taponan los sitios
de absorcion de las proteinas. A su vez se ha demostrado que O. maya tiene una baja
capacidad de digerir los polimeros de hidratos de carbono (Rosas, et al., 2012), e incluso
pueden llegar a limitar la absorcion de las proteinas, ya que el uso de polimeros de hidratos
de carbono como aglutinantes (Alginatos), tiene un efecto negativo en crecimiento del pulpo.

Por lo tanto, es de vital importancia que la proteina presente en la dieta del pulpo tenga una
adecuada calidad nutricional; esta importancia se ve reflejada en la composicion corporal de
0. maya, ya que mayoritariamente se compone de proteinas, éstas representan cerca del
16.6%, los hidratos de carbono representan cerca del 1% vy los lipidos <2% de su peso

himedo.



3.3 Proteinas y su calidad

Las proteinas son sustancias organicas complejas y de elevado peso molecular, formadas
por amino&cidos unidos por enlaces peptidicos, los cuales son los principales elementos
estructurales de las células (Soriano, J. 2006). Cada especie animal o vegetal esta

conformada por su propio tipo de proteinas.

Las proteinas del cuerpo se encuentran siempre en un continuo proceso de renovacion, es
decir, por un lado se degradan hasta sus aminoacidos constituyentes y por otro se utilizan
estos aminoacidos junto con los obtenidos en la dieta, para sintetizar nuevas proteinas, de
acuerdo a las necesidades del organismo, ya que las proteinas tienen una muy amplia gama

de funciones.

Para poder llevar a cabo la sintesis de proteina, las células necesitan que estén presentes
todos los aminoacidos que compondran la futura proteina y ademas en una cantidad
suficiente. De entre todos los aminoacidos que puede contener una proteina los mas
importantes son los amino&cidos esenciales (AAE), se les llaman esenciales pues deben ser
provistos por la dieta, ya que el organismo no es capaz de sintetizarlos o bien su sintesis es
muy lenta, comparada con los requerimientos (Soriano, J. 2006).

Comunmente se les llama proteinas de baja calidad a aquellas proteinas que contienen uno
o mas AAE en proporciones bajas, es decir, que tiene poco contenido de uno o mas
aminoacidos comparados con un patron, al aminoacido que se encuentra en menor cantidad
en la proteina comparado con el patrén, se le denomina Aminoacido Limitante. De manera
que se puede definir a la calidad de una proteina como el grado de aproximacion quimica de

la proteina de estudio con respecto a las proteinas de un organismo o individuo.

A lo largo del tiempo se han desarrollado una gran variedad de indices y métodos para
evaluar la calidad de las proteinas, los cuales pueden ser clasificados en métodos quimicos,

biol6gicos y métodos enziméticos (Soriano, J. 2006).



3.3.1 Meétodos quimicos de evaluacion de la calidad de la proteina:

Aminograma (perfil de amino&cidos). Es la cuantificacién de los aminoacidos presentes en
una proteina, se realiza por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR, HPLC,
por sus siglas en inglés High-performance liquid chromatography), con una previa hidrélisis
de la proteina y se expresa en gramos de aminoacidos por 100 gramos de proteina.

Cuenta quimica. Es una comparacion del contenido de AAE de una proteina con respecto a
una proteina control, expresado en porcentaje, dicha comparacion se realiza aminoacido por

amino&cido usando la siguiente ecuacion:

Ecuacién 1:

(003 huesera)
%AAER — 100 g Muestra Insumo a evaluar
g AA
100 g Muestra

)Parvaﬂ
Donde %AAER= g Aminoacidos Esenciales Relativos / 100 g Insumo

Se considera el aminoacido limitante es el que otorga la calificaciobn quimica, es decir, el
valor minimo de dicha comparacion se considera como la calificacion quimica o cuenta

guimica de la proteina en evaluacion.

indice de AAE (indice de Oser). Es la media geométrica de las relaciones de cada AAE en la
proteina problema con respecto de la referencia. Dicho indice puede calcularse con la

siguiente ecuacion:

Ecuacion 2:

[0 - (10[%x(lng(jAAERLHlng(jAAERZ)...+log(jAAEan)}])

Donde:

|O= indice de Oser
n= namero de aminoacidos detectados en el aminograma o perfil de aminoacidos
AAERn= Aminoacido Esencial Relativo n



3.3.2 Meétodos biolégicos de evaluacién de la calidad de la proteina:
Se realizan en animales de experimentacion y tienen en cuenta la utilizacioén de la proteina
de la dieta experimental. Los més utilizados son el Valor Biologico (VB), Utilizacion de
Proteina Neta (UPN), Cuenta Quimica Corregida por Digestibilidad de la Proteina (CQCDP).
Estos Indices no evaltan la proteina de forma intacta, sino que se digieren quimicamente y
se cuantifica el nitrégeno ingerido de la dieta, proteinico, fecal, urinario, etc.

A continuacién se hara una breve descripcién de algunos métodos (Soriano J. 2006):

Relacion de Eficiencia Proteinica (REP). Es el aumento de peso corporal dividido por el peso

de proteinas consumidas.

Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA). Es la proporcién de nitrégeno proteinico del

alimento absorbido respecto al ingerido.

Coeficiente de Digestibilidad Verdadera (CDV). Es muy semejante al Coeficiente de
Digestibilidad Aparente, sin embargo en éste método se toma en cuenta que parte del
nitrégeno eliminado por las heces es de origen endégeno y no procede exclusivamente del

absorbido desde la dieta.

Valor Biologico (VB). Es la proporcion de nitrégeno absorbido que queda retenido en el
organismo, en éste método la proteina en estudio es la Unica fuente de nitrégeno de la dieta.

Se requiere de la previa evaluacion de las pérdidas de nitrdgeno fecal y urinario endégeno.

Utilizacion Neta de la Proteina (UNP). Es la proporcion del nitrégeno consumido que queda
retenido por el organismo. Se puede obtener multiplicando el valor biolégico por la
digestibilidad, en cuyo caso se denomina calculada.

Cuenta Quimica Corregida por Digestibilidad de la Proteina (CQCDP). Compara la
concentracion del aminoacido limitante en la proteina de ensayo con la concentracion de

ese mismo aminodcido en la referencia, teniendo en cuenta la digestibilidad verdadera.

3.3.3 Meétodos enzimaticos de la evaluacién de la calidad de la proteina:

Son métodos in vitro donde se mide la digestibilidad de las proteinas, consisten en digerir a
las proteinas de ensayo con enzimas como tripsina pancredtica, quimiotripsina y peptidasa
intestinal porcina, bajo condiciones normalizadas, comiunmente es usado para detectar los
cambios de la calidad nutritiva de la proteina producidos por el procesamiento de los

insumos (Fennema, O. 2000).
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3.4 Descripcion de las caracteristicas de la dieta ideal de O. maya

Una vez conocidos los requerimientos nutrimentales, asi como los principales puntos de
cuidado en el disefio de la dieta de O. maya procedemos a dar una descripcion de las
caracteristicas ideales de su dieta.

Si bien a lo largo de los afios se han encontrado las caracteristicas ideales, también se logro
identificar el principal problema con las dietas elaboradas, éste es el excesivo costo, ya que
la mayoria de ellas se basan en alimento vivo, o bien insumos sumamente caros como la
jaiba azul (C. sapidus). Para solucionar este problema, se propone continuar la busqueda de
los principales nutrimentos que favorecen el crecimiento del organismo, de manera que se

puedan utilizar insumos mas econémicos.

Dentro de las caracteristicas ideales se requiere que sea una pasta semihimeda para cubrir
las caracteristicas de palatabilidad (Domingues P.et.al., 2007), no se sugiere el uso de
proteinas de origen vegetal, ya que puede generar un decremento en el peso (Aguila, et al.,
2007).

Al ser una pasta requiere de un agente aglomerante adecuado, como la grenetina ya que
promueve el crecimiento del organismo sin limitar la absorcion de nutrientes (Rosas, et al.,
2008), mientras que el empleo de aglomerantes de origen no proteinico genera una
disminucion de la absorcion de los nutrientes de la dieta, debido a que O. maya al ser una
especie carnivora es incapaz de metabolizar los aglomerantes de origen no proteinico
(Rosas, et al., 2012).

Sin embargo no todas las fuentes proteinicas de origen animal cumplen con los
requerimientos nutrimentales para O. maya. Se han reportado bajos crecimientos con surimi

de pescado y alimento balanceado para camarén (Rodriguez y Carmona, 2008).

Considerando que O. maya es una especie carnivora, la mayor porcion de la dieta debe
estar constituida de proteina. Debido a lo anterior es de suma importancia la calidad de las
proteinas presentes en la dietas, pues un alto contenido proteinico, no implica
necesariamente una calidad adecuada. Una manera adecuada de definir la calidad de una
dieta puede ser el balance adecuado de los aminoacidos, dicho balance se pueden

determinar mediante el uso de parametros quimicos como el indice de Oser.
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Para poder conocer el balance de los aminoacidos, se debe realizar un perfil de
aminodcidos, dicha determinacion es de gran utilidad ya que ademas permite evaluar la
calidad de las proteinas de la dieta, puede ser usado como una guia, ya que los organismo
de estudio adoptan el perfil de aminoacidos de la dieta que est4 consumiendo (Domingues
P. et.al., 2007).

De manera que, con la realizacion de un perfil de aminoacidos en un individuo sano se
puede encontrar los principales aminoacidos a suministrar en la dieta para obtener un
optimo crecimiento. Por otro lado, resulta de gran utilidad el medir la digestibilidad de las
proteinas, ya que hay reportes que indican que los cambios conformacionales en las
proteinas producidos por la desnaturalizacion, pueden disminuir la digestibilidad de los
insumos para el caso de O. maya (Rosas, et al., 2012).

Estos cambios conformacionales en las proteinas se deben al procesamiento térmico de los
insumos, los tratamientos térmicos ligeros 60 a 80°C suelen ser benéficos para el
aprovechamiento de la proteina, principalmente las de origen vegetal, ya que se inactivan
enzimas, se destruyen inhibidores de proteasas, se promueve la desnhaturalizacion de la
proteina (Badui, 1993), con lo cual aumenta el aprovechamiento de la proteina, ya que ésta

es mas accesible al ataque de las enzimas digestivas (Fennema O, 2000).

Con tratamientos térmicos de 80 a 100°C, se inactivan enzimas termorresistentes y se
propicia la reaccion de Maillard, esta reaccion suele ser buscada en los alimentos, ya que es
responsable de una gran cantidad de sabores y aromas, sin embargo también presentan
efectos negativos, ya que se producen perdidas de los AAE (Fennema O. 2000), ademas de

reducir la digestibilidad de la proteina y por ende pérdida del valor nutrimental.

Los tratamientos térmicos de 100 a 150°C favorecen la caramelizacion de los hidratos de
carbono y la sintesis de enlaces isopeptidicos (Badui, 1993), la formacién de dichos enlaces
se da por lo general en el tratamiento drastico en las industrias que procesan alimentos,
aunque se ha demostrado que pueden formarse en cantidades menores con los
tratamientos usuales del procesamiento de los alimentos; un ejemplo de este tipo de
insumos son los hidrolizados de proteina vegetal (Fennema O. 2000). Es importante el
considerar que los alimentos con un alto contenido de proteina y bajo contenido de hidratos
de carbono son susceptibles a este tipo de reaccién, ya que éstas deben ser las

caracteristicas de la dieta.
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Es importante mencionar que naturalmente existen proteinas que tienen enlaces cruzados
como son las proteinas globulares, fibrosas como queratina, elastina, colageno, etc.; una de
las funciones de estas proteinas con enlaces entre cruzados es la de frenar la protedlisis

metabdlica (Fennema O. 2000).

Con lo cual se puede inferir que si los insumos tienen una gran cantidad de proteinas con
enlaces entrecruzados, aunado a tratamientos térmicos fuertes, puede generar una cantidad
considerable de estos enlaces y por lo tanto disminuir considerablemente la digestibilidad y
valor nutrimental de la dieta, esto se debe principalmente a la incapacidad de las enzimas
digestivas de escindir el enlace peptidico de los enlaces cruzados, ademas de las
dificultades estéricas que generan los enlaces entrecruzados evitando que los enlaces

peptidicos aledafios puedan ser hidrolizados (Fennema O. 2000).

Finalmente los tratamientos térmicos con temperaturas >150°C inducen la ciclacion,
racemizacion de aminoacidos (transformacion L-aminoécidos en el isémero D) (Badui,
1993). Esta Gltima reaccion tiene un gran impacto, ya que la mayoria de los organismos no
utilizan los D-aminoécidos para la sintesis de proteinas, si no que se aprovechan
unicamente como fuente de energia, e incluso se ha considerado que con los isomeros D
llegan a sintetizar compuestos téxicos que reducen ain mas la calidad del alimento (Badui,
1993).

Estos hechos explican porque las proteinas de origen vegetal y aun las proteinas de origen
animal que han sido concentradas mediante la evaporacién del agua con la aplicacion de
una fuente de calor, no han dado buenos resultados en el crecimiento de O. maya, de
manera que se sugiere la liofilizacibn como proceso alternativo para secar o concentrar
proteinas, ya que éste proceso no afecta las caracteristicas nutrimentales de los insumos
(Rosas, et al., 2012).

Los estudios indican que O. maya tiene un alto requerimiento de proteinas, también esto se
puede observar en el tipo de presas con las que se han obtenido los mayores crecimientos
(cangrejos, camarones) (Martinez Y. , 2010). Basados en estos resultados se ha encontrado
que los requerimientos nutrimentales de O. maya son aproximadamente: 80-86% de
Proteina, 5.1-5.6% de Lipidos y 10% de Hidratos de carbono (Rosas, et al., 2012).
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Si bien en dietas anteriores se habia incluido el manto de calamar en bajas concentraciones
(< 20%) (Aguila, et al., 2007) (Rosas C. et. al., 2010), existen reportes donde se utiliza en
gran abundancia dicha proteina (50%), la combinacion de dicha fuente proteinica y jaibas ha
dado buenos resultados (Martinez, R. et. al, 2012), sin embargo, se ha reportado que la
proteina de calamar tiene una menor digestibilidad comparada con la proteina del cangrejo
(dieta natural de Octopus maya) (Martinez, R. et. al, 2012).

De acuerdo a los reportes bibliograficos, el calamar contiene colageno, en cantidades
considerables, ya que lo utiliza como sostén muscular, dado que carecen de esqueleto; esta
molécula (Colageno) disminuye la digestibilidad de la proteina; por esta razén se propone
un método enzimatico para la hidrdlisis del colageno, de manera que permita demostrar si
es que éste componente del insumo es el responsable de la baja digestibilidad y observar si

éste proceso puede mejorar las tasas de crecimiento del organismo en estudio.

Existen reportes de que una mezcla de manto de calamar con camar6n da buenos
resultados para el crecimiento de Octopus vulgaris (Rosas, et al., 2012), de manera que se
probara la implementacion de dicha mezcla con un proceso enzimatico para mejorar tanto la

digestibilidad del manto de calamar, asi como las tasas de crecimiento.
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3.5 Evaluacién de la dieta

La manera mas efectiva de evaluar el desempefio de la dieta propuesta es realizar un
ensayo biologico, de tal manera que se pueda evaluar su aprovechamiento, algunos
métodos se basan en la ganancia del peso como es el la tasa especifica de crecimiento,
otros como la tasa de conversion alimenticia relacionan la cantidad de alimento ingerido con

la cantidad de peso ganado.

La Tasa especifica de crecimiento (TEC) se define como la ganancia en peso corporal del

individuo expresado como porcentaje, por dia; se calcula mediante la siguiente ecuacion:

TEC =

InPf—1InPi
(f) X 100

Ecuacion 3:
TEC= Tasa Especifica de Crecimiento P/ = peso final del organismo;
Pl = peso inicial del organismo; t =tiempo en dias
La tasa de Conversion alimenticia (TCA) se define como la relacién entre la cantidad de
alimento consumido y la cantidad de peso ganado del organismo; se calcula mediante la

siguiente ecuacion:

Ai — Af
TCA = (—)
Pf — Pi
Ecuacién 4:

TCA =Tasa de Conversion Alimenticia
Ai= Peso del Alimento suministrado; Af = Peso del Alimento final;
Pf = Peso final del organismo; Pi = Peso inicial del organismo.

Otro posible parametro de comparacion es la realizacién de un perfil de aminoacidos, ya que
nos dara una idea de que tan cercana es la composicion de los aminoacidos en los
diferentes grupos experimentales tratados con las diferentes dietas propuestas. Ademas,
proporciona informacién acerca de los cambios de amino&cidos que tiene O. maya a lo largo
de su vida, es decir, observar los diferentes requerimientos de los aminoacidos de esta

especie conforme a sus diferentes estadios.

Con el uso de estos parametros, podemos realizar comparaciones entre las distintas dietas
ofrecidas a O. maya, y determinar que dieta tuvo un mejor desempefio, ademas
proporcionara una valiosa informacion para la mejora continua en la elaboracion de dietas

para el pulpo rojo de Yucatan.
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4. Justificaciéon

Octopus maya es una especie muy importante para la costa de Yucatan, ya que representa
una gran oportunidad econdmica de crecimiento para dicha regién, ésta especie tiene un

gran potencial para ser cultivada en condiciones controladas.

El cultivo de dicha especie tiene muchos aspectos benéficos, significa un paso hacia el
consumo responsable de uno de sus principales recursos, manteniendo en equilibrio su
ecosistema y haciendo posible una participacion activa y constante en el mercado
internacional, asi como lograr mantener uno de los principales ingresos para las

comunidades costeras de Yucatan.

A su vez, la investigacion de O. maya puede permitir su aprovechamiento integral, sin
embargo, para que todas estas metas sean alcanzadas, se debe trabajar arduamente en
lograr la industrializacion de la produccion en acuacultura de Octopus maya, aunque el

principal problema para lograrlo es el excesivo costo de la alimentacion.

Actualmente se han desarrollado diversas dietas que no han dado buenos resultados en el
crecimiento de O. maya; sin embargo, de dichos estudios se puede obtener informacién
muy valiosa con la que se puede sentar las bases del desarrollo de una dieta adecuada
para esta especie; de manera que el presente documento pretende recopilar la mayor
cantidad de informacion disponible del tema, estableciendo una guia en el desarrollo de las
dietas de Octopus maya y con base en ella generar una propuesta para lograr la

industrializacién de la especie en cuestion.
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Objetivo general

Realizar una propuesta de una dieta, fundamentada en el conocimiento obtenido a lo largo
de los afios en que se ha estudiado la produccion de pulpo rojo de Yucatan (Octopus
maya), la cual sea equilibrada, y eficiente, permitiendo reducir los costos de produccion, de

manera que se pueda ir alcanzando la industrializacion del cultivo de dicha especie.

5.1 Objetivos particulares

Seleccion de los insumos de mayor calidad para la elaboracion de una dieta optima para el

crecimiento de Octopus maya en la fase juvenil, principalmente de la eclosion a 60 dias.

Realizar los andlisis de los insumos correspondientes, primordialmente del colageno en el

manto de calamar

Utilizar un método para la eliminacion del colageno presente en el manto de calamar para

Su uso en acuacultura.

Realizar el analisis bromatoldgico de las dietas experimentales

Realizar una evaluacion de las dietas experimentales propuestas mediante un ensayo

bioldgico.
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6. Metodologia

Diagrama general de la Investigacion

Disefio de una dieta Revisién bibliografica Elaboracion de la propuesta:
Adecuada para . “Manto de calamar

de la calidad de los
Octopus maya hidrolizado + Camarén”

insumos disponibles

Cuantificacion del Realizacion del
Hidrdlisis -— colageno en el — hidrolizado de
enzimatica manto de calamar calamar
Mezcla de Seleccion de los
ingredientes para la organismos
elaboracion de la Octopus maya
dieta

Andlisis Bromatolégico
de las dietas Aclimatacién de
Octopus maya

Evaluacion de la dieta
en los organismos
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6.1

Disefio de una dieta adecuada para Octopus maya
6.1.1. Revision bibliogréfica de la calidad de los insumos disponibles:

De acuerdo a la informacién obtenida acerca del disefio de dietas para O. maya, se
seleccionaron del total de insumos disponibles los que podrian ofrecer mejores resultados,
eliminando los que se ha demostrado que tienen una repercusion en el desarrollo de

O. maya.

Posteriormente se realizé una blsqueda de los perfiles de aminoacidos de los insumos
seleccionados, asi como el contenido de proteina por cada insumo, de manera que se

siguieron seleccionando las mejores opciones para la elaboracion de la propuesta de dieta.

6.1.2 Elaboracién de la dieta propuesta:

Una vez seleccionados los insumos ideales (Manto de calamar hidrolizado
enziméaticamente y camaron), se procede a realizar la elaboracion de las dietas; se debe
remover mecanicamente la mayor cantidad posible de coladgeno al manto de calamar
congelado (Figura 1), posteriormente se debe moler la muestra ain congelada con un
extrusor, una vez molido se debe guardar una porcién de la muestra en congelacion para
su posterior liofilizaciéon y cuantificacion del colageno, el resto de la muestra debera
mantenerse de igual forma en congelacion (-70°C) hasta determinar la cantidad adecuada

de enzima para realizar el proceso de hidrolisis enzimatica.

Figura 1.Remocién
mecéanica del colageno.
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6.2 Realizacion del hidrolizado de manto de calamar

6.2.1 Cuantificacion del colageno en manto de calamar, por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucién (CLAR, HPLC por sus siglas en inglés)

Se debe trabajar con la muestra liofilizada, se pesan por el método de cuarteo 10 mg de
muestra (por duplicado) en tubos Durham (Figura 2A.), se colocan en el reactor de
hidrdlisis, se afiaden 200 pL de HCI (6N, 0.006 % fenol) por muestra, y se montan en una
estacion de hidrdlisis para proteina Pico Tag (Waters, Inc) (Figura 2B), donde se desplaza
el oxigeno presente en el reactor remplazandolo con nitrogeno (Figura 2C.),
posteriormente se cierra el reactor y se calienta a 108°C/18 h.

Figuras 2A. Muestras en tubos Durham.
2B. Tubos Durham en el reactor de
hidrélisis.
2C. Estacion de trabajo Pico Tag.

Las muestras hidrolizadas se secan mediante corriente de nitrégeno, y se rehidratan en
1 mL de agua grado HPLC, para enseguida filtrar la muestra a través de un acrodisco con

membrana GHP (0.45 mm, 13 mm de didmetro, en una jeringa con embolo TFE).
Derivatizacion de las muestras para el perfil de aminoacidos

Para realizar el perfil de aminoacidos, se sugiere utilizar el sistema Waters AccQsTag™
(Waters, Inc), que tiene como ventajas una rapida preparacion de la muestra, asi como la

estabilidad de la muestra ya derivatizada (1 semana).

Preparacion de las muestras controles.

Linea base del sistema: se miden 100 uL de la solucion blanco de la hidrélisis acida, mas

900 pL de agua grado HPLC y se transfirieren a un vial de 2 mL.

Estandar Interno: se miden 40 pL del estdndar interno (Acido 2-aminobutirico, AABA,
2.5mM) y se transfirieren a un vial para auto muestreador, afiadiendo 960 pL de agua
grado HPLC.
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Punto medio de la curva estandar: Se toman 40 pL de la solucion estandar de hidrolizado
de aminoacidos (2.5 mM de 18 aminoacidos, y 1.25 de cisteina), se transfirieren a un vial
de 2 mL, con 40 pL del estandar interno (Acido 2-aminobutirico, AABA, 2.5mM),) y 820 pL
de agua grado HPLC.

Preparacion de las muestras para analizar.

Se transfieren 70 pL del buffer de boratos (2C, AQC Flour Reagent Kit) a un vial de 2 mL
para automuestreador. Luego, se afiaden 10 pL de la muestra o control a derivatizar; y 20
UL de derivatizante AQC (2-amino-quinolin-carbamato de metilo). La mezcla se agita 10
segundos en vortex, el vial se coloc6 en un calentador de bloques a 55°C por 10 minutos,
tiempo en el cual se transfiere el contenido del vial a un inserto de 200 pL y regresandolo

al mismo vial.

Obtencién del perfil de aminoacidos mediante CLAR

Las muestras derivatizadas se eluyen a traveés de una columna de fase reversa (3.9 X 150
mm) 4um Nova Pak™ C-18, utilizando el gradiente recomendado por Waters en el sistema
Accqg-Tag (Milford, MA, USA), en el sistema cromatografico con una bomba binaria 1525,
un detector de fluorescencia 2475 multi, degasificador en linea y un inyector automéatico
Jasco AS 1559. La longitud de onda de excitacién es de 250 nm y la de emisién 395 nm.
Los analisis se llevan a cabo a temperatura constante de 37 °C. Las sefales de calibracion
y las curvas estandares se obtendran mediante el uso de soluciones estandares con un

rango de trabajo de 18.7 a 150 pmol de cada aminoacido.

6.2.2 Hidrélisis enzimatica

Se probaron diferentes tratamientos de la muestra (manto de calamar fresco vy liofilizado),
con diferentes condiciones de reacciéon (4 y 37°C). Se pesaron 5 y 1.35g de manto de
calamar fresco y Liofilizado, de manera que contienen la misma cantidad de materia seca,
se adicionaron 30 mL de agua destilada para ambas muestras, posteriormente se
ajustaron las condiciones de trabajo de propuestas, pH (7), [Ca®* =5 mM], T (°C) = 37 y
4°C, se dosifico la enzima en una relacion de 5g de Manto de calamar humedo: 375 pm
Colagenasa, se incubo la reaccion durante 5 hrs a 37°C y 24 hrs a 4°C, posteriormente la
muestra fue analizada mediante la técnica SDS-PAGE con el protocolo de Laemmli

protocol (1970), para observar la hidrélisis enzimatica.
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6.3 Mezcla de ingredientes para la elaboracion de la dieta

Posteriormente a la reaccidén enzimética, el hidrolizado enzimatico debe concentrarse para
posteriormente mezclarse con los demas ingredientes y elaborar la pasta semihimeda que
conforma la dieta experimental, una vez elaborada debe de confirmarse el adecuado
balance de las biomoléculas, por lo cual se debe realizar un analisis bromatolégico, de

manera que se pueda confirmar dicho balance.

6.4 Analisis bromatoldgico de las dietas

Para la realizacion de éste analisis se deben seguir las metodologias de la AOAC:

Humedad (AOAC 934.01), Cenizas (AOAC N° 942.05), Grasas (4.5.01 AOAC N° 920.39),

Proteina (AOAC 990.03), los Hidratos de carbono fueron calculados por diferencia.
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6.5 Seleccion de los organismos de la especie Octopus maya:

Se deben seleccionar 120 pulpos recién eclosionados de un desove sincronizado de varios
pulpos cultivados en cautiverio del Laboratorio Experimental de Produccion de Pulpo de la
UMDI, las crias deberan ser individualizadas en contenedores plasticos de 300 mL
adaptados con una malla para permitir un flujo constante de agua (Figura 3A. y 3B.).

B

Figura 3A. Huevecillos de O. maya;
3B.Individualizacién de las crias de O. maya.

A manera de refugio se puede proporcionar un caracol (Megalongena corona bispinosa)

(Figura 4).

Figura 4. Caracol Megalongena corona
bispinosa usado a manera de refugio.

23



6.5.1 Aclimatacion de Octopus maya:

Sistema de experimentacion:

Se requieren tarjas adaptadas a un sistema de recirculacion de agua de mar, la cual es
tratada mediante un filtro biol6gico (Figura 5), el agua se mantiene a temperatura de 23°C,
con un flujo constante y una aireacion realizada con una bomba de aire (8.76 mg O,/L), el
% sal disuelta en el agua debe mantenerse de 37 a 38 %, y el pH=8.2

Figura 5. Tarjas adaptadas al sistema de
recirculacion de agua de mar.

En cada tarja se colocan de 8 a 10 contenedores plasticos que resguardan a un respectivo

pulpo individualizado (Figura 6). Se debe dejar que los pulpos se adapten al sistema de

alimentacion entre 7 a 15 dias, previos al experimento.

Figura 6. Contenedores plasticos distribuidos en
la tarja adaptada al sistema de recirculacién de
agua de mar.
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Alimentacion:

Los pulpos se deben alimentar 2 veces al dia a las 10:00 y a las 20:30 h, la comida se les

proporciona en conchas de mar. (Figura 7), asemejando a un molusco bivalvo como presa.

Figura 7. Conchas de mar con la comida
para las crias de O. maya

La comida debe suministrarse en un 30% del peso corporal himedo del individuo
(Quintana, D. et al. 2010). Un namero representativo de pulpos deben ser elegidos al azar
y ser pesados semanalmente para ajustar la porcion de alimento a utilizar (Domingues P.
et. al, 2012).

Se debe dispensar 15% del peso corporal en la primera ingesta y 15% del peso corporal en
la segunda ingesta del dia (Valero, 2009).
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6.6 Evaluacion de la dieta en los organismos

Disefo experimental:

Se probard el efecto de 3 diferentes dietas en el crecimiento de las crias recién

eclosionadas de O. maya.

A continuacion se presenta el disefio de las dietas experimentales (Tabla 1):

Tabla 1. Composicién de las dietas experimentales; la dieta 1 se tomara como control, las dietas 2 'y
3 son las propuestas experimentales.

Dietas

Insumos

1
Control

Manto de calamar (g) 67.5
Camarén (g) 27.5 27.5
Manto de calamar hidrolizado (Q) 95 67.5
Grenetina (g) 5 5 5
Total (g) 100 100 100

Para evaluar dichas dietas se utilizaran 120 crias de O. maya recién eclosionadas,

formando 3 grupos, a su vez subdivididos en las tres dietas, como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Grupos experimentales de O. maya

il 2 3

Control
Grupo 1 60 0 0
N° de
o Grupo 2 10 10 10
individuos
Grupo 3 10 10 10

El primer grupo serd tomado como referencia, de manera que se sacrificaran a los 60
individuos para realizar un perfil de aminoacidos como punto inicial 0 punto de partida
(t1=0 dias). Con el grupo 2 se realizara el perfil de aminoacidos a los 30 dias después de
la alimentacion con las diferentes dietas (t2 = 30 dias), de igual forma con el grupo 3 se
realizara otro perfil de amino&cidos a los 60 dias (t3=60 dias).

La evaluacion de las dietas sera realizada mediante la medicion de la ganancia de peso en
los individuos por dia (Tasa Especifica de Crecimiento), el calculo de la tasa de conversion

alimenticia y la realizacion de perfiles de aminoacidos de los organismos.



7. Resultados y discusion de resultados
Calidad de los insumos disponibles:

A continuacion se presenta una lista de los insumos disponibles en la UMDI, asi como una
marca de si se considera 0 no apto al insumo para su uso en la elaboracion de la dieta
experimental.

Tabla 3. Insumos disponibles en la UMDI para la elaboracién de una dieta experimental de O. maya.

N° INSUMO N° INSUMO

1 | Aceite de higado de bacalao X'| 16 | Grenetina \
2 | Aceite de pescado Emulsion de Scott X | 17 | Harina camarén \
3 | Almidén de maiz X'| 18 | Harina de mejillon \
4 | Almidon de trigo X | 19 | Harina de calamar \
5 | Calamar fresco v | 20 | Harina de pescado \
6 | Camarén fresco V' | 21 | Harina de sardina \
7 | Camaron seco \' | 22 | Harina de trigo X
8 | Carboximetil celulosa X'| 23 | Lecitina de soya X
9 | Colesterol X'| 24 | Pasta de canola X
10 | Concentrado proteico soluble de pescado | ¥ | 25 | Pasta de soya X
11 | Concentrado proteico de papa X'| 26 | Pescado fresco \
12 | Concentrado proteico Soya X | 27 | Suero de leche X
13 | Ensilado de pescado X | 28 | Talco o relleno X
14 | Espirulina X | 29 | Tentaculos de calamar liofilizados |
15 | Gluten de trigo X | 30 | Colageno X

X = se considera inadecuado o se han reportado malos resultados con dicho insumo; \V = Se

considera apto para la elaboracién de la dieta de O. maya

Para la adecuada seleccién de los insumos se tomo en cuenta los requerimientos nutricionales
de O. maya, es decir, que contenga un alto contenido proteinico, que sea de origen animal, se
excluyo a los insumos con mayor contenido de aceites e hidratos de carbono debido a su baja
utilizacién en el metabolismo de O. maya.

También se excluyeron los insumos con alto contenido proteinico de origen vegetal, ya que se
ha demostrado que tienen un efecto contraproducente en el crecimiento de la especie en
cuestion.

Posteriormente se buscaron los perfiles de aminoacidos de los insumos seleccionados, asi
como una propuesta que fue utilizar una mezcla de residuos de los mataderos (MRM), que se
compone de harina de sangre 3,5% mas despojos 15,8% (cabeza, patas y las visceras) y el
13,9% plumas mojadas con 60-65% de agua.
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A continuacién se presentan los perfiles de aminoécidos de los insumos seleccionados anteriormente, de manera que se pueda elegir
los insumos que tienen una calidad proteinica adecuada (Tabla 4.)

Tabla 4. Contenido de aminoacidos ( g/ 100 g proteina) de los diferentes insumos disponibles para la elaboracion de la dieta para las crias de
0. maya, asi como el perfil de aminoacidos de Huevos de hembras alimentadas con jaibas (patrén a usar).

His 1.18 0.9 0.6 2.1 3.5 11 1.0 11 1.6 2.3
Thr  3.74 1.7 1.8 4.3 2.3 6.3 4.1 6.5 8.2 3.0
Arg 4.2 8.2 8.0 6.0 6.6 3.0 5.6 2.7 3.5 8.0
Val  3.61 4.4 2.4 4.9 6.8 2.4 54 2.1 3.1 3.8
Met 1.55 1.0 0.9 2.9 2.2 --- 3.4 --- --- ---
Lys 5.74 4.3 3.7 8.4 6.5 4.6 4.1 4.7 6.8 6.1
lle 2.9 13 14 4.1 5.7 2.2 7.4 2.1 2.8 3.7
Leu 7.19 2.9 3.0 7.9 8.0 4.5 4.6 4.6 5.6 5.7
Phe 2.75 2.1 2.0 4.1 4.9 2.5 1.0 2.3 3.3 3.7

*MRM.- Mezcla de Residuos de los Mataderos, se compone de harina de sangre 3,5% mas despojos 15,8% (cabeza, patas y las visceras) y el 13,9%
plumas mojadas con 60-65% de agua; AAE.- Amino acidos esenciales
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Durante la busqueda bibliografica, se tratd de verificar a aquellos insumos que han
ofrecido buenos resultados para algunas especies de pulpos; como lo son el manto de

calamar, jaibas y camarones.

Para comprobar la calidad de la proteina se sugiere el uso de algunos indices quimicos
como el indice de Oser (I0) y la Cuenta Quimica (CQ) de manera que se pueda realizar
una comparacion de los perfiles de aminoacidos de los insumos seleccionados y
determinar si la calidad de la proteina es adecuada para la inclusion en la dieta, y a su
vez se logre combinar los insumos realizando una suplementacion de los amino&cidos.
Para determinar la CQ se usa la ecuacion 1 para cada aminoécido, a su vez para

determinar el 10 se usa la ecuacién 2.

Tabla 5.- Contenido relativo de aminoacido de los Insumos (g Amino acidos Relativos / 100 g
Proteina), Cuenta Quimica (CQ) e indice de Oser (I0) de los Insumos.

198.3 134.7 105.9 92.4 296.6 86.0 173.7

Thr 80.2 219.8 192.2 168.2 61.5 110.8 115.0

Arg 191.4 83.3 71.9 72.1 157.1 132.7 142.9

Val 105.0 85.6 64.0 65.7 188.4 150.4 80.9

Lys 105.4 111.1 91.3 79.4 113.2 59.7 146.7

lle 126.9 96.6 81.4 75.2 196.6 142.9 142.1

Leu 79.4 78.2 71.1 62.6 111.3 103.3 109.2

Phe 132.7 121.1 91.3 92.4 178.2 166.2 149.1
Q-
o
AAL

79.4 78.2 64 62.6 61.5 59.7 80.9
94.5 92.6 82.8 79.0 94.1 92.0 97.4
Leu Leu Val Leu Thr Lys Val

*Se toma como patrén el perfil de aminoacidos de los huevos de hembras alimentadas con jaibas
presentado en la tabla 4.
%AAER= g Amino Acidos Esenciales Relativos / 100 g Proteina;
AAL= Aminoécido Limitante
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En la Figura 8. se puede observar que los dos indices propuestos para la seleccién de insumos son de gran ayuda, ya que la CQ nos
ayuda a saber cudl es el aminoacido mas deficiente de nuestros insumos, de manera que se pueden utilizar la informacién de los perfiles
de aminoéacidos para realizar mejores combinaciones de los insumos, logrando asi una suplementacion de los aminoacidos deficientes, sin
embargo es muy rigido el otorgar una calificacién de calidad al insumo conforme a la mayor deficiencia de aminoacidos, ya que en algunos
casos como las harinas de sardina y de pescado presentan una muy baja CQ (61.5 y 80.9 respectivamente), aunque tienen una
calificacion alta en el indice de Oser (94.1 y 97.4 respectivamente), lo cual nos dice que estos insumos podrian suplir la mayoria de los
requerimientos de AAE, pero tienen un aminoacidos en muy baja cantidad. De tal manera que se puede utilizar la CQ para ver los
aminodcidos limitantes y el IO para observar el balance general de los AAE. Es muy importante el considerar un balance adecuado de los
aminodcidos ya que de presentarse en cantidades excesivas un aminoacido se puede producir un antagonismo aminoacidico, es decir,

gue puede disminuir la absorcién de otros aminoacidos; esto se debe a la competencia por los sitios de absorcion (Fennema, O. 2000).

Figura 8. Calidad de las proteinas de los insumos

100 — _— —_— _—
%0 Leu Leu Val Leu Thr Lys Val =5
o 1
70
60 =
50 B
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30 B
20 l
10
0 | |
Camarodn Jaiba Calamar Mejillon Harina de Sardina MRM (70%Proteina) Harina de Pescado
(83.72%Proteina) (82.29%Proteina) (90.07%Proteina) (59.49%Proteina) (67.4%Proteina) (67.8%Proteina)
M Cuenta Quimica M Indice de Oser
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Con la informacion obtenida de los perfiles de aminoacidos, se calculd el contenido Relativo de Aminoacidos de los insumos (Tabla 5.),
posteriormente se realizé una representacién grafica de dicho contenido relativo de los Amino4cidos Esenciales, ésta grafica (Figura 9.), se
interpreta de la siguiente manera: se toma como eje el 100% debido a que esa es la cantidad maxima que necesita el organismo para
poder crecer, si el insumo evaluado contiene una mayor cantidad de dicho aminoacido comparado con el patrén se considera que cumple

con los requerimientos de dicho aminoacido.

Figura 9. Requerimientos nutrimentales de O. maya
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Con este tipo de representacion (Figura 9), se puede guiar la elaboracion de la dieta puesto
que se puede elegir insumos que combinados realicen una buena suplementacién, como es
el caso de la combinacion camarédn y calamar, ya que en la mayoria de sus deficiencias de
AAE son complementarios, también se observa que la combinacion de ambos insumos
pueden llegar a realizar un perfil aminoacidico semejante al de la jaiba (Callinectes sapidus)
alimento natural de O. maya, ademéas tomando en cuenta que ambos insumos tienen un alto

contenido de proteina son buenos prospectos para la elaboracién de una dieta.

Como se puede observar en la Figura 9, las harinas de sardina y de pescado tienen una
buena calidad en su proteina, sin embargo existen reportes de que el tomar como insumo
Unico a la harina de pescado tiene como resultado una pérdida de peso en los sujetos de
experimentacion (Valero, 2009).

Por lo cual, se puede inferir que un solo insumo que no tenga un alto contenido de proteina,
con una buena calidad, no sera capaz de cubrir los requerimientos nutrimentales, ya que por
ejemplo las jaibas son el alimento natural de O. maya y la realizacibn de una pasta
semihumeda utilizando sélo éste insumo tiene buenos resultados, probablemente esto se
debe a que tiene las proporciones ideales de las principales biomoléculas (proteina, hidratos-
de carbono y lipidos), ademas de presentar una buena calidad y cantidad proteinica.

A pesar de que el uso de éstos indices proporcionan una buena guia para la elaboracion de
las dietas, sus resultados en ocasiones tienen baja correlacion con los métodos biolégicos ya
que presentan algunos inconvenientes, la Cuenta Quimica supone que todas las proteinas
se digieren por completo y que todos los AAE son completamente absorbidos, lo cual
comunmente es falso, por lo cual se ha sugerido realizar una Cuenta Quimica Corregida por
digestibilidad (método enzimatico), de esta manera se logra mejorar la correlacién con los

métodos biolégicos (Fennema, O. 2000).

Si bien se puede usar los métodos quimicos como el indice de Oser y la Cuenta Quimica
corregida por digestibilidad en el disefio de las dietas para O. maya se debe considerar que
entran en juego muchos otros factores como lo son: las proporciones de las principales
biomoléculas (hidratos de carbono, lipidos y proteinas), cantidad de los nutrimentos, el
tratamiento de los insumos para la elaboracién de la dieta, la aceptacion (textura, flotabilidad,

etc.), entre otros.
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Para que la dieta experimental tenga el éxito deseado no solo basta con asegurar la calidad
de la proteina, sino también se debe asegurar de que la dieta tenga la suficiente cantidad, ya
que para O. maya, a diferencia de muchos organismos la proteina representa la principal
fuente de energia metabodlica, mantenimiento de sus funciones vitales, asi como el

crecimiento (Cerezo J., et al., 2012).

La dieta debe cubrir las necesidades energéticas y funciones vitales sin dejar de lado la
sintesis proteinica, es decir, sin dejar de lado el crecimiento (Castelld6 F. 1993).
Considerando este aspecto se puede observar en la Figura 9 que el contenido proteinico de
los insumos varia entre cada uno de ellos, siendo el calamar, el insumo con un mayor
contenido, sin embargo no es suficiente el contener una cantidad adecuada de proteina, ya
que se requiere de un adecuado balance de las principales biomoléculas (proteina, lipidos y
hidratos de carbono).

A lo largo de todas las investigaciones se han encontrando que las proporciones ideales de
las biomoléculas, oscilan en: 80 a 86% de proteina, 5 a 6% lipidos y 10% hidratos de
carbono. (Rosas, et al., 2012)

Estas proporciones deben ser consideradas ya que de ser diferentes, la dieta puede
presentar problemas de absorcién de los nutrientes, por ejemplo; se ha reportado que un
exceso en las grasas reduce la absorcion de las proteinas (Valero, 2009), también existen
reportes donde se demostr6 que los polimeros de hidratos de carbono como el alginato
impiden la absorcion de los nutrientes (Rosas, et al., 2008), o bien simplemente al no tener la
cantidad, ni la calidad de la proteina y no tener el balance adecuado de las biomoléculas,
como lo es el caso de los mejillones, producen una disminucién en el peso de los

organismos de estudio (Valero, 2009).

La cantidad de los nutrimentos puede ser ajustada mediante el consumo de la dieta, el cual
se ha reportado en un 30% de su peso corporal como la cantidad ideal (Quintana D. et. al.
2010).

Ademas de dar la cantidad adecuada de la dieta, se debe satisfacer la aceptacion entre los
organismos de estudio, ya que de lo contrario, no importara la cantidad y calidad de la dieta,

si ésta no es ingerida, fracasara.
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La aceptacion de la dieta estd determinada por diversos parametros como la textura,
flotabilidad, entre otros. Actualmente se ha logrado la produccion de una pasta semihumeda,
la cual tiene la textura ideal ya que resulta ser bastante aceptada por O. maya, sin embargo
hay reportes de que el tratamiento de los insumos puede conllevar a un bajo o alto consumo
de dicha dieta. Se ha demostrado que los insumos hidrolizados pueden resultar como
atrayentes de las dietas (Valero, 2009).

En el aspecto de la flotabilidad, la pasta semihimeda es colocada sobre una concha vacia y
posteriormente se refrigera, de tal manera que la pasta queda adherida en la concha (Figura
7.), logrando que la dieta quede inmovil, este procedimiento ha conseguido una buena
aceptacion de la dieta, puesto que la concha se asemeja a los moluscos bivalvos, los cuales
suelen ser parte de la dieta natural de diversas especies de pulpos (Portela, 2011).

Figura 7. Conchas de mar con la comida para las
crias de O. maya.

Si bien los tratamientos de los insumos pueden afectar la aceptacién de la dieta, éstos
también pueden tener un impacto en su aprovechamiento, el tratamiento térmico es el mas
comun, el cual puede tener tanto efectos benéficos como perjudiciales, dependiendo de la
mezcla y susceptibilidad de los ingredientes y la intensidad del tratamiento térmico (Badui,
1993).
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Si se desea introducir en la dieta un insumo con un previo tratamiento, como las harinas, hay
gue asegurarse de que el tratamiento llevado a cabo sobre el insumo no afecte el valor
nutrimental de la dieta, esto es de una gran importancia ya que se ha demostrado que los
tratamientos térmicos como la coccién pueden reducir la eficiencia de las dietas para O.
maya (Rosas, et al., 2012), ya que incluso la coccion de la dieta control produce una pérdida
de peso en los individuos alimentados con esta dieta experimental (Rosas, et al., 2012).

Se creia que ésta pérdida de peso se debia a la pérdida de nutrientes labiles como las
vitaminas, considerando estas pérdidas se han suministrado mezclas de vitaminas para
restablecer el contenido vitaminico de la dieta, sin embargo se siguié obteniendo el mismo
resultado (Rosas, et al., 2012), con lo cual se puede ver el impacto de los tratamientos

térmicos en los insumos.

Con la informacion anteriormente expuesta se puede comprender porque la harinas de
pescado, ni las harinas de origen vegetal, usadas en diversas propuestas no han dado
buenos resultados (Aguila, et al., 2007; Rosas C. et. al. 2010). Por tales motivos en algunas
investigaciones se ha sugerido a la liofilizacion como un método de secado para el
tratamiento de los insumos que requieren un tratamiento de secado como las harinas
(Rosas, et al., 2012).

Por lo tanto se descartan para la elaboracion de la dieta: los insumos que hayan tenido un
tratamiento térmico drastico como son las harinas, incluida la mezcla de residuos de los
mataderos (MRM), también se descarta a los mejillones por su pobre cantidad y calidad en
proteinas, de manera que se considera que los mejores insumos son el manto de calamar y

el camaron, los cuales juntos realizan una buena suplementacion.

Previos estudios reportan que en una mezcla de 70:30 de manto de calamar:camaron
conservan las proporciones ideales de las biomoléculas, sin embargo, es importante el
considerar que el calamar es rico en proteinas fibrilares como el colageno, y dependiendo la
parte empleada del organismo sera la cantidad de colageno que contenga. Se ha reportado
gue los tentaculos presentan mayores cantidades de ésta proteina fibrilar (Torres W. et.al,
2008), por lo tanto se sugiere el uso de manto de calamar; de manera que se evite la

disminucion de la digestibilidad por las proteinas entrecruzadas.
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Una forma de ayudar a mejorar la digestibilidad de las proteinas entrecruzadas es aplicando
tratamientos a los insumos, éstos pueden tener efectos tanto benéficos como perjudiciales,
de manera que para obtener un efecto benéfico se sugiere el realizar un tratamiento de
hidrolisis enzimatica, ya que los insumos hidrolizados actian como atrayentes para la dieta,

ademas de presentar beneficios nutrimentales.

De entre estos beneficios nutrimentales se encuentran: aumentar el valor nutrimental de la
proteina, ya que se mejora la digestibilidad y la absorcién al disminuir el tamafio de los
péptidos, se mantiene el perfil de aminoacidos de la proteina de origen, es decir, no
presentan pérdidas de amino&cidos (Sumaya, 2001).

Considerando que el insumo manto de calamar contiene proteinas entrecruzadas como el
colageno, se sugiere que en la hidrélisis enzimatica se seleccione una enzima capaz de

hidrolizar dicha molécula de manera que se mejore el aprovechamiento de la dieta.

36



Si bien existen varios tratamientos de los insumos para mejorar el valor nutritivo de las dietas,

como la inclusién de concentrados o hidrolizados proteinicos, cada uno tiene sus ventajas y

desventajas. A continuacion se presenta un cuadro comparativo de los 3 métodos (Sumaya, M.

2001):

Tabla 6. Ventajas y desventajas de los tratamientos hidrolizado enzimatico, quimico y concentrado proteinico.

Hidrolizado o - Concentrado
o Hidrolizado Quimico e .
enzimatico proteinico (Harinas)

Ventajas en la
elaboracion

Desventajas
en la
elaboracion

Ventajas
nutrimentales

Desventajas
nutrimentales

No requiere de altas
Temperaturas
No requiere de

solventes

Costos altos

Facilita la absorcién
(disminucion de tamafio
de los péptidos hasta
pequefios polipéptidos)
Elimina factores
antinutrimentales de
origen proteinico.
Conserva el perfil de
aminoacidos de la
fuente proteinica.

Ninguna

Es sencillo de realizar

Requiere de altas
Temperaturas
Requiere de solventes y su
posterior remocion

Mejora de absorcion
(disminucion del tamafio de los
polipéptidos)

Elimina factores
antinutrimentales.
Elimina contaminacion por
microorganismos.

Pérdida de AAE en funcién de
las condiciones del
tratamiento:

Altas Temperaturas y HCI /
24-27 h= Lisina, Serina,
Treonina, Triptofano.
Altas Temperaturas y NaOH /
24-27 h= Lisina, Arginina,
Treonina, Serina, Cisteina;
ademas de la racemizacion
de aminoacidos y la
formacion de compuestos
nefrotéxicos como Lantionina.

37

No requiere de
solventes

Requiere altas
Temperaturas

Se aumenta la
cantidad de las
proteinas.

Pérdida de AAE
(Lisina, entre otros).
Produccion de aminas
biogénicas (histamina,
cadaverina,
putrescina, tiramina)
Caramelizacion de los
hidratos de carbono
Reacciones de
Maillard.
Entrecruzamientos
proteinicos.
Disminucién de
digestibilidad.



Observando las posibles afectaciones, asi como los beneficios de los tratamientos
anteriormente expuestos se sugiere el uso de la hidrélisis enzimatica, a pesar de sus
elevados costos, puede que sea una buena opcion para mejorar la calidad de los insumos,

por sus ventajas nutrimentales.

Con el fin de obtener ventajas nutrimentales y a la vez disminuir los efectos negativos de la
baja digestibilidad causada por el contenido de colageno en el manto de calamar, se sugiere
usar una mezcla de enzimas que puedan hidrolizar diferentes tipos de coladgeno y a su vez
tengan la capacidad de hidrolizar otros enlaces peptidicos. De esta manera se logra eliminar
la mayor cantidad de colageno posible y a su vez hidrolizar la proteina del manto de calamar,

obteniéndose asi todos los beneficios nutrimentales anteriormente mencionados.
Realizacién del hidrolizado enzimético:

La enzima que se considera adecuada para realizar dicho tratamiento, es una colagenasa
cruda (Collagenase from Clostridium histolitycum, C-0130 Sigma-Aldrich), que es capaz de
hidrolizar varios tipos de colageno y a su vez posee actividad proteolitica caracteristicas de

una neutrasa y clostripaina (similar a la tripsina).

A pesar de existir reportes sobre la reaccion de hidrolisis enzimética, en la relacién
enzima/sustrato utilizada, se emplean grandes cantidades de la enzima para poder obtener
resultados en un tiempo relativamente corto (45 minutos) (Barcia |, et. al, 2008), de manera
que se considera favorable el extender el tiempo de hidrélisis, a fin de poder disminuir los
costos de dosificacion de la enzima, si bien éste parametro debe ser determinado
experimentalmente, un buen punto de partida es la cuantificacion del colageno, ya que es la
principal molécula que se desea hidrolizar, aun obteniendo la cantidad exacta del colageno
es muy importante recordar que para que una enzima trabaje a su maxima velocidad debe
estar saturada, es decir, debe tener altas concentraciones de su sustrato (Garcia M. et.al.
2004).

En cuanto a la temperatura de trabajo se sugiere trabajar a la Optima para las enzimas
(387°C), sin embargo el hecho de trabajar a estas temperaturas hace muy alto el riesgo a
sufrir contaminaciones microbianas, por lo cual se hace la indicacion de trabajar en las
condiciones mas higiénicas posibles y tener una limpieza exhaustiva en el equipo

hidrolizador (fermentador).
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La concentracion del sustrato debe considerar varios aspectos; las reacciones enzimaticas
son llevadas a cabo en medio acuoso, de manera que el sustrato debe estar disuelto para
poder ser hidrolizado, sin embargo se debe mantener en mente que la proteina tiene una
baja solubilidad, por lo cual se debe hacer una diluciéon, no se sugiere el uso de agentes
desnaturalizantes para solubilizar la proteina, ya que no se sabe si puedan tener efectos

adversos en los organismos de estudio.

En estudios previos han utilizando diluciones 1:6 del manto de calamar fresco en agua,
obteniéndose buenos resultados, sin embargo éste parametro es de suma importancia, ya
que posteriormente a la reaccion enzimética, se requiere de concentrar el sustrato, de
manera que se sugiere realizar mas experimentos para encontrar la cantidad minima de

agua para realizar la hidrdlisis, obteniendo asi un proceso eficiente.

Los pardmetros pH y velocidad de agitacion, deben de ser constantes durante la reaccion de
hidrélisis enzimética, se sugiere usar un tanque fermentador para poder monitorear y

mantener constantes ambos parametros.

A lo largo de la reaccion el pH va variando por la liberacion de grupos carboxilos,
comunmente esto se traduce en un aumento de la acidez o bien una disminucion del pH, lo
cual puede afectar a la reaccién, por lo cual se sugiere que en el reactor se coloque una
base concentrada y estéril, con la cual se puedan neutralizar los acidos producidos, a fin de

mantener constante el pH y que la reaccion pueda continuar en sus 6ptimas condiciones.

Si bien el presente tratamiento tiene por principal objetivo hidrolizar al colageno presente en
la muestra para aumentar la digestibilidad, como objetivo secundario se pretende hidrolizar el
resto de las proteinas para mejorar sus propiedades nutrimentales, por lo cual se debe
definir el Grado de hidrélisis que se quiere obtener, asi como el tiempo de reaccion,
recordando que para obtener tiempos de reacciones cortos es necesario aumentar la

dosificacion de la enzima.

El grado de hidrodlisis es un buen parametro que suele definir las propiedades de la proteina
hidrolizada, la proteina extensamente hidrolizada tiene fines nutrimentales, en cambio las
proteinas con bajos grados de hidrélisis son cominmente usadas como aditivos alimentarios.

Por lo cual se sugiere realizar un hidrolizado proteinico con un alto grado de hidrdlisis.
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Para realizar la dosificacion de la enzima se realizé una cuantificacion del coldgeno, de
manera que se pueda suministrar la cantidad minima necesaria para hidrolizar el colageno
presente en la muestra en un tiempo razonable, considerando que se quiere lograr la
industrializacion.

Cuantificacién del colageno en el manto de calamar:

Se corrieron varias muestras del manto de calamar liofilizado con el fin cuantificar la
hidroxiprolina contenida en la muestra con el fin de poder hacer una estimacion del contenido
del colageno presente, ya que la hidroxiprolina es una aminoacido no esencial que constituye
el 10% de la molécula del colageno, de esta manera se puede estimar la cantidad de
colageno presente y realizar una dosificacion adecuada de la enzima colagenasa.

A continuacion se presentan los cromatogramas obtenidos:
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Figura 10. Estandar de aminoacidos
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Figura 11. Estandar de Hidroxiprolina

40



Al correr éstos dos estandares podemos observar que la cuantificacion de la hidroxiprolina
es posible de realizarse con la metodologia propuesta, debido a que tienen diferentes
tiempos de retencion, posteriormente se realizd la misma metodologia para las muestras

obteniéndose los siguientes resultados:
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Figura 12. Muestra de manto de calamar

En la Figura 12 se puede observar que el nivel de hidroxiprolina es mucho menor a la de los
aminoacidos presentes en la muestra, de manera que se tendria que aumentar la
concentracion de la muestra para poder realizar una cuantificaciéon de dicho aminoécido,
saturando la columna, por lo que no se logro determinar la cantidad colageno por medio de
la metodologia propuesta con HPLC, debido al problema del limite de cuantificaciéon del

método.
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Hidrdlisis enzimatica:

Para el experimento de hidrolisis enzimética, se decidié utilizar la cantidad de enzima
necesaria para hidrolizar la cantidad maxima de coldgeno reportada para el manto de
calamar (3%). Los resultados de la reaccion enzimatica con las diferentes condiciones

propuestas fueron analizados mediante la técnica SDS-PAGE.

Figura 13. Resultados de la hidrolisis enzimatica con diferentes condiciones y procesamiento de la
muestra 1. Marcador de peso molecular; 2. Manto de calamar fresco sin enzima incubado a 37°C /5 h;
3.Manto de calamar fresco con enzima incubado a 37°C/5 h; 4. Manto de calamar fresco sin enzima
incubado a 4°C / 24 h; 5. Manto de calamar fresco con enzima incubado a 4°C / 24 h; 6. Manto de
calamar liofilizado sin enzima incubado a 37°C / 5 h; 7. Manto de calamar liofilizado con enzima
incubado a 37°C /5 h; 8. Manto de calamar liofilizado sin enzima incubado a 4°C / 24 h; 9.Manto de

calamar liofilizado con enzima incubado a 4°C / 24 h.
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En dicha técnica se puede observar la presencia del colageno (300 KD), el cual conforma la
primera banda, en todas las muestras se puede observar el efecto de la hidrolisis enzimética;
las muestras liofilizadas presentan un mayor grado de hidrélisis sin embargo es importante
considerar que parte de la muestra quedo retenida en el pozo, con lo cual no es posible

concluir cual es el mejor tratamiento para realizar la reaccion enzimatica propuesta.

Para poder concluir cual tratamiento es el mejor para lograr el objetivo de realizar una dieta
para la acuacultura del pulpo O. maya es importante el considerar que se quiere realizar a
una escala industrial con lo cual, podemos inferir que el hecho de realizar una liofilizacion
previa a la hidrélisis enzimatica puede resultar en una operacién poco viable, puesto que es
demasiado tardado dicho proceso, ademas de que resulta ser muy caro.

Otro aspecto que hay que considerar es la dosificacion de la enzima, se necesitan realizar
mas experimentos que permitan encontrar las condiciones ideales de la reaccién enzimética,
por lo cual se sugiere que se haga un estudio de la cinética de dicha reaccién para poder
obtener los mejores resultados de dicha reaccion enzimatica.

Andlisis bromatolégico de la Dieta control:

Tabla 7. Resultados del andlisis bromatolégico de la dieta control.

%Peso seco Dieta control (Di Coeficiente de Variacion
%Humedad 77.88 g+ 0.27g 0.34 %
%Cenizas 6.219g+0.04¢9 0.65 %
%Grasa 0.94+£0.04 g 3.99 %
%Proteina 8243 +1.2721 ¢ 1.54%
%Hidratos de carbono* 10419

*Los hidratos de carbono fueron calculados por diferencia e incluye a la fibra.

El andlisis proximal de la dieta control corrobor6 lo esperado, gran parte de la dieta es
proteinica (82%), muy poca grasa e hidratos de carbono, dado la dependencia de O. maya

con el nivel de aminoé&cidos presentes en la dieta.

La dieta experimental no se realiz6 debido a la falta de materiales como el tanque
hidrolizador asi como el tiempo para poder realizar los demés experimentos. Por ende la

evaluacion de la dieta en los organismos tampoco fue posible realizarla.
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8. Conclusiones

v

De acuerdo a los indices de calidad propuestos (perfil de aminoacidos, indice de
Oser, cuenta quimica), se seleccionaron los insumos con mayor calidad para la
elaboracion de la dieta experimental “Manto de calamar (hidrolizado) + camaron”, ya

gue contiene el perfil y el balance de amino&cidos idéneo.

Con los resultados obtenidos se observa que la estimacién del coldgeno por el

método propuesto (HPLC) es viable.

El método propuesto para la eliminacion del colageno (Hidrélisis enzimatica,
mediante el uso de una colagenasa), demostré ser efectivo en la hidrélisis del
colageno, sin embargo se deben de realizar estudios posteriores para encontrar los
parametros ideales de la reaccion enzimatica, de manera que se logre optimizar
dicho proceso, ya que el costo de la enzima es alto, de igual manera debe probarse
la implementacién de otras proteasas no especificas y mas econémicas que puedan
hidrolizar parte del colageno, como la papaina, de manera que permita reducir los
costos de produccién y acercarse a la industrializacion de la acuacultura del pulpo

Octopus maya.

Los resultados del andlisis bromatol6gico de la dieta control demuestran gque tiene las
proporciones ideales de las principales biomoléculas, permitiendo el optimo

desempenio de la dieta.

La puesta en marcha de los ensayos biolégicos, asi como la falta de algunos

materiales evitaron la evaluacion de la dieta propuesta.
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9. Prospectivas

Para lograr solucionar los dilemas técnicos presentados en el actual proyecto se requiere de
una segunda fase en el proyecto.

En la cual se obtenga una adecuada estimacion de la cantidad del coldgeno presente en el
manto de calamar mediante la determinacién sugerida (HPLC), esto es posible aumentando
la cantidad de muestra.

Para la evaluacion de las dietas experimentales propuestas, se debe conseguir los
materiales apropiados como el tanque hidrolizador, de manera que se pueda realizar la
reaccion enzimatica propuesta a gran escala y poder elaborar la cantidad de la dieta
requerida para correr el estudio bioldgico, asi como la realizacién de un estudio de cinética

enzimatica para poder encontrar las condiciones optimas de reaccion.

Sin duda el proyecto de industrializar la produccién de Octopus maya tiene por objetivo hacer
un uso responsable de este recurso y dar un aprovechamiento integral al mismo, de manera
gue es deseable el desarrollo de nuevos proyectos que puedan abrir nuevas oportunidades

de crecimiento tanto tecnolégico como econémico para la region de Yucatan.

Una posible area de oportunidad es el aprovechamiento de la gran capacidad de O. maya
para digerir las proteinas, esto nos indica que sus enzimas tienen un gran potencial
hidrolitico, las cuales pueden ser usadas para la elaboracion de detergentes biodegradables,

ya que este tipo de productos usa principalmente enzimas proteoliticas.

De manera que observando las condiciones a las cuales las enzimas de O. maya son
capaces de trabajar, es decir, las condiciones normales de crecimiento de dicha especie,
(pH= 7.8 @ 8.2, T° 4pima= 25 a 28°C, Salinidad 35 a 36%) podemos inferir que sus enzimas

proteoliticas son excelentes prospectos para la elaboracién de detergentes biodegradables.
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