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Resumen.

Se evalud la digestibilidad in vitro de 12 fuentes de proteina (p. de soya, p. de soya +
fitasa, p. de canola, p. de canola + fitasa, concentrado proteico de soya, gluten de trigo
francés, gluten de maiz, suero de leche, harina de pollo, harina de ave, protiblend, harina
de pota) por el método de pH STAT, con extractos multi enzimaticos obtenidos a partir de
juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis. De estas fuentes se seleccionaron 5
con las cuales se realizaron las respectivas dietas y una mas como dieta de referencia
(gluten de trigo francés, harina de pollo, harina de ave, harina de pota, protiblend y
férmula base, respectivamente). Se determind in vitro e in vivo la digestibilidad de las
dietas en juveniles de C. undecimalis. Se obtuvieron resultados en cuanto a grado de
hidrélisis (GH) y digestibilidad aparente de la proteina (DAP). Gluten de trigo francés
(3.4% y 89.8%), harina de pollo (4.9% y 90.8%), harina de ave (4.3% y 92.9%), harina de
pota (4.2% y 87.1%), protiblend (4.5% y 90.5% y la dieta de referencia (3.4% y 91.6%). Se
realizé el andlisis estadistico de ANDEVA (p<0.05).
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Abstract.

The in vitro digestibility was evaluated in 12 protein kind (soybean meal, soybean meal +
phytase, soy protein concentrate, canola, canola + phytase corn gluten, wheat gluten,
whey, poultry meal, chicken meal, squid meal, protiblend) by the pH STAT method, with
multi enzymatic extracts obtained from juvenile Common snook Centropomus undecimalis.
These sources 5 were selected which were made the respective diets and as a reference
diet (wheat gluten meal, poultry meal, chicken meal, squid flour, protiblend and formula
base, respectively). It was determined in vitro and in vivo digestibility of diets in juvenile C.
undecimalis. Results were obtained in terms of degree of hydrolysis (DH) and apparent
digestibility of protein (ADC). Gluten French (3.4% and 89.8%), chicken meal (4.9% and
90.8%), poultry meal (4.3% and 92.9%), squid flour (4.2% and 87.1%), protiblend (4.5%
wheat and 90.5% and the reference diet (3.4% and 91.6%). ANOVA statistical analysis (p

<0.05) was performed.
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Introduccion.

La acuacultura es una de las actividades productoras de alimentos que tiene un
crecimiento muy rapido, provee alrededor del 47% de la produccién pesquera a nivel

mundial (FAO, 2012), y se espera que domine la produccion para el afio 2030.

Es asi que la pesca y la acuacultura realiza contribuciones importantes, por lo que en los
ultimos 50 afios el suministro de los productos pesqueros destinados al consumo humano
ha superado al crecimiento de la poblacion mundial. Actualmente el pescado constituye

una fuente de alimento y proteinas animales para una gran parte de la poblacién mundial.

En la actualidad los peces de agua dulce dominan la produccion acuicola mundial (56.4 %,
33. 7 millones de toneladas), seguidos por los moluscos (23.6%, 14.2 millones de
toneladas), los crustaceos (9.6%, 5.7 millones de toneladas), los peces diadromos (6%,
3.6 millones de toneladas), los peces marinos (3.1 %, 1.8 millones de toneladas) y otros
animales acuaticos (1.4 %, 814,300 toneladas) (FAO 2012).

La acuacultura en México es un area con un desarrollo, aun asi hace falta mas
investigacién para comprender las necesidades nutricionales de las distintas especies con
potencial para la produccion, como es el caso del robalo blanco (Centropomus
undecimalis). La necesidad de brindar a la poblacién fuentes de proteina de origen
animal, especificamente de organismos acuaticos, con un alto valor nutrimental y a bajo
costo, nos motiva a buscar alternativas que nos lleven a lograr dichos objetivos. El robalo
blanco, C. undecimalis es la especie marina con mayor potencial de cultivo en el golfo de
México (Alvarez-Lanjonchére, 2003; Tucker, Jr., 2003). En los ultimos afios, la Unidad
Académica Sisal, de la Universidad Nacional Autonoma de México, ha realizado estudios
encaminados a la inclusion de esta especie a la actividad acuicola, contando ya con las

instalaciones adecuadas para ello.

Centropomus undecimalis tiene una gran importancia en la actividad econdémica de

poblaciones costeras, por su alto valor comercial, alta supervivencia, buen rango de

12



crecimiento y habitos eurihalinos. Para el aio 2012 se encontraba en el lugar 23 en
cuanto al volumen obtenido (tanto en pesca como en acuacultura), pero en cuanto a su
valor se localiza en el lugar numero 10, su tasa media de produccion anual es de 2.29%,
es importante senalar que entre los anos 2011 a 2012 se detectd un incremento de 300%
en cuanto a la produccion por acuacultura de esta especie (CONAPESCA, 2012). Esto es
un indicativo mas de la capacidad de ser un organismo apto para ser cultivado y para

mejorar poblaciones silvestres (Tucker, 1987, Brenan et al, 2006).

En el caso de la acuacultura existen diversos factores que hay que considerar para poder
tener un buen rendimiento tanto en los organismos asi como un beneficio econémico, uno
de estos factores es la alimentacion, este rubro es muy importante ya que representa
alrededor de un 60% de los costos totales en esta actividad, atribuido al ato precio en el
mercado que posee la harina de pescado que es el principal insumo utilizado para la
elaboracion de alimentos balanceados (Cruz-Suarez et al, 1996), aunado a la
sobreexplotacion y abatimiento de los peces usados como materia prima, desde hace al
menos diez afos, se busca contar con fuentes alternas que cumplan con las exigencias
tanto nutricionales de la especie, asi como econdmicas, es aqui donde los estudios de
digestibilidad encaminados a encontrar las mejores alternativas para la formulacion de
dietas cobra mayor importancia, tomando en cuenta las caracteristicas de cada especie
en particular. Estos estudios brindan una perspectiva mas clara de los requerimientos

nutricionales de nuestra especie.

Existen métodos con los cuales es posible apoyarse para poder ver las caracteristicas en
cuanto a digestibilidad de los ingredientes probados en los organismos, estos métodos
son in vivo e in vitro; en el caso de los métodos in vitro, el método de pH STAT tienen
grandes ventajas tales como la rapidez en la determinacién del grado de hidrélisis (GH)de
las fuentes de proteina, el uso de extractos multienzimaticos (proteasas) del organismo al
cual se esta estudiando, ademas de ahorro en espacio, uso de organismos y personal. Si
bien los métodos in vitro brindan grandes ventajas, no van a sustituir por completo a los
métodos in vivo, ya que en estos se logran ver los resultados en el organismo estudiado.

Ambos métodos son complementarios (Ezquerra, 1998).
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Por lo antes mencionado, es importante la realizacion de estudios de fisiologia digestiva y
nutricional que lleven a formular dietas que proporcionen la mayor cantidad de nutrientes
al robalo blanco, mejorando asi la tasa de crecimiento, para lograr su produccién masiva
mediante un ciclo completo, para reducir los costos de produccion y lograr el éxito del

cultivo.
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Objetivos.

Objetivo general.

e Determinar la mejores fuentes de proteina usando dos métodos de
digestibilidad, in vitro (pH STAT) e in vivo para los juveniles del robalo blanco,

Centropomus undecimalis.

Objetivos especificos.

e Determinar el grado de hidrdlisis de diferentes materias primas (proteina de
origen marino, terrestre y vegetal) usando el método de pH STAT.

e Formular dietas a partir de seleccion de las materias primas que tuvieron los
mejores Grado de Hidrolisis en el pH STAT.

e Determinacion de la digestibilidad aparente de los ingredientes que obtuvieron

los mejores resultados en las pruebas in vitro (pH STAT).

Para cumplir con los objetivos sefialados, la presente investigacién se ha dividido en dos

capitulos.
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Hipotesis.

e Al ser la harina de pescado un factor limitante en la acuacultura, las diferentes
harinas, (tanto de origen animal marino, terrestre y vegetal) que se proponen
para sustituirla en las formulaciones de los alimentos balanceados, tendran

resultados similares en digestibilidad in vitro y a su vez en digestibilidad in vivo,
en los juveniles de C. undecimalis.
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Antecedentes.

Actualmente el pescado es la fuente mas importante de proteina animal para la
humanidad, su produccién a través de la acuicultura provee alrededor del 47% del total de
la produccién pesquera a nivel mundial y se espera que domine para el afio 2030 (FAO,
2012).

En los ultimos 50 afos el suministro de los productos pesqueros destinados al consumo
humano ha superado al crecimiento de la poblacion mundial. En la actualidad los peces
de agua dulce dominan la produccion acuicola mundial (56.4%, 33. 7 millones de
toneladas), seguidos por los moluscos (23.6%, 14.2 millones de toneladas), los
crustaceos (9.6%, 5.7 millones de toneladas), los peces diadromos (6%, 3.6 millones de
toneladas), los peces marinos (3.1 %, 1.8 millones de toneladas) y otros animales
acuaticos (1.4 %, 814,300 toneladas) (FAO 2012).

El robalo blanco es un organismo carnivoro, los adultos habitan principalmente en rios en
invierno, en meses de verano se movilizan hacia aguas salinas o estuarinas. Los juveniles
pueden habitar tanto en agua dulce como salobre (Tringalli, 1996). Es un pez carnivoro

que se alimenta de crustaceos y peces principalmente.

Distribucion y caracteristicas de Centropomus undecimalis.

El robalo blanco (Centropomus undecimalis), se encuentra entre los peces marinos de
mayor importancia comercial en el golfo de México, siendo muy apreciado para el
consumo humano (Tringali, 1996), debido al sabor y calidad de su carne (consistencia y
blancura), la facilidad con la que se eliminan las espinas; pero sobre todo a la gran

variedad de platillos que se pueden realizar, por lo cual es dificil de sustituir.
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Las caracteristicas fisicas de Centropomus undecimalis, presenta una superficie dorsal de
color gris opaco y con tonalidades de amarillo a verde, la linea lateral se encuentra bien
definida y separa bien la parte dorsal de la parte ventral, la cual es de un color blanco. Las
aletas pectorales, pélvicas, segunda aleta dorsal y el I6bulo dorsal de la aleta caudal son
principalmente de un color amarillo, aunque se pueden encontrar otros colores mas

oscuros principalmente si provienen de rios (Fig. 1)

Figura1. Robalo blanco (Centropomus undecimalis).

C. undecimalis (Tabla 1) es un pez migratorio que pertenece a la familia Centropomidae
(cuenta con dos géneros y 15 especies, en México se encuentra un género con 12
especies), y habita principalmente en zonas de estuarios, con una distribucion sobre la
costa del océano Atlantico, desde latitudes subtropicales y tropicales de norte y sur
América, desde Carolina del Sur en Estados Unidos hasta Rio de Janeiro, Brasil. En
México su distribucién es en los estados colindantes con el golfo de México y mar Caribe
(Chavez, 1963).

18



Tabla 1. Clasificacién taxondmica del robalo blanco (Centropomus undecimalis).

Reino Animalia
Phylum Chrodata
Clase Actinopterygii
Orden Perciformes
Familia Centropomidae
Género Centropomus
Epiteto especifico undecimalis

Centropomus undecimalis (Bloch,
Nombre Cientifico 1792)
Autor del nombre (Bloch, 1792)
Determinador Resendez, M.A.
Fecha de
determinacion 05/11/1975

Alimentacion de Centropomus undecimalis.

Los habitos alimenticios del robalo blanco son principalmente de peces y crustaceos
(Taylor, 2000), lo cual es indicativo de un alto requerimiento de proteina, esta necesidad
de proteina es lo que incrementa los costos de produccion (Cerqueira, 2009).Ya que la
proteina es considerada uno de los factores mas importantes en la nutricion de peces
(interviene en el crecimiento de la masa muscular y desarrollo de érganos, entre otros
aspectos) y la de mayor costo, por lo que es necesario conocer los requerimientos
especificos de Centropomus undecimalis para la formulacién de dietas balanceadas
(Walton, 1987, en Gracia-Lépez, 2003) y asi satisfacer sus necesidades nutricionales,

para obtener el maximo rendimiento a un menor costo.

Importancia economica del robalo blanco.

El robalo blanco tiene importancia tanto en la pesca deportiva, principalmente en Florida y
el sur de Texas (Roberts, 1987; Taylor et al., 2001), asi como también en las pesquerias,

ya que sostiene a gran parte de la poblacion pesquera de las regiones como Tabasco,
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Campeche y Tamaulipas (Caballero-Chavez, 2009).Asi como también mas al centro y el
sur de nuestro continente, Centropomus undecimalis tiene una importancia como fuente

de alimento (Tringali, 1996).

El robalo posee habitos diadromicos y caracteristicas de ambientes eurihalinos, lo cual le
otorga un gran potencial para ser utilizado en la actividad acuicola, por su alta

supervivencia y su alta tasa de crecimiento (Tucker, 1987; Brenan et al., 2006).

En relacién al volumen de captura de robalo blanco, Campeche es la entidad en donde se

obtienen las mayores cantidades, seguidas de Veracruz y Tabasco (Fig. 2).
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Figura 2. Serie historica de produccién de robalo (2002-2011).
Tomado de “Anuario estadistico de acuacultura y pesca” CONAPESCA-SAGARPA
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Proceso de digestion.

La degradacion de la comida empieza desde la boca en donde el alimento es desgarrado
y triturado por los dientes, branquiespinas, etc. En el estdmago las contracciones
musculares aseguran el contacto cercano del alimento con las enzimas digestivas vy
emulsificadores que solubilizan los nutrientes principales. En el caso de los peces que
carecen de estomago el bolo alimenticio llega directamente al intestino antes que la
solubilizacién y emulsificacion llegue a realizarse. Algunas especies como el gillaro
(Salmo stomachicus) cuenta con una molleja y saco ciego en donde continua la digestion
fisica del alimento con fuertes contracciones musculares. El intestino proximal y el ciego
pilérico contribuyen a las dos terceras partes de la absorcion de nutrientes. Aunque
también a diferencia de mamiferos y aves en la zona distal del intestino y zona anal

cuenta con células como enterocitos que tienen la capacidad de absorber mas nutrientes.

El tracto gastrointestinal juega numerosos papeles en el mantenimiento de la homeostasis
del pez, como es la osmoregulacion, defensa contra patdégenos aunque la mas importante

es la conversion alimenticia, asimilacion de nutrientes.

Al haber mas de 20,00 especies de peces la anatomia del aparato digestivo es muy
variada, esto esta relacionado con el lugar donde viven, el tipo de alimentacién (ya sea
carnivoro, omnivoro o herbivoro) asi como habitos alimenticios. En términos generales la
anatomia del tracto gastrointestinal es similar a la de la mayoria de los vertebrados. Los

peces se pueden dividir en 2 grupos dependiendo del proceso digestivo.

Los que no cuentan con un estomago verdadero y se alimentan principalmente de algas o
son omnivoros, algunos peces de este tipo como los teledsteos como la familia
Cyprinidae, Labridae y Gobydae presenta un vulvo intestinal, que solo es un alargamiento,
y no cuenta con células que liberen pepsina. La tripsina es la que cumple la funcién de
enzima en estos peces la digestion es intestinal, pasando el alimento del esdéfago
directamente al intestino en donde la absorcion se da a lo largo del intestino, en estos

organismos la longitud del intestino es mayor a diferencia de los organismos carnivoros.
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El otro grupo esta conformado por peces carnivoros en donde la anatomia del tracto
digestivo ya cuenta con un estomago el cual le permite al pez mejorar la eficiencia de la
absorcion de nutrientes, aqui la degradacién de los nutrientes esta dada en dos tiempos,
el primer tiempo es una fase acida que se da en el estbmago en donde las proteasas
acidas tipo pepsina empiezan a actuar; en el segundo tiempo esta caracterizado por una
fase alcalina y se da a lo largo de los intestinos, las enzimas que participan en este
proceso son principalmente tripsina y quimotripsina. La actividad de las enzimas en

general esta regulada por pH y temperatura (Farrel et al, 2011).

Enzimas digestivas.

La funcion de las enzimas es catalizar las reacciones bioldgicas. EI nombre de estas
enzimas se da en funcion a la reaccion quimica que catalizan especificamente. Se ha
adoptado una clasificacion sistematica de las enzimas de acuerdo a la recomendacion de
la comision internacional de enzimas, las cuales podemos agrupar en seis grupos, de

acuerdo con Lehninger (1984) que son (Tabla 2):

Tabla 2. Clasificaciéon de las enzimas de acuerdo a la CIE.

Tipo Funcién
1.0xido reductasas Reacciones de 6xido reduccion
2.Transferasas Transferencia de grupos funcionales
3.Hidrolasas Reacciones de hidrélisis
4 Liasas Adicion a los dobles enlaces
5.Isomerasas Reacciones de isomerizacion
6.Ligasas Formacién de enlaces con escision del ATP

En la digestion, la proteina del alimento es hidrolizada por las enzimas digestivas (Garcia-

Carrefio et al, 1997), y estas aumentan la velocidad de la reaccion de la hidrdlisis.
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En el tracto digestivo (estdbmago, intestinos, sacos ciegos) se encuentran diferentes tipos
de enzimas, en el caso del estbmago se encuentran enzimas digestivas acidas tales
como; pepsina, gastricina y en el intestino hay enzimas digestivas alcalinas tripsina y
quimotripsina, que son producidas en el pancreas y secretadas de forma inactiva hacia el
lumen del intestino (Concha, 2008). Estas enzimas se encuentran dentro del grupo 3
(hidrolasas) subgrupo 4 (que actuan sobre enlaces peptidicos). En el presente trabajo nos
enfocaremos a las enzimas que se encuentran dentro del grupo 3, las hidrolasas,
especificamente el grupo 3.4 que son hidrolasas que actuan en enlaces peptidicos.
(Garcia-Carreno et al, 1993).

Proteasas.

Son polimeros de aminoacidos que dirigen la capacidad catalitica en distintos sistemas
bioldgicos. Estas enzimas pertenecen al grupo de las hidrolasas, es decir, que catalizan la

degradacion de otras proteinas hidrolizando los enlaces peptidicos.

Dependiendo del sitio en donde actiuen las proteasas se pueden clasificar en

endopeptidasas y exopeptidasas, ver la siguiente tabla.

Tabla 3. Proteasas digestivas. Modificado de Sunde, 2006.

Enzima Accion
Extremo carboxilo de aminoacidos cargados
Tripsina positivamente
(EC. 3.4.21.4)
Extremo carboxilo de aminoacidos con
Quimotripsina cadenas laterales hidrofébicas largas
Endopeptidasas (EC.3.4.21.1)
Extremo carboxilo de aminoacidos con
Elastasa cadenas laterales hidrofobicas cortas
(EC. 3.4.21.11)
Pepsina Extremo carboxilo de los aminoacidos
(EC. 3.4.23.1)
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Extremo carboxilo de aminoacidos con
cadenas laterales ramificadas o aromaticas
Carboxipeptidasa A del C extremo terminal

Exopeptidasas (EC.3.4.17.1)

Extremo carboxilo de aminoacidos con
cadenas laterales basicas del C extremo
Carboxipeptidasa B terminal

(EC. 3.4.17.2)

En cuanto a su mecanismo de accién se clasifican en 4 grupos:

1) Serina-proteasas. 3.4.21 Tripsina, quimotripsina, elastasa. Se caracterizan por
tener un residuo serina en su sitio activo.

2) Cisteina-proteasas. 3.4.22Papaina, quimopapaina, catepsina B. Aquellas enzimas
que engloban un residuo de cisteina en su centro catalitico Jordan, (2000).

3) Proteasas acidas o asparticas. 3.4.23 Pepsina. Presentan el acido aspartico en su
centro activo.

4) Metal-proteasas.3.4.24. Tiene un residuo de acido glutdmico en el centro activo, y

requieren un cation divalente (Ca, Mg o Zn) para catalizar la hidrdlisis.

La enzima pepsina que pertenece al grupo de las proteasas acidas o asparticas (3.4.23)
es una endoproteasa que se caracteriza por ser una enzima secretada en el estbmago de
los organismos, es activada tanto por la acidez del jugo gastrico, asi como por otras
pepsinas que ya estén activadas, su forma inactiva o precursor es el pepsinogeno, su

rango de actividad es a un pH entre 2 y 6.

Existen otro tipo de enzimas las cuales actuan en un pH alcalino, las serina-proteasas
(3.4.21), estas son tripsina (3.4.21.4), quimotripsina (3.4.21.1) y elastasa (3.4.21.11).
Estas son al igual que la pepsina endoproteasas, que cuentan con un residuo serina muy
reactivo en su centro activo. La caracteristica principal de esta familia de enzimas es la de
estar formada por una triada catalitica, es decir interviene un residuo histidina, un residuo
serina y un residuo acido aspartico. Estas tres enzimas son producidas en el pancreas y

secretadas inactivas en la luz del intestino como tripsinogeno, quimotripsinégeno.
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La especificidad del sustrato entre cada una de estas enzimas es diferente, la tripsina
hidroliza por el lado carboxilo de los aminoacidos con cadenas laterales largas y carga
positiva como lisina y arginina, la quimotripsina hidroliza en enlace peptidico del extremo
carboxilo de los aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano, la elastasa hidroliza el
enlace peptidico del extremo carboxilo de aminoacidos hidrofébicos como alanina y

valina.

Digestibilidad.

Los estudios de digestibilidad (in vitro o in vivo) son métodos complementarios. La
digestibilidad in vitro enfocada en la nutricion acuicola, nos brindan muchas ventajas tales
como, rapidez en la determinaciéon de resultados, el uso de cantidades muy pequefas de
muestras y ahorro de recursos tanto econémicos como humanos (Ezquerra, 1997). En
cuanto a los estudios in vivo, la digestibilidad aparente es una medicién de la asimilacion
de nutrientes de un organismo, proporciona una estimacion muy practica de la
disponibilidad de los mismos (Lee y Lawrence, 1997, en, Smith, 2008). Puede
determinarse de manera directa (gravimétrico) o de manera indirecta (marcador inerte).
Estos métodos nos sirven para investigar los requerimientos nutricionales de una o mas
especies, asi como para formular dietas, que nos ayuden a disminuir los costos de

produccién.

Uso del pH STAT.

Los métodos in vitro para evaluar la digestibilidad de proteinas son muy necesarios, ya
que ellos nos ahorran tiempo y recursos econdmicos, espacio y organismos, a diferencia

de los métodos in vivo (Grabner, 1985 en Ezquerra, 1997).
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El pH STAT ha sido utilizado en la investigacion de nutricion animal y humana, para
determinar de manera in vitro la digestibilidad de alimentos. Este ensayo mide la actividad
de hidrdlisis de las enzimas, sobre un sustrato que en este caso es una materia prima
(fuente de proteina), del cual rompe los enlaces peptidicos (Tibetts, 2011), en este caso
seran enzimas de estdmago (pH acido) y enzimas de ciegos e intestinos (pH alcalino) de

robalo blanco (Centropomus undecimalis).

El uso del método de pH STAT para monitorear la digestibilidad de proteinas tiene

algunas ventajas como:

1) Un pH constante, sin el uso de un buffer fisiolégico concentrado.
2) El rango de hidrdlisis de las proteinas puede ser estimado rapidamente durante el

proceso de digestion por la evaluacion de la curva de titulacion (Ezquerra, 1997).

Los estudios de digestibilidad realizados por Dimes y Haard (1994), comparando el
método de pH STAT versus diferentes métodos de digestibilidad in vitro como pH-shift (de
un paso y de dos pasos) y la digestibilidad aparente en Salmo gairdneri vieron que el pH
STAT predice mejor el rango de digestion de proteina. Por lo que desde ese momento a la
fecha, se ha estado empleando con éxito sobre diferentes especies de organismos
acuaticos, como son crustaceos y peces en su mayoria marinos, obteniendo resultados

muy cercanos a la realidad nutricional de la especies en estudio.

El pH STAT, es un método in vitro, este a través de la simulacion de las condiciones del
tracto gastrointestinal nos indica sobre que sustrato las enzimas tienen mejor actividad al

haber rompimiento de enlaces peptidicos (Grabner, 1985; Tibetts, 2011).

Digestibilidad aparente.

La digestibilidad aparente es un método in vivo que determina la digestibilidad que tiene

un alimento o sus componentes como proteinas, lipidos, carbohidratos, etc., utilizando
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como referencia un marcador inerte que no se absorbe en el tracto gastrointestinal

(Fenucci, 2008) como la zeolita.

A pesar de los avances que han tenido los estudios de digestibilidad in vitro, no han
podido desplazar a los estudios in vivo. En estos estudios se pueden tener una mejor
vision de los resultados en cuanto a la asimilacién de los distintos nutrientes que se estan

analizando.

En el proceso de digestion, la proteina es hidrolizada por enzimas digestivas (Garcia-
Carrefio et al., 1997) existen diferentes tipos de enzimas digestivas, en el caso de
estdmago (acidas) las principales que se encuentran son, pepsina y gastricina; en ciegos

piléricos e intestinos (alcalinas) tripsina y quimotripsina.

Para poder incluir al robalo blanco al mundo de la acuicultura es necesario realizar
estudios para conocer mejor su ciclo bioldgico, siendo el desarrollo larval la parte mas

importante.

Estudios de digestibilidad.

Walford et al. (1991) al trabajar con larvas de Lates calcarifer (que es una especie muy
cercana al robalo), observaron que estas son capaces de degradar la pared de la

membrana de los micro encapsulados., cuando se agregaban junto con rotiferos.

Boonyaratpalin et al. (1998) probaron en juveniles de Lates calcarifer, la sustitucion de la
harina de pescado por diferentes fuentes de proteina de soya, se observa que estos
organismos tienen una mejor asimilacion de la harina de pescado, a diferencia de la soya,

observandose en una mejor peso final, supervivencia.

Es importante también tomar en cuenta el cambio de alimentacion en las larvas, pasar de

un alimento vivo a un alimento inerte puede llevar a tener grandes mortalidades Honzaryk
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trabajo con larvas de Centropomus parallelus, probando diferentes microencapsulados de
colesterol-lecitina, y diferentes fuentes de proteina, como musculo de tiburén, de calamar

y proteina de soya.

Tzisuki et al. (2006), probaron el efecto de diferentes salinidades (5, 15 y 35 ppt) sobre la
supervivencia, crecimiento y actividad enzimatica digestiva en Centropomus parallelus, en
la cual en las tres hubo un 93.3% de supervivencia, la mejor actividad y mejor crecimiento

se observo en 15 ppt. La supervivencia nos indica que es un pez eurihalino.

Existen algunos trabajos en Centropomus parallelus estudiando el efecto de diferentes

salinidades en supervivencia, crecimiento y actividad enzimatica (Suzuki, 2007).

Katersky, et al (2007), estudio el efecto de diferentes temperaturas en la toma de alimento
y crecimiento de Lates calcarifer entre 20 y 38.6°C (con intervalos de 3°C), encontraron
que la mejor aceptabilidad de alimento, rango de crecimiento, se dieron en los rangos de
32.8, 31.4, 31.2 y 30.2 °C, aunque no hubo muchas diferencia en los rangos de 21°C a

39°C, probando la adaptabilidad a los cambios de temperatura.

Shimada et al. (2010), analizaron en Centropomus parallelus el aparato digestivo a través
de cortes histolégicos analizando la absorcion de proteinas y lipidos donde se observoé

que los lipidos son absorbidos mayormente en el ciego y las proteinas solo en el recto.

En el caso de Centropomus parallelus hay trabajos que abarcan los parametros
hematolégicos, asi como la actividad fagocitica (relacionados al sexo, estado de madurez

gonadal) realizado por Aguiar et al. (2012).

Estudios en Centropomus undecimalis.

En el aspecto nutricional se encuentran pocos trabajos realizados en Centropomus

undecimalis. Tucker (1987), en un estudio realizado con larvas y juveniles de robalo, en
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estanques de tierra y probando alimento fresco y alimento comercial, donde, el alimento

de atun y de trucha tuvo las mejores tasas de crecimiento.

Borquez et al. (1998), estudié la conducta alimentaria en juveniles de robalo blanco
utilizando como atrayentes aminoacidos: L-prolina, L-histidina, L-serina, L-lisina, L-

arginina, L-isoleucina, L-acido glutamico, entre otros.

Gracia-Lépez et al. (2003), probaron en dos estudios, en donde valoraron el efecto que
hay en juveniles de Centropomus undecimalis de diferentes niveles de proteina en la
dieta (28.8 %, 40.4 %, 53.4 % y 65.8 %), usando como fuentes de proteina la harina de
pescado, harina de calamar y pasta de soya, donde la dieta de 53.4 % de P.C. tuvo una
mejor ganancia de peso. En la segunda parte del experimento, la dieta de 53.4 % fue
comparada con 3 alimentos comerciales de tilapia, bagre y trucha, se observé un mejor
peso final en la dieta de trucha y dieta con 53.4 % de P.C., esto nos indica que al ser el
robalo un pez carnivoro marino las necesidades de proteina en la dieta son muy altas
para satisfacer sus demandas. Y las fuentes de proteina de origen animal (pescado,

camaron) son las que dieron mejor resultado.

Es importante tomar en cuenta que al querer mantener en condiciones de cautiverio a
Centropomus undecimalis, ademas del requerimiento alimenticio, también es importante
considerar la frecuencia con que el alimento se debe de brindar. Garcia-Galano, et
al.,(2003), trabajaron con3 frecuencias distintas de alimentacion1, 2 y 3 veces al dia
midiendo 4 variables, consumo de alimento, evacuacidn gastrica, conversion alimenticia y
crecimiento),detectando que el consumo de alimento no fue afectado las 3 frecuencias,
sin embargo en cuanto a la evacuacion gastrica, el tiempo de esta disminuyo conforme
aumentaba la frecuencia de alimentacion, asi mismo la conversion alimenticia vy
crecimiento se observd mejores resultados en los organismos que fueron alimentados 3

veces al dia.

Reyes, et al (2004), trabajaron el ambito alimenticio partiendo del punto de la sustitucién

de un alimento vivo a uno inerte para crear las condiciones apropiadas para la produccion
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en cautiverio del robalo blanco, obteniendo un factor de conversion del 3.75:1,
evidenciando esto la capacidad potencial de adaptarse a un cultivo de este organismo, en
dicho trabajo recomienda la importancia de profundizar en requerimientos de esta

especie.

Se han hecho estudios sobre el desarrollo ontogénico de la habilidad de succién para la

alimentacion (Wainwright et al., 2006).

Zarsa-Mesa, et al (2006) cultivaron en estanques de tierra y con agua dulce juveniles de
Centropomus undecimalis y C. parallelus, alimentandolos unicamente con crias de tilapia,
obteniendo buenos resultados, la tasa diaria de crecimiento fue de 0.062 cm para el

robalo blanco y de 0.028 cm para C. parallelus.

Ibarra-Castro et al., (2011) reprodujeron en cautiverio a Centropomus undecimalis, con
desove inducido y fertilizacién natural, y a las larvas obtenidas de estos desoves se les
establecio un protocolo de alimentacion.

Debido a que el alimento representa cerca de 70% del costo total de la produccién en
acuicultura; la formulacién de los alimentos y tipo de cultivo es la base del éxito para los
productores (Velasco et al, 2000), es por ello que la nutricion y alimentacion de
organismos marinos ha recibido gran atencién en los ultimos afios (Cuzon et al, 2002), y
la tendencia ha sido buscar nuevas fuentes alternativas de proteinas y técnicas de cultivo
que influyan en una mayor tasa de crecimiento o en el logro de las tallas maximas de la
especie (Carrillo et al, 2000; Galindo et al, 2001).
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Capitulo 1. Digestibilidad in vitro de fuentes alternativas de

proteina para dietas de Centropomus undecimalis.

Introduccion.

Siendo la alimentacion el rubro en donde los costos de produccion es mayor en la
acuacultura, y a su vez la proteina el insumo que mayor peso tiene en esta, la busqueda
de fuentes alternas de proteina que sustituyan a las tradicionales, como la harina de

pescado.

La determinacion de la digestibilidad de los ingredientes es un paso importante para saber
la capacidad del organismo para aprovecharlo (Moyano, 2000). Existen métodos in vitro e

in vivo, para realizar su determinacion, estos son complementarios.

Los estudios de digestibilidad in vitro ayudan determinar la calidad de los ingredientes a
evaluar, con las ventajas de ahorro en recursos economicos, muestras a evaluar, material
humano y tiempo, estos estudios brindan un amplio panorama de las cualidades de las
muestras a evaluar, con esto es posible hacer una preseleccion de los ingredientes que

se desean probar o estudiar (Ezquerra, 1997).

El sistema pH STAT, ha sido usado en la investigacion de nutricion humana y animal,
para determinar la digestibilidad de la proteina de un ingrediente. Desarrollado por
Pedersen y Eggum (1984), ha demostrado una exactitud en la prediccion de la
digestibilidad. Dimes y Haard (1994) sugirieron la utilizacion de este método en la
evaluacion de alimentos para salmoénidos (Alarcon, 2002), en donde se observa una
buena correlacion entre la digestibilidad in vitro y digestibilidad in vivo. También se ha
usado esta técnica para la optimizacion de la fraccidon proteica de los micro-capsulados

usados en la alimentacion de larvas de peces marinos.
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Materiales y Métodos.

Analisis bromatoldgico de los ingredientes

Las materias primas se analizaron determinando su composiciéon quimica proximal de
acuerdo al método AOAC (1980).La humedad se determiné por medio de secado en
estufa, Las cenizas se determinaron por medio de incineracion en mufla. Los lipidos
(extracto etéreo) se determinaron por medio del método Goldfish y para la determinacién

de las proteinas se usé el método de analisis elemental de carbono y nitrégeno.

Humedad.

La determinacién de secado en estufa se basa en la pérdida de peso de la muestra por
evaporacion del agua. Para esto se requiere que la muestra sea térmicamente estable y
gque no contenga una cantidad significativa de compuestos volatiles (Analisis de
alimentos). Este método se llevé a cabo en una estufa de la marca Binder®. Primero se
pesO6 la charola vacia, posteriormente se le agregaron aproximadamente 5 g del
ingrediente y se colocd en la estufa por 12 horas a 60°C. Una vez pasado este tiempo se
dej6 enfriar la charola con el alimento en un desecador y se procedid a pesar, se anotaron

los resultados.

Cenizas.

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo inorganico que
queda después de calcinar la materia organica. Existen dos métodos para la
determinacién de cenizas; el seco y el humedo. En este trabajo la determinacion de las
cenizas es realizada por medio del método seco, el cual es el mas comun para cuantificar
la totalidad de minerales en alimentos. En este método toda la materia organica se oxida
en ausencia de flama a una temperatura de 550 — 600 °C, el material inorganico que no

se volatiliza se le conoce como ceniza (Analisis de alimentos, 2007-2008).
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Lipidos.

Se utilizé el método Goldfish. Este método se basa en la extraccion continua de los lipidos
presentes en la muestra con un disolvente organico (hexano). El principio de este método
es el calentamiento del disolvente que después se condensa y cae sobre la muestra y va
arrastrando los lipidos al fondo del vaso, como es un goteo continuo se extraen todos los
lipidos, posteriormente se retira el exceso de hexano dejando evaporar y se cuantifican

los lipidos recuperados y por diferencia de peso, se saca la cantidad de los mismos.

Proteinas.

Se utilizé el método de analisis elemental, este tipo de analisis da el contenido total de C,
H, Ny S presentes en las muestras. Se basa en la combustion directa e instantanea de la
muestra en una atmosfera de oxigeno puro. La temperatura a la cual se realiza dicha
combustién es de 950-1400 °C. EI C, H, N y S se transforman mediante dicha combustion
a CO,, Noy SO,. Estos gases son llevados por un gas portador (He) hasta unas celdas
individuales de infrarrojos para CO, y SO, (se asegura una medicién libre de
interferencias ya que se realiza al mismo tiempo que se produce la combustion). Estos
gases se eliminan y se mide el N, por termo-conductividad diferencial. Luego son
procesados teniendo en cuenta el peso de la muestra y los datos obtenidos a partir de un
patréon. Con esto se obtiene el porcentaje de cada elemento a determinar contenido en la

muestra.
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Estudios de Digestibilidad in vitro.

Disefio experimental.

La obtencion de organismos.

Se emplearon 15 robalos juveniles, los cuales se obtuvieron de los desoves que hay en el
area de reproduccion y de engorda de peces de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e
Investigacion (UMDI-Sisal), Facultad de Ciencias de la UNAM, en Sisal-Hunucma,

Yucatan, México (Anexo1).

Digestibilidad in vitro.

Se llevo a cabo la extraccion de 6rganos para la obtencidn de extractos enzimaticos de
estdbmago, ciegos pildrico e intestino. Para realizar esto, los organismos se dejaron 48
horas en ayuno. Se trasladaron al laboratorio central de la UMDI- Sisal. Se mantuvieron
en un tanquede10 L de agua de mar, a la cual se le agregaron 3mL de esencia de clavo
(4-allyl-2metoxiphenol >0.1 mg/mL) por cada litro para anestesiarlos e inmovilizarlos y
llevar a cabo las mediciones biométricas de longitud total, longitud patrén, altura maxima,

altura minima y peso.

Posteriormente se sacrificaron los peces y se realizd la extraccion de los distintos érganos
(estdbmagos, ciegos e intestinos).Esto se realizé en frio, depositando cada 6rgano en un
vaso de precipitados previamente identificado, que se sumergid en recipientes con hielo.
Los organos se enjuagaron con agua estéril libre de pirdgenos, se pesaron
individualmente y se guardaron en bolsas previamente identificadas y se congelaron en
nitrégeno liquido. Posteriormente se almacenaron a -80°C.Los 6rganos se liofilizaron
poder trasladarlos a las instalaciones de la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco,

para su procesamiento.

34



Realizacion de los extractos enziméaticos de los 6rganos.

Las mediciones de la digestibilidad in vitro se realizaron en el laboratorio de Bioquimica de
la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco. Las muestras se maceraron en un
homogeneizador de tejidos (ULTRA TURRAX ®) con agua destilada en una relacion 15:1
(15mL de agua destilada por caga gramo de tejido). Los macerados que se obtuvieron
fueron colocados en tubos eppendorf de 2 mL y se procedié a centrifugar a 13,370 g /15
min a 4°C. Se tomd la capa media del sobrenadante y se transfirieron a otros tubos
eppendorf y guardaron a -20°C.

Determinacion de la actividad de proteasas acidas y alcalinas.

Posterior a la obtencidon de los extractos multienzimaticos se determiné la actividad de las
enzimas digestivas acidas y alcalinas fue a través del método de Anson (1938) y Kunitz

(1947), modificado por Walter (1984), con las siguientes modificaciones.

Proteasas acida (Anson 1938).

En un tubo eppendorf de 2 mL se agregé1 ml de hemoglobina (1%) en tampé6n 0.1 M
glicina-HCIl a pH de 2, HCI a pH 2, se agregaron5 pl de extracto enzimatico y se
incubaron durante 5 min a una temperatura de 37°C. La reaccion se detuvo adicionando
0.5 ml de TCA al 20 %.Se deja reposar la mezcla de reaccion 15min a 4°C para que se
precipitaran los restos de las membranas y organelos celulares. Después se centrifugé a
13,370 g/5min/4°C y se midi6 la absorbancia del sobrenadante en el espectrofotdmetro a
longitud de 280 nm (cubeta de cuarzo), todo esto se realiz6 por triplicado. Y las unidades

de actividad fueron expresadas Unidades de enzima/mL.

Proteasas alcalinas (Kunitz, 1947 en Walter, 1984).

Se agregd0.5 ml de caseina (1%) pH 9 a un tubo( eppendorf de una capacidad de 2mL),
0.5 ml Solucion amortiguadora o buffer tris-HCI 100 mM+ CaCl2 10 mM pH 9 ,10 ul de
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extracto enzimatico y se incubd durante 40 min a 37 °C, se detuvo la reaccion
adicionando 0.5 ml de TCA al 20%, después se dejé reposar la mezcla de reaccion
(15min) a 4°C para que precipiten las proteinas y se centrifugo a 12,000 rpm durante 5
min y se midié la absorbancia del sobrenadante en el espectrofotometro a longitud 280

nm.

Una vez obtenidas las absorbencias de los diferentes extractos se procedidé a determina

las unidades enzimaticas por mililitro por medio de la siguiente férmula:

Unidades/mL = A Abs280 nm X Volumen final de reaccién (mlL)

CEM Tirosina X Tiempo X Volumen extracto (mlL)

Dénde:

A Abs. es la absorbancia a determinada longitud de onda,( en este caso 280 nm).
Volumen final de reaccién (mL): es el volumen final de la reaccion expresado en mL.
CEM: coeficiente de extincion molar de tirosina.

Tiempo: el tiempo de incubacion en minutos.

Volumen del extracto: cantidad de extracto que se agrego expresado en mL.

Digestibilidad in vitro con proteasas acidas.

El pH STAT permite establecer la capacidad hidrolitica que poseen los extractos
enzimaticos sobre cada una de la fuente de proteinas evaluadas, partiendo de la
definicion del grado de hidrdlisis (GH) que es la ruptura de un enlace covalente con
adicion de los elementos del agua (Harper, 1986), se presupone que a mayor GH mayor

capacidad poseen las enzimas para romper a la proteina.

Se probaron 11 ingredientes proteinicos animal y vegetal, en el sistema pH STAT
(Metrohom MetrohmTitrando 842 pH-STAT), con un electrodo (Idrolyte 6.0224.100,

pH 1/11, 0 - 60°C), se determin6 el grado de hidrdlisis de las enzimas de estémago

(acidas) y ciegos e intestinos (alcalinas), con un volumen final de 5 mL de agua destilada
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y el equivalente de 8 mg de proteina por mL de agua, la hidrdlisis se llevd a cabo a 37°C
con una duracion de 15 min (en el caso de estdbmago) y de 45 min (en ciegos e

intestinos).

Se ajustd el pH a 3.55 con HCI al 0.1 N manteniéndola en agitacion continua a una
velocidad constante, se bajo el pH a 3.5 e inmediatamente se agregaron50 unidades de
enzima (10 pL), se dejo corriendo el programa 900 segundos (15 minutos). El grado de
hidrdlisis se calculé a partir de los mL de HCI que se utilizaron para mantener el pH en 3.5

durante los 15 minutos que dur¢ la prueba.

Digestibilidad in vitro con proteasas alcalinas.

Se realiz6 la medicién por separado la determinacién del grado de hidrdlisis de ciegos y
de intestinos, la metodologia es la misma para ambos casos, en donde al recipiente que
se encuentra a 37 °C se le agregan 5 mL de agua inyectable y 8 mg de fuente proteica
por mL de agua inyectable, se ajusta el pH a 7.8 con NaOH al 0.1 N, se mantiene en
agitacion constante la mezcla y se sube el pH a 8, una vez que se llego a este pH se
agregan 30 unidades de enzima a la mezcla y se continua con el proceso de mezclado
durante45 minutos. El grado de hidrdlisis se calculé a partir de los mL de NaOH que se

utilizaron para mantener el pH en 8 durante 45 minutos que durd la prueba.
En el caso de la digestibilidad acida se utilizé la hemoglobina (US Biological, catalogo #
H1850) como ingrediente de referencia y para la digestibilidad alcalina se utilizé6 caseina

grado Hammerstein (Res. Organics catalogo # 1082C).

El volumen final tanto de HCI como de NaOH utilizado en la prueba permite establecer el
grado de hidrdlisis (GH)
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Grado de hidrdlisis.

El grado de hidrélisis (GH), es presentado en porcentaje del numero de enlaces

hidrolizados.

GH (%) = h/htotX 100

Dénde:
h: es el numero de enlaces peptidicos hidrolizados.

hit: €l nimero de enlaces peptidicos totales del sustrato proteico.

h = VbxMb x1/ax1/MP

Dénde:

h : numero de enlaces peptidicos hidrolizados.
Vb: consumo de base en mL.

Nb: la normalidad de la base. O.1N

a: la constante de disociacion de los grupos a -NH2. 0.005

MP: la masa de proteina en la mezcla de reaccion.0.04 g

Digestibilidad in vitro de las dietas.

En cuanto al analisis in vitro de las diferentes dietas que se utilizaron en este experimento,
se llevd a cabo la determinacion de la digestibilidad en estomago (acidas), ciegos e
intestinos (alcalinas), utilizando el sistema pH STAT (Metrohm, Suiza) se determiné el
grado de hidrdlisis, se llevé a cabo a 37°C con una duracion de 15 minutos (en el caso de

estdmago) y de 45 minutos (en ciegos e intestinos).
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Analisis de aminoacidos totales.

Estudio realizado de acuerdo a Church et al (1983). Este estudio se basa en la reaccion
que tienen los grupos a- amino con él o-ftaldehido y el B- mercaptoetanol. La preparacion
de la solucién OPA es mezclar 25 mL de tetraborato de sodio al 100 mM, 2.5 mL de SDS
al 20%, 40 mg de OPA disuelto en 1 mL de metanol, 100 yL de B- mercaptoetanol y se
afora a 50 mL con agua libre de pirdgeno, cabe sefalar que esta solucién es preparada

diariamente, previo a la realizacién de la medicion.

Para los ensayos se toman 25 uL de la muestra y se adiciona a 1 mL solucion OPA se
mezclan brevemente y se incuban durante dos minutos a temperatura ambiente. Se lee la

absorbancia a 340nm.

Para determinar la concentracién total de aminoacidos (ug/mL) de la mezcla de reaccién
se realizd una curva patron con |- leucina (0.5 mg/mL) en concentraciones crecientes de

0.25 mg hasta los 5 mg.

Durante la determinacion del GH de las diferentes dietas, se tomaron muestras (200 pL)
de la digestidén acida a los 0, 7 y 15 minutos, y en el caso de la digestion alcalina a los 0
30 y 45 minutos. En la digestibilidad alcalina, se tomaron muestras de ciego e intestinos a
tres diferentes tiempos (0, 30, 45 minutos). Estas muestras tomadas se mezclaron con un
volumen igual de TCA al 12%, posteriormente se guardaron a -80°C para

posteriormente llevar a cabo otras determinaciones como analisis de aminoacidos totales.

Analisis estadistico.

Se uso un analisis de varianza de una sola via (ANDEVA) para determinar las diferencias

significativas entre los tratamientos, aplicando la prueba de rangos multiples de Tuckey,
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para ponderar las diferencias entre los tratamientos. El nivel de significancia fue del 5%.
El paquete utilizado fue STATISTICA 10.0.

Resultados.

Analisis bromatoldgico de las fuentes de proteina.

La composicion quimica de las diferentes harinas, se muestra en la tabla. El origen de
todas las fuentes de proteina analizadas es nacional de la compafia Malta Cleyton ®. El

gluten de trigo VITEN ® es de la compafiia francesa Roquette.

Tabla 4. Analisis proximal de los ingredientes seleccionados.

Ingrediente Humedad Cenizas Lipidos Proteinacruda
Pasta de soya* 7.01 6.95 1.77 51.21
Harina de pollo* 3.93 12.46 12.64 66.85
Gluten de maiz* 5.04 1.56 2.35 69.19
Harina de ave* 3.81 16.73 14.73 62.47
Pasta de canola* 4.86 7.10 1.72 44.77

Gluten de trigo francés* 6.78 0.90 1.76 80.82
Suero de leche* 2.47 7.85 0.22 12.84

H. de pota* 7.84 6.62 14.01 55.26
Protiblend* 4.90 14.54 8.45 68.77
C.psS.* 4.80 6.79 0.23 66.66

Pasta de Soya + fitasa* 7.01 6.95 1.77 51.21
Pasta de canola + fitasa* 4.86 7.10 1.72 44.77

*Cada ingrediente fue analizado por triplicado.
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Digestibilidad in vitro.

Digestibilidad acida in vitro.

En esta prueba se observan resultados de la digestibilidad acida de los diferentes

ingredientes proteicos, se observan cuatro ingredientes que tienen un valor mayor al

ingrediente de referencia (la hemoglobina), los cuales son Protiblend, Harina de pollo y

Harina de ave y Harina de pota. Los demas ingredientes que se probaron tuvieron

resultados menores a la hemoglobina, estos ingredientes son de origen vegetal, esto nos

indica que Centropomus undecimalis es un carnivoro tope (Tabla 5)

Digestibilidad alcalina in vitro.

Estos resultados muestran que todos los ingredientes de prueba tuvieron valores menores

al ingrediente de referencia (caseina de Hammerstein) tanto en ciegos piléricos como

intestino. La fuente de proteina Protiblend es la que tuvo el segundo mejor GH también

en ambos organos (Tabla 5)

Tabla 5. Digestibilidad in vitro de fuentes de proteina (de origen marino, terrestre y

Ingrediente
Hemoglobina/Caseina

Pasta de soya
P. de soya + fitasa
Canola
Canola + fitasa
Viten ®
C.P.S.
Gluten de maiz
Suero de leche
Harina de pollo
H. de ave
Protiblend
Harina de pota

vegetal).

GH Estémago GH Ciegos
0.40+0.00° 16.84+0.00°
0.25+0.43° 6.29+0.63°
0.02+0.04° 6.66+0.99%
0.2940.19° 8.73+1.12°%
0.10+0.11° 10.62+4.00°
0.191+0.07° 0.178+0.083'
0.1040.08° 7.81+0.79°%%
0.06+0.11° 11.74+1.91°
0.58+1.01° 9.36+2.65°
3.29+1.55° 8.82+1.86"%°
2.47+0.11® 10.02+0.51"°
3.78+0.572 15.41+1.25°
0.7840.15° 5.46+1.56

GH Intestinos
16.84+0.00°

2.68+1.28'
4.02+0.32%
2.69+1.07"
7.29+1.14°
0.238+0.11'
3.66+0.54%
7.15+0.64°
3.39+2.18%
4.38+0.25%
5.44+0.96°
9.9040.75°
2.38+0.84

El GH esta representado en %.Los superindices ind_ican diferencias siqn_ificativas (p<0.05).
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EL GH total de las fuentes de proteina la que tuvo el mejor resultado fue la
hemoglobina/caseina, las harinas de origen animal como Protiblend, harina de ave, h. de
pollo, h. de pota obtuvieron los resultados un poco bajos y las harinas de origen vegetal
presentaron el GH mas bajo.. EI GH total es obtenido de la suma de las 3
determinaciones (estdmago, ciegos e intestinos); en el caso de la hemoglobina/caseina,

es considerada como un valor de referencia de 100% de digestibilidad (Tabla6).

Tabla6. Grado de hidrdlisis total y porcentaje de digestibilidad de fuentes de proteina
(marino, terrestre y vegetal).

Ingrediente GH Total %Digestibilidad
Hemoglobina/Caseina 34.09+0.00% 100
Pasta de soya 9.22+1.75% 27.05
P. de soya + fitasa 10.70+0.64% 31.4
Canola 11.7120.77% 34.34
Canola + fitasa 18.01£5.21% 52.83
Viten ® 0.61+0.03' 1.79
C.P.S. 11.57+1.26°% 33.94
Glaten de maiz 18.95+1.38% 55.58
Suero de leche 13.33+4.33°%% 39.12
Harina de pollo 16.49+3.33% 48.39
H. de ave 17.93+0.54% 52.6
Protiblend 29.09+1.47° 85.35
Harina de pota 8.62+1.58° 25.28

Los superindices indican diferencias significativas (p<0.05)

En el analisis individual de los datos en la digestién acida (estomago), no hay diferencias
significativas (p>0.05) en cada una de las dietas, y en el caso de las alcalinas en los
ciegos el mejor GH esta representado en la Harina de pollo, seguido por Harina de pota,

Harina de ave, Protiblend, Formula base, la que tuvo el menor GH fue VITEN® (Tabla7).
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Tabla 7. Grado de hidrdlisis acido (estdbmago) y alcalino (ciegos e intestinos) de dietas
utilizadas en juveniles de Centropomus undecimalis.

Estomago Ciegos Intestinos

Dieta GH GH GH
VITEN ©® 1.65+0.42° 0.41%0.15° 1.34+0.50°
Harina de pollo |2.13+1.34° 1.10+0.24° 1.72+0.52°
Formula base |0.87+0.55% 0.86+0.39%° 1.72+0.23°
Harina de ave |1.78+0.98° 0.80+0.45% 1.75+0.51°
Harina de pota |2.31+1.68° 0.55+0.21* 1.37+0.79°
Protiblend |1.78+0.35° 0.99+0.46®° 1.72+0.19°

Superindices indican diferencias significativa (p<0.05).

En el analisis el GH total y el porcentaje de digestibilidad (Tabla8) se puede observar que

no existieron diferencias significativas entre los tratamientos

Tabla 8. Grado de hidrdlisis y porcentaje de digestibilidad de la dietas probadas en
juveniles de Centropomus undecimalis..

Dieta GH _ %Digestibilidad
VITEN ® 3.40+0.65% 66.42
Harina de pollo | 4.95+0.52° 96.64
Formula base 3.45+0.50° 67.35
Harina de ave 4.33+0.56° 84.56
Harina de pota 4.24+0.88° 82.78
Protiblend 4.49+0.44° 87.73

Superindices indican diferencias significativas (p<0.05)

Analisis de aminoacidos totales.

Durante el proceso de digestion de las diferentes dietas, en el caso de la digestibilidad
acida, se detectd que hay diferencias significativas (p<0.05) entre las dietas, en los tres
tiempos que se analizaron (0, 7 y 15minutos). El caso de la dieta de referencia (H. de
pescado) es la que presenta los valores mas altos en los tres tiempos, después la harina
de pollo y harina de ave. La dieta que contiene el gluten de trigo Francés VITEN®, es la
que menor cantidad de aminoacidos liberados presento durante los tres tiempos que se

analizaron (Tabla7).
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Tabla 9. Aminoacidos liberados (ug/mL) + DE en la fase acida..

DIETA Omin 7min 15 min
Viten ® | 0.15£0.12° 0.05+0.14° 0.42+0.12°
Harina de b ab ab
ol |0:8120.14° 1.05£0.04® 1.20:0.04
Formula 2 a a
“pase | 1440£0.01" 1.770.44% 1.72£0.12
H"“%‘gde 0.94+0.10° 1.11+0.12% 1.26+0.24%®
Halmde b bc bc
~oota | 0-95£0.08° 1.05:0.15™ 1.07:0.36
Protiblend | 0.76+0.26° 0.96+0.26™ 1.03+0.29"°

Las diferentes letras en superindices muestran

diferencia significativa (P<0.05)

En el caso de los ciegos las determinaciones muestran diferencias significativas (p <0.05),

siendo la dieta que contiene el gluten de trigo VITEN ® la que menor cantidad de

aminoacidos libera durante toda la determinacion. En cuanto a los intestinos en el tiempo

0 se logran observar diferencias significativas en los valores y en los otros dos tiempos ya

no hay una diferencia en los valores de aminoacidos liberados. Las harinas de origen

animal son las que presentan mayor cantidad de aminoacidos liberados tanto en la

digestibilidad de ciegos como en los intestinos (Tabla10).

Tabla 10. Aminoacidos liberados (ug/mL) + DE en la fase alcalina ciegos e intestinos.

DIETA
Viten ®

Harina de pollo

Formula base

Harina de ave

Harina de pota
Protiblend

0

Ciegos
30

45

Intestinos

30

0.26+0.20° 1.22+0.18° 1.24+0.30° 0.74+0.44°> 2.37+0.582

0.86+0.18%
0.23+0.12%®
1.03+0.59%
1.45+0.33°
1.11+0.10°

1.84+0.00%
2.27+0.50°
2.57+0.65°
2.48+0.31°
2.00+0.11%°

2.23+0.27% 1.45+0.46%
2.33+0.31%®°
2.85+0.90°
2.49+0.36%
1.97+0.28%° 1.39+0.32%

2.20+0.222
1.39+0.36%®
1.16+0.39°

3.35+0.42°
2.93+0.38°
3.19+0.47°
3.33+0.91°
3.19+0.08°

45
2.37+0.44°
3.05+0.56°
3.26+0.14°
3.28+0.23°
3.62+1.26°
3.28+0.54°

Las diferentes letras en superindices muestran la diferencia significativa (P<0.05).
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Discusion.

Los métodos in vitro para determinar la digestibilidad han mostrado ser eficientes y de
gran utilidad, en organismos marinos como el camarén (Ezquerra, 1997) y en peces
(Grabner, 1985, Dimes y Haard, 1994, Tibetts, 2011).

En el presente estudio se analizaron 11 diferentes fuentes de proteina (de origen animal
marino, terrestre y vegetal). Se utilizaron en la fase acida hemoglobina y en la fase
alcalina la caseina, como fuente proteica estandar., los valores de GH obtenidos de estas

fuentes estandar se usaron como valor de referencia (100% de digestibilidad).

Los resultados obtenidos de la actividad de las proteasas acidas y alcalinas, muestran
una gran actividad de estas en el estbmago (acidas), mientras que en ciegos pildricos e
intestinos (alcalinas) la actividad es menor, resultados similares a los reportados por
Concha (2008). Esto es indicativo de que el robalo es un animal carnivoro tope y la
hidrélisis mas amplia es dada en el estomago, siendo la hidrélisis realizada en ciegos e
intestinos una hidrdlisis final, en estos 6rganos es donde se da la absorcién de nutrientes,

mayoritariamente en el intestino.

Para la digestibilidad in vitro de las diferentes fuentes alternas de proteina, en el caso de
estbmago, se observa que las harinas de origen animal marino (Protiblend) y animal
terrestre (harina de ave y harina de pollo) presentaron los GH mas altos, Protiblend al ser
una mezcla de harinas de pescado y animal terrestre y estar disefiada para ser un
sustituto de las harinas de pescado debe tener buena digestibilidad in vitro(Chong et al
2002,Alvarez-Gonzalez 2003, Frias-Quintana et al, 2010,Yasumaru et al, 2014), esto
indica que la fuentes de proteinas estudiadas, representan una alternativa a la harina de
pescado para poder elaborar dietas que cumplan con los requerimientos nutricionales de
Centropomus undecimalis. La harina de ave y la harina de pollo mostraron una buena

respuesta en la digestibilidad acida, al igual que la harina de pota.
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En el caso de harinas de origen vegetal, todas tuvieron valores de G.H. menores al control
(a hemoglobina) esto es indicativo de la naturaleza carnivora de esta especie. La pasta de
soya presento la menor digestibilidad, esto podria atribuirse a la presencia de factores anti
nutricionales, los cuales pueden inhibir la actividad de algunas proteasas (Jdverland et al.,
2009)

Para la digestibilidad alcalina, se dividié en dos partes, la primera estuvo enfocada en los
ciegos pildricos y la segunda en intestinos, los resultados obtenidos en esta prueba
muestran resultados diferentes a los obtenidos en digestibilidad acida. La caseina en
ambos casos presentd el mayor grado de hidrdlisis, la unica fuente de origen animal que
tuvo un GH bajo fue Protiblend, en las harinas vegetales, la canola, canola + fitasa y
gluten de maiz los resultados fueron mayores a las otras materias primas. En general se
ha visto que las harinas de origen vegetal en su mayoria pueden llegar a presentar
factores anti nutricionales, afectando con esto la actividad enzimatica digestiva, por ello la

deteccién de bajos valores en GH (Alarcén et al, 2001).

En la suma de los GH &acidos y alcalinos, los ingredientes de referencia fueron los que
obtuvieron el mayor porcentaje de digestibilidad, como era de esperarse, mientras que
las harinas Protiblend, harina de ave y harina de pollo, los valores de GH fueron cercano
al 100%, en el caso de las harinas de origen vegetal, el gluten de maiz y la canola

adicionada con fitasa también mostraron un porcentaje de digestibilidad cercano al 100%.

Los valores de GH mas elevados obtenidos por la hemoglobina/caseina (34.09%) son
mayores a los obtenidos en estudios realizados en Salmo gairdneri y Paralabrax
maculatofasciatus, donde se utiliz6 como control a la caseina, ya que los valores de GH
fueron 25.5% y13,34%, respectivamente (Dimes y Haard, 1994 b; Alvarez-Gonzalez,
2003), esto se debe a que al tener una mezcla de dos proteinas de origen animal, se
favorece la actividad de la enzimas proteoliticas, tanto acidas como alcalinas, ya que el
efecto inhibitorio que pudiese tener la lactosa presente en la caseina, se ve disminuido.
Para el caso de Protiblend es el que obtuvo el segundo valor mas elevado de GH en este

estudio (29.09%) estudios realizados en Sparus aurata(Alarcén, 2001) se detectaron
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valores mas elevados. Los valores de GH detectados son indicativos de la mayor
capacidad de las enzimas presentes en los organismos de hidrolizar los ingredientes
presentes en esta harina, la cual esta disefiada especialmente para organismos acuaticos
y terrestres. Las harinas de ave y pollo (17.93% y 16.49% de GH), son mayores a los
reportados por Yasumaru et al(2014), al evaluar estos ingredientes en Oncorhynchus
mykiss, Rachycentron canadum y Oreochromis niloticus obtuvieron valores de GH de5-
7%, 3.5-5.5% y 4-5%, respectivamente, en el caso de Gadus morhua el GH obtenido fue
de11.3% (Tibetts et al, 2011b). Lo cual indica la mayor capacidad de Centropomus

undecimalis.

Para las harinas de origen vegetal los valores de GH obtenidos fueron los mas bajos esto
es debido a los factores anti nutricionales como el fitato (Silva et al, 2014), que presentan
para el C.P.S., P. de soya, P de soya + fitasa (11.57, 9.22, 10.7% respectivamente).
Gluten de maiz, canola + fitasa y canola (18.95, 18.01 y 11.71% respectivamente). En el
caso de los ingredientes a los cuales se les adiciono la fitasa (canola y p. de soya) se
logra observar un mejor GH a diferencia de los ingredientes solos. En cuanto al suero de
leche (13.33%) la digestibilidad de este se ve afectada por el contenido alto lactosa y bajo

de proteina.

Digestibilidad in vitro de las dietas.

En el analisis de la digestion acida in vitro usando extractos multi enzimaticos de C.
undecimalis, no se encontré diferencia significativa entre cada una de las dietas en este
estudio, esto indica que cualquiera de estos ingredientes es un buen candidato para ser
incluido en una dieta para el robalo. Esto se debe a que la base de proteina en la dieta
estaba dada por la harina de pescado .Sorensen et al,(2001), utilizando dietas al 0, 50 y
100% de harina de pescado y complementadas con harina de trigo, detectaron que la
dieta con 50% h. de pescado y 50% harina de trigo presentaron los mejores resultados,

en el caso de la dieta con gluten de trigo (Viten ®), sin embargo Tibetts et al (2011b)
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obtuvieron el GH mas alto usando el gluten de trigo, y Alarcon et al. (2002) y Alvaréz-
Gonzalez (2003) al evaluar Protiblend obtuvieron altos valores de GH al mezclar el

ingrediente con hidrolizados de pescado.
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Capitulo2: Digestibilidad aparente de diferentes fuentes de

proteina en juveniles de Centropomus undecimalis.

Introduccion.

La evaluacion de la digestibilidad aparente de diferentes alimentos es importante para
poder realizar una valoracion lo mas exacta posible de la calidad nutricional de los
ingredientes empleados, con esto, realizar dietas lo mas adecuadas posibles para

nuestros organismos dependiendo de la etapa en que se encuentren.

La digestibilidad aparente es una medicion de la asimilacion de nutrientes de un
organismo, proporciona una estimacion muy practica de la disponibilidad de los mismos
(Lee y Lawrence, 1997, en, Smith, 2008). Puede determinarse de manera directa

(gravimétrico) o de manera indirecta (marcador inerte).

El método de digestibilidad aparente se realizd, de acuerdo con (Cuzon et al., 1998),
usando como marcador la zeolita, y se define como un método de analisis de las cenizas
libres de carbono, ya que la zeolita proviene de la tierra de diatomeas, las cuales
presentan silice (Si) como componente de las tecas. Este método combina el lavado con
acido con la incineracion de las muestras (para lo cual se utilizan crisoles y una mufla
para poder llevar a 500°C la temperatura y garantizar la completa incineraciéon de las
muestras), tanto del alimento al cual se le incluira una cantidad conocida del marcador, y

las heces fecales, de las cuales también se obtiene el marcador recolectado.
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Materiales y métodos.

El estudio se llevo a cabo en las instalaciones de la UMDI-Sial, los organismos que se
utilizaron, son organismos nacidos en cautiverio a partir de desoves que se obtuvieron en
el area de reproduccion de la unidad, a partir de machos y hembras que se recolectaron

del medio silvestre en las costas de Sisal, Yucatan.

La UMDI-Sisal, cuenta con un area experimental en la cual se presentan condiciones
controladas de temperatura, salinidad y fotoperiodo para realizar los experimentos de
digestibilidad aparente, de tal forma que se puedan controlar con precision los factores

ambientales.

Disefio experimental y dietas

Digestibilidad in vivo.

Para realizar el experimento de digestibilidad in vivo se empleé un disefio completamente
aleatorio con 6 tratamientos y 3 réplicas/tratamiento. Estos tratamientos provienen de los
resultados de la digestibilidad in vitro de las fuentes de proteina. , Los organismos fueron
colocados en tanques de 80 L de capacidad. Se empelaron juveniles con un peso
aproximado de 50 g provenientes del area de engorda de peces marinos. En relacion a
los aspectos de calidad de agua, fueron monitoreados diariamente la temperatura,
oxigeno disuelto, pH, salinidad (multiparametros de la marca Hach®, modelo HQ40d), y el

amonio sera medido una vez a la semana utilizando un kit comercial (Fig. 3).
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Figura3. Sistema de tinas de 80 L para el experimento

Digestibilidad aparente.

Se seleccionaron 180 juveniles de Centropomus undecimalis con un peso promedio de
44.67 g, se distribuyeron en 18 tinas al azar hasta tener 10 organismos por tina, se
mantuvieron en un sistema cerrado de recirculacion, con los parametros controlados O.D.
5- 7 ppm, Temperatura 29 + 1°C, pH 8.3 £ 1, salinidad 36 ppm. Se les brinda alimento,
artificial a razon de 3% del peso vivo (15 g por tina) de la biomasa en 3 tomas (a las 9:00,
13:00 y 18:00 horas) tomando como parametro un trabajo realizado en esta especie por
Garcia-Galano et al (2003).

El 19 de Noviembre del 2013 se tomaron los datos biométricos de los organismos que
previamente se habia separado y acondicionado para iniciar el experimento de
digestibilidad aparente. Al inicio del experimento se contaba con un promedio de peso de
cada organismo de 58.2 g por organismo, se asigné a cada tina una dieta aleatoriamente,
son 6 dietas con sus respectivas réplicas dando un total de 18. Los parametros son
monitoreados diariamente (O.D., Salinidad, temperatura, pH) y semanalmente (amonio).
(Ver tabla11).
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Tabla11. Longitud en cm vy peso en g de juveniles de Centropomus undecimalis (10 organismos

por triplicado por tratamiento) al inicio del experimento (22-11-2013).

Dieta L.T.(cm) Peso (q)
Viten ®  20.40+0.89 55.21+8.11
Harina de
pollo 20.86+1.02 59.10+£9.93
Férmula
base 20.56+0.75 56.6+7.57
Harina de
ave 21.04+0.90 60.85+8.22
Harina de
pota 20.95+0.90 58.85+8.99
Protiblend  20.77+0.80 58.99+7.29

Una vez que paso un periodo de adaptacion, se comenzé el experimento. Se realizaron 6

dietas, una dieta de referencia y cinco dietas en donde probamos los ingredientes

seleccionados (Tabla12).

Tabla 12. Dietas empleadas para la determinacion de la digestibilidad in vivo en juveniles
de C. undecimalis(Expresado en gramos).

Dieta2 Dieta3

30
49 70

15.05 21.5
2.1 3
0.7 1
14 2
1.05 1.5
0.7 1
100 100

Dieta 4

30

49
15.05
2.1
0.7
1.4
1.05
0.7

100

Dieta 5

30

49
15.05
2.1
0.7
1.4
1.05
0.7

100

Dieta 6

30
49
15.05
2.1
0.7
1.4
1.05
0.7

100

M. Primas Dieta 1
Gluten de trigo Francés
(Viten®) 30
Harina de pollo
Dieta de referencia
Harina de ave
Harina de pota
Protiblend ®
H. Anchoveta 49
H. de trigo 15.05
Aceite de pescado 21
Lecitina de soya 0.7
Premezcla de vitaminas’ 1.4
Zeolita 1.05
C.M.C. 0.7
TOTAL 100
Analisis Proximal de dietas
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% Proteina cruda 63.75 61.74 55.33 59.62 60.36 60.23
% Lipidos 9.47 13.87 13.33 13.60 11.06 12.71
% Cenizas 9.13 10.13 12.96 12.29 12.78 14.67
% Humedad 5.21 5.03 527 4.88 6.15 5.09

1. Gluten de trigo francés. 2. Harina de pollo 3. Férmula base 4. Harina de ave 5. Harina de pota
6. Protiblend. 7. Robimix C.M.C: Carboximetilcelulosa.

Elaboracion de los alimentos balanceados (dietas

experimentales)

Se realizo el tamizado de cada materia prima (250 p). Durante esta operacion se deben
llevar todos los productos al mismo tamafo de particula. Se pesaron los diferentes
componentes previamente seleccionados en la formulacion, se mezclaron los ingredientes
secos por espacio de 10 a 15 minutos, se anadieron los aceites y mezclarlos durante 10-
15 minutos, se gelatinizé el aglutinante si esta en forma seca. Esto se logra afiadiendo al
agua hirviendo la cantidad establecida del producto y revolviendo hasta obtener una masa
pastosa. Se anadié el aglutinante y continuar mezclando.La masa obtenida por el proceso
anterior se proceso por una maquina de moler, la cual fue pasada por un molino de rodillo
sin fin (gusano) para extrudirla y formar los pellets. Los pellets fueron almacenados a 4 °

C hasta ser empleados.

Método de medicidon de las cenizas libres de carbono.

Para calcular el % de cenizas se hara de la siguiente manera:
Se tomo el peso de un crisol limpio y seco. Se pesaron 200 mg dieta- y 200 mg heces en
un crisol (C+S) después se coloca el crisol con la muestra en una estufa a 105°C por 24

horas, pasado este tiempo se retira y se deja enfriar en un desecador a temperatura
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ambiente, se calculod el porcentaje de materia seca. Después se vuelve a colocar el crisol
con la muestra en una mufla y se incinera a 500°C por cuatro horas, se deja enfriar en un
desecador a temperatura ambiente y calculamos el porcentaje de ceniza. Una vez
terminado esto, la muestra incinerada es depositada en un matraz erlenmeyer, se
adicionan 100mL de HCI 4N y se coloca el frasco en una plancha caliente y el contenido
se pone a hervir durante 30 minutos (todo esto se realiza en una campana de extraccion,
por cada muestra). Pasando los 30 minutos el contenido de cada frasco es pasado por un
papel filtro (Whatman NO. 40 libre de cenizas) mientras el contenido todavia esta caliente
a un frasco limpio. Las paredes y residuos del frasco son enjuagados con agua destilada
caliente (85-100°C). Al terminar este procedimiento, el papel filtro vuelve a ser transferido
al crisol original y se mete a la mufla, dejandose incinerar durante toda la noche. Al
siguiente dia se transfiere el crisol a un desecador, se deja enfriar a temperatura

ambiente, se pesa y se anota el resultado.

Determinacion de la digestibilidad aparente.

Para el analisis de la digestibilidad de materia seca y proteina se utilizd la técnica de
C.I.A.(Ceniza insoluble en acido) usando como marcador la zeolita.
Las formulas empleadas para determinar la digestibilidad aparente de la proteina (DAP) y

de la materia seca (DAMS) y de la energia (DAE) son las siguientes:

1) %DAP =100 x (1 - (% zeolita en el alimento/% zeolita en heces) (% proteina en heces/% proteina

en el alimento).
2) %DAMS =100 x (1- (% zeolita en la dieta/ % zeolita en las heces).

3) % DAE = 100 x (1- (% zeolita en la dieta/ % zeolita en las heces)(energia en heces/energia en

alimento)

Para determinar la digestibilidad aparente por ingrediente se utilizara la férmula descrita
en Suarez, (2007), este autor reporta que la zeolita puede ser usado para determinar la
digestibilidad aparente con excelentes resultados en camarones.
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ADC ingrediente = (ADC dieta-0.7*ADC dieta ref.)/0.3

Para cuantificar la digestibilidad aparente de cada ingrediente y nutriente, los organismos
permaneceran en ayuno durante 48 horas, antes de iniciar la alimentacion, la cual se
suministré en un 3% de la biomasa durante todo el periodo experimental. La recoleccién
de la materia fecal se hara a partir del segundo dia posterior al inicio de la alimentacion

con las dietas previamente disefiadas y elaboradas para este experimento.

Método de recolecciéon de las heces.

Diariamente posterior a la alimentacion, se daba un lapso de 30 minutos para que los
organismos consumieran su alimento. Posteriormente el alimento no ingerido se retiraba
mediante sifoneo el alimento restante, se ponia a secar y se pesaba; se revisaban cada
una de las tinas. Durante todo el dia, posterior a la alimentacién en un lapso de una hora y
media como maximo se revisaban cada una de las tinas buscando las heces, una vez que
se observaban se retiraban (para evitar la lixiviacion) mediante un sifén de 0.3 cm de
diametro, sobre un papel filtro, se enjuagaron con agua destilada (para eliminar el exceso

de sales) y se almacenaron en recipientes de plastico a 60 °C, para su posterior analisis.

Analisis estadistico.

Dado que se empleo el disefio completamente aleatorio, se us6 un analisis de varianza de
una sola via (ANDEVA) para determinar las diferencias significativas entre los
tratamientos, aplicando la prueba de rangos multiples de Tuckey, para ponderar las
diferencias entre los tratamientos. El nivel de significancia fue del 5%. El paquete utilizado
fue STATISTICA 10.0.
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Resultados.

Digestibilidad aparente.

El analisis estadistico llevado a cabo en las fuentes de proteina indicaron que no habia
diferencias significativas entre las dietas elaboradas. Partiendo de los resultados
obtenidos en los analisis de GH, se disefiaron las dietas. Se seleccionaron 5 fuentes de
proteina: (1) gluten de trigo francés VITEN ® (de Roquette), (2) Protiblend de origen
nacional (fuente de proteinas de origen marino y terrestre), esta proteina es una fuente
para sustituir la harina de pescado en las dietas de organismos acuaticos; (3) harina de
pota, esta basado en aceite de calamar, solubles de pescado y harina de soya extruida
texturizada;(4) harina de ave y (5) harina de pollo, esta proviene de partes completas de
carcasas de pollo y una combinacién completa de carne con o sin piel y/o hueso; la sexta
dieta es una dieta de referencia de origen comercial (Malta-Cleyton) que usa como base
proteica solubles de pescado y harina de soya extruida texturizada pescado. La dieta de

referencia tiene como base de proteina la harina de pescado.

Se tomaron los datos biométricos (longitud total promedio y peso promedio) de los
organismos de cada tratamiento al inicio, a la mitad del experimento y al final, en el
analisis de los resultados no se encontraron diferencias significativas entre cada

tratamiento (Tabla13).

Tabla 13.Peso en gramos, longitud total y % de supervivencia de juveniles de
C.undecimalis al final del experimento n=180 organismos.

Harina de Formula Harina de Harina de
Dieta VITEN ® pollo base ave pota Protiblend
Peso final 66.16+14.14 71.27+19.56 71.78+16.91 77.86+17.38 75.08+15.75 76.87+15.83
Longitud final 21.73+1.26 22.19+1.74 22.04+1.39  22.69+1.50 22.44+1.41  22.50+1.35
% de
supervivencia 100 100 100 100 100 100
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CIA (cenizainsoluble en &cido).

En la tabla (tabla 14) se muestran los resultados obtenidos en el analisis de la

digestibilidad in vivo de las dietas empleadas, la digestibilidad aparente de la materia seca

(DAMS) la harina de pollo fue la que tuvo el mejor resultado, Harina de ave, férmula base,

VITEN ®, Protiblend tuvieron valores estadisticamente iguales y la Harina de pota fue la

que tuvo el menor valor. Para la digestibilidad aparente de la proteina (DAP) tanto la

féormula de referencia como la Harina de ave tuvieron los valores mas altos y

estadisticamente iguales seguido de Harina de pollo, Protiblend y VITEN ®, y por ultimo

la Harina de pota. En el caso de la digestibilidad del ingrediente (DI), presentaron valores

estadisticamente similares (p<0.05).

Tabla 14. DAMS, DAP y DI de las dietas empleadas + DE.

DIETA
Viten ®

Harina de pollo

Férmula base

Harina de ave

Harina de pota
Protiblend

DAMS
65.77+3.37%
74.19+5.55°

67.8+3.2%
70.92+6.13%
59.02+4.09°
63.94+5.29%

DAP
89.87+1.71%°
90.89+2.02%
91.63+0.50°
92.93+1.5°
87.18+1.07°
90.55+1.33%

DI

68.58+1.08°
69.59+1.68°
70.34+0.95°
71.64+2.02°
65.88+1.86%
69.25+1.90°

Los superindices indican diferencias significativas. (p<0.05). D.A.M.S: Digestibilidad aparente de

la materia seca, D.A.P: Digestibilidad aparente de la proteina y D.I: Digestibilidad del ingrediente.

Tabla 15. Correlacién entre digestibilidad in vivo y digestibilidad in vitro.

Dieta in vitro CDA r2
VITEN ® 58.97+16.35 68.58+£1.07 -1.00
Harina de pollo 85.81+10.95 69.59+1.68 0.05
Formula base 59.80+12.44 70.34+£0.95 -0.41
Harina de ave 75.08+15.79 71.6412.02 0.07
Harina de pota 73.50+16.97 65.88+1.85 0.89
Protiblend 77.90+£3.24 69.25+1.89 -0.99

o7



Discusion

En cuanto a la digestibilidad in vivo de las 6 dietas analizadas la DAP. se obtuvieron
valores entre (87 y 92 %). Para el caso de la dieta con gluten de trigo francés (Viten ®) el
valor de D.A.P. fue de 90% un valor alto en este estudio y consistente con lo obtenido por
otros autores (Sugiura et al, 1998, Tibetts et al, 2006 y Booth et al 2013), donde se
reportan valores para el gluten de trigo entre 95% al, casi 100%. Esto muestra que el
gluten de trigo puede ser usado para sustituir parcialmente la fuente de proteinas para las
dietas de C. undecimalis; sin embargo hay que cuidar las concentraciones de este

ingredientes, para evitar asi que se altere la palatabilidad del alimento.

Por otra parte los resultados obtenidos en el caso de las dietas con harina de ave y harina
de pollo en cuanto a la digestibilidad de la proteina ambas presentaron valores muy
altos93 % y 91%, respectivamente., Se ha detectado que estas harinas pueden llegar a
presentar valores mas bajos. Hajen et al.,1993, Chong et al 2002, , Q.C. Zhou et al 2004,
Tibetts et al, 2006).Los valores previamente reportados variaron desde un67%(estos
valores son considerados bajos) hasta un 91% (valores similares a los detectados en este
estudio).,El por qué se encuentran resultados tan distintos se debe principalmente a que
la composicidn proximal de estos productos es altamente variable y estd dada por
diferentes factores como es la frescura del producto, tipo de proceso y como es

almacenado.

Considerando lo anterior la dieta de referencia compuesta de harina de pescado indica
una muy buena DAP (91.63%), por lo que este resultado es consistente con los estudios
realizados enOncorhynchus tshawytscha, Oncorhynchus kisutch, Oncorhynchus mykiss,
lobina, Gadus morhua, Argyrosomus japonicus. (Hajen et al, 1993, Sullivanet al, 1995.,
Sugiura et al, 1998; Tibetts et al., 2006; Booth et al 2013) quienes encontraron valores de
DAP de83%, 88. %, 95%, 95%, 92% y 96% respectivamente. Una situacion similar se vio
en la dieta con Protiblend en el cual la DAP fue de 91%, lo cual es comparable con un
estudio realizado en O. Niloticus, donde se obtuvo un valor de DAP de 95% (Davies,
2011). Estas dietas estan compuestas de fuentes de proteina, que son muy digeribles por

el organismo muestran un buen desempefio. En el caso de la dieta de harina de pota es la
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que obtuvo el valor de DAP mas bajo 87%, resultado similar al obtenido en un estudio

realizado en Sparus aurata (Lupatsch et al., 1997).

Por otra parte, el analisis de los aminoacidos liberados totales (AALT), en el caso de la
digestibilidad acida el valor mas alto estuvo representado por la dieta de referencia (h. de
pescado) lo cual es similar a los estudios realizados en Paralabrax maculatofasciatus,
Centropomus undecimalis y Atractosteus tropicus, cuando fueron alimentados con dietas
suplementadas con hidrolizados los valores de AALT resultaron mas, atribuido a que la
accion de las enzimas que hidrolizan (exopeptidasas, aminopeptidasas vy
carboxipeptidasas) se ve afectada, debido a que los hidrolizados poseen una gran
cantidad de aminoacidos liberados, pudiendo afectar el sitio activo de la enzima,
disminuyendo su eficacia bajos(Alvarez-Gonzalez, 2003, Concha, 2008; Frias, 2009).
Para la digestibilidad alcalina en el caso de ciegos el h. de ave demostré mayor liberacion
de aminoacidos y por ultimo la liberacidon de aminoacidos en intestinos no tuvo diferencia
significativa entre las 6 dietas analizadas. La cantidad de aminoacidos liberados en la
hidrélisis alcalina es mayor a la de la hidrdlisis acida, esto indica segun Moyano et al.
(1998), que en el estomago la hidrdlisis proteica es en donde tiene mayor importancia,
provocando una mayor liberacion de péptidos, los cuales son degradados finalmente a su

paso a través de los ciegos e intestinos.
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Discusion general.

Las pruebas in vitro para la determinacion de la digestibilidad de diferentes fuentes de
proteina es una herramienta muy valiosa y altamente utilizada en diferentes especies
animales. El GH de las fuentes de proteina de origen animal que fueron analizadas en la
primera parte del presente estudio, indicando que tienen alto grado de digestibilidad y son
candidatas para ser usadas como una alternativa total o parcial en el reemplazo de la

harina de pescado.

Por su parte, las harinas de origen vegetal aunque resultaron con bajos valores de GH, no
pueden ser descartadas en su totalidad, ya que se les puede dar un tratamiento adecuado
para eliminar los factores anti nutricionales, como es el tratamiento con calor, por lo que
en algunos casos como la pasta de soya, pasta de canola y concentrado proteico de soya
pueden ser utilizadas como fuentes complementarios de proteinas para especies

carnivoras.

El analisis in vitro de las 6 dietas experimentales muestran una digestibilidad similar
(estadisticamente) en todos los casos, en estudios de digestibilidad in vitro realizados por
Alvarez-Gonzalez, 2003; Concha, 2008, Frias-Quintana, 2009, Tibetts, 2011, Da Silva,
2014, en los cuales probaron diferentes fuentes alternas de proteina (animal y vegetal) y
obtuvieron resultados positivos. Con estos resultados tenemos un panorama general de
que estos ingredientes pueden ser utilizados para poder realizar dietas para C.

undecimalis.

Para la segunda parte de este trabajo, se evalud in vivo la digestibilidad de proteina,
mostrando que los resultados fueron mas altos en las diferentes dietas evaluadas,
indicandonos que cualquiera de los ingredientes seleccionados son buenos candidatos

para la sustitucion de la harina de pescado

60



Conclusion general.

La determinacién de la digestibilidad in vitro de las fuentes de proteina a través del
método de pH STAT, nos ayudd a hacer una pre-seleccién de 5 fuentes de proteina para
realizar dietas experimentales. Una vez realizadas dichas dietas también se determiné su
GH. Los resultados obtenidos en esta  determinacidn no indicaron diferencias
significativas para las dietas analizadas, esto nos indicoé que estas fuentes pueden ser

utilizadas en la elaboracion de alimentos balanceados para C. undecimalis.

En el caso de la digestibilidad in vivo, Los resultados obtenidos de las dietas
experimentales mostraron resultados distintos siendo la dieta que contiene la harina de
pota la que presentd el valor mas bajo en cuanto a digestibilidad del ingrediente (DlI), el
resto de las dietas tuvieron resultados estadisticamente iguales. Concluimos que en este
estudio nos mostr6 que las dietas experimentales que se analizaron tienen un
comportamiento similar en los organismos. En cuanto a la digestibilidad de la proteina
(DAP), la harina de pollo seguida de la harina de ave obtuvieron los valores mas altos (96
y 90% respectivamente, seguidas de la dieta que contenia protiblend y la dieta con gluten
de trigo francés (88.9 y 86.6% respectivamente), para el caso de la harina de pota fue la
fuente de proteina analizada con el valor mas bajo en este estudio (77.6%). Podemos
concluir basados en los resultados obtenidos que las fuentes de proteina alterna mas
recomendables para inclusién en dietas comerciales de robalo blanco serian las que
contengan harina de pollo y harina de ave, seguidas por protiblend y gluten de trigo, no
seria tan recomendable, de acuerdo a nuestros resultados la harina de pota. Es

recomendable hacer estudios mas extensos en nutricion del robalo blanco.
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Anexo |.

Manejo de reproductores.

Los reproductores de robalo fueron alimentados con alimento comercial 60% (Fishbreed
®, INVE Aquaculture, INC.) y 40% de carne de pescado aceitosa, se les daba el 5% del
peso vivo. Aunado a esto se daban suplementos vitaminicos (Equate ® adultmultivitamin)
y acidos grasos omega 3 (180 mg DHA and 270 mgEPA, Member's Mark®) estos se

mezclaban en el alimento dos veces a la semana.

Se mantuvieron por 5 anos las hembras hasta alcanzar un peso de 5048 +350 g se les
administro sGnRHa (Ovaplant®, SyndellLaboratoriesLtd., Vancouver, Canada), a los
machos con un peso de 4775 + 504 g y con una motilidad espermatica de al menos 80%
se les dio una sola dosis de 836 ug kg-1 sGnRHa. Se sembraron los peces en
proporcion 1 hembra por tres machos en tanques de 3 m? una temperatura de 27-29°C y
una salinidad de 37-38 ppm. En las siguientes tablas que fueron tomadas de Ibarra-Castro
et al, 2011, se muestra protocolo de manejo de la calidad del agua para los huevos y
larvas (tabla 1) y alimentacién del robalo blanco durante el estadio larval y juvenil (tabla
2).

Fhotoperiod (light h)

Natural 16h Naiural
Daily siphoning rank bottoms

Bottom aeration (| min’difusser )
—

22025 0.25 05-1 1-2 -3 -5
Tank water 1.'olun1efl|"}

235 3 4

Water flow (N° volumes day ]}

31 1-3% 4 i1-8
Filter mesh opening (pm)

300 S0
Surface cleaners (skimmers)
T FTT T I T T T T
10 20 30 40
Rearing peried (day post-hatching)

Tabla 1. Protocolo de manejo para la calidad del agua

Tomado de Ibarra-Castro et al, 2011.
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Nammochlorapsis ocutatn (2-4 x 10° cells mrY)
I‘s ochrysis sp. (0.8-2.5 x 107 cells ml..:d'j
Erachionus romndiformis (W ml ™)

1020 15-30
Arremin naupli O mf']
e

Artemia metanauplii (N mi']',i

0.5-3
Screemed NED 35 (100-200 pm) NED 3/5 NED GS§
2 —t %
FrrrrrrerrrrrrrrrrnrroTrornl
(1] 10 20 30 40

Rearing period (days post-hatching)

Tabla 2. Protocolo de alimentacion de alevines y
Juveniles de Centropomus undecimalis.
(Tomado de Ibarra-Castro et al, 2011)
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