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Resumen 

Se evaluó el efecto inhibitorio de tres ingredientes 
vegetales diferentes (texturizado de soja, 
desengrasado, afrechillo de arroz y salvado de trigo) 
sobre la actividad de las proteasas alcalinas de pacú 
y pejerrey. Se valoró el grado de inhibición en 
extractos digestivos crudos usando diferentes 
concentraciones relativas de harinas vegetales y se 
representó construyendo curvas de inhibición. Se 
usó un zimograma SDS-PAGE para revelar más 
detalles en la caracterización de la sensibilidad de 
algunas enzimas de peces a los inhibidores de las 
proteasas. Se realizó un ensayo de digestibilidad in 
vitro usando la técnica del pH-stat para pacú con dos 
piensos que contenían diferentes proporciones de 
harinas vegetales. Se compararon las actividades 
ácida y alcalina en pacú para dos grupos 
alimentados con los dos piensos diferentes. 
Sorprendentemente se demostró una mayor 
sensibilidad ante los inhibidores presentes en 
salvado de trigo y soja para pacú (de hábitos 
herbívoros y omnívoros) respecto a pejerrey 
(carnívoro). 

Summary  

Assessement of protease inhibitors present in 
vegetable feedstuffs used in feeds for two fish 
species in Argentina; Pacú (Piaractus 
mesopotamicus) and Pejerrey (Odontesthes 
bonaeriensis) 
The inhibitory effect of three different vegetable 
foodstuffs (defatted soybean meal, rice bran and wheat 
bran) on alkaline protease activity of pacu and pejerrey 
was evaluated. Inhibition degree on crude digestive 
extracts was assessed using different relative 
concentrations of plant meals and represented by 
constructing inhibition curves. SDS-PAGE zymogram 
was used to reveal further details in the characterisation 
of sensitivity of some fish enzymes to protease 
inhibitors. An assay on in vitro digestibility with two diets 
for pacu containing different amount of vegetable meals 
was realized using pH-stat method. Acid and alkaline 
activity was compared on pacu for two groups fed on 
two different diets. Surprisingly, higher sensitivity to 
inhibitors present in wheat bran and soy bean meals 
was showed for pacu (herbivorous and omnivorous 
habits) respect to pejerrey (carnivorous).  

 

Introducción 
El incremento de la acuicultura que prevé la FAO para los próximos años, revertirá en un 
aumento de la producción de alimentos para las especies acuicultivadas. La producción de 
alimentos para la acuicultura es en la actualidad una de las industrias agrícolas más 
florecientes del mundo, con unos crecimientos anuales del 30%. Al menos un tercio de las 
122 millones de toneladas del pescado capturado en el año 1997 fue convertido en harina 
de pescado o aceite de pescado para fabricar piensos animales, incluyendo la acuicultura. 
La FAO (1) estima que sobre el 40% del total de alimentos de origen marino para 
acuicultura, fue para especies de peces carnívoros, el 35% para los no carnívoros y 25% 
para crustáceos. Así, el grueso de la producción de harinas de pescado se usa para 
salmón, trucha y peces marinos en países occidentales, la acuicultura de agua dulce, 
principalmente la carpa, también consume una proporción sustancial. Dado el rápido 
incremento actual del cultivo dulceacuícola en Asia, particularmente en China, existirá en el 
futuro una fuerte competición por las limitadas fuentes de harinas de pescado a nivel 
mundial (2 y 3).  

La producción de harinas de pescado está localizada en determinadas regiones del planeta, 
por lo tanto se hace cada vez más caro y difícil para muchos países obtenerlas. La 
necesidad de encontrar fuentes alternativas de proteínas para reemplazar las harinas de 
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pescado es obvia y viene recomendada por el Segundo Simposium Internacional de 
Acuicultura Sostenible (1998) celebrado en Oslo (Noruega). 
Es por todo esto que se vienen a justificar los ensayos con fuentes proteicas de origen 
vegetal (subproductos de la agricultura, excedentes de cereales) para usos en acuicultura, 
sobre todo en aquellos países en los que se desarrolla de modo incipiente y semiextensivo, 
como búsqueda de aporte proteico para las poblaciones y para el desarrollo sostenible de 
zonas rurales o países en vías de desarrollo. 

Se conoce que la mayoría de las potenciales fuentes de nutrientes alternativas de origen 
vegetal para uso en acuicultura, contienen una amplia variedad de sustancias antinutritivas 
(4). Los factores antinutritivos se han definido como sustancias que, bien por si mismas o a 
través de productos metabólicos, interfieren con la utilización del alimento y afectan la salud 
y producción animal (5).  
Los inhibidores de las proteasas son factores antinutritivos presentes en muchos 
ingredientes proteicos de origen vegetal que se pueden usar en la alimentación de peces, 
particularmente leguminosas (6). Su efecto depende de su origen y el tipo de enzima diana. 
En la soja, por ejemplo, hay dos grupos de inhibidores de la proteasa: El inhibidor de la 
proteasa Kunitz, que es relativamente sensible al calor y el ácido, y el más estable inhibidor 
de la proteasa Bowman-Birk. Una molécula del primero bloquea, bien una molécula de 
tripsina o de quimotripsina, mientras que el segundo inhibidor bloquea dos moléculas de 
tripsina o quimotripsina al mismo tiempo (6). Los mayoría de los productos de la soja 
muestran inhibidores de la tripsina en el rango de 2-6 mg/ml (7). Los factores antitrípsicos 
tienen una amplia distribución en el reino vegetal y están presentes en la mayoría de 
semillas de leguminosas y cereales. 

Las especies acuicultivadas más comunes difieren en su capacidad de tolerar factores 
antitrípsicos. Se han realizado estudios sobre el efecto de estos inhibidores de las 
proteasas en las principales especies de peces acuicultivadas, como son tilapia (8, 9, 10 y 
11), carpa (12 y 13), trucha arco iris (14, 15 y 16), pez gato (17), salmón (18y 19) así como 
dorada y platija (20).  

Es por esto, que se hace necesario al acometer el cultivo de una nueva especie acuícola, el 
determinar la tolerancia de ésta, a la inclusión en la dieta de harinas de origen vegetal, que 
pueden contener factores antinutritivos. 
El objetivo de este trabajo es determinar el grado de inhibición que sobre las proteasas 
alcalinas producen los factores antinutritivos que contienen tres tipos de harinas vegetales, 
el salvado de trigo, la soja y el afrechillo de arroz, así como evaluar el grado de 
digestibilidad de piensos elaborados con distintos porcentajes de los componentes 
vegetales antes mencionados.  

Este ensayo se realiza con muestras de dos especies de reciente puesta a punto en la 
acuicultura Argentina, el pacú (Piaractus mesopotamicus) y el pejerrey (Odontesthes 
bonaeriensis). De este modo se pretende realizar una aproximación preliminar en la 
nutrición de estas especies a la hora de acometer su cultivo, intentando utilizar harinas 
vegetales accesibles que abaratan costes y promueven una acuicultura sostenible. 
 

Material y métodos 
Muestras animales 
Los ensayos se llevaron a cabo con digestivos completos liofilizados de pacú (de 
aproximadamente 600 g), provenientes de la estación experimental del Centro Nacional de 
Desarrollo Acuícola (CENADAC) en la región del Noroeste argentino ubicado en el 
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departamento de Santa Ana, provincia de Corrientes, Argentina. Los alevines de 0.25 g 
fueron proporcionados por la empresa Isla-Pe (Argentina), siendo alimentados con dos 
dietas diferentes. La fase de cultivo fue de 495 días. 
Para los ensayos con pejerrey se utilizaron digestivos liofilizados provenientes de 
ejemplares adultos obtenidos en una laguna bonaerense. 

Preparación de extractos ácidos y alcalinos 
Para la preparación de los extractos ácidos y alcalinos de pacú y pejerrey se procedió a la 
separación de estómagos e intestinos de los tractos digestivos completos. Se prepararon 
extractos enzimáticos ácidos y alcalinos de cada individuo para pacú, realizando 
posteriormente un pool enzimático alcalino con unos ocho ejemplares, para pejerrey se 
preparó directamente un pool de extracto enzimático alcalino. Los tejidos se 
homogeneizaron en agua destilada (100 mg/ml para estómago y 200 mg/ml para intestino) 
y baño de hielo en un homogenizador Heidolph DIAX 900 durante 10 minutos. 
Posteriormente los extractos obtenidos se centrifugaron durante 10 minutos a 16 000 g y 
4ºC, recogiéndose el sobrenadante y conservándolo a -20ºC. La determinación de la 
proteína soluble en los distintos extractos preparados se evaluó según el método de 
Bradford (21). 

Ensayos de actividad proteasa ácida y alcalina totales 
Para medir la actividad ácida total de los extractos de estómago de pacú se utilizó el 
método de Anson y Walter (22), usando como sustrato hemoglobina. En esencia, 20 µl de 
extracto enzimático se añadieron a 1 ml de hemoglobina al 1% a pH 2.0. La reacción se 
mantuvo durante 15 minutos en un baño a 37ºC, deteniéndose posteriormente con 0.5 ml 
de ácido tricloroacético (TCA) al 20% después se mantuvo la mezcla de reacción durante  
5 min aproximadamente en refrigeración a 4ºC, para posteriormente ser centrifugado a  
16 000 g durante 5 min a 4ºC. El sobrenadante obtenido se midió a 280 nm en un 
espectrofotómetro UV/visible. Una unidad de actividad enzimática se definió como 1 µg de 
tirosina liberado en 1 min, usando el coeficiente de extinción molar de la tirosina  
(0.005 ml/µg cm). todas las medidas se hicieron por triplicado. 

La actividad proteasa alcalina se evaluó según el método de Kunitz (23), modificado por 
Walter (22). Para ello se adicionaron 20 µl de extracto alcalino a 0.5 ml de caseína 
Hammerstein al 1% (p/v) en tampón Tris-HCl 100 mM, CaCl2 10 mM pH 9.0. El resto del 
ensayo se llevó a cabo de manera idéntica al de actividad ácida. 

Efecto de los inhibidores de proteasa contenidos en las materias primas sobre 
las porteasas alcalinas 
En este estudio se emplearon tres harinas vegetales diferentes; la harina de soja y el 
afrechillo de arroz proceden del mercado local de la zona de corrientes (Argentina) y el 
salvado de trigo se obtuvo en el mercado local de Almería (España). Se obtuvieron 
extractos de los tres tipos de harina (100 mg/ml en agua destilada) por homogenización 
durante 10 min. El extracto obtenido se centrifugó a 16 000 g durante 10 minutos a 4ºC, 
recogiéndose el sobrenadante y conservándose en alícuotas a -20ºC. 

El efecto inhibidor de las soluciones de las tres harinas vegetales se llevó a cabo midiendo 
la reducción en la actividad proteasa alcalina, siguiendo el método descrito por García-
Carreño (24). En primer lugar se incubaron 20 µl de extracto enzimático alcalino durante  
30 minutos y a 25 ºC, con cantidades crecientes de extracto de harina vegetal (100, 200, 
300 y 400 µl) completando hasta los 500 µl con tampón tris-HCl 100 mM, CaCl2 10 mM a 
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pH 9.0. El resto del ensayo se llevó a cabo de forma idéntica a como se describe 
anteriormente para la determinación de actividad enzimática alcalina total. Los ensayos se 
realizaron por triplicado. 

Determinación del grado de hidrólisis por pH-stat 
Se determinó el grado de hidrólisis de dos piensos A y B, uno comercial y otro experimental, 
simulando el proceso digestivo en pacú. Los dos piensos fueron proporcionados por G. 
Wicki y se formularon cumpliendo los requerimientos nutricionales para la especie, así 
como pretendiendo que fuesen isocalóricos e isoproteicos para su correcta comparación. 
Las características de los dos piensos son las siguientes (Tabla I). 
 

Tabla I 
Composición porcentual de los piensos A y B utilizados en los ensayos. 

Ingredientes  
(%) 

Alimento 
comercial A 

Alimento 
experimental B 

Harina pescado 
Harina carne 
Harina soja 
Harina trigo 
Harina maíz 
Afrechillo arroz 
Aceite soja 
Vit. y minerales 

32 
8 
20 
18 
16 
- 
3 
3 

20 
11 
27 
- 

10 
30 
- 
2 

Para determinar el grado de hidrólisis enzimática ácida y alcalina de los dos piensos 
estudiados se utilizó la técnica del pH-stat desarrollada por Pedersen y Eggum (25), y 
catalogada como el método más efectivo para determinar la digestibilidad de materias 
primas por la FAO. Se trata de medir la digestibilidad de la materias primas en base a la 
“caída” de pH producida por la hidrólisis de los enlaces peptídicos, que se calcula a su vez 
midiendo el consumo de álcali necesario para mantener el pH constante. El grado de 
hidrólisis (GH) se determinó utilizando un pH-stat (718 Stat Tritino; Methrom Ltd). Para ello, 
10 ml de una solución de proteína (8 mg/ml) se mantenía en agitación continua a 37ºC. El 
proceso de hidrólisis consta de dos fases, la primera simula la digestión ácida (pH 2.0) y se 
añade el extracto enzimático ácido (800 unidades de actividad, UA), la reacción se 
mantiene durante 15 minutos en agitación continua. Posteriormente se ajusta el pH a 8.0 
con álcali y se añade el extracto alcalino (200 UA); la reacción se continúa durante otros  
45 minutos. El grado de hidrólisis se determinó según Alarcón (26). 
En las dos piensos se determinó el grado de autohidrólisis o línea base, siendo éste el valor 
de la hidrólisis (GH%) de la muestra en ausencia del extracto enzimático. Se determinó 
como se ha indicado anteriormente pero sin adicionar extracto enzimático, ya que éste fue 
sustituido por un volumen equivalente de agua destilada (26).  

Electroforesis SDS-PAGE de los extractos enzimáticos 
Se realizó un zimograma de los extractos alcalinos con y sin inhibidores vegetales en gel de 
poliacrilamida 10%, según Laemmli (27). Las muestras se prepararon incubando extractos 
enzimáticos alcalinos con extractos de harina de salvado de trigo y de soja en proporción 
1/1, durante 2 horas a 25ºC. Se utilizaron 10 µl de todos los extractos para la electroforesis. 
La electroforesis se llevó a cabo a un voltaje constante de 100 V durante aproximadamente 
2 horas a una temperatura de 4ºC. La preparación del zimograma se hizo de acuerdo con 
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García-Carreño (28). Después de la electroforesis, el gel se lavó y se incubó en 0.5% de 
caseína Hammerstein pH 9.0, durante 45 minutos a 5ºC y luego se transfirió a otra solución 
de caseína idéntica a la anterior y se incubó a 37 ºC durante 90 minutos. Después el gel fue 
lavado y teñido durante 24 horas con Azul brillante de Coomassie 0.1% (BBC R-250) en 
una solución de ácido acético:metanol (50:20:50). Por último el gel se destiñó en una 
solución de ácido acético:metanol:agua (35:10:55). 

Tratamiento estadístico 
Para comprobar la significancia entre resultados se realizaron pruebas t para medias de dos 
muestras emparejadas. 

 

Resultados 

Experimento 1 
• Ensayos de inhibición 

Con este ensayo se pretendía determinar y graficar el porcentaje de inhibición producido 
al enfrentar cantidades crecientes de extractos de harinas vegetales con una cantidad 
fija de unidades de actividad enzimática alcalina.  

En primer lugar se determinó la actividad en UA/ml de los extractos enzimáticos 
alcalinos de pacú y pejerrey. Se usó un pool de intestinos de ocho ejemplares de pacú y 
un pool de unos 2 g de intestinos liofilizados de pejerrey, ambos a razón de 200 mg/ml. 
Previa medida de actividad se diluyó cuatro veces el extracto de pejerrey para que los 
datos entraran en rango, y este extracto diluido es el utilizado en todos los ensayos de 
actividad. 

El extracto de soja poseía una mayor cantidad de proteína soluble total, respecto al 
salvado de trigo, en segundo lugar y por último el afrechillo de arroz.  

 
 
Figura 1 
Inhibición en % de enzimas alcalinas de pacú y pejerrey frente a salvado de trigo. 
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Figura 2 
Inhibición en % de enzimas alcalinas de pacú y pejerrey  frente a afrechillo de arroz. 
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Figura 3 
Inhibición en % de enzimas alcalinas de pacú y pejerrey frente a soja. 
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Se enfrentaron concentraciones de 100, 200, 300 y 400 µl de extractos de harinas 
vegetales con 20 µl de extracto enzimático alcalino, por lo tanto en la mezcla de 
reacción tendríamos cantidades iguales de extractos vegetales para ambos peces, 
frente a diferentes unidades de actividad enzimáticas para pacú y pejerrey (21.76 UA 
para pacú y 16.5 UA para pejerrey respectivamente en 20 µl de extracto enzimático). 

Se representó el porcentaje de inhibición frente a los µg de harina vegetal/U actividad 
enzimática. 

En el caso del salvado de trigo, la inhibición de las proteasas es gradual, sólo afectando 
a la actividad enzimática de forma severa con concentraciones altas de extracto vegetal. 
Los factores inhibidores afectan en mayor medida y de forma sensible a las proteasas 
de pacú, aunque en ninguno de los dos casos la inhibición se acerca al 100%.  
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Para el afrechillo de arroz, el perfil de inhibición es muy similar para pacú al caso 
anterior, sin embargo, para pejerrey el porcentaje de inhibición aumenta de forma 
brusca y a altas concentraciones de extracto de arroz por unidad de actividad 
enzimática, ésta llega a ser casi total. 
Los datos arrojados para el ensayo con soja delatan la alta presencia de factores 
antinutritivos en esta semilla. Para pacú las proteasas alcalinas se ven inhibidas en gran 
medida a concentraciones moderadas de extracto de soja, llegando la inhibición a ser 
total para concentraciones elevadas. Las enzimas de pejerrey demuestran menor grado 
de inhibición a los inhibidores de la soja, aunque también se alcanza casi el total del 
porcentaje de inhibición. 

Experimento 2 
• Ensayo de actividad enzimática ácida y alcalina en pacú cultivado bajo dos tipos 

de dieta 
Se determinaron las actividades enzimáticas ácidas y alcalinas de diez ejemplares de 
pacú, cinco de los cuales habían sido alimentados durante un periodo de 495 días con 
una dieta comercial A y otros cinco con una dieta experimental B; todo esto con el 
objeto de determinar la existencia de diferencias significativas en la actividad enzimática 
estomacal e intestinal ante la ingesta continuada de ingredientes de origen vegetal con 
contenido en inhibidores de las proteasas. La composición porcentual de los dos 
piensos viene detallada en la tabla I, en la que se da el porcentaje de cada harina 
utilizada en el ensayo de inhibición. Para el pienso A los datos son de un 20% de harina 
de soja y un 18% de harina de salvado de trigo, y para el pienso B, un 27% de soja y un 
30% de afrechillo de arroz.  
 
Tabla II 
Actividad en U/ml y actividad específica de los extractos enzimáticos. 

 Extracto alcalino 
de pacú 

Extracto alcalino 
de pejerrey 

Actividad U/ml 1 088 ± 55 888 ± 24 
Actividad específica UA/mg proteína soluble total 1 292 ± 65 767 ± 21 

A través de estos datos para los diferentes individuos representados por el tipo de 
pienso A (comercial) y B (experimental) se puede observar la disparidad individual en 
cuanto a niveles de actividad (UA/ml de extracto enzimático). 
Una vez obtenidos los datos de actividad en UA/ml de extracto, se hallaron los 
resultados de proteína soluble total por el método Bradford (21) para determinar la 
actividad enzimática específica en UA/mg. prot. soluble total. 
Al obtener los datos de actividad específica se sigue observando variabilidad entre 
individuos. Este hecho podría venir dado por el estado nutricional y fisiológico de cada 
ejemplar, por tanto se hace necesario el tratamiento estadístico para determinar 
diferencias significativas entre los datos promedio de los dos grupos de peces 
alimentados con dietas de distinta composición. 

Una vez hallado el promedio se sometió los datos a una prueba estadística t para 
medias de dos muestras emparejadas, dando como resultado el no existir diferencias 
significativas de actividad enzimática y de ratio entre actividad estomacal e intestinal.  
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Tabla III 
Datos promedio de actividad enzimática específica en UA/mg prot. y 
ratio entre actividad  ácida y alcalina. 

   Actividad Dieta A Dieta B 

ácida 3 935 ± 1 092 3 454 ± 3 985 
Promedio 

alcalina 1 055 ± 297 922 ±157 
Ratio  3.731 3.746 

 

• Zimograma alcalino de pacú y pejerrey 
Con el zimograma de proteasas alcalinas de pacú y pejerrey se pretendía observar el 
perfil enzimático de ambas especies. Se puede observar una mayor diferenciación en 
las proteasas alcalinas para pacú debido a la aparición de bandas de actividad que 
determinan cadenas ligeras y pesadas, mientras que en pejerrey las bandas 
encontradas se concentran en la parte superior del zimograma (cadenas pesadas) 
siendo sus proteasas más similares. Esto respalda el hecho de que los hábitos 
alimentarios del pacú sean omnívoros, enfrentándose su equipo enzimático a diversidad 
de alimentos, mientras que el pejerrey es un pez carnívoro con una dieta menos 
diversa. 
 

Figura 4 
Zimograma alcalino de pacú y pejerrey.  

A  B C    DA  B C    D
 

A -pacú (5 µl) 
B - pejerrey (5 µl) 
C - pacú + soja (5 µl + 5 µl) 
D -pejerrey + soja (5 µl + 5 
µl) 

En cuanto a la preincubación de las enzimas alcalinas con harina de soja se puede 
observar que la actividad en pacú (C) se ve afectada de una manera importante, 
quedando una única banda principal de actividad. En pejerrey (D) las dos cadenas 
pesadas principales se ven afectadas probablemente al corresponder a enzimas mas 
homólogas.  

Experimento 3 
• Ensayo de hidrólisis enzimática para los dos piensos (comercial A, y experimental 

B) ensayados con pacú 
Los datos arrojados por los ensayos de hidrólisis enzimática in vitro, muestran el grado 
de hidrólisis de la fracción proteica de ambas dietas ante la acción enzimática ácida y 
alcalina de pacú. Primeramente se determinó la proteína bruta de ambos piensos para 
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realizar los ensayos incluyendo 80 mg/ml de proteína bruta total en un volumen final de 
10 ml. Existe la necesidad de determinar el grado de autohidrólisis de los dos piensos 
para crear una línea base, porque aunque a efectos prácticos el grado de hidrólisis nos 
da idea de la digestibilidad del pienso, la ruptura enzimática de la proteína puede diferir 
de un caso a otro. 

 
Tabla IV 
Proteína  bruta expresada en porcentaje (método 
Kjendahl) y porcentaje de humedad de ambos  piensos. 

 % proteína % humedad 

Pienso A (comercial) 35.8 11.8 
Pienso B (experimental) 37.8 9.2 

 
Tabla V 
Grado de autohidrólisis e hidrólisis total en porcentaje, diferencia 
entre hidrólisis total y autohidrólisis. 

 Autohidrólisis % GH % diferencia 

Pienso A 1.98 ± 0.16 6.2 ± 0.09 4.22 
Pienso B 0.77 ± 0.19 5.35 ± 0.04 4.57 

Los datos reflejan una mayor digestibilidad de la fracción proteica del pienso A 
(comercial) frente a la del pienso B (experimental). Este hecho se puede explicar por un 
mayor grado de autohidrólisis de la dieta comercial respecto a la experimental, que 
puede venir dado por una mayor proporción de péptidos sencillos o sometidos a algún 
proceso de predigestión (como es común en la fabricación industrial de piensos), así 
como el mayor porcentaje de harina de pescado como fuente proteica de alta calidad. 
Estos datos contrastan con los resultados in vivo obtenidos por G. Wicki (29) en los que 
el pienso experimental mostró un mejor grado de conversión alimentaria y los pesos 
medios finales fueron mayores para el grupo alimentado con este pienso. Una posible 
explicación frente a estos resultados vendría dada por el hecho de que la especie 
manifiesta características herbívoras (30) y por tanto aprovecharía con alta eficiencia los 
hidratos de carbono como fuente de energía (igual que ocurre con la carpa común 
(Cyprinus carpio) de hábitos alimentarios omnívoros). Al respecto, Chow y cols. (31), 
informan de una digestibilidad del 48% de almidón en la dieta para carpa común, 
mientras Degani y cols. (32) reportan una digestibilidad entre el 81 y 93% para 
carbohidratos en tilapias adultas. 
La dieta experimental podría considerarse como de una calidad de proteína inferior, 
debido a la menor proporción de aminoácidos esenciales (como consecuencia de la 
disminución en la harina de pescado), está última sería suficiente para cumplir los 
requerimientos de la especie. La mayor proporción de hidratos de carbono incluidos en 
la dieta experimental podría haber influido en el mejor rendimiento reflejado; 
coincidiendo con lo expuesto por Bowen (33) cuando sugiere que la diferencia absoluta 
en los requerimientos nutricionales de los peces estaría en referencia a su 
requerimiento en energía y no en proteína. 

En cuanto a la preincubación de las enzimas alcalinas con harina de soja se puede 
observar que la actividad en pacú (C) se ve afectada de una manera importante, 
quedando una única banda principal de actividad. En pejerrey (D) las dos cadenas 
pesadas principales se ven afectadas probablemente al corresponder a enzimas más 
homólogas. 
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Discusión 
La reducción en el valor nutritivo de proteínas vegetales en piensos para peces, debido a la 
presencia de factores antinutritivos, es un hecho bien documentado (22, 34 y 35). De estos 
factores los más relevantes son los inhibidores de proteasas, de origen proteico, que tienen 
la capacidad de inhibir la actividad proteolítica de los equipos enzimáticos del tracto 
intestinal de peces. El efecto negativo del uso de dietas que contienen inhibidores en el 
crecimiento de los peces podría deberse a diversos factores como son el tipo de harinas 
utilizadas, el nivel de cada harina en la dieta, la extensión del periodo de alimentación y la 
sensibilidad de una especie dada a los factores antinutritivos presentes en los compuestos 
vegetales. 

Es evidente que ni todos los inhibidores de las proteasas existentes en vegetales son 
iguales, ni están presentes en la misma cantidad. Estos compuestos han sido identificados 
en una gran diversidad de especies vegetales, siendo particularmente abundantes en 
semillas de leguminosas (como se ha demostrado en el presente ensayo con la soja, que 
contiene un alto nivel proteico y por tanto gran cantidad de sustancias inhibidoras de 
carácter proteico), y también en cereales y subproductos. 

Es evidente la presencia de inhibidores de las proteasas alcalinas en las tres harinas 
ensayadas, salvado de trigo, afrechillo de arroz y soja. Estos inhibidores se mantienen en 
los piensos a pesar de los tratamientos específicos para eliminarlos. En trabajos anteriores 
(20) se ha determinado como general o inespecífica la inhibición producida por el salvado 
de trigo, mientras que la inhibición causada por la harina de soja se considera específica, 
afectando de modo diferente a las distintas proteasas alcalinas. 

La importancia del nivel de inclusión en la dieta de las distintas harinas vegetales se pone 
de manifiesto en las curvas de inhibición de materias primas elaboradas para las dos 
especies de peces. Estos ensayos constituyen una manera fácil de determinar el efecto de 
distintas cantidades de harinas vegetales en la dieta. En este caso todos los perfiles de 
inhibición se corresponden con tendencias sigmoidales, aunque no siempre ocurre de este 
modo. Se puede observar que no para todas las harinas vegetales se permite el mismo 
porcentaje de inclusión en la dieta. Así, mientras que para el salvado de trigo el porcentaje 
de inhibición varia de forma gradual en ambas especies, sin llegar a producir una inhibición 
total, así como ocurre con el afrechillo de arroz (aunque la inhibición llega a ser casi total 
para pejerrey), con la soja el grado de inhibición experimenta una variación mucho más 
brusca en ambos casos. Las ecuaciones obtenidas para las curvas permiten elaborar dietas 
para especies de incipiente desarrollo en acuicultura en las que se tengan en cuenta los 
porcentajes adecuados y tolerables para el óptimo crecimiento y cultivo de los peces. 

Con el ensayo de determinación de actividades ácidas y alcalinas para dos grupos de pacú 
alimentados con dos piensos distintos ricos en harinas vegetales se pretendió determinar 
posibles efectos de la alimentación prolongada con piensos que contengan inhibidores. Las 
respuestas fisiológicas de las especies de peces a la ingesta de dietas que contengan 
inhibidores, constituye un tema controvertido. La inhibición de las proteasas es compensada 
por un aumento en la secreción de enzimas pancreáticas y por una mayor absorción en el 
intestino distal, tal y como se ha comprobado en la trucha arco iris tras ser alimentada con 
dietas que contenían pequeñas cantidades de harina de soja (16), y en otros salmónidos. 
Sin embargo, aunque el proceso digestivo podría concluirse satisfactoriamente bajo tales 
condiciones, el coste energético para las especies podría ser elevado, como resultado de la 
síntesis adicional de enzimas. Además se ha constatado que existe una mayor síntesis de 
proteasas ricas en cisteína.  
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Bajo tales condiciones, una alimentación prolongada disminuye la eficacia de la 
alimentación y el crecimiento de las especies. En el ensayo con dos piensos para pacú, uno 
con más harina de soja (experimental) y otro con menos (comercial) no se detectan 
diferencias significativas entre las actividades ácida y alcalina de ambos grupos. 

Queda claro en los ensayos que los inhibidores presentes en las tres harinas ensayadas 
son diferentes, y que la sensibilidad a estos inhibidores así como a distintas cantidades de 
estos, es distinta para ambas especies. Mientras que pacú es más sensible a los 
inhibidores presentes en salvado de trigo y soja, para el pejerrey la sensibilidad es mayor 
para el afrechillo de arroz. 

En cuanto a la hidrólisis enzimática in vitro de ambos piensos, se hace evidente que a pesar 
de que los ensayos de digestibilidad proteica resultan favorables para el pienso comercial, 
más rico en proteínas de alta calidad (harina de pescado), se hace necesario realizar 
estudios más amplios de presencia de amilasas y digestibilidad de carbohidratos para 
determinar a priori los efectos de crecimiento en peces, como han demostrado los ensayos 
in vivo. Una posible explicación a estos resultados viene dada porque tanto los peces 
herbívoros, así como carnívoros y omnívoros (36), requieren todos la misma cantidad de 
proteína dietaria por unidad de peso y que los peces herbívoros y omnívoros de agua dulce 
utilizan proteínas y aceites vegetales mejor que los carnívoros; requiriendo mínimas 
cantidades de harinas de pescado para abastecerse de aminoácidos esenciales. 

 

Conclusiones 
En suma se puede decir que pacú presentó una importante sensibilidad a los inhibidores de 
las proteasas presentes en las harinas vegetales ensayadas en este trabajo. Esto es en 
cierto modo algo sorprendente debido a los hábitos alimenticios de herbívoro de esta 
especie, aunque concuerda con datos arrojados para otras especies de hábitos similares 
como el caso de la tilapia.  

Cabe destacar la posibilidad de incluir porcentajes de harinas vegetales en piensos para 
pejerrey como una posible especie con futuro en la Acuicultura argentina, a pesar de ser 
una especie de hábitos carnívoros. 

Además del presente trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

• Se puede determinar la presencia de factores antinutritivos mediante ensayos 
accesibles, orientados a la evaluación del efecto de los mismos sobre las enzimas 
digestivas de peces con futuro en Acuicultura, como etapa previa a la elaboración de 
dietas. 

• Existen numerosos inhibidores de las proteasas alcalinas, estando presentes en gran 
diversidad de nutrientes de origen vegetal, siendo algunos de ellos resistentes a los 
tratamientos tecnológicos usuales en al industria de piensos. 

• La sensibilidad de las diversas especies a los inhibidores de las proteasas varía de 
forma evidente, tanto ante el tipo de inhibidores como ante diferentes cantidades de 
estos. 

• La combinación de estas pruebas in vitro con otras in vivo, debe permitir la elaboración 
de dietas óptimas en las que se aprovechen los recursos locales y sean convenientes 
para el crecimiento de la especie en cuestión. 
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