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El conocimiento de la alimentacion de organismos acuaticos es necesario para una
acuicultura rentable. Una alimentacion eficiente depende del conocimiento de cémo los
organismos utilizan los diversos componentes de la dieta. En acuicultura, han sido realizados
experimentos de alimentacion para medir el valor nutritivo de las dietas suministradas en
funcién del crecimiento. Sin embargo, estos métodos son costosos, consumen tiempo, y los
resultados pueden ser afectados por factores ambientales (Lan y Pan 1993). El alimento es el
costo variable mas importante en el cultivo de camaroén, representando hasta el 60% de los
costos totales (Akiyama et al. 1992). Ya que la proteina es el ingrediente mas costoso en la
dieta del camaron (Akiyama et al. 1992) y la calidad de ésta resulta critica para la respuesta
de crecimiento (Sudaryno et al. 1995). Actualmente la investigacion en el area de alimentos
para acuicultura se estd enfocando en diversas fuentes mas econOmicas de proteina.
Idealmente, estas deberian de encontrarse faciimente en el mercado, a bajo costo, tener alta
calidad nutritiva (Sudaryno et al. 1995), y que no presenten factores antinutricionales tales
como: inhibidores de enzimas digestivas, lectinas, fenoles, etc.

Los métodos clasicos para la determinacion de la cantidad y calidad de proteina incluyen el
andlisis Kjeldahl y determinacién de la composicion de aminoacidos. Estos métodos
involucran reacciones mas severas que aquellas que ocurren durante la digestion natural, y
liberan nutrientes que serian inaccesibles para el animal (Anderson et al. 1993). Se ha dado
una considerable atencion hacia la bausqueda de un método rapido y confiable para evaluar la
digestibilidad de la proteina y a las propiedades de las enzimas asociadas al tracto digestivo
que determinan la capacidad del organismo bajo estudio para hidrolizar la proteina
(Pederson y Eggum 1983). Son necesarios métodos in vitro para evaluar la digestibilidad de la
proteina debido a que son mas rapidos y menos costosos que los métodos in vivo, ya que
utilizando solo una pequefa cantidad de materia prima es posible realizar una evaluacion mas
detallada del porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados en la proteina del alimento
(Grabner 1985). Existe una alta correlacién entre métodos in vitro e in vivo, Gnicamente
cuando las proteinas son comparadas segun su origen; animal o vegetal. En muestras que
contienen ambos tipos de proteina, las evaluaciones enzimaticas in vitro proporcionan una
estimacion de la digestibilidad de la proteina (Pederson y Eggum 1983).
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El uso del método de pH-stat para evaluar la digestibilidad de proteina, monitoreando el grado
de hidrdlisis ofrece algunas ventajas: 1) mantiene el pH constante durante el proceso de la
digestion sin necesidad de usar amortiguadores fisioldgicos y, 2) el valor de la hidrdlisis de la
proteina puede estimarse rapidamente mediante el monitoreo automatico de la curva de
titulacion generada (Pederson y Eggum 1983). Recientemente, Dimes y Haard (1994),
desarrollaron un método in vitro usando extractos enzimaticos de ciegos piléricos de
salmonidos para evaluar la digestibilidad de la proteina mediante ensayos de pH-stat. Ellos
concluyeron que el método de pH-stat fue el mas preciso para evaluar la digestibilidad de
fuentes alternas de proteina para alimentos destinados a salmoénidos. Lan y Pan (1993),
determinaron digestibilidad in vitro de ingredientes proteicos para Penaeus monodon usando
un extracto enzimatico de hepatopancreas del camaron. Sin embargo, debido a que los
resultados no fueron confrontados con datos de digestibilidad in vivo el método no fue
validado.

El método de pH-stat determina el grado de hidrdlisis de proteina (GH) usando las propias
enzimas digestivas del animal en estudio. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
digestibilidad de la proteina por el camarén blanco, Litopenaeus vannamei, mediante ensayos
in vitro con el método de pH-stat, utilizando una preparacion enzimética de hepatopancreas
del camar6n. Los resultados del ensayo in vitro son comparados con los valores de
digestibilidad aparente in vivo usando analisis estadistico.

El conocimiento de la digestibilidad de proteina es importante en la formulacién de dietas,
porque los animales deben consumir proteina dietaria para abastecerse de aminoécidos. El
uso de la proteina es afectado por la naturaleza de la fuente proteica, su nivel de consumo y
la capacidad de un organismo para usar otros componentes de la dieta. La calidad de la
proteina es afectada por la frescura de la materia prima, la cantidad de lipidos, el proceso de
secando y si la fuente de proteina proviene de pescado entero o de desperdicios de la pesca
(Anderson et al. 1993).

Los métodos para evaluar factores antinutricionales en ingredientes y alimentos, tales como
inhibidores de proteinasas, incluyen ensayos in vivo e in vitro. Ya han sido descritas varias
técnicas de laboratorio. Un ensayo de electroforesis es util para detectar inhibidores de
proteasas del sistema digestivo (Garcia-Carrefio et al. 1993) y ha sido aplicado para varias
especies en cultivo, incluyendo peces y camarones. El ensayo llamado S-SDS-PAGE es
capaz de detectar inhibidores de proteinasa en mezclas complejas tales como extractos de
semillas o alimentos microencapsulados. Un ensayo combinado que incluye S-SDS-PAGE y
el grado de hidrdlisis por pH-stat puede detectar inhibidores de proteinasas y una reduccion
de la actividad inhibitoria aplicando un tratamiento térmico a los ingredientes que contienen
los inhibidores (Garcia-Carrefio et al. 1997).

La proteina es el ingrediente mas importantes en la formulacion de dietas destinadas a
alimentar organismos en cultivo bajo la premisa de que estas dietas deben ser altamente
nutricias y economicamente rentable. Econdmicamente rentables, ya que cerca del 60% del
costo total de la produccion del alimento se destina a ingredientes proteicos de fuente animal
y vegetal. El aspecto nutricional es de suma importancia porque los aminoacidos que aportan
la fuente proteica de la dieta van a ser utilizados por el organismo para formar tejido;
“crecimiento” y esto, en acuicultura es lo mas importante. Actualmente, para cubrir los
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requerimientos de aminoacidos para cada organismo en particular, la dieta se formula con un
exceso de proteina. Tanto la proteina no consumida y la no digerida se acumulan en el medio,
aumentando el contenido de nitrogeno del agua en los estanques de cultivo, afectando
negativamente el rendimiento de los organismos cultivados. El conocimiento de la
digestibilidad de proteina por organismos cultivados rendird beneficios econdmicos y
ecologicos.

Comunmente, las fuentes de proteina animal para camardén y peces provienen de harinas
pescado. Las harinas de pescado se fabrican usando los desperdicios de la industrializacion
de pesquerias o con especies de pescado sin valor comercial. Estas fuentes de proteina
naturalmente tienen un buen balance de aminoacidos esenciales y micronutrientes. Sin
embargo, cominmente la materia prima es tratada de manera inadecuada, ocasionando
pérdida de sus propiedades nutricias y funcionales. La pesqueria destinada a la produccion
de harina cominmente es transportada a la fabrica sin tomar precauciones para evitar dafios
a la materia prima. Las plantas productoras de harina de pescado carecen de métodos de
control de calidad para evaluar la frescura de la materia prima, tales como: la medida del
indice K, aminas biogénicas y rancidez. La harina de pescado comiUnmente se elabora
abusando de la temperatura, principalmente durante el proceso de secado. El abuso de
temperatura durante el manejo de la materia prima y producto genera una serie de reacciones
quimicas que reducen la digestibilidad de la proteina y la biodisponibilidad de los
aminoacidos. Las proteinas de los alimentos son altamente reactivas y durante el procesado
pueden sufrir algunos cambios (Papadopoulos 1989), principalmente reacciones entre
carbohidratos reductores y proteinas, y reacciones proteina-proteina. Cuando se abusa de la
temperatura durante el proceso de secado, los carbohidratos y lipidos reaccionan con el
grupo a-amino de la lisina y el grupo reactivo carbonyl de los azucares reductores o con los
productos de la oxidacion de los lipidos. En tecnologia de alimentos, la reaccién entre las
proteinas y substancias reductoras se llama: reaccion de Maillard o reaccién no-enzimatica de
obscurecimiento.

La reacciones proteina-proteina ocurren en ausencia de sustancias reductoras a altas
temperaturas. El calor ocasiona la formacion de nuevos enlaces entrecruzados dentro de las
moléculas de proteina. Hay muchas reacciones posibles entre diferentes cadenas de
aminoacidos. Las mas comunes son: la formacion de enlaces isopeptidicos entre el grupo
a-amino de la lisina y el grupo carboxyl libre del acido aspartico o los grupos amida de la
asparagina o de la arginina y la formacién de nuevos aminoéacidos por la biodegradacion de
aminoacidos, tales como la lisinoalanina, lanthionina, y ornithioalanina. Ademéas de las
reacciones quimicas que alteran la composicion de aminoacidos en una proteina, el calor
excesivo conduce a la destruccion de estos por descomposicién o racemizacion. La
racemizacion ocasiona que los L-aminoacidos en la proteina cambien a D-aminoacidos.
Aminoacidos L- y D- no se pueden diferenciar por métodos quimicos o analisis de HPLC, sin
embargo D-aminoacidos no pueden ser incorporados en la sintesis de proteina por ningin
organismo conocido. El abuso de calor puede ocasionar pérdida de hasta el 50% de la
biodisponibilidad de aminoacidos en el ingrediente proteico del alimento.

Los fabricantes de harina de pescado secan el producto por una técnica llamada “quemado”
usando en la mayoria de los casos fuego directo. Sin embargo, los fabricantes no tienen
control de calidad para evaluar las repercusiones por abuso de calor. Las particulas obscuras
que con frecuencia se ven en las harinas de pescado son cenizas generadas durante el
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secado. La producciéon de harina de pescado es de cierta manera una tragedia ecolégica.
Quemar una fuente rica en proteina es un atentado del hombre hacia los recursos naturales.

Las técnicas aplicadas a la produccion de ingredientes proteicos son diversas, las harinas de
pescado, concentrados, aislados y ensilados son algunos ejemplos de productos de estas
tecnologias. La mayoria de ellos presentan desventajas tecnoldgicas. La harina de pescado
ya ha sido discutida. En la produccién de concentrados de proteina se usan solventes
organicos para eliminar los lipidos, esta técnica disminuye las propiedades funcionales de las
proteinas; baja solubilidad en agua que evita la incorporacion apropiada de la proteina al
alimento y por consecuencia baja digestibilidad. Los aislados son proteinas de pescado y
crustaceos solubles en agua; éstas son principalmente proteinas miosarcoplasmicas, dejando
las proteinas miofibrilares insolubles sin recuperar. Ensilados (en silos); es un proceso de
conservacion de las proteinas en donde se usan microorganismos anaerobicos acido lacticos,
acidos organicos o inorganicos. Esta técnica lleva tiempo (semanas o meses), trabajo y
almacenaje intensivo.

Los tecnélogos de alimentos han trabajado sobre el desarrollo de técnicas apropiadas que
conserven la riqueza nutritiva natural de los productos de las pesquerias. Los grupos en Chile
y Kodiak, Alaska estan produciendo las harinas de pescado llamadas calidad “premium”
(Romero et al. 1994), basandose en secado no destructivo (Babbitt et al. 1994). Sin embargo,
se han generado tecnologias en alimentos que deberian ser consideradas para incluirlas en
la formulacién de alimentos para acuicultura. Con el desarrollo de la biotecnologia, se han
generado nuevos método para el procesado de alimentos. Ha surgido un método amigable
para la recuperacion de proteina soluble e insoluble de los productos de la pesqueria llamado
hidrolizado de proteina. Los hidrolizados de proteina son productos proteicos obtenidos por
hidrolisis controlada de la proteina por medio de proteinasas exogenas. La hidrdlisis
controlada genera polipéptidos que son separados facilmente de otros materiales del tejido
tales como: lipidos, escamas, huesos y tejido conjuntivo. Posteriormente los péptidos son
recuperados por medios fisicos como centrifugacion o filtracién. El concepto de grado de
hidrolisis, desarrollado por el Dr. Jens Adler-Nissen de Industrias Novo, Dinamarca (1986)
generé el conocimiento tedrico para la produccion en el laboratorio y la industria de
hidrolizados de proteina con las propiedades funcionales deseadas.

Los hidrolizados de proteina ya estan actualmente en el mercado. Las materias primas son
diversas; el pescado blanco, desperdicios de la pesca, desechos de la industria de alimentos,
krill, etc. Los hidrolizados de proteina son los ingredientes proteicos de segunda generacion
para dietas destinadas a acuicultura. Algunos ensayos han demostrado las ventajas de
sustituir harinas de pescado por hidrolizados de proteina. Anggawati et al. (1990),
reemplazaron 3, 5, y 8% de harina de pescado por hidrolizado de proteina en el alimento para
camaron Penaeus monodon, encontrando que presentaron un peso final de 3.9-4.4 g, un
crecimiento especifico (SRG) de 2.5-2.6, una sobrevivencia mayor a 75%, y un factor de
conversion (FCR) de 2.9-3.0. En comparacion, el camarédn alimentado con una dieta que no
contenia hidrolizados de proteina presentaron un peso final de 3.0 g, SRG de 1.9%,
sobrevivencia de mas de 75%, y FCR de 4.3. No hubo diferencias importantes entre las dietas
que incluyeron hidrolizados de proteina.

Recientemente, varias compafiias se han involucrado en la produccion de hidrolizados de
proteina. La empresa Specialty Marine Products, West Vancouver, Canada, esta produciendo
diferentes variedades de productos del krill: liofilizado, secado por aspersion (spray dried) y en
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forma liquida. Segun el fabricante, el hidrolizado de proteina liofilizado mantiene las enzimas
digestivas del krill activas. Este producto podria ser de beneficio para los acuicultores porque
el alimento complementado con enzimas digestivas aumenta el crecimiento final del camarén
durante algunas etapas del cultivo. Natural Biopolymer Inc., situada en Washington esta
produciendo hidrolizados de pescado blanco. Esta informacion muestra esos hidrolizados de
proteina que estan ya en el mercado y disponible para ensayos. Como se esperaba, después
de los resultados desde Anggawati et al. (1990), el uso de los ingredientes de proteina
producidos bajo procesos suaves que permiten la conservacion del valor nutritivo de los
productos de mar rendiran beneficios para los acuicultores. Es de esperar que al usar
mejores ingredientes proteicos que los generalmente aceptados como “requerimientos
minimos” de proteina pueden ser reducidos mejorando la digestibilidad y asimilacién.

Nuestro grupo en CIBNOR esta realizando ensayos utilizando dietas basadas en ingredientes
proteicos de segunda generacion de pescado, krill, calamar y algunos que contienen enzimas
digestivas. El trabajo del grupo de investigacion estd basado en la idea de que algunas
tecnologias de alimentos ayudaran a los acuicultores a hacer de la acuicultura una actividad
de beneficio sustentable.

En la figura 1 se observa la digestibilidad de proteina de diferente origen cuando fue digerida
por enzimas digestivas de camar6n usando el método de pH-stat. La digestibilidad es
expresada en grado de hidrdlisis (%). Se muestra que proteina obtenida de diferentes
materias primas y secadas por técnicas abusivas o amigables influye en la digestibilidad de
la proteina. La harina de pescado producida con pescado entero, manteniendo estricto control
de la materia prima y procesado (KRI) es la que present6 mejor digestibilidad, La harina de
pescado producida con desechos del enlatado de at(in, en condiciones de abuso a la materia
prima y durante el procesado fue la que mostré peor digestibilidad (Tuna waste). La harina de
langostilla, un ingrediente actualmente en desarrollo, mostr6 pobre digestibilidad. La harina de
soya mostré digestibilidad intermedia. La figura 2 muestra la correlacion entre la digestibilidad
de proteina evaluada por la técnica de digestibilidad aparente in vivo y la evaluada usando la
técnica de pH-stat con enzimas de camaron. La correlacion ideal se contrasta con la obtenida
usando la técnica de pH-stat con enzima comerciales (FES) y la de pH-stat con enzimas de
camaron (SHE). Dada la correlacion se valida la técnica para predecir la digestibilidad de
ingredientes proteicos y de alimentos formulados. La figura 3 muestra el efecto de inhibidores
de semillas de leguminosas en la actividad enzimatica de proteinasas de camarén. Se
compara el efecto de inhibidores de diferentes leguminosas sobre dos especies de camaron.
En ambos camarones, la actividad enzimética se ve reducida en mas del 40% de la actividad
control sin inhibidores sobre un substrato proteico. Las enzimas de Litopenaeus vannamei
fueron mas severamente afectadas por los inhibidores que las enzimas de Farfantepenaeus
californiensis. La leguminosa con mayor capacidad de inhibicién es Olneya tesota. La figura
4 muestra el efecto del tratamiento térmico de inhibidores de dos leguminosas sobre el grado
de hidrdlisis con un substrato proteico sobre enzimas de camarén y comerciales. Se observa
que la capacidad de reduccion de la actividad enzimatica de inhibidores de leguminosas es
disminuida por el tratamiento térmico, incrementandose significativamente el grado de
hidrélisis de enzimas de camarén y comerciales. Los inhibidores de gandul (pigeon pea) son
mas sensibles al tratamiento térmico.
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Figura 1. Digestibilidad de proteina de diferente origen cuando fue digerida por enzimas digestivas de
camaro6n usando el método de pH-stat.
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En la figura 5 se muestra el efecto de la substitucién de harina de pescado por hidrolizado de
proteina de pescado en la alimentacién de salmones. La sustitucion en 5 y 8% aumento
significativamente, hasta 20%,el crecimiento de los peces en cultivo. No hubo diferencias
entre los tratamientos. La figura 6 muestra el crecimiento especifico de salmones alimentados
con dietas conteniendo hidrolizados de proteina de pescado. Se observa que los organismos
alimentados con hidrolizados al 5% presentan un mayor crecimiento especifico que los del
grupo control y los alimentados con hidrolizados al 8%. La figura 7 muestra el efecto de la
substitucion de harina de pescado por hidrolizados de pescado en la alimentacion de
camaron. Se observa que la alimentacion con hidrolizados de proteina de pescado mejora el
crecimiento de los camarones en un 30%, independientemente del grado de sustitucion.
Figura 8. Efecto de la substitucién de harina de pescado por hidrolizados de proteina de
pescado en factores de zootecnia en cultivo de camardn. El crecimiento relativo fue
significativamente mejorado cuando los camarones fueron alimentados con diferentes
porcentajes de hidrolizado de pescado, no habiendo diferencia entre los tratamientos. La
mejora fue superior al 60%. La velocidad especifica de crecimiento también fue mejorada
pasando de 2 a 2.5 cuando los organismos se alimentaron con hidrolizado de proteina de
pescado. La relacion de conversion de alimento disminuy6 significativamente, pasando de 4.5
a 3. La eficiencia de la proteina mejoré ligeramente y el Unico pardmetro que no fue
modificado fue la supervivencia. La grafica 9 muestra el efecto de la substitucion de harina de
pescado por hidrolizado de proteina de pescado y de krill en crecimiento de camarén. En
ambos casos, la sustitucion mejoré el crecimiento de los camarones.
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Figura 5. Efecto de la substitucion de harina de pescado por hidrolizado de proteina de pescado en la
alimentacion de salmones

447



HPP en dietas para salmonidos

4

= 38

a.?‘ L-2

E contral
E (=

(%]

a2 HPP 5%
)

@ ——

g

5 HPP 8%
E

4]

0 5 10 15 20
Semanas

Figura 6. Crecimiento especifico de salmones alimentados con dietas conteniendo hidrolizados de proteina
de pescado

HPP en dietas para camarén

4.5

control

-

8% HPP

gy

5% HPP
& &

3% HPP

Peso /Camardn (g)

0 10 20 30 40 50 Ga
Tiempo (dias)

Figura 7. Efecto de la substitucién de harina de pescado por hidrolizados de proteina de pescado en
factores de zootecnia en cultivo de camarén

448



Valores relativos

HPP en dietas para camardn

45
4 - -
— contral
i B 3% HPP
3 — 05% HPP
25 - 'B18% HPP
2
1.5
1
ﬂ-ﬁ ﬂ
u -
Crecimientc  Tasa de Radio de Radiode  ggoprevivencia
relativo crecimiento  conversion eficacia
(tiempa) especifica alimenticia proteica

Figura 8. Efecto de la substitucion de harina de pescado por hidrolizados de pescado en la alimentacion de
camaroén.

02 -
=
8
=
S
8
0
€ 015
o
E
(1]
g
(X3

0.1

control HPF 1% HPK 4%
dietas

Figura 9. Efecto de la substitucién de harina de pescado por hidrolizado de proteina de pescado y de krill en
crecimiento de camaron.



La técnica de evaluacion de digestibilidad de proteina usando pH-stat y las enzimas de
camaron ha sido validada y permite no solo evaluar la digestibilidad en ingredientes proteicos,
sino en alimentos formulados conteniendo proteina, y detectar el efecto de inhibidores de
proteinasas en los ingredientes proteicos, principalmente los de origen vegetal como la soya y
otras leguminosas. Ingredientes proteicos de origen animal también suelen tener inhibidores
de proteinasas, como la sangre de mamiferos, principalmente a2macroglobulina, clara de
huevo, principalmente cystatina y obomucoide. La técnica también detecta el efecto de
tratamientos en la digestibilidad de una proteina, principalmente tratamientos de procesado
como el calentamiento. Por lo que esta técnica pudiera ser usada como método de control de
calidad en una planta de produccion de insumos o de alimentos. Evaluando la digestibilidad
de la proteina en materia prima, tanto para calidad de proteina como para la presencia de
factores antinutricionales como inhibidores de enzimas digestivas, y de proceso, analizando el
producto después de cada operacion unitaria que involucre alta temperatura. Obviamente
también es util para control de calidad del producto final.

El uso de ingredientes proteicos de segunda generacion, esto es, producidos con tecnologia
amigable para las propiedades funcionales y nutricias de un ingrediente proteico, segun se
muestra en los resultados presentados en este trabajo, mejoran los parametros de cultivo de
camaron y peces. Invariablemente son mejorados los parametros de crecimiento, velocidad
especifica de crecimiento, se reduce el indice de conversién de alimento, y se mejora el indice
de eficiencia proteica. El Unico parametro no afectado es la supervivencia.

El hecho de que los organismos alimentados con hidrolizados de proteina tengan un mejor
desempefio en crecimiento, aun con solo mejoras ligeras en el indice de eficiencia proteica
abre la posibilidad de que estos insumos no solo participen como fuente de aminoécidos, sino
que contengan algin compuesto que permita usar en forma mas eficiente la proteina de la
dieta. Al usar mejor la proteina, pasando por la liberacion de aminoéacidos en el tracto
digestivo, la asimilacion y la construccion de tejido con estos aminoacidos, el resultado final
global es mejor crecimiento. Quedando por entender los fendmenos fisioldgicos involucrados
en esta observacion macroscopica.
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