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

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Biologicas

Titulo del Estudio: DESARROLLO DE UNA TECNICA DE DIGESTIBILIDAD IV
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

Propdsito y Métedo del Estudio: Entre las técnicas de evaluacion autricional oficiales,
existen algunas técnicas quimicas que s¢ pueden aplicar independientemente de la especie
a alimentar, pero en otros casos es indispensable que los resultados in vitro sean validados
con bioensayos O evaluaciones in vivo; tal es el casg de las técnicas de digestibilidad o
disponibilidad de proteina, que constituyen un pardmetro de calidad muy importante no
solo desdc los puntos dc vista nutricional y econdmico, sino también desde el punto de
vista de impacto ambiental. Considerado la importancia de contar un método de
digestibilidad de proteinas in vitro que permita hacer una seleccién adecuada de
ingredientes y de alimentos para camardn, pero que ademds permita seleccionar entre
calidades de un mismo ingrediente proteico, en este trabajo se propuso cvaluar la
correlacion de la digestibilidad iz vivo vs. la digestbilidad in vifre de los resultados
obtenidos con las metodalogias AOAC y la metodologia desarrollada para camarén mas
eticiente reportada hasta el imicio de este trabajo (pl-stat), utilizando como sustrato 15
harinas de pescado de calidud vadable, previamente evaluadas en salmonidos y en rink,
asi como otros ingredicntes (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 balanceados
terminados.

Contribuciones y Conclusiones: El camarén L. vannamei 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 profeina. La digestubilidad
protcica abtenida en salmdnidos, trucha o mink no puede ser un buen indicador para la
nutricion de camarén, debe ser reemplazada por los métodos de digestibilidad in vitro a)
can pepsina diluida (A.QO.A.C. Tory modificado) para harinas de pescado pero no para
dietas, b) utilizando extractos crudos de hepatopdncreas: pH-Stat para harinas con alta
proteina‘baja ceniza, o determinacion de la digestibilidad in vitre con enzimas de camarén
(Tipo A.O.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 s¢ determino la digestibilidad proteica de 15 harinas y un hidrolizado de
pescadu in vive (0.4g P. vannamei) wilizando dxido de cromo como murcador inerte y compardndola con
estudios obtenidos con métodas in vitre: métado de pH-5tat en camaron (utilizanda un extracta crudo del
hepatopancreas como fuente de enzima) y varios métodos tipo A.Q.A.C. utilizando pepsina diluida
(método oficial moditicado por el laboratorio de Torry para su uso en hannas de pescado), pero tambida
tripsina bovina 0 un extracto crudo de heparopdncreas de cemardn. La digestibilidad proteica de los
harinas de pescado habla sido evaluada en mink (un experimento con |5 muestras presentd un rango de
§3.1-94.7%), trucha (dos experimentos, n=13, §7.1-97.9%) y salmdn (tres experimentos, 0=13, 76.2-
90.7%).

La digestibilidad aparcnte de la proteina de las harinas de pescado en camarén (DAPHP) varié
de 75.8 a 98.7%, y fue muy afectada por la exposicidn a la temperatura durante el secado, pero no por la
frescura de la matenal prima, v se incrementa significativamente con cl contenido de proteina soluble en
la harina de pescado o el hidrolizada. La correlacidn enure la digestibilidad de 13 proieina en camarén y en
otras especies fue significativa solo en dus de los tres tratammientos para salmdn, pero no para trucha o
mink No obstante, ia digestibilidad aparcnte de la material scca en camardn {DAMSHP) se correlaciono
significativamente con la digestibilidad proteica en salmén, siempre y cuando las harinas presentaran un
contcnido de proteina superior a 65% y un contenido de ceniza inferior a 15%.

El grado de hidrélisis obtenido por ¢l método de pH-Stat mostrd un rango de 13.6 2 35.4%, yno
se correlaciond significativamente con DAPHP en camardn, ain cuando las harinas con bajo contenido de
protelna /alta ceniza fueran eliminadas. Para las HP con comenido proteica mas alto que 65% y comtenido
de ceniza mas bajo que 15%, se obtuvo una ecuacion de regresion significativa (R*=0.64, p=0.0006,
n=14): DAPHP = 1.3 DH+ 6L,

La digestibilidad proteica en pepsina diluida fue expresada en porciento de la protelna soluble
(c.g. corregida por la solubilidad proteica en una salucion 4cida) o de la proteina tatal en la muestra (gj.
Sin corregir). La digestibilidad con pepsina no corregida muestra valores que van de 42.7% a 86.3%, y su
correlacién con [4 DAPHP en camurén (R*-0.67, p=0.00008, r=16) fue mayor que pars los valores
corregidos. Ademas la regresidn no fue afectada por la presencia de HP con beja protcina‘alta ceniza y
por lo tamo puede ser aplicads a cualquier HP: %DAPHP = 59.6 + 0.373 (% Digestibilidad con pepsina
diluida no corregida).

La digestibilidad proteica con tripsina bovina (tipe AO.A.C), fue expresada también como
corregida 0 no corregida por la solubilidad de la protelna en buffer ligeramente alcalina (pHE). La
digestibilidad ¢on tripsina no corregida tuve un rango de 50.832% a 95.13% y su correlacion con la
DAPHP en camardn (R?=0.042) fue toduvia mus baja que paru la digestibilidad con tripsina corregida
{K*= 0.18) contrario a |a esperada.

La digestibilidad proteica in vitre (tipo A.Q.A.C.), con extracto enzimitice del hepatopincreas de
camardn, obtuvo un rango de 36 8 a 64.16 y de 24.16 a 92.25 para las dietas y 1[P a 6 horas de hidrdlisis
respectivamente ¥ 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 proteicas de las dietas in vivo € in vitro (I'=0.6, p=0.0003,
n=16), asi como cntre las digestibilidades proteicas de la harina in vivo ¢ in vitro a 6 ¥y 24 horas de
hidrélisis (F'=0.54 , p=0.001; = 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= 11 respectivamente).

La digestibilidad proteica in vitre para diferentes ingredientes (DP1-24h) y dietas (DPD-24h) con
un cxtracto hepatopancreatica de L, styliresiris presenta una correlacion significativa con la digestibilidad
in vivo (p<0.05) para las dietas (=0.76), pero no para los ingredientes (r= 0.45); sin embargo al eliminar
la harina de trigo |a correlacion mejord significativamente {r= 0.47). Los correspandientes coeficientes de
correlacion entre la digestibilidad proteica in wvo € in vitro para dietas y harinas con ¢l homogeneizado
enzimatico de L. vannamei, no fueron significativos.

En conclusion que ¢l camardn L. vasnamei de 0.4g e3 muy sensible en términos de digestibilidad
aparente de la proteinu de las HP, a los parimetros de calidad, tales cumeo exposicidn a la temperatuce y
contcnide de protcina soluble. La digestibilidad proteica obtenida en salmaénides, trucha o mink no puede
se1 wn buen indicador para lz nutricion de camardn, debe ser reempluzuda por los métodos de
digestibilidad ir vitro a) con pepsina diluida (A Q.A C. Torry madificada) para harinas de pescado pero
no para dietas, b) utilizando extractos crudos de hepatopéncreas: pH-Stat para harinas con alta
proteina’/baja ceniza, o determinacion de la digeshibilidad in vitro con enzimas de camardn (Tipo
A.0.A.C. no corregido) pars harina de pescado, dietas u otros ingredientes de origen animal.

Palabras calve: Calidad proteica, digestibilidad; camardn; harina de pescado.



In the presemt study, protein digestibility of 15 fish meals and one fish hydrolysate was
determined in viva ((Ldg £ vannamei) using CryO, as an inert tracer, and compated to the resuits of in
vitro hydrolysis methods; shrimp pH-Stat method (using a ¢rude extract from shrimp hepatopéncreas as
enzyme source) and the methed 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 various
facilities for their protein digestibility in ruink (one trial on 15 samples ranging §3.1-94.7%3), trout (two
trials, n=13, 87.1-97.9%) and salmon (three trials, n—13, 76.2-90.7%).

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

Degree af hydrolysis (DH) by shrimp pH-Stat method ranged from 13.6 to 35.4%, and was not
correlated sigmficantly with FMAPD in shrimp, unless low proteinshigh ash fish meals were excluded
from the data base. For fish meals which protein content was higher than §5% and ash content lower than
15%, a significant regression equation was obtained (Rz=0,64, =0.0006, n=14): FMAPD - 1.3 DH + 61.

Protein digestibility in dilute pepsin was expressed as a percent of either insoluble (i corrected

for protein solubility in a weak acid volution) or otal crude protein in sample (i€ uncomected).
Uncaorrected pepsin digestibility ranged from 42 7% to ¥6.3%, and its correlation with FMAPD in shritmp
(R%=0.67, p=0.00008, n=16) was better than for the corrected expression. Moreover, the regression was
not atfected by the presence of low proteirv/high ash fish meals and therefore 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
solubility in pH & buffer. Lincorrected trypsinc digestibility ranged from 50.52% to 95.13% and its
correlation with FMAPD in shrimp (r?=0.042) was still lower than for the corrected digestibility with
trypsine (= 0.18) contrary to the expected.

The in vitro protein digestibility (AOQAC type), with enzymatic extract of shnimp hepatopdncreas,
ranged 36.8 to 64.16 and 24.16 to 92.25 for the diets and FM at 6 houwrs of hydrolysis respectively, and
for the HP at 24 hours the range was 42.7 to 94.4. There was a significant correlation (p< 0.05) between
the in vivo and ir vitre pratein digestibility for the diets (r2= 0.6, p= 0.00035, n= 16) as well as between
the in vivo protein digestibility for the FM and in vitro at 6 or 24 hours of hydrolysis (r2= 0.54, p= 0,001
n= 16 and r2- 0.8, p= 0.000003, n= 16 respectively). These last two cotrelations improve when the FM
containing mure thun 14.5% ash «re 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 a L. stylirustris
hepatapancredtic extract carvelated significantly with the in vivo digestibility (p< 0.05) for the dicts (r=
0.76), but not for the ingredients (= 0.46); However upon eliminating the wheat flour the correlation
impraved significantly (= 0.87). The cortesponding coefficients of correlation between the in vivo and in
vitro protein digestibility for diets and flours with the enzymatic homogenized of L, vannamei, were not
sigmificant.

It can be concluded that 0.4g L.venramei are very sensitive o fish meal quality parameters such
as temperature exposure aund soluble protein content in terms of apparent protein digestibility. The protein
digestibility abtained for salmonids, trout ar mink cannot be used as a indicator for shrimp nutrition, and
should be replaced by in vitre 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 hepatepancreas crude extract: shrimp pH-
Stat for high prateinflow ash fish meals, or determination of the in vitro digestibility with shrimp enzymes
(A.0.A.C Type, correcied) for fish meals, diets or other animal ingredient.

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



