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RESUMEN

Para determinar la actividad de las enzimas
tripsina y lipasa pancreética de cerdos alimentados
con harina de pijiguao (Bactris gasipaes H.B.K.,
HP) y lisina sintética (LS), se disené un
experimento con 48 cerdos castrados, con peso
vivo promedio de 30 % 0,5 kg, distribuidos al azar
en seis diferentes dietas experimentales, con un
arreglo factorial 3 X 2, con tres niveles de HP (0,
16 y 32 %), con o sin adicién de 0,27% de LS;
con cuatro repeticiones por dieta y dos cerdos por
unidad experimental. Se sacrificaron cuatro cerdos
por dieta en la tercera y sexta semana, para obtener
muestras de pancreas. No se observé efecto de dieta
(HPxLS) sobre la actividad de las enzimas, pero
s1 hubo efecto (P<0,05)de la interaccién dieta X
semana sobre la actividad de la tripsina y lipasa.
No hubo diferencias significativas en la actividad
de la tripsina en la tercera semana después del
consumo de las dietas. En la sexta semana todas
las dietas, excepto la que contenia 0,27% LS y
16% HP mostraron menor (P<0,05) actividad
de la tripsina que la dieta basal. La actividad de
la lipasa pancreética fue mayor (P<0,05) en los
cerdos que consumieron la dieta con 32% HP sin
LS en la tercera semana; y en la sexta semana, la
actividad fue menor (P <0,05) en los cerdos cuyas
dietas contenian 16% HP con y sin la adicién de

ABSTRACT

An experiment was conducted to determine the
activities of trypsin and lipase pancreatic enzymes
from growing pigs fed peach palm meal (Bactris
gasipaes H.B.K.; PPM) and synthetic lysine
(SL). Forty-eight barrows, with an average live
weight of 30 £ 0 5 kg ,were randomly distributed
and allotted to six experimental diets in a 3x2
factorial arrangement of treatments, with three
levels of PPM (0, 16 and 32 %), with or without
the addition of 0.27% SL., with four replications
per diet and two pigs per experimental unit. To
collect pancreas samples, four pigs per diet were
slaughtered at third and sixth weeks. The results of
the assay showed no effect of diet (PPM xLLS) on
the activity of the enzymes. An effect (P <0.05)
of the diet X week interaction on trypsin and lipase
enzymatic activities was observed. There were no
significant differences in the activity of trypsin in the
third week, after consumption of diets. In the sixth
week, all diets, except that containing 0.27 % of
SL. and 16 % of PPM, showed lower (P<0.05)
trypsin activity than the basal diet. In the third
week, the pancreatic lipase activity was greatest
(P<0.05) 1n pigs fed the diet with 16% of PPM
without SL; and in the sixth week, the activity

was less (P<0.05) in pigs fed diets containing
32% of PPM with and without the addition of
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0,27% LS, en comparacién con la dieta basal y la
que contenfa 32% HP sin LS. En conclusién, la HP
y/o LS en dietas para cerdos en crecimiento afecta la
actividad de las enzimas tripsina y lipasa pancreaticas
luego de la sexta semana de consumo.

(Palabras clave: Lipasa pancreatica; tripsina;
Bactris gasipaes (pijiguao); lisina; cerdos en
crecimiento)

INTRODUCCION

El fruto de la palma tropical Bactris gasipaes
H.B.K. (pijiguao), nativa de América del Sur [1],
ha sido considerado una alternativa en la alimentacién
animal para sustituir parte de las materias primas
de costo elevado que compiten con la alimentacién
humana, como el maiz y la soya. Se ha demostrado
que la harina del fruto de pijiguao (HP) contiene
actividad lipolitica endégena [2]; no obstante su
inclusién de hasta 32% en la dieta no compromete el
desempefio productivo de cerdos en crecimiento [3].
Por otra parte, se ha determinado que la adicién de
hasta un 40% de harina del epicarpio del fruto en la
dieta de cerdos no disminuye la digestibilidad de la
materia seca, la materia organica y la energia, aunque
si disminuye la digestibilidad de la proteina cuando
la inclusién es superior al 10% [4].

La digestibilidad de un nutriente esta asociada a
la actividad de las enzimas digestivas [5]. Después
del destete de los cerdos, la actividad de las enzimas
pancreaticas disminuye, restableciéndose entre los
7-9 d posteriores [6]. La actividad de la tripsina
en el jugo pancreatico aumenta con la edad. Se han
reportado valores desde 14,6 wmoles de sustrato
hidrolizado/min al tercer dia de edad, hasta 549
umoles de sustrato hidrolizado/min/g de pancreas
a las seis semanas de edad [5,7]. La actividad de
la lipasa también aumenta con la edad debido a la
alometria positiva del pancreas [7].

Por otro lado, se ha demostrado que la cantidad
adecuada de lisina en la dieta tiene un efecto
significativo sobre la ganancia de peso y la conversién
alimenticia, sin influir en el consumo diario de la
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0.27% of SL, when compared with the basal diet
and that which contained 32% of PPM and/or SL..
In summary, the PPM and/or SL. diets affect the
trypsin and pancreatic lipase activities after sixth
weeks of consumption.

(Key words: Pancreatic lipase; trypsin; Bactris
gasipaes (pijiguao); lysine; growing pigs)

racién o en el consumo de energia metabolizable [8].
La eficiencia de utilizacién de la lisina en diferentes
fuentes proteicas varia ampliamente y depende
principalmente de la deposicién diaria de proteina
corporal [9]. La HP tiene un bajo contenido de
lisina y otros aminoacidos esenciales, por lo que la
adicién de aminoacidos sintéticos para cubrir los
requerimientos, cuando se incluye este ingrediente
en las dietas para cerdos, podria constituir una
alternativa de interés [10].

Las variaciones en el perfil de nutrientes de las
materias primas que conforman la dieta pueden
afectar las actividades enzimaticas y, por ende,
su digestibilidad. El objetivo de este estudio fue
determinar la actividad de las enzimas tripsina y lipasa
pancreatica de cerdos en crecimiento alimentados con
HP con o sin adicién de lisina sintética (LLS).

MATERIALES Y METODOS

Manejo de los Cerdos
Los cerdos fueron alojados en las instalaciones de
la Seccién Laboratorio de Porcinos de la Facultad de

Agronomia de la Universidad Central de Venezuela

(UCV) en Maracay, estado Aragua. Se utilizaron
48 cerdos castrados cruzados (1/2 Yorkshire X 1/4
Landrace X 1/4 Duroc), adquiridos en una granja
comercial; los animales fueron desparasitados con
ivermectina (30 d) y vacunados contra peste porcina
clasica (70 d), micoplasma (28 y 42 d), pseudorabia
(49 d), y fiebre aftosa (56 d). El peso vivo promedio
de los cerdos al inicio y en la sexta semana fue 30,00
+ 0,5 kg y 64,02 = 1,90 kg, respectivamente.
Los cerdos se distribuyeron al azar en seis dietas
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experimentales con cuatro réplicas en 24 corrales de
4 m? cada uno (dos cerdos por corral), provistos con
un comedero y un bebedero tipo chupén, de acero
inoxidable, para el suministro durante seis semanas
de alimento y agua ad libitum.

Dietas Experimentales

La HP fue obtenida a partir de frutos colectados
en el estado Amazonas, Venezuela; troceados y
secados en estufa a 65 °C durante 72 h. La HP se
afiadi6 a las dietas experimentales en proporciones de
16 y 32%, sustituyendo el 25 y 50%, respectivamente,
de la energia digestible aportada por el maiz a la dieta
basal. La dieta basal y las dietas con 16 y 32% HP
con o sin la adicién de 0,27% de LS, representaron
las seis dietas experimentales, cuya composicién ha
sido descrita previamente [3, 11]. Se realizaron analisis
quimicos para determinar la composicién de la HP,
solubilidad de la proteina con pepsina y KOH, la
presencia de inhibidores de tripsina, cuya metodologia y
resultados de estos analisis ya fueron publicados [11].

Preparaciéon del Homogenado Pancredtico
En la tercera y sexta semanas del experimento,
se sacrificaron cuatro cerdos por dieta, con pesos
promedio de 47,16 y 64,02 kg respectivamente, en
ambos casos para tomar las muestras de pancreas y
obtener el homogenado pancreatico. Después de 24 h
de ayuno, los cerdos se trasladaron a la sala de matanza
de la Seccién Laboratorio de Porcinos de la Facultad de
Agronomia de la UCV y fueron beneficiados siguiendo
procedimientos tradicionales (aturdimiento, sangrado y
eviscerado). Inmediatamente, a cada cerdo se le removié
el pancreas el cual fue sumergido en solucién salina
fisiolégica de 0 a 4 °C, para trasladarlo al Laboratorio
de Enzimologia y Toxicologia, adscrito a la Catedra
de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la UCV, para su procesamiento. Los pancreas
fueron pesados y luego homogeneizados utilizando un
homogenizador de tejidos (OMNI TH), a maxima
velocidad, durante 3 min, a intervalos de 1 min con 30
s de reposo, en 4 mL/g de solucién salina fisiolégica,
centrifugados a 15000 g por 30 min, almacenandose
el sobrenadante en alicuotas a -80 °C hasta que fueron
requeridos para las determinaciones enziméticas.

Actividad Enzimadtica
Se realiz6 la estandarizacién para estimar el
tiempo adecuado de incubacién en el cual la actividad

enzimatica se correspondiese con la velocidad inicial
de la reaccién en un rango lineal. Asi mismo, se
estandarizé la cantidad de proteina en el homogenado
para realizar las mediciones de actividad. Todos los
analisis enzimaticos se realizaron por triplicado.

Tripsina

La actividad de la tripsina se determiné en el
homogenado de pancreas utilizando la técnica descrita
en la literatura [12]. El homogenado (0,3 mg de
proteina) fue incubado durante 15 min a 41°C con
200 wL. del sustrato caseina al 1% en tampén fosfato
de sodio 100 mM pH 7,4. La reaccién se detuvo con
la adicién de 1 mL de acido tricloroacético al 5% p/v
y la mezcla fue filtrada en papel Whatman 42. Se
hicieron reaccionar 250 uL. del filtrado con 1250 uL.
de Na,CO, 200 mM y 250 uL. del reactivo de Folin-
Ciocalteu diluido 1:5 en agua destilada. Después de
la incubacién durante 20 min a 41 °C, se midié la
absorbancia a una longitud de onda de 625 nm. Los
valores de absorbancia fueron comparados con los de
una curva estandar elaborada a partir de una solucién
de tirosina (I mg/mL). La actividad de la tripsina
se expres6 como Lig de tirosina liberada/min/mg de
proteina.

Lipasa Pancreadtica

La actividad de la lipasa se determiné en
homogenado de péancreas utilizando el método de
Tietz y Fiereck [13]. Se determiné el volumen de
NaOH 50 mM necesario para neutralizar los 4cidos
grasos liberados durante 5 min de incubacién, con
agitacién moderada a 37 °C, con 3 mL de aceite
de oliva utilizado como sustrato, y 3 mg de proteina
de homogenado pancreéatico. La actividad de la
enzima se expres6 como Pl de NaOH/min/mg de
proteina.

Anadlisis de Proteina

La concentracién de proteina se determiné por
el método de Bradford [14], utilizando el tampén
correspondiente como blanco y albimina sérica
bovina como estandar.

Diserio del Experimento

Para el analisis estadistico de los resultados se
utiliz6 un disefio completamente al azar con un arreglo
factorial de tratamientos, con tres niveles de HP (0,

16y 32%) y dos niveles de LS (0 y 0,27%), para
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un total de seis tratamientos. LLa unidad experimental
estuvo constituida por dos cerdos, con cuatro
unidades experimentales por tratamiento. El analisis
de los datos se realizé a través del procedimiento
PROC MIXED del paquete estadistico SAS (] 5),
utilizando un modelo estadistico que incluyé los
efectos principales de HP, LS, semana de medicién
(medidas repetidas en el tiempo) y las interacciones
correspondientes. Se realizaron comparaciones
utilizando la prueba de t de Student para comparar
las medias de los diferentes tratamientos.
Se utiliz6 el siguiente modelo estadistico:

Ykl = w + LS1 + HP;y + LSi*HPj + Elyk
+ Sk+ LSi*HP;*Sk +E2ykl

Donde:

Y. " = Actividad enzimatica de la i-ésima réplica
en el 1-ésimo nivel de lisina (LLS), j-ésimo nivel de
HP en la k-ésima semana.

u = Media teérica de la poblacién

Li = Efectode LS G = 0y 0,27%)

HPj= Efectode HP G = 0, 16 y 32 %)

L*HP. = Efecto de la interaccién LS X HP
(efecto de dieta)

E1. = Error experimental debido a las medidas
repetldas normalmente distribuido con media 0 y
varianza G”,

S, = Efecto de la semana (k =3 y 6)

LS HP 'S, = Efecto de la interaccién entre LS
X HP X S (dleta X semana)

E2_ = Residual, normal e 1ndependientemente
dlstrlbuldo con media 0 y varianza 6°

Los valores para cada variable se expresaron como
valores promedios con el respectivo error estandar. En
los casos en que los efectos de la interaccién fueron
significativos, no se discutieron los efectos principales
de los factores evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se observé efecto de la interaccion HP X LS
sobre la actividad de las enzimas tripsina y lipasa
pancreatica. Se observé efecto significativo de la
inclusién de HP (P<0,001) o LS (P<0,05) a
la dieta, como se evidencia en la Figura 1 (a y b,
respectivamente) sobre la actividad de la lipasa; no
obstante, estos efectos no fueron independientes de
las semanas evaluadas. En tal sentido, se destaca el
efecto significativo de la interaccién dieta X semana

(P<0,05) sobre la actividad de la tripsina (Cuadro
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1) y lipasa (Cuadro 2). En los cerdos que recibieron
la dieta basal, la actividad de la tripsina aument6 con
la edad (P<0,05), lo cual coincide con lo sefialado
en la literatura [5,7]. En los tratamientos en los cuales
se incluyé HP, con o sin LS, si bien no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, se observé
una marcada tendencia al incremento de la actividad
con la edad, que fluctué entre 6 y 99% en la sexta
semana con respecto a la tercera semana. No hubo
diferencias significativas en la actividad de la tripsina
en la tercera semana de edad, es decir, la inclusién de
HP con o sin LS no afect6 esta variable bioquimica.
No obstante, tres semanas después, se observo
que la HP, con o sin adicién de LS, disminuyé la
actividad de la tripsina, con respecto a la dieta basal,
a excepciéon del tratamiento que contenia 16% HP
+ 0,27% LS, dieta en la cual pudo haberse logrado
una adecuada combinacién de factores.

Se ha demostrado que el fruto del pijiguao
presenta actividad inhibitoria de la tripsina, asociada
a una protefna con un peso molecular cercano a
10.000 Da [16], localizada principalmente en
la cascara del fruto, que disminuye su potencia
aproximadamente diez veces cuando se evalda
en el fruto integral [17]. De manera general, las
proporciones de HP utilizadas en el presente trabajo
provocaron inhibicién de la actividad de la tripsina
después de seis semanas continuas, pudiendo ser en
parte, atribuida a la presencia de ciertos inhibidores
de tripsina contenidos en la harina proveniente del
fruto integral conjuntamente con los otros ingredientes
de la dieta [18].

El Cuadro 2, muestra el efecto de la interacciéon
dieta X semana sobre la actividad de la lipasa
pancreética. La mayoria de las dietas no variaron
significativamente la actividad de la lipasa pancreatica
en la sexta semana con respecto a la tercera semana,
a excepcién de la dieta basal, la cual produjo mayor
(P<0,05) actividad de esta enzima, tal como
ocurri6 con la tripsina. La inclusién de 32% de HP
aumenté la actividad de la lipasa pancreatica de
forma significativa (P<0,05) en la tercera semana
de tratamiento. No obstante, en la sexta semana se
observé disminucién significativa de la actividad de
esta enzima al incluir 16% de HP, con y sin 0,27%
LS, con respecto a la dieta basal. No se observé el
aumento caracteristico de la actividad de la lipasa
con la edad de los animales, en aquellos tratamientos
que recibieron HP en cualquiera de las proporciones
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Figura 1. Efectos de la harina de pijiguao (a) y lisina sintética (b) sobre la actividad de la lipasa pancreatica de cerdos en crecimiento.

EE = Error estandar

Cuadro 1. Efecto de la interaccién dieta X semana sobre
la actividad de la enzima tripsina pancreatica en cerdos en
crecimiento

Cuadro 2. Efecto de la interaccién dieta X semana sobre
la actividad de la enzima lipasa pancreatica en cerdos en
crecimiento

Actividad tripsina (ug Tir/min/mg proteina)

LS (%)’ 0 0,27

HP (%)* 0 16 32 0 16 32
32 Semana 2089° 3760 4714> 2706> 3212> 2579
6" Semana 9884* 6116> 5004> 5401 13100 3672"

'LS= Lisina sintética

HP = Harina de pijiguao

% T etras diferentes en la misma fila y en la misma columna indican
diferencias significativas (P <0,05); error estandar = 1647,80

Actividad lipasa (uL NaOH/min/mg proteina)

'LS (%) 0 0,27

2HP (%) 0 16 32 0 16 32
3= Semana  93*  107° 150+ 87 85* 115
6% Semana  147* 82>  132*  113®> 104> 120®

'LS= Lisina sintética

HP= Harina de pijiguao

% [ etras diferentes en la misma fila y en la misma columna indican
diferencias significativas (P <0,05); error estandar = 11,40

y combinaciones con LS evaluadas, lo que pudo
ser evidenciado al no encontrarse diferencias
significativas entre la tercera y sexta semanas en
todos los tratamientos que incluian HP con o sin
LS. Por el contrario, en los cerdos que recibieron la
dieta basal, se observé aumento de la actividad con
la edad de los animales, tal como ha sido sefalado
por otros autores [5,7].

La mayor actividad especifica de la lipasa
observada en la tercera semana para los cerdos
que consumieron la dieta con 32% HP sin LS,
probablemente estd asociada con el contenido
de grasa en la dieta, aunque esta respuesta no se
mantuvo, pues en la sexta semana esta dieta no
fue diferente de la basal. Se sabe que el tipo, el
origen y el nivel de grasa en la dieta son factores
importantes que afectan la secrecién de enzimas
lipoliticas pancreéticas [19], por ejemplo, en cerdos
en crecimiento que recibieron aceite de pescado, se
observé una mayor secrecién de lipasa pancreatica

en comparacién con los que recibieron otra fuente
de grasa como aceite de coco o manteca de cerdo,
aunque no se encontraron diferencias significativas
en la digestibilidad de nutrientes y energia entre los
grupos [20]. En el presente estudio, la composicién
lipidica de la HP caracterizada por 138,90 g/kg de
grasa cruda, conjuntamente con el alto contenido de
los 4cidos palmitico y oleico [21], pudo haber sido el
factor que provocé el aumento en la actividad lipasa,
en los cerdos que consumieron 32% de HP sin LS en
la dieta. Estos resultados pueden explicar, en parte, el
aumento de la concentracién de acido palmitico en el
perfil de lipidos sanguineos de cerdos en crecimiento,
previamente observado [21].

Otros factores nutricionales también pueden
modificar la actividad de la lipasa pancreatica [22],
por lo cual, estos resultados pueden atribuirse, en
parte, a la ausencia en la HP, de procianidinas, una
clase de flavonoides poliméricos de alto peso molecular
que comprenden la catequina, la epicatequina, sus

15



Enzimas Digestivas en Cerdos/Leén et al.

oligémeros y sus formas esterificadas con glucosa y
acido galico [23], a los cuales se les ha atribuido la
acci6én de inhibir la actividad de la lipasa pancreatica
al ejercer una interaccién especifica con la enzima y
suelen estar contenidos en frutos de colores intensos
como la uva [24]. Por otra parte, en un tamizaje
fitoquimico cualitativo realizado en la HP se descarté
la presencia de fenoles, taninos condensados,
proantocianidinas, flavonoides, taninos, los cuales
precipitan proteinas, quinonas, esteroides, cumarinas
y alcaloides [25]. Otros metabolitos no identificados
presentes en extractos metanélicos y etanélicos de
diversos frutos han mostrado un efecto inhibitorio de
esta enzima [26, 27].

El efecto de 16% de HP, con y sin 0,27% LS
en la dieta sobre la reduccién de la actividad de
la lipasa observado en la sexta semana, aunque
sin valores diferentes a los de la tercera semana,
podria estar influenciado por la composicién y el
nivel de los lipidos contenidos en la HP, ya que se
ha seﬂalado, que estos son factores determinantes
de la secrecién pancreética de la lipasa [2,19]. La
respuesta de menor actividad de la lipasa en las dietas
que contenian 16% HP, con o sin LS, indica que
este aminoacido no produce ningiin cambio sobre la
misma cuando se afiade en forma libre a una dieta
con la proporcién senalada de HP.

En el presente estudio se evidencié que un
cambio en la composicién de la dieta que involucre
diferentes fuentes de lipidos y composicién de los
acidos grasos aportados, puede provocar cambios en
la actividad de la enzima lipasa y, a mas largo plazo,
sobre la tripsina, coincidiendo con lo sefialado en la
literatura [28]. Si bien es importante considerar que
las secreciones pancreéticas responden a un estimulo
alimentario, la actividad de estas enzimas, una vez
que ingresan a la mucosa intestinal, también puede
ser afectada, segiin estudio realizado en pollos de
engorde [12]. Las actividades de las enzimas lipasa,
tripsina y quimotripsina en el contenido del intestino
delgado, estan significativamente correlacionadas con
las potencialidades de estas enzimas en el pancreas
[29]. Los cambios observados como consecuencia de
la composicién de la dieta han sido también reportados
por otros autores en cerdos de menor peso, alimentados
con harina de soya en comparacién con harina de
soya fermentada con Bacillus subtilis (HSFBS). Al
respecto, se observé que la actividad total de proteasas
y tripsina en el duodeno y yeyuno fue mayor con
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HSFBS, aunque la actividad de la tripsina en el
pancreas disminuyé en estos cerdos [30].

CONCLUSION

El consumo de HPE, en proporciones de 16 y
32% durante tres semanas continuas, no afecta la
actividad de las enzimas tripsina y lipasa pancreéatica,
independientemente de la inclusién de 0,27% de LS.
No obstante, el consumo continuo de HP durante seis
semanas puede provocar disminucién de la actividad

de ambas enzimas. L.a dieta con 16% HP + 0,27%

LS no provoca disminucién de la tripsina atin después
de la sexta semana de consumo.
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