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El componente mas importante de los alimentos empleados en la acuicultura tanto
econdmica como fisiologicamente es la proteina, debido al alto costo de los ingredientes
proteicos y al alto requerimiento por este nutriente en organismos acuaticos. Son diversos
los indicadores bioldgicos y quimicos empleados para evaluar la calidad proteica, de los
cuales la digestibilidad es de los indicadores bioldgicos mas importantes y criticos, dado
que ésta es una medida de la disponibilidad del nutriente en un ingrediente o en una dieta.
La digestibilidad proteica en alimentos ha sido extensamente estudiada in vivo; sin embargo
tales experimentos requieren de largos periodos de tiempo, generalmente son caros y los
resultados pueden verse afectados por diversos factores ambientales y metodoldgicos. Por
lo que actualmente, se ha dado énfasis por desarrollar métodos de digestibilidad in vitro
para una evaluacion facil, reproducible, confiable y que proporcione resultados rapidos de
la calidad proteica. Como primer objetivo en este trabajo se evalud la digestibilidad
proteica in vitro de ingredientes dietarios potenciales durante la ontogenia del sistema
digestivo en larvas de lenguado de California (Paralichthys californicus) e identificar
fuentes proteicas adecuadas para cada etapa de desarrollo. Las larvas fueron cultivadas en
un sistema marino de recirculacion cerrada alimentadas con rotiferos (Brachionus plicatilis)
y nauplios de Artemia previamente enriquecidos con acidos grasos altamente insaturados
(HUFA’s). La digestibilidad proteica de las fuentes proteicas se evalud usando la técnica
del pH STAT. Las enzimas digestivas utilizadas en los ensayos in vitro fueron obtenidas de
homogenizados de tractos intestinales disecados de las larvas cultivadas y colectadas en
cinco etapas de desarrollo (9, 15, 26, 39 y 51 DDE). Diferencias altamente significativas
(p<0.001) en la digestibilidad proteica fueron encontradas para algunos de los ingredientes
entre las etapas de desarrollo evaluadas. Las harinas elaboradas con los alimentos vivos
tipicos (rotiferos y Artemia) resultaron en las digestibilidades proteicas mas altas con una
tendencia a disminuir conforme progresa el desarrollo larvario. Las harinas de krill y soya
fueron pobremente digeridas, lo cual puede atribuirsele a la presencia de factores
antinutricionales y/o a diferencias en la calidad proteica. Los resultados de este estudio
confirman la importancia de evaluar la digestibilidad de las fuentes proteicas a través del



desarrollo larvario, lo que conlleva a la formulacién de microdietas adecuadas (i.e., estadio-
especificas) para destetes exitosos. Un segundo objetivo de este trabajo consistid en
comparar los resultados de dos métodos de digestibilidad in vitro, con indicadores de
desempefio obtenidos en un ensayo de crecimiento con juveniles de lenguado de California.
La digestibilidad proteica de tres dietas experimentales fue estimada usando dos métodos
de digestibilidad in vitro: un método basado en la cuantificacion espectrofotométrica de los
aminodcidos aromaticos liberados durante la reaccion de hidrolisis y el método del pH
STAT que cuantifica la hidrdlisis de los enlaces peptidicos de las proteinas. Tres dietas
isoproteicas fueron formuladas para contener niveles crecientes de energia dietaria (19, 20
y 21 KJ/100g) y alimentar a juveniles de lenguados cultivados a dos diferentes
temperaturas (20 y 25 °C) (disefo factorial 3 x 2). Las proteasas digestivas empleadas en
los métodos in vitro fueron obtenidas de los juveniles alimentados con las dietas
experimentales por 56 dias. La digestibilidad proteica in vitro estimada por ambos métodos
fue consistente, observandose una correlacion positiva significativa (p < 0.05, r* = 0.55).
Ademas, se observo un efecto altamente significativo de la temperatura (p < 0.001) sobre la
digestibilidad in vitro usando ambos métodos. Una correlacion significativa (p < 0.05) entre
los estimados de la digestibilidad proteica in vitro y el peso final, el porcentaje de
sobrevivencia y la tasa de eficiencia proteica (TEP) fue observada. Los métodos in vitro
empleados resultaron ser una herramienta adecuada tanto para estimar la digestibilidad
proteica como para evaluar el efecto de la temperatura de cultivo sobre la digestibilidad
proteica y el aprovechamiento proteico. Con base en estos resultados, se recomienda el
cultivo del lenguado de California a una temperatura cercana a 20°C para optimizar la
digestion y la utilizacion de la proteina dietaria para el crecimiento.

Palabras claves: Digestibilidad proteica in vitro, pH STAT; Paralichthys californicus
Ingredientes dietarios; Larvas de peces marinos; Dietas estadio-especificas.



ABSTRACT of the thesis presented by Emmanuel Martinez Montafio as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation in
AQUACULTURE. Ensenada, Baja California, México. April 2007.

Protein digestibility in California halibut (Paralichthys californicus): Ontogeny and
evaluation of two in vitro methods to assess digestibility.

Abstract approved by:

Juan Pablo Lazo Corvera, Ph. D.
Director

Protein is the most important component of feeds used in aquaculture, due to its
high cost and the high requirements for this nutrient in aquatics organisms. Several
biological and chemical indexes are used to evaluate the protein quality of ingredients and
diets. Protein digestibility of ingredients and feeds is essential to estimating the nutritive
value of feeds for fish.. In vivo protein digestibility of feeds has been widely for this
purpose, however techniques to assess nutrient in vivo digestibility are expensive, laborious
and several extrinsic factors can affect results. Recently alternative methods have been
developed to avoid some of these problems, where in vitro digestibility assays are easy,
reproducible, and fast techniques to asses the quality protein sources. Drastic changes in
digestive capacity occur in marine fish larvae during development. Thus, the objectives of
this study were first to asses the in vitro protein digestibility of potential dietary ingredients
throughout ontogeny of digestive system in larvae of California halibut (Paralichthys
californicus) and identify adequate protein sources for each stage of development. Larvae
were reared in a closed recirculating system and fed with highly unsaturated fatty acid
(HUFA)-enriched rotifers and Artemia nauplii. Protein digestibility of potential protein
sources were evaluated using the pH-STAT technique. Digestive enzymes utilized for the
in vitro assays were obtained from homogenates of dissected guts of larvae sample at five
stage of development (9, 15, 26, 39 y 51 days post hatch). Highly significant differences (p
< 0.001) in protein digestibility were found for some ingredients among the developmental
stages evaluated. Meals elaborated with typical live feeds (rotifers and Artemia) showed the
highest protein digestibility with a tendency to decrease as larval development progressed.
Soybean and krill meals were digested poorly and could be attributed to presence of
antinutritional factors and/or differences in protein quality. Results from this part of the
study warrant the importance of evaluating the digestibility of protein sources through
larval development in order to formulate successful weaning diets (i.e., stage-specific
diets). As a second objective, protein digestibility of three experimental diets was estimated
using two in vitro methods: one based on the spectrophotometric quantification of aromatic
amino acids released during the reaction of hydrolysis and the pH-STAT method, which



estimates digestibility from the hydrogen ions release during hydrolysis of the peptide
bonds in proteins. Three isoproteic diets were formulated to contain increasing levels of
dietary energy (19, 20 and 21 KJ/100 g) and fed to juvenile flounder cultured at two
different temperatures (20 and 25°C) (i.e. 3X2 factorial design). Fish proteases for the in
vitro methods were obtained from juveniles fed with experimental diets for 56 days.
Estimates of protein digestibility in both in vitro methods were consistent. A significant
positive correlation of estimates of protein digestibility between the methods was found (p
< 0.001, r* = 0.55). In addition, a highly significant (P<0.001) effect of temperature on
protein digestibility was observed using both in vitro methods. Higher estimates of protein
digestibility were obtained using fish proteases from juveniles cultured at 20°C compared
to those cultured at 25°C, irrespective of dietary energy. A significant correlation (p < 0.05)
between estimates of in vitro protein digestibility and final fish weight, percent survival and
PER (protein efficiency ratio) was observed. Based on the results obtained from this study,
it appears that both in vitro methods used were a suitable tool to estimate in vitro protein
digestibility values and to evaluate the effect of culture temperature on protein digestibility
and utilization of dietary protein. Thus, we recommend the culture of California halibut a
temperature near 20°C, to efficiently the digest and utilize dietary protein for growth.

Keywords: In vitro protein digestibility; pH STAT; Paralichthys californicus; marine fish
larvae; stage-specific diets.
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. INTRODUCCION

El éxito en el cultivo de peces marinos depende en gran parte del desarrollo de
dietas elaboradas a partir de ingredientes de bajo costo y con altos valores nutritivos. Se ha
estimado que el alimento, por si solo, representa entre el 40 y 60 % de los gastos de
produccion totales (Anderson et al. 1993), siendo con esto el principal factor limitante de la
produccion intensiva de peces y otros organismos acuaticos de importancia comercial.

El componente mas importante de los alimentos empleados en la acuicultura es la
proteina, debido al alto costo econdémico de los ingredientes proteicos y al alto
requerimiento por este nutriente en organismos acuaticos (Garcia-Carrefio et al. 1996). En
los peces, la proteina es el principal elemento orgénico, constituyendo entre el 65y 75% de
su peso seco total corporal (Wilson, 2002). Si se compara con los animales terrestres, los
requerimientos proteicos de los peces son elevados, oscilando entre el 35 y 58 % del peso
seco de la dieta. Por este motivo es de suma importancia la evaluacion de la calidad
proteica presente en el alimento.

La calidad de la proteina alimenticia estd determinada por distintos factores, entre
los que destacan su perfil de aminoacidos, la digestibilidad, precio y disponibilidad en la
zona o region (Dong et al. 1993). Son diversos los indicadores bioldgicos y quimicos
empleados para evaluar dicha calidad proteica. La digestibilidad es uno de los indicadores
biologicos mas importantes y criticos, dado que es una medida de su biodisponibilidad en
un ingrediente o en una dieta (Ezquerra-Brauer, 1997; Lazo y Davis, 2000). Definiendo

como biodisponibilidad proteica a la porcidon de esta que es absorbida por el tracto digestivo



de un organismo (tras un proceso previo de accidon mecanica, quimica y/o enzimatica) y
usada para una o mas funciones biologicas (Sugiura, 2000).

La digestibilidad proteinica en los alimentos ha sido extensamente estudiada in vivo;
sin embargo estos experimentos requieren de largos periodos de tiempo, generalmente son
caros, laboriosos y los resultados se pueden ver afectados por diversos factores ambientales
y metodologicos (Ezquerra et al. 1997; Garcia-Ortega, 1999; Biswas et al. 2005). Aunado a
estas desventajas, evaluar la digestibilidad in vivo requiere la recoleccion de heces fecales,
lo cual para ensayos con larvas de peces marinos resulta extremadamente dificil debido al
tamafio de los organismos y sus heces fecales en esta etapa (Alarcon et al. 1999). Por lo que
actualmente, se ha dado énfasis al desarrollo de métodos in vitro para una evaluacion facil,
reproducible, confiable y que proporcione resultados rapidos de la calidad proteica (Lazo et
al. 1998; Carter et al. 1999; Moyano y Savoie, 2001; Chong et al. 2002).

Se sabe que el estudio de la fisiologia digestiva durante el desarrollo larvario de los
peces marinos, es esencial para la formulaciéon y disefio de microdietas compuestas
adecuadas a la capacidad digestiva de los organismos en cada etapa de desarrollo o estadio
(Walford y Lam, 1993; Kolkovski, 2001). A la fecha, son pocos los estudios que han puesto
atencion a los cambios en la capacidad digestiva que ocurren dentro de cada etapa
especifica del desarrollo larvario. Sin embargo, el conocimiento de los cambios digestivos
ontogénicos en términos de tipos enzimaticos y actividad relativa puede ser utilizado para
desarrollar ensayos de digestibilidad in vitro confiables que permitan la seleccion de
ingredientes dietarios potenciales y alimentos formulados sin la necesidad de realizar

ensayos de alimentacion caros y laboriosos.



Mediante la determinacion de la digestibilidad se pueden discriminar ingredientes o
compuestos que al ser poco digeribles y excretados a través de las heces, decrementan la
calidad del agua de los cultivos, afectando los niveles de carga de nitrogeno, fosforo y
materia organica en los efluentes (Bassompierre et al. 1997; Chong et al. 2002). Los
grandes costos de produccion originados por la alimentacion, pueden ser disminuidos al
optimizar las tasas de conversion alimenticia, pero en particular, la eficiencia de la
utilizacion de las proteinas (Sugiura, 2000), para mantener organismos cultivados en un
estado adecuado de salud.

El presente estudio tiene como objetivos, (1) evaluar los probables cambios de la
digestibilidad proteinica in vitro de ingredientes alimenticios durante la ontogenia del
sistema digestivo en larvas de lenguado de California (Paralichthys californicus),
empleando extractos enzimaticos larvarios. Este objetivo se plantea con la finalidad de
generar conocimiento para la posible elaboracion de dietas estadio-especificas en las cuales
ademas de variar el tamafio de las particulas, varie la proporcion o inclusion de ingredientes
de acuerdo a su digestibilidad dando como resultado rendimientos méaximos al final del
larvicultivo; y (2) comparar los resultados de dos métodos de digestibilidad in vitro con los
indicadores de desempefio (supervivencia, peso final, tasa de eficiencia proteica) de

juveniles de lenguado de California de un ensayo de crecimiento.



I1. ANTECEDENTES

11.1. El cultivo de peces planos o lenguados

El interés por cultivar lenguados radica en la excelente calidad del sabor y textura
de su carne, su demanda en el mercado a nivel mundial, su alto valor econdémico y su
capacidad para crecer en aguas salobres y marinas (Daniels, 2000). Ademas, por sus habitos
bentonicos, poseen altas tasas de conversion alimenticia y sus necesidades de oxigeno
disuelto son menores en comparacion a otros peces marinos (Conklin et al. 2003).

Son diversas las especies de peces planos o lenguados que se han estudiado a la
fecha, pero solo algunas son de interés comercial y muy pocas las que se han cultivado
exitosamente a niveles comerciales. En Europa, so6lo los cultivos de Turbot europeo
Scophtalmus maximus y de lenguado del Atlantico Hippoglossus hippoglossus estan bien
establecidos, en el afio 2000 alcanzaron niveles de produccion anuales de 5,000 y 500
toneladas métricas (TM), respectivamente (Brown, 2002). Otras especies de lenguados,
como los soles Dover Solea solea y Senegalense S. senegalensis, parecen tener alto
potencial para ser cultivados en ese continente. En Asia, el cultivo del lenguado japonés o
Hirame Paralichthys olivaceus, ha tenido un alto grado de desarrollo, tal que su produccion
es totalmente dependiente de juveniles o semilla obtenida de reproductores en cautiverio.
Esta especie se cultiva en areas costeras de Japon, Corea y China, cuya produccion anual
estimada para el afio 2000 en esta zona alcanz6 las 28,000 TM (Seikai, 2002). En
Sudamérica, solo en Chile estd bien establecida la produccion comercial de lenguados. En
este pais, la actividad inicié a partir de la introduccion y adaptacion de la tecnologia de

cultivo del turbot europeo S. maximus en el afio de 1982 por parte de la Fundacion Chile



(FCH). Su éxito fue tal que FCH en recientes fechas ha expandido sus programas para el
desarrollo y transferencia de tecnologias para el cultivo del lenguado chileno P. adpersus,
del Hirame P. olivaceus y del lenguado de Atlantico H. hippoglossus (Alvial y Manriquez,
1999). En Norteamérica, el lenguado de verano P. dentatus, el lenguado surefio P.
lethostigma y el lenguado de invierno Pleuronectes americanus, son especies candidatas
para su maricultura debido a su demanda recreativa y comercial en la costa atlantica
Estadounidense (Burke et al. 1999; Daniels, 2000). En la region norte del Pacifico oriental,
el lenguado de California P. californicus, es una de las especies de importancia comercial
aprovechada por la pesca comercial y deportiva (Kucas y Hassler, 1986; Gadomski, 1990;
Herzka et al. 2003).

El lenguado de California se distribuye desde la desembocadura del rio Quillayute
en Washington, EE. UU., hasta bahia Magdalena en Baja California Sur, México (Allen,
1975). Miembro de la familia Paralichthydae, es la especie que alcanza la mayor talla, con
ejemplares que han alcanzado pesos y longitudes superiores a los 32 Kg y 1.5 m (Frey,
1971).

El lenguado de California es la especie mas importante de los peces planos
capturados en Sonora y la peninsula de Baja California, México. Es una especie apreciada
por su tamafio y por la calidad de su carne. Sin embargo su captura implica una proporcion
alta de especies asociadas y las pesquerias de este grupo estan siendo aprovechadas al
maximo sustentable e incluso durante la década de los 1990, se observd una disminucion en
su captura de 3000 a 2000 TM anuales (CNP, 2000). Es por esto que en afios recientes esta
especie ha despertado un gran interés en la comunidad cientifica por elaborar un paquete

tecnoldgico que haga posible su cultivo intensivo en cautiverio a escala comercial (Conklin



et al. 2003; Herzka et al. 2003). Sin embargo, al igual que en el cultivo de otras especies
marinas, la obtenciéon de organismos juveniles como pie de cria ha sido una de las

principales limitantes.

11.2. La alimentacion en las etapas larvarias de peces marinos

El cultivo larvario de peces marinos, tales como los lenguados, se basa en el empleo
de alimento vivo, como el rotifero Brachionus plicatilis y el crustaceo Artemia spp. (Burke
et al. 1999; Hamre et al. 2002; Evjemo et al. 2003). No obstante, se ha observado que los
alimentos vivos tienen la desventaja de un alto costo de produccién, frecuentes variaciones
de su calidad nutricional, son naturalmente deficientes en macro o micronutrientes y no
llegan a satisfacer los requerimientos nutricionales de algunas larvas de peces (Garcia-
Ortega, 2000; Harme et al. 2002; Takeuchi et al. 2003). Ademas, los tamanos corporales de
las presas dejan de ser los adecuados para las larvas en las etapas tardias. A pesar de las
desventajas que conlleva el uso de alimentos vivos para la alimentacion larvaria de peces, a
la fecha no se han podido reemplazar por alimentos compuestos y siguen siendo
imprescindibles en las etapas tempranas del cultivo.

El empleo de alimentos formulados en la larvicultura de peces marinos se inicia
mediante el reemplazo gradual del alimento vivo en un proceso conocido como destete. El
destete tardio utilizando microdietas compuestas, es la estrategia que mejores resultados a
generado en el cultivo larvario del lenguado de California, al sustituir gradualmente los
nauplios de artemia, a partir del dia 36 después de la eclosion, por alimento formulado

(Lazo, 2000; Muguet, 2004).



El destete de los peces marinos es una etapa critica del cultivo en la cual la dieta
usada debe ser de optima calidad (Hamre et al. 2003). Cahu y Zambonino-Infante (2001) y
Civera-Cerecedo et al. (2004), proponen que para que una dieta sea adecuada para el
cultivo larvario de peces marinos debe: (1) cubrir los requerimientos nutricionales de las
larvas; (2) las particulas deben poseer tamafios adecuados que faciliten su deteccion e
ingestion; (3) las particulas deben ser estables en el agua, palatables y con una apariencia
adecuada; (4) las particulas alimenticias deben ser homogéneas, cada una debe contener la
misma cantidad de nutrientes; y, (5) las particulas deben encontrarse en densidades
adecuadas en la columna de agua. Pero sobre todo, (6) las dietas deben ser formuladas con
ingredientes altamente digeribles y que respondan a las variaciones ontogénicas
enzimaticas especificas en las etapas larvarias de peces marinos (Lazo et al. 2000a;
Valverde-Chavarria, 2002).

El éxito limitado de las dietas formuladas se ha asociado a sus bajas tasas de
ingestion y a su baja digestibilidad, derivando en bajos rendimientos al final del larvicultivo
(Bengtson, 1993). Sin embargo, se ha encontrado que el empleo de ingredientes altamente
digeribles en su elaboracion incrementa las tasas de ingestion y la actividad enzimatica,
permitiendo una mayor digestion de los nutrientes, lo que promueve un mejor desarrollo y
crecimiento larvario (Cahu et al. 1999; Oliva-Teles et al. 1999; Kolkovski y Tandler, 2000;

Lazo, 2000).

11.3. Ontogenia enzimatica digestiva del lenguado de California
El lenguado de California P. californicus es una especie que muestra grandes

cambios morfologicos internos y externos durante la etapa larvaria hasta finalizar su



metamorfosis. Como en la mayoria de los peces marinos, al momento de la apertura bucal y
anal, tras la casi completa reabsorcion del saco vitelino (3 dias después de la eclosion,
DDE), el lenguado de California posee un sistema digestivo indiferenciado y rudimentario
(Gisbert et al. 2003). En estas etapas tempranas, 6érganos tales como el higado y el pancreas
se encuentran bien diferenciados, este ultimo es el principal responsable de la produccion y
secrecion de enzimas digestivas (Zacarias-Soto et al. 2006). La diferenciacion de las
glandulas gastricas puede iniciar antes del dia 30 después de la eclosion (DE), pero son
completamente funcionales a partir del dia 36 DE (Gisbert et al. 2003; Alvarez-Gonzales et
al. 2006; Zacarias-Soto et al. 2006). Sin un estdomago funcional, la digestion de las
particulas alimenticias ingeridas toma lugar en el intestino anterior, donde el pH es alcalino
y las enzimas presentes en el lumen intestinal, tales como la tripsina y la quimiotripsina,
son las mas importantes (Walford y Lam, 1993). Cabe resaltar que en las primeras etapas
del desarrollo larval existe una digestion extracelular moderada en el intestino anterior, la
cual es compensada por la micropinocitosis y la digestion que se da en el intestino posterior
por parte de enzimas adheridas a la membrana del epitelio intestinal (aminopeptidasas y
fosfatasas alcalinas) y enzimas intracelulares (catepsinas) (Kurokawa et al. 1996; Lazo,
2000; Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

Por otra parte, las glandulas géstricas en las larvas de lenguado de California se
pueden observar completamente diferenciadas entre el dia 27 y 30 después de la eclosion
(Gisbert et al. 2003) y la aparicion de actividad de proteasas acidas (principalmente
pepsina) se detecta a partir del dia 36 DE (Muguet, 2004; Zacarias-Soto et al. 2006),
aunque Alvarez-Gonzales et al. (2006) detectaron equivocadamente este tipo de actividad

en edades mucho mas tempranas (18 DDE). Este desfase entre la aparicion de las glandulas



gastricas y la funcionalidad del estobmago es comun en los peces marinos (Alarcon, 1997).
Las glandulas gastricas completamente diferenciadas y la regionalizacion de un estomago
en tres partes (region cardiaca, fundica y pildrica) es observable hasta el dia 44 DE
(Zacarias-Soto et al. 2006), fecha que coincide con el final del proceso de metamorfosis y
el inicio de la etapa juvenil del lenguado. La aparicion de un estdbmago funcional es un
evento decisivo para implementar estrategias de destete, que conllevan el cambio de

alimento vivo por microdietas compuestas (Muguet, 2004).

11.4. El estudio de la digestibilidad proteica in vitro en peces

Conocer la digestibilidad de la proteina en un ingrediente o dieta es critico, ya que
un alimento puede tener un perfil de aminoéacidos balanceado, pero no generar respuestas
de crecimiento adecuadas, debido a que los nutrientes, al ser poco digeribles para un
organismo, son pobremente absorbidos y como consecuencia no pueden ser totalmente
aprovechados.

La evaluacion de la digestibilidad in vivo se basa en la medicion de la porcion de un
nutriente en el alimento (p. €j. proteina) que no fue digerido y absorbido durante su transito
por el tracto digestivo, y que finalmente es excretada como parte de la materia fecal
(Bureau et al 2002). Luego, la porcion absorbida es calculada por la diferencia entre el
nutriente ingerido y el excretado; esta porcion del nutriente biodisponible se expresa como
el Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA). Sin embargo, en los peces, la recoleccion
de heces fecales para la estimacion del CDA es dificil y requiere de variadas técnicas que
van desde la colecta de heces por presion manual del area rectal o “stripping” (Nose, 1960),

succion anal o diseccion intestinal (Aguado et al. 2004), el empleo de camaras metabolicas
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(Smith, 1979), tanques de sedimentacion (Allan et al. 1999), la simple recoleccion de las
heces fecales, de los tanques de experimentacion, con un sifon (Chong et al. 2002), entre
muchas otras. Estas técnicas, si bien son la mejor forma para estudiar los procesos
digestivos, su aplicacion puede acarrear ciertas desventajas; por ejemplo, en la técnica de
obtencion de heces fecales por presion abdominal o “stripping”, una incorrecta metodologia
resulta en la contaminacion de la materia fecal con fluidos fisioldgicos y epitelio intestinal,
lo que subestima los valores de CDA del nutriente evaluado al aumentar el contenido
proteico en las heces (Bureau et al. 2002; Chong et al. 2002). Asi mismo, al forzar la salida
de las heces mediante presion abdominal, se pueden contaminar con bolo alimenticio que
aun no ha sido completamente digerido y de esta forma, subestimar el CDA. Aunado a los
problemas inherentes a las técnicas empleadas para la colecta de heces fecales, los ensayos
para evaluar la digestibilidad proteica in vivo, por lo regular son experimentos en los que se
requieren de largos periodos de tiempo, generalmente son caros, laboriosos y los resultados
pueden verse afectados por diversos factores biologicos, ambientales y dietarios (Ezquerra
et al. 1997; Sugiura, 2000; Biswas et al. 2005). Estos inconvenientes destacan la
importancia de la evaluacion de la digestibilidad proteica de ingredientes o dietas a través
de métodos in vitro.

Existen distintas metodologias para evaluar la digestibilidad proteica in vitro, las
cuales varian en el tipo de enzimas empleadas, las condiciones de hidrélisis y la forma de
cuantificar los productos generados por la digestion (Ezquerra-Brauer, 1997). La mayoria
tratan de reproducir el ambiente bioquimico y fisiolégico (pH, temperatura, tiempo de
residencia intestinal, secuencia enzimdtica) presente en el tracto gastrointestinal del

organismo bajo estudio (Grabner, 1985; Bassompierre et al. 1997, Moyano y Savoie,
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2001). Para evaluar si los resultados generados por los ensayos in vitro describen y
predicen correctamente los procesos digestivos reales, comunmente se correlacionan con
los valores de CDA obtenidos de ensayos in Vivo.

La digestibilidad proteinica in vitro puede ser determinada mediante distintos
métodos analiticos que pueden ser englobados en dos sistemas principales: Los sistemas

cerrados de digestion y los sistemas abiertos de digestion.

a). Sistemas cerrados de digestion

Este tipo de sistemas se basan en la deteccion temprana de protones liberados
después de la ruptura de enlaces peptidicos y la liberacion de nitrogeno libre (Moyano y
Savoie, 2001). Entre los sistemas cerrados se encuentran los ensayos mas simples, como el
método del pH-Drop, en el cual, la caida del pH, como consecuencia de la produccion de
H" por el rompimiento de los enlaces peptidicos de las proteinas bajo la accion de enzimas
proteoliticas, estd positivamente relacionada con el grado de digestion proteinica (Lazo et
al. 1998; Lazo y Davis, 2000). Sin embargo, el pH-Drop tiene distintas limitantes, la
principal es que durante la reaccion el pH no es constante, por lo que existe la posibilidad
de que las enzimas digestivas comiencen a trabajar en un pH que no se encuentre dentro de
su intervalo optimo. Asi mismo, el decaimiento del pH durante la reaccion de digestion se
ve afectado por la capacidad amortiguadora de las proteinas (Ezquerra-Brauer, 1997,
Ezquerra et al. 1998). Distintos trabajos en salmoénidos (Dong et al. 1993; Dimes y Haard,
1994), en peces disco Symphysodon aequifasciata (Chong et al. 2002) y camarones

peneidos (Ezquerra-Brauer, 1997), han demostrado que este método sobreestima la
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digestibilidad en algunas muestras proteicas con bajos CDA y subestima algunas que
fueron altamente digeridas in vivo.

El método del pH STAT es otro sistema cerrado en el cual se monitorea el curso de
una reaccion quimica en la que cada enlace peptidico es hidrolizado por una o varias
enzimas. Para la realizacion de este método se utiliza un autotitulador que cuantifica el
progreso de la hidroélisis titulando los protones liberados con una solucion alcalina que por
lo general es hidréxido de sodio 0.1 N (Brocklehurst, 1992; Navarrete-del-Toro y Garcia-
Carrefio, 2002). Las principales ventajas de este método son: (1) mantiener a la enzima
dentro de un pH 6ptimo, lo que también evita que la proteina se desnaturalice por cambios
bruscos de pH; (2) es sensible a la presencia de inhibidores de proteasas digestivas en los
ingredientes evaluados, principalmente inhibidores tripsinicos (Garcia-Carrefio et al. 1997,
Lemos et al. 2000; Lemos et al. 2004) y otros factores antinutricionales como el acido
fitico (Barros et al. 2002), y (3) mide directamente el porcentaje de enlaces peptidicos
hidrolizados durante la reacciéon y los expresa como grado de hidrdlisis (GH) (Navarrete-
del-Toro y Garcia-Carreno, 2002).

Los valores de GH obtenidos mediante la técnica del pH STAT se han
correlacionado alta y significativamente con valores de CDA proteica en trabajos con
moluscos gasteropodos como el abuldn sudafricano Haliotis midae (Shipton y Britz, 2002),
camarones peneidos (Ezquerra et al. 1997, 1998; Lemos et al. 2000; Nieto-Lopez et al.
2005), peces dulceacuicolas como la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss y otros
salménidos (Dong et al. 1993; Dimes et al. 1994; Dimes y Haard, 2004) y peces marinos

como la dorada Sparus aurata y el denton Dentex dentex (Alarcon, 1997).
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Por lo general, el empleo de la técnica del pH STAT se realiza simulando
unicamente la parte alcalina intestinal, empleando cocteles multienzimaticos de proteasas
comerciales (Hsu et al. 1977; Saterlee et al. 1979; Lazo et al. 1998) o extractos enzimaticos
intestinales o de los ciegos pildricos de los organismos bajo estudio; sin embargo, en
algunos casos se simula una etapa de predigestion acida (p. €j. en juveniles) utilizando
pepsina comercial o extractos enzimaticos estomacales (Moyano y Savoie, 2001), con lo
que se puede incrementar el valor final del GH y en algunos casos se llegan a observar
correlaciones mas altas y significativas con los valores de CDA (Alarcon et al. 2002).

La principal desventaja del pH STAT es que su aplicacion estd restringida a
enzimas con actividad a pH alcalino, dado que a valores extremos de pH tales como 3.0 u
11.0, la capacidad amortiguadora de una proteina es alta, volviendo al método del pH
STAT inoperable (Navarrete-del-Toro, 1999). Asi, esta técnica es inadecuada para evaluar
la hidrolisis proteica por enzimas con actividad a pH acido, como la pepsina. No obstante,
al evaluar la digestibilidad de fuentes proteicas con potencial para la elaboracién de
microdietas compuestas para larvas de peces marinos, esta desventaja no es un
inconveniente, si consideramos que durante las etapas larvarias tempranas sus niveles de
actividad proteolitica de tipo acida son bajos y cominmente nulos (Zacarias-Soto, et al.
20006). Otra desventaja del pH STAT es que no es un método adecuado para evaluar fuentes
proteicas que hayan sido parcial o completamente hidrolizadas, ya que la presencia de
aminoacidos libres y polipéptidos de cadenas cortas en estos ingredientes reducen los
sustratos para algunas enzimas (principalmente endopeptidasas), esto es, hay menos enlaces
peptidicos que hidrolizar (Cordova-Murueta, et al. 2002), lo que podria llegar a subestimar

algunas dietas que por estar previamente hidrolizadas son altamente digeribles.
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Otros métodos cerrados desarrollados para evaluar la digestibilidad in vitro de
fuentes proteicas en peces y crustaceos, se basan en la medicién de aminoacidos especificos
tales como la D,L alanina (Bassompierre et al. 1997; Rungruangsak-Torrisen et al. 2002) y
la leucina, (Divakaran et al. 2004) o aminoacidos totales liberados después de un proceso
de digestion enzimatica (Lindner et al. 1995); el peso de materia seca no digerible y su
contenido de nitrogeno o proteina (Carter et al. 1999; Garcia-Ortega et al. 2000; Chong et
al. 2002); el porcentaje de nitrogeno en la fraccion soluble después de la accion enzimatica
(Tonheim et al. 2007); y la absorbancia a 280 nm de la fraccion soluble después de la

precipitacion con acido tricloroacético (Lan y Pan, 1993).

b). Sistemas abiertos de digestion

Los sistemas abiertos de digestion son aquellos que analizan los productos de la
digestion (nitrogeno soluble, aminoacidos libres y oligopéptidos) que constantemente son
removidos empleando membranas de permeabilidad especifica. Si bien, los sistemas de
digestion cerrados tienen la ventaja de ser mas baratos y generar resultados rapidamente,
son poco discriminantes y sensibles y ademas las enzimas digestivas pueden ser inhibidas
por los productos generados durante la digestion y que no son removidos (Moyano y
Savoie, 2001). Las ventajas de los sistemas abiertos, ademas de extraer de las celdas de
digestion los productos potencialmente inhibidores, evaltian la cinética de la digestion,
simulan de manera adecuada los procesos de absorcién que ocurren en el intestino de un
pez y mantienen estable el pH, debido a la continua remocion y renovacion del buffer en el

sistema (Bassompierre et al. 1997).
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I11. OBJETIVOS

1. Evaluar la digestibilidad proteica in vitro de ingredientes dietarios potenciales empleando
extractos enzimaticos digestivos de larvas del lenguado de California (Paralichthys
californicus) de diferentes estadios de desarrollo e identificar las fuentes proteicas

adecuadas para cada etapa de desarrollo.

2. Comparar la digestibilidad proteica in vitro de tres dietas experimentales con diferentes
relaciones energia:proteina (E:P) empleando un método electroquimico (pH STAT) y uno
espectrofotométrico, con los indicadores de desempefio obtenidos en un ensayo de

crecimiento con juveniles de lenguado de California (Paralichthys californicus).
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IV. HIPOTESIS

1. La digestibilidad proteica in vitro de ingredientes alimenticios varia de manera
significativa durante la ontogenia del sistema digestivo del lenguado de California (P.
californicus), lo que conlleva a la posibilidad de elaborar dietas compuestas estadio-

especificas.

2. Los digestibilidad proteica in vitro empleando extractos enzimaticos predice
significativamente los indicadores de desempefio de crecimiento in Vvivo en juveniles del

lenguado de California (P. californicus).
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Digestibilidad proteica in vitro de ingredientes y alimentos vivos durante la
ontogenia del lenguado de California (Paralichthys californicus)
V.1.1. Crianza larvaria del Lenguado de California (P. californicus)

Se obtuvieron huevos fértiles de lenguado de California (P. californicus)
provenientes de desoves de reproductores mantenidos en cautiverio en las instalaciones del
Hubbs-Sea World Research Institute (San Diego, CA.). Los huevos fueron transferidos en
agua de mar dentro de bolsas de plastico a 20 °C y sin aireacion, a las instalaciones del
Laboratorio Humedo del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE; Ensenada, B.C. ).

Los huevos viables fueron separados del resto, gracias a la flotabilidad positiva que
los mantiene en la capa subsuperficial de la columna de agua y posteriormente se
sembraron en recipientes de plastico con capacidad de 2 L a una densidad de 2000 huevos
L', en agua de mar a una temperatura promedio de 20 £ 1 °C, sin aireacion.

Las larvas eclosionadas fueron liberadas en 18 tanques cilindricos de fibra de vidrio
con una capacidad de 275 L, en un sistema de recirculacién semicerrada, se mantuvo una
densidad aproximada de 20 larvas L en cada tanque.

La crianza larvaria del lenguado de California se realiz6 a una temperatura del agua
de 19 + 1 °C, una concentracién de oxigeno disuelto de 7 mg L™ y a una salinidad de 35 %4,
(Gisbert et al. 2003). El agua de mar en el sistema de recirculacion semicerrado fue tratada
continuamente pasandola a través de un biofiltro expandible de particulas de plastico o

“beads”, un filtro mecanico de 10 pm para eliminar particulas suspendidas en el agua, un



18

filtro de carbon activado y una lampara de luz UV para eliminar toda clase de
microorganismos que pudiesen llegar a ser patdgenos para las larvas.

El fotoperiodo empleado durante los primeros 15 dias después de la eclosién (DDE)
fue de 24 horas de luz continua, esta estrategia da como resultado la aceleracion del
crecimiento larvario como consecuencia de la alimentacion continua por parte de las larvas
(Lazo-Corvera, comunicacion personal). Después de esta fecha, el fotoperiodo fue de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad durante todo el periodo de cultivo larval.

Siguiendo el protocolo descrito por Zacarias-Soto et al. (2006), a partir de dia 3 DE
las larvas fueron alimentadas dos veces a dia (10:00h y 14:00h) con rotiferos (Brachionus
plicatilis) mantenidos con pasta de microalgas Nannochloropsis sp. (Instant Algae™;
Campbell, CA, USA) y previamente enriquecidos durante 12 horas con una emulsion de
Algamac 3050™ (Aquafauna Bio-Marine Inc.). Para el enriquecimiento se utilizd una
racién de 300 mg de Algamac 3050™ por cada millén de rotiferos. En los tanques de
cultivo se mantuvo una concentraciéon continua de 5 rotiferos mL™ durante los primeros
dias y posteriormente se increment6 la densidad hasta llegar a 7 rotiferos mL"' a los 17
DDE.

Entre los 15 y 42 DDE las larvas de lenguado fueron alimentadas con nauplios de
Artemia sp. (Salt Creek, UT, USA) enriquecidos de igual manera con una emulsion de
Algamac 3050 ™ con un protocolo de enriquecimiento similar al empleado con los
rotiferos. En los tanques de cultivo se mantuvo una densidad de 5 artemias mL™". Entre los
15 y 18 DDE las larvas fueron coalimentadas con rotiferos y nauplios de Artemia.

Dado que los rotiferos y nauplios de Artemia son deficientes en acidos grasos

altamente insaturados (HUFA'’s, por sus siglas en inglés) de la serie ®-3, con respecto al
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requerimiento de las larvas, se realizd el enriquecimiento con el protocolo desrito
anteriormente.

El destete progresivo de las larvas se realizé a partir del 36 DDE (Muguet, 2004;
Zacarias-Soto et al. 2006). Para esto se utilizo la dieta comercial Otohime™ (Reed
Mariculture, Japon), cuyo tamafio de particula dependi6 de la apertura bucal de la larva. El

suministro de Artemia a los tanques de cultivo finalizé 41 DDE.

V.1.2. Toma de muestras

La toma de muestras se realizdo a los 9, 15, 26, 39 y 51 DDE, el nimero de
individuos recolectados estuvo relacionado con la longitud estandar (Figura 1). En cada uno
de estos dias se recolectaron larvas de al menos tres tanques diferentes del sistema de
cultivo. Los dias de muestreo indicados corresponden a las transiciones dietarias rotifero-
artemia, artemia-dieta compuesta y durante el periodo en el cual se alimentd a las larvas
con una sola dieta. Asi mismo, se consideraron estos dias del cultivo larvario con la
finalidad de evaluar si los principales cambios morfoldgicos (diferenciacion de las
glandulas gastricas, regionalizacion del estobmago e inicio y final de la metamorfosis) y
enzimaticos (aparicion de la actividad proteolitica acida) que se observan durante la
ontogenia del sistema digestivo (Gisbert et al. 2003; Muguet, 2004; Alvarez-Gonzales et al.
2006; Zacarias-Soto et al. 2006), tienen un efecto sobre la digestibilidad proteica in vitro de
los ingredientes.

Una vez que las larvas fueron recolectadas de los tanques de cultivo, se mantuvieron
durante una hora sin alimento con la finalidad de que asimilaran o defecaran las particulas

alimenticias presentes en su tracto digestivo (Zacarias-Soto et al. 2006). Posteriormente, las
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larvas fueron sedadas con una solucion de metanosulfonato de tricaina (MS-222).
Posteriormente fueron colocadas en viales de pléstico, congeladas instantdneamente con
hielo seco (CO, congelado) y almacenadas a una temperatura de -50 °C hasta su préximo
analisis.

En cada muestreo, se registr6 la longitud estandar (LE) de 30 organismos en un
microscopio estereoscopico equipado con una reglilla micrométrica (Wild-Heerbrugg,
Suiza) para posteriores comparaciones y se clasificd su estadio de desarrollo larvario de

acuerdo a las descripciones de Gisbert et al. (2003).

MUESTREOS
1(9DDE) 2 (15DDE) 3 (26DDE) 4 (39 DDE) 5 (51 DDE)

! ! !
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% 5 org/mL 7 org/mL
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DIAS DESPUES DE LA ECLOSION (DDE)

Figura 1. Protocolo de alimentacion y toma de muestras durante el larvicultivo del lenguado
de California (Paralichthys californicus). Se indican los principales eventos que
tienen lugar durante el desarrollo del sistema digestivo. AA: Actividad proteasa
alcalina. AB: Apertura bucal. MO: Migraciéon ocular e inicio de la metamorfosis.
EF: Estomago funcional. RE: Regionalizacion del estomago.
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V.1. 3. Metodos analiticos
V.1.3.1. Extraccién de enzimas digestivas

Las larvas de los muestreos 1 (9 DDE), 2 (15 DDE) y 3 (26 DDE), fueron
homogenizadas completamente para la extraccion enzimatica dado a su pequefio tamafio y
la gran cantidad larvas necesarias para los andlisis enzimaticos. Para las larvas de los
muestreos 4 (39 DDE) y 5 (51 DDE), los sistemas digestivos de las larvas fueron disecados,
eliminando la mayor cantidad de tejido no digestivo para evitar subestimaciones o
sobreestimaciones de la actividad proteolitica (Valverde-Chavarria, 2002). Toda extraccion
fue realizada a una temperatura no mayor a 4 °C.

Para la extraccion de las enzimas digestivas se emplearon las técnicas descritas por
Alarcon et al. (1999), Lazo (1999), Alarcon et al. (2002), Valverde-Chavarria (2002) y
Zacarias-Soto et al. (2006). Los sistemas digestivos y en su caso las larvas completas,
fueron homogenizadas en 1.5 mL de agua desionizada a una temperatura aproximada a 0
°C. Una vez homogenizados, los tractos digestivos, se centrifugaron a 16000 g a 4 °C por
30 minutos. El sobrenadante obtenido se almacen6 a -50 °C hasta ser utilizado en los

analisis enzimaticos.

V.1.3.2. Actividad proteolitica
V.1.3.2.1. Seleccion del pH adecuado para la cuantificacion de la actividad proteolitica
alcalina y posteriores pruebas de digestibilidad in vitro

El efecto del pH sobre la actividad proteolitica alcalina de las larvas se evalu6 a una
temperatura de 37 °C en cuatro diferentes pH’s ligeramente alcalinos (7.12, 7.52, 7.91 y

8.7), empleando una solucion amortiguadora de Trizma Base-HCI 50 mM. La actividad se
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cuantificé de acuerdo a la metodologia que se describe en el siguiente apartado. Pero
reportandose como actividad relativa (%), que se calculé mediante la division de cada una
de las actividades registradas entre aquella que obtuvo el mayor nivel y multiplicada por

100.

V.1.3.2.2. Cuantificaciébn de la actividad proteolitica alcalina de los extractos
enzimaticos

La actividad proteolitica alcalina total de los extractos enzimaticos obtenidos, fue
cuantificada empleando caseina como sustrato de acuerdo al método de Kunitz (1947),
modificado por Walter (1984) y empleado en peces marinos por Alarcon (1997). La
reaccion se inicié afiadiendo 500 pL de caseina al 0.5% en una solucién amortiguadora 50
mM Trizma Base-HCI, 10mM CaCl,, pH 8.0 a 10uL de extracto enzimatico. La reaccion se
incubd durante 30 minutos a 37 °C y se detuvo mediante la adicién de 250 pulL de una
solucion de acido tricloroacético al 20%. Después de reposar la mezcla por 30 minutos a 4
°C, se centrifugd a 12 000 rpm por 5 minutos a 22 °C. Los sobrenadantes fueron separaron
y se registro su absorbancia a una longitud de onda (1) de 280 nm con un espectrofotometro
UV/VIS (Jenwey, UK). Para el uso de blancos como control, se afiadio el &cido
tricloroacético antes que el sustrato con la finalidad de inactivar la enzima. Estos analisis se
realizaron por triplicado.

Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que
cataliza la formacion de 1ug de tirosina por minuto empleando un coeficiente de extincion

molar de la tirosina de 0.005 mL pg™’' cm™ (Alarcon et al. 2002). La actividad proteolitica
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alcalina se presenté como actividad total (U / Larva) y como actividad especifica (U / mg

Proteina soluble), empleando las ecuaciones (1) y (2):

a). Actividad total:

[A Abs 280 nm X Volumen final peaecion (ML)]
[CEM rirosina X Tiempo (min) X Volumen del extracto (mL)] (1)
Numero de larvas homogenizadas / mL

U/ Larva=

En donde, A Abs 150 um €S €l incremento de absorbancia a 280 nm; Volumen final
Reaccion, €S €l volumen final de la reaccion (0.76 mL); y, CEM Tirosina, €8 €l coeficiente de

extincion molar de la tirosina de 0.005 mL pg™' cm™ (Alarcon et al. 2002).

b). Actividad especifica:

U /Larva
mg Proteina soluble / Larva

U / mg Proteina soluble =

2)

V.1.3.3. Cuantificacion de la proteina soluble de los extractos enzimaticos

La proteina soluble de los extractos fue determinada empleando la técnica de
Bradford (1976). A 20 uL del extracto enzimatico se le afadi6 1 mL de reactivo Bradford
(Quick Start™ BIO RAD; Hércules, CA). Tras un periodo de incubacion de 5 minutos a
temperatura ambiente, se registrd la absorbancia a 595 nm de la mezcla de reaccion. Se
empleo agua destilada en lugar del extracto enzimatico como blanco.

La concentracion de proteina soluble en los extractos enzimaticos se calculd

ajustando la absorbancia corregida a una ecuacion (3) realizada a partir de una recta de
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calibracion, en la que se emplearon diferentes diluciones de una solucion estandar de
albmina sérica de bovino (BIO RAD; Hércules, CA) a una concentracion de 1.41 mgmL™.

Absorbancia corregida — 0.036

2 _
04212 (r"=0.9938) (3)

Proteina soluble (mg mL'1)=

V.1.3.4. Evaluacion de la digestibilidad proteica in vitro ontogénica de ingredientes
con potencial para la elaboracion de dietas para larvas de lenguado de California
V.1.3.4.1. Seleccidn de los ingredientes evaluados

Los principales aspectos que fueron considerados para seleccionar los ingredientes a
evaluar fueron: (1) sus caracteristicas nutricionales; (2) su facil obtencion en la region; y (3)
su digestibilidad reportada con distintas especies marinas. Adicionalmente se evaluo la
digestibilidad in vitro de alimentos vivos liofilizados, dado que el empleo de estos durante
el larvicultivo genera buenos resultados en términos de supervivencia y crecimiento. En la
Tabla I se detallan los ingredientes y alimentos vivos seleccionados para el presente
estudio.

Tabla I. Ingredientes y alimentos vivos evaluados en el presente estudio y su origen.

FUENTE PROTEICA ORIGEN

Caseina Sigma-Aldrich Chemicals, St Louis, MO. USA.

Harina de pescado Silver cup, USA.

Harina de pescado Omega protein, USA.

Harina de calamar Calamar liofilizado proveniente de pesquerias locales.

Harina de krill Skretting, Vancouver, Canada.

Harina de soya desgrasada’ PADSA, México.

Harina de gluten de trigo Giusto’s Vita-Grain. CA, USA.

Artemia liofilizada Salt Creek, UT, USA.

Rotiferos liofilizados Rotiferos cultivados en instalaciones de la UABC y enriquecidos

' Los lipidos fueron extraidos segin el método de Bligh y Dyer (1959) empleando una solucién de cloroformo:metanol
(1:2).
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V.1.3.4.2. Andlisis proximal y cuantificacion de la proteina soluble de los ingredientes
El contenido de proteina cruda de los ingredientes y alimentos vivos fue
cuantificado utilizando el método Kjeldahl (1883) (factor de conversion de 6.25). El
contenido de lipidos totales fue calculado empleando el método de Folch et al. (1957). La
humedad presente en los ingredientes y alimentos vivos se calculo registrando la perdida de
peso de las muestras tras un proceso de secado a una temperatura de 100 °C por 24 horas
(AOAC, 1990). Las cenizas fueron cuantificadas después de la ignicion a una temperatura
de 480 °C por 6 horas (AOAC, 1990). El extracto libre de nitrogeno (E.L.N.) fue calculado

por diferencia de acuerdo a la siguiente ecuacion (4).

E.L.N. =100% - (% Proteina cruda + % Lipidos + % Humedad + % Cenizas) (4)

Para cuantificar la proteina soluble presente en los ingredientes, las harinas fueron
tamizadas a 120pm y disueltas en agua destilada manteniendo una concentracién de 8 mg
de proteina cruda mL™ en un pH de 8.0 a 37 °C. Una vez estabilizado el pH, se tomo una
alicuota de 2mL de la solucién y se centrifugd a 16000g por 15 minutos a una temperatura
de 22 °C. Se colect6 el sobrenadante y el precipitado fue desechado. La proteina soluble
presente en los sobrenadantes fue determinada siguiendo la metodologia descrita en la

seccion V.1.3.3.

V.1.3.4.3. Evaluacion de la digestibilidad in vitro de los ingredientes
La digestibilidad proteica in vitro de los ingredientes se evalud por el grado de

hidrolisis (GH), empleando la técnica electroquimica del pH-STAT y usando enzimas
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digestivas previamente extraidas de larvas, siguiendo las recomendaciones de Brocklehurst
(1992) y Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio (2002) y las experiencias de Dimes y Haard
(1994) con salmoénidos, Alarcon (1997) con larvas de peces marinos y Ezquerra-Brauer
(1997) y Cérdova-Murueta y Garcia-Carrefio (2002) con camarones peneidos.

El proceso de la reaccion de hidrdlisis fue cuantificada en un titulador automatico
pH STAT 718 Stat Titrino™ (Metrohom Ion Analysis, Suiza).

Los ingredientes evaluados fueron molidos y tamizados a menos de 120um, y
posteriormente homogeneizados con agua destilada. Se utilizaron 80 mg de proteina de
cada ingrediente a evaluar y se ajustd la masa de agua utilizada para que la masa de
reaccion final fuese de 10 g, incluyendo el extracto enzimatico (sustrato + agua + enzima =
10g). Siguiendo la metodologia de Cordova-Murueta y Garcia-Carrefio (2002), el pH de la
mezcla de reaccidn se ajusté a 7.9 con NaOH 0.1 N. El vaso de reaccion fue colocado en el
titulador automatico, se mantuvo una agitacion constante, sin introducir burbujas de aire
para evitar sobreestimaciones a causa de la introduccion de CO; atmosférico a la reaccion.
La temperatura se mantuvo constante a 37 °C. Para iniciar la reaccion de digestion in vitro,
el titulador llevé automaticamente el pH a 8.0 y se agregaron 30 unidades de actividad
enzimatica de los extractos digestivos de las larvas de lenguado.

El pH de la mezcla de reaccion comenz6 a descender debido a la liberacion de
protones (H") como consecuencia del rompimiento de enlaces peptidicos. Una vez que el
pH desciende, el titulador detecta el cambio e instantdneamente comienza a agregar NaOH
0.1 N con una microbureta para mantener el pH de la reaccion en 8.0. El volumen de NaOH

aniadido fue cuantificado continuamente hasta los 90 minutos.



27

El porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados conocido como grado de hidrolisis
proteico (GH) del sustrato se calculo a partir de la siguiente ecuacion (Navarrete del Toro y

Garcia-Carrefio, 2002):

GH =B x Ng x 1/a. x 1/Mp x1/hyot x 100% (5)
En donde B es el volumen (mL) del NaOH usado para mantener el pH en 8.0
durante el tiempo de reaccion determinado; Ny es la normalidad de la base que para el
presente trabajo es de 0.1 N; a es el grado promedio de disociacion de los grupos a-
aminoacidos liberados durante la hidrolisis, determinado por la ecuacion a = (10°" ")/ (1
+ 10°" ~ ") donde los valores de pK son dependientes de la temperatura y tamafio del
péptido (Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2002). Por lo tanto, el valor de 1/a es el
factor de calibracion de o para el pH STAT, que de acuerdo a Adler-Nissen (1986) a un pH
de 8.0 y una temperatura de reaccion cercana a 40 °C, 1/a = 1.20; Mp es la masa de proteina
cruda en la mezcla de reaccion, estimada al multiplicar la concentracion