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Resumen

Se determiné la digestibilidad in vitro e in vivo de distintas fuentes de proteina
para el pargo canané Ocyurus chrysurus. Los ingredientes evaluados fueron la
harina de pescado (HP), harina de ave food grade (HAVF), harina de ave super
(HAS), protiblend (PROT), pasta de canola (PCM), pasta de soya (PS), gluten de
trigo francés (GTF). En la digestibilidad in vitro se utilizd extractos enzimaticos
del sistema digestivo y se midié su grado de hidrélisis con la técnica de pH-Stat
y en in vivo se determino los coeficientes de digestibilidad aparente de materia
seca (DAMS), proteina cruda (DAP) y energia (DAE). Se utiliz6 una dieta de
referencia que fue mezclada con los ingredientes de prueba en una proporcion
70:30 para obtener las dietas de prueba, y la zeolita se utiliz6 como marcador
inerte. Se alimentan pargos canané con un peso inicial de 30 g con las dietas
de referencia y prueba, las heces fueron recolectadas por medio de sifoneo. En
la digestibilidad in vitro se determiné que el grado de hidrdlisis total de las fuentes
de proteina animal terrestre fueron las mas altas con 8 % - 8.8 %; la HP, 8.29%;
PROT, 5.09 %; las fuentes vegetales fueron las mas bajas con 2.24 % - 4.51 %,
siendo la PCM con mayor grado de hidrdlisis. En la digestibilidad in vivo la DAMS,
DAP y DAE estuvo entre 54.9 % - 65.11%, 69.6 % - 85.7 %, 77.1 % - 79.6 %
para fuentes de proteina animal terrestre, respectivamente, la HP con 66.2%,
90.6%, 84.6%, respectivamente, la PCM, 64%, 92.9%, 70.3%, respectivamente,
el PROT, 36%, 69.1%, 59.7%, respectivamente. En base a la informacién de
digestibilidad in vitro e in vivo la HAVF y PCM son ingredientes que deberian ser
incluidos para elaborar una dieta nutricionalmente balanceada para el pargo

cananeé.
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Abstract

The in vitro and in vivo of different sources of protein for snapper canané Ocyurus
chrysurus digestibility is determined. The ingredients evaluated were fishmeal
(HP), poultry meal food grade (HAVF), poultry meal “super” (HAS), protiblend
(PROT), canola (PCM), soybean meal (PS), gluten French wheat (GTF).
enzymatic extracts of the digestive system was used in the in vitro digestibility
and degree of hydrolysis was measured by the technique of pH-Stat and in vivo
apparent digestibility coefficients of dry matter (DAMS), crude protein (DAP), and
energy (DAE) was determined, reference diet was mixed with test ingredients in
a 70:30 ratio for the test diets used, and zeolite was used as an inert marker.
Canané snappers feed with an initial weight of 30 g with reference and test diets,
feces were collected by siphoning. In vitro digestibility it was determined that the
degree of total hydrolysis of animal protein sources terrestrial were highest with
8% - 8.8%; HP, 8.29%; PROT, 5.09%; plant sources were the lowest with 2.24%
- 4.51%, the PCM with a higher degree of hydrolysis. Digestibility in vivo DAMS,
DAP and DAE was between 54.9% - 65.11%, 69.6% - 85.7% 77.1% - 79.6% to
sources of terrestrial animal protein, respectively, the HP with 66.2%, 90.6%,
84.6% respectively, the PCM, 64%, 92.9%, 70.3%, respectively PROT, 36%,
69.1%, 59.7% respectively. Based on the information in vitro and in vivo
digestibility HAVF and PCM are the ingredients that should be included to

produce a nutritionally balanced diet for canané snapper.
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1.-Introduccion.

La pescay la acuicultura son parte esencial del quehacer econémico y social de
México; la acuicultura representa una alternativa real para ampliar la oferta
alimentaria, generacion de divisas y crear fuentes permanentes de empleo,
estimulando el desarrollo regional. El cultivo de peces marinos ha tenido un
crecimiento anual del 7.6% desde 1980, representando una produccién de 5.6
millones de toneladas para el 2012 con un valor aproximado de 23.5 billones de
dodlares, esto es debido a que la mayoria de las especies cultivadas son

carnivoras y tienen un precio de mercado elevado (FAO, 2014).

La produccién de especies carnivoras, genera una alta dependencia en las
producciones pesqueras porque son las principales fuentes de nutrientes como
la harina y aceite de pescado (Tacon y Metian, 2008; Aubin et al., 2009). La
produccion total pesquera en las ultimas décadas ha tenido poco crecimiento
generando un aumento en el precio de la harina de pescado, por este motivo en
las ultimas décadas se ha buscado fuentes alternativas de proteina para su
sustitucion (FAO, 2014).

El primer paso para evaluar el potencial uso de un ingrediente para una dieta es
la medicion de su digestibilidad (Cho et al., 1982; Allan et al., 2000; Glencross et
al., 2007), para la formulacién de dietas que permitan un crecimiento adecuado
al proveer una apropiada cantidad de nutrientes, por esta razén algunos estudios
estan dirigidos a la medicién de la digestibilidad de la proteina y energia (Alarcon
et al., 2002; Hernandez et al., 2015).

Los pargos son depredadores activos y todas las especies de esta familia son
explotadas comercialmente debido a que su carne tiene un excelente gusto
(Fischer et al., 1995). Recientemente, se ha incrementado el interés del cultivo
pargo canané Ocyurus chrysurus en las costas de la Peninsula de Yucatan y es
de vital importancia el desarrollo de dietas que promuevan un crecimiento
adecuado, como un primer paso para la formulacién de una dieta con una baja

dependencia de la harina de pescado, se evalud diferentes fuentes de proteina



disponibles en la region, como son fuentes de proteina de animales terrestres,
por ejemplo harina de ave, o fuentes de proteina vegetal como harina de soya,
canola y gluten de trigo. Informacion sobre digestibilidad de estas fuentes de

proteina no se encuentran disponibles para el pargo canané.

El principal objetivo de esta investigacion es determinar la digestibilidad in vitro
y aparente de fuentes de proteina animal terrestre y vegetal que tengan un uso

potencial como ingredientes para una dieta del pargo canané.

2.- Antecedentes.

2.1.- Aspectos generales de Ocyurus chrysurus.
2.1.1.- Distribucion geografica.

Se extiende hacia el norte desde la costa de Massachussetts y hacia el sur en el
sureste de Brasil. Es comun encontrarlo en las Bahamas y a través del Caribe
(Allen, 1985).

Fig. 1. Distribucion geografica del pargo canané (Allen, 1985).



2.1.2.- Clasificacion taxonémica.

La especie se clasifica taxondmicamente (Claro y Parenti, 2001).

Reino:Animalia

Filum: Chordata

Clase: Actinopterygii
Subclase:  Neopterygii
Infraclase: Teleostei
Superorden: Acanthopterygii
Orden: Perciformes

Suborden: Percoidei

Familia: Lutjanidae
Género: Ocyurus
Especie: chrysurus

2.1.3.- Habitat de O. chrysurus.

Se determiné que O. chrysurus en su etapa adulta se encuentra principalmente
en los arrecifes de coral y los juveniles se distribuyen entre los manglares y
pastos marinos (Cocheret et al., 2002). Posiblemente la preferencia de
organismos juveniles en manglares sea porque las raices de estos sirven como

refugios, al poder ocultarse de sus depredadores (Cocheret et al., 2004).

2.1.4.- Reproduccion y maduracion de O. chrysurus.

El pargo canané es una especie gonocorista, en el Banco de Campeche y costas
de Yucatan se ha encontrado una proporcion sexual de 1 hembra por 1.2 machos
con épocas de desove en Abril, Junio y Octubre. Los organismos sexualmente
maduros se encontraron de talla minima de 14 cm. (Tréjo et al., 2011). Turano
et al., 2000, reportd que la maduracién sexual de O. chrysurus en condiciones
controladas se logra con organismos de 25 cm de longitud furcal o con dos anos
de edad con 82,000 huevos por desove en un periodo de 10 dias con 97% de

éxito en la fertilizacion.



2.1.5.- Nutricion y alimentacion de O. chrysurus.

La alimentacién del O. chrysurus en su medio natural se compone principalmente
de organismos zooplanctonicos, detritus, poliquetos, crustaceos y peces
(Randall, 1967), en las costas de Yucatan su dieta se compone principalmente

de crustaceos peneidos (Rincon et al., 2009).

Nagelkerken y Van der Velde. 2004 han descrito que el pargo canané tiene una
dieta zooplanctéfaga y zoobentofaga, con mediciones de 8'3C determinaron que
obtienen su alimentacion principalmente en los lechos de pastos marinos y parte
de su dieta la obtienen en los manglares. Organismos juveniles menores a 5 cm
se alimentan de copépodos y al aumentar su tamafo corporal se encuentra en

menor volumen la cantidad de estos crustaceos (Cocheret et al., 2003).

Los aspectos nutricionales han sido enfrentados de diferentes maneras; se han
hecho estudios sobre el desarrollo larvario de O. chrysurus donde al suministrar
acidos grasos poliinsaturados o HUFA (Highly Unsaturated Fatty Acids), con
Artemia enriquecida, ha aumentado la supervivencia y disminuido la frecuencia
de mortalidad, también mostraron que los organismo presentaron senales de
estrés cuando solo fueron alimentados con Artemia. (Faulk et al., 2005). En el
desarrollo larvario del pargo canané en laboratorio se ha obtenido un crecimiento
de 0.31 mm/dia y 0.18 mm/dia en la etapa de juvenil. (Riley et al., 1995). Se ha
obtenido un 2.8% de supervivencia desde la etapa de huevo a juvenil y ha tenido
un crecimiento de 600 g en 900 dias en condiciones de cultivo. (Turano et al.,
2000).

2.2.- Requerimientos nutricionales en pargos.

2.2.1.- Proteina.

Los niveles 6ptimos de proteina en la dieta de los peces esta influenciada por el
equilibrio de la relacion proteina/energia, la composicién de aminoacidos vy la
digestibilidad de las proteinas (Bureau et al., 1998). Los aminoacidos esenciales

son los que no se pueden sintetizar por rutas metabdlicas y tienen que provenir



estrictamente de la dieta para un crecimiento maximo (Lovell, 1989), los
requerimientos proteicos son influenciados por variables como: tamano del
organismo, densidad de cultivo, temperatura del agua, composicion de la dieta 'y
calidad de la proteina (NRC, 1993).

Catacutan et al.,, (2001) encontr6 que juveniles de pargo Lutjanus
argentimaculatus obtuvieron un buen crecimiento y supervivencia, alimentados
con 44 % de proteinas y una relacion proteina-energia de 23.3 mg de proteina/
kdJ. También Abbas et al., (2012), determin6 un requerimiento de 40 % y 45 %
de proteina en juveniles de 8 a 110 g, resultados similares se encontraron en
Lutjanus guttatus (Garcia, 2009), Para Lutjanus campechanus se determiné una
inclusién de 32 % a 36 % de proteina en la dieta para su 6ptimo crecimiento
(Miller et al., 2005). En Lutjanus analis se encontré que un intervalo de 33.9 —
36.3 kJ/g de proteina es necesario para un alto crecimiento (Watanabe, et al.,
2001).

En L. gutattus se han tenido buenos resultados en las dietas con sustituciones
de hasta un 50 % de la proteina de pescado por la de harina de ave sin afectar
su crecimiento (Hernandez, et al., 2014). Experimentos realizados en L.
argentimaculatus por Catacutan y Pagador (2004), determinaron que un
reemplazo del 25 % de la proteina aportada por la harina de pescado por harina
de soya desengrasada no afecta su crecimiento, supervivencia y eficiencia
alimenticia. En el pargo Australian Pagrus auratus se utilizé una combinacion de
harina de ave y harina de soya para reemplazar mas de la mitad de la harina de
pescado en una dieta que contenia un 64% de harina de pescado dando
excelentes resultados en su crecimiento por lo tanto la harina de ave y soya son
fuentes proteinas que el pargo Australiano puede asimilar correctamente
(Quartararo, et al., 1998).

2.2.2.- Lipidos

Los lipidos son fuentes para la generacion de la energia metabdlica en los peces
marinos (Sargent et al., 1989), en especial los acidos grasos desde la etapa de
huevo a adulto (Tocher, 1995).



En la mayoria de especies marinas los requerimientos de acidos grasos
esenciales son del 1% en forma de n-3 HUFA (Tocher, 2010). En L. analis se
determind un requerimiento de lipidos 6 % - 9 % para un maximo crecimiento y
retencidén de energia (Watanabe, et al., 2001), y L. campechanus de 10 % (Miller
et al., 2005). En dietas para reproductores de L. argentimaculatus se utilizé 8.6%
lipidos y la adicion de aceite de calamar mejoré la cantidad de huevos desovados

y la supervivencia de las larvas (Emata y Borlongan, 2003; Emata et al., 2003).

2.3.- Digestibilidad in vitro en peces utilizando el método de pH-Stat.

Los métodos utilizados en la digestibilidad in vitro simulan el proceso de digestion
en peces, son empleados en la industria acuicola para clasificar ingredientes
utilizados en dietas y asi poder reducir los costosos ensayos de digestibilidad in

vivo (Moyano et al., 2014).

Existen distintas configuraciones para medir la digestibilidad in vitro en las que
se pueden emplear digestores simples con recipientes cerrados que pueden
medir los cambios de pH, por ejemplo, el pH-drop y pH-Stat, o la medicién de

sustratos no digeridos (Moyano et al., 2014).

El uso del pH-Stat esta dado porque mide en una reaccion todos los enlaces
peptidicos que fueron hidrolizados por la enzimas y estas trabajan en un pH 'y

temperatura constante (Wrolstad, et al., 2005).

El pH-Stat mide el grado de hidrdlisis de los distintas fuentes proteicas (Lazo y
Mart, 2012; Yasumaru y Lemos, 2014) y es un método rapido, seguro y simple
(Séenz et al., 2011), puede ser practico utilizando los extractos enzimaticos de

las especie de interés (Rungruangsak et al., 2002).

En la digestibilidad in vitro usando extractos enzimaticos de los mismos
organismos tiene la ventaja de tomar en cuenta su capacidad digestiva para las
distintas fuentes de proteina y asi poder formular una dieta que se adapte a la

capacidad de digestibilidad de los mismos, Lazo y Mart, 2012 analizo distintas
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fuentes de proteinas en el desarrollo ontogénico de las lavas Paralichthys
californicus dando muy poca digestibilidad de fuentes proteicas vegetales y muy
buena de alimentos vivos y harina de pescado. Para juveniles de Solea
senegalensis las fuentes de proteina que presentaron un mayor grado de
coeficiente de degradacion proteica fueron harina de calamar, harina de mejillon
y concentrado de soya (Saenz et al., 2011). En el Paralichthys olivaceus puede
digerir el aislado proteico de soya que puede ser sustituto de la harina de
pescado, sin embargo en el concentrado proteico de soya tuvo una baja
digestibilidad (Deng et al., 2009).

La interpretacion de los valores obtenidos del grado de hidrdlisis en extractos
estomacales no esta bien esclarecido, sin embargo tiene un importante impacto
para la hidrolisis que continua en los ciegos pildricos e intestinos (Yasumaru y
Lemos, 2014).

Tabla 1. Digestibilidad in vitro de harina de pescado, canola y ave en peces
teleosteos.

Fuente de Especie % GH Digestibilidad (%)  Referencia

proteina

Harina de Salmo salar 80-88 Anderson et al., 1993

pescado Salmo salar 87-95 Anderson et al., 1997
Sparus aurata 7.3 Moyano y Savoie, 2001
Sparus aurata 10 Alarcén et al., 2002
Gadus morhua 12 Tibbetts et al., 2011
Paralichthys 0.91 Martinez y Lazo, 2012
californicus
Oncorhynchus 6-8 Yasumaru y Lemos, 2014
mykiss
Rachycentron 4 Yasumaru y Lemos, 2014
canadum
Oreochromis 4 Yasumaru y Lemos, 2014
niloticus

Harina de Oncorhynchus 20-25 58-72 Dong et al., 1993
mykiss

ave Salmo gairdneri 16-21 69-77 Dimes y Haard, 1994
Gadus morhua 11 Tibbetts et al., 2011
Oncorhynchus 5-7 Yasumaru y Lemos, 2014
mykiss
Rachycentron 3-5 Yasumaru y Lemos, 2014
canadum
Oreochromis 4-5 Yasumaru y Lemos, 2014
niloticus

Caseina Oncorhynchus 34 99 Dong et al., 1993
mykiss
Salmo gairdneri 34 98 Dimes y Haard, 1994
Sparus aurata 7.26 Alarcon et al., 1999



Sparus aurata 12.9 Moyano y Savoie, 2001

Paralichthys 1.52 Martinez y Lazo, 2012
californicus
Harina de Gadus morhua 12-17 Tibbetts et al., 2011
Canola
Harina de Salmo gairdneri 21 76 Dimes y Haard, 1994
Soya
Sparus aurata 3.6 Moyano y Savoie, 2001
Sparus aurata 10.55 Alarcén et al., 2002
Gadus morhua 13-21 Tibbetts et al., 2011
Paralichthys 0.33 Martinez y Lazo, 2012
californicus
Oncorhynchus 3-7 Yasumaru y Lemos, 2014
mykiss
Rachycentron 1-4 Yasumaru y Lemos, 2014
canadum
Oreochromis 2-5 Yasumaru y Lemos, 2014
niloticus
Harina de Gadus morhua 20.7 Tibbetts et al., 2011
trigo Paralichthys 0.98 Martinez y Lazo, 2012
californicus
Oncorhynchus 5-6 Yasumaru y Lemos, 2014
mykiss
Rachycentron 2 Yasumaru y Lemos, 2014
canadum
Oreochromis 3 Yasumaru y Lemos, 2014
niloticus

2.4.- Digestibilidad aparente en peces.

La medida de la digestibilidad de los nutrientes es uno de los primeros pasos que
se deben de analizar para elaborar una dieta que pueda satisfacer los
requerimientos nutricionales del organismo (Cho et al., 1982), también su
palatabilidad y nutrientes aportados (Glencross et al., 2007), asi es de suponer
que los ingredientes que tienen los coeficientes mas altos en digestibilidad

permiten un mayor crecimiento en los peces (Lee, 2002).

Actualmente, uno de los métodos mas comunes para medir la digestibilidad
aparente de un ingrediente es el utilizado por Cho et al., (1974), que se basa en
la sustitucion de una dieta de referencia, el ingrediente de prueba sustituye una
porcion de la dieta de referencia para crear una dieta de prueba, luego se
determina la digestibilidad en la dieta de referencia y prueba, basados en
factores de proporcion se puede calcular la digestibilidad del ingrediente (Aksnes
et al., 1996; Glencross et al., 2007).



En estudios realizados en peces carnivoros se presenta una mayor digestibilidad
de ingredientes de origen animal teniendo una mayor digestibilidad de materia
seca y energia, por el contrario la digestibilidad de las fuentes vegetales se ve
disminuida principalmente por la cantidad de carbohidratos y fibras presentes,
esto se ha reportado para salménidos (Cho et al., 1982; Sugiura et al., 1998);
corvina Sciaenops ocellatus (McGoogan y Reigh, 1996); perca plateada
Bidyanus bidyanus (Stone et al., 2000); Rockfish Sebastes schlegeli (Bai et al.,
2001; Lee, 2002); cobia Rachycentron canadum (Zhou et al., 2004); loach
Misgurnus anguillicaudatus (Chu et al., 2014). Aunque se encuentran ciertas
excepciones como las presentadas con harina de gluten de maiz (Lee, 2002;
Zhou et al., 2004), harina de soya fermentada (Chu et al., 2014), posiblemente
la composicion quimica de los carbohidratos les sea accesible a los organismos,
esto coincide con lo descrito por Bai et al., (2001). Para el S. ocellatus se
determind que cantidades bajas de fibra presentes en los ingredientes se obtiene
altas digestibilidades aparentes de energia, proteina y lipidos (McGoogan vy
Reigh, 1996).

Tabla 2. Digestibilidad aparente de harina de pescado, canola y ave en peces
teledsteos.

Fuente Especie %MO % % DAP %DAE  Referencia
proteina DAM
Oncorhynchus mykiss - 85 92 91 Cho et al., 1982
Harina
de O. mykiss - 82-85 95-97 - Sugiura et al., 1998
Pescado  O. mykiss - - 90-93 - Dimes et al., 1994
O. mykiss - - 86-89 94-97  Aksnes y Opstvedt,
1998
O. tshawytscha 84-88 - 83-93 84-92 Hajenetal., 1993
O. kisutch - 81-86 94-97 - Sugiura et al., 1998
Spaurus aurata - - 83 80 Lupatsch et al., 1997
Chanos chanos - - 76 - Ferraris et al., 1986
Cyprinus carpio - - 91-94 - Eid y Matty, 1989
Salmo salar - - 74-81 - Anderson et al., 1992
Sciaenops ocellatus - 77 96 60 McGoogan y Reigh,
1996
S. ocellatus 94 - 77-88 92-95  Gaylord y Gatlin, 1996
Seriola quinqueradiata - - 89 - Masumoto et al., 1996
Labeo rohita - - 80 - Hossain et al., 1997
Bidyanus bidyanus - 92 94 100 Allan et al., 1999
B. bidyanus - 77-94 89-94 89-98 Allan et al., 2000
Dicentrarchus labrax - 71-86 89-96 86-94 Gomes y Oliva, 1998
Sebastes schlegeli - - 87 - Bai et al., 2001
S. schlegeli - 83-89 95 96-99 Lee, 2002
Symphysodon - 78 91 - Chong et al., 2002
aequifasciata
Micropterus salmoides - 70 88 78 Portz y Cyrino, 2004



M. salmoides - 73 - 87 Masagounder et al.,
2009
Lepomis macrochirus - 78 - 87 Masagounder et al.,
2009
Epinephelus coioides - 84-89 98-99 - Eusebio et al., 2004
Melanogrammus 96 - 96 92 Tibbetts et al., 2004
aeglefinus
Pagrus auratus 99 - 94 99 Booth et al., 2005
Puntius gonionotus - - 93 86 Mohanta et al., 2006
Oreochromis niloticus - - 89 - Guimaraes et al., 2008
Acipenser baerii - 64 85 85 Liu et al., 2009
Salminus brasiliensis - 84 94 91 Borghesi et al., 2009
Pangasinodon - 88 96 94 Hien et al., 2010
hypothalamus
Morone chrysops x M. - - 99 - Rawles et al., 2010
saxatilis
M. chrysops x M. - - 79-86 - Metts et al., 2011
saxatilis
Gadus morhua - - 92-95 - Tibbetts et al., 2011
Pseudoplatystoma - - 83 79 Silva et al., 2013
reticulatum
Huso huso 89-90 - 89-93 87-98  Safari et al., 2014
Misgurnus - 66-67 87-88 76-79 Chuetal., 2015
anguillicaudatus
Lutjanus guttatus - 80 84 89 Hernandez et al., 2015
Rachycentron - 88 96 95 Zhou et al., 2004
canadum
Harina Salmo salar - - 74 - Anderson et al., 1992
de
Canola S. salar 75 71 86 70 Burr et al., 2011
O. tshawytscha 53.5 - 84.5 64.5 Hajen et al., 1993
O. mykiss - 49.8 88.1 55.6 Mwachireya et al.,
1999
O. mykiss - 26 100 69 Glencross, 2011
Bidyanus bidyanus - 47-52 80-83 58 Allan et al., 2000
Pagrus auratus 9-58 - 23-94 30-74 Glencross et al., 2004
Melanogrammus 59 - 83 60 Tibbetts et al., 2004
aeflefinus
Salvelinus alpinus 51 47 73 49 Burr et al., 2011
Lates calcarifer - 21 63 60 Glencross, 2011
Gadus morhua - - 79-89 - Tibbetts et al., 2011
Ictalurus punctatus - 49 77 52 Lietal, 2013
Huso huso 80-88 - 64-69 66-68  Safari et al., 2014
Epinephelus morio - - 95 - Silva et al., 2014
Lutjanus guttatus - 74 81 87 Hernandez et al., 2015
Harina Oncorhynchus mykiss - - 64-78 - Dong et al., 1993
de
Ave O. mykiss 52 68 71 Cho et al., 1982
O. mykiss - 76-77 87-91 77-87  Bureau et al., 1999)
O. mykiss - 36 56 54 Glencross, 2011
O. tshawytscha 66-76 - 74-85 65-72 Hajen etal., 1993
Sciaenops ocellatus 75.6 - 48.7 59 Gaylord y Gatlin, 1996
Bidyanus bidyanus - 86 85 94 Allan et al., 2000
Symphysodon - 65 67 - Chong et al., 2002
aequifasciata
Micropterus salmoides - 83 81 85 Portz y Cyrino, 2004
Pagrus auratus 88 - 85 91 Booth et al., 2005
Oreochromis niloticus - - 90 - Guimaréaes et al., 2008
Acipenser baerii - 59 86 76 Liu et al., 2009
Lepomis macrochirus - 83 - 87 Masagounder et al.,
2009
Micropterus salmoides - 76 - 84 Masagounder et al.,

2009
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Salminus brasiliensis - 80 91 90 Borghesi et al., 2009

Morone chrysops x M. - - 80-84 - Rawles et al., 2010
saxatilis

Morone chrysops x M. - - 75-78 - Metts et al., 2011
saxatilis

Lates calcarifer - 10 40 52 Glencross, 2011
Gadus morhua - - 80 - Tibbetts et al., 2011
Pseudoplatystoma 99 86 Silva et al., 2013
reticulatum

Huso huso 90 - 92 93 Safari et al., 2014
Centropomus - - 69-72 - Lemus A. y Gaxiola
undecimalis C., 2015

Lutjanus guttatus - 77 82 88 Hernandez et al., 2015
Rachycentron - 81 91 91 Zhou et al., 2004
canadum

MO, digestibilidad aparente materia organica; DAM, digestibilidad aparente de materia seca; DAP,
digestibilidad aparente de proteina cruda; DAE, digestibilidad aparente de energia.

Para el M. anguillicaudatus obtuvo una alta digestibilidad para ingredientes de
origen animal entre un 81.5 % a 85.3 % y para los de origen vegetal fueron mas
bajos con excepcion de harina de soya fermentada (Chu et al., 2014). También
esta tendencia fue descrita con R. canadum donde las mejores fuentes de
proteina para reemplazar la harina de pescado fue harina de ave y harina de
gluten de maiz (Zhou et al., 2004). En Melanogrammus aeglefinus la harina de
arenque Clupea spp., puede ser reemplaza por harina de soya porque esta
presenta altos coeficientes de digestibilidad aparente y energia digerible.
(Tibbetts, et al., 2004).

3.- Hipotesis.

La evaluacion de la digestibilidad in vivo e in vitro en juveniles de pargo canané
O. chrysurus se espera que sea mayor en fuentes de proteina de origen animal
terrestre, presentando una mejor asimilacion para la sustitucion de la harina de

pescado, por su conducta alimenticia carnivora.

4.- Objetivos.

4.1.- Objetivo General.
Determinar la digestibilidad in vitro y en in vivo de harinas de origen animal
terrestre y vegetal utilizados como fuente de proteina para pargo canané

Ocyurus chrysurus.
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4.2.- Objetivos especificos.

1. Conocer la digestibilidad in vitro por el método de pH-Stat de las distintas
materias primas a utilizar a partir de enzimas extraidas de estomagos,

ciegos pildricos e intestinos de juveniles del pargo canané.

2. Evaluar la digestibilidad aparente de materia seca, proteina y energia de
las fuentes de proteina con mejor resultado en digestibilidad in vitro en el
pH-Stat.

5.- Justificacion

Para aliviar las presiones de pescas que se ejercen sobre los pargos (Lutjanidae)
se dan alternativas como la maricultura en el que se tienen que desarrollar
técnicas de cultivo eficaces para el crecimiento en cultivo de los organismos
(Davis et al., 2000). Siendo los pargos con una tendencia en aumento sobre su
demanda en el comercio internacional y con potencial de desarrollo de cultivo
(Benetti et al., 2003)

Se ha logrado con éxito la reproduccion y produccion de larvas de O. chrysurus
(Soletchnik et al., 1989; Alvarez-Lajonchere et al., 1992; Riley et al., 1995;
Turano et al., 2000), sin embargo, los estudios de los requerimientos de proteina

en pargos son escasos (Miller et al., 2005).

Para poder elaborar una dieta del pargo canané se necesita conocer la
digestibilidad de los ingredientes y obtener un mejor aprovechamiento de los
nutrientes aportados, actualmente no existe informacion sobre digestibilidad de

fuentes de proteina para pargo canané.
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6.- Material y métodos.
6.1-. Digestibilidad in vitro.

6.1.1.-La obtencion de organismos.

Los pargos canané utilizados para realizar la extraccidon de las enzimas fueron
capturados de jaulas de engorde colocadas frente a las costas de Sisal y
pertenecen a la empresa INPESMAR (Industrializadoras de Pescados y
Mariscos S.A). Estos fueron trasladados a las instalaciones de Unidad
Académica Sisal (UAS), por medio de bines isotérmicos con aireacion continua
proporcionada por un blower de 0.5 HP y dos aireadores. Luego se colocaron en
cuarentena por 48 horas sin alimentacion, se les dio un tratamiento de bano de
agua dulce por 5 min y otro de azul de metileno al 5 ups, todo esto bajo un

sistema de flujo contante.

6.1.2.- Diferentes fuentes de proteinas de origen animal y origen vegetal:

El analisis quimico proximal y de digestibilidad in vitro se realizaron en las

diferentes fuentes de proteinas:

Origen Animal: Origen Vegetal:

1.- Harina de pollo 1.- Pasta de soya

2.- Harina de pescado 53% 2.- Pasta de canola

3.- Harina de ave 3.- Harina gluten de trigo francés.
4.- Protiblend

6.1.3.- Analisis quimico proximal de los ingredientes

Las materias primas son homogenizadas a un tamafno de particula de 250 pum,
se analizaron bajo un tren proximal bajo la metodologia AOAC. (1990), donde se
determiné la humedad por medio de una termobalanza, las cenizas en
incineracion por mufla, la extraccién de lipidos por medio de solventes organicos

y las proteinas se us6 un analizador elemental (ver anexos).
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6.2.- Procedimiento para analisis de extractos enzimaticos.

Se realizo la extraccion de los 6rganos tanto de estomago, ciegos e intestinos
para extraer los concentrados enzimaticos. Los organismos se dejaron 48 horas
sin alimentacion, se trasladaron al laboratorio central de la UAS. Se mantuvieron
en un recipiente con 50 L de capacidad con agua de mar y aireacion, los
organismos que fueron sacrificados se movieron a un recipiente de 10 L a la
cual se le agrego 1 mL de esencia de clavo por cada litro para tranquilizarlos y
se llevaron a cabo las mediciones biométricas de longitud total, longitud patron,
altura maxima, altura minima y peso total. Se sacrificaron los organismos y se
realizd la extraccién de los distintos 6rganos (estobmagos, ciegos piloricos e
intestinos), en una placa congelante, depositando cada 6rgano en un vaso de
precipitado previamente identificado, que se encuentran en recipientes con
hielo, se enjuagaron con agua inyectable a pH 3 y 8 (estdmagos y ciegos e
intestinos respectivamente), se pesaron individualmente. Se guardaron en
bolsas previamente identificadas y se congelaron en nitrégeno liquido y

posteriormente se almacenaron a -80°C.

Para realizar los extractos enzimaticos de los érganos. Se maceraron en un
homogeneizador de tejidos (ULTRA TURRAX ®) con agua inyectable a pH 3 (en
el caso de proteasas acidas y pH 8 (en el caso de proteasas alcalinas) en una
relacion 2:1 (2 mL de agua inyectable por cada gramo de tejido) para los ciegos
e intestinos, para los tejidos de estdbmago una relacion 1:5, el macerado que se
obtuvo fueron colocados en tubos eppendorf de 2 mL y se procedioé a centrifugar
a 12,000 rpm/15 min a 4°C en una centrifuga refrigerada. Luego de esto se
distinguian tres capas en los tubos eppendorf la cual se extrajo la capa media
donde se encuentran las enzimas, esta se transfirié a otro tubo eppendorf de 500
ML y se introducen en nitrogeno liquido y posteriormente se guardan en una

mantenedora a -80°C.

6.3.- Determinacion de la actividad de proteasas acidas y alcalinas.

Para la determinacion de la actividad de proteasas acidas se utilizé el método

de Anson (1938) y en alcalinas el de Kunitz (1947), se realizaron 2 diluciones
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por cada 6rgano 1:10 y 1:100 (con tres replicas cada uno), para la medicién de
la absorbancia, se adicion6 1 mL de la preparacién a una celda de cuarzo y con
un espectrofotometro (Genesys 10 UV) a una longitud de onda de 280 nm para

leerlas.

Posteriormente se procedi6é a determina las unidades enzimaticas por mililitro

por medio de la siguiente férmula:

Unidades/mL= A Abs2so nm X Volumen final de reaccién (mL)

CEM Tirosina X Tiempo X Volumen extracto (mL)

Donde:

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 reaccidn 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 mililitros.

6.4.- Digestibilidad acida.

Se utilizé el pH STAT (Metrohom Metrohm Titrando 842 pH-Stat), en el caso de
la digestion acida se utiliz6 como en un vaso de 10 mL con circulacion de agua
que proviene de un bano Maria que mantiene una temperatura de 37 °C. A este
recipiente se le agregan 5 mL de agua inyectable y 8 mg de fuente proteica por

mL de agua inyectable.

Se ajusté el pH a 2 con HCI al 0.1 N manteniéndola en agitacion continua a una
velocidad de 6, se sube el pH a 3.5 e inmediatamente se agregan 50 unidades
de enzima, se deja corriendo el programa hasta los 15 min. El grado de hidrdlisis
se calcula a partir de los mililitros de HCI que se utilizaron para mantener el pH
3.5 durante los 15 min que duro la prueba.
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6.5.- Digestibilidad alcalina.

Se realiz6 la medicion por separado la determinacion del grado de hidrolisis 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 10 con
NaOH al 0.05 N, se mantiene en agitacién constante la mezcla una velocidad de
6 y se baja el pH a 8, una vez que se llega a este pH se agregan 250 unidades
de enzima a la mezcla y se continua con el proceso de mezclado durante 45 min.
El grado de hidrdlisis se calcula a partir de los mililitros de NaOH que se utilizaron

para mantener el pH en 8 durante los 45 min que durod la prueba.

6.6.- Grado de hidrolisis.

El grado de hidrdlisis es presentado en porcentaje del numero de enlaces

hidrolizados. Se determinaron con la férmula propuesta de Adler- Nissen (1986):

GH (%) = B x Nb x (1/ a) x (1/MP) x (1/Htt) x 100%.

Donde:

B: volumen de base consumida en mililitros.

Nb: normalidad de la base.

a: Promedio del grado de disociacion de los grupos a-NH (1/ a= 1.5 para pH 8.0
a25°C)

MP= masa de sustrato proteico en gramos.

Htot: €l nUmero de enlaces peptidicos totales del sustrato proteico.

6.7.- Metodologia sobre determinacion de digestibilidad in vivo.

Los organismos que se utilizaron para el experimento fueron obtenidos a partir
de desoves de los reproductores capturados del medio silvestre de las costas de
Sisal, Yucatan en las instalaciones de la Facultad de Ciencias, Unidad
Académica Sisal (UAS).
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6.8.- Disefio experimental y dietas

Para evaluar la digestibilidad in vivo se utilizd6 un disefio aleatorio con 6
tratamientos con 3 réplicas cada uno, los ingredientes utilizados se muestran en
la tabla 3. Se utilizaron tanques de 80 L de capacidad y se emplearon 10
juveniles por tanque con un peso aproximado de 30 g provenientes del area de
reproduccion de peces marinos de la UAS. Se colocaron en un sistema de

recirculacion de agua y con aireacion continua las 24 horas del dia.

Tabla 3. Composicidén de ingredientes de las dietas de referencia y prueba.

_ Dietas (g / 100g en base seca)
Ingredientes

Referencia Prueba
H. Pescado?® 70 49
H. de trigo® 21.95 15.05
Aceite de pescado? 3 2.1
Lecitina de soya?® 1 0.7
Premezcla de vitaminas® 2 14
Zeolita? 1.05 1.05
Carboximetilcelulosa 1 0.7
Ingrediente prueba 30
TOTAL 100 100

a MaltaCleyton S.A. de C.V., Mérida, Yucatan, México
b Comercializadora Mayorista del Golfo S.A. de C.V., Mérida, Yucatan, México.
¢ DMS Nutritional Products México S.A. de C. V.

6.9.- Elaboracion de los alimentos balanceados

El método general para para la elaboracion de las dietas, consiste en lo siguiente;
todas las materias primas a utilizar son tamizadas a un tamafno de particula
minima de 250 ym, luego son pesados previamente de acuerdo a la formulacién
de cada dieta.

Se mezclaron las materias primas secas por 15 min después se agregaron los
ingredientes humedos como los aceites y se mezclaran durante otros 10 min,
previamente se prepar6 el aglutinante gelatinizandolo (en un recipiente aparte

se agreg6 agua hirviendo junto con el aglutinante en forma seca), se anade este
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aglutinante para continuar mezclando por otros 10 min, al finalizar se obtuvo una

masa homogénea.

Esta masa homogénea se extruye con una maquina de moler carne la cual formo
los pellets que fueron puestos en un horno a 60 °C por 12 horas para obtenerlos

secos, estos fueron almacenados en un lugar seco a temperatura ambiente.

6.10.- Digestibilidad aparente.

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, se determind de manera indirecta con un marcador inerte.

El método de digestibilidad aparente se realizd, usando como marcador la zeolita
(Cuzon et al., 1998), 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 utilizaron
crisoles y una mufla para poder llevar a 500 °C la temperatura y garantizar la
completa incineracion de las muestras), tanto del alimento al cual se le incluira
una cantidad conocida del marcador, y las heces, de las cuales también se
obtiene el marcador recolectado. Para calcular el porcentaje de cenizas

insolubles en acido, se realizo por el método de Atkinsonet al., (1984).

Para el andlisis de la digestibilidad de materia seca y proteina se utilizé la técnica
de AIA (Ceniza Libre de Carbono) usando como marcador la zeolita. Las
férmulas 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).
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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 utilizé la formula
descrita por (Cho et al., 1982).

ADC ingrediente = (ADC dieta-0.7*ADC dieta referencia)/0.3

Para cuantificar la digestibilidad aparente de cada ingrediente y nutriente, los
organismos permanecieron en ayuno durante 48 horas para vaciar el tubo
digestivo antes de iniciar la alimentacion, la cual se suministré en un 10% de la
biomasa durante todo el periodo experimental. Diariamente previo a cada nueva
alimentacion, se retird los restos de alimento no consumido y heces mediante
sifoneo, empleando un papel filtro de 400 pm; posteriormente el material
colectado fue lavado con agua destilada, para eliminar las sales, secadas a 60

°C hasta peso constante para luego ser pesado para su posterior analisis.

6.11.- Analisis estadistico.

Se utilizé un Analisis de varianza de una sola via (ANDEVA) para determinar las
diferencias significativas entre los tratamientos, cuando éstas se presentaron se
aplicé la prueba de rangos multiples de Tuckey, para ponderar las diferencias

entre los mismos. El nivel de probabilidad fue de 95%.

7 .- Resultados

7.1 Digestibilidad in vitro.

La composicién proximal de los ingredientes se presenta en la tabla 4. Los
valores de grado de hidrdlisis de estdmago, ciegos pildricos e intestinos se
muestran en la tabla 5; el grado de hidrdlisis total y porcentaje de digestibilidad

proteinica en la tabla 6.
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Tabla 4. Composicién proximal (g/ 100g) de los ingredientes de prueba para la

digestibilidad in vitro del pargo canané Ocyurus chrysurus. (Promedio +DS)

Component  Ingredientes de prueba
es

HP HAVF HAS PCM PROT PS GTF
Humedad 11.10£0.03 9.70+0.10 7.60+0.08 10.60+0.09 8.90+0.07 12.30+0.06 10.30+0.02
Proteina 57.55+3.43 53.51+£1.59 53.96 +1.04 38.79+0.62 59.80+0.66 44.03t0.4 71.10£0.37
Lipidos 6.92+0.01 14.05+0.13 14.93+0.30 1.51+0.04 11.46+0.27 1.20+0.10 1.56 £0.17
Ceniza 15.19+0.20 21.36 £0.05 28.53+1.99 6.3810.07 16.16+£0.35 5.4210.06 0.79 £0.02
Carbohidrat 20.34 11.08 2.58 53.42 12.58 49.35 26.55

*

[0)

HP, harina de pescado; HAS, harina de ave super; HAVF, harina de ave food grade; PCM, pasta de canola; PROT,
protiblend®®; PS, pasta de soya; GTF, Gluten de trigo Francés. *Carbohidrato, se calcularon como 100-(proteina + lipidos

+ ceniza)

Segun los extractos enzimaticos preparados de los estbmagos de los pargos
canané O. chrysurus, se utilizé la hemoglobina como base estandar y estos
valores son considerados como el 100 % del grado de hidrolisis (GH) proteica.
Para los ingredientes con mayor grado de hidrdlisis son la harina de ave food
grade (HAVF), harina de ave super (HAS) seguido del protiblend (PROT) y harina
pescado (HP). En las fuentes vegetales presentaron un GH de entre 0.77 %-0.45

%, siendo la mas alta la pasta de canola.

Para las digestibilidades alcalinas en los ciegos pildricos e intestinos se utilizo a
la caseina como base para determinar el 100 % del grado de hidrdlisis
enzimatica. La HAVF, HAS y HP obtuvieron valores de GH superiores a los
presentados por la caseina en los ciegos piloricos, entre las fuentes vegetales la

PCM obtuvo mayor GH y el gluten de trigo francés (GTF) el valor mas bajo.

Tabla 5. Grado de Hidrdlisis proteica de estémago, ciego pilérico e intestino de los
distintos ingredientes probados para el pargo canané mediante la técnica de pH-Stat.
Grado de Hidrdlisis (%)

Ingredientes

Estomago Ciego Intestino
Hemoglobina/Caseina 217 £0.672 3.49 +1.142 2.29 £0.292
Pasta de soya 0.45 +0.06° 1.93 +£0.922 1.36 +£0.282
Pasta de canola 0.77 £0.12° 2.33 £0.812 1.42 £0.892
Gluten de trigo francés 0.59 +£0.09° 1.12 £0.65° 0.53 +£0.33°
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Protiblend 1.87 +0.592 2.08 +0.782 1.14 £0.232

Harina de pescado 1.89 £0.262 3.96 +1.272 2.19 £0.382
Harina de ave food grade 2.38 £0.322 3.96 +0.872 2.61 £0.562
Harina de ave super 2.17 £0.842 3.78 £0.902 2.07 £0.61°

Valores son el promedio + desviacion estandar, n = 3, cada n consiste en 3 observaciones, y los valores en
las mismas columnas pero con diferente superindice de letras son diferentes significativamente (P<0.05)

a>b.

Las harinas que presentaron un porcentaje de digestibilidad mayor al 100%
fueron la HAVF, HAS y HP. Las que presentaron el porcentaje de digestibilidad
mas bajo fue el GTF y pasta de soya (PS).

Tabla 6. Grado de Hidrdlisis total y porcentaje de digestibilidad de las distintas fuentes

de proteina usando extractos multienzimaticos del pargo canané.

_ Digestibilidad proteica
Ingredientes

GH Total %Digestibilidad

Hemoglobina/Caseina 7.95 +£0.622 100

Pasta de soya 3.74 £1.13b 47.05
Pasta de canola 4.51 £1.55° 56.75
Gluten de trigo francés 2.24 +0.87¢ 28.22
Protiblend 5.09 £0.41b 64.08
Harina de pescado 8.04 £1.892 101.16
Harina de ave food grade 8.80 +0.752 110.71
Harina de ave super 8.29 +1.252 104.33

Valores son el promedio *+ desviacion estandar, y los valores en las mismas columnas pero con diferente

superindice de letras son diferentes significativamente (P<0.05) a>b>c.

7.2 Digestibilidad aparente

La composicion proximal y contenido de energia de las dietas esta presente en
la tabla 7. La cantidad de proteina en las dietas se mantuvo entre 58.3-57.6 g/
100g con excepcion de la dieta de referencia y canola con valores de 52.6 y 51
g/ 100g, respectivamente, y el contenido de energia resulto de 19.97-18.78 mJ/
Kg y con mayor cantidad de energia las dietas de HAVF y HAS con 21.43 y 21.30
mJ/Kg, respectivamente. La cantidad de ceniza se presentaron entre 14.4 -12.2
g /100g, siento el mayor la dieta de PROT. Los coeficientes de digestibilidad

aparente de materia organica, proteina cruda y energia se encuentran en la tabla
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8 y los contenidos total y digestible de materia seca y proteina se muestran en la
tabla 9.

Tabla 7. Composicion proximal (g / 100g en base seca) de la dieta de referencia y

prueba para el pargo canané Ocyurus chrysurus. (Promedio £DS)

Dietas
Componentes

Referencia HP HAS HAVF PCM PROT
Proteina 52.6 £+0.3 57.6 1 58 +0.5 57.9+0.5 51 +0.6 58.3 +1.2
Lipidos 13.5 +0.1 13.5 £0.1 13.7 £0.1 13.8 £0.1 10.7 £0.2 9.2 +0.1
Ceniza 13.4 £0.07 14.3 £0.02 13 £0.08 13 +£0.22 12.2 £0.1 14.4 £0.04
Carbohidrato* 20.5 14.6 15.3 15.3 26.1 18.1

Energia (mJ/Kg) 18.95+1.13 18.78 £0.93 21.30 +2 2143 +0.64 19.69+0.31 19.97 £0.74

HP, harina de pescado; HAS, harina de ave super; HAVF, harina de ave food grade; PCM, pasta de canola; PROT,
Protiblend® . *Carbohidrato, se calcularon como 100-(proteina + lipidos + ceniza)

Los coeficientes de digestibilidad aparente de materia seca (DAMS) presentados
en los ingredientes estuvieron entre un intervalo de 36% - 66%. La DAMS con
mayor porcentaje fue para la HP pero no presento diferencias significativas con
PCM y HAVF. El valor de DAMS mas bajo fue para el PROT con un 36 % y la
HAS obtuvo un 54 % presentado un valor intermedio y significativamente mayor
(p<0.05) que el PROT.

Los coeficientes de digestibilidad aparente de proteina (DAP) estuvo entre un
rango de 69.1% - 92.9%; presentando el valor mas alto la PCM sin diferencias
significativas con la HP con 90.6 %, seguido de la HAVF que presento un valor
de 85.7 %. La DAP con menor valor se presenté en PROT con 69.1% en la cual

no se presentaron diferencias significativas con respecto a la HAS.

Tabla 8. Coeficientes de digestibilidad aparente (ADC %) de materia seca, proteina y

energia de los distintos ingredientes de prueba.

ADC % ingredientes

HP HAS HAVF PCM PROT
Materia seca 66.22 +7.642 54.96 +1.8° 65.11 £3.332  64.09 +9.292  36.04 £10.95°¢
Proteina cruda  90.67 +3.302 69.64 £14.71¢ 85.73 £0.81°>  92.97 +0.448  69.12 +4.31¢
Energia 84.64 +1.072 7711269 79.61+5.97° 70.39£7.36° 59.71 £7.94¢

Componentes
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HP, harina de pescado; HAS, harina de ave super; HAVF, harina de ave food grade; HCM, pasta de canola;
PROT, Protiblend®® . Valores son el promedio * desviacién estandar, y los valores en la misma fila pero con

diferente superindice de letras son diferentes significativamente (P<0.05) a>b>c>d.

Los valores presentados en coeficientes de digestibilidad aparente de energia
(DAE) estuvieron entre 59.7% y 84.6%. La HP obtuvo el mayor valor de DAE, en
el cual presento diferencias significativas con la HAVF y HAS. La PCM alcanzé

un 70 % siendo significativamente mayor (p<0.05) que la harina de PROT.

Tabla 9. Contenido total y digestible de materia seca y proteina de las fuentes de

proteina utilizadas para el pargo canané Ocyurus chrysurus.

) Materia seca Proteina
Ingredientes
Total Digestible Total Digestible

Pescado 88.9 58.87 59.5 53.95
Ave food grade 92.4 60.16 54 46.29
Ave sUper 90.3 49.63 53.5 37.26
Canola 89.4 57.30 38.8 36.07
Protiblend 91.1 32.83 59.7 41.26

Materia seca total = 100 — Humedad ingrediente

Contenido digestible = contenido total nutriente x ADC.

8.- Discusion

8.1 Digestibilidad in vitro.

La tecnica de pH-Stat fue mas efeciente en la determinacion del grado de
hidrdlisis enzimatica, cuando se utiliza extractos enzimaticos digestivos, al
contrario de la utilizacidn de proteasas, tripsina y quimiotripsina que son enzimas
purificadas de mamiferos o bacterias (Anderson et al., 1993; Dimes y Haard,
1994; Dong et al., 1993); esta técnica se puede utilizar para distinguir fuentes
proteinicas en que el organismo tenga una mayor capacidad de hidrdlisis en su
tracto digestivo (Yasumaru y Lemos, 2014). En este estudio se utilizaron
extranctos enzimaticos de estomago, ciegos pildricos e intestino, donde se
evaluo su grado de hidrdlisis de diferentes fuentes de proteina en pargo canané

O. chrysurus.
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Dentro de las fuentes de proteina animal la harina de ave tiene potencial para
ser usado como un ingrediente de bajo costo a las dietas de peces (Lee y Degani,
1988), en especies carnivoras se a presentado un GH elevado y que se puede
comparar con diversas fuentes de harinas de pescado (Tibbetts et al., 2011;
Yasumaru y Lemos, 2014), sin embargo, diversas fuentes de harina de ave
muestran variaciones en su contenido de cenizas y puede ocasionar una

incorporacion de fésforo en los efluentes de agua (Dong et al., 1993).

En el GH total la HP, HAVF y HAS fueron similares a los presentadas por la
hemoglobina y caseina, por lo tanto, son fuentes de proteina que son facilmente
hidrolizables, en Solea senegalensis la caseina, harina de pescado y
concentrado proteico de soya tuvieron esta misma tendencia y representado una
mayor disponibilidad de aminoacidos (Saenz et al., 2011), aunque en el presente
estudio la hidrolisis de la PS fue baja, esto pueda deberse al tratamiento
empleado en la produccion del concentrado proteico de soya. Los valores GH de
HP y HAVF son similares a los reportados para Gadus morhua (Tibbetts et al.,
2011) y Oncorhynchus mykiss (Yasumaru y Lemos, 2014).

El GH total obtenido en las fuentes de proteina vegetal fue bajo (<4%), es posible
que la concentracion de inhibidores enzimaticos en las muestras con proporcién
de enzima/sustrato utilizado sea lo suficiente como para reducir la hidrélisis
(Francisco J Alarcén et al., 2002), sin embargo, una pre-hidrélisis acida en las
fases alcalinas de los ciegos pildricos e intestinos se obtienen valores mas
elevados y estables (Alarcén et al., 2002; Tibbetts et al., 2011; Yasumaru y
Lemos, 2014). Una de las causas para que no se obtenga una buena hidrdlisis
enzimatica puede ser la abundancia de determinados aminoacidos como lo son
la lisina y arginina que en ellas trabaja la tripsina, tirosina y fenilamina con la
quimiotripsina a la falta de estos sitios especificos en los que se unen las
enzimas el grado de hidrdlisis tiende a disminuir. (Sdenz de Rodrigafnez et al.,
2011), asi como los factores anti nutricionales presentes en algunas fuentes de
proteina vegetal que son inhibidores de las proteasas (Drew et al., 2007; Francis
et al., 2001).
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En la PS y GTF se presentaron valores de GH similares en Rachycentron
canadum, pero valores mas altos en Oreochromis niloticus (Yasumaru y Lemos,
2014), esta discrepancia puede deberse a que es un organismo herbivoro y

puede asimilar mejor las fuentes de proteina vegetal .

En dietas de salmoénidos utilizando harina de soya se determind que su
digestibilidad fue influenciada negativamente por la presencia de inhibidores de
proteasa, principalmente la tripsina se ve afectada (Dimes et al., 1996; Krogdahl
et al., 1994), aunque en G. morhua el GH mejoré cuando se utilizé aislados
proteicos de soya y concentrado proteicos de soya, que provienen de un
refinamiento en la proteina de la soya (Tibbetts et al., 2011). En pargos Lutjanus
argentiventris y L. novemfasciatus dietas con semillas de leguminosas causaron
una inhibicion mayor del 50 % de proteasas alcalinas (F. J. Alarcén, Garcia-
Carrefio, & Navarrete Del Toro, 2001). En el presente estudio la PS y GTF
presentaron el menor GH, posiblemente se debe a la presencia de diversos

factores anti-nutricionales que inhiben la actividad de las proteasas.

8.2 Digestibilidad aparente.

En el presente estudio la DAMS de la HP fue similar a la presentada por HAVF,
en las ultimas decadas las mejoras en el procesamiento de ingredientes como
las fuentes de proteina terrestres pueden mejorar la digestibilidad aparente, en
O. mykiss la harina de ave presenté una alta digestibilidad (Bureau et al., 1999),
en dietas para salmones se puede sustituir hasta un 50% de la proteina y lipidos
sin efectos negativos en el crecimiento utilizando este tipo de fuentes de proteina
(Hatlen et al., 2014). Para la HAS se encontré similar a la descrita para
salmonidos (Cho et al., 1982) y mayor para la HAVF, pero las dos harinas se
encuentran en menor medida a las presentadas para L. guttatus (Hernandez et
al., 2015).

En peces carnivoros el aumento de la fibra cruda presentes en ingredientes de
origen vegetal disminuye la DAMS, debido a que la fibra cruda esta compuesta
principalmente por celulosa y esta resulta no digestible (McGoogan y Reigh,

1996; Lee, 2002), sin embargo, se ha reportado que peces carnivoros como
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Salminus Dbrasiliensis presentar valores de DAMS mas altos en fuentes
vegetales que en fuentes animales, esto pueda suponer que los carbohidratos
presentes en esas fuentes vegetales son digeridos de manera eficiente
(Borghesi et al., 2009). La PCM obtuvo un valor de DAMS mayor que los
presentados para varias especies como O. mykiss, Melanogrammus aeglefinus,
Pagrus auratus, Salmo salar, Salvelinus alpinusk, Lates calcarifer (Burr et al.,
2011; Glencross, 2011; Glencross et al., 2004; Mwachireya et al., 1999; Tibbetts
et al., 2004). Para PROT se encontro un valor menor al presentado por el robalo

blanco Centropomus undecimalis (Lemus A. y Gaxiola C., 2015).

La DAP en las dos harinas de aves analizadas presentaron una amplia
diferencia, Dong et al., 1993 reporta diferencias significativas entre las DAP de
harinas de aves de diferentes fuentes para O. mykiss, en la cual, se obtuvieron
mejores resultados las que presentaron porcentajes menores de cenizas, en
nuestro estudio también se encontraron diferencias entre las dos fuentes de
harina de ave teniendo mayor DAP la HAVF que contiene una menor cantidad
de ceniza que HAS. La DAP de HAVF fue similar a las presentadas por S. aurata
(Lupatsch et al., 1997), Micropterus salmoides (Portz y Cyrino, 2004), P. auratus
(Booth et al., 2005), S. brasiliensis (Borghesi et al., 2009), Acipenser baerii (Liu
etal., 2009), Huso huso (Safari et al., 2014) y L. guttatus (Hernandez et al., 2015);
aunque la DAP de la HAS obtuvo valores menores a los anteriormente
mencionados, este presentd valores similares a S. aequifasciata (Chong et al.,
2002) y M. amblycephala (Zhou et al., 2008). La harina de ave puede ser un
buen sustituto para la harina de pescado (Rawles et al., 2010), y se ha logrado
sustituir hasta un 90% sin afectar su crecimiento en el pargo L. guttatus
(Hernandez et al., 2014).

La DAP en la PCM fue alto (<90%), valores similares son descritos para O.
mykiss (Glencross, 2011; Mwachireya et al., 1999), P. aurata (Glencross et al.,
2004), M. amblycephala (Zhou et al., 2008), S. salar (Burr et al., 2011), para otras
especies se reportan valores menores entre 63-81% como M. aeglefinus
(Tibbetts et al., 2004), S. alpinusk (Burr et al., 2011), L. calcarifer (Glencross,
2011), H. huso (Safari et al., 2014) y L. guttatus (Hernandez et al., 2015). El uso

de la PCM por lo general esta restringido por sus factores anti-nutricionales
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(Francis et al., 2001), aunque se ha reportado que para O. mykiss niveles de
glucosinolatos y compuestos fenolicos no afectan la digestibilidad de sus
nutrientes y son mas influyentes los carbohidratos o acidos fiticos (Mwachireya
et al., 1999) y una inclusién de un 20% en su dieta no afecta el crecimiento
(Thiessen et al, 2003). En Epinephelus morio el uso de fitasa en la PCM mejoré
notablemente su digestion (Silva et al., 2014). Glencross et al., 2004, reporta que
para P. auratus diferentes procesamientos de la pasta de canola puede influir en
la digestibilidad de sus nutrientes. Existen algunas discrepancias en la
digestibilidad y uso de la PCM esto pueden deberse a diferencias de especies
en su fisiologia digestiva, procesamiento de las dietas, modo de recoleccion de
heces y calidad de la harina, sin embargo, en el presente estudio el pargo canané

O. chrysurus la pasta de canola fue bien digerida.

En el compuesto de PROT se obtuvo la menor DAP y esto es lo contrario a lo
resportado por Lemus A. y Gaxiola C., 2015, para el robalo blanco C.
undecimalis, a pesar de ser un organismo carnivoro, probablemte esto se deba
a la forma en que puedan utilizar los nutrientes estas dos especies, de forma
similar se a reportado que para S. salar puede utilizar mejor los nutrientes de

plantas terrestres que S. alpinusk.

La DAE presente en HAVF y HAS son similares con lo reportado para O.
tshawytscha (Hajen et al., 1993), S. aurata (Lupatsch et al., 1997), M. salmoides
(Masagounder et al., 2009; Portz y Cyrino, 2004), aunque valores mas altos se
ha reportado para P. auratus (Booth et al., 2005), S. brasiliensis (Borghesi et al.,
2009), H. huso (Safari et al., 2014) y L. guttatus (Hernandez et al., 2015), sin
embargo, la harina de ave son una buena fuente de energia para peces
carnivoros y el pargo canané puede aprovechar bien esta recurso energético. La
PCM obtuvo una DAE menor que la HAS y HAVF por 7 % - 9 % respectivamente,
probablemente estas diferencias se deban a la cantidad de fibra presente en la
PCM y esto cause un menor aprovechamiento de la energia en las fuentes
vegetales para peces carnivoros (Cho et al., 1982; McGoogan y Reigh, 1996),
aunque en este estudio no se registré la digestibilidad aparente de carbohidratos
y lipidos estos pudieron influenciar que las harinas de ave tuvieran una mayor

DAE, sin embargo, la DAE de la PCM es menor a la presentada por L. guttatus,
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este pargo presentd valores de DAE en harinas de soya y canola similares a
ingredientes de origen animal terrestre. La DAE de PROT fue la mas baja debido
a su pobre DAMS que por lo general estan relacionados contrario a lo reportado
por (Lemus A. y Gaxiola C., 2015).

9.- Conclusiones

El presente estudio indicé que segun los datos de digestibilidad in vitro con
extractos -multi-enzimaticos del pargo canané es capaz de hidrolizar las fuentes
de proteina animal terrestre y la harina de pescado de manera similar que
fuentes de proteina purificadas, como la hemoglobina y caseina. Para las fuentes
vegetales la capacidad de hidrolisis estuvo por debajo de un 50 %, para soya y
gluten de trigo francés, con excepcion de la pasta de canola. En este estudio la
digestibilidad in vitro se utilizé como una forma de pre-seleccion de ingredientes.
Con base en esto se escogieron las fuentes de proteina de HP, HAVF, HAS,

PCM y PROT para ser evaluados en la digestibilidad in vivo.

De acuerdo con los resultados de digestibilidad aparente de materia seca,
proteina y energia, el pargo canané puede aprovechar de una manera eficiente
los nutrientes aportados por la HP, PCM y dentro las harinas de ave evaluadas,
la HAVF resulté ser la mas digestible, por lo tanto, se determina que dentro de
las fuentes de proteinas disponibles en la Peninsula de Yucatan, estas tienen el

mayor potencial como ingredientes para ser incluidas en dietas de pargo canané.
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11.- Anexos

Tabla 10.- Biometria de pargos canané capturados para la extraccion de enzimas.

Organismo | Longitud | Longitud | Longitud | Peso Peso Peso Peso Higado Grasa Factor de | indice de grasa | Indice
Total Furcal estandar | (gr) estomago | Ciegos Intestino (gr) (gr) condicion | viscerosomatica | hepatosomatico
(gr) Pildricos | (gr) (IGV) (IHS)
1 20.4 17.5 15.5 140.74 0.8663 89.2641 0.4395 1.656 6.858 1.66 4.87 1.18
2 27 23.5 22 214.76 1.6743 0.9162 1.1583 2.1746 19.2365 | 1.09 8.96 1.01
3 27 23 21.5 220.44 1.8357 0.6303 1.0513 1.5142 7.6912 | 1.12 3.49 0.69
4 23.8 20.9 19 146.38 1.2347 0.6769 0.8572 1.2623 11.5474 | 1.09 7.89 0.86
5 24 21 19.5 164.92 1.5872 0.785 1.3974 1.8549 11.9487 | 1.19 7.25 1.12
6 26.5 22 19 171.9 1.9799 0.8361 1.3165 2.0998 0.9999 | 0.92 0.58 1.22
7 23.2 20.2 18.5 142.83 1.8297 0.7492 0.7194 2.0316 9.8664 | 1.14 6.91 1.42
8 245 23 19 194 2.2932 0.8293 0.9224 1.7117 5.9706 | 1.32 3.08 0.88
9 26.6 23 21 200.59 1.5533 0.8706 1.5094 1.4153 5.9042 | 1.07 294 0.71
10 27.3 23 21.3 212.45 2.165 0.8212 1.1635 1.8341 8.8398 | 1.04 4.16 0.86
11 23.8 20.5 19 152.4 1.3384 0.79 1.1097 1.4628 10.134 | 1.13 6.65 0.96
12 21.5 18.2 16.8 107.91 1.1043 0.5757 0.8733 1.475 2.5876 | 1.09 2.40 1.37
13 243 21 19.2 163.11 1.5587 1.0142 0.981 1.0444 8.2517 | 1.14 5.06 0.64
14 23 20 18.5 133.1 1.4404 0.9174 1.4673 1.9293 5.4373 | 1.09 4.09 1.45
15 18 16 14 70.32 0.9033 0.4215 0.5011 0.6691 2.6432 | 1.21 3.76 0.95
16 20.4 17.5 16 1217 1.1467 0.694 1.0236 1.9498 7.79 1.43 6.40 1.60
17 16 14.5 12.5 46.91 0.5953 0.1893 0.6475 0.4183 2.0275 | 1.15 4.32 0.89
18 12.1 10.8 9 22.29 0.1684 0.1322 0.2826 0.3988 0.4158 | 1.26 1.87 1.79
19 13 11.8 10.8 253 0.2902 0.1652 0.2477 0.2805 0.4828 | 1.15 1.91 1.11
20 13 11.5 10.5 27.11 0.3038 0.1865 0.3046 0.2608 0.3687 | 1.23 1.36 0.96
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Procedimientos de analisis quimico proximal en ingredientes y dietas.

Humedad.

Los métodos de secado son los mas comunes para evaluar el contenido de
humedad en las muestras. En este método se calcula la humedad por una
pérdida de peso debida al calentamiento de la muestra. La humedad es removida
de la muestra mediante una lampara de halégeno integrada en el equipo y un
vaporizador de humedad. Durante la operacion de secado, la termobalanza
marca Ohaus MB45 registro el peso inicial de la muestra, donde por diferencia
de peso entre la muestra fresca y la muestra seca, se estima el contenido de

humedad perdido y se expresa como porcentaje de humedad en la muestra.

Cenizas.

En este método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una
temperatura que fluctua entre 550-600 °C; el material inorganico que no se
volatiza a esta temperatura se conoce como cenizas. En general, para el analisis
proximal de una muestra se expresa en términos de composicion total de una
muestra seca. Se puso a peso constante los crisoles, previamente identificados,
durante 4 horas aproximadamente en la mufla a 550 °C, se dejé enfriar el crisol
a 100 °C y se colocé en un desecador durante 20 min. Se peso el crisol en una
balanza analitica marca Ohaus EP214C se anotara el peso en un formato
correspondiente y este paso se repitio dos veces mas hasta que el peso de los
crisoles quede constante. Se colocaron 3 g de muestra por crisol y esto se
analizé por triplicado. Posteriormente se introdujo a la mufla durante 12 horas,
cuidando que la temperatura no pase de 550 °C esto se realiz6 hasta conseguir
unas cenizas blancas o ligeramente grises y homogéneas. Se bajé la
temperatura a 100 °C y se dej6 enfriar en desecador por 30 minutos y se peso
en la balanza analitica. La férmula utilizada para determinar el porcentaje de

cenizas es:

% de cenizas = B X 100
A
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A= Peso de la muestra en gramos.

B= Peso de las cenizas en gramos.

Lipidos.

Se utilizé el método oficial 920.39, 4.5.01 AOAC (1990). Los lipidos totales son
extraidos por medio de un solvente organico como el hexano que esta en
contacto directo y constante con la muestra, a través del reflujo producido en un
sistema cerrado, por medio de la evaporacién y condensacién del solvente sobre
la muestra en un tiempo de 4 horas. La cuantificacién de los lipidos totales se
efectia por un método gravimétrico, donde se pesa el contenido del aceite
recuperado y se expresa como porcentaje de aceite en la muestra. Se calcula

con la siguiente formula:

% de lipidos= gramos de aceite extraido X 100

Gramos de muestra

Proteinas.

Se utilizé un analizador elemental, este tipo de analisis nos da el contenido total
de C, H, N y 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 esta en los rangos de 950-1400 °C. EI C, H,
N y S se transforman mediante dicha combustion a CO2, N2 y SO2. Estos gases
son llevados por un gas portador (He) hasta unas celdas individuales de
infrarrojos para CO2 y SOz (se asegura una medicion libre de interferencias ya
que se realiza al mismo tiempo que se produce la combustion). Estos gases se
eliminan y se mide el N2 por termo conductividad diferencial. Luego son
procesados teniendo en cuenta el peso de la muestra y los datos obtenidos a
partir de un patrén. Con esto se obtuvo el porcentaje de cada elemento a

determinar contenido en la muestra.
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Procedimiento para medir proteasa acida y alcalina en estdmago, ciego e

intestinos en pargo canané.

Proteasa acida

Se prepar6 el sustrato con un mililitro de hemoglobina al 1% en tampon glicina-
HCI al 0.1 molar todo esto a pH 2, se le agregaron 5 uL del extracto enzimatico
(del estbmago) todo esto en tubos eppendorf de 2 mL, luego se dejaron incubar
por 5 min a 37 °C y se detuvo la reaccién con 0.5 mililitros de acido
tricloroacético (TCA) al 20 %. Posteriormente se dejé reposar la mezcla de la
reaccion por 15 minutos a 4 °C para que se precipiten las proteinas, pasado el
tiempo requerido los tubos eppendorf se centrifugan a 12,000 revoluciones por
minuto (rmp) durante 5 minutos seguidos a 4 °C, se separa el sobrenadante y se
coloca en las celdas de cuarzo para medir su absorbancia a 280 nm en el

espectrofotometro marca Genesys 10V.

7.3.2.- Proteasa alcalina.

En un tubo eppendorf se agregaron 0.5 mL de caseinaal 1 % apH 9 en 0.5 mL
de tampén Tris-HCI 100 mM + CaCl2 10 mM a pH 9 a esto se le agregaron 10 pL
de extracto enzimatico (del intestino o ciegos piléricos), todo esto se incuba a 37
°C durante 40 min. Se detuvo la reaccién con 0.5 mL de TCA al 20 %,
posteriormente se dejo reposar a 4°C por 15 minutos para que se precipiten las
proteinas, luego de esto se centrifugara a 12,000 rpm durante 5 minutos se
separo el sobrenadante y se colocaron en las celdas de cuarzo para medir su

absorbancia a 280 nm en el espectrofotdmetro marca Genesys 10V.

Procedimiento para calcular el porcentaje de cenizas insolubles en acido.

1) Medir el peso de un crisol limpio y seco

2) Medir el peso de los ejemplares (S) 10, -20g dieta- 0 4-8 g heces) en un crisol
(C+S).

3) Colocar C+S en una estufa a 105 °C por 24 horas.

4) Enfriamiento C+S en un desecador a temperatura ambiente.
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5) Recolectar el peso de C+S y calcular % MATERIA SECA (DM).
6
7

8) Registro del peso de C+S y calcular el % de cenizas.

)
) Colocar C+S del punto 5) en una mufla a 500°C por 4 horas.

) Remover C+S de la mufla y enfriar en un desecador a temperatura ambiente.
)

9) Remover todas las cenizas del punto 8) en un frasco de 200 ml usando un
embudo.

10) Adicionar 100 ml de 4N de HCI al frasco.

11) Colocar los frascos en una plancha caliente y poner el contenido a hervir por
aproximadamente 30 minutos en una campana de extraccion.

12) Filtrar el contenido del frasco del punto 11, a través de papel filtro libre de
cenizas (whatman No 40, medio rapido) en un frasco mientras el contenido esta
todavia caliente.

13) Usar agua destilada caliente (85-100°C) para enjuagar por fuera de los
frascos y lavar los residuos del filtro.

14) Transferir los papeles filtro que contienen los residuos (Folt. It) del punto
12/13 dentro del crisol original.

15) Colocar Cenizas C+S toda la noche en la mufla a la 500°C.

16) Remover las C+S de la mufla y seguidamente enfriaran en el desecador a

temperatura ambiente (1-2 hrs).
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