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RESUMEN. El cultivo de Cichlasoma urophthalmus ha observado un lento desarrollo, ya que actualmente no dispone
de un alimento balanceado que contenga los ingredientes apropiados para su crecimiento. En este estudio se determiné
el grado de hidrolisis (GH, %) de 29 ingredientes proteinicos animales y vegetales, mediante el sistema pH STAT,
ademas de calcular la liberacion de aminoacidos totales (ALT, ug mlfl), utilizando extractos multienzimaticos de
estémago e intestino de juveniles de C. urophthalmus. De todos los ingredientes probados, los valores GH acido /
alcalino 6ptimos fueron los de la carne y visceras de pollo (9.6 & 1.8 / 22.7 & 4.3), carne de cerdo (22.0 + 0.52 / 31.6
+ 2.2) y pasta de coco (10.4 £+ 1.5 / 21.6 £ 5.2), siendo significativamente mayores (p < 0.05) con respecto a los GH
acido/alcalino de ingredientes de referencia, hemoglobina/caseina (6.9 + 1.8 / 2.2 4+ 0.5). Paralelamente, los valores
ALT acido/alcalino de estos mismos ingredientes fueron estadisticamente iguales (p > 0.05) (793.9 + 21.1/1587.8
+ 13.0, 310.5 + 33.0/1013.2 + 20.3, 591.9 + 4.1 / 574.6 £+ 11.9 respectivamente) a los de los ingredientes acido
/ alcalino de referencia (hemoglobina 1293.1 + 24.1 y caseina 943.3 £ 14.7). Se concluye que los ingredientes de
prueba mencionados pueden ser fuentes potenciales de proteina, como base de una férmula estandar en el cultivo de
C. urophthalmus.
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ABSTRACT. The commercial culture of Cichlasoma urophthalmus has not been developed, because there is
not any commercial balanced food available with the ingredients required for the species. This study determined the
degree of hydrolysis (GH, %) of 29 animal and plant protein ingredients using the pH STAT system, and calculated the
total free amino acid content (ALT, ug ml~!) using multienzymatic extracts obtained from the stomach and intestine
of C. urophthalmus juveniles. Of all the tested ingredients, the optimum acid/alkaline GH values were those of the
poultry-by products and meat (9.6 £ 1.8 / 22.7 + 4.3), pork meal (22.0 £ 0.52/31.6 &+ 2.2) and coconut paste (10.4
+ 1.5/21.6 + 5.2), and they were significantly greater (p < 0.05) than the acid/alkaline GH values of the reference
ingredients hemoglobin/casein (6.9 = 1.8 / 2.2 + 0.5). Concurrently, the acid/alkaline ALT values for these same
ingredients were statistically equal (p > 0.05) (793.9 £ 21.1/1587.8 + 13.0, 310.5 + 33.0/1013.2 £+ 20.3, 591.9
+ 4.1/574.6 + 11.9 respectively) to those of the acid/alkaline reference ingredients (hemoglobin 1293.1 £+ 24.1 and
casein 943.3 £+ 14.7). It is concluded that the test ingredients may constitute strong sources of proteins, as the base
of a standard formula for C. urophthalmus culture.

Key words: Aquaculture, native cichlid, meal, nutrition.

INTRODUCCION dad digestiva de los organismos para hidrolizar los
diversos nutrientes presentes en la dieta. En este

La alta mortandad durante el cultivo de peces contexto, las proteinas son el principal determi-

se debe en parte al desconocimiento de la capaci- nante del peso vivo (biomasa) ganado por los peces
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(Dumas et al. 2007), cuyo contenido de aminoa-
cidos esenciales juega un papel importante como
combustible metabélico en los peces (Kaushik &
Seiliez 2010). Recientemente, se han desarrollado
diferentes métodos para determinar la digestibilidad
de la proteina en diversos ingredientes, utilizando
varias técnicas, como es la digestibilidad aparente
(in vivo), con marcadores como la zeolita y el éxido
crémico; las cuales resultan complicadas y costosas
debido al lento crecimiento de los peces, la difi-
cultad de recolectar las heces en el medio acuatico
y la influencia de los niveles de inclusién de los
nutrientes y el aprovechamiento de algunos com-
bustibles (March et al. 1985; Shiau & Liang 1995).
Actualmente, se realizan estudios de digestibilidad
in vitro, utilizando el sistema pH STAT, donde se
evalta el grado de ruptura (porcentaje de enlaces
peptidicos hidrolizados) de los enlaces peptidicos
por accién de las diferentes proteasas (Alarcén et
al. 2002). A este respecto, Ezquerra et al. (1997)
y Nolasco et al. (2006) estudiaron la digestibili-
dad in vitro de proteinas en camarén blanco del
Pacifico Litopenaeus vannamei. Asimismo, Alvarez-
Gonzalez (2003) probé harinas de langostilla, sar-
dina, sangre de res e hidrolizado de pescado como
fuentes proteinicas en juveniles de cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus, para medir su di-
gestibilidad in vitro, con fines de disefio de dietas
inertes, siendo la harina de sangre de res la que
obtuvo el mejor grado de hidrdlisis (GH). Fenerci &
Sener (2005) exploraron la digestibilidad in vitro e
in vivo de cuatro alimentos comerciales, en funcién
de sus procesos de fabricacién, para trucha arco
iris Oncorhynchus mykiss, resultando con mayor
GH los alimentos extruidos, que los presurizados.
Frias-Quintana et al. (2010) exploraron la digestibi-
lidad in vitro de ingredientes proteinicos animales y
vegetales con extractos multienzimaticos de Atrac-
tosteus tropicus, con fines de disefio de dietas de
larvicultivo de la especie mencionada. A pesar de
los estudios anteriores, existe un marcado vacio de
informacién, respecto a la digestibilidad de ingre-
dientes considerando la fisiologia digestiva de la
especie con el fin de considerarseles en la formu-
lacién de una dieta que sea acorde con la capacidad
digestiva. En este aspecto, se han realizado diversos

www.unersidadyciencia. ujat. mz

264

Cuenca Soria et al.

Digestibilidad in vitro de ingredientes proteinicos para Cichlasoma urophthalmus

29(8):263-275,2013

estudios con miras a su cultivo como los relaciona-
dos al requerimiento de proteina de C. urophthalmus
los cuales fueron estudiados por Martinez-Palacios
et al. (2006); asi mismo, se han determinado los
cambios de la actividad de enzimas digestivas y el
desarrollo del sistema digestivo durante la ontoge-
nia inicial, mediante la caracterizacién de proteasas
digestivas en juveniles (Lépez-Ramirez et al. 2011,
Cuenca et al. 2013a, b). El objeto de la presente
investigacion fue evaluar la digestibilidad in vitro de
un grupo de ingredientes de origen animal y vege-
tal, con fines de disefio de alimentos inertes para la
etapa juvenil de C. urophthalmus. Se pretende que
los alimentos formulados con base a la capacidad
digestiva de esta especie nativa, contribuya a sentar
las bases para su cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Reproduccion, larvicultivo y obtencién de juve-
niles

Para este estudio los juveniles de C. uroph-
thalmus (5.73 £ 1.43 g peso himedo, n = 53)
fueron obtenidos a partir del larvicultivo de un to-
tal de 4 500 larvas que se colectaron por medio de
sifonéo de los tanques circulares de reproduccién (2
000 L) dentro de las instalaciones del Laboratorio
de Acuicultura Tropical de la Division Académica de
Ciencias Bioldgicas (DACBIOL-UJAT) en la Univer-
sidad Juarez Auténoma de Tabasco, Tabasco, Méx-
ico. Las larvas fueron alimentadas por un periodo
de 15 dias utilizando nauplio de Artemia y otros 15
dias con alimento balanceado para trucha (Silver
Cup, 45 % de proteina y 16 % de lipidos), suple-
mentado con la hormona 17 o metiltestosterona (60
mg L de agua marina—! o kg de alimento™! respec-
tivamente) para obtener una poblacién monosexo.
Terminado este periodo, los juveniles fueron man-
tenidos en un sistema de recirculacién de agua en
tanques de 1.7 m® durante un periodo de dos se-
manas adicionales antes de su procesamiento. Los
parametros de la calidad del agua fueron medidos
diariamente, se mantuvieron en 28.3 + 0.8°C de
temperatura, 5.89 + 0.48 mg L~! de oxigeno di-
suelto (YSI 55, California, USA) y 7.35 + 0.11 de
pH (Denver Instrument UB-10, Denver, Colorado,
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USA) durante el confinamiento de juveniles.

Obtencién de extractos multienzimaticos

La totalidad de los juveniles de C. uroph-
thalmus fueron disectados en frio, a fin de aislar
estémagos e intestinos de la masa visceral, para lo
cual se obtuvo el peso himedo por individuo y de
cada 6rgano con una balanza analitica (Denver Ins-
trument APX-200, resolucién 0.1 mg). Los tejidos
fueron homogenizados en un macerador eléctrico
(Ultra Turrax® lka T18 Basic), a razén de 1:5
(tejido/agua destilada, p/v). Las mezclas fueron
centrifugadas a 14 000 rpm y 4 °C por 30 min
en una centrifuga (Eppendorf 5810-R, con rotor
F45-3011). Se recuperaron los sobrenadantes y se
almacenaron a -20 °C, hasta su analisis posterior.

Materias primas

Las materias primas y sus respectivos con-
tenidos de proteina y humedad se muestran en
la Tabla 1. Las harinas de grano de maiz, maiz
amarillo, trigo, sorgo, carne de pollo y pasta de
soya fueron obtenidas de la empresa GALMEX S.A.
en Villahermosa, Tabasco, México. Las harinas
de carne de res, sangre porcina, carne de cerdo,
soya, gluten de maiz, pulido de arroz, plasma por-
cino, salvado de trigo, sangre de res y pasta de
canola fueron obtenidas de la planta de alimentos
Consorcio Super en Guadalajara, Jalisco, México.
La harina de pescado y el hidrolizado de pescado
fueron obtenidos de Alimentos Pedregal S.A. de
C.V.y CCP Noruega, respectivamente; la harina de
carne de cerdo y de pollo se obtuvieron del National
Renderers Association; mientras que las harinas
de pescado marca Aqua; jaiba, camarén, calamar,
carne y sangre de res se obtuvieron de Proteinas
Marinas y Agropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara,
Jalisco, México; el gluten de trigo de Glatenes de
México S.A. de C.V. Estado de México, México; la
pasta de coco fue obtenida de la Unién de Copreros
de Tabasco S.A. de C.V. en Villahermosa, Tabasco,
México; y la harina de canavalia fue obtenida de
un productor privado en Teapa, Tabasco, México.
La sangre de res se obtuvo del rastro de Texcoco,
Estado de México, México.
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Determinacién de la actividad especifica de en-
zimas estomacales e intestinales

Con el fin de conocer la cantidad de unidades
de enzimas en extracto de estémago, se hizo uso
del método de Anson (1938), con las modificaciones
que siguen. Se formé la mezcla de reaccién con 1
ml de hemoglobina (al 1 % en tampén glicina-HCl
100 mM, pH 2) y 20 ul de extracto multienzimatico
de estémago de C. urophthalmus. La mezcla fue in-
cubada a 25 °C por 30 min. La reaccién se detuvo
con 500 ul de acido tricloroacético (TCA) al 20 % y
se dej6 en reposo a 4 °C por 15 min. Las muestras
por triplicado fueron centrifugadas a 12 000 rpm
(Eppendorf 5810-R, con rotor F45-3011). Los so-
brenadantes fueron recuperados y diluidos con agua
destilada (1:10) para la lectura de la absorbancia
a 280 nm en un espectrofotémetro (Jenway 6405
UV/Visible), utilizando celdas de cuarzo de 1 cm
de paso de luz, definiéndose una unidad de activi-
dad como la cantidad de enzima que cataliza la
liberacion de 1 ug de equivalentes de tirosina por
minuto.

Para determinar la actividad de extracto mul-
tienzimatico de intestino, se utilizé el método de Ku-
nitz (1947), modificado por Walter (1984). Se uti-
lizé 1 ml de caseina de Hammarstein (ICN Biomed-
icals No. 101289, Aurora OH USA) al 1 % en
solucién tampén Tris-HCI (100 mM, pH 7.5) como
sustrato de 5 ul de extracto multienzimatico de in-
testino de C. urophthalmus. La mezcla se incubé
a 25 °C por 30 min. La reaccién fue terminada
con 500 ul de TCA al 20 %. Para el centrifugado
(Eppendorf 5810-R, con rotor F45-3011, 25 °C por
10 min) y lectura de absorbancias de muestras a
280 nm, para de igual manera obtener la canti-
dad de equivalentes de tirosina liberada por reaccién
hidrolitica. Para los métodos de actividad prote-
olitica acida y alcalina, se utiliz6 un ensayo testigo,
donde se afiadié el extracto multienzimatico, hasta
después de parar la reaccién con TCA al 20 %. Am-
bos valores de actividad especifica se tomaron como
base para el célculo del volumen de extractos mul-
tienzimaticos, tanto para la hidrdlisis acida como
alcalina, de ingredientes proteinicos.
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Tabla 1.Contenido de proteina (%), lipidos (%) y de humedad (%) de los ingredientes uti-
lizados cominmente en la fabricacién de alimentos para acuicultura.
Table 1.Content of protein (%), lipids (%) and humidity (%) in the ingredients commonly

used in the preparation of feeds for aquaculture.

Contenido de

Contenido de  Contenido de

Ingrediente proteina (%) humedad (%) lipidos(%)
Harina de camarén 28.0 5.0 2.0
Harina de jaiba 30.0 4.9 1.0
Harina de carne de cerdo 155 6.9 135
Harina de pollo 58.4 6.1 13.5
Harina de sangre de res (Prieto) 72.0 4.4 <1.0
Harina de carne de res (rastro) 46.5 7.4 <1.0
Pasta de coco 18.0 0.8 ND
Harina de pescado (Acua) 56.0 34 12.0
Harina de carne y visceras de pollo 60.0 5.12 13
Harina de sangre de res 64.0 4.8 < 1.0
Harina de pescado 64.1 4.8 15.0
Harina de pollo 65.0 4.5 13.5
Harina de maiz amarillo 8.8 13.6 ND
Harina de grano de maiz 9.8 11.2 ND
Pasta de soya 49.2 6.0 ND
Harina de calamar 75.0 5.0 7
Harina de trigo 12.4 12.8 ND
Harina de canola 37.0 14 ND
Hidrolizado de pescado 72.0 8.0 8.0
Salvado de trigo 14.8 11.8 ND
Harina de sangre de cerdo 80.0 10.0 ND
Harina de sangre de res (Texcoco) 64.0 5.0 ND
Pulido de arroz 12.8 10.9 ND
Harina de soya 46.8 11.6 0.5
Harina de canavalia 30.0 8.5 ND
Harina de sorgo 8.9 14.0 ND
Gluten de trigo 75.0 10.0 1.0
Hemoglobina 90.0 2.0 < 1.0
Caseina 90.0 2.0 1.2
Harina de plasma porcino 78.0 9.0 ND
Gluten de maiz 61.5 9.4 ND

Determinacion de proteina soluble

Para el calculo de concentracién de proteina
en extractos, se utilizé el método de Bradford
(1976), con una curva estandar de albamina bovina.
Todas las reacciones se realizaron por triplicado.

Digestibilidad in vitro acida y alcalina en el pH
Stat

Un total de 29 ingredientes proteinicos de ori-
gen animal y vegetal (Tabla 1) fueron puestos a
hidrolizar en un sistema pH Stat Titrino (Metrohm
718, Suiza), de acuerdo con Saunders et al. (1972),
modificado por Dimes & Haard (1994), para eva-
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luar su grado de hidrélisis (GH, %). Los ensayos
de digestién acida se realizaron en un volumen fi-
nal de 5 ml de la mezcla de reaccién. Cada ingre-
diente de prueba se resuspendié en agua destilada a
una concentracién de 8 mg de proteina ml~! ajus-
tando el pH a 2 con HCI 1 N. La digestion se inicié
con 10 pl de proteasa de extracto multienzimatico
de estémago de mojarra castarrica C. urophthalmus
en fase juvenil (conteniendo 30 U ml~! de proteasa
acida). Se utiliz6 a la hemoglobina como ingrediente
de referencia. Para el caso de la digestion alcalina,
los ensayos se realizaron en un volumen final de 5
ml de la mezcla de la reaccién. Cada ingrediente
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de prueba se solubiliz6 en agua destilada a razén
de 8 mg de proteina ml~! ajustando el pH a 7.5
con NaOH 1 N. La reaccién se inicié con 110 ul de
extracto multienzimatico de intestino de C. uroph-
thalmus en fase juvenil (conteniendo 120 U ml~!
de proteasa alcalina) y caseina Hammarstein como
ingrediente de referencia.

Al inicio y término de 900 y 2 700 s de di-
gestién acida y alcalina de ingredientes proteinicos
se tomaron muestras de mezcla hidrolizada respec-
tivamente. La unidad de tiempo previa a la adicién
de extracto multienzimatico, fue definida como el
tiempo cero. Las muestras fueron conservadas a -20
°C, para la determinacién posterior de aminoacidos
libres totales. A partir del gasto de HC| (Fase acida)
y de NaOH (Fase alcalina) se determiné el grado de
hidrdlisis (GH), el cual se expresa como el porcentaje
del namero de enlaces peptidicos hidrolizados (h)
con respecto al total de la proteina (htot). Donde
el valor de (h) = [consumo de base en ml (Vb)]
x [normalidad de la base (Nb)] x [1 x (constante
de disociacién de los grupos a-NH2 y «-COOH
respectivamente) '] x [L x (masa de proteina en la
mezcla de reaccién)~!]. Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado.

Determinacién de aminoacidos libres totales
(ALT) en condiciones acidas y alcalinas

Las muestras parcial y totalmente
hidrolizadas fueron puestas a reaccionar con reactivo
o-phtaldialdehido (OPA), de acuerdo con Church et
al. (1983), que consiste en la unién de los gru-
pos amino de los aminoédcidos con el OPA. Para
realizar lo anterior, 20 ul de mezcla hidrolizada
fueron fijados con TCA al 12 % para los ensayos
con reaccién quimica con OPA (80 mg de OPA en
1 ml de metanol, 0.2 ml de S-mercaptoetanol, 50
ml de tetraborato de sodio al 0.1 M y 5 ml de SDS
al 20 %, y disueltos en 100 ml de solucién con agua
destilada). Se obtuvo lectura de la absorbancia a
340 nm. La ALT de la mezcla de reaccién en ug
ml~! se evalué segiin una curva patrén con I-leucina
(0.5 mg ml~1) con concentraciones crecientes de 0
a 20 pug ml~!. Los ensayos fueron llevados a cabo
por triplicado.
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Tabla 2. Actividad de enzimas proteoliticas del estémago
(proteasas acidas) e intestino (proteasas alcalinas) de mojarra
castarrica Cichlasoma urophthalmus.

Table 2. Stomach (acid proteases) and intestine (alkaline pro-
teases) proteolytic enzyme activity in the Mayan cichlid Cichla-
soma urophthalmus.

Proteasas Proteasas

acidas alcalinas

Uml?! 274+07 106 £1.9
U mg proteina™?! 1.8+ 05 31+05
U g tejido™? 13.6 £ 3.6 53.2+94

Analisis estadistico

Los datos que cumplieron los supuestos de
normalidad y homocedasticidad (GH y ALT al-
calinos), fueron analizados con pruebas ANOVA
paramétricas de una via y de Duncan, para es-
tablecer diferencias significativas entre grupos de
prueba y de referencia. Por otro lado, con la fina-
lidad de aproximar su distribucién a la normalidad
y reducir la heterogeneidad de varianzas entre gru-
pos, los valores GH acidos fueron sometidos a la
transformacién X' = [raiz cuadrada (X + 1) +
0.375] / [raiz cuadrada (X) + 15], donde X' es
el valor GH-ésimo transformado y X es el valor
GH-ésimo en crudo. Para los valores ALT 4&ci-
dos que no cumplieron los supuestos basicos (alin
con transformaciones), las diferencias significativas
se establecieron con una prueba de comparaciones
maltiples no paramétrica de Kruskal-Walis y las
diferencias entre los tratamientos fueron detectadas
con la prueba a posteriori de Nemenyi (Zar 2010).
Para el computo de todas las pruebas estadisticas
se empleé el programa StatisticaTM v8, usando un
valor de significancia de 0.05.

RESULTADOS

Actividad especifica de extractos multienzima-
ticos de estémago e intestino

En la Tabla 2 se muestran los resultados de
actividad especifica de proteasas de extractos multi-
enzimaticos de estémago e intestino de juveniles del
ciclido maya C. urophthalmus. Las proteasas acidas
mostraron un valor de actividad especifica de 2.7 +
0.5 U mg proteina—! y las proteasas alcalinas alcan-
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zaron un valor de 10.6 & 0.5 U mg proteina™!; pre-
dominando las proteasas intestinales, con relacién a
las proteasas estomacales. Ambos valores de activi-
dad especifica se tomaron como base para el calculo
del volumen de extractos multienzimaticos, tanto en
la hidrdlisis de ingredientes proteinicos acida, como
alcalina.

Digestibilidad in vitro acida de ingredientes
proteinicos

Los grados de hidrdlisis acida de los 29 in-
gredientes proteinicos de prueba y de hemoglobina,
ingrediente de referencia, se pueden apreciar en la
Tabla 3. La hemoglobina mostré un GH de 2.2
+ 0.5. El mayor GH encontrado fue el de la ha-
rina de camarén, con un valor de 30.9 + 9.7. Es
posible visualizar que la mayoria de ingredientes pro-
teinicos de prueba observan un GH mayor al de la
hemoglobina, salvo las harinas de plasma porcino y
gluten de maiz cuyos GH son 2.1 + 0.5y 0.6 + 0.3,
de manera respectiva, siendo éste altimo el menor
GH encontrado de todos los ingredientes de prueba.
Se encontraron diferencias significativas entre casi
todos los ingredientes de prueba, con relacién al de
referencia (p < 0.05), excepto con pulido de arroz,
harina de soya, harina de canavalia, harina de sorgo,
gluten de trigo, harina de plasma porcino y gluten
de maiz (p > 0.05). Todos GH de los ingredien-
tes de prueba que resultaron ser significativos, se
encontraron por arriba del GH del ingrediente de
prueba.

Digestibilidad in vitro alcalina de ingredientes
proteinicos

En la Tabla 4 se indican los valores GH para
los 29 ingredientes proteinicos y el de referencia
(caseina Hammersten). La caseina observé un GH
de 6.9 + 1.8. El GH de la harina de carne de cerdo
resulté ser el mas alto, con 31.6 &+ 2.2; mientras
que el GH de la harina de jaiba fue la mas baja, con
2.2 £ 0.7. Por otro lado, se hallaron diferencias
significativas entre la caseina y los ingredientes de
prueba: harinas de carne de cerdo, de sangre de res
(Texcoco), de carne y visceras de pollo, de pollo
Nacional, de pasta de coco, de pescado (Pedregal),
de pescado (Acua), de sangre de res, de sangre de
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res (Prieto), de carne de res, de pescado, de soya y
de canola (p < 0.5); cuyos valores GH se situaron
por arriba del GH ingrediente de prueba.

Determinacion de la ALT en condiciones acidas

La Tabla 5 muestra los valores ALT acidas
de los 29 ingredientes de prueba y su referente, la
hemoglobina. De ésta dltima, se obtuvo un valor
ALT de 1293.1 + 24.1 ug ml~!, valor que se situé
por encima de todos los ingredientes de prueba.
El valor ALT que le siguié fue el correspondiente
a harina de sangre de cerdo, con 1018 + 53.5 ug
ml~!. El valor ALT menor obtenido fue para la
harina de sangre de res (Prieto), con 204.4 + 2.7
pg ml~1. Los valores ALT que fueron significativos,
con relacién al ingrediente de prueba, fueron el
gluten de trigo y la harina de sangre de res (Prieto)
(p > 0.05).

Determinacién de la ALT en condiciones alcali-
nas

En la Tabla 6 es posible observar los valores
ALT alcalinas de los 29 ingredientes de prueba y la
caseina Hammarsten, empleada como referente, la
cual mostré un valor ALT de 943.3 4 14.7 ug ml= 1,
El valor ALT mayor fue el de la harina de carne y
visceras de pollo, con 1587.8 + 13.0 ug ml~!,
mientras que el ALT menor correspondié al gluten
de trigo, con 449.6 + 8.3 ug ml~!. Las diferencias
significativas fueron evidentes entre el ingrediente
de referencia con respecto a los de prueba: harina
de carne y visceras de pollo, harina de trigo, ha-
rina de camardn, harina de jaiba, harina de pescado
(Pedregal), pulido de arroz, hidrolizado de pescado,
harina de sangre porcina, harina de carne de cerdo,
harina de pollo, harina de canola y harina de sorgo
(p > 0.05). Tales ingredientes observaron valores
ALT por encima del de referencia.

DISCUSION

Los métodos de digestibilidad in vitro para
evaluar GH en peces marinos y mas recientemente
en peces dulceacuicolas, permiten complementar
técnicas convencionales de digestibilidad in vivo, por
lo que cobran importancia capital cada vez mayor



l INIVERSIDAD
Tropico Himedo

en el estudio de la capacidad digestiva de los peces
cultivados. Los métodos in vitro para evaluar diges-
tibilidad de proteinas son necesarios, debido a que
suelen ser mas rapidos y baratos que los métodos
in vivo, y permiten una evaluacién mas precisa del
porcentaje de enlaces peptidicos totales hidrolizados
de fuentes de proteina, utilizando cantidades mini-
mas de materiales crudos (Grabner 1985). En condi-
ciones 4cidas los ingredientes proteinicos de prueba
de origen animal, como la harina de camarén, de
jaiba, de carne de cerdo, de carne de res, de sangre
de res, de carne y visceras de pollo y de pescado
(Acua), observaron valores GH muy por arriba del
ingrediente de referencia (hemoglobina), en presen-
cia de extracto multienzimatico de estémago de C.
urophthalmus. No obstante que la especie objeto
de estudio es un pez omnivoro, en otros trabajos
se ha observado que estos ingredientes resultaron
tener valores GH significativamente mayores que la
hemoglobina en presencia de extractos estomacales
de pejelagarto A. tropicus (Frias-Quintana et al.
2010), el cual es pez de agua dulce del sureste de
México. En este aspecto, la fisiologia digestiva de
C. urophthalmus en el estudio de caracterizacién de
proteasas indica que la actividad de proteasas aci-
das esta presente, lo que demuestra que es un pez
con alta capacidad de hidrolizar ingredientes en el
estomago (Cuenca et al. 2013a). Sobresale el he-
cho de que entre estos ingredientes de prueba, figu-
ren subproductos de la industria avicola y ganadera
del Sureste de México (sangre de res y visceras de
pollo), que frecuentemente son eliminados en cuer-
pos de agua de la regién, lo que los hace meritorios
de mas estudios. Son notorios también los valo-
res GH de ingredientes proteinicos de origen vege-
tal, como la harina de maiz amarillo y la pasta de
coco, obtenidos en condiciones acidas. Esta docu-
mentado el empleo de harina de maiz en el disefio
de dietas artificiales de otras especies omnivoras,
como el pact Piaractus mesopotamicus, el pejerrey
Odontesthes bonariensis y el pez rohu Labeo ro-
hita; aunque su inclusién a altos niveles en la dieta,
puede llevar a una sobreacumulacién de glicégeno
en higado (Pérez et al. 2003; Debnath et al. 2007),
por lo que es necesario elaborar mas estudios acerca
de la harina de maiz, y mas tratindose de un in-
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sumo abundante y de menor costo, con respecto de
las fuentes de proteina animal.

En lo que concierne a los GH de ingredien-
tes proteinicos de prueba en condiciones alcalinas,
sobresalieron las harinas de carne de cerdo, de san-
gre de res (Texcoco), de carne y visceras de pollo,
de sangre de res (Prieto), de pollo (Nacional), de
pescado (Purina), de pescado (Acua), de carne de
res, y el hidrolizado de pescado, para el caso de
los ingredientes de origen animal que fueron sig-
nificativamente mayores al ingrediente de referen-
cia (caseina). Sin embargo, Frias-Quintana et al.
(2010) obtuvieron valores GH mas infimos en es-
tos ingredientes, salvo para la harina de carne y
visceras de pollo, en presencia de extractos de esté-
mago e intestino de A. tropicus. Es posible que
esto pueda ser explicado por las divergencias de
habitos alimenticios en una y otra especie, y por
consiguiente su maquinaria enzimatica durante la
hidrélisis alcalina desde larva e incrementando su
actividad para la etapa juvenil, lo cual fue corrobo-
rado hisolégica y bioquimicamente (Lépez-Ramirez
et al. 2011; Cuenca et al. 2013b). A este res-
pecto, precisamente Frias-Quintana et al. (2010)
revelaron que gran parte de la digestion de ingre-
dientes proteinicos en A. tropicus, se lleva a cabo
en el estémago (y no en intestino). En cuanto a los
ingredientes proteinicos de origen vegetal, las hari-
nas de soya, de canola y pasta de coco, observaron
los GH mas acentuados. La harina de soya junto con
la harina de carne y visceras de pollo y las harinas
e hidrolizados de pescado han mostrado aceptables
valores GH en condiciones alcalinas en la dorada
Sparus aurata, el pez disco Symphysodon aequifas-
ciatus, la cabrilla arenera Paralabrax maculatofas-
ciatus, y el rébalo blanco Centropomus undecimalis
(Alarcén et al. 2002; Chong et al. 2002; Alvarez-
Gonzélez 2003; Concha-Frias 2007), aunque habria
que tomar en consideracién que se trata de especies
marinas y mas de habitos carnivoros, lo que puede
implicar ciertas diferencias en la composicién enzi-
matica de los extractos crudos intestinales, respecto
de la de C. urophthalmus. La harina de soya es un
ingrediente ampliamente utilizado en dietas artifi-
ciales para peces tanto marinos como dulceacuico-
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Table 3.Valores finales de los grados de hidrélisis (GH) fase acida y digesti-
bilidad relativa (%) de los ingredientes proteinicos de prueba e ingrediente de

referencia (hemoglobina).

Table 3.Final values of the degrees of hydrolysis (GH) of the acid stage
and relative digestibility (%) of the test protein ingredients and reference

ingredient (hemoglobin).

Ingrediente GH (%) ?;%:tsis:“(l:’j:)d

Harina de camarén 309 + 9.7* 1404.5
Harina de jaiba 23.1 + 15.8* 1050

Harina de carne de cerdo 22.0 + 5.2% 1000
Harina de pollo (Nacional) 149 £ 5.7* 677.3
Harina de sangre de res (Prieto) 116 £ 1.1* 527.3
Harina de carne de res (rastro) 10.8 + 4.6* 490.9
Pasta de coco 10.4 £+ 1.5% 472.7
Harina de pescado (Acua) 10.4 £+ 4.7* 472.7
Harina de carne y visceras de pollo 9.6 + 1.8* 436.4
Harina de sangre de res 8.8 + 4.7* 400

Harina de pescado 8.3 + 0.6* 377.3
Harina de pollo 8.2 +1.2% 372.7
Harina de maiz amarillo 7.7 +£1.8* 355

Harina de grano de maiz 7.3 £5.3% 331.8
Pasta de soya 6.9 + 4.1* 313.6
Harina de calamar 6.9 + 2.4* 313.9
Harina de trigo 6.4 + 2.7* 290.9
Harina de canola 6.2 + 4.1* 281.8
Hidrolizado de pescado 6.1 + 1.8* 277.3
Salvado de trigo 5.0 £ 0.9* 227.3
Harina de sangre de cerdo 4.9 + 0.8* 222.7
Harina de sangre de res (Texcoco) 4.3 + 0.2% 195.5
Pulido de arroz 40+18 181.2
Harina de soya 39+1.9 177.3
Harina de canavalia 34+£16 154.5
Harina de sorgo 27+£23 122.7
Gluten de trigo 2.34+0.2 104.5
Hemoglobina 22+05 100

Harina de plasma porcino 2.1+ 0.5 95.5

Gluten de maiz 0.6 + 0.3 27.3

*Ingredientes proteinicos cuyos GH acidos presentan diferencias sig-
nificativas (p > 0.05), con respecto al ingrediente de referencia

(hemoglobina).

las, en tanto que la harina de canola posee aproximada-
mente 36 % de proteina cruda (Nackz et al. 1998), es
rica en lisina y aminoacidos sulfurados (Uppstrém 1995).
Sin embargo, es necesario considerar su inclusién en die-
tas artificiales en acuacultura, ya que la canola contiene
taninos, glucosinolatos, acido fitico y elevados niveles
de fibra, que actiian como factores antinutrientes (Bell
1993). En cuanto a la harina de coco, puede ser una
fuente de proteina y acidos grasos insaturados a consi-
derar, al menos para C. urophthalmus; mas aan, mostré
altos niveles GH en ambas fases de la hidrdlisis, ademas
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de que es un insumo de mucho menor costo que las
fuentes de proteina de origen animal, siendo ademéas muy
abundante en el sureste de México.

Por otro, lado las técnicas que se basan en la reac-
cién del o-pthaldialdehido con los aminoacidos (Nielsen
et al. 2001), son otra herramienta atil que permiten
complementar los estudios de digestibilidad in vitro. Con
lo que respecta a los valores ALT que resultaron de la
hidrdlisis acida de ingredientes proteinicos, destacan las
harinas de sangre porcina, de plasma porcino, de carne
y visceras de pollo como ingredientes de origen animal,
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Table 4.Valores finales de los grados de hidrélisis (GH) fase alcalina y diges-
tibilidad relativa (%) de los ingredientes proteinicos de prueba e ingrediente

de referencia (caseina).

Table 4.Final values of the degrees of hydrolysis (GH) of the alkaline stage
and relative digestibility (%) of the test protein ingredients and reference

ingredient (casein).

Ingrediente GH (%) [:'Ieglziit\ll:"g/ao()i
Harina de carne de cerdo 31.6 + 2.2% 458
Harina de sangre de res (Texcoco)  26.7 £+ 2.2* 386.9
Harina de carne y visceras de pollo  22.7 + 4.3* 329
Harina de pollo (Nacional) 21.9 + 1.6* 317.4
Pasta de coco 21.6 £ 5.2% 313
Harina de pescado 21.2 + 3.6* 307.2
Harina de pescado (Acua) 21.1 + 4.5% 305.8
Harina de sangre de res (rastro) 16.1 + 0.4* 233.3
Harina de sangre de res (Prieto) 14.7 + 2.4* 213
Harina de carne de res 14.6 + 0.5* 211.6
Harina de pollo 14.0 + 4.6* 202.9
Hidrolizado de pescado 12.8 + 2.4* 185.5
Harina de soya 119 + 1.1%* 172.5
Harina de canola 109 £+ 7.7* 158
Harina de grano de maiz 106 £ 4.1 153.6
Harina de calamar 104 + 238 150.7
Pulido de arroz 89 +438 129
Gluten de trigo 83+6.3 120.3
Gluten de maiz 83+17 120.3
Harina de sangre de cerdo 82+17 118.8
Harina de maiz amarillo 82+24 118.8
Caseina 6.9 +1.8 100
Harina de sorgo 6.2 £33 89.9
Harina de camarén 59+ 1.8 85.5
Harina de plasma porcino 55+ 1.0 79.7
Pasta de soya 54 +£28 78.3
Harina de canavalia 53+ 2.0 76.8
Harina de trigo 48 £33 69.6
Salvado de trigo 35+£20 50.7
Harina de jaiba* 22+ 0.7 31.9

*Ingredientes proteinicos cuyos GH alcalinos presentan diferencias signi-
ficativas (p > 0.05), con respecto al ingrediente de referencia (caseina).

seguidos de la harina de sorgo, de canavalia, maiz grano,
de canola y de pasta de coco. No obstante que los va-
lores ALT de estos ingredientes no revelaron diferencias
significativas respecto del ingrediente de referencia, es
necesario poner énfasis que las harinas de carne y visceras
de pollo, de sangre porcina, de maiz grano, de canola y
de pasta de coco, observaron valores GH intermedios du-
rante la fase acida, lo que le puede hacer un objeto de
mas estudios como fuentes potenciales de proteina para
C. urophthalmus. No asi con las harinas de plasma por-
cino, de sorgo y de canavalia que obtuvieron GH acidos
infimos. En condiciones alcalinas los ALT mas relevantes

y que a su vez observaron valores GH alcalinos significa-
tivamente por arriba del ingrediente de referencia, cor-
respondieron a las harinas de cerdo, de carne y visceras
de pollo, de canola y el hidrolizado de pescado, que por
consiguiente es posible considerarlos como fuentes po-
tenciales de proteina para C. urophthalmus. Son menos
meritorias de considerarse las harinas de trigo, de ca-
mardn, de jaiba, de sorgo y pulido de arroz, puesto que
presentaron valores GH alcalinos bajos.

Son escasos los estudios en lo que se refiere a
la evaluacién de ALT de ingredientes proteinicos que
se probaron en el presente estudio. Es posible com-
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Table 5.Valores finales de la liberacién de aminoacidos to-
tales (ALT) fase acida de los ingredientes proteinicos de
prueba e ingrediente de referencia (hemoglobina).

Table 5.Final values of the concentration of total free amino
acids (ALT) of the acid stage of the test protein ingredients
and reference ingredient (hemoglobin).

Ingrediente

ALT (ug mli™1)

Hemoglobina
Harina de sangre porcina

Harina de plasma porcino
Harina de carne y visceras de pollo

Harina de sorgo

Harina de canavalia
Harina de grano de maiz
Pasta coco

Harina de calamar
Harina de canola

Pasta soya

Salvado de trigo

Harina de maiz amarillo
Pulido de arroz

Harina de pescado (Acua)

Harina de trigo

Harina de pollo

Harina de jaiba
Hidrolizado de pescado
Gluten de maiz

Harina de carne res
Harina de camar6n
Harina de carne de cerdo
Harina de pescado
Harina de soya

Harina de sangre de res (rastro)
Harina de sangre de res (Texcoco)
Harina de pollo (Nacional)

Gluten de trigo

Harina de sangre de res (Prieto)

12931 + 241
1018.7 = 53.6
814.4 + 13.8
7939 £ 21.1
7593 £ 7.1
613.9 + 10.6
600.5 + 8.3
591.9 + 4.1
569.9 + 31.1
545.5 £+ 30.0
456.7 £ 32.0
441.8 £13.0
4355 + 8.3
430.0 £ 16.1
428.4 £ 8.3
4143+ 76
4119 + 2.7
404.8 £19.2
3915 £ 125
3419 £ 8.5
3223 £ 6.8
319.9 £ 13.6
310.5 + 33.0
2032+ 7.2
2924 £ 6.2
287.7 £ 2.4
2735 £ 2.4
2633 £ 7.2
241.3 £ 5.9*
204.4 £ 2.7*

*Ingredientes proteinicos cuyos ALT acidos presentan
diferencias significativas (p > 0.05), con respecto al in-
grediente de referencia (hemoglobina).

parar el valor ALT de la harina de carne y visceras de
pollo (631.2 + 3.6 y 1830.8 + 9.5 ug ml~!, condi-
ciones acida y alcalina respectivamente), que encon-
traron Frias-Quintana et al. (2010) en A. tropicus, mien-
tras que los ALT de C. urophthalmus que se obtenidos en
la presente investigacién fueron 793.9 + 21.1 y 1587.8
+ 13.0 ug ml~!, respectivamente; lo que refleja cierta
similitud en los ALT de ambas especies. Aunque A. tro-
picus es de habitos carnivoros, C. urophthalmus es una
especie omnivora, con cierta tendencia a la carnivoria
(Chavez-Lomeli et al. 1989). Por otro lado, cabe hacer
hincapié el hecho de que en condiciones alcalinas, se
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observaron varios valores ALT por encima del referente
(caseina), en contraste con el referente (hemoglobina)
que obtuvo el mayor valor ALT en condiciones 4cidas.
Es posible notar también que fueron mas valores ALT
alcalinos que resultaron estar por encima de los 1000 ug
ml~!. Lo anterior puede ser un indicador de que gran
parte del proceso digestivo de ingredientes proteinicos se
efectiia en el intestino de C. urophthalmus, lo cual tam-
bién pudiera ser confirmado por la mayor concentracién
de proteasas alcalinas, con relacién a la concentracién de
proteasas acidas encontradas en este estudio. Aunque
los valores GH y ALT de ingredientes de prueba en hari-
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Table 6.Valores finales de la liberacién de aminoacidos to-
tales (ALT) fase alcalina de los ingredientes proteinicos de
prueba e ingrediente de referencia (caseina).
Table 6.Final values of the concentration of total free of
amino acids (ALT) of the alkaline stage of the test protein
ingredients and reference ingredient (casein).

Ingrediente

ALT (g mi™1))

Harina de carne y visceras de pollo
Harina de trigo

Harina de camarén

Harina de jaiba

Harina de pescado

Pulido de arroz

Hidrolizado de pescado

Harina de sangre porcina

Harina de carne de cerdo

Harina de pollo

Harina de canola

Harina de sorgo

Caseina

Harina de pollo (Nacional)

Harina de sangre de res (Texcoco)
Harina de pescado (Acua)

Harina de sangre de res (rastro)

1587.8 + 13.0*
1442.4 + 12.1%
1237.3 + 13.6*
1142.2 + 19.2*
1105.2 + 14.2 *
1101.3 + 10.8*
1098.1 + 19.6*
1070.6 + 17.8*
1013.2 + 20.3*
1007.0 + 14.7*
0992.8 £+ 7.1*
0976.3 £+ 6.2*
0943.3 + 14.7
0940.1 + 21.4
878.8 £ 14.2%*
0819.9 £ 1.4**
0793.9 £ 13.4**
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Salvado de trigo
Harina de canavalia
Gluten de maiz
Harina de calamar

Harina de sangre de res (Prieto)

Pasta soya
Harina de soya
Pasta coco

Harina de plasma porcino

Harina de carne res
Harina de maiz amarillo

Harina de grano de maiz

Gluten de trigo

0782.9 £ 12.5**
0774.3 £+ 16.6**
0742.8 £+ 18.9**
0719.6 £+ 11.8**
662.7 £+ 17.8**
0641.4 £ 4.7%*
0589.6 £+ 11.8**
0574.6 + 11.9 **
573.8 £ 7.6**
0572.3 £ 9.5**
0542.4 £ 13.1**
0527.4 £+ 11.9**
0449.6 £ 8.3**

*Ingredientes proteinicos cuyos ALT alcalinos presentan
diferencias significativas mayores (p > 0.05), con res-
pecto al ingrediente de referencia (caseina).

nas de sangre porcina, de calamar, de maiz amarillo y
de grano de maiz no presentaron diferencias significa-
tivas, con lo que respecta a la caseina utilizada como
referente en la hidrolisis alcalina; si resultaron ser sig-
nificativos con relacién a la hemoglobina (ingrediente
control), referente de la hidrolisis acida. Resulta rele-
vante observar en condiciones acidas el hecho de que la
hemoglobina haya mostrado uno de los valores GH mas
moderados de los 29 ingredientes probados, en contraste
con su valor ALT. Ello puede implicar la realizacién de
mas estudios para corroborar estos resultados.

En general de los 29 ingredientes de prueba que

presentaron valores GH y ALT significativamente mayo-
res a los ingredientes referentes (hemoglobina/caseina),
al término de la hidrélisis acida y alcalina, fueron la ha-
rina de carne y visceras de pollo, de carne de cerdo, de
canola, pasta de coco y el hidrolizado de pescado. De
entre éstos, vale la pena mencionar a la pasta de coco,
por ser un ingrediente abundante la mayor parte del afio
en el sureste de México, ademas de ser menos costoso,
que las harinas de pescado y otras fuentes de proteina de
origen animal probadas en los ensayos. Cabe mencionar
también que muchos de los ingredientes probados en el
presente estudio obtuvieron valores GH (4cidos y alcali-
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nos) adin por encima de los valores GH de las harinas de
pescado (Pedregal) y de pescado (Acua). Es menester
no pasar por alto que insumos como las carne y visceras
de pollo, la sangre porcina y sangre de res (subproduc-
tos de desecho de la industria ganadera y avicola) cuyas
harinas observaron valores altos ya sea GH o ALT, in-
cluso algunos por arriba de los ingredientes referentes,
puedan ser objeto de mas estudios, con el fin de con-
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de proteina (Martinez-Palacios 1987; Martinez-Palacios
et al. 2006). En la presente investigacién se encon-
traron valores GH y ALT de gran parte de ingredientes
probados, que pueden suponer la realizacién de estudios
posteriores de sustitucién parcial de harina de pescado
en dietas experimentales, como fuentes potenciales de
proteina alternativos hacia el disefio de dietas inertes
para C. urophthalmus.

siderarseles como fuentes potenciales de proteina para
el cultivo de C. urophthalmus, o aun cuando solo hayan
observado altos valores GH (4cidos o alcalinos) y no en
sus respectivos valores ALT, o viceversa. Considerando
lo anterior, sobresale que la gran cantidad de ingredien-
tes que pueden ser utilizados para la formulacién de una
dieta balanceada especifica para esta especie, con lo
que considerando su requerimiento de proteina (45 %),
permitird incluirlos de tal manera que pueda disminuirse
el uso de harina de pescado como la principal fuente
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