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RESUMEN
Martha Guadalupe Nieto Lopez Fecha de Graduacién: Marzo, 2003

Universidad Autdonoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Titulo del Estudio: DESARROLI.O DE UNA TECNICA DE DIGESTIBILIDAD 7V
VITRO PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE HARINAS DE
PESCADO Y ALIMENTOS PARA CAMARON.

Namero de paginas: 77 Candidato para el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS con
especialidad en Acuacultura.

Area de Estudio: Nutricién Acuicola

Propésito y Método del Estudio: Entre las téenicas de evaluacion autricional oficiales,
existen algunas técnicas quimicas que se pueden aplicar independientermente de la especie
a alimentar, pero en otros ¢asos ¢s indispensable que los resultados in vitro sean validados
con bigensayos o evaluaciones in vivu; tal es ¢l caso de las técnicas de digestibilidad o
disponibilidad de proteina, que constituyen un pardmetro de calidad muy importante no
solo desde los puntos dc vista nutticional y econdmico, sino también desde el punto de
vista de impacto ambiental. Considerado la lmportancia de comtar un método de
digestibilidad de proteinas im vitro que permita hacer una selecciim adecuada de
ingredientes y de alimentos pars camardn, pero que ademas permits seleccionar entre
calidades de un mismo ingrediente proteico, en este trabajo se propuso evaluar la
correlacion de la digestibilidad iz vivo vs. la digestbilidad in vitre de los resultados
obtenidos con las metodalogias AOAC y la metodologia desarrollada para camarén mas
eticiente reportada hasta el inicio de este trabajo (pll-stat), utilizando como sustrato 15
harinas de¢ pescado de calidad vanable, previamente evaluadas en salmonidos y en mink,
asi como otros ingredientes (Pasta de soya, harina de pluma, harina de camardn, harina de
calamar, harina de trigo, gluten de trigo y dos harinas de pescado) y alimentos balanceadas
terminados.

Contrihuciones y Conclusiones: El camardn L. vanaamei de 0.4g es muy sensible a los
parametros de calidad de las HP tales como exposicion a la temperatura y contenido de
proteina soluble, en términos de digestibilidad aparente de la proteina. La digestubilidad
proteica abtenida en salmdnidos, trucha o mink no puedc ser un buen indicador para la
nutricion de camardn, debe ser reemplazada por los métodos de digestibilidad in vitro a)
can pepsina diluida (A.O.A.C, Torry modificado) para harinas de pescado pero nv para
diews, b) utilizando extractos crudos de hepatopancreas: pH-Stat para harinas con alta
proteina/beja ceniza, o determinacion de la digestibilidad ¢z vitro con enzimas de camardn
(Tipo A.U.A.C. no corregido) para harina de pescado, dietas u otros ingredientes de origen
animal.

FIRMA DEL ASESOR:
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En ¢l presente estudio se determino la digestibilidad proteica de 15 harinas y un hidrolizado de
pescadu in vivo (0.4g P. vannames) wilizando dxido de cromo como marcador inerte y comparindols con
estudios obtenidoe con métodas fa vifra: métado de pH-Stat en camardn (utilizando un cxtracto crudo del
hepatopancreas como fuente de enzima) y vanos métodos tipo A.Q.A.C. utilizando pepsing diluida
(metodo oficial modificado por el laboratonio de Torry para su uso en hannas de pescado), pero tambids
wipsina bovina 0 un extracto crudo de hepatopancreas de camarén. La digestbilidad prateica de las
haninas de pescado habia sido evaluada en mink (ua experimento con |5 muestras presentd un raago de
83.1-94.7%), trucha (dos experimentos, =13, 37.1-97.9%) y salmdn (tres experimentos, o=13, 76.2-
90.7%).

La digestibilidad aparente de la proteina de las harinas de pescado en camarén (DAPHP) varié
de 75.8 2 98.7%, y fue muy afectada por (3 exposicidn a la temperatura durante el secado, pero no por I8
frescura de la matenal prima, y se incrementa signuficativamente con el contenida de proteina solublc en
lg harina de pescado a el hidrolizada. La correlacidn entre 1a digestibilidad de la proveina en camarén y en
otras especies fue significativa solo en duy de los tres tratamientos para saimén, pero no para trucha o
mink No abstante, la digestibilidad aparcnte de la material scon en camardn (DAMSHP) se cotrelaciono
sigrificativamente con la digestibilidad proteica en selmén, sismpre y cuando las harinas presentaran un
contenido de proteina superior a 65% y un contenido de ceniza inferioca 15%.

El grado de hidrélisis obtenido por ¢l método de pH-Stat mostrd un mngo de 13.6 2 35.4%, yno
se carrelaciond significativamente con DAPHP en camardio, ain cuando las hannas con baja contenido de
protelna /alta ceniza fueran eliminadas. Para las HP con comenido proteico mas alto que 65% y ¢ontenido
de ceniza mas bajo que 15%, se obtuvo una ecuacidn de regresida significativa (R'=0.64, p=40.0006,
a=14): DAPHP = |.3 DH+61.

La digestibilidad prateica en pepsina diluida fue expresada en porciento de la protelna soluble
(c.g. corregida por la solubilidad proteica en una solucion acida) o de la proteina total en la muestra (gj.
Sin corregic). La digestibilidad con pepsina no corregida muestra valores que van de 42.7% a 86.3%, y su
correlacién con [« DAPHP en camurin (R*-0.67, p=0.00008, r=16) fue mayor que para los valores
corrcgidos, Ademas la regresion na fue afectada por la prescncia de HP con baja protcina/alta ceniza y
por lo tamto puede ser aplicady a cualquisy HP: %DAPHP = 59.6 + 0.373 (%% Digestibilidad con pepsina
diluida no corregida).

La digestibilidad proteica con tripsing bovina (tipe A.Q.A.C)), fue expresada también commo
corregida o no corregida por la solubilidad de la protelna en buffer ligeramente alcalino (pHE). La
digestibilidad con lripsina no caregida tuvo un rango de 50.32% a 95.13% y su correlacion ocon la
DAPHP en camardn (R?=0.042) fue toduvia mas baja que paru la digestibilidad con tripsina corregida
{K?= 0.18) contrario a la esperada.

La digestibilidad proveica in vitro (tipo A.Q.A.C.), con extracto enzimasico del hepatopincreas de
carmardn, obtuvo un rango de 36 8 4 64 16 y de 24.16 a 92.25 para las dietas y 1(P a 6 horas de hidrélisis
respectivamente y para las HP a 24 horas el rango va de 42,7 a 94 4. Se encontrd una correlacion
significativa (p<0.05) entre las digestibilidades protcicas de las dietas in vivo e in vitro (=06, p=0.0005,
n=16), asi como catre las digestibilidades proteicas de la hanna in vive € in vitro a 6 y 24 horas de
hidrélisis (r'=0.54 , p=0.001; n= 16 y r’= 0.8, p=0.000003; n=16 respectivamente). Estas dos (ltimas
correlaciones mejoran cuando no se considera las harinas de pescado de mas de 14.5% de ceniza
(r2=0.64, p=0.0017, n= 12 y r2=0.86, p=0.00001, n= 12 respectivamente).

La digestibilidad proteica in vitro para diferentes ingredientes (DP1-24h) y dietas (DPD-24h) con
un cxtracto hepatopancreatica de L. styiiroseris presenta una correlacidn significativa con la digestibilidad
in vivo (p<0.05) para las dietas (=0.76), pero no para los ingredientes (r= 0.46), sin embargo al sliminar
la harina de triga la correlacidn mejord significativamente (r= 0.87). Los correspandientes coeficientes de
correlacion entre la digestibilidad prateica in wivo e in vitro para dietas y harinas con ¢l homogeneizado
enzimatica de L. vanaame!, no fueron significatives.

En conclusion que €l camardn L. vamname: de 0.4 es muy sensible en términos de digestibilidad
apurente de la proteina & las HP, 1 los pardmetros de calidad, tales cumo exposicién a la temperatucs y
contenido de protcina soluble. La digestibilidad proteica obtenida en salménidos, trucha o mink no puede
sar un buen indicador para la nutricion de camardm, debe ser reemplazada por los métodos de
digestibilidad i vitre a) con pepsina diluida (A Q.A.C. Torry madificada) para harinas de pescado pero
no para dietas, b) utilizando exwractos crudos de hepatopdncreas: pH-Swat para harinas con alta
prateina/baja ceniza, o determinacidén de la digestibihdad in vitro con enzimas de camaran (Tipo
A.0.A.C. no corregida) pars harina de pescado, dietas u oros ingredientes de origen animal.

Palabras calve: Calidad proteica, digestibilidad; camardn; harina de pescado.
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In the present study, protein digestibility of 135 fish mecals end one fish hydrolysate was
determined ir vivo (0.4g P.vanramei) using CryO; a8 an inert tracer, and compared ¢o the results of
virro hydrolysis methods; shrimp pH-Stat method (using a ¢rude extract from shrimp hepatopéncreas as
enzyme source) angd the method using dilute pepsin A.Q.A C. Torry modified, bovine trypsine ar a crude
extract from shrimp hepatopancreas. Most of the 16 samples had been tested previously in varnous
facilities for their protein digestibiity in mink (one trial on 15 samples ranging §3.1-94.7%), trout (twa
trials, n=13, 87.1-97.9%) and salmon (three tnals, n—13, 76.2-90.7%).

Apparent protein digestibility ia shrimp (FMAPD) varied between 75.8 and 98.7%, was strongly
affccted by the temperature exposure in dryer but not by the raw material freshness, and increased
significantly with the content of soluble prowin in the tested fish meal or hydrolysate. Caorrelation
between protein digestihility in shrimp and other species was found to be barely significant anly in two of
three trials for salmon, but not significant for trout or mink. However, fish meal dry matter digestibility in
shrimp (FMADMD) was significantly correlated with protein digestibility in salmon, provided that fish
meal protein content was higher than 65% and ash content lower than 15%.

Degree of hydrolysis (DH) by shrimp pH-Stat method ranged from 13.6 to 35.4%, and was not
correlated sigrnificantly with FMAPD in shnmp, unless law protein/high ash fish meals were excluded
from the data base. For fish meals which protein content was higher than §3% and ash content lower than
15%, a sigmficant regression equation was abtained (Rz=0.64, p=0.0006, n—=14). FMAPD - (.3 DH +61.

Pratein digestibility in dilute pepsin was expressed as a percent of either insoluble (i.e. corrected

for protein solubility in a weak acid volution) or total crude protein in sample (1. uncomected).
Uncaorrested pepsin digestibility ranged from 42, 7% to ¥6.3%, and ils correlation with FMAFPD in shrimp
(R*=0.67, p=0.00008, n=16) was better than for the corrected expression. Moreover. the regression was
not affected by the presence of low protetrvhigh ash fish meals and thecefore might be applied to any fish
meal: %FMAPD = 59.6 +0.373 (%uncorrected dilute pepsine digestibility).
Protein digestibility with bovine trypsine was expressed too as corrected or uncorrected for protein
salubility in pH & buffer. Uncorrected trypsine digestibility ranged from S0.82% to 95.13% and its
comrelation with FMAPD in shrimp (r*=0.042) was still lower than for the corrected digestibility with
trypsine (?=0.18) contrary to the expocted.

The in vitro protein digestibility (AOAC type), with enzymatic extract of shrimp hepatopéncreas,
ranged 36.8 (o 64.16 and 24.1G to 92.25 for the diets and FM at 6 hours of hydrolysis respectively, and
far the HP at 24 haurs the range was 42.7 to 94.4. There was a significant correlation {p< 0.05) between
the in vivo and ir virre pratein digestibility for the diets (£2= 0.6, p= 0.0005, n= 16) as well as between
the in vivo protein digestibility for the FM and ¢n vitro at 6 ot 24 hours of hydrolysis (v2= 0 54, p= 0,001
0= 16 and r2— 0.3, p= 0.000003, n= 16 respectively). These last two correlations improve whea the FM
containing mure than 14.5% ash are not considered (12= 0.64, p= 0.0017, o= 12 and 12= 0.86, p= 0.00001,
n= 12 respectively).

The in virro protein digestibilitis for several ingredients and diets with 1 L. stylirusins
hepatopancredtic extract carrclated significantly with the ia vivo digesuhlity (p< 0.05) for the diets (r=
0.76), but aot for the ingredients (= 0.46), However upon eliminating the wheat flour the correlation
impraved sigmficantly (= 0.87). The comresponding coefficients of correlation between the in vivo and in
vitro protein digestibility for diets and flours with the enzymatic homogenized of L. varaamei, were not
significant.

It can be concluded that 0.4 L.vesrame( are very sensitive to fish meal quality parameters such
as temperature exposure and soluble protein content in terms of apparent protein digestibility. The protein
digestibility obtained for salmanids, trout or mink cannot be used as a indicator for shrimp nutrition, and
should be replaced by in virre digestibility methods a) by using dilute pepsin (AOAC, Tary modified)
for a large range of fish meals but not for diets b) by using an hepatopancreas crude extract: shrimp pH-
Stat for high pratein/low ash fish meals, or determunation of the in vitro digestibility with shrimp enzymes
(A.Q.A.C Type, corrected) for fish meals, diets ar other animal ingredient.

Keywords: Protein quality, digestibility; shrimp; fish meals.



¥ INTRODUCCION®

La industria del cultivo de camarén se ha expandido en forma espectacular en los ultimos
afios. Actualmente se producen en el mundo aproximadamente 1 millon 300 mil toneladas.
México reporta una produccion de 35 000 ton en 2002 y aunque no figura entre los principales
productores en el contexto mundial, tiene un alto potencial de crecimiento considerando las
extensas dreas costeras (235,000 hectareas aproximadamente) con las que cuenta.

La mayor parte de los costos operativos de una granja de camardn (40-60%) es generada
por el alimento, por lo que el grado de atencidon y control que se tenga en este rubro es
determinante cn la definicién de margenes de utilidad y competitividad de esta industria.

Es asi que una linea actual en las investigaciones en acuacultura sc¢ ha venido centrando
en €l estudio de los factores que permitan la formulacion y ¢laboracion de alimentos més
eficientes quec optimicen la eficiencia productiva y minimicen la perdida de nutrientes en las
heces y que puedan significar un ahorro en los costos de produccian.

Partiendo del principio que “la produccidn de alimentos balanceados de calidad comienza
con la seleccion de ingredicntes de calidad”, un factor determinante es ¢l avance en desarrollo
de técnicas de evaluacién nutricional que permitan caracterizar, de una manera cada vez més
precisa, quimica y nutticionalmente los ingredientes que se van a usar en la formulacion.

Entre las técnicas de evaluacidon nutricional oficiales, existen algunas técnicas qu{micas
que s¢ pueden aplicar independientemente de la especie a alimentar, pero en otros casos ¢s
indispensable que los resultados in virro sean validados con biocnsayos o evaluaciones in vivo;
tal es ¢l caso de lus tecnicas de digestibilidad o dispombilidad de proteina, que constituyen un
parametro de calidad muy importante no solo desde los puntos de vista nutricional y econdmico,
sino también desde el punto de vista de impacta ambiental.

Aunque existen metodologias oficiales, como la reportada por la AOAC (1990), donde la
enzima usada es la pepsina y la determinacion se fundamenta en el grado de solubilizacion de la
proleina expuesta a esta enzima, no hay evidencias de que esta mctodologia prescente una buena
correlacion con la digestibilidad in vivo en camarones, especialmente considerando que estos
Organismos 1o presentan esta enzima en su tracto digestivo. Por otro lado, existen publicaciones
de diversos autores (Carrillo, 1994., Lazo, 1994., Ezquerra, 1997b), que han desarrollado nuevas
metodologias i vitro con enzimas de los propios camarones, pero ninguna de ellas se ha
oficializado por falta de correlacidn con los resultados in vive o por la necesidad de adquinr
equipo especializado para aplicar la técnica, o por que solo se pueden aplicar para detenminar
digestibilidad proteica de ingredientes y no de alimentos compuestos por una mezcla de los
mismos.

Asi pues, consideradu la importancia de contar un método de digestibilidad de proteinus
in vitro que permita hacer una seleccion adecuada de ingredientes y de alimentos para camardn,
pero que ademds permila seleccionar entre calidades de un mismo ingrediente proteico, en este
trabajo se propuso evaluar la correlacion de la digestibilidad in vivo vs. la digestibilidad iz vitro
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de los resultados obtenidos con las metodologias AOAC y la metodologia desarrollada para
camarén mas eficiente reportada hasta el inicio de este trabajo, utilizando como sustrato 15
harinas de pescado de calidad vanable, previamente evaluadas en salménidos y en munk, asi
como otros ingredientes (Pasta de soya, harina de pluma, harina de camarén, harina de calamar,
harina de trigo, gluten de trigo y dos harinas de pescado) y alimentos balanceados terminados.

Adicionalmente, en funcién de los resultados obtenidos, se propusieron y evaluaron 2
nuevas metodologias, basadas en modificaciones de las ya existentes, en términos de
sensibilidad, reproducibilidad y comelacién con la respuesta en vivo, usando los mismos
sustratos antes mencionados.

Finalmente, es importante mencionar que ¢ste estudio corresponde, de manera parcial, a
uno de los objetivas planteados en un proyecto internacional financiado por la Comunidad
Europea y por CONACYT sobre “la calidad de harinas de pescado necesania para nutricion de
camarén”. Objetivo en el que se planteaba la necesidad de desarrollar un método de
digestibilidad proteica in vitro lo suficientemente sensible para mostrar diferencias minimas en
calidad de harina de pescado, ingredieute proteico que pucde presentar una calidad muy variable,
pero que sigue siendo el mas utilizado en la fabricacién de alimentos balanceados para
acuacultura a uivel mundial, y que, en ¢l caso particular de la elaboracion de alimentes
balanceados para camarones, es incluido en piveles hasta de un 30%, representando uno de los
insumos mas costosos de la formulacion.

2 ANTECEDENTES "t

2.1 Calidad de [as proteinas y las harinas de pescado.

La proteina es uno de los componentes mas estudiados e importante de las dietas para
camaron debido al costo de los ingredientes proteicos y al allo requerimiento nutricional de estos
organismos (30 - 60 %), en comparacion coan los requerimientos de los animales terrestres (12-
25%) (Tacon, 1989). Por ello la productividad en la camaronicultura esta intimamente ligada a la
disponibilidad y costo de la proteina (Cruz Suarez, 1 990).

Para disminuir ¢l costo de la proteina en dietas comerciales es necesario optimizar €l
balancc proteina‘energia y de esta manera garantizar ¢l crecimiento del organisma a un precio
razonable. La proteina en las dietas se puede optimizar €n términos de calidad y cantidad; la
energia puede mejorar manipulando la proporcion y la calidad de las fuentes de lipidos y
carbohidratos.

Los camarones, en contraste con los organismos terrestres, son capaces de derivar mas
energia metabolizable del catabolismo proteico que del metabolismo de carbohidratos (Cruz
Suarez, 1988). La protcina de la dieta es hidrolizada en aminoécidos que scran utilizados con
varios fines como son: construccién de nuevas proteinas funcionzles y estructurales,
mantenimiento, reparacidn de tejidos y crecimiento, ademéas de servir como sustrato para la
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formacion de carbohidratos y lipidos y para el catabolismo generador de energla. Cruz Sudrez
(1990a), menciona que se requiere incorporar a las dietas ingredientes con contenido proteico en
cantidad adecuada puesto que una vez cubierta la racién de mantenimiento, existe una relacién
directa casi lineal entre la racién proteica y la tasa de crecimiento, hasta llegar al requerimiento
proleico (punto de maximo crecimiento), a partir del cual aunque se agregue mds proteiny el
crecimiento no aumenta.

La calidad proteica es un factor que amerita una consideracién especial al momento de
establecer una concentracién dptima de proteina en la dieta para lograr un méximo crecimiento.
Esta calidad viene definida basicamente, por su digestibilidad y contenido en aminoacidos
escrciales (De la Higuera, 1987).

La harina de pescado se considera coma la fucntc de proteina de mayor intcrés en
alimentos balanceadas para peces y crusticeos, ya que hasta la fecha no se han encontrado otras
fuentes de proteina que presentes las caracteristicas nutritivas para poder sustituir totalmente a la
harina de pescado (Chavez, 1991). Dichas caracteristicas nutntivas son: su poder atractante, su
alta digestibilidad, su contenido de energia y 4cidos grasos esenciales, su adecuado balance de
aminoécidos particularmente lisina y aminoacidos azufrados, sus aportes en sclenio, calcio,
fosforo, siendo también una buena fuente de colina (Abdo,1994). Asi mismo cabe mencionar que
varios autores (Barlow y Windsor, 1984; Castro,1990; Akiyama et al; 1991) reportan que
contienen factores desconocidos de crecimiento. Una de las principales ventajas que se obtienen
al incorporar la harina de pescado en dietas balanceadas ¢s que cubre cualquier deficiencia en
aminoéacidos de las proteinas de origen vegetal (Barlow et af, 1984; Cruz Sufirez, 1990b).

Es por todos cstos beneficios que ¢l cuidar la calidad de la harina de pescado es un factor
muy umportante, sin embargo en México tanto la calidad como la disporuibilidad de las harinas es
un factor poco controlado y se ha detectado como un problema grave en la industria de los
alimentos. Por lo tanto se requiere de estudios que nos ayuden a determinar Ia culidad de las
mismas minimizando asi esta limitante.

Son varios los factores que determinan la calidad de las harinas de pescado y dentro de
los principales se encuentran los niveles de proteina, grasa, bumedad, sal, arcna perdxidos,
dcidos grasos libres, aminoécidos, lisina disponible y la digestibilidad (Windsor y Barlow, 1984).

Pike y Hardy (1992) mencionan que la calidad de la harina de pescado se puede ver
afectada por 5 factores principales ¢omo son:

1) Tipo de materia prima (especie, pescado entero o subproducto)
2) Frescura de la materia prima
3) Temperatura de secado y tiempo de permanencia en ¢l secador

4) Calidad de lipidos



5) Calidad microbiolégica

El grado de frescura de la materia prima cumple un rol primordial en la calidad de la hanna
de pescado, por esta razén es importante tener en cuenta el proceso de deterioro que se produce en
¢l pescado durante €] periodo de almacenamiento, previo a su procesamiento (Castro, 1990). La
frescura de la matenia prima se mide habitualmente determinando el contenido de Nitrogeno Volitil
Tatal (TVN) de la materia prima, el cual debe estar por debajo de 90 mg N por 100 g de pescado
{(Pike et al. 1990), aunque existen otros parametros indicativos de la frescura como son ¢l contetido
de aminas hiogénicas.

El dafio a la calidad nutricional de las proteinas se encuentra en relacién directa con la
temperatura y el tiempo durante el que son expuestas a |a misma. El efecto de la temperatura no
radica Gnicamente en la destruccién de los aminoacidos constitutivos, sino que implica también su
conjugacion con otros compuestos, lo que provoca que su biodisponibilidad disminuya (v.g reaccion
de Maillard). El sobrecalentamiento puede llegar a afectar drasticamente la composicion quimica
del ingrediente en cuestion propiciando la formacién de sustancias deletéreas o téxicas (Balconi, sin
atio; Castro, 1990). Un ¢jemplo de esto lo sefialan Morales et al. (1991), quienes mencionan que al
momento de sobrecalentar la harina de pescado la histamina que forma parte de las maléculas
solubles del pescado (producto de la decarboxilacion de la lustidina) reacciona con lu Lisina, y s¢
forma la mollerosina que es causante del vomito negro en aves.

Un bajo contenido de agua hace a la harina mas estable frente a posibles alteraciones por
bacterias y enzimas. Al no estar bien desecada se propicia la proliferacién de microorganismos y
con ello s¢ reduce el valor nutnitive del producto. Windsor y Barlow (1984) indican que al utilizar
deshidratadores directos o indirectos (los cuales funcionan a base de alta temperatura) para
disminuir la humedad en las harinas de pescado, se corre el riesgo de que en ¢l caso de una
deshidratacion excesiva (<8% d¢ humedad) se reduzca el valor nutritiva de estas.

Existen evidencias que indican que la temperatura a la que es procesada la harina de
pescado, puede ser fundamental en términos de digestibilidad, cuando ésta se usa en dietas para
salmonidos. Por ¢llo en Noruega se ha opudo por producir una harina de pescado a baja
temperatura (Notse-LT94%) con una materia prima muy fresca, la cual tiene un TVN < 50 mg por
100 g de pescado (Pike et al.1990).

Las grasas son dafiadas por el procesa de oxidacion, y las consecuencias de este fendmeno

= Generacion de calor que puede resultar en auto combustion, disminucién en el contenido de
grasa y el valor energetico.

*  Produccion de radicales libres (peroxidos) los cuales aceleran la oxidacion y no tienen valor
nutricional e incluso resultan daiiinos.

* Formacion de polimeros sin valor nutricional.

* Destruccién parcial o total de vitaminas liposolubles y algunas del complejo B.



* Disminucion de la calidad de la proteina cruda y de ciertas aminodcidos (Balconi, sin afia).

Para prevenir ¢l fenomeno de oxidacion es recomendable la utilizacién de antioxidantes. En
harinas en las cuales no se ha utilizado antioxidantes, es posible que por su contenido de icidos
grasos insaturados y debido al proceso de oxidacién dunde se produce calor, se favorezca la
formuacion de mollerosina (Morales ef af. 1991). Ademas este calentamuento de las proteinas durante
cl proceso de oxidacién de los lipidos, puede reducir la digestibilidad de los aminoécidas (Pike et al.
1994).

2.2 Importancia de la determinacion de la digestibilidad.,

En las plantas de fabricacién de alimentos, s¢ requiere tomar decisiones rapidas, al
momecnto de recepeidn y compra de materias primas, al formular y durante ¢l control de calidad
del producto final. Para ello, existen métodos de control quimicos, bioldgicos y microbiologicos.
Dentro de los quimicos s¢ encuentran los métodos de digestibilidad in vitro y en los biologicos
los métodos de digestibilidad in vivo.

Carrillo (1994), menciona que todas estas técnicas estan dirigidas fundamentalmente, a
conucer tres caracteristicas de los ingredientes gue son;

*  Composicidn quimica
*  Biodispomibilidad de nutrientes
s Digestibilidad

En 1970 la [AFMM reporta que la digestion incompleta puede ser la principal o unica
causa prohable que se encuentra al origen de la falta de disponibilidad de los aminoacidos, y
como sabemos ain ¢uando un alimento tiene un adecuado balance de aminoécidos, éste resulta
de poco valor si los nutrientes no estén disponibles. Por otra parte es importante considerar que
en formulaciones completas para animales existen efectos asociativos de los ingredientes y que
cstos pueden ser positivos (incrementando la disponibilidad del nutriente), 0 negativos
(disminuyéndola). Estos efectas pueden ser determinados por cambios en la digestibilidad del
ingrediente o de algin componente ¢specifico del ingrediente (Brown et al. 1989).

La determinacién de la digestibilidad es esencial no solo para formular dietas a bajo costo
sino que ademds es muy Gtil para la investigacion de requerimientos mutricionales, seleccién de
ingredientes con valor nutritivo potencial (en relacidn con la calidad de la materia prima), y
formulacién de dietas que minimicen la contaminacién del agua (Brown, 1989; Akiyama et al.
1991; Hagen ef al 1993a; Mendoza, 1993; Romero y Manrrique, 1993). El uso de los datas de
digestibilidad de un ingrediente es esencial para la formulacién de una dieta con un bajo indice
de contaminacidn sin riesgo para el medioambiente (Lee y Lawrence, L997).

Los experimentos de alimentacién o determinacion de la digestibilidad aparente in vivo
han sido los métodos mas utilizados para determinar el valor nutritivo de las dietas o ingredientes
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de la mismas. Aunque¢ estos métodos son buenos, son métodos muy laboriosos y costosos que
ademas requieren de mucho tiempo para la obtencidn de resultados (Lan and Pan, 1992).

La determinacidn de la digestibilidad ir vive en organismos acufticas es todavia mas
dificil ya que la colecta de las heces es muy laboriosa y tardada en organismos de talla pequeila
camo los camarones ademas, trac consigo problemas especificos de sobreestimacidn (por
lixiviacion de las heces al estar en ¢l agua) 0 subestimacion (por estrés cuando se saca a los
organismos del agua) (Choubert et al 1982). Es por ello que s¢ ha utilizado la determinacién de
la digestibilidad en otras especies en las que es mas facil y rapida la colecta de heces (ej.
organismos terrestres como ¢l mink o peces de mayor tamaiio como la trucha y ¢l salmén), para
establecer diferencias de calidad en ingredientes o dietas utilizadas em la alimentacion de
camarones, sin embargo no s¢ ha establecido la correlacidn con la digestibilidad en estos ultimos.

Por lo tanto, ante la necesidad de contar con técnicas rapidas y poco onerosas para la
dcterminacién de la digestibilidad proteica, se han desarrollado un cierta nimero de métodosd in
vitro, que peruiten llevar a cabo en menor tiempo y de manera eficaz la seleccidon de diferentes
lotes de materia prima y el monitoreo de diferentes procesos de transformacién de los alimentos
(Mcughan ez ai. 1989).

Hsu et af. (1977), indican que, al seleccionar el método méas adecuado para la
determinacidn de la digestibilidad in virro, se debe de tener en cuenta las siguientes
caracteristicas: el método debe ser simplc y ripido, arrojar resultados reproducibles, poseer una
alta correlacion con algun meétodo im vivo, y ser lo suficientemente sensible para detectar los
efectos debido al procesamiento.

2.3 Digestibilidad in vitro

Anderson et al (1993) indican que las evaluaciones bioldgicas son los métodos mas
adecuados para medir la calidad total de un ingrediente, ya que en las determinaciones in vitro se
llevan a cabo teacciones mas drasticas que aquellas que ocurren durante la digestion natural de los
organismos y se liberan nutrientes que de otra manera no estarian disponibles y por lo tanto
normalmernte no describen bien la calidad de un ingrediente.

Las diferencias encontradas entre los resultados de los métodos de digestibilidad in virro € in
vivo pueden ser debidas a que 7 vive se presentan una serie de factores que son muy dificiles de
simular en los métados in vitro, por ejemplo: el pH exacto al que ocurre la digestion, la actividad
microbiana existente en el racto intestinal del organismo, los movimivotos mecanicos del estomago
¢ intestino, factores modicambicntalcs que contribuyen al cstrés, estado fisiologico y edad del
organismo en el cual se efectia el estudio, lu presencia de fuctores antinutricionales que no pueden
ser determinados por los métodos de digestibilidad in vitro (Van Wormhoudt, 1980; Mendoza,
1994; Lee y Lawrence, 1997), incluso los métodos utilizados para la colecta de las heces, el tipo de
marcador utilizado, la perdida de nutrientes de las heces o del alimento, etc. (Leavitt, 1981; Coelho,
1984). Ademés hay que tener en cuenta que en algunos de los métodos in vitro, se utilizan enzimas
heterologas (AOAC, 1990; Hsu et ol 1977; Saterles et al.1979) y en algunos casos se emplean
sistemas uni-cnzimdticos (AQAC, 1990; Lazo, 1994) y no multi-enzimdticos como ocurre in vivo,
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por lo que los métodos in vivo tesultan mas sensibles para diferenciar entre dos digestibilidades muy
parecidas,

Sin embargo, el hecho de que in vivo sean tantos los factores que pueden hacer variar las
detenminaciones, hace aun mas dificil €l poder comparar los resultados entre laboratorios, por lo que
¢l establecimiento de una técnica comin en todos estos centros seria una herramienta muy Wtil para
poder determinar la calidad de los ingredientes y seleccionar ingredientes potencialmente (tiles.

Entre los métodos que miden la digestibilidad ia vitre, lus que determinan la digestibilidad
proteica son los mas cominmente wtilizados, debido a que las proteasas son las enzimas mas activas
y a que comercialmente existen andlogas de vertebrados. Todos estos métodos difieren
fundamentalmente en las enzimas proteoliticas utilizadas, condiciones de digestion (pH,
temperatura, tiempo de hidrdlisis) y formas de comprobar la digestién de las proteinas.

En 1994 Carrillo realizd un resurmen de los métodos comunmente empleadas con el fin de
determunar la digestibilidad in vitre (Tabla.-1). Sia embargo en su recapitulacion no menciond la
modificacion a la técnica de digestibilidad con pepsina que propone la “Estacion de
Investigaciones Torry” la cual es una modificacion a la metodologia propuesta por la A.Q.A.C.
en 1990,

Los estudios de las enzimas digestivas del hepatopancreas de algunos crustaceos (Lee et al,
1980; Galgani, 1983; Galgani et al. 1983;) indican que las principales enzimas digestivas son:

Tnpsina

Quiniofripsina

Carboxipeptidasa A y B
Leucina-aminopeptidasa

Colagenasa

Proteasa alcalina de bajo peso malecular
Enzimas bacterioliticas

di y tni-peptidasas

De lo antes vislo, hay que resaltar la ausencia de pepsina y considerar que los camarones a
difercncia de los vertebrados, no tienen estdmago verdadero, ademads de no poseer células secretoras
de dcido, por lo que su digestidn se lleva a cabo en un pH bésico o neutro (con pH’s dptimos que
fluctian desde 6 hasta 11). Lua ausencia de sistema dcido de digestion es compensando por la gran
capacidad de reduccion mecanica de los ingredientes por medio del molino géstrico (Glass et al.,
1989; Lee et al., 1984).

Otro punto importante de mencionar es que la tripsina es la principal proteasa digestiva,
coastituyendo hasta 6.1% de las proteinas solubles del hepatopancreas, y lleva a cabo del 40 al 50%
de la protedlisis digestiva total. Por otra parte, a diferencia de la tripsina de los vertebrados, la
tripsina de los crustaceos tiene la capacidad de atacar a proteinas desnaturalizadas perg, al igual que
la de cstos, es sensible al inhibidor tripsica de la soya (Galgani ef al,, 1985), ademds esta enzima
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presenta varias iso-enzimas (Galgani, 1983; Le Moullac, 1994, Van Wormhoudt, 1980; Garcia-
Carrefio, 1999).

Tabla 1.- Comparacién de algunos métodos para determinar la digestibilidad in vitro de

proteinas (tomado de Carrillo, 1994).

|  Turi, Virchow y
Loughlin, 1956.
epsina 3-27 horas |jAminoécidos, Akeson y Stahmann,
ancreatina 1964.
epsina 4 - 8 horas| Nitrégeno | Furuya, Sakamoto y
tenido intestinal Takahashi, 1979.
¢ cerdo
ripsina 10 minutos|Disminucion|  Hsu er al. 1977.
imiotripsina del pH
eptidasas
[Pancreatina 2-48 | Nitrégeno |Schroeder, Jacobellis
horas | alfa-amino y Smith,1961.
Tripsina 2 horas Proteina |Deshpamde y Nielsen,
soluble 1987.
(D.0.:a 280
nm)
epsina 3+72 | Nitrégeno | Denton y Elvehjem;
Folvo de pancreas y horas | alfa-amino 1953,
duodeno
Contenido intestinal | 11,5 horas {Aminoécidosl = Grabner, 1985.
de salmén y péptidos
omogenado de 4 horas Proteina Lan y Pan, 1993.
epatopéncreas de soluble
amaron (D.0.a 280
nm)




2.4 Estudios de digestibilidad in vitro.

Diversos métodos in vitra basados en la digestibilidad de las proteinas empleando
pruleinasas han sido desarrollados. Sin embargo la mayoria han sido establecidos para peces u otras
especies, y en algunos de los que se desarrollaron para camarén no se ha establecido su corrclacion
con la digestibilidad in vive ni la sensibilidad de las técnicas para detectar diferencias de calidad.

Grabner (1985) determina un 94.6 % de digestibilidad en unz protelna proveniente de una
bacteria después de una incubacidn in vitre cotl un extracto enzimatics de Salmo gardneri y lo
compara con ¢l 93.5% obtenido en un bioensayo de digestibilidad aparente. Aunque este método
utiliza las enzumnas provenientes de la misma especie y trata de sunular las condiciones del ensayo in
vivo, tiene la desventaja de que no determina su correlacidn con la digestion in vivo y ademés no se
determina la sensibilidad del musmo.

Eid y Matty (1989) evaldan la digestibilidad in vigro, con el método de pH drop (estimacion
indirecta de digestibilidad midiendo la disminucién de pH), en diferentes proteinas utilizando
extractos intestinales de carpa, y obtienen una alta correlacidn entre métodos in viva € in vitro. Este
método tiene la desventaja de que si la muestra contiene mucha grasa la liberacidn de acidos grasos
durante la digestion interfiere cor la caida del pH, ademés de que la caida del pH hace a las enzimas
menos eficientes lo cual va en detrimento de la sencibilidad.

Lan y Pan (1993), trabajando con Peraews monodon, determinan la digestibilidad in vizro de
diferentes proteinas utilizando como enzima extractos de la glandula del intesting medio del
arganismo, su método consiste en determinar la proteina soluble (Azgonm) 2 pH 7.5 por 4 horas o en
dos etapas una a pH 7.5 por 2 h. y a pH 4 por 2 h , obteniendo unu correlacion alta entre sus
resultados y la cantidad de lisina y arginina disponible (r=0.99). Sin embargo no obtienen la
correlacion con la digestibilidad ir viva.

Anderson et a!. (1993), evalian harinas de pescado de diferente calidad para el salmén del
Atlantico (Salme salar) y ulilican el método de digestimlidad i vitro con pepsina corregida por la
solubilidad de la proteina en acido descrita por el A Q.A.C,, utilizando una solucion de 0.2% de
pepsina vy la modificacidn de este método descrita por el laboratorio de Torry utilizando una
solucidn de pepsina al 0.0002%, asi mismo utilizan el método multi-enzimatico de pH-Stat
(estimacion indirecta de la digestibilidad midiendo la cantidad de NaOH necesaria para mantener ¢l
pH constante) descrito por Pedersen y Eggum (1983) y encuentran que el método del AOAC no es
sensible a las diferencias de calidad de las harinas y que no se correlaciona con los métodos in vivo,
¢l meétodo Torry modilicado y €l pH-Stat s¢ correlacionun bien con la digestibalidad én vivo y son
sensibles a las diferencias de calidad de la proteina. Es por ello que ¢stos métodos se podrian utilizar

en camaron, sin embargo como se menciond anteriormente este organisme carece de pepsina y de
digestion acida.

Dimes y Haard (1994), desarrollaron un meétodo para cstimar la digestibilidad in vitro en
salmones utilizando fracciones enzimdticas de la ceca pildrica del pez, observando que su método se
correlaciona con la digestibilidad in vivo y con el método de pH-drop. Ademas indican que este
método es mejor que ¢l pH-drop para determinar el rango de disponibilidad proteica y también
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estima la digestibilidad de diferentes fuentes alternas de proteina, por lo que es un método muy
prometedor para ser evaluado en camarén, sin embargo mencionan que no puede ser utilizado para
alimentos que han sido parcialmente hidrolizados durante su procesamienta.

En 1994, Carrillo propone la utilizacién de un producto obtenido del hepatopancreas de
Penaeus schmitti nombrado “Hepatopancreatina”, utilizando 1a técnica propuesta por Furuya,
Sakamoto y Takahashi en 1979; donde se reuliza la determinacion de la digestibilidad proteica in
vitro de ingredicntes empleados comiinmente en dietas para camardn, obteniendo una correlacién
significativa con la ganancia en peso de juveniles de camardn alimentados con distas que
contenian esas fuentes proteicas. Este trabajo posee también la desventaja de no mostrar si existe o
no la correlacion con la digestibilidad in vive.

Lazo (1994) evaliia la calidad de algunas harinas de pescado Chilenas utilizando el método
in vitro de caida de pH (pH-Drop), empleando ¢nzimas protesliticas comerciales, comparando los
resultados con otros parametros quimicos y bioldgicos. El ensayo, vtilizando tripsina porcina, tuvo
una correlacion significativa con algunos parametros como T.V.N., digestibihdad con pepsina y
conterudo de histamina, y obtuvo con esta técnica ademas la capacidad de diferenciar las barinas de
pescado de diferente calificacion biotoxicologica. Sin embargo estudios posteriores demostraron
que la digestibilidad in vivo de las harmnas de¢ pescado no esta ligada a la calificacion biotoxicoldgica
(Nieto Lépez, 1995; Tapia Salazar, 1996; Cruz Sudrez et al. 1996).

Ezquerra et al. (1997) emplean el método de pH-Stat para evaluar la digestibilidad proteica
de harinas de diferentes ingredientes y encuentran que el grade de hudrdlisis de las 7 harinas
¢valuadas se correlaciona mejor con la digestibilidad aparente i vivo cuando utilizan como sistema
enzimatico los extractos provenientes del hepatopancreas de camardn (r2=0.73), comparado con €l
sistema de 4 enzimas comerciales (r2=0.71), asi mismo, encuentra una mejor corr¢lacidn con la
digestibilidad aparente in vivo al utilizar enzimas del hepatopancreas con el método de pH-Stat que
con ¢l de pH-Drop (12=0.55). Su desventaja es que no determman s el meétodo es sensible a las
diferencias de calidad de harinas de un mismo origen (¢j. harinas de pescado).

Ninguno de los métodos anteriormente mencionados permite a la vez, cubrir las necesidades
de la industria de, determinar la digestibilidad proteica tanto de alimentos terminados comeo de
ingredientes que presentan pequefias vanaciones en digestibilidad por factores de condiciones de
proceso (calidades de harinas de soy4, pescado, etc.), por carecer de sensibilidad, de sencillez y alta
correlacion con la digestibilidad in vive.
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i . IMPORTANCIA TN aeara

Siendo la harina de pescado un ingrediente indispensable para las dietas comerciales
formuladas para el camardn, y considerando su costo y su alta variabilidad, el presente estudio
posee una gran importancia desde ¢l punto de vista prictico y econdmico; estd enfocado a
establecer un método de digestibilidad ia vitro que sea ripidy, sencilly, economica y sltamente
sensible que pueda ser utilizada para evaluar la calidad tanto de harinas de pescado como de
alimentos para camaron.

La scleccion de ingredicntes de calidad es necesaria para la obtencion de alimentos
balanceados de calidad. La determinacién de la digestibilidad in vitro de los ingredientes que se
utilizan en formulacion de alimeatos para camardn, en especial de harinas de pescado, aun
adolece de estandarizacidn y validacién clara con resultados obtenidos en vivo. Con el presente
trabajo se pretende contribuir en la seleccién o ¢l desarrollo de una técnica adecuada que
preseate una buena correlacion con la digestibilidad in vivo. Esta técnica permitira clasificar
rdapidamente por su valor nutricional, harinas de pescado, otros ingredientes y alimentos
terminados en laboratorios de control de calidad de la industria de alimentos balanceados para
camaron,

4 OBJETIVO GENER

Evaluar la correlacion de la digestibilidad in vivo en camardn vs. la digestibilidad in vitro de
los resultados obtenidos con las metodologias AOAC y la metodologia desarrollada para
camaron mas eficiente reportada hasta el inicio de este trabajo, utilizando como sustrato 15
harinas de pescado de calidad variable, previamente evaluadas en salmdnidos y en mink, asi
como ofros ingredientes (Pasta de soya, harina de plumna, harina de camardn, harina de calamar,
harina de trigo, gluten de trigo y dos harinas de pescado) y alimentos balanccados terminados.

5 OBJETIVOS PARTICULARES ##

A).- Evaluar la scnsibilidad de Litopenaeus vannamei, en términos de digestibilidad proteica
in vivo, para dilerenciar la calidad nutricional de diferentes harinas de pescade y su correlacion con
otros pardmetros de calidad (contenido de nutrientes y solubilidad de 1a proteina) y con la
digestibilidad en otras especies.

B).- Determinar la sensibilidad del método de pH-Stat propuesto por Ezquera et al. (1997),
para evaluar la calidad nutricional de las harnas de pescado y alimentos para camaron y su
correlacion con la digestibilidad in vivo.

C).-Determinar la sensibilidad del método del A.O.A.C. modificado por ¢l labaratario de
Torry, para evaluar la calidad nutmicional de las barinas de pescado y alimentos para camaron y su
correlacion con la digestibilidad i viva.
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D).- Establecer una técnica de determinacién de la digestibilidad proteica in varo (tipo
AOAC) altamente sensible y correlacionada con la digestibilidad ér vivo, utilizando enzimas
provenientes del hepatopéncreas de Litopenaeus vannamei o tripsina bovina,

E).- Determinar si la téonica propuesta puede ser utilizada en otros ingredientes y en L.
stylirosiris.

Actualmente no existe una técnica de determinacion de la digestibilidad proteica in vitro que
sea suficienlgmente sensible para detectar diferencias de calidad en las harinas de pescado
ocasionadas por el procesamiento y que ademas posea una alta correlacion con la digestibilidad
proteica in vive en camaron. Ademas, no existe ningun estudio de digestibilidad in viire en donde se
evaluen alimentos para camardn y los que existen para peces no han obtenido buenas comrelaciones
con la digestibilidad in viva. Por otro lado la técnica mas prometedora (pH-stat con enzimas de
carnardn) resulta ser muy dificil y costosa.

El presente estudio pretende establecer una técnica de determinacion de la digestibilidad in
vitro utilizando enzimas obtenidas a partic de hepatopancreas de Litopeneus vannamei o tnipsina
bovina, que pueda ser utilizada tanto en ingredientes como en alimentos, y que no requiera de
equipa muy sofisticado para que pueda transferirse a la industria de alimentos rdpidamente.

7 HIPOTESIS

El meétodo de determmnacion de la digestibilidad in vitro con pepsina, modificado para la
utilizacién de un homogeneizado enzimatico obtenido del hepatopancreas de Litopenaeus
vannamei, permite diferenciar harinas de pescado y alimentos para camardn que presentan
digestibilidades muy cercanas, y posee una alta correlacion con la digestibilidad aparente in vivo de
las mismas. Ademds puede ser utilizado para otros ingredientes y en otras especies de pendidos (L.
stylirostris).

8§ MATERIAL Y METODO

Para el desarrollo del método de digestibilidad in vitro con enzimas de Litopenacus
vannamei, se eligié6 como modela la técnica oficial propuesta por la AOAC en 1990 modificada por
el laboratorio de Torry (Método de filtracidn con la determinacion del matenial no solubtlizado) por
considerarse la mas econémica y facil de aplicar en series de muestras numcrosas.

Se obtuvieron harinas de pescado claboradas bajo diferentes procesarmientos o con difcrente
grado de frescura de la materia primg, lv cual presumiblemente afecta la digestbilidad de las
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proteinas. Se determiné la digestibilidad i vivo de 1a proteina y de la materia seca de las harinas y
de las dietas elaboradas con éstas. La determinacion de la digestibilidad in wivo se utilizé para
validar la digestibilidad in vitro obtenida con varios métoedos:

-medicion de la tasa inicial de hidrdlisis con enzimas de carnarén (método pH-Stat)

-medicion de la disminucién de Nitrogene insoluble (método AQAC) con pepsina bovina diluida
{métoda AOAC, Torry modificado) con tripsina bovina y finalmente con enzimas de camardn.

8.1 Dcterminacion de la digestibilidad in vive.

Se utilizo ¢l método indirecto utilizando como marcador a €l xido de cromo y la técaica de
colecta de heces por sifoneo (Cho y Slinger, 1979; Mendoza, 1994; Nieto-Lopez, 1995).

8.1.1 Harinas de pescado experimentales

Para determinar la calidad nutricional de las harinas de pescado, se determind la
digestibilidad proteica in vivo de cstas y de las dietas a las cuales fueron integradas. S¢ evaluaron (2
harinas de pescado y un concentrado proteico que fueron elaborados bajo diferentes procesos de
secado y tres harinas elaboradas con materias primas de diferente frescura lo cual afecta también
la digestibilidad.

Como se observa en la tabla 2, se conld con una harna elaborada a baja temperatura
(539/93) lo cual es un proceso muy noble que no dafia a la fraccion proteica por lo que se supone
que serd una harina de excelente digestibilidad, pero también se conté con harinas como la
163/94 que fueron elaboradas con procesos mas drasticos de secado.

Las hannas fueron proporcionadas por €l Dr. lan Pike, director de autricion de la
Asociacién Internacional de Productores de Harina y Aceite de Pescado (IFOMA por sus siglas
en inglés), Londres, U.K., quien proporcion$ también los valores de digesuibilidad proteica in
vivo de las harinas de pescado experimentales en mink (¢l cual es un mamifero terrestre por lo
que es mas ficil y econdmico determinar su digestibilidad én vive ademas de que la digestibilidad
obtenida en este organismo ha sido utilizada ¢omo indicador indirecto para salmoén) salmon y
trucha; en estas dos especies de salmonidos, se determind la digestibilidad cn diferentes
laboratorios y bajo diferenies métodos de colecta de heces. En la tabla 3, s¢ muestra el resultado
de estas determinaciones. Se observa que independientemente de la especie y técnica de colecta,
la harina F815 es la que posee la mayor digestibilidad seguida por la 539/93, mientras la A3481
o la 163/94 poseen los resultados mas bajos.

Ademds de las harinas proporcionadas por el Dr. Pike se trabajé ¢on una hanna de
pescado de excelente calidad que s¢ uso como referencia; dicha harina fue ¢laborada a partir de
Jurel y provenia de una empresa Chilena llamada TEPUAL.

La composicion bromatoldgics de las harinas (Tabla 7) fue determinada en el laboratorio
dc maricultura de la Facultad de Ciencias Biolégicas mediante los métodos propuestos por el
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AO.AC. (1990), asi como su digestibilidad con pepsina por ¢l método modificado por el
laboratonio de Torry.

Tabla 2.- Caructerislicas de las harinas de pescado expernimentales

Harina Proteina Tipo depescado TVWNen Harina entera (1) Tiempo Etq Secado (2)
cruda % pescado  /torta de premsa de Suppl.
BH crudo secado mg/kg
o , _mg/li0 g mun
F 815 74 .80 Arenque <50 — 200 SCAC
539493 7420 Arenque' <50 Torta de prensa — 300 Baja temperatura (acv)
163894  74.00 Arenque’ <90 Torta de prensa — 300 Alta temperatura (scv)
CPSP 7350 Lenguado® <50 Concentrado — 250 Espreado
proteica de solubles
de pescado
FEI13  73.00 Capelaa’ <50 200 SCAC
2204 72.10 Lanzones* 40 Harina entera 180 150 SCV-PCD
Taf-1 72.10 Lanzanes * 50 Harina entera 165 500 SDV
11858 70.40 Desechos de 28.5 Harina entera 20 400 SCAC+SDR
Areuqucs
1986 70.10% ——— P —— - - ——
Fresca 696 Anchoveta® 14 Harina entera 80 100  Baja temperatura (scv)
1431 69.20 Macarcla’ 40 Harina enteca 180 300 SCV-PCD
2002 6343* et i e = _ S
Moderad  67.70 Anchoveta® 30 Harina catera 30 100  Baja temperatura (scv)
a
Descomp  65.80 Anchoverz® 50 Harina eniera 80 100  Baja temperatura (scv)
uestd
3664 G40, Vst poaoedo 22 Harina eatera 90 50 scv
banco
A348l 6360 Meahaden® —- Harina entera 20 625 -
Tepual®  70.5 Jurel - Harina eatera - 400 SDR

*Tepual (datos proporcionades por Inual-tepual, Santiage de Chile): humedad = 7.2%, proteina =70.5, grasa =8.4,
ceniza = 14, arena = 0.1, cloruros = 2.3, FFA = 4.6, Histamina = 545 ppm., TVN = 105 mgN/100g

(1) Harina entera = Tarta de prensa + solubles delipidados concentrados

(2) Secador con chaqueta de vapor = SCV; Secador con chaqueta de aire caliente = SCAC; Secadar de disco
ratativo = SDR,; Secadar de Disco con vacio = SDV,

1.- Arenque europeo (Clupea harengus harengus)

2.- Diversas especies de peces planas europeos (lenguados)

3.- Capelan ( Trisopterus minutus capelanus)

4 - Lanzonces curopeos {Hiperoplus lanceolatus y Ammaodites marinus) (Sandeel en ingles = Tobis en danes)

.- Desechos de Arenque

6.- Anchoveta (Engraulis ringens) procedente de Chile.

7.- Macarelx del pacifico (Scomber juponicus) o del atlantico (Scomber scombrus)

8 .- Desechos de pescado plano

9.- Menhaden (Brevoortia fyrannus y B. Patronus) procedente de E.U.A. atlintico.

10.- Jurel (Trachurus symmeiricus o japonicus) procedente de Chile.
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Tabla 3.- Resultados de digestibilidad aparente de la proteina en mink (proteina verdadera),
salmén y trucha (digestibilidad aparente) de las hannas de pescado
experimentales.

Proteina cruda %  Harina Mink Trucha Trucha Salmon Salmon SalmonE Camardn

(Base himeda) (%) A@%) B%) C) D) (%) UANL
(%o)
74.80 F815 947 958 963 88.6 89.5 90.5 91.02
74.20 539/93 925 0956 952 88.3 89 90.7 88.22
74.00 163/94 839 947 89.7 774 76.3 79.5 75.84
73.50 CPSP - 979 973 88.3 89 89.8 98.74
73.00 F813 834 871 933 839 36.2 84.4 95.98
72.10 2204 89 89.6 922 79.1 82.9 84.5 79.82
72.10 Taf-<1 916 953 939 359 87.5 888 8747
70.40 11858 924 90.7 92 839 85.5 85.5 86.46
70.10 1986 882 959 946 85.5 85.7 85.4 31.21
69.6 Fresca 914 —- -~ - - e §5.55
69.20 1431 37 924 922 83.7 83.7 86.5 92.20
68.43 2002 86.2 963 937 85.2 86.1 89.4 82.61
67.70 Moderada 89.7  ---- - - cue e 86.49
65.30 Descomp 89.8 - -—- - — - 88.96
uesta
6420 3664 851 957 944 343 87 899 83.71
63.60 A3481 831 88 87.9 76.2 80.6 83.1 85.27

Max. 947 979 973 88.6 BaS 90.7 98.7
Min 831 87.1 B7.9 76.2 76.3 79.5 75.8
Rango 116 1038 9.4 12.4 3.2 11.2 28.9

Trucha A.- Colecta de heces por sedimeatacion, Washington

Trucha B.- Colecta de heces por masaje abdominal, Fundacion Chile

Salmdn C.- Colecta de heces por masaje abdominal, [nstitute para Aquacultura. Sunndaisora, Noquega.
Salman D.- Colecta de heces por masaje abdorminal, ARC- Nutreco

Salmén E.- Colecta de heces por sedimentacion ARC- Nutreco

UANL — Colecta de heces por sifoneo

8.1.2 Dietas experimentules

8.1.2.1 Formulacion y composicion de las dietas.

Con l4 harina de pescado TEPUAL, se formuld una dieta de referencia por medio de un
programa computacional Mixit-2, en funcion del andlisis bromatoldgico de la harina de pescado y
de los demds ingredientes que la constituyen, para obtener una dieta que cumpliera con los
requerimuentos nutricionales publicades para camargn por Akiyama ef @/, (1991) (Tabla 4),

Con las harinas expenimentales, se elaboraron 16 dietas que contenian 30 % de cada una
de las harinas cxperimentales y 70 % de la dicta de refercncia para determinar la digestibilidad
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aparente in vivo tanto de las dietas coma de las barinas de pescado siguiendo el sistema propuesto
por Cho ef al. (1979) en ¢l cual la digestibilidad se determina segin las siguientes fdrmulas:

R P [[ % proteina cn hcccs] - [% cromo en dietzj) %100
’ o % proteina en dieta % cromo en hece

Dig. D.E. X % prot. D.E)- {70 X Dig.D.R. X % prot. D.R.
% Digest. ingredientc=[( E 2F )-& g hp ))

0.3 X % Prot. en el Ingrediente

Donde D.E.= Dieta experimental y D.R.= Dieta de referencia.

Tabla 4.- Composicion de las dietas del bioensayo de digestibilidad in vivo.

INGREDIENTE DR D.E.
(%) (%)
H. P. EXPERIMENTAL — 30
H. DE PESCADOQ (TEPUAL) 16 112
COLESTEROL SOLVAY 0.174 0.1218
ATRACTANTE (Flavorpacke INVE) 05 035
MEZCLA MINERAL 025 0175
MEZCLA VITAMINICA 025  0.175
H. CAMARON (TEPUAL) 4 23
PASTA DE SOYA 16 112
ACEITE DE PESCADO 2445 17115
LECITINA DE SOYA 2818  1.9726
ANTIOXIDANTE (ETQ) 002  0.014
HARINA DE TRIGO 39.859 27.9013
GLUTEN DE TRIGO 6 4.2
METIONTNA 0.177 0.1239
MONOFOSFATO DE Na. 10.508 7.3556
Cr20, 1 L

D.R. = Dieta de referencia, D.E. = Dieta experimental

8.1.2.2 Preparacion de las dietas.

Se molieron todos los ingredientes en un molino de café Moulinex y se pesaron conforme a
lo indicado en la fdrmula, pars mezclarlos posteriormente en una batidora Kitchen Aid de § It
Primeramente se mezclaron los ingredientes de mayor proporcion en la formula, hasta obtener una
mezcla homogénea de la cual se tomo una pequefia porcion para afiadir lus vitaminas y el Cr20;, la
cual fue agregada de nuevo a la mezcla total. La lecitina y ¢l aceite de pescado se mezclaron por
scparado y sc afladieron lentamente a la mezcla de harinas, finalmente se agrego agua.
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Para obtener 10s pellets se utilizo un molino de came Torrey con un cedaza de 2 mm. de
didmetro, alcanzando el alimento una temperatura maxima de 75°%C al salir del bamil del molmo
tardandose en promedlo 30 min en pasar lkg de dicta; estos peliets obtemdos se seceron a 50°C

dusante 12 hrs. o a 100°C por 8 min y se conservaron en refrigeracién a 4°C dentro de recipientes
hermeéticos.

8.1.2.3 Andlisis de lixiviacion de la dieta,

Para determinar la estabilidad y el porcentaje de pérdida de materia seca del alimento se
realizaron los analisis de lixiviacion como se describe a continuacion:

Se utilizaron canastas de tela metilica con una luz de malla de 1 mm. las cuales fueron
previamente secadas en la estufa a 100°C durante 8 hrs. y dentro de ellas se colocaron 10 g de
alimento, posteuormcnte s¢ introdujeron en un recipiente que contenia agua marina (35 ppt) a una
temperatura de 30°C durante una hr. Estas canastas se colocaron en un eje conectado a un mator que
le conferia un movamiento circulatorio de 5 r.p.m. Al final de esta fase, las canastas con el alimento
lixiviado se colocaron nuevamente en la estufa, para después ser pesadas, y asi evaluar la pérdida de
matena seca conforme a la siguiente formula.

(P1-Fo) x MS — (P2 - o)
(P1-Fc) XMS

Perchida de matenia seca =

x 100

Donde: Pl= peso canasta + alimento.
Pc = peso canasta seca.
MS = relacion peso materia seca/ peso del alimentg.
P2=pcso canasta + alimento lixiviado seco,

Los valores obtenidos de lixiviacién de las dietas, se utilizaron posteriormente para corregir
los valores de digestibilidad aparente por las perdidas de materia seca del alimento antes de ser
ingerido de acuerdo con las siguienites ecuaciones:

. o R ; Qudeb y 1
%DAMS lixcarr.: - “FIF E' s (""‘5“”)] feoe

%DAP lixcor.= -Mo( [&ﬂf:ﬂ x & ""'*‘x"wm})

Froi .dieta  Cc heres

Donde: %PMS = Perdida de materia seca
% PP = Perdida de proteina de la dieta después de lixiviar.

Para la realizacion de los bioensayos se sigui¢ el protocolo que a continuacion se describe:

Aclimatacion: Los camarunes s¢ alimentaron con una dieta base sin harina de pescado que contenia
1% de 6xido de cromo, durante 3 dias.

Ayung: El 4" dia no s¢ alimentaron con el fin de eliminar el alimento de base del tracto digestivo.
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Recoleccidn de heces: El 5° dia se alimentaron los organismos con ¢l alimento marcado, el cual
contenia 30% de una harina experimental y 70% de inclusion de la dieta de referencia, este fue el
primer dia de recoleccidn de heces. Las excretas fueron colectadas bajo el método de sifoneo, ya
que esle ha proDescompuestao ser la mejor técmuca de colecta en las condiciones de la sala de
zootecnia donde se realizéd ¢l bioensayo (Nieto er al. 1995). La colecta se llevd a cabo en acuarios
rectangulares de fibra de vidrio de 20 x 30 x 20 cm. de 10 It de capacidad, los cuales contaban con
una aireacidn constante que permuitia la oxigenacidn y recirculacion interna del agua, el recambio de
agua se realizo en forma manual (100 % alas8 AM.y50%ala 1 P.M.).

El alimento fue distribuido ¢n 2 raciones diarias (a las 9.00 A.M. y 1.00 P M.), para sumar el
10% de la biotnasa del acuano. Los camarones s¢ ahmentaon durante una hota para eliminar
despues los restos de alimento y proceder posteriormente con la colecta de las excretas y asi
minmizar Ja lixiviacion. Las heces se recogieron con ayuda de una maaguera de plistico, a medida
que eran emitidas, posteriormente se lavaron con agua destilada y enseguida se eliming ¢l agua en
exceso de los frascos por decantacion o con la ayuda de una micropipeta.

La colecta se llevo a cabo durante 10 dias hasta obtener 100 mg de heces secas las cuales
fueron diariamente ¢ongeladas a -12°C y se concentraran €n frascos de vidno individuales, después
de los 10 dias las heces se lifolizarén y se almacenaron en un ultracongelador a -80°C para ser
posteriormente analizadas.

Analisis quimico de las heces:

Oxido de cromo. De las vanas técnicas existentes para la estimacion de este compuesto, se decidid
utilizar el método Bolin et al. (1952) ya que ¢s ¢l de menor costo, rdpida determinacion y menor
grado de interferencias. La técnica consiste en oxidar el cromo Crs a cromato, formando una
coloracidon amarilla cuya intensidad es proporcional a la concentracion de cromo. Por otra parte esta
técnica ofrece mayor estabilidad y desarrollo de color (necesario para 1a dcterminacién
colorimétrica), con respecto a las demds, Aunado a esto, esta técnica ya ha dudo resultados
proDescompuestaos cn la determinacion de cromo en mucstras de heges.

Proteinas. Con la finalidad de utilizar solo 30 mg dec heces por replicado y sobre la misma muestra
determinar cromo y proteinas, se¢ wilizd el método Kjeldhal modificado por Nieto-Ldpez (1995),
cuya modificacién cousiste en sustituir los reactivos comimmente utilizados en la hidrdlisis de
proteina (se reemplazo el HSO4 por una mezcla de H;SO4 — HCIO4).

Férmula para calcular proteina

_ 14.01 x ml gastados de la muestra - ml gastados del blanoo x molaridad del HCl
- gdemuestrax 10

YaN

% de Proteina = % de Nitrogeno x factor especifico de Ia muestra (6.25)
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Una vez estandarizada esta técnica y la de éxido de cromo, se determinaron estos parimetros
para cada una de las dietas asi como para una muestra de case{na comercial, y para las heces, estos
resultadas sc utilizaron para ser incluidos en las formulas de determinacidn de la digestibilidad antes
mencionadas.,

8.1.3 Sala de bioensayos

El bioensayo para determinar la digestibilidad in vivo, se realizé en la sala de zootecnia de la
Facultad de Ciercias Bioldgicas de la U ANL. la cual cuenta con un sistema cerrado de
recirculacion del agua marina sintética, 48 acuarios expermentales, J tanques de 500 It de
capacidad para pre-engorda y 5 tanques de 1100 It que funcionan tres de ellos como reservorios y
dos para abastecer por gravedad agua a los diferentes acuarios. Para controlar la calidad del agua la
sala cuenta con 2 contactores bioldgicas ubicados en los tanques de abastecimiento, 2 filtros de
cartucho, 2 de carbon activado y 2 espumadores, ademds de contar con un sistema cerrado de
calefaccion del agua salada por intercambio de calor con un serpentin que posee en su interior agua
dulce caliente, localizado en el interior de los tanques de abastecimiento.

Diarlamente se registrd la temperatura y salinidad presentes, y semanalmente sc registraron
¢l pH, NHa, NO,, y NOs,

Los acuarios experimentales que fueron utilizados para el experimento, s¢ colocarun dentro
de los tanques de pre-engorda para mantener la temperaturd constante, asi mismo el agua utilizada
para ¢l recambio era obtenida de estos para asegurar su calidad.

8.14 Caracteristicas y distribucién de los organismos.

Se utilizaron postlarvas de Penaeus vannamei con un peso promedio de 400 mg procedentes
del laboratorio de produccion de postlarvas del Centro de Investigaciones Biologicas localizado en
La Paz, Baja California Sur.

Dichas postlarvas se trasladaron a [a sala de bioensayos de la F.C.B. en bolsas de plastico
con agua marina y oxigeno, dentro de hicleras para luego ser aclimatadas a las condiciones de la
sala. El bioensayo conto con tres replicados (en el icmpo) para cada dieta en los cuales los pesos
promedioc de los organismos fueron de 0.25, 0.4 y 0.55 g respectivamente.

8.1.5 Analisis estadistico

8.1.5.1 Digestibilidad én vivo en camardn

Los resultados obtenidos de digestibilidad proteica v de materia seca de¢ las dietas y
harinas, s¢ analizaron estadisticamente con un diseiio en bloques completos al azar mediante un
analisis de varianza de una sola via seguide por una comparacién miltiple de medias por el
método de Duncan a una probabilidad de 0.05.
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8.1.5.2 Correlacién con digestibilidad in vivo es otras especies

Se realizo la detcrminacidn de ¢l coeficiente de correlacién eatre la digestibilidad in vive
en camardn y la digestibilidad in vivo de los diferentes tratamientos en mink, salmon y trucha
proporcionados por el Dr. L Pike, con la finalidad de determinar si estos resultados podian ser
utilizados para predecir la digestibilidad en camardn. En los casos donde el coeficiente de

correlacidn tuvo una probabilidad wnferior a 0.05, se determind la ecuacidn de prediccion
mediante un andlisis de regresion lineal.

8.2 Determinaciin de digestibilidad in vitro
8.2.1 Métado medicion de la tasa inicial de hidrdlisis

Durante la proteolisis, hay liberacion de protones producto de la ruptura de colaces
peptidicos, lo cual provoca la disminucidn de pH en ¢l medio; por lo tanto midienda la disminucion
del pH se logra una medicidn indirecta de la digestibilidad de la proteina.

Existen dos métodos para de determinar este tipo de digestibilidad, en uno se mide el
descenso del pH causado por la Liberacion de protones de los aminoacidos (pH-Shift), en ¢l otro se
agrega una base fuerte para mantener constante ¢l pH decl medio, cuantificando al final la cantidad
de base que se agrego. Se eligid eslu segunda forma de determinacion (pH-Stat) por los buenos

resultados que se han reportado en salmén (Dimes y Haard, 1994) y en camardn (Ezquerra et af,
1997).

La determinacién del grado de hidrdlisis por el método de pH-Stat, se estandarizd
utilizando como sustrato caseina y como enzima un homogeneizado enzimatico de L. vannamet,
También se realizaron algunas pruebas utilizando tripsina bovina (o porcina) comercial.

8.2.1.1 Obtencion del homogeneizado enzimatico

La colecta de hepatopancreas de camarones Lifopenaeus vannamei se llevo a acabio en la
granja Aquastrat localizada en el ejido de Escuinapa de Hidalgo, Sinaloa. La colecta de las
glandulas se llevo g cabo con la ayuda de pinzas y tijeras para ser colocados en hielo por un
periodo corto, de 15 a 20 min (o hasta juntar un numero de 30 - 40 gjemplares), para
posteriormeite ser colocados en un tanque de nitrdgeno liquido y trasladados a Monterrey, donde

fueron liofilizados y colocados en un ultracongelador a una temperatura de -70 a -80°C (115.66g
en total).

8.2.1.2 Preparacion de! extracto enzimatico

Se realizo un pnmer extracto a partir de 2 glandulas digestivas (0.307g), previamente
liofilizadas las cuales fueron en seguida trituradas cn 100 ml de buffer TRIS HCI 10OmM pH 7.5 a
4°C con 1a ayuda de un ultratrituradar. El triturado fue centrifugado durante 30 min a 10,000 ga
-2°C. Los lipidos sobrenadantes fueron separados y eliminados con la ayuda de una espitula.
Este prnimer extracto fue util para la estandarizacion de las técmicas de determinacién de la
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actividad enzimética proteolitica total y especifica (Kunitz, 1946, modificado por Clark e al,
1986), la actividad tripsica (Eclanger ¢f @/ 1961) ¥ la determinacion de proteinas twtales pur sl
método de Bradford (1976). Del mistno maodo se elabord el resto del extracto enzimatico.

8.2.1.3 Medicién de la actividad enzimética del homogeneizado

Tripsina: La actividad enzimatica de la tripsina fue medida por la hidrélisis del sustrato
L-Benzoil-Arginina P-Nitro Anidina (BAPNA) ImM en un buffer TRIS 0.1M, pH 8 (Erlanger &
al 1961). Esto sc registra mediante ¢l cambio de absorbancia durante 10 min a 405 nm para dicho
sustrato y la actividad fue expresada coma unidades enzima (U) por miligramo de proteina en el
extracto, siendo equivalente una unidad enzima a un cambio de 0.001 en absorbancia.

Proteasas totales: La actividad de las proteasas totales se estimd conforme a la hudrdlisis
de la caseina amarilla (1% en un buffer fosfato 10 mM, pH 7) a 37 ¢ por 10 min(Kunitz, 1946;
modificado por Clark ez al, 1986). La reaccién es bloqueada por 2 ml de icido Tricloroacético
(TCA) fric al 5% mantenida a 2°C durante 30 min E! bloqueo es causado por la precipitacién de
las proteinas solubles. Después se centrifuga 2,000g durante 10 min y la absorbancia de la
solucion sobrenadante es determinada a 280 nm Un blanco fue preparado en las mismas
condiciones de la muestra pero con la diferencia de que en éste el TCA fue agregado antcs de
iniciar la incubugion. La tirosina fue wtilizada como estandar y la actividad enzimatica fue
expresada como pg de tirgsina liberada por min/g de proteina.

Proteinas: Las proteinas solubles fueron medidas utilizando albimina bovina como
estindar por el método de Bradford (1976); cuyo principio es la unidn de las proteinas con un
colorante, el azul brillante de coomassie G 250. La sensibilidad de esta técnica es de 0.1 pg/ml

8.2.1.4 Estandarizacién de la técnica de pH-Stat. (ver anexo 1%)

1).- Sc determiné el grado de hidrdlisis propio de la caseina en las condiciones de prueba que
fueron, 8 mg/ml de proteina ajustados a pH 8 e¢n agua destilada a 25%C con agitacion constante,

durante 1800 segundos (es decir la hidralisis que podria presentar la proteina sin la adicidn de
extragto).

2).- Se realizaron pruebas para determinar la cantidad de enzima que se tenia que adicionase a la
muestra tomando 1800 segundos como tiempo de reaccion, las pruebas fueron las siguientes.

Caseina 4l 0.08% + 1 ml de extracto.
Caseina al 0.08% + 2 ml de extracto.
Caseina al 0.08% + 3 ml d¢ extracto.
Caseina al 0.08% + 4 ml de extracta.

3)-- Se determino el tiempo dptimo de reaccidn es decir el momento en que ya no hay una
respuesta lineal y la curva se comienza a volver asintdtica.
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Una vez estandarizada la técnica, se empezd a determinar el grado de hidrélisis de las
harinas de pescado y de las dietas elaboradas con ¢stas harinas, utilizando tres replicados como
minimo para cada analisis (Tabla.-4) de la siguiente manera :

Las harinas y dietas fueron molidas en un molino Cyclotec a 35 mallas y homogeneizadas
en agua destilada con un ultratriturador (Substrato). La cantidad de proteina cruda del substrato,
fue ajustada a 8 mg/ml y 10 g de la suspensién de substrato s¢ colocaron dentro del recipiente de
hidrélisis el pH fue ajustado a 8 con NaOH al 0.1M. La reaccién fue iniciada con la adicidn de 2
ml de el homogeneizado enzimético (con una actividad proteolitica de 6.21 wmg de proteina). El
pH fue mantenido en 8 y se midié la cantidad de NaOH 0.1N utilizado para mantener dicho pH
durante 30 min a 25'C. (a diferencia de 1 hora como mencionan Ezquerra et al., 1997).

El grado de hudrolisis de la proteina fue expresado como ¢l aumero de enlaces peptidicos
hidrolizados en % de el total de enlaces peptidicas presentes en la muestra determinado con la
siguiente formula. (Dimes and Haard, 1994; Anonymous, 1978):

DH% = [(B* No*15/ M *(5%/100)) /8] * 100

Donde : B = ml de NaOH 0.1N utilizados para mantener ¢l pH en 8, Nb = Normalidad del
NaOH, 1.5 es un factor tomado como factor de calibracidén cuando el pH es de 8 y 1a temperatura
es de 25°C (Anonymous, 1978), M = masa en gramos de la mezcla de reaccién, S =
concentracion de proteina en la mezcla de reaccién (%) y B es el contenido total de enlaces
peptidicos (meqg/g) para la proteina de trigo o caseina (Adler- Nissen, 1986). Este ultimo valor
fue adoptado tanto para dictas como para harinas de pescado, aunque el valor actual para el
musculo de pescado es de 7.3 meq/g (Anonymous, 1978).

Como una modificacidn adicional el grado de auto hidrolisis de las muestras fue
determinado mediantc la incubacién de estas en las mismas condiciones de prueba, sin la adicion

del homogeneizado enzimatico. Esto nos permitio esiimar el grado de hidrolisis corregidos por la
adicion del extracto:

DHY% corr. = [((B-B")*Nb*1.5/M*(§%/100))/8]*100

Donde B’ son los ml de NaOH 0.1N utilizados para mantener ¢l pH en 8.0 durante 30 min
25°C.
8.2.2 Método de determinacidn de la digestibilidad in vitra con pepsina diluida
(A.O.A.C., Torry modificado)
La digestibilidad con pepsina de las muestras fue detenminada por el método de la

estacidn de investigacion Torry utilizando una solucidén de pepsina al 0.0002% (Sigma P-7000,
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actividad 1:10 0000) como lo describe Olley y Pirie (1966) y Olsen (1969) (ver anexo 1b), con
pequeiias modilicaciones (las muestras fueron molidas en un molino Cyclotec a 35 mallas en
lugar de malla 30; papel filtro Watman #2 fue utilizado en lugar de Schisider and Schull 589°
180 mma y el método Kjeldahl fue [levado a cabe en un sistemu kjeltec Tecator).

En el casa de las harinas, ademis de determinar la digestibilidad con pepsina corregida
por el acido (Formula A), la digestibilidad de la proteina también fue calculada por ¢l metodo
oficial tomando en cuenta el total de la proteina contenida ¢n la muestra (Formula B):

Formula A:

Nitrégeno residual insoluble en dcido — N. Res. Insol. en solucidu con pepsina
% dig corregida por el 4cidu = 2 ¢ 100
N. Res. Insol. en dcido

Formula B:

N total en la muestra — N. Residual insoluble en solucién con pepsina
% digestibilidad (no corregida) = * 100

N. total en la muestra

8.2.3 Método de determinacion de la digestibilidad éz vifro con tripsina bovina
(tipo A.O.A.C., Torry modificado)

La digestibilidad proteica de las harinas de pescada experimentales fue determinada
utilizando como enzima, tripsina bovina y el modelo del A.O.A.C. modificado por ¢l laboratorio
de Torry descnto anteriormente (Olsen, 1969. anexo 1). Este método fue adaptado para la
utilizacion de la tripsina bovina de la siguiente manera:

8.2.3.1 Determinacion de la concentracién enzimatica;

1.- La actividad proteolitica total de la pepsina al 0.0002% y la tripsina bovina al 0.1% fue
determunada utilizando €l método descrito por Clark ef. al. (1986). Pero en lugar de la caseina se
utilizo como sustrato 1% de proteina provenicnte de la harina de pescado Tepual. El contenido
de proteina de la muestra fue determinado utilizando el método de Bradford (1976), para poder
calcular la actividad especifica (por g de proteina) de cada enzima. (Tablea 3).

Tabla 5.-Actividades proteoliticas comparadas de la pepsina porcina y la tripsina bovina

Aclividad Pepsina 0.0002%)| Tripsina bovina 0.1%
ug de tirosina/min/g 378.05 8169
Prot
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2.- Se llevo a cabo una hidrélisis donde la tripsina bovina a 0.05% fue utilizada como enzima (ya
que a esta concentracion se obtiene la misma actividad proteolitica especifica que con la pepsina
porcina al 0.0002%), y harina de pescado Tepual (1 g en 150ml de buffer tris SOmM a pH=8)
como substrato. La reaccion fue momitoreacda por 8 horas.

3.- Vtlizando tripsing bovina al 0.05% la reaccidn es muy rdpida por lo que fue necesario diluir
la enzima 1/10Q para obtener una concentracion final de 0.0005%.

8.2.3.2 Condiciones de Digestion ( Ver diagrama en Anexo 2).

1.- Se pesaron 3.3 g de harina de pescado Tepual (B-9274) molida a 35 mallas (Cyclotec 1093
Sample mill) + 500 ml de enzima preparada recientemente (tripsina bovina a 0.0005% en buffer
tnns S0nM, pH=8) en un matraz Erlenmeyer la muestra fiie homogeneizada con un Vortex y
llevado a pH 8 cuando fuera necesaria.

2.- La muestra fue incuDescompuestaa en agitacion constante a 37°C por diferentes periodos de
tiempo:
107, 207, 30°, 40°, 50°, 60°, 2, 4, 8 y 16 horas.

3.- La reaccion fue detenida de la siguiente manerx;
a) 1 ml de la muestra fue tormado a cada periodo de tiempo y 2 ml de TCA al 5§ % fueron
adicionados.
b) 50 ml de muestra fucron tomados ala 1, 2, 4, 8 y 16 horas, y puestos sobre hiclo para ser
filtrados inmediatamente en papel filtro Watman #2.

Nota: Se llevo a cabo la preparacion de un blanco de muestra, ¢l cual se realizé de la misma
manera pero sin la adicion de enzima.

8.2.3.3 Determinacion de los productos de reaccidém o del sustrato residual (control
de la hudrdlisis)

El método oficial (A.O.A.C.) mide el nitrégeno Kjeldhal retenido en el filtro (i.e. proteina
insoluble residual en el buffer), pero este método es muy laborioso y se dificulta al llevar a cabo
un gran numero de ensayos, necesarios para estandarizar un nuevo método. Por ello se decidio
comgo alternativa medir la proteina que quedo soluble después del filtrado (i.e. productos de la

reacciéon enzimitica) mediante espectrofotometria a 280nm (Spectrophotometer BECKMAN.
DU 650) (Schleif and Wensink, 1981).

En el experimento llcvado a cabo con la harina de pescado Tepual en las condiciones
indi¢adas antenomente (8.2.3.2), se determinardn:

- D.0. a 280um En las muestras de 1| ml + 2 ml de TCA ( ver 8.2.3.2.-3.a), después de
centrifigar a 3500rpm por 10 min

- Nitrogeno Kjeldhal retenido. En las muestras de 50 ml, (ver 8.2.3.2.-3.b) después de
filtrar en papel Watman#2.
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8.2.3.4 Determunacivon_de la digestibilidad in vitro par iferentes
pescado

1.- Utilizando el valor obtenida de nitrogeno Kjeldhal a partir de las muestras de 50 ml, la
digestibilidad fue calculada con respecto a la proteina insoluble en el buffer (Proteina residual en
buffer) (Férmula A). Ademas la digestibilidad proteica fue también calculada via ¢l método
oficial tomando el total de proteina presente (Formula B).

Formula A:
%% digestibilidad Proteina Residual en buffer — Proteina Residual insoluble en tripsina bovina
O —
Proteina Residual en bufler
Formula B:

o divestibilidad ProteinaTotal en la muestra - Proteina residual insoluble en tripsina bovina
(1] ==
§ Proteina Total en la muestra

2.- Utilizando los valores de proteina soluble obtenidos de las muestras de 1ml, la formula A es
equivalente a la siguiente:

Formula C:
% digestibilidad Proteina Soluble en solucidn de tripsina bovina — Proteina Soluble en buffer
a = e e e
Protcina Total - Proteina Soluble en buffer

8.2.3.5 Determinacion del tiempo de incubacién.

Para evaluar la duracion optima para la hidrolisis de las harinas de pescado de alta
digestibilidad asf como las de baja digestibilidad se llevo a cabo un experimento con 3 harinas de
pescado: Tepual, 539 ( alta digestibilidad) y 163 (baja digestibilidad) midiende la D.O. a 60 min,
90 min, 2, 4, 6, 8, y 16 Horas, en muestras de 1 ml como sc describe en b.3a.

8.2.4 Método de determinacion de la digestibilidad irn vitro con enmzimas de
camarén (tipo A.O.A.C., Torry modificado)

La digestibilidad protcica de las harinas de poscado cxperimentales fue determinada
utilizando como enzima, un homogeneizado enzimatico de camuron (el mismo ue se utilizd en
el metodo de medicidn de la tasa inicial de Hidrdlisis) y el modelo del A.O.A.C. modificado por
el laboratorio de Torry descrito anteriormente (Olsen, 1969. anexo 1). Este método fue adaptado
para la utilizacion de un homogeneizado enzimaticg de ¢camaron de la siguiente manera:

8.2.4.1 Determinacion de la concentracion enzimatica:

Lu wtvidad proteolitica total de la pepsina al 0.0002% (31595 U) y del homogeneizado
cnzimatico (247.42 U) fue determinada utilizando ¢l meétodo descrito por Clark et. af (1986).
pero en lugar de la cuseina se utilizo como sustratc 1% de proleina proveniente de la harina de
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pescado Tepual (debido a que la cascina no se disuelve en pH 4cido y la pepsina no actiia en pH
bésico). El contenido de proteina de la muestra fue determinado utilizande el método de
Bradford (1976), para poder calcular la actividad especifica (por g de proteina) de cada enzima.

Debido a que la actividad proteolitica de la pepsina €8 mucho mayor que la del
homogeneizado de extracto de camardn se decidid probar con otros sustratos come hemoglobina
(8713.3U para pepsina vs. 3428.3U para ¢l homogeneizado) e incluso caseina (1986.1U para
pepsina vs. 1484.1U para el homogeneizado) aunque con esta tiltima se suponia que la actividad
de la pepsina seria menor por la accion del pH basico. En todos los casos la actividad proteolitica
total de la pepsina fue mayor que la del homogeneizado, por esta razdn se decidid tomar como
carmtidad de enzima lo mismo yue con ¢l modelo de pH-Stat 0.8375 ml de homogencizado ¢en
50ml de sustrato (Ver mat. y met. 8.2.1)

8.2.4.2 Condiciones de Digestion ( Ver diagrama en Anexo 3).

La digestibilidad de las harinas y dietas fue determinada, utilizando 2 replicados por cada
muestra.

1.- Las muestras fueron molidas muy finamente con un molino Cyclotec, y pasadas a través de
tamiz de malla 35 (en lugar de malla 30) y u diferencia del método oficial en donde se utiliza
l1g de harina en 150 ml de acido independientemente del contenido d¢ proteina, se utilizd para
todas las muestras (dietas y harinas), la misma concentracidn proteica 6.25mg/ml Para ello,
una cantidad apropiada de cada harina o dieta fue homogeneizada con 50 ml de buffer tris
50mM, CaCl; 20 mM, pH 8 ep un ultra-homogenizador.

2.- Las suspensiones de las mucstras se llevaron a los vasos de reaccion para lg hidrélisis y el pH

se ajusto a 8 con NaOH 0.1M y se mezclaron ¢on 0.84 ml de extracto enzimitco crudo
(actividad proteolitica de 1.48 U/mg de proteina).

3.« La muestra fue incuDescompuestaa con agitacién constante a 30°C (ya que es la misma
temperatura a la que se llevo a cabo el hicensayo de digestibilidad in vivo) por 6 y 24 horas
para las harinas de¢ pescado y 6 horas para las dietas, Al final del periodo de incubacidn, las
muestras fueron filtradas en un papel Watman #2 (en lugar de Schicider and Schull 589° 180

mma) y la proteina residual fue determinada con ¢l méwodo Kjeldhal en un sistema kjeltec
Tecator.

En el caso de las harinas de pescado (a 24 horas de hidrflisis), adicionalmente la protelna
solublc fuc evaluada a varios periodos de tiempo (10, 2@, 30, 40, 50, 60 min, 2, 4, 6, y 24h), con
la finalidad de realizar las curvas de tdrolisis y asi detenminar el tiempo dptimo de digestion.
Esto sc realizd tomando muestras de 1 ml de los vasos de digestién; 2 ml de TCA al §% fueron
adicionados y la mezcla se llevo a 2°C por 30 min Las muestras fusrvn centrifugadas a 3500 rpro
por 10 min y se determino la absorbancia del sobrenadante a 280 nm En ¢l caso de las dietas, ¢l
mismo experimento fue realizado pero tomando solo 3 diferentes dietas: D17 con HP Tepual, D6
con harina 539 ( alta digestibilidad) y D1 con harina 163 (baja digestibilidad).
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As{ mismo para 3 diferentes harinas de pescado (163, 539, y Tepual), se determino la
digestibilidad a 1, 2, 4 y 6 horas con la formula A.

8.2.4.3 Determinacion de la digestibilidad i# vitro para las diferentes hanoas de
pescado

La digestibilidad de la proteina fue entonces calculada mediante la formula del método
oficial (A.O.A.C,, 1990) tomando el total de proteina presente (Formula A)

Formula A:

% digestibilidad = Total de N en la muestra — N residual insoluble en homogeneizada * 100
Total de N en la muestra

Por otro lade, se determind la digestibilidad comregida de las harinas de pescado (Formula
B). medianie la utilizacion de un tercer replicado ¢n el que no se adiciono enzima (para
determinar ¢n nitrogeno residual insoluble).

Formula B:

% dig corregida = N residual insoluble en buffer — N res. Insol en homogenizado * 100
N Res. [nsol. en bufier

8.24.4 Analisis estadistico

Los resultudos obtenidos para los diferentes métodos de determinacion de digestibilidad
proteica in yvitro para las dietas y haninas, se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de
varianza de una sola via seguido por una comparacién multiple de medias por el método de
Duncuan a una probabilidud de 0.05 (SPSS sofiware), para determinar si existian diferencias entre
ellas.

Los resultados del estudio de digestibilidad proteica in vive en camaron fueron
correlacionados con los valores in vitro y analizados estadisticamente para determinar sus
coeficientes de correlacion. En los casgs donde el coeficiente de correlacion presenté una

probabilidad inferior a 0.05 se llevo a cabo la determinacién de la ecuacién de prediccion
mediante un analisis de regresidn lineal.

8.2.5 Determinacidn de digestibilidad in vizro en otros ingredientes.

Con la finalidad de determinar si el método de determinacion de la digestibilidad in virra
con enzimas de camaron (A0 A.C., Torry modificado) es eficiente para distinguir entre la
digestibilidad de diferentcs ingredientes, que son cominmente utilizados en dictas para camardn,
en la Facultad de Ciencias Biologicas, se evalud la digestibilidad in vivo en L.vannamei y en
L.stilyrostris de diferentes fuentes proteicas, asi como de dietas preparadas con éstas mediante un
bioensayo realizado por la Biol. Ameérica §. Miller (2000); utilizando como ingredientes: Gluten
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de trige, Harina de trigo, Pasta de soya, Harina de pluma, Harina de Camarén, Harina de
Calamar y 2 diferentes harinas de pescado llamadas A y B. Los resultados encontrados por A.
Miller se encuentran en la Tabla -6

Tabla 6.~ Digestibilidad in vive de diferentes ingredientes (DAPI) y dietas (DPD).

'lngrodlonte L.stilyrostris .L.vannameg !
%0APL %DAPI
Gluten trigo 946 90
H. Trigo 712
Pasta de soya 90.7 84
H. Pluma 66.9 45
H. Camardn 829 61
H. Calamar 89.1 29
Pescado A 81.8 76
Pescado B 79.6 107
Digta %O0PD %0PD
Gluten trigo 93.6 90
M. Trigo 80 85
Pasta de soya 91.9 88
H. Pluma 81.1 7
H. Camardn 899 82
. Calamar 91.5 33
Eescado A 884 &6
escado B 87.5 g8

La digestibilidad proteica in vitro tanto para las hannas como para las dietas, fue
determinada con la técnica antes mencionada a 24 horas de hidrolisis, utilizando 2 replicados por
cada muestra.

Adicionalmente, se determind la digestibilidad in vitro con la misma técmica pero
utilizando un homogeneizado de L. Stélyrostris, para lo cual, se obtuvieron hepatopéincreas de
esta especie los cuales fueron proporcionados por el programa Maricultura de la F.CB. y
provenian de un bicensayo realizado para la empresa Malta Clayton, dichos organismos
presentaban tallas diferentes (chicos, medianos y grandes ~ Sg). Los hepatopincreas fueron
liofilizados y molidos para obtener aproximadamente 3g de hepatopancreas seco molido.

Posteriormente se preparo ¢l extracto enzimatico del mismo modo que €l elaborado para
L. vannamei (ver mat y met- 8.2.1) y se determind de la actividad enzimatica proteolitica total y
especifica {Kunitz, 1946; modificado por Clark er al, 1986), la actividad tripsica (Edanger et ai

1961) y la determinacién de proteinas totales por ¢l método de Bradford (1976). Esto para
determinar la cantidad de homogeneizado requerido para realizar las determinaciones.
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En la seccidon de material y método 8.2.4.1, mencionamos que se utiliza 0.8375 ml de
homogeneizado de L, vannanei en 50 ml de sustrato, dicho homogeneizado posee una actividad
de 1484.1u. El homogeneizada de L stylirostris presenta una actividad de 1462.5 u por lo tanto
s¢ utilizo 0.8499 al en 50 ml de sustrato.

9 RESULTADOS Y DISCUSIQN Frpmmmmen

9.1 Anilisis Proximal de las harinas de pescado
El andlisis proximal de las harinas de pescado en base himeda se presenta en la tabla 7.

El contenido de proteina y ceniza presentd un rango de 63.6 a 74.8% y 10.2 a 19.63%
respectivamente encontrandose una correlacidn negativa significativa (r=-0.90) entre el
contenido de proteina y de ceniza de las harinas de pescado (HP) experimentales. Para fines de
4ndlisis ¢ interpretacion de resultados, se definieron tres grupos de HP considerando su contenido
de proteina y ceniza en base hiameda:

o Grupo I Seis HP con un alto contenido de proteina >72% y un muy bajo contenido de
ceniza <12% (F815 arenque, 539 arenque, 163 arenque, F813 capelin, 2204 tobis, TAF-1
anguila de arena) y CPSP.

e Grupo Il. Siete HP con 70-65% de protcina y 12-15% de ceniza (11858 desperdicios de
arenque, 1986, Fresca anchoveta, 143 1 mackerel, 2002, Moderada anchoveta y Descompuesta
anchoveta).

e Grupo III. Dos HP pobres en proteina < 64.5%, y ricas ¢n ceniza >18% (3664 desperdicios
de pescado blunco y A3481 menhaden).

La composicién quimica de las harinas de pescado ha sido utilizada en la produccion de
alimentos para acuacultura, ya que, aunque los analisis quimicos tienen una sensibilidad
limitada, ayudan a indicar la calidad general de un ingrediente (Ezquerra e al. 1997). Por
ejemplo el alto conterudo de ceniza en las hannas puede ser debido a que se trate del
pracesamiento de desperdicios (desperdicios de pescado blanco) o a que se trate de especies con
alto conterido de huesos (menhaden, anchoveta y mackerel tienen mayor proporcién de hueso

que el arenque); también un bajo contenido de humedad puede ser un indicador de
sobrecalentamiento.

El sobrecalentamiento durante el secado puede causar rcacciones entre ciertos
aminodcidos, reduciendo la digestibilidad de la proteina por ejemplo, la lisina se¢ puede ver
envuelta en la reaccidén de Maillard y se afecta el indice de cisteina:cistina. Estos cambios pueden
reducwr 1a utilizacion de la proteina por los anumales (Anderson et af., 1993).

Lan y Pan (1993) indican que el desdoblamiento de la proteina durante el calentumiento
provoca la aparicion de aminoacidos aromaticos, los cuales se encuentran enclavados en el
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interior de la molécula favoreciendo la interaccidn hidrofébica intermolecular, 1o que da como

resultado una disminucion de la digestibilidad proporcional al nimere de aminvécidos
aromaticas.

Tabla 7.- Andlisis proximal de los ingredientes a probar (base himeda).

Tipo de pescado| No.ident. [ Proteina |Lipidos| Ceniza | Proteina | Proteina |Grado de]Humedad

Dicta cruda insoluble| soluble |hidrélisis
(ingredients) sin
T %% %R %™ lenzima “
%*t*

Arenque 12 (F815) | 74.80 | 8.65 | 10,87 | 49.31 | 25.48 1.44 9.34
Arenque 6(539/93) | 7420 | 886 | 10.2 | 5589 | 18.31 1.46 8.49
Arenque 1(163/94) | 74.00 | 996 [10.31 | 5696 | 17.03 | 3.83 3.55

Lenguado CPSP 7350 | 184 | 591 | 973 | 63.77 | 006 44
Capelan 10 (F813) 7300 | 66 |11.45| 31.04 | 4196 | 298 7.28
Lazones 7 (2204) 7210 | 903 | 11.56 | 4391 | 28.18 141 9

Lazones 11 (TAF-1) | 72.10 | 936 | 10.17 | 47.76 | 24.33 3.23 943
Desechos de 5(11858) 7040 | 11.6 | 1231 | 4438 | 2602 | 4.5 10.34
Arenque

8 (1986) 70.10 | 8.03 | 14.03 | 48.04 | 22,06 | 2.34 7.46
Anchoveta | ISFRESCA) | 696 | 796 | 1426 | 4905 | 2054 | 4.13 9.39
Macarela 13 (1431) 69.20 | 10.66 | 13.05 | 40.24 | 28.95 3.00 g891
4 (2002) 68343 | 802 |14.79] 46,04 | 2239 1.45 7.66

Anchoveta 16 67.70 | 7.58 (1452 | 4347 | 2423 | 4.06 10.99
(MODERAD
A)
Anchoveta 14 65.80 | 8.75 [ 14.77 | 4458 | 21.22 | 2.97 11.01
(DESCOMPU
ESTA)
Desechos de 3 (3664) 6420 | 8.3 |18.04| 3593 | 28.27 3.70 10.72
pescsado
plano
Menhaden 9 (A3481) | 63.60 [ 10.07 | 19.63 | 42.85 | 20.75 | 4.26 9.58
Jurel 17 (Tepual) | 7213 | 7.75 [ 139 | 45.75 | 26.38 | 3.64 8.1

¥ Los valores de proteina son dc [FOMA, excepto para las harinas #1986 #2002 y Tcpual, para las cuales se
calcularon por regresion a partir del analisis realizada por FCB/UANL, por medio de una ecuacién de regresion
establecida eatre los valores de IFOMA y los analizados en la FCH/UANL para las otras harinas. Todos los otras
datos son de anilisis realizados en la FCB/UANL.

*+ L3 proteina insoluble fue analizada segin Olsen (1969) como el residuo retenido por filtrecién despues de 16 b
de incubacion en una solucion acida (ver material y métodos). La proteina soluble se calculo por diferencia entre
la proteina cruda ¢ insoluble.

»»» E| grado de ludrolisis sin enzima se determino a pH 8 (ver método pH-Stat).
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Por otro lado las variaciones en el contenido de ceniza deben ser consideradas como un
factor importante ya que como lo mencionan Smith er al, (1985) las cenizas y la humedad
condicionan el grado de digestibilidad de los alimentos, asimismo Lan y Pan (1993), argumentan
que las cemzas actian como activadores de proteasas. Por su parte Hajen ef af. (1993b) indican
que existc una relacidn inversa entre el contenido de cenizas y la digestibilidad.

La humedad fue de 5.6 a 11.0%; la harina de arenque 163 fue la HP con el mas bajo
conternudo de humedad (5.55%), reflejando un excesivo proceso de secado o sobrecalentamiento,
Por otro lado 4 harinas fueron especialmente altas en humedad: >10% (11858 desperdicios de
arenque, Moderada anchoveta, 3664 desperdicios de pescado blanco, y Descompuesta
anchoveta).

El contenido de lipidos varié entre 6.6 y 11.6; HP A3481 menhaden, 1431 mackerel y
11858 desperdicios de arenque fueron particularmente ricas en lipidos (> 10%).

El CPSP presenté un alto contenido de proteina (73.5%), el més alto contenido de lipidas
(18.4%) y el mas bajo de ceniza (5.9%) y humedad (4.4%) en comparacidon con todas las
muestras de HP. Esta composicion corresponde a una variedad de CPSP llamada Special G, en la
cual durante el procesamiento de elaboracion, se eliminan los huesos antes de hidrolizar la
proteing y ademas no es desgrasada .

El contenido de proteina soluble en 4cido en la harina de pescado determinado bajo
condiciones de acido débil (150 ml de HCI 0.075 N para 1g de harina, ver apéndice 1), fue muy
variable, tres grandes grupog de harinas de pescado pueden ser visualizados: uno com un
contenido de proteina soluble de 17 a 22.4% (n=7 HP), con las harinas noruegas de arenque
539/93 y 163/94 presentando los valores mas bajos de proteina soluble (17 y 18.3%
respectivamente), lo que refleja estas dos harinas fueron hechas principalmente de torta de prensa
sin solubles concentrados adicionados. Un segundo grupo con proteina soluble de 24 2 a 29%
(n=7) y un tercer grupo con solo una HP (F813) con 42%. El CPSP, como se ¢speraba, tiene mas

de la mitad de la proteina soluble en dcido (63.77%) ya que es una proteina que fue previamente
hidralizada.

Un contenido de proteina soluble alto en las harinas nos puede indicar que se trata de
harinas enteras (con solubles concentrados adicionados), o de harinas elaboradas con materia
prima en descomposicion, lo cual trae consigo la presencia de péptidos, aminodcidos libres y
amonio lo que disminuye el valor nutricional del producto final (Abdo, 1994). La sintesis 0ptima
de proteina requiere que los aminodcidos necesarios estén simultineamente disponibles en el
lugar de la sintesis proteica y al estar los aminodcidos libres la tasa de absorcion es diferente a
los que estin ligados a proteinas y por lo tanto la sintesis no ocurre (Akiyama, et a/. 1991). La
presencia de aminoacidos libres y pequeiios péptidos puede provocar una sobre estimacion de la
digestibilidad.

3l



9.2 Anilisis proximal y lixiviacion de las Dictas.

Las resultados que se presentan en la tabla 8 muestran pequefias diferencias entre las
distintas dietas. El contenido de proteina, ceniza y lipidos de las dietas se relaciona muy bien con
la composicidon de las harinas examinadas. El contenido de proteina de las dietas muestra un
ranga que va de 39.7 a 44.9 con excepcidn de la dicta de referencia que obtuvo un valor de
30.4% debido a la ausencia de harina de pescado experimental en esta dieta, El contenido de
ceniza dc las dietas va de 13.10 2 15.65% y el contenido de lipidos presentd un rango de 7.37 a

10.22% para las dietas con harinas de pescada y el mas alto valor (13.37%) para la dieta con
CPSP.

Tabla 8.- Andlisis proximal de 1as dictas (base hiimeda) y perdida de material
seca después de 1 h. de inmersidn en agua manna (35ppt)

Proteina No.ident. Proteina | Proteina | Lipidos |Fibra|Ceniza| E.IL.N. |Humedad| %
ening (dieta e calculada (analizada Lixiviaci
prueba | ingrediente) % Y% % % % % % én

%
74.80 12 (F815) 43.72 | 4428 | 887 [0.83]13.39]|25.13 | 7.49 16.79
74.20 6 (539/93) 43.54 | 4491 | 894 |1.05|13.10| 25.87 | 6.14 15.37
74.00 1 (163/94) 4348 | 41.58 | 934 |1.00|13.48] 2839 ( 6.15 13.42
73.50 2 (CPSP) 4333 | 41.85 | 13.37 |0.79]13.24] 23.02 ) 7.74 25.70
73.00 10 (F313) 43.18 | 4408 | 8.30 (099(13.39| 2498 | 8.26 25.02
72.10 7 (2204) 4291 | 4252 | 1022 |1.10| 14.09| 25.67 | 6.41 22,12
72.10 11 (TAF-1) 4291 | 41.60 | 8.66 [1.09(13.49| 28.40 | 6.78 18.58
70.40 5(11858) 4240 | 4159 | 962 | — | 1405|2781 | 694 13.57
70.10 8 (1986) 4231 | 4093 | 886 10.91|14.52| 2828 , 6.50 22.61
09.0 15 (Fresca) 42,16 | 4094 | 800 |033[14,12] 2858 [ 7.54 22.04
69.20 13 (1431) 4204 | 42,05 | 9.52 [1.05/1340| 25119 | 8.78 15.55
68.43 4 (2002) 4131 | 4049 | 908 (083 14,12 | 2840 | 7.03 16.90
67.70 | 16 (Moderada) | 41.59 | 39.69 | 8.17 [0.86|14.40| 2829 | 8§60 20.27
65.80 14 41.02 42.3 741 |1.00(1437] 2666 | 826 18.79

(Descompuesta)

64.20 3 (3664) 40.54 | 4037 | 8.47 |096,1547| 28.11 | 6.62 14.72

63.60 9 (A3481) 4036 | 3994 | B3.69 |1.04]15.65| 28.11 | 6.58 13.48

17 (Basal dieta)| 304 30.4 737 [1.20(1431] 39.74 | 6.99 29.04
EL.N..=Extractu libre de Niwrdgemo,

La lixiviacién de las dietas en agua, expresada como el porcentaje de la perdida de
materia seca después de una hora de inmersién en agua marina, fue significativamente diferente
entre las dietas y muestra un rango que va de 13.4 a 29 %, La pérdida mas alta de materia seca
(29 %) fue observada para la dieta basal, probablemente debido a su alto contenido de pasta de
soya, cuyas propiedades mecdnicas desfavorecen la estabilidad del pellet. Debido a que esta dieta
es utilizada en un 70% de inclusion en las dictas experimentales, era de esperarse que su
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lixiviacién fuera también alta, sin embargo la inclusidn de las harinas de pescado mejord la
estabilidad.

No se obtuvo una correlacion significativa entre lixiviacidn y las caracteristicas de las
dietas experimentales o las harinas de pescado, excepto con el contenido de proteina soluble de
las HP (r=0.60). Altas tasas de lixiviacion (>20%) fueron observadas en las dietas ¢laboradas con
la harina F813 (capelin), 1986, 2204 (tobis), FRESCA, MODERADA (anchoveta), y CPSP, las
cuales tenian el contenido mas alta de proteina soluble (Tabla 7). Las tasas de lixiviacion de las
otras dietas expenimentales se encontraron entre 13.4% y 18.5 %.

La lixiviavion también puede ser utilizada como un pardmetro de calidad ya que si ¢!
alimento no es cstable, ocasiona la perdida dec una gran cantidad de nutrientes y por ende una
sobreestimacion de la digestibilidad, ademas se incrementa la posibilidad de contaminacion de
las heces con alimento durante el sifoneo (Lee y Lawrence, 1997), asi mismo una pobre
estabilidad da como resultado una contaminacién elevada del agua.

9.3 Evaluacion de la digestibilidad in vive
9.3.1 Determinacién de la digestibilidad in vive en camarén

El bioensayo in vivo permitié diferenciar la digestibilidad de las HP, ya que los ANOVA
mostraron diferencias significativas (Tabla 9, P < 0.0001).

El rango de digestibilidad de la materia seca de las dietas (DAMSD 84.5-75.7%) fue mas
pequeiio que para las harinas (DAMSHP 84.9-56.0%). La digestibilidad de la proteina también
presentd una rango mas corto para las dietas (DAPD 94.0-84.1=9.9%) que para las HP (DAPHP
98.7-75.8=22.9%), debido probablemente a que ¢n las dietas, el 70% de la digestibilidad es
ocasionado por la inclusién de la dieta de referencia y solo 30% proviene de la inclusiéa de la
harina de pescado, por lo que al analizar solo 1a digestion de las harninas las diferencias se
vuelven mayores. Ademads, las diferencias de calidad de las harinas se ven disminuidas al ser
agregadas a un alimento terminado, esto siendo ocasionado probablemente por los efectos
asoclativos entre los ingrediente (Brown et al., 1989).

En general, la digestibilidad proteica de la dieta ¢ HP en cammardn fue mas alta que la
digestibilidad de la matcria seca, probando que los otros nutrientes eran menas digestibles que la
proteina (Akiyama, et al, 1993).

La digestibilidad proteica y de la materia seca fue generalmente mas baja para los
ingredientes (HP) que para las dietas, salvo para el CPSP v la harina F813 (ésta con el mas alto
contenido de proteina soluble, después del CPSP), las cuales tuvieron la digestibilidad mas alta
de materia seca o proteina, asi como las dictas correspondientes tenian las mas altas
digestibilidades (# 2 y 10). La digestibilidad de 1a materia seca de estas dos dietas fue igualada
solo por la dieta base (84.36%), y las tres tuvieron la mas alta lixiviacion. Por lo tanto,
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aparentemente la digestibilidad fue sobreestimada por los nutrientes solubles lixiviados antes de

la digestion.

Tabla 9. Digestibilidad en camardn de las dietas ¢ ingredientes de prueba.

Dietas Ingredientes de prueba

No. DAMSD DAPD Proteina  [d.# DAMSHP DAPHP

ldncnt (%) (%) % (%) (%)

dietas

Promedio DE  Promedio DE Promedio  DE Promedic  DE
12 836lef 088 9181fg 063 | 74.8 F815 81.83de 295 91.02fg 1.20
6 8343e¢f 027 9142elg 036 | 742 539/93 81.28de 090 8822ef 0.68
1 7568a 1.16 84.13a 0.84 74 163/94 5603a 378 7584a 1.63
2 84.53f 1.07 94.00h 044 | 735 CPSP 8493e 347 9874h 0388
10 8433f 1.71 9294gh 105 73 F813 8427¢ 564 9598h 207
7 80.0lc 071 86.99b 099 | 721 2204 69.80b 237 7982b 193
11 83.50ef 0.39 90.70def 0.74 | 72.1 TAF 8147de 131 87.47def 143
S 8073c¢d 122 9032def 0.38 | 704 L1858 7207bc  4.13  86.46 cde 0.75
8 8034¢  0.57 8724bc 081 | 70.1 1986 7105b 188 8121b 1.60
15 82.03cde 1.24 8902c¢d 169 | 69.6 Fresca 76.53bcd 4.17 85.55c¢de 3.37
13 82.65def 132 9096def 1.20 | 69.2 1431 78.64cde 440 9220g 243
4 B0.30c 194 8756bc L79 | 684 2002 7092b 642 82.61bc 3.60
16 80.77¢d 206 8895¢cd 1.77 | 67.7 Moderad 72.16bc 7.02  86.49 cde 3.60
a
14 8$1.72cde 0389 90.52def 129 | 658 Descomp 75.37bcd 301  8396efg 2.65
uesta
3 77.86b  1.08 8949de 097 | 64.2 3664 62.30a 367 83.71bcd 1.99
9 82.92ef 032 8997def 084 | 63.6 A3481 7951de 1.08 85.27cde 1.73
17 8436f 031 Ylolfg 029
Max 84.5 94.0 849 98.7
Min 75.7 84.1 36.0 75.8
Rango 3.8 99 289 229
Prob. ANOVA P<0.0001 P<0,0001 P<(.000 P<0.0001

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas con niesgo < 0.05
DE = Desviacidn estandar, n=3 .

La importancia de esta nociéon puede ser evaluada mediante la aplicacidon de una
correccion por la lixiviacion de los resultados de digestibilidad de la materia seca (Tabla 10):
CPSP y F813 son enviados a cuarto lugar en términos de¢ DAMSHP, debajo de las harinas de
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pescado 539/93, F815 y TAF-1. Esta correccion llevo a una disminuciém de DAMSHP para las
hannas de pescado ricas en proteina soluble, pero un pequefio inctemento de DAMSHP se
observo para todas las otras harinas, esto se explica tomando en cuenta la reduccidn de la matena
seca ingerida en las dietas lixiviadas cuando se calcula la digestibilidad de la matenia seca de la
dieta (ver la modificacion de la formula en Mat y Método (8.1.2.3).

Tabla 10. Digestibilidad aparente de la matera seca en dietas (DAMSD) e ingredientes prueba
(DAMSHP), corregida por las perdidas de nutrientes en agua antes de la ingestion (LIXCOR).

No.id. Proteina DAMSD DAMSD Diferencia DAMSHP DAMSHP Diferencia

HP % B.H. LIXCOR LIXCOR
F815 74.80 80.30 83.601 -3.31 85.82 81.33 3.98
339193 74.20 80.43 83.43 -3.01 86.19 81.28 492
163/94 74.00 71.91 75.68 =3.77 58.22 56.03 2.18
CPsSp 73.50 79.18 84.5] -5.35 81.93 84.93 -3.00
F813 73.00 79.10 84.33 -5.23 81.75 84.27 -2.52
2204 72.10 74.33 80.01 -5.63 05.82 09.80 -3.98
TAF-1 72.10 79.73 83.50 -3.77 83,93 81.47 2.46
11858 70.40 77.70 80.73 -3.03 77.09 72.07 5.02
1986 70.10 74.59 80.34 -5.75 66.82 71.05 -4.23
Fresca 69.6 76.95 §2.03 -5.08 74.56 76.53 -1.97
1431 69.20 79.45 82.65 -3.19 82.97 78.64 433
2002 68.43 76.30 80.30 -4.01 72.46 70.92 1.54
Moderada  67.70 75.88 80.77 -4.89 70.90 72.16 -1.26
Descompues 65.80 77.49 81.72 -4.23 76.35 78.37 0.98
ta
3664 64.20 74.04 77.86 -1.82 64.66 62.30 2.35
A3481 63.60 79.04 82.92 -3.87 8161 79.51 2.10
Dieta referencia 77.96 84.36 -6.40

BH= base bumeda

La digestibilidad dc 1a materia seca de la dieta generalmente disminuye, espccialmente
para las dielas con alta lixiviacion. Este fue el caso para la dista de base, que perdid 29% de su
materia seca después de | hora ¢tl agua marina. Entonces la digestibilidad de los ingredientes es
calculada substrayendo la fraccién de la materia seca digestible de la dietz de base
(aproximadamente 70% de la dieta de la prueba), del total de materia seca digestible en la dieta
experimental, esta diferencia se incrementa si la dieta expsrimental es menos propensa a la
lixiviacion que la dicta de base, asi como disminuye por consecuencia la digestibihdad. Esto
iltima ocurrié en las dietas experimentales que incluyen harinas con contenidos de proteina
soluble mas bajas de lo normal. En contraste cuando las harinas de pescado fueron ricas en
proteina soluble, la digestibilidad de 1a matcria seca corregida de la dieta experimental decrece a
la misma tasa que en la dieta de base, y la diferencia entre ¢l 100% de la matena seca digestible
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de la dieta experimental y el 70% de 1a materia seca digestible de la dieta de base generalmente
disminuye. Asi la DAPHP corregida para las harinas sujetas a lixiviacion disminuyo, mientras la
DAPHP carregida para las harinas de pescado apenas solubles se incrementd.

Se observa que la harina de anchovela 163/94 (de baja digestibilidad) y la 539/93 (de alta

digestibilidad) fueron ambas favorecidas por la carreccion por lixiviacion, debido 2 la baja tasa
de lixiviacion de sus respectivas dietas experimentales.

Se encontrd que la frescura de la materia prima afecta ligeramente su digestibilidad en
camarén. La harina de pescado hecha con pescado descompuesto (anchoveta
DESCOMPUESTA, en dieta 14) mostrd un incremento en la digestibilidad, pero sin
significancia estadistica. Esto puede ser atribuido a su alto grado de hidrélisis (lo cual es también
cierto para el CPSP), ya que ¢l camardn puede absorber componentes pre-hidrolizados mas
rapidamcnte, pero esto puede ser también atribuido a una alta tasa de lixiviacion, debido a una
alta solubilidad de la proteina hidrolizada, tal como s¢ ha demostrado antenormente. Los
resultados sugieren que una harina de pescado que provoca una reduccion en el crecimiento del
camaron, como la de “anchoveta DESCOMPUESTA” (Ricque et al,, 1998) puede tener una
buena digestibilidad. Por ello la digestibilidad no debe ser el Unico criterio de calidad a
considerar al momento de seleccionar una harina de pescado para dietas de camardn.

Para todos los pardmetros evaluados, la harina de pescado 163/94 siempre presentd los
valores mas bajos (lo cual puede ser tambien observado en los tratamientos D y E con
salmonidos, ver tabla 3). La gran diferencia entre csta harina y todas las otras radica
probablemente en el excesivo proceso de secado, lo cual sugierc que el carmnardn es muy sensible
al deterioro térmico de las proteinas de pescado. Pike ( 1990 y 1994) menciona que cuando la
temperatura de proceso se eleva por arriba de 80°C, el crecimiento y la digestibilidad proteica en
el salmon del Atlantico se ven afectados negativamente.

9.3.2 Correlacién con la digestibilidad in vivo en otras especies.

Comparando el rango cbtenido para la DAPHP obtenido en camaron (22.9%), y el rango
de DAPHP obteudo para los difercntes bioensayos con salmoénidos (entre 9.4 y 13.2%
dependiendo decl experimento, ver tabla 2), observamos que ¢l rango en camarones fue mas
grande sin embargo, la digestibilidad mas alta observada en camaron (98.7% para el CPSP) no
fue mucho mas alta que la mas alta digestibilidad obtenida en salmdmnidos (97. 9% para el CPSP
en el tratamienlo A), y la digestibilidad mas baja en camaron (75.8% para la HP 163/94) no fue
mucho mas baja que la observada para la HP A3431 y 163/94 en los tratamientos C y D
respectivamente (76.2 y 76.3%).

El rango de la digestibilidad proteica de las HP en mink (11.6%), al igual que en los
salmonidos, fue relativamente estrecho comparado con el obtenido para la DAHP en camardn,
Por lo tanto parece que las postlarvas de camardn (250-550 mg), son ligeramente mas sensibles
que el mink o los salmonidos a las diferencias de calidad de las hatinas de pescado en térruinos
de digestibilidad, y que los extremos alto o bajo de los valares de DAPHP exceden escasamente
la extension de estos coeficientes en salmonidos,
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La cortelacion entre la digestibilidad proteica is vivo en camardn y la de las diferentes
especies de salmonidos (Tabla 11) fue apenas significativa para los tratamientos B, C, D y E (P
de 0.02 a 0.11), y no sigmficativa para el tratamiento A, mientras el coeficiente de correlacion
con mink fue solo de 12=0.04, con una p=0.46.

Tabla 11. — Coeficiente de correlacion (r y r2) de las DAPHP en camarén con mink (n=15),
trucha y salmdén (n=13)

Camaron
r rd P
Mink 0.2075 0.0430 0.4579

Trucha A -0.0247 0.0006 0.9361
Trucha B 0.5079 0.2579 0.0763
Salmén C 0.5740 03295 0.0402
Salmén D 0.6211 0.3857 0.0234
Salmén E 0.4664 0.2175 0.10381
DAPHF= Digestibilidad aparente de proteina en las ingredientes prucba (harinas  de pescado y CPSP).

Los resultados del tratamiento A no deben ser comsiderados, ya que estos no se
cotrelacionan incluso con los otros tratamientos en mink o salménidos. Los resultados de
digestibilidad en mink pueden no ser perfectamente representativos, ya que estos fueron
obtenidos a partir de sub-muestras de grandes lotes de produccion, las cuales eran diferentes de
las utilizadag para los experimentos en salménidos y camardn; sin embargo la DAPHP cn mink
fue significativamente correlacionada con la de los salménidos en el tratamiento B, C,D Y E (r=
0.615 (p=0.033), 0.669 (p=0.017), U.635 (p=0.027) y 0.582 (p=0.047) respectivamente, n~=12).
Por lo que la digestibilidad en mink, no puede ser utilizada como un indicador de la
digestibilidad en camaron.

Las correlaciones con los resultados del tratamiento D para salmon, que fue donde se
obtuvieron las mejores correlaciones, fueron posteriormente examinadas después de aplicar dos
correcciones: excluyendo de la base de¢ datos las harinas de pescado que presentaban bajo
contenido de proteina y alto de ceniza (Figl), y calculando los coeficientes de digestibilidad
corregidos por lixiviacidn (Fig 2), con la finalidad de incrementar la correlacidn.

- Cuando se excluyeron las harinas de pescade # 3664 y A3481, la correlacion entre
DAPHP para camarén y la del tratamiente D de salmén incrementd de r2=0.39 (n=13) a r2=0.45
(n=11) (Fig 1).

- Cuando se aplicd la correccion por la lixiviacion de la materia seca de la dieta en la
DAMSHP para camargn, su correlacion con la digestibilidad proteica en salmén (trut. D)
también mejord de r2=0.67 a r2=0.75 (n=11 excluyendo las harinas de pescado con bajo
contenido de proteina y alto de ceniza) (Fig 2). Se observa ademas que la digestibilidad proteica
en salmdn se correlaciona mejor con la DAMSHP no corregida (r2=0.67) (Fig 2) que con la
DAPHP (r2=0.39) (Figl) para camardn.
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Figura 1.- Correlacion de la digestibilidad en camarén y salmén (trat D),
con o sin HP de baja proteina /alta ceniza.
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Figura 2.- Correlacion de la DAMSHP en camarén con DAPHP en salmon (Trat D) excluyendo
las harinas de baja proteina/alta ceniza, con o sin correccion por lixiviacion.
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Se establecieron los cocficientes de correlacion con las otras evaluaciones realizadas en
trucha, salmon, y mink, aplicando las mismas restricciones y correcciones (tabla 11°): al omitir
las harinas con baja proteina y alta ceniza se obtiene un evidente incremento de los coeficientes
de correlacidon can la DAPHP para salmén. La correccion por lixiviacion nos lleva a una mejora
més amplia de los coeficientes de la correlacién. Sin embargo, la correlacion con mink nunca se
volvio significativa (DAMSHP lixcor en camarén vs digestibilidad proteica en mink, n=10, r2 =
0.28, p=0.12). La cormrelacidén entre digestibilidad proteica en salmémidos y la DAPHP en
camardn no es significativa. En contraste, la correlacién entre la digestibilidad proteica
salmonidos y la DAMSHP para camardn fue significativa cuando las harinas de pescado con baja
proteina fueron omitidas con mejores resultados para salmon. La correccion por lixiviacion no
mejoré mucho la sigruficancia, pero permite un mejor ajuste de la linea de regresion (Fig3).

Tabla 11’. Correlacion de la digestibilidad de la materia seca y proteina en camarén con la
digestibilidad de proteina en mink y salménidos, y modificaciones al aplicar la correccion por
lixiviacion (DAMSHP lixcor}, o al excluir las harinas de pescado con bajo nivel de proteina y

alto contenido de ceniza (n=10).

Trucha B Salmon C Salmén D Salmdén E  Salmon Mink

(%) (%) (%) (%)  promedio (%)
n=12
DAPHP r 0.34 0.50 0.57 0.40 0.49 0.20
¢n camardn q2!/11 0.25 0.39 0.16 0.04
p 0285 0.099 0.051 0.200 0.528
DAMSHP r 027 04 0.57 0.39 0.47 0.35
€N camaron 2 0407 0.19 0.32 0.16 0.12
p 0390 0.157 0.054 0204 0.262
DAMSHP r 0.25 0.48 0.56 0.48 0.51 0.44
lixcor en camardn 2 0.06 0.23 0.32 0.23 0.19
p 0436 0.115 0.056 0.116 0.153
n=10
DAPHP t 0.46 0.60 0.64 0.47 0.57 0.13
en camaron 2 0.21 0.35 0.45 0.22 0.03
p 0179 0.069 0.04% 0.171 0.618
DAMSHP r 0.72 0.76 0.85 0.71 0.78 0.41
en camaron 2 0.51 0.59 0.75 0.50 .17
p 0020 0.010 0.002 0.021 0.245
DAMSHP r 0.64 0.30 0.81 0.76 0.79 0.53
lixcor en camarén r2 041 0.64 0.67 0.53 0.28
p 0.046 0.006 0.004 0.010 .19
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Figura 3.- Correlacién de la DAPHP en trucha, mink y salmén con la DAPHP (IA.PD). DAMSHP
(IADMD) y DAMSHP hmorenemén(nhw)‘ n
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Estos resultados muestran que es posible calcular la digestibilidad de la materia seca de
una HP para camardn (pero no la digestibilidad proteica es lo que nos interesa realmente) una
vez que se determind la digestibilidad de la proteina en salmodn, y viceversa, sismpre y cuando la
harina contenga mas de 65% proteina y menos de 15% ceniza, con las ecuaciones de la regresién
siguientes.

% DAHP en salmén = (.33 * % DAMSHP en camardn + 61
% DAHP en salmén = 0.29 * % DAMSHP lixcor en camarén + 63

Ademaés, se recomienda tener en cuenta la lixiviacién de materia seca de la dieta en agua dc mar
cn la formula para calcular la digestibilidad de la materia seca de una HP en camaron, sobre todo
si esta IIP contiene més de 25% de proteina soluble en acido.

9.4 Determinacion del grado de hidrélisis (DH) utilizando pH-Stat
para camardn,

Debido a que las HP y las dietas desarrollan un DH, nombrado auto hidrélisis, durante la
incubacion de las muestras en agua destilada sin la adicion del extracto enzimaético de camardn,
se calculo un DH corregida (DH corr.) restando el valor de auto hidrélisis al valor de DH final de
cada ingrediente experimental.

Los valores de auto hidrdlisis de las harinus de pescado fueron de 4.55 a 1.42 % entre las
HP y fue muy bajo en ¢l caso del CPSP (0.06%). Los valores de auto hidrdlisis presentan una
correlacién con el contenida de ceniza de las HP (r=0.58), con el contenido de proteina de la HP
(-0.51), y con la proteina soluble en acido (-0.50). Esto quicre decir que las harinas de pescado
con alto contcnido de ceniza, bajo contenido de proteina cruda y baja proteina soluble poscen un
alto grado de auto hidrolisis o baja estabilidad en agua destilada. Esto se debe probablemente a
que las harinas de pescado con paca proteina y alta ceniza, sean elaboradas de subproductos de
pescudo (viseras, huesos, escamas ¥y restos de musculu) y poseen una mayor concentracion de

enzimas propias del pez del cual se obtuvieron, por otro lado la proteina insoluble puede ser
hidrolizada y causar cambio en el pH.

Los resultados del DH de las HP y dietas determinadas en el pH-Stat fuerén
significativarnente diferentes P=0.00001 y son presentades en la Tabla 12. Un amplio rango de
valores fue encontrado para DH corr. en las HP y dietas: de 1362354 yde 10.2 2294 %.

Se observa en la figura 4 como el grado de hidrdlisis aumenta con el tiempo de reaccién y

permite después de 15 min (900 seg) diferenciar harinas de pescado con diferentes caracteristicas
dec proceso.

41



Figura 4,- Cinética del grado de hidrélisis de harinas de anchoveta hechas con materia prima de
diferente frescura (Descompuesta, Moderada, Fresca) y de harina de arenque procesadas a baja

temperatura (539/93) o alta temperatura (163/94).
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Tabla 12.- Resultados del método pH stat con enzimas de camarén. Grado de hidrélisis de las

harinas de pescado y dietas.
Prot No. Iden. Die DHcorr de DH de DHcor de DH de
% ingrediente ta  Dieta Dieta HP HP
Id # % Y % %

748 F815 12 23.72f 0.06 25.16def 006 19.04bc 284 2322b 284
742 53993 6 17.48bed 575 1895b 575 2291ef 096 26.05¢d 096
740 163/94 1 1953cde 099 2336¢de 099 1358a 032 216la 0.82
735 Cpsp 2 29353 048 20351¢s 048 29268 0.56 30.79f 0.56
730 F813 10 [58Q0b 235 18.79b 235 22.69def 0.00 30.09¢f 000
72.1 2204 7 2062cdef 094 22.02bcde 094 1734bc 1.70 24.10bc 1.70
72.1  TAF 11 17.35bc 140 2058bc 140 17.62bc 137 2409% 1.37
704 11858 5§ 20.68def 148 2523 |48 22644del 0.67 2659cd (.66
70.1 1986 8§ 2083ef 225 23.17cde 225 2022cde 243 2592bcd 243
696 Fresca 15 17.26bc 044 2139bcd 044 16360 2.72 23.240 27
69.2 1431 13 10493 0.15 13.20a 0.15 2369f 040 3053f 0.40
684 2002 4 21.1Ldf 052 2256cde 052 1894bc 028 25.15td (.28
67.7 Moderad 16 20.39cdef 0.68 2446def (068 19.74cde 130 28.02de 1.30
a
658 Descomp 14 1762bed 1.01 2060bc 101 19.58cde 045 2654¢cd 045
uesta
642 3664 3 2368f 2.14 2738f¢ 214 3542h 027 39608 0.27
63.6 A3481 9 19.53cde .15 23.79cde 115 1993cde 138 2581 bcd 1.38
72.1 Tepual 17 11.54a (47 15183 047 17.62bc 065 2455bc .65
n=3, de.= desviacion estandar
DH cor= DH final — DH autchidrdlisis.

La correlacion de la digestibilidad en camaron (DAPHP) fue mejor con la DHcorr que
con la no corregida (r = 0.51 vs r = 0.38 respectively, n = 16), pero esta comelacion mostré una
mejoria cuanda las 2 HP con alto contenido de ceniza y bajo contenido de proteina (3664
desperdicios de pescado blanco y A3481 Menhaden) fueron omitidas, ohteniendo una alta
significancia (r=0.80, P=0.0006, n=14)( Figure 5a), con la siguiente regresidn;

% DAPHPen camaron = % DHcorHP * 1.2965 + 60.919
Con la ecuacidn de regresion establecidy, se predijo la digestibilidad proteica in vivo a
partir de DHcorHP (tabla 13). Con este grupo de harinas de pescado (n=14), s¢ determino que

DHcorHP se correlaciona con el contenido de lipidos de la HP (r=190.63, p=0.015) ycon la
proteina saluble en acido de la HP (r = 0.76, p=0.002).
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La correlacion entre la digestibilidad de la HP in vivo y el DHcorHP fue posteriormente
determinada (r=0.88, p = 0.0097) utilizando solo las HP con mas de 72% de proteina y menos
del 12% de ceniza (Fig 5b). Esto confirmo que el alto contenido de ceniza (y bajo de proteina)

tiene una gran influencia sobre el grado de hidrélisis.

Figura 5.- Regresion lineal entre digestibilidad in vivo (DAPHP) y DhcorHP a) sin harinas altas en
ceniza’baja proteina b) sin harinas con proteina < 70%.
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El coeficiente de correlacion obtenido entre los datos in vive ¢ in vitro concuerda con lo
reportado (0.77) por Ezquerra e al. (1997) al comparar la digestibilidad en camarén y en el pH-
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Stat pura diferentes ingredientes, aunque la concentracidn de enzimas atilizada no fue la misma,
i la fuente de enzimas.

Tabla 13. Prediccidn de [a digestibilidad proteica de la harina de pescado (DAPHP) a partir del
grado de hidrdlisis medido en €l pH-Stat con enzimas de camardn (DhcorHP) (se aplicd la
correlacion obtenida excluyendo las harinas 3664 y A3481, de bajo contenido proteico y alta
ceniza: DAPHP = 60.918 + 1.2965 * DHcarHP).

HP DAPHPen DHcorHP DAPHP Residuos
Id # camaron (%) (%) calculada

(“e)

F815 91.02 19.04 85.60 542
539/93 88.22 2291 90.62 -2.40
163/94 75.84 13.58 78.53 -2.69
CPSP 93.74 29.26 98 86 -0.12

F813 95.98 22.69 90.34 5.64

2204 79.82 17.34 8340  .3.59
TAF-1 87.47 17.62 83.76 371
11858 86.46 22.64 90.27 3.30

1986 81.21 20.22 87.13 5.93

FRESCA 85.55 16.36 82.13 343
1431 92.20 23.69 91.64 0.56
2002 82,61 18.94 85.47 -2.87
MODERA 8649 19.74 86.51 0.02
DA
DESCOM 8396 19.58 86.30 2.66
PUESTA

3664 83.71 3542 (106.84)  (23.13)

A3481 85.27 1993 (86.73)  (1.49)

En ¢l presente estudio asi como en el de Ezquerra er al. (1997), los cilculos de la
cantidad de muestra a introducir dentro del reactor se hicieron tomando en cuenta ¢l total de
proteina cruda de cada HP (o ingrediente), lo cual quiere decir que la cantidad de proteina
susceptible de ser hidrolizada fue en efecto diferente para cada harina de pescado. A la luz de
estos resultados podia ser interesante realizar ¢l experimento iguzlando la proteing residual en
ac1dy (después de una extraccion previa de la proteina soluble) para evitar la interferencia
producida por la proteina soluble en dcido. En la practica es bien canocido que los productos de
la hidrolisis inhiben la reaccion enzima-substrato,

Por otro lado en este estudio el extracto enzimdatico de camarén no se obtuve de los
mismos camarones utilizados para ¢l experimento de digestibilidad in viva. De hecho para ambos
experimentos se utilizo Litopernaeus vanmamei pero el crigen y tamafio fue diferente.
Bassompierre (1987) ha demostrado que las isoenzimas de la tripsina del salmdn del Atlantico,
utilizadas en un métado in vitro para determinar la digestién proteica de 3 harinas de pescado
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diferentes, separan o diferencian a las harinas de pescado en una clasificacidn jerarquica. Asf la
eficiencia de la digestién in vitro parece depender de las isoformas de las enzitnas y la eficiencia
de la prediccidn se puede mejorar utilizando el mismo lote de animales para obtener &l extracto
enzimatico, y para los experumentos in vitro e in vivo.

El DH no fue bueno para predecir la digestibilidad de las dietas para camarén. Aunque
las HP fucron incluidas en un 30% en las dietas, el DH de las dietas no se cormelaciond
significativamente con los valores de la digestibilidad in vive de la dieta. El método de pH-Stat
con enzimas de camaron puede ser utilizado para obtener algunos valotes pricticos en las
empresas de elaboracion de harinas de pescado (para verificar un tratamiento de temperatura
apropiado) o en las companias que claboran alimentos para camarén (para scleccionar HP
adecuadas para dietas de camaron), pero no se puede utilizar en una granja como metodo para
seleccionar alimentos de diferentes fabricantes.

Otros estudios hechos en nuestro luboratorio, utilizando ¢l mismo lote de camarones para
la detcrminacion de la digestibilidad in vivo e m vitro, muestran una buena correlacion en la
gvaluacion Jde dictas comerciales para camardn, pero el numero de dietas utilizadas fue menor (3
o 4). Se requieren mas estudios para confirmar cstos resultados y poder extender el uso de este
método para ¢l control de calidad de los alimentos.

Hasta ¢l momento el método de pH-Stat con enzimas de camardn es un indicador
confiable para la digestibilidud proteica de HP para camardn con un contenido de ¢eniza por
debajo del 15%.

9.5 Determinacién de la digestibilidad con pepsina (A.Q.A.C,, Torry
modificado)

Los valores encontrados para la digestibilidad de las HP con pepsina, utilizando ¢l
método A.Q.A.C., Torry modificado se presentan en la Tabla 14. Los valores encontrados son
muy bajos y no se comparan con los encontrados para HP por vanos autores (Anderson ef al.,
1997; Anderson et al., 1993; Romero et al,, 1994) excepto con el estudio de Clancy et al. (1995).
Ademas, la desviacion estindar de algunas de las muestras es muy alta, haciendo necesario un
gran numera de replicados.

La diferencia entre los resullados cblenidos e la digestibilidad con pepsina con respecto
alos de la literatura, pueden ser debido a que la concentracion de enzima utilizada en los otros
estudios fue mas alta, también ¢s posible que la actividad declarada de la enzima puesta en el
recipiente, no fuera la actividad real de (a enzima.

El utihizar menor concentracion puede llevar a resultados un poco mas bajus, perv hace al
metodo mas sensible. Es posible que el método utilizado por otros autores no era Torry
modificado o que el blanco fue desechado. Cuando se utilizan concentraciones mas altas de
enzima como lo prescribe el AOAC, los resultados muestran mas altas digestibilidades ya que ss
digiere todo, incluyendo la proteina de baja calidad.



Estudios sobre la reproducibilidad del andlisis, utilizando la misma harina de pescado
pero analizada en 5 diferentes laboratorios (Pike, comunicacion personal), dieron coeficientes de
variacién hasta de 6,7% y las diferencias de las HP individuales eran tan altas como 9.2%. Estas
diferencias se atribuyen a varias causas lal como las condiciones de almacenamiento ej.
temperatura, rancidez de los lipidos o humedad, tamafio de la particula después de moler, ¢l
método de agitacion usado y la concentracion de la enzima.

Tabla 14, Digestibilidad de las harinas de pescado y dietas utilizando pepsina diluida (método
AQOAC, Torry modificado), ain correccién por la proteina soluble en acido.

% Proteina  HP  Dictas Digestibilidad Desviacidn Digestibilidad Desviacion
de Jadieta (%) estdndar delaharina  estindar

(%)
74.8 815 12 82.70 fgh 203 86.31 € 1.96
74.2 539 6 74.66 cdef 5.82 84.67 f 1.83
74.0 163 1 62.67a 4.15 4269a 0.73
73.5 cpsp 2 80.76 efgh 0.73 9891 ¢g 0.02
73.0 813 10 77.27 defg 0.72 74.09 cde 0.92
72.1 2204 7 71.32 bed 2.57 59.95b 0.00
72.1 TAF 11 8491 ghi 0.06 81.87 ef 2.08
704 11858 5 64.08 ab 1.61 68.68 bed 0.34
70.1 1986 8 91.141 2.5 73.02 cde 5.82
69.6 Fresca 15 73.14 cde 3.00 63.00b 2.68
69.2 1431 13 85.72 hi 1.63 82.99 ef 1.17
68.4 2002 4 74.18 cde 4.63 68.58 bed 1.18
72.1 Tepual 17 7848 defgh  0.15 81.19 ef 5.35
67.7 Moderad 16 68.93 abe 9.19 66.30 be 0.74
a
63.8 Descomp 14 83.85 ghu 3.80 77.41 def 545
uesta
64.2 3664 3 80.19 efgh 0.99 67.30 bed 2.70
63.6 3481 9 79.22 defgh  0.68 76.49 def 14,19

Letras diferentes indican diferencias significativas -(Duncan p=0.05).

La Figura 6 muesira una regresion lineal significativa entre la digestibilidad con pepsina
(no corrigida) y la digestibilidad aparcnie de la protcina en camarén (2= 0.67, p= 0.00008, n=
16). Tomando en cuenta los coeficientes de correlacion encontrados para la digestibilidad in vive
en camaron y la digestibilidad in vitro con pepsina, la digestibilidad con pepsina generalmente
dio buena correlacion con los otros métodos de determinacion de la digestibilidad en camardn. A
partir de los coeficientes de correlacidn que presentaban probabilidades de p< 0.05, se calculd la
ecuacién de regresidn correspondiente. En la tabla 15 se muestra la aplicacion de esta ecuacion
para predecir ila DAPHP a partir de la digestibilidad con pepsina.
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Figura 6.- Regresion lineal entre la digestibilidad in vitro can pepsina diluida (sin correccién por
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proteina soluble) y la digestibilidad in vivo (DAPHP).

Tabla 15. Prediccidn de la DAPHP a partir de la digestibilidad con pepsina sin correccion por
proteina soluble en acido (DAPHP = 59.535 + (.3726 * Digcon peps.)

Harina DAPHP  Dig Conpepsina  Prediccién de Residuos
(%) de HP (%) DAPHP (%)

F81$ 91.02 36.31 91.71 -0.69
539/93 88.22 34.67 91.10 -2.88
163/94 75.84 42,69 75.45 0.39
CPSP 98.74 98.91 96.40 2.34
F&13 95.98 74.09 87.15 8.82
2204 79.32 59.95 81.88 -2.07
TAF-1 87.47 £1.87 90.05 -2.58
11858 36.46 68.68 85.14 1.32
1986 31.21 73.02 86.75 -5.55
FRESCA 85.55 63.00 83.02 2.53
(431 92.20 82.99 90.47 1.73
2002 82.61 038.58 35.10 -2.49
MODERADA 86.49 66.30 84.25 2.24
DESCOMP 88.96 77.41 88.39 0.57
UESTA

3664 8371 67.30 84.62 -0.92
A3481 85.27 76.49 88.05 -2.78

48



La tabla 16 muestra que si s¢ corrigen los valares por solubilidad eu 4cido, son un poco
mis bajos. Se encontrd que la solubilidad de la proteina en una solucidn ligeramente 4cida es tan
alta como 57% pata el CPSP, mientras que la mas baja fue de 12,8% para la HP 163/ 94 v el
promedio estaba entre 15 y 20%. La hidrélisis-4cida (sin enzima) por consiguiente juega una
parte importante ¢n la digestién de proteina usando este método. Cuando se compararon ambos
resultados de digestibilidad con pepsina, corregidos y sin corregir, se encontrd que usando los
valores sin corregir, la correlacion con el estudio in vive era mucho mejor. Esto puede ser
explicado porque en ambos casos (digestibilidad in vivo € in vitro con pepsina), la proteina
soluble da una sobreestimacion de la digestién enzimética, sobre todo para las HP con un alto
vontenido de proteina soluble.

Tabla 16. Digestibilidad de la harina de pescado utilizando el método de pepsina corregida por la
solubilidad de la proteina en dcido.

Dieta (HP) Proteina Hanmade  Digestibilidad DE
crudaen pescado can pepsina (%)
HP %

12 (F815) 7480 F8L5 79.23 297

6 (539/93) 7420  539/93 79.65 243

1 (163/94) 7400  163/94 25.55 0.95

2 (CPSP) 73.50 CPSP 91.73 0.13
10 (F813) 73.00 F813 39.07 2.16

7 (2204) 7210 2204 3424 0.00

11 (TAF-1) 72.10 TAF-1 72.63 3.14
5(11858) 7040 11858 50.35 0.53

8 (1986) 70.10 1986 60.63 8.50

15 (Fresca) 69.6  Fresca 47.51 3.80
13 (1431) 69.20 1431 70.75 2.01

4 (2002) 6843 2002 533 1.76
16 (Moderada) 6770  Med. 4751 1.15
14 {(Descompuesta)  65.80  Descompuesta 66.66 8.04
3 (3664) 6420 3664 41.57 4.82
9 (A3481) 63.60 A3481 65.09 20.93
17 (Tepual) 72.13  Tepual 71.91 7.99

En la tabla 17 se compara la correlacion entre la DAPHP en camardn y la digestibilidad
in vitro con pepsina diluida (AOAC Torry modificada) o con erzimas de camardn (pH-Stat), y la
solubtlidad de la HP en acido débil. No se esperaba que la digestibilidad con pepsina diera una
correlacion tan buena con la digestibilidad in vive. S¢ encontré que era igual o mejor quc el
metodo del pH-Stat usando enzimas especificas. La correlacion significativa de la DAPHP con la
solubilidad de la proteina en icido débil parece confirmar la razdn de porqué se corrclaciona
mejor con la digestibilidad con pepsina no corregida que con la corregida. L.a correlacidn entre la
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digestibilidad con pepsina y la DAPHP no se madificé al excluir las HP con baja proteina/ alta
ceniza de la base de datos; en contraste la correlacién ¢ntre ¢l DH y la DADHP aumentd
fuertemente y se incrementd la significancia al omitir estas harinas de pescado (n= 14).

Tabla 17. Coeficiente de correlacion y probabilidades (r y P) de la DAPHP en camarén con la
digestibilidad obtenida con el pH-Stat en camardn, la digestibilidad con pepsina diluida (no
corregida por la solubilidad de la proteina en 4cido) y ¢l contenido de proteina soluble en acido,
para las diferentes harinas seleccionadas.

HP pH-staten  Pepsinadiluida Proteina

camaran (no corregida)  soluble

n r P T p T P
DAPHP 16 044 0.089 0.82 000001 0.72 0.002
camardn
DAPHP 14 080 0001 0.83 0.00001 073 0.003
camaron
DAPHP 7 088 0.010 0386 0012 076 0.048
camaron

0= 16 : todas las harinas de pescado
n = |4; ontitiendo 1as harinas con proteina < 65% y ceniza > 15%
1 = 7: sulo las hannas de pescado con proteina > 72% y ceniza < 12%

El DH tiene una mejor correlacidn con la digestibilidad con pepsina cuando se excluyen
estas harinas de pescado de bajo contenido proteico (n= 14 o n= 7 en Tabla 18).

Tabla 18. Coeficiente de correlacion y probabilidades (r y P) de la digestibilidad con pH-Stat en
camardn con la digestibilidad con pepstna diluida (no corregida) y la proteina soluble, para los
diferentes grupos de harinas.

HP Pepsina diluida Proleing

soluble

n r P r P
pH-stat en 17 040 0.107 0.53 0.028
camarén
pH-stat ¢n 14 079 0001 076 0.002
cammardn
pH-stat ¢n 7 081 0026 032 0.023
camardn

n =17 : Todas las harinas de pescado + Tepual
n = 14; omitiendo las harinas con proteina < 65% y ceniza > 15%
n = 7; solo las harinas de pescado con proteina > 72% y ceniza < 12%
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9.6 Determinacién de la digestibilidad in vifre con tripsina bovina
(Tipo A.O.A.C.).

9.6.1 Determinacion de los productos de reaccion o del sustrato residual
(control de la Hidrélisis)

En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos de digestibilidad de la harina de
pescado Tepual determinados mediante la lectura de la absorbancia a 280 nm en muestras
obtenidas a los diferentes periodos de tiempo, utilizando Tripsina bovina al 0.0005%. La
digestibilidad se determiné con la Férmula C (ver material y método 8.2.3.4)

Los resultados obtenidos de digestibilidad de la harina de pescado Tepual determinados
mediante el método de Kjeldhal en muestras obtenidas a los diferentes periodos de tiempo,
utilizando Tripsina bovina al 0.0005% se muestran en la misma figura 7. La digestibilidad se
determino con la Formula A (ver material y método 8.2.3.4).

Figura 7.- Digestibilidad de la harina de pescado Tepual con Tripsina Bovina 0.0005%
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Como podemos notar, con la concentracién de tripsina utilizada (0.0005%) la hidrélisis
de la harina fue muy homogénea, alcanzando el mayor % de digestibilidad a los 16 horas
(960min) en el caso del método Kjeldhal y a los 8 h (480 nm) en el caso de medir la densidad
Optica. Si comparamos los resultados obtenidos con ambas técnicas, podemos notar que se
obtiene un valor de digestibilidad mayor con la determinacién Kjeldhal que con la determinacion
a partir de D.O., siendo de 50% y 20% en promedio respectivamente. No es claro porque la
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cantidad de proteina insoluble que desaparece (medido con Kjeldhal) es mayor a la cantidad de
proteina soluble formada (medido con D.O.)

Una explicacion seria que la tirosina y otros aminoacidos aromaticos (detectados por
absorcion a 280 nm ) sean destruidos en la fase soluble del medio de reaccién, lo que parece
poco probable. Sin embargo al realizar la determinacion del coeficiente de regresion, entre los
resultados de ambas técnicas este fue aceptable (r2= 0.85) con una ecuacién de prediccién Y=
15.7+ 1.75 X y una P=0.024 (figura 8).

Figura 8.- D.O. Curva de regresion ajustada
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Por lo tanto, ambas técnicas pueden ser utilizadas para el seguimiento de la reaccién de
hidrdlisis. Si consideramos que la determinacion de Nitrogeno Kjeldhal es muy laboriosa,
costosa, y peligrosa; entonces lo mejor seria utilizar la determinacién de la proteina soluble
mediante la técnica de D.O. a 280 nm; sin embargo debido a que el valor de digestibilidad
obtenido con la técnica de D.O. (20%) es muy inferior al valor encontrado,. con Kjeldhal (50%),
se decidié abandonar el calculo del valor de digestibilidad con los datos obtenidos con la técnica

de D.O. (férmula C), y solamente graficar la diferencia de D.O. con y sin enzima (Bco.) para
seguir el avance de la reaccion de hidrélisis.

9.6.2 Determinacion de la duracion de la hidrolisis.

Para determinar el tiempo éptimo para detener la reaccién, se monitorearon 3 diferentes
harinas de pescado (las cuales presentaban diferencias de digestibilidad in vivo) mediante la
determinacién de la proteina soluble con la técnica de D.O. a 280 nm Para esta determinacion
(Tabla 19) no se utilizo la férmula C; solamente se determino la diferencia entre la proteina

soluble de la harina menos la proteina soluble en el blanco (es decir proteina soluble en buffer
sin adicién de enzima).
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Tabla 19.- Resultados de proteina solubilizada en mg/ml (D.O. 280nm) a diferentes tiempos

en 3 Harinas de pescado

0153 0.289
90 0.236 0.240 0.280
120 | 0393 0.309 0.154
180 0,235 - 0.322
240 0.322 - 0315
360 0.313 0.371 0.426
480 0.435 0372 0.436
960 0.581 0.391 0.403

En la figura 9 se muestran las curvas descritas para cada harina, como podemos notar en
los primeros minutos, el comportamiento de la reacciéon no es muy homogéneo ya que para la
harina 539 se registra un valor muy bajo a los 120 min(0.154 mg/ml) y para la harina Tepual, se
registra un valor muy alto en este mismo periodo de tiempo (0.393mg/ml). Esta variabilidad
puede ser debida a la falta de homogeneidad en el medio de reaccion al momento de tomar la
muestra; por lo tanto la determinacién de la digestibilidad se tiene que llevar a cabo con la
determinacion de la proteina residual mediante ¢l método de Kjeldhal; sin embargo la reaccién se
puede monitorear con la determinacion de D.O; se nota que con el tiempo la proteina soluble
aumenta hasta los 360 min para las 3 harinas pero en ese periodo de tiempo la harina de pescado
Tepual tiene un valor muy bajo si consideramos que es una harina de buena calidad al igual que
la 539/93. A los 480 min (8 horas), la proteina soluble en las M’mas 539 y 163 se estabiliza pero
sigue aumentando en la Tepual hasta las 16 horas. Considerando que la harina 539/93 es de muy

buena digestibilidad y que la Tepual debe de ser muy similar, se decidié parar la digestion a las 8
horas.

Figura 0. determinatién del tiemipd 46 duracibn.de 1a hid;wsis.
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9.6.3 Evalnacion de la digestibilidad ia virro para las diferentes harinas de
pescado.

Los resultados de digestibilidad in vifro con tnpsina de las diferentes harinas de pescado
obtenidos con ¢l método establecido corrigiendo ¢ no par la solubilidad propia de la muestra en
el buffer se muestran eu la tabla 20, los cuales van de 50.82 1 95.13 % paru la digestibilidad no
corregida (formula B) y de 19.72 a 73.75 % para la digestibilidad corregida (formula A). Como
podemos notar si utilizamos la Férmula A los resultades son mas bajos que con la Formula B, lo
cual es 16gico ya que se elimina la parte de la proteina soluble, esto mismo sucede al utilizar la
pepsina (ver caplitulo anterior); sin embargo, al realizar la correlacién de los resultados de
digestibilidad proteica in vitro con tripsina contra la digestibilidad proteica in vivo, los resultados
no fueron los csperados ya que la r2 fue de 0.042 para la digestibilidad B y de r2=0.18 para la
digestibilidad A (corregida por la proteina soluble en buffer). Estos resultados contrastan con la
buena correlacion entre la digestibilidad ir vitro con pepsina y la in vivo en camardn, y con el
hecho de obtener una mejor correlacion cuando los resullados de digestibilidad in vitro con
pepsina no estan corregidos por la solubilidad de la proteina en acido.

Tabla 20.-Digistibilidad proteica in viiro con tripsina de las harinas de pescado
(determinacion dc proteina residual Kjeldhal).

o Rt wes e ST RTETY L M A e 9 U JURP T W /S T s

539 55.59 7375 2.36

163 68.50 24.54 201
CPSP 5923 41.22 255

A 3481 5871 4695 129
TAF 72.25 19.72 0.58
1431 §9.91 5728 0.21
2204 90.96 26 83 252

| Fan 75 50 5166 1.48
F 815 §1.37 25.66 1.00
36464 6794 51.29 1.28
11858 55.13 41 .43 0.41
1986 58.89 36.06 1.24
2002 95.13 60.57 0.31
Descompuesta 55.64 3361 1.08
Fresca $5.16 3829 0.32
Maderada 50.82 21.20 0.21
Tepual §5.91 42.54 2.45

Digestibilidad B =Sin corregir por la solubilidad de la muestra en builer (fonmula B).
Digestibilidad A =Corregida por la solubilidad de la muestra en buffer (formula A).
D.E. = Desviacion Estandar.
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Por otro lado, los resultados de la determinacion de proteina soluble mediante la D.O. a
280nm d¢ cada una de las diferentes harinas de pescado a los 8 horas, se sometieron a un andlisis
de correlacidn con los valores de la digestibilidad iz vive pero no se obtuvieron buenos
resultados ya que la 12 fue solo de 0.018.

9.7 Determinacion de la digestibilidad in vire con enzimas de
camaron (Tipo A.Q.A.C.).

Las curvas de hidrolisis para las harinas de pescado a 24 horas utilizando el extracto
enzimatica de hepatopancreas se muestran en la figura 10. Como podemos observar, aunque hay
algunas barinas en donde las curvas tienen ligeras caidas entre los diferentes tiempos sucesivos
(F813, 2002 y Tepual) por lo general, las harinas se mantienen e¢n la misma posicién es decir, la
F813 es siempre la que posee ¢l valar mas alto y la 3664 el valor mus bajo; estas caidas se
pueden deber a que al momento de tomar las alicuotas la muestra no estaba suficientemente
homogenea.

Generalmente can el transcurso del tiempo los valores de protcina soluble aumentan
encontrandose €l valor mas alto a 1as 2 horas (120mun) para luego mantenerse mas 0 menos
constantes con ligeras variaciongs, sifn embargo, para algunas harinas como la 11858 y la 2204
hay un aumento entre las 4 y 6 horas y para el CPSP, la 2002, Descompuesta, Médium y 163,
hay un aumento ligero entre las 6 y 24 horas, por ello se decidio realizar las digestiones a los dos
periodos de tiempo. Lan and Pan (1993) al utilizar extractos de glandula digestiva de P.
monodon, para hidrolizar diferentes ingredientes (white fish meal, brown fish meal, etc.)
mencionan que 4 haras de digestion no son suficientes para digerir complctamente las harinas, en
nuesiro caso, sigue habiendo hidrdlisis a 6 horas y en algunos casos hasta las 24 horas,

La harina 3664 presenta valores de proteina soluble por debajo o cercanos a cero cuando
se determina Azgo, probablemente debido a que posee un bajo contenido de tirosina y triptofano
ya que como menciona Parsons (sin afio) el incremento de hueso en las harinas con alta
contenido de ceniza las hace deficientes ea amunoacidos azufrados como Cys y Tip.

La figura 11.- muestra las curvas de hidrdlisis a 24 horus para 3 dietas (D1, D6 y D17).
Asi como para las harinas, con cl transcurso del tiempo los valores de proteina soluble aumentan,
encontrandose el valor mas alto a las 6 huras (360 min) para luego mantenerse mus 0 menos
constantes excepto para la harina Tepual, la cual alcanza el mayor valor hasta las 24 horas. Sin
embargo, considerando que esta dieta tiene un contenido de proteina muy bajo en comparacidn
con el resto (30.4 vs 40% en promedio), ¥ que por lo tanto se requiere de una mayor cantidad de
muestra para completar los 6.25 mg de proteina/ml la relacidn enzima-sustrato es menor y tal
ves es por esto que la hidrdlisis se {leve mas tiempo; por lo tanto se decidid mantener ¢l tiempo
de digestidn en 6 horas para las dietas.
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Figura 10.- Curvas de hidrolisis para las harinas de pescado a 24 horas
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Los valores encontrados para la digestibilidad in vitro con un homogeneizado de camarén
se encuentran en la tabla 21. Se encuentran diferencias significativas (p< 0.05) entre las
diferentes harinas de pescado y dietas.

La digestibilidad proteica in vitro (Tabla 21) determinada a 6 horas de hidrélisis para las
dietas (DPD-6h) y para las harinas de pescado (FMPD-6h) muestran un rango que va de 36.8 a
64.16 y de 24.16 a 92.25 respectivamente y para las HP a 24 horas (FMPD-24h) el rango de
digestibilidad va de 42.7 a 94.4. Cuando se considera el contenido de proteina soluble de las
harinas de pescado, la digestibilidad corregida (FMPDc-24h) va de 9.5 2 65.71.

Tabla 21.- Digestibilidad in vitro con enzimas de camarén.

| 163 24.16a 42708 36,8054 29.55¢
6 1/ 539 | 3412bcd 6621 | 44920def | 53370
1o | P81y | 59.03g 73.07g 545278 19.06b
12 1 Fs1s |\ as.ssf 70.50¢ 46.964f 9.49a
s | 11858 | ~3583bed 5566c | 41321bede | 40.03cde
11| TAF | “38.70cd 59284 | 43.923cdef | 45.05def
2 cese | “on11n 94.42h 64.164h 56.75gh
13 | 1431 | Caseer 66960 | 44.061cdef |53 546
Is |[FRESCA| 33.74bcd §5.98¢ 10.153ab | 42.66def
< M°‘:"‘d 39.74de s885cd | 41602bede | | 45.25def
7| 2208 41.46de s483c | 44.65cdef | 38.07cde
i Df;‘:;“" 32 46be 61:30de |- 43.702cdef |- 43.71der
9 | A3MSI | 2972 18 36b 4s.4sgelf | 35.06cd
1| 366471, S0.84F 62 96¢ 47,6740 |1 41.58de
4 | 2002 | 3608bcd $5.59¢ || ‘40267abc” | 40.82d¢
§ | 198 | 35.75bcd 4666b | 40.89cd 65.71h
7T N AL 640df ||\ 158058% 0 | 147.006f

FMPD-6h = Digestibilidad proteica de la harina de pescado a 6 horas de hidrélisis.
FMPD-24h = Digestibilidad proteica de la harina de pescado a 24 horas de hidrolisis.
DPD-6h = Digestibilidad proteica de la dieta a 6 horas de hidrélisis.

FMPDc-24 = Digestibilidad proteica de la harina corregida a 24 horas de hidrélisis.

La ecuacion de regresion y el correspondiente coeficiente de correlacion entre la
digestibilidad proteica in vivo e in vitro para dietas y harinas, se presentan en las figuras 12 y 13.
Se encontré una correlacién significativa (p<0.05) entre las digestibilidades proteicas de las
dietas in vivo e in vitro (r=0.77, 12=0.6, p=0.0005, n=16) asi como entre las digestibilidades
proteicas de la harina in vivo ¢ in vitro a 6 y 24 horas de hidrélisis (figura 14) (r=0.74, r2=0.54 ,
p=0.001 n= 16 y r=0.89, r2= 0.8, p=0.000003, n=16 respectivamente).
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Estas dos ultimas correlaciones mejoran cuando no se consideran las harinas de pescado
de mas de 14.5% de ceniza (figuras 15 y 16) (r=0.8 r2=0.64, p=0.0017, n= 12 y r=0.93, r2=0.86,
p=0.00001, n= 12 respectivamente). El incremento en la correlacién al eliminar las harinas de
pescado con mas de 14.5% de ceniza se puede deber a que las harinas de pescado con alto
contenido de ceniza probablemente por que reducen la disponibilidad al ataque de la digestion
con tripsina, sobre los aminodcidos basicos (Lan y Pan 1993) lo cual también ocurre
probablemente en el método in vitro. Sin embargo se han reportado adaptaciones de la actividad
enzimitica en ¢l hepatopancreas de camarones peneidos por el ayuno, el tamafo de los
organismos, la fuente de proteina de la dieta y el nivel de proteina (Carrillo y Gonzélez, 1998).

Figura 12.- Correlacién entre digestibilidad in vitro de las dietas a 6 horas de

hidrolisis y la digestibilidad proteica in vivo de las dietas.
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Figura 14.- Correlacion entre la digestibilidad in vifro de las harinas de pescado

a 24 horas de hidrélisis y la digestibilidad in vivo
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Figura 15.- Correlacion entre la digestibilidad in vitre de las harinas de pescado

a 6 horas de hidrolisis yla digestibilidad in vivo, eliminando las harinas con mas de 14.5% de

cemza.
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Figura 16.- Correlacion entre la digestibilidad in vitro de las harinas de pescado
a 24 horas de hidrolisis y la digestibilidad in vivo, eliminando las harinas con mas de 14.5% de
ceniza.
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Para intentar establecer una mayor correlacion entre la digestibilidad proteica in vivo ¢ in
vitro de las dietas, se realizé una evaluacién a mayor tiempo de hidrélisis (24 h) dando como
resultado una r2 de 0.37 (r=0.61), inferior al coeficiente de correlacién obtenido con un tiempo
de reaccion de 6h. (r2 = 0.6). Esto se debe probablemente a que al aumentar ¢l tiempo de
hidrolisis se sobreestima la digestibilidad de las dietas (=40% de proteina), ya que a diferencia de
las harinas (=70% de proteina) poseen una menor cantidad de proteina a hidrolizar.

! | A £ ¥ ) 4
Figura.17.- Correlacién.entre Dig.in.vitro.de las dietas.a 24 horas.de
hidrolisis y la dig Proteicain yivo de las dietas.
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El método de determinacién de la digestibilidad in vitre con enzimas de camarén (Tipo
A.0.A.C.) puede ser utilizado para evaluar el efecto del procesamiento sobre la digestibilidad
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proteica de un ingrediente en particular (harina de pescado) o de una formulacién (dietas) para
camaron. Este método funciona mejor cuando las harinas de pescado tienen un contenido de
ceniza menor a 14.5%. Sin embargo, se requicre de mas estudios para utilizar esta técnica en
ottos ingredientes, y especies de camardn.

La mayor desventaja de este meélodo radica la utilizacion de un homogeneizado
enzimatico, ya que se requiere determinar la estabilidad del liofilizado (actividad poteolitica
total) cada vez que se realiza una nueva determinacion, con la finalidad de ajustar la cantidad de
homogeneizado necesaria para la determinacién. Sin embargo como lo indica Carrillo (1994), la
utilizacién de todas las enzimas del tracto digestive de un arganismo, hace el método costoso
ademas de que es dificil lograr las proporciones relativas fisiologicas de estas enzimas por lo que
la utilizacion del homogeneizado, un proceso digestivo eficiente (tipo y cantidad de enzimas).

Por otro lado, se hace necesario establecer las condiciones optimas para la colecta de los
hepatopéncreas para que el extracto enzimatico pueda ser utilizado como un reactivo de rutina,
sobre todo si se desea utihzar la técnica establecida, para evaluar la digestibilidad de un
ingrediente y utilizar este valor para formular, ya que se han reportado variaciones de la
actividad de las enzimas en funcion de la dicty, presencia de factores antinutricionales, tamaiio
(Lee et al., 1986), temperatura {Cho y Slinger, 1979 Ezquerra et al., 1997b), etc. Sin embargo,
eslo no representa un problema si se utiliza para diferenciar calidad de ingredientes o dietas ya
que todas las muestras tendrian la misma variabilidad intrinseca del homogeneizado.

9.8 Determinacién de digestibilidad in virre en otros ingredientes.

Los valores encontrados para la digestibilidad in vitro con un homogeneizado enzimatico
de camardn para diferentes ingredientes y dietas se presentan en la tabla 22, Se encontraron
diferencias significativas (p< 0.05) entre los diferentes ingredicntes y dietas.

Tabla 22.- Digestibilidad in vitro de ingredientes (DPI) y dietas (DPD)con enzimas de camardn

uente de
enzimas L.vannamei L.stylirostris
@gredicnte % DP[-24h [% DPD-24h% DPH-24h% DPD-24

luten trigo 85.09f 45 444 80.6lc 44.37d

. Trigo 84.50f 38.66b 77.75¢ 35.03b
astadesoya| 37.24b 34.51a 41.50¢ 42.84d
. Pluma 19.99a 34.56a 9.52a 31.31a

. Camaron 35.56b 41.56b¢ 32.04b 37.08bc
. Calamar 73.82¢ 48.98e 65.06d 4791e
escado A 50.20d 44.79¢d 43,65¢ 42.86d
¢scado B 43 94c 43.40cd 44 87c 38.43¢c

La digestibilidad proteica in vitro (Tabla 22) determinada para los ingredientes (DPI-24h)
¥ las dietas (DPD-24h) con un homogencizado de L. vannamei mostrd un rango que va de 19.99
a85.09 y dg 34.51 a 48.98 respeciivamente, y en lo que respecta a las determinaciones realizadas
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con el homogeneizado enzimatico de L. stylirostris el rango de digestibilidad fue de 9.52 a 80.61
y de 3L.3L a4791.

La ccuacidn de regresidn y el correspondiente coeficiente de corrglacion entre la
digestibilidad proteica in vive e in vitro para dietas e ipgrodientes con el homogeneizado
enzimatico de L. séylirostris se presentan ¢n las figuras 18 y 19. Se encontrd una correlacion
significativa (p<0.05) entre la digestibilidad proteica de las dietas in vivo ¢ in vitro (r=0.76,
r2=0.57, p=0.03, n=8), pero no para la correlacién entre la digestibilidad proteica los
ingredientes in vivo € in vitro (r= 0.46, 12=0.21, p=0.25 o= 8). Sin embargo al eliminar la harina
de trigo la correlacion se mejora significativamente (r= 0.87, r2=0.75 , p=0.012 o= 7) como se
muestra en la figura 20,

Figura 18.- Correlacion entre Digestibilidad in vive ¢ in vitro de las dietas paru L. stylirostris.
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Figura 19.- Correlacion entre Digestibilidad in vive € ir vitro de los ingredientes para L.
styliroseris,
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Figura 20.- Correlacion entre Digestibilidad i vive e és vitro de los ingrediens para L.
stylirostris climinando la harina de trigo.
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Ezquerra et af, {1997) mencionan que existe una fuerte correlacion entre los valores in
viva ¢ in vitro solo cuando las proteinas son comparadas acorde a su origen animal o vegetal. Asi
mismo Pederson y Eggum (1983) indican que en muestras que contienen proteinas de ambos
origenes animal y vcgetal, los procedimientos enziméticos in vitro pueden producir solamente
una estimacion aproximada de la digestibilidad proteica. Es por ello que se determino la
correlacion existente entre la digestibilidad proteica in vivo € in vitro con un homogeneizado de
L. stylirostris solo para los ingredientes y dietas de arigen animal (r= 0.92, r2=0.84 , p=0.03 n=35
y = 0.84, (2=0.70 , p=0.07 n=5) y vegetul (r=0.29, r2=0.088 , p=0.81 o= 3 y = 0.96, r2=0.92 ,
p=0.18 n= 3), encontrando que solo en el caso de las harinas de origen animal la correlacion se
vuelve significativa (figuras 21 y 22).

Figura 21.- Correlacion entre Digestibilidad in vivo e in vitro de las harinas de origen animal
para L. stylirostris.
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Fi!gura 22.- Correlacién entre Digestibilidad in viva ¢ in viira de las Dietas de origen animal para L.
Wlirostris,
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Los corrcspondicntes cocficientes de correlacion entre la digestibilidad proteica in viva e
in vitro para dietas y hannas con el homogeneizado enzimatico de L. vannamei, no fueron
significativos. Esto puede ser debido a que los valores cncontrados para la digestibilidad in vivo
en otras especies fueron (y no comesponden a lo encontrado en literatura, Akiyama 1991),
exceptu para la H. de pescado B la cual presenta un valor muy alto por encima de 100 %, lo cual
no ocurre en los datos encontrados para L. stylirostris.

Como ya se menciono anteriormente, s han establecido muchos métodos in vitro para
determinar la digestibilidad proteica, sin emburgo, la mayoria de los utilizados ¢n camuron tratan
de distinguir entre la digestibilidad de difcrentes fuentes proteicas (Lan y Pan, 1993; Lazo, 1994;
Carrillo, 1994; Ezquerra, 1997). Es por ello que nos parece extrafio que ¢l método establecido
(tipo AOAC con enzimas de camardn mo presente buenas correlacioues cuando se aplica a
diferentes fuentes proteicas, utilizando el homogeneizado de L. vannamei, ya que como sabemos
da muy buenos resultados al evaluar la digestibilidad de un solo ingrediente (harina d¢ pescado),
y ademas ticne buenos resultados en lo que respecta a las dietas. Debido a esto, se realizé una
correlacion entre los resultados in vigro encontrados para los diferentes ingredientss y los valores
in vivo obtenidos por Akiyama, observanda que ¢l coeficiente de correlacion si s¢ mejora en gran
medida (r=0.035 vs. r=0.54) aun que no llega a ser significativo (p=0.9 vs. p=0.26).

En un estudio realizado posteriormente sobre 9 dictas comerciales analizadas en 2001 en
Meéxico (Mann -Zaldivar ex af, 2001), s¢ comprobd la buena comrelacion de los métudos de
digestibilidad in vitra con enzimas de L.vannamei y la digestibilidad in vitro en la misma
especie. En esla ocasion, se aplico el metodo tal como se propone ayui, pero con un tiempo de
incubacion de 24h, y se¢ observo un cocficiente de correlacion de 0.67, significativo (p=0.037),
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mientras el método AQAC (Torry modificado) con pepsina daba resultados sin correlacidén con
la digestibilidad in viva (r =-0.128, p = 0.742).

_m“ﬂ;t ONCLUSIONES e

1)

2)

3)

4)

3)

6)

7)

La digestibilidad proteica de la hanna de pescado en camaron (DAPHF) es fuertemente
afectada por la exposicidn a la temperatura en los secadores, pero no pot la frescura de la
materia prima, y se mncrementa sigi ficativamente cou €l conterudo de proteina soluble.
Se obtienen digestibilidades supcriores con las harinas de anchoveta claboradas a partir
de matenia pnma descompuesta lo cual se puede explicar por su alto contenido de
proteina hidrolizada soluble.

La DAPHP en camarén tiene una correlacion muy baja con la DAPHP en salmdn, menor
con trucha y ninguna con mink, pero en este ultimo caso, el resultado se puede explicar
por una insuficiente precision al momento del muestrea.

La digestibilidad in vitro con enzimas de camaron utilizando el pH-Stat se correlaciona
significativamente con DAPHP en camardn para las harinas de pescado con contenidos
de proleina superiores a 65% y contenido de ceniza mas bajo que 15%,

La digestibilidad con pepsina diiuida (AOAC, Torry modificada), sin corregir los valores
por la solubilidad de la proteina en solucidon dcida, dio inesperadamente una mejor
correlacion con la DAPHP en camardn que ¢l método de pH-Stat utilizando enzimas de
camardn. Esta correlacién altamente significativa no fue afectada por la presencia un
confenido de ceniza superior a 15% o un contenide de proteina de proteina menor de
65%.

La determmnacidon de digesubilidad proteica fn vifro con tripsina bovina bajo las
condiciones utilizadas, no ¢s una buena técnica para predecir la digestibilidad ¢n
camardn. Este método podria utilizarse como modelo para evaluar olras tripsinas
dispombles en el mercado o tnpsina purificada de camardén, que podrnian dar una mejor
correlacion con Jos resultados in vivo.

El método de determinacion de la digestibilidad in witro con enzimas de camarén (Tipo
A.Q.AC)) fue efectivo para e¢valuar el efecto del procesamiento sobre la digestibilidad
proteica de un ingrediente en particular (harina de pescado) o de una formulacion (dietas)
para camaron. Este método funciona mejor cuando las harinas de pescado tienen un
contenido de ceniza menor a 14.5%

El método de determinacion de la digestibilidad in vitro con enzimas de camardn (tipo
AOQAC), puede ser utilizado para determinar la digestibilidad proteica de ingredientes de
origen amimal, y de dietas comerciales pero se requieren mas datos de digestibilidad in
vivo en otras dietas, ingredientes y especies de camardn, para establecer claramente su
correlacion con la digestibilidad.
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Revisian Sobre Calidad de Harinas y Aceites de Pescado para la
Nutricion de Camardn

Lucia Elizabeth Cruz Suarez, Denis Ricque Marie, Martha Nieto Lopez y
Mireya Tapia Salazar

Programa Maricultura. Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad Auténoma de
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A nivel mundial, los alimentos para camardn incluyen harina y aceite de pescado €n niveles de
25y 3% respectivamente (Chamberlain, 1993) con un posible incrementa a 5% para el aceile en
los praximos anus. En consecuancia, los alimentos para camaron consumen aproximadameante
25% de las 1.7 millones de toneladas de harina de pescado ulilizadas en acuacultura, que a su
vez corresponde al 25% de la produccidn mundial anual. La haring de pescade aporta proteina
de aMta calidad con un balance de aminodcidos y dg acides grasos adecuado para el rapido
crecimiento de grganismos marinos (especialmente carnivorgs) y el uso de suslitutos ha sido
mencs exitosg en camarones y salmonidos que en anmales lerrestres. De ahi que, |3
disponibilidad y calidad de la harina de pescado sean determinantes para la obtencion de
alimentgs acuaticgs de buena calidad. En México, este proplema ha sido identificadg tanio por
las compsanias de alimentos balanceados camo por los productares de camaron.

Las resultados que se presentan en esta reyison comesponden a Ias objetives de un prayecto
internacjonal financiado por la Comunidad Eurgpea, que inicio en 1994, en gl que participaron, la
IFOMA (Asociacidn internacianal de productores de harina de pescado), con el Dr. lan Pike, el
IFREMER, con el Or. Gerard Cuzon y el Pregrama Maricultura de la UANL.

El objetivo de este proyedio fue delinir parametros de calidad de haninas Yy aceites de pescado
adecuados pard nutricion de camaron, que serviran de guia a lus productores y usuarios de
estos insumos. con fa finalidad de mejorar los rendimientos oblenidos por 10s productores de
camargn, asi coma, disminuir la contaminacion dal medio ambienle.

La seleccion de los parametros de calidad a evaluar, se realizd de acuerdo al estado actual de

conocinmientos, lomando como referencia los paiametrus ulilizados en animales terrestres y en
salmgnidos:

1.- Efacto ga la frescura de la materia prima utiizada en la elaboracion dg las harinas de
pescado usadas en alimentgs para camarqn

2.- Efecto de la maollerasing y de las harinas de pescado de diferente scare bigtoxicoldgico en
camaron

3.- Digestibrlidad in witro e in wiva en camaron, de harinas de pescado y su cotrelacion con la
digestibilidad en saimon.

4 - Efecto de la rancidez en harinas y aceiles de escado al incluirse en alimentas para camarbn

Couz-Suircz, LE, O Ricque-Marie, M Nicto-Lopez ¥ M. Tapia-Salazar. 2000, Revision sohee caldad de hannas y
aceites do pescada pura (3 outrician del camaroa. pp 29R-326¢ Ca: Civera-Coneeedo, R, P&resCstrada, CJ.. Ricque-
Maric. D. y Cruz-Sutitez, LE. (Tds) Avances on Nutrigion Acuicola 1V, Memorias del IV Simposium {memacional de
Nugricion Acuicola. Novientre 15-1 K, 1998, La Paz, B.C.S., Méxica,
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El valor nutricional verdadero de un alimento
depende de la disponibilidad y calidad de sus
nutrientes y no simplemente de su cantidad de
proteina, grasa, ceniza y carbohidratos, por clio
no es suficiente un analisis bromatologico como
indicador de calidad.

Lo digestibilndad s una Topari dg inedie iy deponihalidisd o 1o
maemies deun ingredicnre o dewnahincito, dicho de o
o la facilidad con que Bl aliientoes convertido, cn ¢l a

1o digestvn oty sustincins olles paa I nutncwn

Comprende dos procesos: la digestion. que corresponde i1 Ly

dristicic de Tas molécalas complefas de Tos alimentos per oo
de enzumas y i absorcion de pegueiias moléculas Gupinoatidos,
acidus zragon) oo fas eelulas do sbsorcion del hepatopinonias,

en Alimentos

|

- A - -
< i -
# -— S—
El condy i digestibihdad presenta doble interés
L Foemular olmmentos de mances mas precisa evitando ¢l eace-
st e mitreies ol consccuente electo ccondmico, yu gue

sc poddedt disgmoeor iy cantidiad de proteing reducieado ¢l precio
del alimuento. Ea este aspecto, a digestivlidad puede utrlizinse
comno gy mesdula de control de calidad, para ks seleccion de ma-

enas o { oo pars B seleccon de slimentos termina-
(2]

2 o el nwedio ambiente en ¢l g se cultivan
hw - wntsig alimentox sliamente digestibles
U mone R L coneraoit i desechog fecales ¥ amonacaies
§ o ondc Lt Lss 160 8 s cultitos

Por ot ey th uile tomar e cuenta que al Gabncar ali-
Micns o o e o deeisiones mapidas en Jo gue respectd

F ey luacton BRgz g8 bos ingredienies al momento de com
i bor combimitlon. sustitunrdos o después de procesarkos:
=i conTr com metodas quimicos de labonite
A e perigtan exdlvar ko calidad de las dietas o componentes
BAChoes, Ly cvatmcon de Ta digesubilidad ¢s csencial pard

N ey ety g

En ¢l primer procesa. es importante
mencionar gue los camarones Gire-
cen de digestion dewa v de pepsing.
siendo la dinpsingl i proteasa predu-
ninante, o cual ticne grandes impli-
caciones desde ¢l punto de visia no-
riciomal y de control de calidad

La digestibilidad de un ingrediente o

Es claro que aunque el perfil nutritivo

de un ingrediente pueda parecer buene, | ki pecesidides de las especies.

si los nutrientes no son digestibles, ab-

sorbibles y utilizables, resultan de poco
valor para el animal,

detcrmnar o calidad de un ingre-
diente y deberia ser el ler paso a dar
para austar las formudas dietéticas a

Por otra parte cs importante conside-
rar que en formulaciones completas
para animales existen clectos asocia-
tivos de los inpredienies y que estos

alimento. varia en funcién de 3 pru-
pos de lactores: 1) La anmtomia y fisiologin del racto Jigeaivo
del animal en cuestion, lo cual esta relacionado con la capecie
Ia edad, la linea genética, 2) Las condiciones medivambientules
coma salimdad, temperatara, oxigeno, y pH del agua y 3) Las
caracteristicas quimicas y fisicas del ingrediente o de Ja ez
de ingredientes que conforman ¢l alimento come: palatabilidad
fuente y mivel de proteina, relacion con otros ingredicnivs, pro
porcion de macro y micronutnientes, nivel y Lipo de aglutinante,
pH del alimento. uso de enzimas exdgenas, presencia de sustan
cias antinutricionales, procesos tecnologicos a los que fucton
sometidos los ingredientes y los alimentos: extrusion, peletiza
do, expansién, molienda, tamaiio de pellet, etc. Considernndo lo
anterior todos los factores antes mencionados deben ser bica es-
pecificados en los estudios de digestibilidad in vivo de cualyuer

e pueden ser positivos (incrementando

I del notnmemto), o negativos (disminuyéndo-
EV | ¢ ueden ser determinados por ¢l cambio en la
zrediente o de algun componente especifico

del i wonte L deternunacion de la digestibilidad ¢s esen-
« ) wmular dictas a byo costo sino que ademis
e muy Onl para L2 mvestigaciin de requenmientos nulricionas

seleceion e iggredientes con valor nutritivo potencial (en
reocion con la calidad de fa matena prima), y formulacidn de
etas gque mumimieen la contamanacion del agua

est gestiblidad en camarones peneidos son muy

s, debido en pran pante a lo complicado de la metodolo-

i sepeir para colectar las heces de los camarones

sl it 3 los animales, sin contaminar con restos.de .

0 0 evitandy I lixiviscién de nutrientes de las b P
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sicion prolongada en ¢l agua v o 1o Tal de estamdariociin de
metodologias. Actualmente atin 1o se coenta con tablas de onr-
gia digestible o de disponibilidiul do portentes do diferenies
gredientes como es el caso pars cordos v pallos

e

No todo el alimento que es distribuido en
los estanques es aprovechado por los
organismos en cultivo, existen varios puntes
criticos en la fisiologia de la digestion, donde
ocurren pérdidas del alimento. Estas pérdidas
no solo representan una merma economica
sino también un deterioro de la calidad
del medio ambiente.

La proporcion de Ia pérdida de alimenio no aproveciado puede
variar en {uncion de la frecuenciz v kb forma de distnbuciin Jdel
alimento, asi como del tipo de sustancias atractantes v aglut
tes que se hayun usado en la formulacion y de la wenologia uti-
lizada para su claboracién .

La velocidad del consumo, Ta sractancia y la estabilidod de ali-
mento en ¢l agua, son factores que se pueden evaluar co granja
y esto permite (ener una idea de ia proporcion de la pérdida y del
grado de contaminacién que se esti generando a este nivel.
Después de ser ingerido el alimento sufre una digesiion meci-
nica en molino ghstrico y wna dijestion quimica, en ¢ hepato-
p&mmlﬂﬂﬁlhhcnm da:emvu. Guo coitan. bi-

nemolinta Bl afimesto gue no es retemido, digendo y absorbido,
¢ prerde en fooma de excreciones fecales junto con excreciones
codigenas (enzimas, hormonas, células muertas, etc ). La pro-
purcion de et pérdida puede ser muy importante y depende de
factores que afectun o capacidad de funcionamiento del equipo
enzimitivo y L capucidad de absorcion de los animales, asi co-
i de Tas coractorisiicas fisico-quimicas del alimento (sustrato)
i enestion. Lo cuantificacion de esta pérdida se pucde hacer a
ravés Je téenicas de laboratorio in vivo ¢ in vitre,

El alimento que s digendo y absorbido, es transportado por la
hemolinta a todzs las células del cuerpo para ser metabolizado.
Parte de la encrgia que aporta este alimento se picrde en forma
de excreciones amoniacales a ravés de las agallas y de la orina.
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Specialty Marine Products (SMP) Ltd.
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concentrados, pelcuzado
0 extruidos. :
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~Mezcladoras de cinta y de palotas
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-Extrusores
—-Enfriadores horizontales y ve
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&~ Trituradores
arandas
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perftl de aminndcidos no es adecuado o 51 hay un nutriente limi-
Lanie, o 51 1O se presentan todos los nutrientes en el sitio de sin-
reses Al IS0 Lictpo. no hay sintesis prolcica y avmenta la ex-
crecon amomacal. De Ly misina manera s 1a cantidad de protei-
1 tammodaidos) excale fos requerimicntos, el cxceso se ehimi-
sunentando L pérdida por excrecion amoniacal

La digestibilidad como indicador de calidad
integral, que puede evaluarse a través de
bioensayos en condiciones controladas,
nunca es anunciado ni garantizado por los
productores de alimento, atin cuando sus
valores impactan de manera muy importante
el valor del rubro alimento en los costos
variables de operacion. Por ello, es necesario
el uso de estos indicadores de calidad, que
permitan predecir parcialmente el grado
de aprovechamiento que va a tener un
ingrediente o un alimento balanceado, asi
como el grado de contaminacion que va a
generar, antes de ser producido y aplicado,

Paste del alimenta metabolable sc pierde en forma de calor

tabdlico y otra parte se usa para ¢l mantenimiento del orga-
ismu, quedando el resto disponible para procesos de produc-
Wy cresimientn. Lal proporcion del alimento utilizada para
ropdsitos de manteninmentd serd menor en la medida que el or-
sanismo se encuentre en condiciones ambientales y de salud ép-

Hmas

una manera global, la tasa de conversién alimenticia es el in-

wor mds completo del grado de aprovechamiento de un ali-
nento, ya que integra todas estas pérdidas ¢ indica la eficiencia
ie conversifn del alimento consumido en biomasa (TCA = ali-
nento consumidofincremento de biomasa) Y
Obviamente lo gue se busca es que lx mayor parte:del
consumido sea transformado en biomasa con. [a menor’
cion de pérdidas, de ulnnw:dcobwoerhaiﬁ"




Historia y Estatus Actual de la Digestibilidad y Algunas
Caracteristicas [isico-quimicas de los Alimentos Comerciales
para Camarén Usados en México.

Lucia Elizabeth Cruz-Suirez', Denis Ricque-Marie', Mireya Tapia-Salazar',
Lizbeth Fabiola Marin-Zaldivar® Claudio Guajardo-Barbosa’,
Martha Nieto-Lopez' y América Salinas-Miller'

'Progruua Maricultuia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Autonoma de Nuevo
Leon. Cd. Universit: rin Apdo. Postal F-56, San Nicolas de los Garzas, Nuevo Ledn 66450,
Tel/Fax: +32 § 3526380, Eiaail; luciue@cer dsi.uiml.mx, elicruz@hotimail.com.

*[astituto Nacignal dc la Pesca, DGIA. Pitiagoras 1320. Col. Santa Cruz Atoyac, México,
D.E. 03310, Tel ax: +55 56884014,

RESUMEN

El monitoreo de la digestibilidad y de fos purametros fisico-quimicos de los alimentos
comerciales para ciumardn tiene como objetivo la biisqueda de alimentos mds eficientes y
mas amigables con ¢l ambiente acudtico. Al analizar diferentes estudios realizados por el
Programa Mancultur, sc encontrd quc cutre 1998 y 2001, en algunos alimentos
comercislizados e México, se presgntd ung cvolucion pusiliva con und  mejora
cspecialmente en [a digestibilidad de materia scca: sin embargo entre 9 alimentos
comerciales colectados ¢n 2001, se encontraran diferencias de hasta |8 puntos en
digestibilidad de pioteina (63-83%), 9 puwntos de digestitnhidud de materia seca (65-74%) y
8 puntos de digestibilidud de cnergia (74-82%). A pesar de la evotucidon positiva, todos los
alimentos siguen tejucndo una digestibihdad de matena seca interior al valor deseable de
80%. De manera complementaria, a cada uno de estos 9 alimentos sc le determind la
composicion bromatologic, estabilidad en ¢l agua J * la materia seca, de |a proteina y de la
energia, capacidad dc absorcion de agoua dimnctra y longitud de fos pellets, numero de
pellets/g y % de tinos Gl undlisis de estas delerminagiones y la comparacion con valores
recomendados, se preseutan en este trabajo.

Palabras clave: Litopedacus vanrmmed, alimenty comercial . divestibilidad, digestibilidad in vitro, cstabilidad
cn ¢l agua

Couz-Sudrez. L. E. Ricgque-Muric. D, Tyna-Solwzac. M. Marin-Zaldivar, L U Goal iddo-Barbos, C., Niete=Lopez, M, Salinas-Miller. A,
2002, Histuraa y estatus actus | de Lo dhoestibitnlad y e glgamay conacistivas (aicoquimicas de los alimentos comerciales pira camardn
waaday on Moxico. Inz Cruz-Suocse LT Ricque-Mane, T, TupiaSalazac. M, Gumioki-Contés, M. G.. Simwaes. N. (Cda ). Avances en
Nutrician Acuicula VI Meuwi s del ¥ Sioposiom Inteenack nal de Nuir ciim Asuicola. 3 gl ¢ de Septicmbre del 2002, Canciin,
Quintany Roo. Mexica.



Hasta alori, ninguna compania anungia o garantiza cn la etiqueta
digestibil dad d¢ losTalimentos que comnercializa.
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Estudio exploratorio del grado de digestibilidad de los alimentos
comerciales para camarén en México

Lizbeth Bfab:ola Mann-Zaldwar‘2 Mireya Tapia»Salazarz.
Barbos Martha Nieto-Lopez®, Amer‘ca Salinas -Mille

Mane Lucia Elizabeth Cruz -Suarez”

laudio Guajardo-
, Denis Ricque-

;lnsﬂmoNadonaldela Pesca, Distrito Federal (México)
Programa Mancutura FCB/UANL, Nuevo Ledn (México)

Resumen

Se delermind la digestibiidad in vivo de la proleina, de
la-maleria seca, y de la energia en alimentos que
comercialmente se encuentran disponibles en nuestio
pais para el engorde del camardn. Se observaron
diferancias  entre | (dictas de hasta 18 punlos de
digestibiidad ' para proteina (65-83%), 9 puntos para
materia seca (65-74%) y 8 puntos para energia
(74—82%1 El'mélodo utilizado tiene una sensibilidad

que permite distinguir dietas que difieren por 5 puntos
W Desafortunadamente, la digestibiidad
de Y energia de la mayoria de los alimenios

abajo del valor deseable de 8% (exceplo 20 ' de

Summary

Exploratory study of the commercial shrimp feeds
digestibility in Mexico

U.gestbilty of protein, dry matter and energy was
determined in feeds commercially available in our
country for the shrimp grow -out. Differences between
dicts were up to 18 digestbilty points for protein
(85-83%), 9 points for dry matter (65-74%) and
B points for energy (74-82%). The sensitiviy of the
method used in the present study allowed to
distinguish between diets diflering by 5 points in their
digestibifity. Unfortunately, most of the diets (except
2 ©1/3) had protein and energy digestibility under the
A0S recommended value, and all of them were under

ellas), mientras que para matera seca todas estan poe
debajo del 80% 505, dry matter digestibility

Introduccion

La industria de cultivo de camarén, como 1os otros sectores pecuarios, busca producir came
con | maximos rendimientos jal-minimo costo, En el cumplimiento de, esta premisa, el
alimento balanceado jiega un papel muy importante, ya que puede representar hasta un
50% de los costos de producciéon de camaron.

Riaza (1) sefiala que a! preparar los alimentos =e requiere tomar decisiones rapidas, lo cual
implica una evaluacion eficaz de los ingredientes al momento de comprarios, de
combinarios, sustituirlos o despues de procesarios; es por ello que todos los laboratorios
dedicados a la nutricién y alimentacion cuentan con un conjunto de métodos quimicos que
les permitan evaluar la calidad de las dietas o componentes dietéticos. Carrillo en 1994 (2)
menciond que todas estas técnicas estan dirigidas fundamentalmente a conocer tres
caracteristicas de los ingredientes (composicion guimica, biodisponibilidad de nutrientes y
digestibilidad).

Akiyama et al. (3) y Brown et al. (4) coincidieron en que la evaluaciéon de la digestibilidad
resulta esencial en la determinacion de la calidad de un ingrediente; adicionalmente el
conocimiento de la digestibilidad de las materias primas permite realizar una formulacién
mas precisa de |a dieta, pudiendo disrminuir la cantidad de proteina o bien se podrian utilizar
fuentes de proteina de menor costo reduciendo asi substancialmente el precio del alimento.
En 1970 la IAFMM (5) reporta que la digestion incompleta puede ser la principal o unica
causa probable que se encuentra al origen de la falta de disponibilidad de los aminoacidos.
Brown et al. (4) mencionan que estos efectos pueden ser determinados por cambios en la
digestibilidad del ingrediente o de algun componente especifico del ingrediente.

Hajen et al. (6) mencionan que la determinacion de la digestibilidad es esencial no sélo para
formular dietas a bajo costo sino que ademas es muy util para la investigacion de
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