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RESUMEN

Diversas técnicas analiticas han sido utilizadas en todas las disciplinas de la biologia para generar un
conocimiento mas claro sobre algin fendmeno en particular. Un grupo de estas metodologias analiticas migro
lentamente desde las ciencias geoldgicas hacia las ciencias bioldgicas. Tales metodologias estan basadas enla
determinacion de las firmas isotdpicas naturales presentes en diversos tipos de materiales, tanto inorganicos
como orgénicos. La mayoria de los elementos quimicos que conforman la materia estan presentes como dos
0 mas isétopos. La Unica diferencia entre un isdtopo de un mismo elemento y otro, es el nimero de neutrones,
lo cual le otorga una masa ligeramente diferente a cada isétopo. Los isdtopos estables han sido ampliamente
utilizados como marcadores nutricionales no-peligrosos para estimar la forma en la cual nutrientes y energia
son movilizados en los ecosistemas. De igual forma, las técnicas pueden usarse para determinar las rutas
migratorias de varias especies y mas recientemente han sido de gran utilidad en estudios nutricionales
enfocados a evaluar nuevos ingredientes. La ciencia forense de los alimentos también ha utilizado técnicas
isotdpicas para detectar productos adulterados o falsos. El presente manuscrito muestra una breve revision
de las aplicaciones de los isdtopos estables en diversas disciplinas de la biologia, enfatizando aquellas areas
en las cuales existe un incremento importante de generacion de conocimiento basado en estas técnicas.



Q

Palabras clave: Isétopos estables, técnicas
analiticas, biologia, ecologia tréfica, nutricion
animal, trazabilidad de productos.

INTRODUCCION

Los isdtopos pueden definirse
como formas quimicas diferentes
de un mismo elemento; por
ejemplo, el carbono tiene dos
isotopos estables (el C12, muy
abundante en la naturaleza, y el
C13, mas escaso) y un isdtopo
radioactivo (C14). La Unica
diferencia entre un is6topo de un
mismo elemento y otro isétopo,
reside en el nUmero de neutrones
presentes en el nlicleo. Debido a su
abundancia natural en los diversos
tejidos animales y vegetales, el
carbono y el nitrogeno son los
elementos mas frecuentemente
analizados para determinar
sus proporciones isotopicas
(expresadas como 613C y d15N).

Los isotopos pesados vy ligeros
participan en todas las reacciones
metabdlicas y a pesar de que las
diferencias de masa entre isétopos
pesadosy ligeros son minusculas,
resultan perfectamente
detectables por medio de técnicas
analiticas (espectrometria IRMS).

En vista de que los elementos
quimicos (y sus isétopos) se
encuentran ampliamente
distribuidos por la litosfera,
atmosferay bidsfera, estos han sido
muy Utiles para trazar nutrientes.
Una ventaja adicional es que los
isdtopos mas pesados tienden a
acumularse en los tejidos de los
animales consumidores, lo cual
hace que las firmas isotopicas de
sus tejidos sean diferentes a sus
alimentos o a los de otros animales.
En otras palabras, la dieta de un
organismo define el valor isotdpico
de ese organismo y de sus tejidos.
Estudios recientes han aplicado
técnicas isotdpicas para definir
los alimentos preferidos por
animales silvestres y para evaluar
en laboratorio nuevos ingredientes
destinados a la nutricién animal
(Gamboa-Delgado et al., 2016;
Phillips, 2012).

En vista de que cada animal y
planta conservan sus propias
firmas isotdpicas y estas son
influenciadas por las condiciones
de cultivo o crianza, otra serie

de estudios se enfocan sobre la
medicion de firmas isotdpicas para
verificar que diversos productos de
origen animal y vegetal realmente
sean producidos de la forma que
indica el empaque (producto
silvestre, de granja, de agricultura
organica, etc.) (Gamboa-Delgado
etal., 2014; Serrano et al., 2007;
Vincietal., 2013).

Por otro lado, la alta sensibilidad
de la técnica ha apoyado varios
estudios médicos orientados
a la deteccién de afecciones
estomacales. Por ejemplo,
la deteccidon de la bacteria
Helicobacter pylori en el tracto
digestivo puede realizarse por
medio de determinaciones
isotdpicas. En este tipo de
diagndstico, el paciente ingiere
un sustrato marcado con isétopos
estables especificos (carbono
pesado, o C13)y si la bacteria esta
presente, ésta consume el sustrato
y los productos de degradacion
generados (**CO,) son detectados
en el aire exhalado por el paciente
(Delvinetal., 1999).
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|SOTOPOS ESTABLES Y APLICACIONES
EN ECOLOGIA

El uso de is6topos estables como trazadores
nutricionales representa una poderosa herramienta
para estimar flujos de nutrientes y energia dentro
de los ecosistemas terrestres y acuaticos (Abrantes
y Sheaves, 2010). Diversos organismos animales
y vegetales tienden a tener valores isotdpicos
diferentes; por ejemplo, las plantas presentan valores
isotopicos de nitrdgeno muy bajos, mientras que
los animales herbivoros que se alimentan de estas
plantas tienden a acumular los isdtopos pesados que
estaban en las plantas, y en general, los animales
herbivoros presentan valores isotdpicos en sus
tejidos que son 3 unidades mayores que las plantas
consumidas.

De igual forma, los depredadores de estos herbivoros,
a su vez, aumentan el valor isotdpico de sus tejidos
en otras 3 unidades (Figura 1). Estas diferencias
han permitido aplicar una gran cantidad de estudios
sobre alimentacion de especies silvestresy es posible
determinar qué es lo que prefiere comer cierto
organismo y se apoya la determinacién de su posicion
en las piramides alimenticias.

Técnicas isotopicas se han aplicado también para
reconstruir la dieta de animales extintos al analizar los
valores isotépicos de hueso y colageno, para después
asociarlos a los valores presentes en diversos
frutos, granos, tejidos animales, etc. La estructura
poblacional de ciertos ecosistemas se ha visto
fuertemente afectada por la introduccion de especies
no nativas y en este contexto, los analisis basados
en is6topos han arrojado interesante informacion
acerca de que es lo que consume la nueva especie
introducida, con quien compite y/o a quien la depreda
(Cautetal., 2008).

Una aplicacidn muy reciente de los isdtopos en
ecologia es la determinacion de rutas migratorias.
Por ejemplo, se han realizado estudios con la
mariposa monarca en los cuales se mide la firma
isotopica de las alas de las mariposas, las cuales
no cambian su valor isotdpico una vez alcanzado
el estado adulto. Después de las migraciones, se
mide la firma isotdpica y se compara con las firmas
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Figura 1. Diferencias isotépicas del nitrégeno (8°N, partes por
mil) y carbono (813C) constituyentes de animales y vegetales en
diferentes ecosistemas y niveles tréficos. Tomado de Salazar-
Garcia (2009).

isotdpicas de las plantas consumidas en estado de
oruga. Como estas plantas se encuentran en regiones
muy definidas, es posible trazar una migracion hasta
su origen. Estudios similares se han realizado con
plumas de varias especies de aves que presentan
largas migraciones (Zimmo et al., 2012).

Uso DE METODOLOGIAS ISOTOPICAS
EN ESTUDIOS SOBRE NUTRICION

Existe un dicho popular que dice “somos lo que
comemos”; esto es particularmente verdadero cuando
se considera a los isdtopos estables, es decir, los
isotopos de los elementos presentes en los alimentos
terminan ya sea en los tejidos de los consumidores o
participando en diversas funciones metabdlicas. Sia
una persona vegetariana se le analizan los is6topos
estables de nitrégeno en cabello, tendrian un valor
muy diferente al determinado en las personas que
mantienen una dieta predominantemente basada en
carne. Gracias a que los diversos alimentos (cereales,
granos, carne, frutos) pueden exhibir firmas isotdpicas
naturalmente distintas, es posible establecer una
relacion entre un organismo consumidor y su dieta.
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Estos valores pueden integrarse en modelos matematicos
(Phillipsy Gregg, 2001; Fry, 2006) para determinar cudles
son los alimentos que mas contribuyen al crecimiento de
un animal o de una poblacion de animales. Tales técnicas
se han aplicado en estudios de ecologia tréfica y han sido
de ampilia utilidad para la nutricién animal porque permiten
estimar la contribucion al crecimiento que aportan nuevos
ingredientes en comparacion a ingredientes tradicionales.

De forma similar, otras aplicaciones se orientan a la
investigacién acerca de las dinamicas de nutrientes
en diversos ambientes acuaticos y terrestres.
Mientras que, en condiciones de laboratorio, han
sido de utilidad para cuantificar la incorporacion de
nutrientes en animales muy pequefios en los cuales
otras técnicas no se pueden aplicar para investigar
el consumo de alimento. Por ejemplo, en la crianza
de animales acuaticos que tienen valor comercial ya
sea como alimento u ornamentales, muchas empresas
requieren criar larvas de pecesy crustaceos. Estas
larvas presentan un tamafio extremadamente
pequefio y en este contexto, la aplicacion de técnicas
isotdpicas en estudios de nutricion larval ha sido muy
util porque se requiere un tamafio de muestra muy
pequefio (1 mg) y porque las técnicas otorgan una
alta sensibilidad. En animales planctdnicos, ha sido

Figura 2. Valores
isotdpicos de carbono
y nitrégeno (§+3C,
515N) determinados en
diversos organismos
y productos derivados
de estos. Debido

a que los isdtopos
pesados tienden a
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se asciende en las
piramides tréficas, los
valores mas positivos
se encuentran
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posible estimar tasas de ingestidn y asimilacion tan
bajas como 2.5 nanogramos de carbono por individuo
por hora (Verschoor et al., 2005).

La firma isotdpica de un animal silvestre refleja el perfil
isotdpico del material dietario que fue asimilado y usado
para construir nuevos tejidos, por lo tanto, es posible
determinar los aportes al crecimiento que proveen
los nutrientes de una dieta. Como se menciond antes,
diversos animales, plantas y sus productos, presentan
diferentes valores isotépicos de forma natural (Figura
2). Esta caracteristica ha sido de utilidad para disefiar
estudios nutricionales en los cuales es posible evaluar
nuevos ingredientes que tienen diferentes valores
isotdpicos, lo cual permite eventualmente evaluar el
valor isotdpico de animales alimentados con estos para
determinar cual(es) de los ingredientes aportan menor o
mayor cantidad de nutrientes al crecimiento.

Estudios recientes se han enfocado en aplicar
técnicas isotdpicas en organismos acuaticos de
valor comercial con el fin de comparar la asimilacion
de la proteina aportada por nuevos ingredientes de
origen microbiano en comparacion con las fuentes
animales tradicionales, como lo es la harina de
pescado (Gamboa-Delgado & Marquez-Reyes, 2016).
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APLICACIONES DE LOS ISOTOPOS
ESTABLES EN FISIOLOGIA ANIMAL

El metabolismo de las proteinas ha sido ampliamente
estudiado como un medio para entender y mejorar el
proceso de crecimiento en los animales de crianza
(Carteretal.,, 1994). Los isdtopos estables pueden ser
utilizados como indicadores confiables para determinar
la incorporacién de la proteina dietaria en un tejido. El
metabolismo de las proteinas también ha sido evaluado
utilizando trazadores a base de isétopos estables como
una alternativa a los isétopos radioactivos.

Estudios sobre sintesis proteica realizados en trucha
han demostrado que los resultados obtenidos utilizando
isotopos estables son similares a aquellos generados
mediante el uso de aminoé&cidos radio-marcados (Houlihan
etal., 1995). La tasa de incorporacion de un nutriente (enun
tejido especifico u organismo completo) también puede ser
estimada mediante la medicidn de los cambios isotdpicos
que ocurren en algun tejido (musculo, cabello, escamas,
plumas, etc.) al alimentar a los animales experimentales
con dietas conocidas (Pearson et al,, 2003). De esta

forma, se obtiene un indicador adicional del desempefio
nutricional debido a que los tejidos de animales que exhiben
crecimiento rapido también incorporan rapidamente la sefial
isotdpica de los ingredientes o dieta consumida.

Lo anterior ha sido muy Util para estimar eficiencias
de asimilacion en estudios en laboratorio enfocados a
probar ingredientes alternativos para especies marinas
(Tabla 1).

|SOTOPOS ESTABLES COMO
HERRAMIENTAS EN LA DETECCION DE
PRODUCTOS FRAUDULENTOS

El actual mercado de productos alimenticios alcanza
una escala global sin precedentes. Distinguir el origen
o el método de produccion de un producto que ya se
encuentra en el mercado requiere de

protocolos de trazabilidad que generalmente no se
aplican, lo cual conlleva a practicas fraudulentas.

La descripcion errdneay deliberada en el etiquetado
de diversos productos alimenticios es un problema

Tabla 1. Ejemplos de Biomasa microbiana

O o Proporcion en la dieta
eficiencias de asimilacion (%)

Contribucion al Referencia

crecimiento (%)

de diferentes tipos de
biomasa microbiana (BM) HP

evaluada como sustituto de
la harina de pescado (HP)

en dietas experimentales Levadura Torula

para camardn blanco Candida utilis 70
del Pacifico Litopenaeus

vannamei. Los datos

rrT1L|Jcet§trandIas r|or§>|o,gruones Microalgas

elativas de proteina Spirulina + 33

suministrada por cada
tipo de ingrediente al
crecimiento. Estimaciones
basadas en lecturas

Nannochloropsis

isotdpicas del nitrégeno Microalgas

contenido en ingredientes Grammatophora 90

y en tejido animal al final de

los bioensayos. Schizochytrium 90
Harina de 50
biofléculos

BM HP BM

30a 73 27 a Gamboa-Delgado et al.
2016

33a 36 50b Gamboa-Delgado et al.

33 14 datos no publ.

10a 93 7a Pacheco-Vega et al. en
prensa

10a 92 8a

50a 59 41b Gamboa-Delgado et al.

2017

* Los superindices indican diferencias significativas entre los valores esperados (proporciones de
proteina de cada ingrediente en las dietas) y los valores observados (estimados en camarones)

contribuidos al crecimiento.
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frecuente y extendido en el cual se ofrece un
producto animal que no corresponde al indicado en
los empagues. De igual forma, diferenciar productos
derivados de pesquerias (sujetos a vedas temporales)
o de practicas de cultivo es dificil y existen varios
métodos subjetivos que no son fiables, tales como la
coloracion, textura y palatabilidad del producto. Una
diferenciacion puede realizarse al identificar y medir
un trazador quimico especifico como lo es el perfil
de acidos grasos o la firma isotépica del producto
(Moretti et al., 2003).

La relativamente nueva ciencia forense de los
alimentos (Primrose et al., 2010) ha empleado un
rango de técnicas isotdpicas emergentes, las cuales
han permitido I) detectar la adulteracién de productos
tales como vino y miel de abeja (Cabafero et al.,
2008; Kropf et al., 2010), ll) identificar productos
farmacéuticos falsos (Felton et al., 2011), Il
diferenciar entre la produccidén convencional u
organica de plantas y animales (Bell et al., 2007;
Flores et al., 2007), IV) identificar los métodos de
produccion (Rogers, 2009; Vinci et al., 2013) y V)
autentificar el origen geografico de alimentos (Zhang
etal., 2012).

Varios estudios han aplicado técnicas isotdpicas para
diferenciar la forma de produccion de aves, pecesy
hortalizas. Por ejemplo, la adulteracion de la miel de
abeja es una practica muy comin en nuestro pais. Se
agrega jarabe de maiz bajo el argumento que esto
evita la cristalizacion, sin embargo, se trata de una
dilucion del producto que ocurre de forma cotidiana.
Varios paises han adoptado técnicas isotopicas para
detectar si los lote de miel importados son puros, o
si presentan alguna adulteracién. El principio es
muy simple: generalmente, las abejas solamente
generan miel a partir de productos obtenidos de
plantas con flores varaderas, las cuales tienen valores
isotdpicos diferentes a las plantas gramineas con

104

espiga (cafia de azlcar y jarabes derivados). En otro
tipo de investigacion para diferenciar productos, un
estudio reciente realizado en dos paises demostro
que se puede distinguir claramente entre camarones
extraidos de altamar (sujetos a vedas temporales y
posibles prohibiciones de importacién) de aquellos
animales producidos por acuacultura (Gamboa-
Delgado et al., 2014). Las metodologias isotépicas
incluso presentan potencial para apoyar los
protocolos de trazabilidad y verificacidn del modo
de produccidn del producto camardn, el cual es
fomentado por nuevas normas oficiales (NOM-047-
PESC-2012) (COFEMER. 2013).

|SOTOPOS ESTABLES COMO
TRAZADORES DE CONTAMINACION

Los isdtopos estables también han sido utilizados
para determinar las dinamicas de nutrientes en
que ocurren en suelos dedicados a la agricultura 'y
ganaderia, asi como en los efluentes derivados de
estanques de produccidn acuicola (Bombeo-Tuburan
etal., 1993; Epp et al., 2002). Mediante el anélisis
isotdpico de los componentes de cierto alimento para
animales, es posible realizar un trazado de nutrientes
desde los alimentos hasta los cuerpos de agua o los
sedimentos cercanos al presunto sitio contaminante
(Yokoyama et al., 2006).

En operaciones de cultivo de camardn, isdtopos
estables han sido aplicados mediante la formulacién
de dietas enriquecidas con nitrégeno pesado con el
fin de generar productos metabdlicos trazables desde
las granjas de produccion y hacia los efluentes que
se vierten, frecuentemente sin tratamiento, hacia los
diversos ecosistemas.

Facultad de Ciencias Bioldgicas UANL



CONCLUSIONES

Las determinaciones isotdpicas se han vuelto mas
comunes y asequibles debido a |la presencia de
un creciente nimero de laboratorios ofreciendo
analisis de isdtopos estables. De igual forma,
algunos investigadores que trabajan en disciplinas
bioldgicas han encontrado diversas ventajas y formas
de aplicacidn para las técnicas isotdpicas, las cuales
no son ofrecidas por otras técnicas analiticas. Un
gran ndmero de aplicaciones actuales mas refinadas
incluyen el marcaje de componentes o precursores
bioldgicos especificos con isdtopos estables pesados
para posteriormente trazar estos componentes hacia
diferentes tejidos e incluso células individuales.
Un compuesto de interés puede separarse en
subunidades mas pequefias (por ejemplo, por medio
de cromatografia) y estas subunidades pueden
ingresarse directamente en los espectrometros IRMS
para determinar los valores isotopicos individuales en
aminoacidos, acidos grasos, vitaminas, etc.

Biologia y Sociedad, febrero 2018

La facilidad de manipular los valores isotdpicos de las
plantasy sus productos por medio de nutrientes y medios
de cultivo especificos, amplia el alcance de futuros
estudios sobre fisiologia y nutricion animal. Existe una gran
variedad de ingredientes de origen vegetal, microbianoy
animal que muestran un alto potencial para ser evaluados
nutricionalmente usando isétopos estables debido a
los contrastantes valores isotdpicos que estas fuentes
presentan de forma natural.

La creciente adopcidn del uso de anélisis isotdpicos,
representa una oportunidad para trazar nutrientes
y contaminantes en el medio natural, mientras que
otra serie de estudios desarrollados en laboratorio
se enfoca en la deteccidn de productos alimenticios
adulterados y farmacos falsos. Estas Ultimas
aplicaciones presentan un significativo crecimiento
y es posible prever la creacion de centros de
autentificacion de productos en los cuales las
técnicas isotopicas jueguen un papel central.
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