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A nivel mundial, los alimentos para camarén incluyen harina y aceite de pescado en niveles de
25y 3% respectivamente (Chamberlain, 1993) con un posible incremento a 5% para el aceite en
los préximos afios. En consecuencia, los alimentos para camardon consumen aproximadamente
25% de las 1.7 millones de toneladas de harina de pescado utilizadas en acuacultura, que a su
vez corresponde al 25% de la produccion mundial anual. La harina de pescado aporta proteina
de alta calidad con un balance de aminoéacidos y de acidos grasos adecuado para el rapido
crecimiento de organismos marinos (especialmente carnivoros) y el uso de sustitutos ha sido
menos exitoso en camarones y salmonidos que en animales terrestres. De ahi que, la
disponibilidad y calidad de la harina de pescado sean determinantes para la obtencion de
alimentos acuaticos de buena calidad. En México, este problema ha sido identificado tanto por
las compafiias de alimentos balanceados como por los productores de camarén.

Los resultados que se presentan en esta revision corresponden a los objetivos de un proyecto
internacional financiado por la Comunidad Europea, que inicio en 1994, en el que participaron, la
IFOMA (Asociacion internacional de productores de harina de pescado), con el Dr. lan Pike, el
IFREMER, con el Dr. Gerard Cuzon y el Programa Maricultura de la UANL.

El objetivo de este proyecto fue definir parametros de calidad de harinas y aceites de pescado
adecuados para nutricibn de camaron, que servirdn de guia a los productores y usuarios de
estos insumos, con la finalidad de mejorar los rendimientos obtenidos por los productores de
camaroén, asi como, disminuir la contaminacion del medio ambiente.

La seleccion de los pardmetros de calidad a evaluar, se realizé de acuerdo al estado actual de
conocimientos, tomando como referencia los parametros utilizados en animales terrestres y en
salménidos:

1.- Efecto de la frescura de la materia prima utilizada en la elaboracion de las harinas de
pescado usadas en alimentos para camaron

2.- Efecto de la mollerosina y de las harinas de pescado de diferente score biotoxicologico en
camarén

3.- Digestibilidad in vitro e in vivo en camardn, de harinas de pescado y su correlaciéon con la
digestibilidad en salmon.

4.- Efecto de la rancidez en harinas y aceites de pescado al incluirse en alimentos para camarén
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5.- Establecimiento de normas de control de calidad para harinas de pescado usadas en
nutricion de camarén

Cada uno de estos puntos se tratard brevemente en esta revision a través de una introduccién y
un resumen de los resultados obtenidos.

1.-Efecto de la Frescura de la Materia Prima

La calidad de la proteina y la composicion nutricional de las harinas de pescado varia
dependiendo de la frescura y del tipo de materia prima, asi como de la temperatura de secado.
El incremento en la produccién de especies acuicolas cultivadas, que son sensibles a estos
parametros ha creado un incremento en la demanda de estas harinas de pescado de alta calidad
(Mc Callum y Higgs, 1989; Barlow y Pike, 1990; Pike et al.1990; Hardy y Castro, 1994).
Actualmente se comercializan “productos especiales” elaborados con pescado muy fresco,
secado a baja temperatura, principalmente para alimento de salmonidos (Pedersen y Opsvedt,
1992, Romero et al. 1994). Es importante investigar si otras especies cultivadas, como los
camarones peneidos, son susceptibles a los mismos factores de calidad.

La frescura del pescado es afectada por las condiciones y el tiempo de almacenamiento antes
del procesamiento. A partir del momento de captura, el pez sufre cambios, por la accién de sus
propias enzimas (autdlisis) y por la accion de las bacterias presentes en la superficie del
pescado asi como, en el tubo digestivo.

La evaluacion de diferentes harinas de pescado con parametros quimicos como nitrdgeno volatil
total (TVN) en la materia prima, o el contenido de aminas biogénicas en harinas de pescado, se
ha realizado de manera paralela a bioensayos nutricionales, por diversos autores en diferentes
especies. En pollos (Huisman et al., 1992) asi como en trucha arcoiris (Cowey y Cho, 1992) o en
salmon (Jensen, 1986, Anderson et al., 1997), el consumo de alimento y el crecimiento pueden
ser afectados por el nivel de inclusion de harinas de pescado conteniendo altos niveles de
aminas biogénicas, i.e. harinas de pescado elaboradas con materia prima deteriorada.

Los siguientes experimentos fueron desarrollados para medir los efectos de la frescura de la
materia prima en el rendimiento de diferentes especies de camarones peneidos en términos de
crecimiento, consumo de alimento, tasa de conversion alimenticia y sobrevivencia. Los aspectos
relacionados a las condiciones de procesamiento, particularmente efectos del calor, seran
considerados en la parte 3 de ésta revision.

Dos lotes de harinas de pescado, elaboradas de materia prima con niveles graduales de frescura
proporcionados por IFOMA, fueron evaluados en varios bioensayos de crecimiento. La frescura
de la materia prima utilizada en esas harinas de pescado experimentales puede ser cuantificada
por su contenido de aminas biogénicas (Tablas 1, 2 y 3)

Tabla 1. Contenido total de aminas biogénicas de las harinas de pescado experimentales

Frescura de la materia prima | Fresca | Moderadamente fresca | Deteriorada
Primer grupo anchoveta 114 3384 7873
Segundo grupo arenque 182 8819

Contenido total de aminas (ppm=histaminat+cadaverina+putrecinattiramina) en las harinas de pescado
experimentales para los bioensayos de frescura.
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Tabla 2. Composicion de las harinas experimentales de arenque (en base himeda)

Arenque fresco Arenque
(H.P.2) descompuesto
(H.P. 2)
Composicion proximal (%)
Humedad 7.6 6.1
Proteina (N x 6.25) 73.4 73.4
Lipidos (Soxhlet) 8.8 11.3
Ceniza 11.1 9.7
Indicadores de frescura de la materia
prima
TVN (mg N/100 g harina de pescado) 160 200
Proteina soluble (% de prot. total) 24.5 24.7
Aminas biogénicas (mg/kg)
Histamina 9 2763
Cadaverina 79 3254
Putrescina 73 1465
Tiramina 21 1337
Total de aminas biogénicas 182 8819
Indicadores de la calidad de la proteina
Digestibilidad en Mink (%) 92.7 92.2
Tabla 3.- Composicion de las harinas experimentales de anchoveta (en base himeda).
F FM D
Fresca Frescura mediana Descompuesta
Composicién quimica (%)
Humedad 9.39 10.99 11.01
Proteina 65.98 64.20 62.39
Lipidos 7.96 7.58 8.75
Ceniza 14.26 14.52 14.77
Fibra 0.90 0.27 0.51
Indicadores de la frescura de la materia prima
TVNl(mg N/100g materia 14 30 50
prima)
Histamina (mg/kg) 0.028 1.850 4,701
Cadaverina (mg/kg) 0.051 0.803 1.599
Putrescina (mg/kg) 0.035 0.446 0.916
Tiramina (mg/kg) -- 0.285 0.657
Total (mg/kg) 0.114 3.384 7.873
Indicadores de la calidad de la proteina
Digestibilidad en Mink (%) 91.4 89.7 89.8
(Bf;gtfi'r';?z”'“b'e 551a 6.37b 6.81b
(KJ.F;ELZ';? soluble 20.97a 25.21b 27.64c¢

1= nitrégeno volatil total,

300



Una primera serie de bioensayos de crecimiento en camarén (F1y F2 en la UANL y 3 en el
IFREMER) fueron llevados a cabo utilizando dietas compuestas, isoenergéticas, conteniendo
30% de harinas de pescado experimentales en la UANL y 40% en el IFREMER. Las harinas de
pescado fueron evaluadas en P. stylirostris (peso inicial 8.4g), P. monodon (2.5g) y P. vannamei
(0.9, 1.5 y 7.6g). Al comparar con el control (harina de anchoveta fresca) se observo una
reduccion en la tasa de crecimiento (15% menos) en P. stylirostris, P. monodon y P. vannamei
de 0.9g con el tratamiento de la harina de pescado descompuesta. Esta diferencia en el
crecimiento no fue observada en los camarones P. vannamei de 1.5y 7.6 g. Los camarones P.
stylirostris de 8.4g alimentados con las harinas de anchoveta moderadamente frescas también
presentaron una tasa de crecimiento significativamente reducida, demostrando tener una mayor
sensibilidad que las otras dos especies.
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Figura 1. Tasa de crecimiento de diferentes especies alimentadas con harinas de pescado hechas de
materia prima fresca (FR), moderadamente fresca (MF) o descompuesta (ST).

Se demostr6 que la frescura de la materia prima, indicada en términos de TVN en la materia
prima (menos de 30mg N/100g) o por la suma del contenido de las aminas en el producto final
(menos de 2000mg/kg), es un parametro de calidad que debe ser considerado cuando se
seleccionan harinas de pescado para alimentos de camaron, particularmente para los primeros
estadios de juveniles y especies carnivoras (Ricque et al., 1998). La limitacion del crecimiento
observada en presencia de harinas hechas con materia prima deteriorada (TVN > 30 mg N/100g)
se interpretd primero como un efecto de la degradacion de la proteina. Sin embargo, se
realizaron otros experimentos para investigar la susceptibilidad de camarones juveniles
pequefios, ya que algunas mortalidades fueron observadas en los experimentos en donde se
evalud una harina de pescado con altos contenidos de aminas biogénicas, con camarones muy
pequefios.

Efecto de harina de arenque descompuesta y de la adiciéon de aminas biogénicas
cristalinas en juveniles de P. stylirostris (77mg).

Se realiz6 otro experimento utilizando aminas biogénicas cristalinas agregadas a harinas de
pescado elaboradas con arenque fresco (Tabla 4), comparando con una harina de pescado
hecha con el mismo arenque, pero descompuesto (Tapia Salazar et al., 1998). En este
experimento se confirmd que el arenque descompuesto afecta el consumo del alimento, el
crecimiento y la sobrevivencia en P. stylirostris de estadios juveniles tempranos, mientras las
aminas agregadas no afectaban esos parametros (Fig.2) Se concluy6 que las aminas deben ser
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consideradas solo como indicadores, y no como factores de toxicidad, lo cual puede deberse a
otras substancias como endotoxinas bacterianas.

Tabla 4. Disefio para el bioensayo de aminas biogénicas cristalinas agregadas a harinas de arenque.

Dietas
Dieta 1 FM1 (de arenque fresco)
Dieta 2 FM2 (de arenque descompuesto)
Dieta 3 FM1+CHPT
Dieta 4 FM1+CPT
Dieta 5 FM1+HPT
Dieta 6 FM1+CH
Consumo de alimento Ganancia en peso
400
300
(%) 200
100
0 £
14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
T. conversion alimenticia Biomasa
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Figura 2. Resultados del efecto de aminas biogénicas cristalinas agregadas a harinas de pescado
elaboradas con arenque fresco.
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Efecto de harina de anchoveta de diferente frescura en las primeras etapas de P.
stylirostris (70mg).

Se realizé un dltimo bioensayo con el objetivo de evaluar la toxicidad de harinas de pescado
elaboradas con anchoveta descompuesta (primer lote) en las primeras etapas juveniles de P.
stylirostris (peso individual < 0.1g) debido a que cierta toxicidad fue observada con animales de
esa talla en el bioensayo previo, cuando se utiliz6 arenque deteriorado. Los camarones
alimentados con harina de anchoveta fresca mostraron un mayor consumo de alimento y
crecimiento como se describi6 en experimentos anteriores, y una tendencia a mejorar
(disminuir) la tasa de conversion alimenticia, pero la harina de anchoveta deteriorada no afecto
la sobrevivencia de los juveniles de P. stylirostris (Figura 3), aunque los niveles de aminas
biogénicas totales fueron similares en las harinas de anchoveta y arenque deterioradas.
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Figura 3. Resultados del efecto de harinas de anchoveta de diferente frescura sobre Juveniles tempranos
de P. stylirostris (<1g)

Esta diferencia en toxicidad puede ser explicada considerando que fue necesario un tiempo de
almacenamiento mayor en Noruega (probablemente al menos10 dias) para alcanzar el mismo
nivel de aminas biogénicas que el obtenido en harina de anchoveta en Chile después de solo 36
horas, involucrando diferente desarrollo bacteriano. Se confirmé entonces que el efecto negativo
de la descomposicién de la materia prima sobre el crecimiento de los camarones no parece estar
directamente relacionado a los niveles de aminas, sino mas bien a unos compuestos téxicos de
origen microbiano.

El primer efecto de estos compuestos podria ser una disminucién en el consumo de alimento,
induciendo una disminucion en el crecimiento, como la principal consecuencia. Las mortalidades
obtenidas solamente a altas dosis o0 con organismos muy sensitivos (como los primeros estadios
juveniles de camarén) y la falta de consistencia en el efecto sobre la tasa de conversion debilita
la primera explicacion basada en alteraciones proteinicas afectando selectivamente las especies
carnivoras.

Sin embargo, la determinacion de aminas biogénicas ain se mantiene como uno de los mejores
indicadores para estimar a posteriori la frescura de la materia prima usada para una determinada
harina de pescado, aun cuando sus niveles no estan necesariamente correlacionados con el
nivel de los aun hipotéticos compuestos toxicos.
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2.-EFECTO DE LA INCLUSION DE MOLLEROSINA Y DE HARINAS DE PESCADO
CON DIFERENTE SCORE BIOTOXICOLOGICO EN ALIMENTOS PARA
CAMARONES.

El estudio de las toxinas que se forman cuando las harinas de pescado son sobrecalentadas, se
inici6 como consecuencia de perdidas econémicas importantes experimentadas en la produccion
avicola de Japon debido a un brote epizootico de erosion de molleja y vémito negro. Uno de los
agentes responsables de estos efectos adversos en las aves es la mollerosina, la cual se forma
durante el procesamiento inadecuado de harina de pescado y que esta relacionado a la calidad
de la materia prima usada y al proceso de calentamiento.

Parece que este problema es confinado solo a las harinas de anchoveta y ocasionalmente a las
harinas de macarela (peces con un gran contenido de musculo rojo, llamados peces
histidinicos), cuando son procesados en secadores donde una pequefa proporcion de material
es atrapado y consecuentemente sobrecalentado (100°C) permitiendo la formacion del toxico
mollerosina (Pike, 1994). La mollerosina estd formada por precursores que se desarrollan
durante la descarboxilacion de la histidina cuando el pescado se descompone y consiste de un
compuesto entre histamina y el radical epsilon del aminoéacido lisina ligado a la proteina. Esta
reaccion es catalizada por altas temperaturas de secado, pero también depende del tiempo que
el producto pasa en el secador.

El contenido de mollerosina de la harina de pescado puede ser cuantificado por cromatografia
liquida, aunque es dificil de estandarizar porque el compuesto esta presente solo en pequefas
cantidades. Por esta razon, no existe un analisis quimico estandar confiable en el presente, para
la clasificacion de rutina y certificacion de varias caracteristicas toxicol6gicas encontradas en las
harinas de pescado.

Un nuevo método para determinar la calidad de las harinas de pescado, llamado andlisis
biotoxicoldgico, fue desarrollado en Chile. El método consiste en bioensayos de crecimiento para
evaluar los efectos toxicos que pueden ser causados por harinas de pescado. Este analisis fue
inicialmente desarrollado para evaluar el grado de toxicidad asociado con la presencia de
mollerosina, pero también detecta evidencias de ulceras asociadas con altos niveles de
histamina y otras sustancias que causan erosion de molleja en pollos. Este concepto ha hecho
posible certificar ingredientes, usados no solamente por la industria avicola, sino también por la
industria animal. La Fundacion Chile usa este método altamente estandarizado para certificar un
gran porcentaje de las harinas chilenas para mercados locales y foraneos (Tabla 5). Los analisis
consisten en alimentar pollos de un dia de edad con dietas conteniendo 50% de la harina de
pescado a evaluar, determinando la erosion de molleja después de 7 dias, obteniendo un valor,
que después es utilizado para clasificar las harinas de pescado en cuatro diferentes categorias:

Tabla 5. Clasificacion de harinas de pescado de acuerdo a su score biotoxicoldgico

Clasificacion Score
Normal 0.1a0.5
Bajo 05a10
Medio 1.0a15
Grave 1.5a3.0
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Los valores de score son utilizados en el mercado para comercializar las harinas de pescado
para diferentes especies animales de acuerdo con la sensibilidad de cada especie. Las harinas
de score normal (0.1-0.5) son usadas en Chile y otras naciones para los mercados avicola y
acuicola; harinas de score 0.1 a 0.8 son exportadas a los mercados avicolas Sudafricanos; las
harinas de score medio y bajo (0.8 a 1.5) son comercializadas para alimentos animales en
general, pero con algunas restricciones, ya que las harinas de score alto solo pueden ser
mezcladas con harinas de bajo score para obtener harinas de score comercializable.

Efecto de la inclusién de mollerosina en dietas para camardn

Para investigar el efecto de la mollerosina en P. vannamei se llevd a cabo un bioensayo de
crecimiento en camarones de 66mg con dietas conteniendo niveles crecientes de DL-mollerosina
(1, 3, 6 y 9 ppm). La inclusion de mollerosina incrementé significativamente la mortalidad adn a
niveles de inclusion bajos, probando la toxicidad de esta sustancia en camaron. A la luz de estos
resultados, asi como de las mortalidades observadas con las harinas de score medio evaluadas
en el mismo experimento, se decidid investigar de manera mas extensiva la toxicidad de las
harinas causantes de erosion de molleja en pollos.

INCLUSION DE MOLLEROSINA SINTETICA
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Figura 4. Efecto de la adicion de DL-mollerosina en camarén blanco Penaeus vannamei.
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Experimentos de harinas con diferente score

Tres diferentes lotes de harinas de pescado chilenas clasificadas por su score biotoxicolégico en
pollos, fueron probadas en bioensayos de crecimiento de camarén, digestibilidad in vivo y
tiempos de transito digestivo.

Tabla 6. Lotes de harinas Chilenas de pescado de diferente score biotoxicol6gico determinado en

pollos.
Nivel de toxicidad Normal Bajo Medio Alto
ler. Set Na 0.1 &Nb0.1 Mall&Mb1l4
2do. Set 0.1 0.9 1.3 2 (harina 1.3
sobrecalentada)
3er. Set 0.1 0.8 1.3 2.3

Al comparar la composicion de estas harinas de pescado se mostré que las harinas con el
mismo score presentaban grandes variaciones en algunos de los parametros de calidad quimica
(Tabla 7), especialmente en aquellos indicadores del grado de frescura de la materia prima
(histamina y contenido de &cidos grasos libres).

Estos tres lotes de harinas de pescado fueron evaluados incluyéndolos en dietas compuestas
isoenergéticas a diferentes niveles de inclusién (30 o 50%) y alimentando camarones P.
vannamei de diferentes clases de tallas. Cada lote fue evaluado en bioensayos de crecimiento
separados, durante 28 dias, usando diferentes tamafios de camaron para cada bioensayo. Solo

el lote 3 fue evaluado en camarones pequefios (0.1g) y grandes (1 g 6 méas grandes).

Tabla 7.- Andlisis quimico de las harinas de pescado experimentales del lote 3 (Base hiumeda).

Composicion(%) Score 0.1 Score 0.8 Score 1.3 Score 2.3
Humedad 8.4 7.9 8.6 6.5
Proteina 67.7 63.2 64.2 66.6
Grasa 8.4 8.5 9.2 10.8
Ceniza 15.3 20.1 17.1 15.5
Calcio 3.5 4.8 3.7 4.6
Fésforo 2.5 3.1 2.5 2.8
Cloruros 3.1 4.5 4.7 1.7
Histamina (ppm) 253 954 1542 208
TNV mg N/100g 103 102 110 74
Acidos grasos libres (%) 7.8 8.9 9.3 9.6
Digestibilidad de la proteina 96.6 95.4 96.2 95.1
Lisina disponible (g/100 proteina) 7.1 7.4 6.6 7.0
HPLC (ppm)

Histamina 283 1214 1897 245
Cadaverina 250 577 731 166
Putrescina 90 300 570 63
Tiramina 81 186 183 46
Fenilletilamina 42 100 128 36
Total de aminas 731 2247 3332 538
Presencia de vomito negro (VN) - - VN VN
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Efecto en Crecimiento y Tasa de Conversion Alimenticia

De las dos harinas de pescado con score alto, solo una (score 2.0 del lote 2) produjo una
reduccion significativa en el crecimiento. Esta harina de pescado fue producida por
sobrecalentamiento de la harina de pescado de score 1.3 del mismo lote a 100°C por 3 horas en
el laboratorio. Este tratamiento resulté en una reduccion significante de la digestibilidad y
también en un incremento significante y drastico de la tasa de conversion alimenticia (de 1.5 a
3.3). De esta manera, la degradacion de la proteina y por lo tanto la reduccién de su
digestibilidad, producida por el sobrecalentamiento, fue probablemente mas responsable del
efecto adverso en crecimiento, que el score biotoxicolégico.

De las 4 harinas de pescado de score mediano (1.0 - 1.5), solo con una (score 1.3 del lote 2), se
obtuvo una reduccioén significante en el crecimiento. Esta harina de pescado contenia altos
niveles de histamina (1425 mg / kg) y de acidos grasos libres (10.5%), como indicacion de una
baja frescura de la materia prima en el procesamiento de la harina de pescado, lo cual es
suficiente para explicar la reduccion en el crecimiento, como de acuerdo a las conclusiones
obtenidas para el efecto de frescura de la presente revision. Las otras harinas de pescado de
score medio, evaluadas en los otros bioensayos, no tuvieron efecto en crecimiento.

En camarones alimentados con harinas de pescado de score leve (0.8, 0.9 y 1.1), un pequefio
incremento en el crecimiento (no significativo) se observé con respecto al control (score 0.1).
Mas aun, una reduccion significativa en la tasa de conversion alimenticia fue encontrada para
harinas de pescado de toxicidad baja.

EFECTO DE HARINAS DE PESCADO CON DIFERENTE
SCORE EN Penaeus vannamei
Tasa de Crecimiento (%)
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Figura 5. Efecto de harinas de pescado con diferente score en Penaeus vannamei -Tasa de Crecimiento
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EFECTO DE HARINAS DE PESCADO CON DIFERENTE
SCORE EN Penaeus vannamei
Tasade Conversion Alimenticia
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Figura 6. Efecto de harinas de pescado con diferente score en Penaeus vannamei- Tasa de Conversion
alimenticia

Efecto en sobrevivencia de camarén

Con respecto a la sobrevivencia de los camarones, se observo que de los 5 experimentos
llevados a cabo, solo en los 2 bioensayos donde se usaron camarones pequefios, se
presentaron mortalidades significativas después de los 28 dias. Estas mortalidades fueron
observadas con 3 harinas de pescado de score medio (de scores 1.1y 1.4, incluidas al 30% en
la dieta, y de score 1.3 incluida a un nivel del 50% en la dieta), pero no para las harinas de
pescado de alto score. Dos de las harinas de pescado causantes de mortalidad (score 1.1 del
lote 1y 1.3 del lote 3), se caracterizaron por tener altos niveles de histamina (4840 y 1897 mg /
kg respectivamente) y acidos grasos libres (9.7 y 9.3 % respectivamente). Nuevamente, estos
valores indicaron la reducida frescura de la materia prima usada en el proceso, lo cual podria ser
la causa de la mortalidad encontrada en los camarones muy pequefios usados en los
bioensayos, como se observo en la parte 1 de esta revision.
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3.- DIGESTIBILIDAD in vivo E in vitro EN CAMARON, DE HARINAS DE PESCADO
Y SU CORRELACION CON LA DIGESTIBILIDAD EN SALMON

La digestibilidad es el método empirico 6ptimo para medir la disponibilidad de nutrientes de un
alimento. Un alimento formulado puede estar bien balanceado y contener todos los nutrientes
esenciales en la dieta, pero no producir un buen crecimiento porque los nutrientes no se
encuentran disponibles. El valor nutritivo verdadero de un alimento formulado depende en ultima
instancia de la biodisponibilidad de sus nutrientes y no simplemente de su composicion.

La digestibilidad del alimento recientemente ha tomado gran interés para los acuacultores debido
a la necesidad de disminuir los alimentos contaminantes (Cho et al.,, 1993; 1994; Lee y
Lawrence, 1997). Las regulaciones medioambientales estrictas sobre los efluentes y el alto costo
de tratamiento esta induciendo el desarrollo de alimentos altamente asimilables que resulten en
un reducido aporte de desechos de nitrégeno y fosfato. El uso de datos de digestibilidad de los
ingredientes permitira la formulacion de alimentos mas adecuados y menos contaminantes.

En contraste con otras especies, la digestibilidad en camarones ha sido muy poco estudiada y
practicamente no existen tablas de digestibilidad de los principales ingredientes utilizados en la
formulacién especialmente por la falta de estandarizacion en la metodologia del manejo de los
animales y las técnicas de recoleccion de heces.

La digestibilidad es afectada por dos de los principales factores de calidad que deben ser
considerados en las harinas de pescado utilizadas en alimentos para acuacultura: el tipo de
materia prima, en particular pescado entero o subproductos; y la temperatura y el tiempo de
exposicion al calor durante el procesamiento de secado (Pike, 1998).

La digestibilidad de la proteina tiende a disminuir cuando el contenido de ceniza se incrementa
en las harinas de pescado (Romero et al., 1994). El contenido de ceniza a su vez va a variar
dependiendo de la especie de pescado y si se esta usando pescado entero o subproductos. Las
harinas de pescado hechas de pescado entero, generalmente tienen un contenido de ceniza en
el rango de 10 a 20%. Las harinas hechas con harinas de subproductos de pescado que
contienen huesos, generalmente van a tener un contenido por arriba del 17%. Si el contenido de
ceniza es superior del 23%, la calidad de aminoacidos de la proteina es probablemente
disminuida.

Sin embargo, el principal problema con la calidad de la proteina se presenta con la aplicacién de
calor de manera excesiva durante el secado, dado que la calidad de la proteina puede disminuir
por efectos combinados de temperatura y del tiempo de exposicion (Pike y Hardy, 1997).

Las harinas de calidad estandar (FAQ) (secadas a temperaturas por arriba de 95 C) son
digeridas por cerdos y aves, pero no necesariamente por salménidos. Se ha desarrollado un
nuevo proceso involucrando un secado con calor indirecto para producir las llamadas harinas de
pescado de baja temperatura (LT), donde la digestibilidad de la proteina verdadera determinada
en Mink o en rata es mayor de 90%, y la digestibilidad de la proteina aparente en salmonidos es
arriba del 86%. Una harina de pescado estandar (FAQ) va a tener una digestibilidad verdadera
de aproximadamente 5 unidades menos, y harinas de pescado de menor calidad que han sido
sobrecalentadas pueden tener 10 unidades menos (80% de digestibilidad proteica en Mink).
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Las harinas de pescado LT van a promover un mejor crecimiento; por ejemplo, al comparar una
harina de pescado de baja temperatura y una harina estandar con una diferencia de 5 puntos de
digestibilidad, el crecimiento en salmén del Atlantico fue 15% mayor (Opstvedt, 1989 en Pike y
Hardy, 1997). En camarones la influencia de la digestibilidad de las harinas de pescado sobre
los rendimientos de produccién aun no es bien conocida.

Por otro lado, los productores de alimentos tienen que tomar decisiones rapidas cuando
compran, combinan o procesan ingredientes y solo tomaran los resultados de digestibilidad en
cuenta, si pueden disponer de métodos rapidos de evaluacion de digestibilidad. Esto indica la
necesidad de desarrollar métodos in vitro que den resultados que se correlacionen bien con los
resultados en camarones vivos, lo que justifica el desarrollo de este tema.

El trabajo en esta parte se presenta en 3 secciones: a) digestibilidad aparente in vivo,
usando 6xido de cromo, b) digestibilidad con métodos in vitro: pH Stat y método de Torry
modificado con pepsina, c) correlacion entre los resultados obtenidos en camaron, in vitro y

aquellos determinados in vivo en salménidos.
a) Digestibilidad aparente in vivo usando 6xido de cromo.

Un lote de doce harinas de pescado elaboradas con diferentes especies y procesos cuya
digestibilidad en salmoénidos y en Mink fue determinada en diferentes laboratorios del mundo
(Tabla 8 y 9) (incluyendo harinas de arenque de digestibilidad extrema, denominadas como la
539 y 163) y un concentrado proteico de pescado (CPSP), fueron proporcionados por la IFOMA
para evaluar su digestibilidad in vivo e in vitro en camarones. A estas muestras se adicionaron
nuevas muestras del primer lote de harinas de pescado usadas en los experimentos de frescura
de la materia prima.

Para la determinacién de la digestibilidad in vivo de las harinas de pescado se utilizé una dieta
de base con una férmula inspirada en el método propuesto por Cho et al. (1979), con un
porcentaje de 30% de la harina a evaluar.

El método de digestibilidad in vivo fue adaptado para camarones pequefios (1g) a través de una
modificacion del micrométodo Kjeldahl usando el equipo Tecator que permite utilizar una misma
muestra de heces para determinar contenido de proteina y de cromo (Nieto et al. 1997), con la
cual s6lo una muestra de 30 mg. de materia seca de heces es suficiente para medir la proteina 'y
el 6xido de cromo. De esta manera, se pueden obtener resultados a pocos dias de haber
colectado heces, aun con camarones relativamente pequefios, comparados con el tamafio
comunmente usado por otros investigadores para estudios de digestibilidad (15 a 25 g.)
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Tabla 8. Caracteristicas de las harinas de pescado experimentales

Harina Tipo de Frescura Harina Temp. | Tiempo de | Etq Secado
pescado entera/torta de secado
prensa
539/93 Herring <50 Harina entera - - 300 LT
163/94 Herring <90 H. Eg‘rfr:";‘g'de 300 Steam
CPSP Flat fish <50 - 100 - 250 Spray Drying
A 3481 Menhaden - Harina entera - 20 625 -
Taf-1 Sand Eel 50 Harina entera 70 165 500 | vacuum Disk Dryer
1431 Mackerel 40 Harina entera 70 180 300 | PCD Indd Steam
2204 Tobis 40 Harina entera 95 180 150 [ PCD Indd Steam
F 813 Capelin <50 - - - 200 | Indirect air- Hetland
F 815 Herring <50 - - - 200 | Indirect air- Hetland
3664 White fish offal 22 Harina entera 100 90 50 | Indirect steam dryer
11858 | Herring offal 285 Harina entera 430 20 |a00| Mot aibfy‘;tf‘ Disc
1986
2002
Bad Anchoveta 50 - - - LT
Good Anchoveta 14 - - - LT
Medium Anchoveta 30 - - - LT
Tepual* Jurel - - - -

La harina Tepual fue proporcionada por Inual-Tepual, Santiago Chile y se usoé en la dieta de referencia.

Tabla 9. Resultados de digestibilidad aparente de la proteina en Mink (proteina verdadera), salmén y
trucha (digestibilidad aparente) de las harinas de pescado experimentales.

Harina | Mink | A B C D E
539/93 | 925 | 95.6 | 95.2 | 88.3 | 89 | 90.7
163/94 | 83.9 | 94.7 |89.7 | 77.4 | 76.3 | 79.5
CPSP ---- |1 97.9]197.3|88.3| 89 |89.8
A3481 [ 83.1 | 88 |87.9|76.2]|80.6|83.1
Taf-1 91.6 | 95.3]93.9(859(87.5] 88.8
1431 87 1924|922 (83.7(83.7]86.5
2204 89 |89.6|922(79.1[829]84.5
F 813 83.4 | 87.1]|93.3/83.9|86.2|84.4
F 815 947 |1 95.8 |96.3 [ 88.6 [ 89.5] 90.5
3664 85.1 | 95.7|94.4 843 | 87 | 89.9
11858 | 92.4 [90.7| 92 |83.9|855| 855
1986 88.2 | 95.9 | 94.6 | 85.5 | 85.7 | 85.4
2002 86.2 | 96.3|93.7 | 85.2 | 86.1 | 89.4
Bad 89.8 | ---- | ---- | o= | - | -
Good 914 | - | | - | - | -
Medium | 89.7 | - | - [ - | - | -

A.- trucha FC, Washington, B.- trucha Strip, Fundacién Chile, C.- salmén Strip, Fundacién Sunndalsora, D.- salmén Strip, ARC-
Nutreco, E.- salmén Strip, ARC- Nutreco, (FC= Fecal collection- recolecta de heces; S=strip=masaje abdominal)
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Los resultados de digestibilidad de proteina y de materia seca de estas harinas mostraron que
los camarones son muy sensibles en términos de digestibilidad a la calidad de la harina de
pescado (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de digestibilidad in vivo de las dietas y harinas de pescado (las harinas de
pescado se incluyeron al 30% en la dieta de referencia).

Dietas Ingredientes
Dieta | Digestibilidad de | Digestibilidad de | Proteina% Id.# Digestibilidad de Digestibilidad de
Id.# materia seca proteina materia seca proteina
(DMSD) (DPD) (DMSHP) (DPHP)
Media sd | Media sd Media sd | Media sd
6 83.43| ef [ 0.27 | 91.42 | efg | 0.36 74.2 539/93 |81.28| de | 0.90 | 88.22 | ef | 0.68
1 75.68| a [ 116 | 84.13 | a | 0.84 74 163/94 [56.03| a | 3.78 | 75.84 a | 163
2 8453| f [ 1.07| 94.00 [ h | 0.44 73.5 CPSP |84.93| e | 3.47 | 98.74 h ] 0.88
9 82.92| ef [ 0.32 | 89.97 [ def| 0.84 63.6 A3481 |79.51( de | 1.08 | 85.27 | cde | 1.73
11 83.50| ef | 0.39 | 90.70 | def | 0.74 72.1 TAF 81.47| de | 1.31 | 87.47 | def | 1.43
7 80.01| ¢ [0.71| 86.99 [ b | 0.99 72.1 2204 [69.80| b | 2.37 | 79.82 1.93
13 [82.65|def| 1.32 | 90.96 | def [ 1.20 69.2 1431 |78.64|cde| 4.40 | 92.20 g 2.43
10 (84.33| f | 1.71| 9294 | gh | 1.05 73 F813 ([84.27| e | 5.64 | 95.98 h 2.07
12 (83.61| ef | 0.88 | 91.81 | fg | 0.63 74.8 F815 (81.83| de | 295| 91.02 | fg | 1.20
3 77.86| b [ 1.08 | 89.49 | de | 0.97 64.2 3664 (62.30| a | 3.67 | 83.71 | bcd | 1.99
5 80.73| cd | 1.22 | 90.32 | def | 0.38 70.4 11858 |72.07| bc | 4.13 | 86.46 | cde | 0.75
8 80.34| ¢ [ 0.57 | 87.24 | bc | 0.81 70.1 1986 |71.05| b | 1.88 | 81.21 b 1.60
4 80.30| ¢ [ 1.94| 87.56 | bc | 1.79 68.4 2002 (70.92| b | 6.42] 8261 | bc | 3.60
14 (81.72|cde| 0.89 | 90.52 | def | 1.29 65.8 Bad |75.37|bcd| 3.01 | 88.96 | efg | 2.65
15 (82.03|cde| 1.24 | 89.02 | cd | 1.69 69.6 Good |[76.53|bcd| 4.17 | 85.55 | cde | 3.37
16 (80.77| cd | 2.06 | 88.95 | cd | 1.77 67.7 Medium |72.16| bc | 7.02 | 86.49 | cde | 3.60
17 (84.36| f | 0.31| 91.61 | fg | 0.29
Prob. ANOVA | P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001

Los diferentes superindices indican diferencias estadisticas significativas a una probabilidad < 0.05. s.d. =
Desviacion estandar. n=3

La digestibilidad de la proteina varié entre 84.1 y 94.0% para las dietas y entre 75.8 y 98.7%
para las harinas de pescado. Las digestibilidades mas altas se obtuvieron con el hidrolizado
CPSP (98.7 %) y la harina de pescado 539 (95.98%) y las digestibilidades mas bajas con la
harina 163 (75.84%). Es interesante remarcar que la harina de pescado con baja frescura de la
materia prima (BAD) tuvo una mejor digestibilidad que la harina de buena frescura,
probablemente debido a la hidrélisis ocurrida durante la descomposicion de la materia prima.

En lo que respecta a los coeficientes de correlacion obtenidos entre las digestibilidades in vivo
en camarén y las digestibilidades in vivo en otras especies, se ha observado que las
digestibilidades de salménidos (C y D) poseen buenas correlaciones (r =0.5-0.7) con las cuatro
determinaciones de digestibilidad en camaron, no asi para el Mink (Tabla 11).
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Tabla 11.- Coeficientes de determinacién obtenidos entre la digestibilidad en camarén y las
digestibilidades de diferentes especies (*P£0.05)

Mink [ Trucha A | Trucha B | Salmén C | Salmén D | Salmén E
DMSD | 0.3572 | -0.1292 0.3913 0.5028* 0.6204* 0.4588
DPD 0.3005 | -0.0401 0.5114* 0.6002* 0.7161* 0.5721*
DMSHP | 0.3524 | -0.1267 0.3872 0.4990* 0.6106* 0.4484
DPHP 0.2075 | -0.0248 0.5080 0.5741* 0.6212* 0.4666

DMSD-= digestibilidad de la materia seca de la dieta, DPD= digestibilidad proteica de la dieta, DMSHP= digestibilidad de la
materia seca de la harina de pescado. A,B,C,D,E,= digestibilidad in vivo en salménidos y DPHP= digestibilidad proteica de la
harina de pescado,

b) Digestibilidad in vitro. Método de pH Stat.

Se usaron extractos de enzimas de hepatopancreas de camarén con el método pH Stat, el cual
ya habia sido probado como un método con buena correlacién con la digestibilidad in vivo en
camaron (Ezquerra et al., 1997) o en salmén ( Dimes y Haard, 1994).

Durante los estudios de digestibilidad in vitro se observo que las harinas de pescado contenian
rangos muy amplios de proteina soluble. El grado de hidrdlisis obtenido con el pH Stat (corregido
con el blanco sin enzima) presenté un rango de 10.2 a 29.04% para las dietas y de 13.6 a 35.4%
para las harinas de pescado (ver Tabla 12). Otra vez el valor mas alto se obtuvo para el CPSP,
pero la clasificacion para las harinas de pescado con las digestibilidades in vivo no se conservé

de manera perfecta.

Tabla 12. Grado de hidrdlisis (GH) de las dietas y harinas de pescado.

Dieta | GHCor sd [ GH sd | Haring GHCor sd | GH sd
Id # Dieta Dieta Id# | harina harina
% % % %

6 17.48 |bcd 5.75| 18.95 |b 5.75|539/93 | 22.91 |ef [0.96( 26.05 |cd 0.96
1 19.53 |cde 0.99| 23.36 |cde [0.99]|163/94| 1358 |a [0.82| 21.61 |a 0.82
2 29.35 |g 0.48| 29.51 |g 0.48| Cpsp | 29.26 |g |0.56| 30.79 |f 0.56
9 19.53 |cde 1.15| 23.79 [cde [1.15| A3481 | 19.93 (cde [1.38| 25.81 |bcd |1.38
11 17.35 |bc 1.40| 20.58 |bc 1.40( TAF 17.62 |bc [1.37| 24.09 |bc 1.37
13 10.19 |a 0.15| 13.20 |a 0.15| 1431 | 23.69 |f 0.40| 30.53 |f 0.40
7 20.62 |cdef ]0.94| 22.02 |bcde [0.94| 2204 | 17.34 |bc |[1.70| 24.10 |bc 1.70
10 15.80 |b 2.35| 18.79 |b 2.35| F813 | 22.69 |[def |0.00| 30.09 |ef 0.00
12 23.72 |f 0.06| 25.16 |def [0.06| F815 | 19.04 |bc [2.84| 23.22 2.84
3 23.68 |f 2.14| 27.38 |fg 2.14| 3664 | 35.42 |h |0.27| 39.60 |g 0.27
5 20.68 |def 1.48| 25.23 |ef 1.48| 11858 | 22.64 |def [0.67| 26.59 |cd 0.66
8 20.83 |ef 2.25| 23.17 |cde |2.25| 1986 | 20.22 |cde [2.43| 25.92 |bcd |2.43
4 21.11 |df 0.52| 22.56 |cde [0.52| 2002 | 18.94 |bc [0.28| 25.15 |bcd |0.28
14 17.62 |bcd 1.01| 20.60 |bc 1.01| Bad 19.58 |cde [0.45| 26.54 |cd 0.45
15 17.26 |bc 0.44| 21.39 [bcd [0.44| Good | 16.36 |[bc |2.72]| 23.24 |b 2.71
16 20.39 |cdef [0.68| 24.46 |def |0.68|Medium| 19.74 |cde [1.30| 28.02 |de 1.30
17 11.54 |a 0.47| 15.18 |a 0.47| Tepual | 17.62 |bc |0.65| 24.55 |bc 0.65

n=3, s.d.= desviacién estandar. G.H, cor= grado de hidrdlisis corregido = grado de hidrdlisis fina - grado de autohidrélisis de
la harina de pescado durante la incubacion en agua destilada sin la adicién de extracto enzimatico.




Determinacion de digestibilidad con pepsina (Torry modificado)

La Tabla 13, muestra los valores de digestibilidad con pepsina, obtenidos para cada harina y
dieta con la técnica del A.O.A.C. modificada por Torry.

La determinacion de la digestibilidad in vitro usando pepsina (AOAC, Torry modificado) presentd
un rango de 62.67 a 91.14% para las dietas y de 42.69 a 98.91% para las harinas de pescado
cuando los valores fueron corregidos con el blanco (incubacion sin enzima) y de 40.86 a 84.67%
para las dietas y de 25.55 a 91.73 para las harinas cuando el valor no fue corregido por el
blanco.

Los resultados obtenidos, relativamente bajos al compararlos con la literatura, podrian deberse a
la concentracion de las enzimas usadas y que en otros estudios ésta fuera mayor, o a que la
actividad de la enzima utilizada no fuera la actividad marcada en la etiqueta de reactivo. La
modificacion del laboratorio Torry, de usar la enzima diluida (0.0002%), reduce ligeramente los
resultados, pero al mismo tiempo el método se hace mas sensible. Es posible que el método
usado por otros autores no sea el Torry modificado o que no se haya corregido el valor con el
blanco, estos analisis se estan corriendo nuevamente en nuestro laboratorio con enzimas de
actividad conocida.

Tabla 13.- Resultados de digestibilidad con pepsina de las dietas y harinas de pescado sin corregir
(Torry mod.).

Dietas Dig. con pgpsina de la sD | Harina Dig. con pepsina de la sD
dieta harina
6 74.66 cdef [5.82| 539 84.67 f | 1.83
1 62.67 a |4.15| 163 42.69 a | 0.73
2 80.76 efgh | 0.73| Cpsp 98.91 g | 0.02
9 79.22 defgh [ 0.68 | 3481 76.49 def | 14.10
11 84.91 ghi | 0.06| TAF 81.87 ef | 2.08
13 85.72 hi |1.63| 1431 82.99 ef | 1.17
7 71.32 bed | 2.57| 2204 59.95 b | 0.00
10 77.27 defg [ 0.72| 813 74.09 cde | 0.92
12 82.70 fgh |2.03| 815 86.31 f | 1.96
3 80.19 efgh [ 0.99 | 3664 67.30 bed | 2.70
5 64.08 ab |1.61( 11858 68.68 becd | 0.34
8 91.14 i 2.37| 1986 73.02 cde | 5.82
4 74.18 cde | 4.63| 2002 68.58 bed | 1.18
14 83.85 ghi |3.80 Bad 77.41 def | 5.45
15 73.14 cde | 3.00| Good 63.00 b | 2.68
16 68.93 abc | 9.19 | Medium 66.30 bc | 0.74
17 78.48 defgh | 0.15 | Tepual 81.19 ef | 5.35

Los diferentes superindices indican diferencias a una probabilidad de P < 0.05.
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Correlacion entre los resultados obtenidos con éstas metodologias y aquellos
determinados en salmonidos.

Los resultados obtenidos para las 15 harinas de pescado con el método pH Stat fueron
comparados con aquellos obtenidos con el método de pepsina y con los métodos in vivo en
camaron y en salmoénidos (datos aportados por IFOMA).

Cuando se hace una regresion entre el grado de hidrélisis de la harina de pescado y la
digestibilidad de la proteina de la dieta en Penaeus vannamei, se obtiene un coeficiente de
correlacion mejor para los valores de grado de hidrdlisis corregidos( %GH cor) que para los no
corregidos (r= 0.51 vs. R= 0.38 respectivamente, n= 16). Pero esta correlacion se mejora cuando
2 harinas con alto contenido de ceniza y bajo contenido de proteina (3664 y A3481) fueron
omitidas, obteniendo una alta significancia (r=0.80, p=0.0006, n=14) (Figura 7). Usando estos
datos la siguiente ecuacion de regresion fue determinada: Y=60.919 + 1.2965*(% GH cor de la
harina de pescado).

GH corr de la harina de pescado vs DPHP en
camaron
105.0 7 y = 1.2965x + 60.918
100.0 T R®=0.6434
R r=0.80
S 950 p=0.0006
\O =
5 900 T n=14
5
o 850 T
c
(¢}
a 800 T
I
&5 750+
70.0 T
65.0 1 1 1 |
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
DH cor de la harina de pescado %

Figura 7.- Regresion lineal obtenida entre el grado de hidrdlisis corregido (GH cor) de la harina de pescado
y digestibilidad proteica de las harinas eliminando 2 harinas con alto contenido de ceniza y baja proteina.

Una vez establecida la ecuacion de regresion se determind la digestibilidad proteica in vitro a
partir del grado de hidrdlisis de la harina (Tabla 14), como podemos observar la diferencia
maxima del valor de prediccién con respecto a la digestibilidad in vivo es de alrededor de 6 %.

316



Tabla 14. Resultados de digestibilidad/proteica de las harinas de pescado calculada a partir de la
ecuacion DPHP calculada = 60.919 + 1.2965*(% GH cor de la harina de pescado).

Harina Id # DPHP DH cor de la Harina | DPHP calculada | Residuales
F815 91.02 19.04 85.60 5.42
539/93 88.22 22.91 90.62 -2.40
163/94 75.84 13.58 78.53 -2.69
CPSP 98.74 29.26 98.86 -0.12
F813 95.98 22.69 90.34 5.64
2204 79.82 17.34 83.40 -3.59
TAF-1 87.47 17.62 83.76 3.71
11858 86.46 22.64 90.27 -3.80
1986 81.21 20.22 87.13 -5.93
GOOD 85.55 16.36 82.13 3.43
1431 92.20 23.69 91.64 0.56
2002 82.61 18.94 85.47 -2.87
MEDIUM 86.49 19.74 86.51 -0.02
BAD 88.96 19.58 86.30 2.66
3664 83.71 35.42
A3481 85.27 19.93

Al comparar los resultados de digestibilidad con pepsina, corregidos y no corregidos, se encontré
que los valores no corregidos presentaron una mejor correlacion con la digestibilidad in vivo
(Figura 8). La digestion en acido sin enzima (blanco) fue tan elevada como 57% en el caso del
CPSP y tan baja como 12.8% para la harina de pescado 163, con un promedio entre 15y 20%.
La hidrdlisis acida entonces juega un papel importante en la digestion de la proteina usando este
método.

Digestibilidad con pepsina vs DPHP en camarén

y=59.55 + 0.3726 x

¥ 105,0 + r=0.823
~ . r2=0.677
S 950 + p=0.00008
@ _

E 850 n=16
@

o

c 75,0 +

o

o 1

O 65,0

[a

d 550 | | | |

30,0 50,0 70,0 90,0 110,0

Dig. con pepsina en harina 2 %

Figura 8. Regresion lineal obtenida con la digestibilidad con pepsina y con la digestibilidad in vivo en
camarén.
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La digestibilidad in vitro de la proteina de la harina de pescado usando pepsina no corregida con
el blanco, dio una correlacion significativa para uno de los cuatro valores de digestibilidad in vivo
en salmones, para todos los parametros de digestibilidad in vivo para camarén y también para la
digestibilidad in vitro usando el método de pH Stat. La digestibilidad de camardn entonces se
correlacion6 bien con la digestibilidad de salménidos.

No se esperaba que la pepsina pudiera tener una correlacion tan buena con la digestibilidad in
Vivo en camarones, sin embargo se encontrd que trabajaba ain mejor que el método pH Stat
usando las propias enzimas del camarén.

Una posible explicacion de éstos resultados es que la parte de la proteina soluble dietaria sea
probablemente perdida por lixiviacion en el agua antes de ser ingerida y parcialmente absorbida
por el camardn apareciendo como digerida en los resultados de digestibilidad aparente in vivo.

Efecto de la talla de los camarones en la digestibilidad

Se compararon los resultados de digestibilidad obtenidos por el método in vivo en camarones
pequefios(1,0.4 o 1.2 g) con los obtenidos en camarones grandes (17g, procedimiento
experimental presentado por Cuzon y Aquacop), se observé que la digestibilidad es mayor
mientras mayor es la talla de los camarones y que la sensibilidad de los camarones pequefios es
mayor que la de los camarones grandes, porque el rango entre los valores de digestibilidad
bajos y altos es mayor para camarones pequefios que para camarones grandes.

Esta observacion se realizé sobre dos harinas de arenque (163/94 y 539/93) las cuales fueron
producidas a partir de la misma materia prima pero procesadas a alta y baja temperatura
respectivamente, y con diferencias en su digestibilidad proteica en Mink por cerca de 10
unidades (Tabla 15).

Tabla 15. Digestibilidad aparente in vivo (%) de la proteina de dos harinas de pescado en diferentes
especies y tamafios de camaron.

Harina de Harina de
pescado # 163 pescado # 539
Mink (IFOMA) 84 95
17g P. stylirostris (IFREMER) 81 94
1g P. vannamei (UANL) 41 83
0.4g P. vannamei (UANL) 66 106
1.2g P. stylirostris (UANL) 59 95

Los resultados con los camarones grandes (17g) fueron similares a los obtenidos en Mink,
mientras que los resultados con los camarones pequefios presentaron una diferencia mayor
entre las digestibilidades de las dos harinas.

Estos datos sugieren que los camarones pequefios son mas sensitivos que el Mink.
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Conclusiones

El camardn es una especie sensible a la calidad de la harina de pescado en términos de
digestibilidad.

La digestibilidad in vitro con enzimas de camarén usando el método pH Stat predice con cierta
precision la digestibilidad de una fuente proteica. El método y la correlacion con la digestibilidad
in vivo pueden optimizarse.

Se recomienda el uso de harinas de pescado de mas de 85% de digestibilidad, lo que
corresponde a harinas comerciales de contenido de ceniza inferior a 15% y secadas a baja
temperatura.

Contrariamente a lo esperado, la digestibilidad in vitro con pepsina usando el método Torry
modificado, da una excelente correlacion con la digestibilidad in vivo en camaron.

Los camarones mas pequefios son mas sensibles probablemente porque presentan una
actividad enzimatica menor que los camarones adultos y un tiempo de transito mas corto.

Los resultados de digestibilidad pueden predecir indirectamente la capacidad de un alimento o
ingrediente para producir buenos rendimientos en camaron, siempre y cuando, los niveles de
proteina cruda no sobrepasen el requerimiento de proteina, la formulacidon no sea deficiente y
tenga algin nutriente esencial limitante, y no contenga un porcentaje elevado de ingredientes
hidrolizados o predigeridos. Se recomienda complementar este parametro de calidad con otros
como excrecién amoniacal, perfil de aminoacidos, proteina soluble y sobre todo, pruebas de
crecimiento en medio controlado.

4.- EFECTO DE LA RANCIDEZ OXIDATIVA EN ACEITES Y HARINAS DE
PESCADO

Para el camardn y otras especies acuaticas marinas, la calidad nutricional de lipidos
proporcionados por harinas y aceites de pescado esta en funcion directa con su contenido de
acidos grasos poli-insaturados (AGPI), especialmente aquellos insaturados en posicion w3, los
cuales son parte de los requerimientos esenciales. La cantidad de estos AGPI w3 depende de
varios factores:

1) Tipo de materia prima: algunas especies como la anchoveta y el menhaden tienen un
contenido mas alto que AGPI w3 que otras especies, como el arenque y la capelina. La estacion
también es importante debido a que el pescado en invierno puede tener un contenido menor de
AGPI w3.

2) Ocurren dos tipos de degradacion durante los diferentes pasos de elaboracion de la harina
y el aceite de pescado:

Rancidez hidrolitica. Durante el almacenamiento de la materia prima, las enzimas presentes
en bacterias principalmente hidrolizan las grasas en &cidos grasos libres. Este proceso
practicamente se detiene después del cocimiento del pescado. Por lo tanto, el porcentaje de
acidos grasos libres es una indicador de la frescura de la materia prima antes del proceso.
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Rancidez oxidativa. Durante el proceso de secado, las acciones combinadas del oxigeno y
del calor producen radicales de acidos grasos y luego radicales peroxidos, moléculas muy
activas que van a propagar la reaccion creando nuevos radicales de acidos grasos, productos
intermediarios como peréxidos, o productos finales como cetonas y aldehidos, conocidos por su
mal sabor y olor. La cuantificacion de peroxidos es Util para monitorear la rancidez oxidativa en
progreso, mientras que el &cido tiobarbitdrico (TBA) y el valor de anisidina permiten medir la
acumulacion de los productos finales.

Hay pocos experimentos sobre los efectos de la rancidez oxidativa en alimentos para camaron.
Liao (1992) ha descrito en Taiwan una enfermedad conocida como la enfermedad del camar6n
rojo descolorido en la cual los camarones alimentados con desechos de pescado rancio
presentan una atrofia en el hepatopancreas antes de morir. En Filipinas, De la Cruz et al. (1989),
estudiaron en P. monodon las consecuencias de la oxidacion del alimento durante el
almacenamiento en condiciones tropicales. Ellos almacenaron un alimento (particularmente rico
en grasa: 17%) durante 10 semanas a 0, 10, 28 y 40 C, y encontraron que los alimentos rancios
disminuian el crecimiento y eventualmente provocaban mortalidades asociadas con lesiones
necréticas en el hepatopancreas. Koshio et al. (1994a) mostré que el aceite de higado de
pescado medianamente oxidado (valor peréxido = 50 meg/kg) tuvo un pequefo efecto en P.
japonicus, pero un efecto detrimental en el crecimiento de peces, especialmente si la dieta era
deficiente en vitamina E (Koshio et al., 1994b; en Pike 1998).

Los experimentos que se describen a continuacion fueron disefiados para determinar cual podia
ser el nivel de oxidacion maximo aceptable en el aceite de pescado para camar6n, en presencia
de vitamina E y etoxiquin, los cuales son antioxidantes naturales y sintéticos, para evitar
cualquier efecto en el crecimiento y en la tasa de conversion. El segundo objetivo fue determinar
los valores de los indicadores quimicos (peréxidos, TBA, y anisidina) causantes de algin efecto
toxico en el camaron.

Experimentos en rancidez oxidativa
Resultados

En el primer bioensayo, 3 niveles de oxidacién fueron evaluados con aceite de menhaden
suplementado en dietas experimentales: bajo, medio y alto con valores de peroxidos de 6, 50 y
100 meqg/kg de aceite respectivamente. Las muestras de aceite fresco, mediana y altamente
oxidados fueron incluidas en dietas suplementadas o no, con vitamina E (DL-a-tocoferol acetato
199 mg/kg dieta) en un disefio bifactorial 3x2. Un disefio factorial adicional 2x2 fue utilizado con
dietas conteniendo el aceite altamente oxidado, quitando el suplemento de etoxiquina en la
dieta. Los resultados sugieren que : 1) solo un alto nivel de oxidacién en el aceite de pescado
disminuye el consumo de alimento, y como consecuencia, el incremento en peso,
probablemente debido a la baja palatabilidad de los productos de oxidacion. Sin embargo cabe
mencionar que los altos niveles de oxidacion en los aceites de pescado comerciales son
escasos; 2) la falta de suplemento de vitamina E es responsable de fuertes mortalidades
(mayores al 40%) cualquiera que sea el nivel de oxidacién; mas aun, el uso de un aceite muy
fresco, conteniendo altos niveles de AGPIs tiende a incrementar el requerimiento de vitamina E;
3) un suplemento dietario de etoxiquin es util para evitar mortalidades (como protector de la
vitamina E del alimento) y para mantener el consumo del alimento y la ganancia en peso o el
crecimiento (como un protector de AGPI en el alimento); 4) la suplementacion de vitamina E en
la dieta se correlaciona con los altos niveles de vitamina E en el cuerpo del camarén y en el
hepatopancreas y viceversa (San Martin et al., 1995).
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Una atrofia hepatopancreatica (significativa) fue observada en los camarones sobreviventes a
los tratamientos sin suplemento de vitamina E, mientras que los camarones alimentados con
aceite oxidado en presencia de vitamina E tuvieron indices hepatosomaticos incrementados.
Esto sugiere que la mortalidad y las enfermedades asociadas con atrofia o lesiones
hepatopancreaticas reportadas en el caso de alimentos rancios, es probablemente causada
principalmente por deficiencias en vitamina E, y no por la toxicidad (atn no comprobada) de los
productos de oxidacion.

Un segundo bioensayo se llevd a cabo para establecer los valores de digestibilidad in vivo de los
alimentos usados en el primer bioensayo pero la digestibilidad no fue afectada por ninguno de
los factores mencionados anteriormente.

Las muestras de hepatopancreas, musculo y ojo fueron analizadas en su actividad de glutationa
peroxidasa. Esta enzima es un elemento clave del sistema de detoxificacion celular contra la
rancidez. La técnica fue adquirida en el laboratorio del CIAD (Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C.) de Hermosillo, Sonora con la Dra. Jean Wyatt, donde ensayos
preliminares demostraron por primera vez la presencia de la enzima glutationa peroxidasa en
camarones silvestres. La presencia de glutationa peroxidasa fue confirmada en camarones y su
actividad fue estudiada (rango 6ptimo de temperatura, efecto de congelacion de la muestra o del
extracto) (Ponce Ambriz, 1999 tesis de M.C. en progreso).

La rancidez oxidativa en las harinas de pescado fue evaluada en muestras de harina de
subproductos de enlatado de atin las cuales son disponibles en México, y son particularmente
propensas a la oxidacién, debido al alto contenido de hierro (agente pro-oxidativo) en el musculo
rojo. Los bioensayos se llevaron a cabo con muestras de harina de atin (HA) estabilizadas con
un antioxidante (etoxiquin) inmediatamente después de la produccion (HA fresca, con valor
peroxido PV= 9.8 meg/kg) o después de 180 dias de almacenamiento en refrigeracion a 4°C (HA
medianamente oxidada, PV= 47.6 meq/kg) o después de un periodo de almacenamiento
adicional de 21 dias a temperatura ambiental de verano (HA altamente oxidada PV=97.5
meg/kg). Una segunda fuente de variacion fue introducida fortuitamente debido a las
proporciones variables de hueso en las muestras adyacentes tomadas en la planta procesadora
para la harina de atun fresca (28% de ceniza) y la harina de atin mediana y altamente oxidada
(21%). Las harinas de atin y una harina de pescado Chilena usada como referencia, fueron
incluidas para aportar el mismo porcentaje de proteina, aproximadamente 20% en las dietas
experimentales (Tabla 16).

Las muestras de harina de atin sometidas a oxidacion gradual no produjeron diferencias
significativas en términos de consumo, crecimiento, tasa de conversion alimenticia y
sobrevivencia, aunque el consumo y el crecimiento fueron ligeramente menores para la harina
altamente oxidada, como se esperaba. El rendimiento del camardn fue significativamente mejor
con la harina de pescado Chilena (HPCH), y significativamente mas bajo con la dieta de base
carente de un suplemento con harina de pescado (Tabla 17).
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Tabla 16. Composicion de las dietas experimentales

. Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta
LIS Base | HPCH | HAF | HAMO | HAAO
HP Tepual, (composito 5) 18.220
Harina de Atin Fresca 21.400
Harina de Atun Median. Oxidada 19.820
Harina de Atun Altamente Oxidada 20.300
Harina de camarén (Tepual Chile) 5.018 4.000 4.000 4.000 4.000
Pasta de soya 29.190 | 23.270 | 23.270 23.270 |23.270
Gluten de trigo 10.037 | 8.000 8.000 8.000 8.000
Harina de trigo 47.907 | 38.422 | 35.655 36.446 | 35.888
Lecitina (F100 Central Soya) 6.381 6.802 6.381 7.151 7.232
Colesterol Solvay (Inve I) 0.233 0.250 0.242 0.250 0.250
Metionina 0.208 0.026 0.027 0.025
Mezcla vitaminica y mineral (INVE) | 1.000 1.010 1.000 1.010 1.010
Antioxidante (ETQ) 0.025 0.026 0.025 0.025 0.025
Total 100.000 | 100.000 | 100.000 [ 100.000 |100.000

Mezcla de Vitaminas y Minerales: Vit. A 1'000,000 [U/kg; Vit. B; 6,000 ppm; Vit. B, 2,500, ppm; Ca Pant. 7,500 ppm; Vit. Bg
7,500 ppm; Vit. By, 20 ppm; Vit. C 10,000 ppm; C PY P 10,000 ppm; Vit. K5 4,000 ppm; Vit. D3 800,000 IU/kg; Vit. E 15,000
ppm; Vit. K 100 ppm; Niacina 2,500 ppm; Ac. Fdlico 1,000 ppm; Co 500 ppm; Mg 0.001 %; Mn 4,000 ppm; Zn 10,000 ppm;
Cu 5,000 ppm; Fe 0.250 ppm; Fe 0.250 ppm; Se 25 ppm; | 500 ppm.

Tabla 17. Resultados del bioensayo a los 28 dias

Dieta Base HPCH HAF HAMO HAAO P
PesoInicial (§) ~ 0.507 £0.01  0.524+0.01  0.524+0.01 0.514 +0.01 0517+0.01  0.8684
Peso Final (g) 0.87+0.05° 1.30+0.07%®  1.09+0.08" 1.08 +0.17° 1.02+0.04°  0.0001

Consumo28 (g)  1.04+0.10° 1.61+0.02°  1.46+0.04® 1.37+0.19° 1.02+0.04°  0.0001
TC 28 (g) 70.90£9.9° 147.71+18"° 10858+12°  109.54+30.9°  98.07+11.6™  0.0001
TCA 28 2.93+04° 210+0.20* 259+ 0.30%® 2.63 + 0.95% 2.60+0.36®  0.0179
Sobrev 28 (%) 90.0 + 8.2 90.0+8.16  95.00%5.77 90.00 + 0.01 9250+50  0.7213

Los valores representan la media de cada parametro; n = 4 para cada dieta
Letras diferentes denotan diferencias significativas, en (p<0.05)
TC= tas de crecimiento, TCA= tasa de conversion alimenticia.

Inesperadamente la digestibilidad de la proteina, fue significativamente menor para la harina
fresca que para las harinas alta y medianamente oxidadas, sugiriendo que le afectdé mas el
contenido de ceniza que el grado de oxidacion de la grasa residual (Tabla 18).

Tabla 18. Digestibilidad aparente de las dietas experimentales.

DIETA (%) Base HPCH HAF HAMO HAAO
DMSD 84.53 + 1.06® | 86.35 + 0.06% [ 80.47 + 0.57" | 82.84 + 3.80 [ 83.67 + 0.06 ?°
DPD 88.96 + 0.39 °°|91.38 + 0.28 %[ 87.23+ 0.75°90.74 + 1.76 ** | 91.39 + 0.15°
DMSHP 94.50 + 0.37 *| 65.56 + 2.67° [ 75.97 + 19.22*| 80.26 + 6.65 *
DPHP 90.89+ 0.82%(75.11 +2.14"| 84.79 + 5.04% | 83.84 + 0.422

Los valores representan la media de cada parametro; n = 3 para cada dieta
El factor de conversion de proteina empleado fue de 6.25
Letras diferentes denotan diferencias significativas, en (p<0.05)
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Conclusiéon

Estos resultados confirmaron que el uso de aceites o de harinas altamente oxidados (pero
estabilizados) en dietas para camaron reduce el consumo de alimento como principal efecto.

Debe tenerse cuidado, entonces en no olvidar la importancia del uso de antioxidantes sintéticos
en la formula del alimento, ya que esto evita la destruccion de antioxidantes naturales como:
vitamina E, vitamina C y pigmentos carotenoides, cuya deficiencia produce alta mortalidad,
especialmente cuando los alimentos son suplementados con grandes cantidades de aceites o
harinas de pescado de alta calidad, ricos en PUFAs altamente oxidables.

5.-NORMAS DE CALIDAD DE HARINAS DE PESCADO PARA CAMARON
Frescura de la materia prima

Se ha demostrado que los camarones son generalmente sensibles a pequefas variaciones en la
frescura de la materia prima, por ejemplo de materia prima fresca a moderadamente fresca (TVN
entre 0 y 30 mg de N/100g de materia prima, histamina entre 50 y 1850 mg/kg para harinas de
anchoveta Sudamericana) (Tabla 19). La descomposicion de la materia prima produce una
disminucién en el consumo del alimento y en el crecimiento, mientras que la tasa de conversion
alimenticia no presenta una tendencia definitiva. En contraste, la digestibilidad aparente in vivo
se incrementa ligeramente en harinas de pescado elaboradas de anchoveta moderadamente
fresca o descompuesta.

Tabla 19. Sensibilidad de diferentes especies de camar6n a la frescura de la materia prima .

Significancia* Limite TVN Limite Limite
Especies =S Harina de Efe_c toen (mgN/100g en | Histamina | Cadaverina
(9) crecimiento - :
arenque materia prima) ppm ppm
310%
P. stylirostris  0.077 F>S +20% 5 2700 3200
Mortalidad

Harina de

anchoveta
P. stylirostris  0.072 F>MF&D 3 33% 30 1850 830
P. stylirostris 8.4 F>MF&D R 8-13% 30 1850 830
P. monodon 2.5 F>MF>D 3 20% 50 4700 1600
P.vannamei 0.9 F>MF&D 30 1850
P.vannamei 1.5 No significante R 8% ? 830
P.vannamei 7.6  No significante ?

F= fresco, MF= moderadamente fresco, D= descompuesto

Cuando comparamos harinas de pescado “especiales”: prime, LT etc. y harinas de pescado
standard (FAQ), el uso de harinas especiales de pescado parece recomendable con niveles de
TVN menores de 50mgN/100g particularmente para especies carnivoras como P. stylirostris, y
en una menor extension para P. monodon. En el caso de P. vannamei el uso de harinas de
pescado especiales parece justificarse solo en los estadios de desarrollo tempranos (peso <1g).
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Score biotoxicolégico

Aunque P. vannamei es sensible a la mollerosina sintética no es afectado negativamente por
harinas de pescado que producen erosion de molleja.

Las harinas de score biotoxicolégico medio o alto no afectan el crecimiento de los camarones y
la tasa de conversioén a priori, sin embargo, las harinas de pescado comerciales clasificadas por
su score biotoxicoldgico presentan considerables variaciones en algunos parametros de calidad
quimicos, especialmente aquellos que indican el grado de frescura de la harina (aminas
biogénicas y &cidos grasos libres). Cuando estos parametros presentaron valores altos, las
harinas de pescado con score medio causaron mortalidades significativas en juveniles de P.
vannamei (20-40% en 28 dias). Las harinas de pescado de score leve (entre 0.8 y 1.1)
produjeron una tasa de crecimiento y una tasa de conversién alimenticia ligeramente mejores
que las harinas de pescado con score normal (0.1) de la misma forma, que una mezcla de 2:1
de harina de score normal y alto.

El uso de harinas de pescado de score biotoxicologico leve, o de mezclas equivalentes, es por lo
tanto recomendado, siempre y cuando los indicadores de la frescura de la materia prima sean
adecuados.

Digestibilidad

El coeficiente de digestibilidad in vivo en camarones puede ser usado para seleccionar
diferentes lotes de harina de pescado comercial.

La digestibilidad de las harinas de pescado en camarén puede variar ampliamente segun el tipo
de materia prima utilizado y el tipo de secado usado.

Se recomienda el uso de harinas de pescado de mas de 85% de digestibilidad, lo que
corresponde a harinas comerciales de contenido de ceniza inferior a 15% y secadas a baja
temperatura

Los camarones mas pequefios son mas sensibles probablemente por que presentan una
actividad enzimatica menor que los camarones adultos y tiempos de transito digestivo mas
cortos, por lo tanto es necesario estandarizar metodologias entre laboratorios.

Rancidez de la harina y aceite de pescado

Siempre y cuando el nivel de oxidacion en aceites de pescado o en los lipidos extraidos de la
harina de pescado no exceda un valor medio (VP<50 meg/kg, un TBA<8mg Malonaldehido/kg,
un valor de Anisidina <52 Odx100) ningun efecto adverso debe ser esperado.

Con lipidos altamente oxidados (VP=1090meqg/kg, TBA 15 mg de Mal/kg, AV=183, Odx100) el
consumo de alimento disminuye, y como consecuencia el crecimiento, pero la tasa de
conversion alimenticia no es afectada.

Se debe poner énfasis en el uso de antioxidantes sintéticos y naturales en las férmulas de
alimentos para camaron para controlar la oxidacién durante el procesado y el almacenamiento
del alimento y evitar la subsecuente destruccion de los antioxidantes naturales dietarios, lo cual
puede provocar mortalidades importantes, de al menos 40% en pocas semanas.
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