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RESUMEN

La sustitucion de alimento vivo por alimento inerte trae como consecuencia la
necesidad de realizar esfuerzos en la investigacion para la busqueda de una
particula capaz de reemplazar eficazmente el alimento vivo. Dentro de este
contexto, nuestro principal objetivo es la obtencidn de dos tipos de microdietas
funcionales; microcdpsulas y microagregados de 50 a 100 pm de didmetro a los
cuales se les incorpord la levadura viva Debaryomyces hansenii como probidtico.
Las microcapsulas fueron elaboradas mediante gelificacion interna con alginato
de calcio al 2% y una inclusién de levaduras equivalente a 10° UFC/g. Por otro
lado, se elaboraron dietas microagregadas partiendo de dos alimentos
microparticulados (experimental y BERNAQUA®), a los cuales se les incluy¢ la
levadura mediante aspersion utilizando aceite de higado de bacalao y alginato
al 2% como ligantes. Una vez elaboradas las microdietas, se analizé la
capacidad de hidroélisis de dichas formulaciones mediante digestibilidad in vitro
de proteinas, lipidos y polisacaridos. Dichos analisis fueron realizados
utilizando extractos crudos del sistema digestivo de ejemplares juveniles de 2
especies de peces marinos con gran potencial para acuicultura: cabrilla arenera
(Paralabrax maculatofasciatus) y pargo amarillo (Lutjanus argentiventris). Nuestros
resultados mostraron que el grado de hidrolisis del ligante se encuentra
relacionado con los hébitos alimenticios de la especie, ya que para el pargo
amarillo se encontr6 un mayor grado de hidrolisis en los microagregados
elaborados con aceite de higado de bacalao en la digestibilidad in vitro de
polisacaridos y en la digestibilidad in vitro de proteinas los microagregados con
inclusion de levadura con aceite y alginato no mostraron diferencia significativa
(P >0.005). Mientras que para la cabrilla arenera el mayor grado de hidrdlisis se
encontré en los microagregados elaborados con alginato al 2 % en la
digestibilidad in vitro de polisacaridos, mientras que en la digestibilidad in vitro
de proteinas no se observaron diferencias significativas entre los
microagregados. Por otra parte, la mejor técnica para la encapsulacion de las
levaduras vivas es la gelificacion interna con alginato de calcio, utilizando
hidrolizado de calamar como atractante, ya que este ingrediente confiere una
mayor digestibilidad in vitro de proteinas en ambas especies.

Palabras clave: Paralabrax maculatofasciatus, Lutjanus argentiventris, probioticos,
levaduras, = Debaryomyces  hansenii, =~ microcapsulas, = microagregados,
digestibilidad in vitro, hidrdlisis.



ABSTRACT

Substitution of live prey by inert food has resulted in the need for a major
research effort for finding a particle capable for an effectively replacing live
feed. Within this context, our main objective is to obtain two types of functional
microdiets; microcapsules and microbound under 50 to 100um in diameter,
which were supplemented with live yeast Debaryomyces hansenii as probiotic.
Microcapsules were prepared by internal gelling calcium alginate 2% and an
inclusion of yeast equivalent to 10° CFU/g. Furthermore, microbound diets were
prepared using two types of microparticulate diets (experimental elaborated
diet and a commercial diet BERNAQUA®), which were included with yeast by
spraying using cod liver oil and 2% alginate as a binder. Once developed the
microdiets, their proteins, lipids and carbohydrates in vitro hydrolysis were
analyzed. Such analysis was performed using crude extracts of the digestive
system of juvenile spotted sand bass (Paralabrax maculatofasciatus) and yellow
snapper (Lutjanus argentiventris) which represent two species with great
potential for marine aquaculture in northwest of Mexico. Our results showed
that the degree of hydrolysis of the binder is related to the feeding habits of the
species, for the yellow snapper we found a higher degree of polysaccharide
hydrolysis in microbound made with cod liver oil, protein digestibility of
microbound including oil and yeast with alginate showed no significant
difference (P > 0.005). The spotted sand bass showed the higher polysaccharides
in vitro hydrolysis in microboud made with 2% alginate, whereas the protein in
vitro digestibility showed no significant differences between microbounds.
Moreover, the best technique for the encapsulation of live yeast is the internal
gelling calcium alginate, using squid hydrolyzate as atractante, since this
ingredient gives a higher in vitro digestibility of protein in both species.

Key words: Paralabrax maculatofasciatus, Lutjanus argentiventris, probiotics, yeast,
Debaryomyces hansenii, microcapsules, microabound, in vitro digestibility,
hydrolysis.
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1. INTRODUCCION

Durante la ultima década, muchos paises de América Latina han incrementado
el interés por el cultivo de peces marinos. No obstante, a pesar del potencial
existente para la acuacultura marina, la produccion de peces en granjas de agua
salada es auin limitada, ya que es una nueva actividad en esta region (Garcia-
Ortega, 2008) y debido a que la produccion de especies de peces marinos para
acuicultura depende enormemente de la habilidad de criar exitosamente el

estadio larvario (Lazo et al., 2007).

El suministro de larvas de peces marinos de buena calidad para la acuicultura
ha mejorado en afios recientes debido a los avances tecnologicos y cientificos.
Sin embargo, para muchas especies, la produccion masiva de juveniles sigue
estando obstaculizada por el conocimiento limitado de los requerimientos
nutricionales y al pobre conocimiento de la fisiologia digestiva y nutricional en
las larvas, ya que estos aspectos son esenciales para el reemplazo efectivo del
alimento vivo por microdietas inertes (Conceigao et al., 2007). Por ello, se en este
trabajo se pretende elaborar dietas microagregadas suplementadas con
levadura D. hansenii, asi como la encapsulacion de la misma y determinar la
digestibilidad de ambos tipos de microdietas utilizando métodos in vitro con
extractos digestivos de cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) y pargo

amarillo (Lutjanus argentiventris).

1.1 BIOLOGIA LARVAL

El periodo larvario comprende tres fases; preflexion, flexion y posflexion, que
abarcan desde la absorcion del saco vitelino hasta el desarrollo completo de los
elementos de aletas pares e impares (Ortiz-Galindo, 1991). Con lo que respecta a
la alimentacion, el desarrollo del tracto alimentario presenta cambios

morfoldgicos, fisiologicos e histologicos que estan sincronizados por procesos



genéticos y ambientales, asi como también por la influencia de los niveles de

algunos nutrientes incorporados en la dieta (Alvarez-Gonzalez, 2003).

a) Ontogenia digestiva en larvas de peces marinos

Los estudios relacionados con el desarrollo ontogénico del tracto digestivo en
larvas de peces marinos, representan un paso inicial para la identificacion e
implementacion de nuevas alternativas alimenticias para éstas, permitiendo la
identificacion de los componentes morfologicos implicados en la digestion,
junto con los estudios enzimoldgicos, los cuales permiten tener el conocimiento
del momento propicio para el reemplazo alimenticio en las larvas (Pena et al.,

2003).

El tracto digestivo en larvas de peces marinos se encuentra pobremente
desarrollado al momento de la eclosidn (Sarasquete et al., 1993), y la mayoria de
las especies marinas potenciales para acuicultura cuentan con un sistema
digestivo inmaduro al momento de la alimentacion exogena (Pena et al., 2003;

Rennestad et al., 2007).

El grado de ingestion y digestion durante la etapa larval, asi como la eficiencia
de asimilacion, se van adaptando para optimizar el crecimiento de la larva
(Sarasquete et al., 1993); mas aun, el higado, pancreas y vesicula biliar se
encuentran diferenciados al momento de la eclosion y son funcionales antes de
la primera alimentacion en muchas especies de peces marinos (Govoni et al.,
1986; Boulhic y Gabaudan, 1992; Segner et al., 1994; Kurokawa y Suzuki, 1996;
Ribeiro et al., 1999). Sin embargo, en muchos teledsteos el estdbmago y los ciegos
piloricos no se encuentran desarrollados sino hasta el momento de la
transformacién a juveniles (Cahu y Zambonino, 2001; Civera-Cerecedo et al.,

2004.



b) Enzimas digestivas en larvas de peces marinos

La digestion de los nutrientes ocurre en el tracto gastrointestinal y es catalizada
por enzimas estomacales, pancreaticas e intestinales. El proceso incluye la
absorcion y transporte de los nutrientes a través de las células intestinales

(Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

Proteasa acida o pepsina

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos.
Algunas estan implicadas en procesos como la digestion, la activacion de
proenzimas y prehormonas (Stroud, 1975). La proteasa acida, aspartica (EC
3.4.23.1) se encuentra bajo la categoria de las endopeptidasas, ya que hidrolizan
enlaces peptidicos internos. Se caracteriza por la presencia de acido aspartico en
el centro activo y su méaximo actividad se encuentra en pH acido (Alvarez-
Gonzdlez, 2003). La actividad de las proteasas dacidas se encuentra

principalmente en el estdémago. (Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

Lipasa
La lipasa pancredtica, acilglicerol acilhidrolasa o lipasa triaglicerol (E.C. 3.1.1.3)
es una enzima con una alta especificidad para la hidrdlisis de triacilglicéridos
como sustratos (Iijima et al., 1998). Por su parte, la lipasa activada por sales
biliares (BAL), también llamada como lipasa carboxiléster, lipasa dependiente
de sales biliares o colesterol esterasa (E.C. 3.1.1.1), cataliza la hidrolisis de los
enlaces carboxiléster y no inicamente de los acilgliceroles; ademas de realizar
la digestion de colesterol éster y éster de vitaminas (A, D y E) en conjunto con
otras lipasas digestivas (Gjellesvik et al., 1994). La existencia de los dos tipos de
lipasa en larvas de peces marinos se atribuye a dos factores principalmente: la
absorcion del saco vitelino rico en fosfolipidos, y su relacion con la digestion

exogena (Cara et al., 2003).



Amilasa
La digestion y absorcion de los carbohidratos aparentemente se lleva a cabo por
la misma ruta general en especies herbivoras, omnivoras y carnivoras
(Krogdahl et al., 2005). La enzima o- amilasa (a(1 - 4) D-glucano
glucanohidrolasa (EC 3.2.1.1) cataliza la endohidrdlisis en enlaces glucosidicos a
(I - 4) en almidon y moléculas similares a oligosacaridos cortos, incluyendo

maltotriosa y maltosa (Krogdahl et al., 2005).

El nivel de secrecion de amilasa estd determinado por los hédbitos alimenticios y
las especies. Es producida en cantidades significantes por diferentes partes del
tracto digestivo en peces herbivoros; y menos abundante en peces carnivoros,

que la secretan en el pancreas (Fernandez et al., 2001).

Tripsina
La tripsina (EC 3.4.21.4) es una de las mayores proteinas en los sistemas
digestivos de los animales, ya que actia como elemento clave y mediador
durante la ingesta y asimilacion de alimentos (Wu y Jiang, 2007). Asimismo es
una enzima principal para la utilizacion alimenticia y crecimiento por su papel
en el proceso de la digestion proteica (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006). Es
una endopeptidasa que tiene la capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos
cuando el residuo 1 estd conformado por arginina o lisina (Spilliaert y
Gudmundsottir, 1999), asi como la habilidad de activar otras proteasas
pancreaticas como; la quimotripsina (Muhlia-Almazan et al., 2008; Sunde et al.,
2004). Esta enzima se encuentra en isoformas distintas en los ciegos pildricos e
intestino, ademas de presentar diferente distribucion (Rungruangsak-Torrissen

et al., 2006.



1.2 ALIMENTACION Y NUTRICION DE LARVAS DE PECES MARINOS

La alimentacién de larvas de peces marinos durante la primera semana de
desarrollo depende de presas vivas, cuyo costo de produccion y mantenimiento
suele ser elevado, y cuya dependencia en la gran mayoria de cultivos larvarios
se asocia principalmente para asegurar un desarrollo larval exitoso hasta el

momento de la transformacioén (Langdon et al., 2007).

Por otra parte, la alimentacion exdgena es un momento crucial en el desarrollo
en las larvas de peces marinos, ademds de encontrarse asociada con
mortalidades masivas tanto en poblaciones naturales como en cultivo (Yufera y
Darias, 2007). Sin embargo, la sustitucion de alimento vivo por alimento inerte
es esencial para disminuir costos de produccion y para sostener una alta calidad
y produccion constante de juveniles. Hasta el momento la sustitucion del
alimento vivo se realiza después de algunas semanas de vida en peces marinos
(Cahu y Zambonino-Infante, 2001) ya que la habilidad de la larva para asimilar
los nutrientes depende de la composicion de la dieta y de la capacidad de
modular las enzimas digestivas y procesos metabolicos (Zambonino-Infante y

Cahu, 2007).

La formulacion de dietas compuestas adecuadas para larvas de peces no se
logra facilmente, puesto que la estimacion de requerimientos nutricionales para
larvas de peces no se lleva a cabo con métodos tradicionales (Cahu y
Zambonino-Infante, 2001). El primer factor se debe a que la mayoria de las
larvas de peces marinos son pequefas (~2-3 mm) al inicio de la alimentacion
exogena. El segundo factor se debe a que también la apertura bucal es reducida,
por lo que se requiere un tamano chico de particulas del alimento (~ 50 — 150
um) lo cual crea dificultades en la tecnologia para la produccion de microdietas.

Finalmente, la aceptabilidad de las microdietas inertes por las larvas de la



mayoria de las especies marinas comerciales es limitada. Ademas de que
también presentan una baja y/o variable tasa de ingestion en experimentos de
alimentacion. Sin embargo, la formulacion de una dieta compuesta hace posible
el estudio de la influencia de nutrientes en el desarrollo de larvas de peces
marinos, permitiendo el ajuste de cada nutriente para las necesidades de las

larvas (Kolkovski et al., 2004).

a) Microdietas
El gran interés de la sustitucion de alimento vivo por alimento inerte durante el
cultivo de larvas de peces, ha generado la necesidad de obtener una particula
capaz de sustituir eficazmente el alimento vivo, y que se ajuste a las
necesidades nutricionales y de comportamiento trofico de las larvas (Yufera et

al., 2000).

El conocimiento en las caracteristicas de las microdietas, tales como la inclusion
de nutrientes bien balanceados, alta estabilidad en el agua (lixiviacion de
nutrientes), alta digestibilidad y una apropiada suspension en la columna de
agua son aspectos que se deben de tomar en cuenta para su elaboracién y
fabricacién (Yufera et al., 2000). Sin embargo, lograr simultdneamente todas las
caracteristicas es dificil, por lo que una microdieta completa para larvas de
peces marinos, que sea capaz de sostener el crecimiento y sobrevivencia
inmediatamente después de la eclosion ain no se ha desarrollado a pesar de los

distintos tipos de dietas que se han elaborado (Teshima et al., 2004).

La principal limitante en el uso de dietas microparticuladas es que el tracto
digestivo no es completamente funcional en la etapa larvaria, y las larvas son
muy débiles (Yufera et al., 2000), haciendo insuficiente la ingestion y asimilacion

de los nutrientes administrados (Yufera ef al., 2003).



b) Microagregados
Las particulas microagregadas carecen de una pared como tal y tipicamente
consiste en una matriz de polimeros en donde los nutrientes son unidos para
formar un alimento estable en el agua (Langdon, 2003). Los ligantes utilizados
en los microagregados pueden ser de origen proteico o carbohidratico. Los
materiales pueden adicionarse alternadamente a las dietas por su propiedades
ligantes especificas, como por ejemplo la zeina, alginato, agar y gelatina
(Langdon, 2003). Sin embargo, el tipo de ligante afecta la estabilidad en el agua
y por tanto, la lixiviacion de nutrientes de la particula, al igual que la

palatabilidad y digestibilidad de la misma (Partridge y Southgate, 1999).

Los microagregados se forman con el empleo de un ligante que gelifica la
mezcla, es decir, mezcldandolo con los componentes alimenticios (Onal y
Langdon, 2000). En donde, la mezcla es pulverizada en bandejas de plastico en
capas delgadas. Posteriormente, ésta se seca a temperatura constante alrededor
de 50° C y se muele al tamafio de particula deseado y finalmente almacenada a

6° C hasta su utilizacion (Nankervis y Southgate, 2006; 2009).

La mayor ventaja de las particulas microagregadas es que son relativamente
facil y economicas de producir puesto que no involucra el uso de ingredientes

potencialmente téxicos (Langdon, 2003).

Existen otros métodos para la obtencion de microagregados como los son:
Microextrusion marumerizacion (MEM), proceso de dos pasos que resulta de
productos extruidos en frio (Barrows y Lellis 1996). También se encuentra el
método de aglomeracion rotacional de particula asistida (PARA), proceso que
utiliza marumerizador, sin extrusion de los ingredientes (Barrows y Lellis,
2006). Y por ultimo, el sistema de aglomeracion shere-izer (SAS), proceso

similar a MEM, pero trabaja de manera continua y mayor escala y los



ingredientes debes ser previamente pulverizados a 100um (Civera-Cerecedo et

al., 2004)

¢) Microcapsulas

Uno de los principales objetivos en la aplicacion de la técnica de
microencapsulacion para dietas en acuicultura, es el recubrimiento de los
nutrientes con una membrana, para que éstos sean retenidos hasta su liberacion

por procesos digestivos (Langdon, 2003).

La microencapsulacion es una técnica que ofrece la posibilidad de la proteccion
y control de la liberacion de los ingredientes en el alimento. Generalmente, estas
técnicas pueden ser divididas en tres clases; procesos quimicos como la
inclusion molecular o polimerizacion interfacial, técnicas fisicoquimicas como la
coacervacion y encapsulacion de liposomas y procesos fisicos como spray-
drying, spray/chilling/cooling, co-cristalizaciéon extrusiéon o cubrimiento por

fluido (Drusch y Berg, 2008).

Dentro de la gran variedad de métodos para la elaboracién de microcapsulas se
encuentran, las elaboradas con enlaces cruzados de proteinas, las cuales son
una buena herramienta como sustitucion de alimento vivo para larvas de peces.
Sin embargo, su produccion tiene un alto costo y se requieren compuestos
potencialmente toxicos como el ciclohexeno y dcido clorhidrico trimésico para
su elaboracion (Yufera ef al., 2005). La técnica de microencapsulacion mediante
polimerizaciéon interfacial o gelificacién interna con alginato es una buena
alternativa para utilizarse en la elaboracion de microdietas para larvas de peces.
Este proceso se basa en la transformacion de una solucion gelificada de alginato

de sodio en alginato de calcio (Yufera et al., 2003).



La encapsulacion de alginatos se lleva a cabo la mayoria de las veces por la
dispersion de alginato como solucién encapsulante en un medio gelificante de
cloruro de calcio, lo cual induce una polimerizacion interfacial idnica del
alginato uniéndose al calcio dentro de las cavidades de los residuos del azticar
gulordnico, lo que forma una microcdpsula polianidnica (Vandenberg et al.,

2001).

Las microcdpsulas han ganado reconocimiento como vehiculos de liberacion y
transporte de sustancias especificas al sistema digestivo. Los factores que deben
considerarse en el disefio de las microcapsulas son el grado de disolucion del
material envolvente en el sistema de cultivo, aceptacion de las capsulas por las
larvas, asi como su digestibilidad y costo de produccion (Abdulaziz et al., 2008).
Uno de los principales pasos en el disefio de encapsulacion es la seleccion de un
material apropiado para la pared de las capsulas, ya que debe facilitar la
liberacién de sustancias especificas a pesar del corto tiempo de residencia de la

dieta en el intestino de la larva (Abdulaziz et al., 2008).

1.3 PROBIOTICOS

El conocimiento en la aplicacion de probioticos en acuicultura es reciente. Sin
embargo, su aplicacion ha ido en aumento, por considerarse como un
tratamiento amigable al ambiente (Gatesoupe, 1999). En acuicultura el término
de probidtico es utilizado vagamente para describir una formulacion
microbiana responsable para la bioremediacion y el biocontrol (Vine et al.,
2006). Sin embargo, la definicion de probiodticos se refiere a microbios
administradas de alguna forma, para que éstos entren y se mantengan vivos en
el tracto gastrointestinal con el propdsito de mejorar la salud y de esta forma

aumentar la calidad de los peces en cultivo (Gatesoupe, 1999).
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Los probidticos se caracterizan por presentar ciertas cualidades como
antagonismo a los patdgenos; colonizacion en el intestino con una posible
adhesion al mucus intestinal; y aumentar la resistencia del hospedero a

patogenos (Vine et al., 2004).

En larvicultivos de peces, los probiodticos suelen ser inoculados durante la
crianza, incorporandolos en la cadena alimenticia, mediante la administracion
de éstos al alimento vivo o también por la suplementacion de dietas compuestas

para peces (Mahious et al., 2006).

a) Levaduras Marinas

Las levaduras comerciales son comtiinmente utilizadas en acuacultura, ya sean
para alimentar al alimento vivo o como ingrediente del algun tipo de alimento.
Recientemente, las levaduras vivas han sido propuestas como probidticos por
las caracteristicas que presenta su biologia, genética y seguridad (Gatesoupe,
2007). Por otra parte, las levaduras son consideradas por su utilizacion como
probidticos por su habilidad de producir poliaminas, asi como también por su
capacidad de adherirse y crecer en el mucus intestinal (Tovar-Ramirez et al.,

2004).

b) Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii es la levadura mas comun que se encuentra en ambientes
salinos, como el mar y alimentos salados. Se puede encontrar comtinmente en
aguas poco profundas salobres y alcalinas, asi como en salmueras y alimentos
salados. Por sus caracteristicas se considera como un microorganismo
halotolerante (Pristina et al., 2005). Ademads es considerada como sujetadora

(includer) por su capacidad de acumular altas concentraciones de Na* sin
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intoxicarse (Prista et al., 2002). El sodio mejora significativamente su crecimiento

lo que la convierte en una levadura halofilica (Pristina et al., 2005).

D. hansenii Hf1, (cepa 8339) fue aislada del intestino de la trucha arcoiris (Salmo
gairdnerii) (Andlid et al., 1995) y puede estimular el metabolismo en el mucus
intestinal (Waché et al., 2006), ademds aumenta la sobrevivencia y la
conformacion vertebral en larvas de peces marinos, asi como la maduracion del
tracto digestivo, incrementando la actividad y expresion de tripsina y lipasa

(Tovar et al., 2002).

1.4 DIGESTIBILIDAD

El conocimiento de la digestibilidad de las dietas es crucial para entender y
evaluar la eficiencia de la absorcion de nutrientes. De esta forma, el
entendimiento de la digestibilidad especifica de los ingredientes es importante
para brindar elementos que permitan establecer la formulaciéon 6ptima en las
dietas artificiales utilizadas en el cultivo de larvas de peces marinos, ya que el
valor nutritivo de un alimento no depende solo de su contenido en nutrientes

sino también de la capacidad del animal para digerirlos y absorberlos

(Guillaueme y Choubert, 2004).

Los actuales modelos de digestibilidad de diferentes fuentes de proteina en
peces adultos difieren con respecto a los de las larvas de peces debido a sus
diferencias fisiologicas digestivas. Es por ello que se tiene muy poco
conocimiento de la digestibilidad de varias fuentes proteinicas utilizadas en
dietas compuestas para la primera alimentacion en larvas de peces marinos

(Tonheim et al., 2007).
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a) Digestibilidad in vitro

Los métodos de evaluacion in vitro han sido utilizados para una evaluacion
rapida, facil y reproducible en la alimentacién e insumos alimenticios (Alarcon

et al., 1996; Alarcon et al., 1999).

La digestibilidad in vitro es utilizada para predecir la calidad de los alimentos
experimentales y muchos de sus métodos se han desarrollado y probado para
medir la digestibilidad de diferentes proteinas en las dietas (Rungruangsak-
Torrissen et al., 2002); adicionalmente, proveen de una alternativa mas
apropiada para el desarrollo de una adecuada formulacion de alimentos
artificiales (Supannapong et al., 2007). En la actualidad el desarrollo del pH-Stat
permite una determinacién rapida de la digestibilidad de la proteina en
diferentes materias primas, utilizando extractos provenientes del tracto

gastrointestinal (Alvarez-Gonzalez, 2003).

El pardmetro determinado en los andlisis de digestibilidad in vitro es el grado
de hidrdlisis (GH en %) que relaciona los enlaces hidrolizados por las enzimas

digestivas con el nimero total de enlaces peptidicos presentes en la proteina

(Alvarez-Gonzalez, 2003).
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2. ANTECEDENTES

Paralabrax maculatofasciatus

La cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciautus) pertenece a la familia
Serranidae (Nelson, 1994). Estos organismos se caracterizan por presentar un
hermafroditismo protoginico simultaneo, ademas de gonocorismo. Habita sobre
fondos arenosos, rocosos o pradera de pastos marinos, desde la costa a unos
60m de profundidad (Fischer et al., 1995). Es una especie de habito carnivoro
que se alimenta durante el dia de pequefios peces y crustaceos bentonicos. La
cabrilla arenera, es una especie de importancia comercial tanto para pesca
deportiva como para consumo humano (Fischer et al., 1995). Esta especia ha
sido cultivada a nivel experimental desde 1991. De la cual se ha podido cerrar
su ciclo de cultivo, mediante la produccion de semillas en el laboratorio (Avilés-

Quevedo y Mazén-Sudstegui 1996).

Lutjanus argentiventris

El pargo amarillo (Lutjanus argentiventris) pertenece a la familia Lutjanidae, es
una especie demersal cuyos adultos habitan en arrecifes rocosos o coralinos o
bien, en cuevas entre rocas. Los juveniles forman pequefas aglomeraciones en
manglares (Fischer et al., 1995). Es una especie carnivora que se alimenta
principalmente de peces, crustdceos bentonicos, decapados, cefalépodos y
gasterépodos. También se tiene el conocimiento que se alimentan de algas,
esponjas, tunicados y gusanos (Vazquez et al., 2008; Santamaria-Miranda et al.,
2005). El pargo amarillo es considerado como un recurso pesquero de gran
importancia en la costa de Baja California Sur (Vazquez et al., 2008). Ademas
son organismos que presentan una buena resistencia a la manipulacién en el
cautiverio, lo que lo convierte en una especie con gran potencial para la

acuicultura (Serrano-Pinto y Caraveo-Patifio, 1999).
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Ontogenia digestiva

Zambonino-Infante y Cahu (2001) describen la ontogenia gastrointestinal en
larvas de peces marinos, donde durante las primeras etapas larvales presentan
caracteristicas digestivas particulares, relacionadas a la secrecion del pancreas
en el que la expresion de la amilasa disminuye con la edad, mientras que otras
enzimas como la tripsina, lipasa, fosfolipasa aumentan al llegar a la etapa final
del estadio larvario. En trabajos anteriores de Zambonino- Infante y Cahu
(1993) y Peres et al. (1998) mencionan que la actividad enzimatica de tripsina,
fosfatasa alcalina y aminopeptidasa se encuentran genéticamente programadas,
mientras que la actividad de la amilasa y tripsina se encuentran relacionadas al

contenido de sustrato en la dieta administrada al organismo.

Microagregados

Con respecto a los trabajos relacionados con la elaboracion y utilizacion de
microagregados en larvas de peces marinos se encuentran Partridge y
Southgate (1999) quienes evaluaron la asimilacion e ingestion de dietas
microagregadas elaboradas con distintos ligantes en larvas de Lates calcarifer, los
cuales encontraron que los microagregados elaborados con alginato y zeina
tuvieron un mayor grado de ingestion. Sin embargo, la eficiencia de asimilacion
fue baja, mientras que la eficiencia de asimilacion de los microagregados
elaborados con carragenina y gelatina presentaron una mejor asimilacion pero
una menor ingestion, ademdas que la concentracion del ligante no afectaba la
asimilacién e ingestion de los microagregados, pero si afectaba la lixiviacion de
la particula siendo mayor con menor concentracion del ligante. Por otra parte
Baskerville-Bridges y Kling (2000) evaluaron caracteristicas fisicas y biologicas
de microagregados elaborados con carragenina y microdietas cubiertas con
zeina en larvas de Gadus morhua, donde las larvas alimentadas con
microagregados tuvieron una sobrevivencia del 10% mientras que las

alimentadas con alimento vivo tuvieron una sobrevivencia del 35%. Sin
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embargo la absorciéon de las dietas experimentales fue mayor que el alimento

vivo.

Garcia-Ortega et al. (2000) encontraron que la digestibilidad de la dieta esta
relacionada con los materiales de elaboracion de los microagregados, ya que la
mayor digestibilidad se obtuvo en las larvas alimentadas con microagregados
elaborados con un ligante frio como carboxy-methylcellulose a diferencias de
los elaborados con carragenina. Langdon (2003) por otro lado menciona que el
tipo de ligante afecta la estabilidad de la particula y lixiviacion de los

nutrientes, asi como la palatabilidad y digestibilidad de los microagregados.

Teshima et al. (2004) administraron microagregados de zeina con diferentes
fuentes proteicas en larvas de Paralichthys olivaceus y Parqus major, donde los
organismos alimentados tunicamente con microagregados presentaron una
longitud total y ganancia en peso menor que los peces alimentados con

alimento vivo y combinacién de alimento vivo con microagregados.

Onal y Langdon (2005) compararon el desempefio en la liberacién de glicina y
una mezcla de aminodcidos libres (alanina, glicina, leucina, serina y tirosina) en
larvas de pez con particulas complejas, gotas en spray de lipidos y
microagregados de zeina. Las particulas complejas y los microagregados de
zeina tuvieron una mayor retencién y eficiencia de liberacion, sin embargo a
diferencia de los microagregados las particulas complejas presentaron una

mayor aceptacion por las larvas.

Microcapsulas

Khemis et al. (2000) wutilizaron dietas microencapsuladas en larvas de
Pseudopleuronects americanus para el reemplazo de alimento vivo, las cuales

fueron incapaces de digerirlas, mientras que Chu y Ozkizilcik (1999)
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encontraron que la digestibilidad de las microcdpsulas de caseina mejora con
extracto de Artemia en larvas de Morone saxatilis. Por otra parte Yufera et al.
(2000) probaron la microencapsulacion por gelificacion interna con alginato
como microdieta en larvas de Solea senegalensis y Sparus aurata, demostrando
que ambas especies presentaron un buen crecimiento y desarrollo. Yufera et al.
(2003) utilizaron la misma técnica de encapsulacion para la liberacion de
diferentes componentes (vitaminas, hormonas y aminodacidos) cuya eficiencia
de inclusion fue baja, sin embargo encontraron que las microcapsulas retenian y
liberaban las sustancias hasta el tracto digestivo en larvas de S. senegalensis y S.
aurata. Garcia-Gomez (2006) utilizo dos tipos de microcapsulas como reemplazo
alimenticio con distintas fuentes proteicas en larvas de P. maculatofasciatus cuya
sobrevivencia y actividad enzimatica fue menor que las alimentadas con
alimento vivo. Mientras tanto Olalde-Rodriguez (2005), prob6 microcapsulas
con tres concentraciones distintas de espermina (0, 0.1 y 0.3%) en larvas de P.
maculatofasciatus encontrando un aumento en la expresion de amilasa e

inmunoglobulina (IgM).

Probioticos

Vine et al. (2006) mencionan que la administracion de probioticos a larvas de
peces puede proveer a su hospedero de enzimas digestivas, aumentando
también la capacidad del sistema digestivo. Se ha probado también la
digestibilidad in vitro con bacterias aisladas de los sistemas digestivos de peces,
las cuales demostraron la capacidad de digerir, quitina, almidén, proteina,
celulosa y lipidos (Vine et al., 2006). Sin embargo, este mismo autor menciona
que el criterio de seleccion de probiodticos en larvas difiere de los criterios
utilizados en peces adultos, principalmente porque el sistema digestivo en

larvas tiene un pH alcalino.
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Waché et al. (2006) utilizaron como ligante aceite de higado de bacalao para la
incorporacion de levadura Saccharomyces cerevisiae y S. cerevisiae var. boulardi en
distintas dietas para comparar los efectos probidticos de ambas sepas de
levadura en larvas de trucha arcoiris, habiendo mayor maduracion intestinal en

los organismos alimentados con la levadura S. cerevisiae var. boulardi.

Gatesoupe (2007) menciona que las levaduras contribuyen significativamente a
la microflora gastrointestinal en peces sanos, siendo en algunos casos mas
numerosas que bacterias. En trabajos relacionados con los efectos de D. hansenii
y S. cerevisize como probioticos son los de Tovar et al. (2002) en donde la
adhesion de ambas cepas al tracto digestivo de larvas de lubina europea no fue
significativamente diferente. Sin embargo, la producciéon de poliaminas de D.
hansenii, provee una aceleracion de la maduracion del tracto digestivo, una
mayor sobrevivencia y un aumento de la actividad enzimatica de lipasa y
tripsina en larvas de lubina europea y de la cabrilla arenera, a una

concentracion de 1.1% (Guzman Villanueva, 2008).

En otros estudios relacionados con la utilizacion de levaduras como suplemento
en larvas destetadas se encuentra el de Barnes et al. (2006) quienes determinaron
el efecto de la levadura seca como suplemento en cultivos de la trucha
McConaughy, alimentadas con tres dietas, con distintos niveles de inclusién de
levaduras (0, 0.125 g/kg y 0.25 g/kg). Cuya sobrevivencia y crecimiento durante
la  primera alimentacion fueron atribuidos a las caracteristicas
inmunoestimulantes de las levaduras. También se llevaron a cabo estudios
relacionados con el efecto de la incorporaciéon de levaduras vivas en alimentos
microparticulados sobre la respuesta inmune y actividad enzimatica digestiva,
asi como antioxidante en juveniles de cabrilla sardinera (Mycteroperca rosacea)
(Reyes et al., 2008; Linares Aranda, 2007) y cabrilla arenera (Paralabrax

maculatofasciatus) (Gazman Villanueva, 2008).
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3. JUSTIFICACION

El objetivo fundamental de la acuicultura es la producciéon maxima por unidad
de espacio y de esfuerzo, asi como la obtencion de productos marinos de buena
calidad. En el caso de la crianza larvaria de peces marinos, el costo de
produccién de alimento vivo (rotiferos y Artemia) representa un 20-25% del
total (Barnabé, 1996). En este sentido, es importante reemplazar el alimento vivo
por inerte a los pocos dias de la eclosion para el abatimiento de costos. Sin
embargo, dicho remplazo del alimento se asocia con mortalidades masivas
larvarias debido a factores fisicos y bioquimicos (Cahu y Zambonino Infante,
2001). Por ejemplo, el reducido tamano de la apertura bucal de las larvas
requiere un tamano de particula de alimento lo suficientemente pequeiio para que
pueda ser ingerido (~ 50 — 150 pm) (Conceicao, 2007). Ademas, la ausencia de
un tracto digestivo maduro en las larvas dificulta la asimilacion de los

nutrientes.

En dicho contexto, resulta importante profundizar en el desarrollo de
tecnologias mas eficaces para la inclusion de probidticos (e.g. levaduras) en
microdietas que favorezcan la maduracion gastrointestinal larvaria y la
absorcion de nutrientes (Tovar et al., 2004). Para lograr avances significativos en
este rubro, con este trabajo pretendemos contribuir en el desarrollo de una
tecnologia para la inclusion de un probidtico, en este caso la levadura marina D.
hansenii, en microdietas (microcdpsulas y microagregados) disefiadas para la
etapa larvaria de P. maculatofascaitus y L. argentiventris. Para obtener microdietas
especificas, es necesario evaluar si los extractos de tracto digestivo de estas
especies tienen, la capacidad de hidrolizar los materiales de elaboracién de
dichas microdietas para asegurar una adecuada liberacién del probiotico y los

nutrientes.
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4. HIPOTESIS

» La levadura marina D. hansenii podra ser encapsulada mediante el
proceso de gelificacion interna y conservara su viabilidad, lo que
permitird su posterior utilizacion como probidtico en la alimentacion de

larvas de peces marinos.

> El alginato de sodio y el aceite de higado de bacalao permitiran la
inclusion de la levadura marina D. hansenii viva en microdietas

disefadas para la etapa larvaria de peces marinos.

» Las microcapsulas y los microagregados suplementados con la levadura
marina D. hansenii seran hidrolizados por los extractos del tracto
digestivo de la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) y el pargo

amarillo (Lutjanus argentiventris).
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5. OBJETIVO GENERAL

Elaborar microdietas suplementadas con la levadura marina D. hansenii para
ser administrada en las etapas larvarias de  P. maculatofasciatus y L.

argentiventris.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
6.1 Elaborar microcapsulas que contengan la levadura marina D. hanseni,

mediante el proceso de gelificacion interna.

6.2 Evaluar el alginato de sodio y aceite de pescado como ligantes superficiales
para la incorporacion de la levadura marina D. hansenii como probiotico en

dietas microagregadas.

6.3 Conocer la capacidad de hidrdlisis de los extractos digestivos de P.
maculatofasciatus 'y L. argentiventris sobre los ligantes (alginato y aceite de

pescado) utilizados para la inclusion de la levadura en los microagregados.

6.4 Determinar la digestibilidad in vitro de las microcdpsulas y microagregados
suplementados con levaduras, utilizando extractos del tracto digestivo de P.

maculatofasciatus y L. argentiventris.
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7. METODOLOGIA

7.1 Produccion de biomasa de levadura D. hansenii

Se utilizo6 levadura D. hansennii cepa CBS 8339 cultivada en medio liquido YPD
(Yeast extract - Dextrose broth, Sherman, 1991) compuesto de extracto de
levadura 10 g L, peptona 20 g L, glucosa 20 L, adicionado con cloranfenicol 1
mg/mL. La incubacion se llevo a cabo en agitacion a una velocidad de 120 rpm a
una temperatura de 30° C durante 24 hrs en 20 L. Posteriormente la cosecha de
las células se llevd a cabo mediante centrifugacion de flujo continuo en una
centrifuga Beckman J2-HS, rotor JCF-Z a 5000 rpm a 10° C con ayuda de una
bomba peristaltica Manostat. Para la obtencion del sedimento de levadura se
volvid a centrifugar a 5000 durante 15 minutos en una centrifuga Eppendorf
Centrifuge con un rotor 5810 R. Una vez obtenidos los cultivos de D. hansenii se
realizo la evaluacion de viabilidad y cuantificaciéon de UFC/g de levadura con
ayuda de medio agar/YPD, a una dilucién de 10° y a una temperatura de 30° C.

Los sedimentos fueron almacenados a 4° C hasta su utilizacion.

7.2 ENCAPSULACION DE LEVADURA D. hansenii CON ALGINATO DE
SODIO

7.2.1 Evaluacion inicial de la proporcion mas adecuada de alginato para
la encapsulacion
Se realizaron pruebas de pulverizacion con tres concentraciones diferentes de
alginato de sodio (1.5%, 2% y 3%). Las diferentes mezclas se pulverizaron con
ayuda de un aerdgrafo de accion doble conectado a un equipo de compresion
de aire con una salida de 2 bares de presién. La pulverizacion se llevd a cabo

sobre una charola de plastico con cloruro de calcio anhidro al 2%, como agente
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gelificante, a una temperatura de 4° C, en agitacion para evitar el

aglomeramiento entre las microcdpsulas.

7.2.2 Evaluacion visual de la inclusion efectiva de las levaduras en las
microcapsulas
Se suspendieron 0.23 g de levadura D. hansenii en 100 mL de agua MiliQ); de la
suspension se tomaron 3 mL, los cuales fueron tefiidos con 5 puL de rojo neutro
como colorante. Una vez tefiidas las células de levadura se procedio a lavarlas
con solucién salina de fosfatos (PBS) tres veces para eliminar el resto de
colorante en la suspension. Finalmente se mezclaron 2.5 mL de levadura tefiida
con 10 mL de alginato de sodio al 2% para la elaboracion de microcapsulas

siguiendo la metodologia previamente descrita.

7.2.3 Evaluacion de la viabilidad y cuantificacion de UFC/g de
microcapsulas frescas tras el proceso de encapsulacion
La evaluacion de la viabilidad de la levadura fresca tras el proceso de
encapsulacion se llevo a cabo tomando dos muestras de 100 pL de
microcapsulas recién elaboradas. Una de las muestras fue resuspendida en 1000
uL de agua destilada, mientras que la otra muestra fue resuspendida en 500 pL
de bicarbonato de sodio al 4% y 500 uL de agua destilada para disolver el
alginato de las microcapsulas. Posteriormente ambas muestras fueron
sembradas por triplicado en medio agar/YPD para observar la viabilidad y la
cuantificacion de UFC/g de microcapsulas. Con este dato se estimd la

concentracion de la inclusion de levadura por gramo de alginato de sodio.
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7.2.4 Evaluacion de la viabilidad y cuantificacion de UFC de levadura

D. hansenii sometida al proceso de liofilizacion

Los sedimentos de levadura obtenidos del punto 7.1 fueron congelados a -80° C
durante 2 hrs (previamente se tomo una muestra para contabilizar las UFC de
levadura/g de peso fresco en agar/YPD). Posteriormente los sedimentos
celulares fueron colocados en una liofilizadora Telstar y se dejaron durante 24
hrs. Una vez obtenidas las células liofilizadas se pesd y se tomé una muestra,

para nuevamente contabilizar las UFC de levadura/g de liofilizado.

7.2.5 Inclusion definitiva de levadura liofilizada en microcapsulas
Una vez obtenidos UFC de levadura D. hansenii/g de liofilizado, se realizaron
los calculos para saber los gramos de levadura liofilizada para incluir en 50 mL
de alginato de sodio al 2% para tener una concentracion de 1 x 10° UFC/g de

microcapsulas.

7.2.6 Preparacion de microcapsulas enriquecidas con hidrolizado de
calamar como agente atractante.
Se prepararon 500 mL de la solucién de alginato de sodio al 2%, la cual fue
mezclada con 10 g de levadura liofilizada y 2 g de hidrolizado de calamar a una
temperatura de 30 °C. Una vez que se obtuvieron las microparticulas segin el
procedimiento descrito en el apartado 6.2.1, se separaron por tamaro con ayuda
de un tamiz de 100 um recuperando las microparticulas menores a 100 pm de
didmetro. Posteriormente se procedi6 a lavarlas con agua destilada estéril para
evitar la contaminaciéon con otros microorganismos. Finalmente una vez

lavadas se procedio a liofilizar las microcapsulas como método de preservacion
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y se realizd una prueba de viabilidad y cuantificaciéon de UFC de levaduras/g de

microcapsulas lavadas y liofilizadas.

El proposito de adicionar el hidrolizado de calamar, fue para hacer atrayentes

las microcapsulas para las larvas de peces al momento de la alimentacion.

7.2.7  Obtencidon de micrografias de las microcapsulas con microscopio
electronico de barrido
Se realizaron micrografias de las microcapsulas con levadura en un microscopio
electronico de barrido Hitachi S-3000N, para observar la inclusion efectiva de
las levaduras, asi como el tamano y estructura tridimensional de las mismas.
Inicialmente la muestra de 0.2 mg de microcapsulas fue recubierta con plata
para facilitar la conduccion de electricidad por medio de un Sputter Coater
Denton Vacuum Desk II. Posteriormente la muestra se observd en el
microscopio electronico de barrido, para la obtenciéon de las micrografias.
Dichas micrografias se obtuvieron con ayuda del técnico de laboratorio Ariel
Alberto Cruz Villacorta, encargado del laboratorio de microscopia electronica

en el CIBNOR.
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7.3 ELABORACION DE DIETA MICROPARTICULADA

La elaboracion de la dieta microparticulada se llevo a cabo en el Laboratorio de
Nutricion Acuicola perteneciente a las instalaciones del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) de acuerdo a la formulacién

utilizada por Guzman-Villanueva, 2008.

Tabla I. Formulacion utilizada para la fabricacion de las dieta microparticulada

INGREDIENTE (%)
ALIMENTO CONTROL BASE HUMEDA
Harina de Sardina® 21.56
Gluten de Trigo* 15.0
Conc. Prot. Sol. Pescado® 20.0
Harina de Calamard 15.0
Harina Integral de Trigo® 14.07
Aceite de Higado de Bacalao® 5.09
Lectina de SoyaP 4.87
Alginato de Sodio (SIGMA-W201502) 2.0
L-Lisina HCL (SIGMA-L5501) 0.50
L-arginina HCL (SIGMA-A7965) 0.50
Premezcla de vitaminasf 0.70
Premezcla de mineraless 0.50
Cloruro de Colina (SIGMA-C1870) 0.13
Vitamina Cf 0.08
Butil Hidroxi Tolueno (BHT) 0.002

(SIGMA-B1378)

2 PIASA, La Paz, Baja California Sur, México; ®* ODANA]JL Distribuidora de alimentos naturales y nutricionales S.A. de C.V. México. ©
PROBST S.A. de C.V. ¢ harina de calamar y proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V. ¢ Drogeria Cosmopolita S.A. de C.V. f
Premezcla de vitaminas (mg/Kg de dieta): Vit. A (retinol), 0.6 (ICN); Vit. D3 (colecalciferol), 0.0042 (SIGMA); Vit. E (tocoferol), 35
(SIGMA); Vit. K (menadiona), 7 (SIGMA); Vit. Bl (tiamina), 0.7 (SIGMA); Vit. B2 (riboflavina), 2.8 (SIGMA); Vit. B6 (piridoxina), 2.1
(SIGMA); Acido pentanoico, 14 (SIGMA); Niacina (acido nicotinico), 7 (SIGMA); Biotina, 0.112 (ICN); Inositol, 210 (SIGMA); Vit. B12
(cianocobalamina), 0.014 (SIGMA); Acido fdlico, 0.7 (SIGMA); Vehiculo harina de sorgo. 8 Premezcla de minerales (g/kg de dieta;
SIGMA): CaCl2'5H:0, 2.57; Na2HPOs, 5.72; MgSO+7H?0, 1.49; FeSO:+7H:0, 0.18; ZnSOs7H20, 0.028; MnClL4H:0, 0.0096; CuSOs'5H:0,
0.0025; K1, 0.0003 mg; SeSz, 0.42 mg. ROVIMIX-ROCHE.

El alimento fue elaborado con las harinas previamente pulverizadas y
tamizadas a 40pum a excepcion del concentrado proteico soluble de pescado con

ayuda de un pulverizador automatico. Una vez pulverizadas se procedio a la

elaboracion de la mezcla de los macroingredientes (harina de sardina, gluten de
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trigo, concentrado proteico de solubles de pescado, harina de calamar y harina
de trigo) en una mezcladora vertical (Kitchen Aid) a baja velocidad, durante 10
minutos. Por otra parte se elaboré la mezcla de los microingredientes (L-lisina-
HCI, L-arginina, cloruro de colina, alginato de sodio, premezcla de vitaminas y
minerales y vitamina C), una vez mezclados los microingredientes fueron
adicionados a la mezcla de macroingredientes y se mezclaron durante 10
minutos. Por otro lado, se realizé una emulsién de la mezcla lipidica (aceite de
higado de bacalao, lecitina de soya y BHT). Una vez emulsionada la mezcla
lipidica se agrego a la mezcla anterior y se mezclé durante 5 minutos. Se le

adicionaron 450 mL de agua y se mezcld durante 3 minutos.

Posteriormente la mezcla se pasé lentamente dos veces por un molino de carne
TORREY con un dado de 1/8 de didmetro. A la segunda vez que se paso los
pellets fueron cortados aproximadamente de 1 cm de largo. Una vez cortado el
alimento fue colocado en una charola e inmediatamente después se puso a secar
en un horno a 30° C durante 24 hrs. Finalmente el alimento fue molido con
ayuda de un molino de café (BRAUN, modelo K2M2), posteriormente fue
tamizado con un tamiz con luz de malla de 102 pum de didmetro, para la
obtencion de una particula de 50 a 100 pm de tamafo se tamiz6 también con un

tamiz de luz de malla de 50 um.

7.4 ELABORACION DE MICROAGREGADOS CON INCLUSION DE
LEVADURA VIVA D. hansenii

Para la elaboracion de los alimentos microagregados se utilizaron dos fuentes
distintas de dietas microparticuladas. Una elaborada en el Laboratorio de
Nutricion Acuicola en las instalaciones del Centro de Investigaciones

Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) con la formulacion utilizada por Guzman-
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Villanueva, 2008 (Tabla I) y una dieta comercial BERNAQUA® tipo caviar con
un tamano de particula entre 50 a 100 um de didmetro, disefiada para la

alimentacion de larvas de peces

Tabla II. Ingredientes del alimento comercial BERNAQUA® tipo caviar (50-
100pm)

INGREDIENTES

Proteinas de alta calidad de pez y
otras proteinas marinas
Proteinas de leche

Aceite refinado de pescado
Fosfolipidos

Astaxantina

Levadura

Extracto de levadura
Substancias inmuno-modulantes
Vitaminas

Minerales quelados
Anti-oxidantes

Tabla III. Composicion quimico proximal del alimento comercial BERNAQUA®
tipo caviar (50-100um) reportada por el fabricante.

BASE SECA (%)
Humedad 8
Proteina Cruda 50
Extracto Etéreo 15
Fibra Cruda 2
Cenizas 20
Calcio 2
Fosforo 1.5

Se elaboraron 4 dietas de microagregadas en donde se utilizaron aceite de
higado de bacalao y alginato de sodio al 2%, como ligantes de las levaduras a
las microparticulas de alimento. Dos de ellas se elaboraron con el alimento
comercial (BERNAQUA) y las otras dos con el alimento elaborado en el

CIBNOR.
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Se realizaron dos mezclas distintas para cada uno de los ligantes. La mezcla
utilizada para la aspersion de alginato como ligante, se elaboré mezclando 22
mL de alginato de sodio al 2% con 3 g de una suspensién de microcapsulas de
levadura D. hansenii para tener una concentracion final de aproximadamente 1 x

10°UFC/g de dieta microagregada.

Para el caso de la mezcla utilizada para la aspersion de aceite de higado de
bacalao como ligante, se mezclaron 22 mL de aceite de higado de bacalao con 3
g de levadura, para obtener una concentracion final de aproximadamente 1 x

10°UFC/g de dieta microparticulada.

La aplicacion de las mezclas (aceite-levadura y alginato-levadura) se realizo
mediante aspersion de los alimentos microparticulados (CIBNOR vy
BERNAQUA), con ayuda de un aspersor cosmético. Por cada 10 disparos
efectuados con el aspersor (1.2 mL de la mezcla) equivalian a 3 g de alimento.
Posteriormente se dejaron secar los alimentos a 30° C y se muestrearon 0.1 g de
cada alimento para verificar la viabilidad de las levaduras contando la unidades
formadoras de colonias (UFC/g de microdieta) en placas de medio YPD con
agar. Para diferenciar los cuatro tipos de microagregados fueron nombrados
como sigue: microagregados de alimento experimental (CIBNOR) con inclusion
de levadura con alginato de sodio (MFAL), microagregados de alimento
experimental con inclusion de levadura con aceite de higado de bacalao
(MFAC), microagregados de alimento comercial BERNAQUA e inclusiéon de
levadura con alginato de sodio (MBAL) y microagregados de alimento
comercial BERNAQUA e inclusion de levadura con aceite de higado de bacalao

(MBAC).
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7.4.1 Micrografias de microdietas

Se obtuvieron micrografias de todas las microdietas para observar cambios
fisicos (tamano y apariencia) entre las microdietas sin la inclusién de levadura
con respecto a las microdietas suplementadas con levadura. Dichas
micrografias fueron obtenidas con un microscopio electréonico de barrido como

se menciono en el apartado 7.2.7.

7.5 DIGESTIBILIDAD in vitro DE LAS MICRODIETAS UTILIZANDO
EXTRACTOS DIGESTIVOS DE CABRILLA ARENERA (P
maculatofasciatus) Y PARGO AMARILLO (L. argentiventris).

7.5.1 Obtencion de extractos
Los juveniles de cabrilla arenera (P. maculatofasciatus) fueron obtenidos del
medio silvestre y donados por el Dr. Martin Oscar Rosales Velazquez
(CICIMAR), mientras que los juveniles de pargo amarillo (L. argentiventris)
fueron cultivados en las instalaciones del CIBNOR, y donados por el Dr. Juan

Carlos Pérez Urbiola.

Los extractos fueron obtenidos de 12 juveniles en ayuno de 12 hrs de cabrilla
arenera y 23 juveniles de pargo amarillo cuyo peso promedio fue 9.5g y 2.0g,
respectivamente. Los peces fueron sacrificados mediante shock térmico en agua
de mar con hielo, para preservar la actividad de las enzimas. La diseccion de los
organismos se realizo sobre hielo y se extrajeron los tractos digestivos
completos (estobmago, pancreas, ciegos piloricos e intestinos). Posteriormente se
maceraron las muestras con ayuda de un disruptor (Politron, Pro-scientific Inc)
con 4 volumenes en agua destilada por gramo de muestra. Finalmente los

extractos se centrifugaron a 14000 rpm con una centrifuga Eppendorf con un
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rotor 5804 R por 15 minutos a 5° C, recuperando la fase liquida y

almacendndola en alicuotas de 1 mL a —80° C hasta su utilizacion.

7.5.2 Determinacion de proteina soluble (Bradford, 1976)
La determinacion de la concentracion de proteina soluble se realizo con 8 uL del
extracto problema al cual se le afiadié 792 uL de agua destilada y 200 pL del
reactivo de Bradford. Posteriormente se agitdé en vortex y finalmente la
densidad oOptica se midi6 a 595 nm en un espectrofotometro. Todas las medidas
se hicieron por triplicado con un blanco (agua destilada). Para el calculo de la
concentracion proteica soluble en los extractos se utilizé una curva estandar de

albimna bovina (Sigma).

7.5.3 Métodos para la determinacion de actividad enzimatica especifica.
Para la cuantificacion de la actividad especifica enzimatica de los extractos
digestivos tanto de cabrilla arenera como de pargo amarillo, se realizaron los
métodos descritos a continuacion; todos los métodos se realizaron por
triplicado, incluyendo testigos y un blanco. La actividad de los extractos se

determind utilizando la siguiente ecuacion:

Aabs x volumenfinal ___ (ml)

Unidad /'ml = - -
CEM = tiempo(min) = volumen extracto(m/)

Siendo:

Aabs el incremento de absorbencia a una determinada longitud de onda;
volumen finalreacisn €l volumen final de la reaccion; CEM, el coeficiente de
extincion molar del producto obtenido calculado en la recta de regresion (ml x
mg? x cm™)
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La actividad especifica se calculo de la siguiente forma:

Unidades/ ml

L-'}ffdades,-’ mg proteina soluble = - :
mg proteina soluble/ ml

7.5.3.1 Pepsina o proteasa acida (Anson, 1983)
Se utilizo la técnica de Anson (1983), con las siguientes modificaciones: a 1 mL
de hemoglobina (0.5%) en amortiguador 0.1 M glicina-HCl a pH 2.0 se le
anadieron 20 pL de extracto enzimatico. El extracto se incubd durante 30
minutos a 37° C y la reaccién se detuvo por adiciéon de 0.5 mL de acido
tricloroacético (TCA) al 20%. Después se dejo reposar la mezcla de reaccion (15
a 30 minutos) a 4° C, se centrifugd a 12000 rpm con una centrifuga Eeppendorf
rotor 5804 R durante 5 minutos. En el sobrenadante, se midié la cantidad de
tirosina liberada (ABSzs0 nm) mediante un espectrofotdometro uv/visible. Una
unidad de actividad se definié6 como la cantidad de enzima que cataliza la
liberacion de 1ug equivalente de tirosina por minuto. Para determinar el
coeficiente de extincion molar de la tirosina, se realizo una recta patron con

diferentes concentraciones de tirosina (de 0 a 300 pg/mL).

7.5.3.2 Actividad de proteasa (Divakaran y Ostrowski, 1990)
La determinacion de la actividad de la proteasa se realizo para conocer las
unidades de enzima presentes por miligramo de proteina en los extractos, para
determinar el volumen requerido para los estudios de digestibilidad in vitro de
proteina en pH-STAT. Se utilizo azocaseina como sustrato (2% en Tris-HCI 50
mM, pH 7.5). La mezcla de reaccion se formuld con 230 uL de Tris-HCI 50 mM,
pH 7.5, 20 uL de extracto enzimatico problema y finalmente 500 pL de
azocaseina para iniciar la reaccion, se agitd y se dejo incubando 30 minutos a

temperatura ambiente. Posteriormente la reaccion se detuvo con 500 uL. de TCA
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al 20%, se centrifugo6 a 10,000 rpm en una centrifuga Eeppendorf rotor 5804 R
durante 5 minutos y se ley6 el sobrenadante a 440nm de absorbancia. Los
testigos se realizaron de la misma forma, la diferencia radico en que el extracto
se adicion6 una vez detenida la reaccion con el TCA. Una unidad de actividad
como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1ug de tirosina por

minuto.

7.5.3.3 Actividad tripsina (Erlanger et al., 1961)

Se prepard una solucion 100 mM de No-Benzoil-DL-Arginina- 4 -Nitroanilida
(BAPNA) en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) y se llevd a 100 mL usando
amortiguador 50 mM de Tris-HCl y 10 mM CaCl: a pH 8.2. Para iniciar la
reaccion se mezcld 1.25 mL de sustrato (a 37° C) con 20 uL del extracto
enzimatico. Después de un tiempo de incubacion de 15 minutos, con velocidad
de hidrdlisis lineal, la reaccion se detuvo con la adicién de 0.25 ml de acido
acético al 30%. A continuacion, se midio la absorbancia a 410 nm utilizando
testigos, en donde el extracto se agregd una vez detenida la reaccién con acido
acético. La unidad de actividad se defini6 como 1umol de p-nitroanilida

liberada por minuto usando como coeficiente de extincion molar 8800 cm™ M.

7.5.3.4 Actividad lipasa (Versaw et al., 1989)

El método se inici6é con 100 uL de taurocolato de sodio (100 mM) y a 1.9 mL de
Tris-HCI 50 mM (pH 7.2) se le agregaron 20 pL de extracto enzimatico, se
incubd a temperatura ambiente por 5 minutos y se inici6 la reaccion con 20 puL
de B-naftil caprilato (200 mM) por 30 minutos a 37° C. Posteriormente se le
agregaron 20 uL de Fast Blue BB (100 mM) y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se detuvo la reaccién con 200 pL de TCA

(0.72 N), y se clarificé con 2.71 mL de etanol acetato de etilo (1:1 v/v). Se agito en
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el vortex y se ley6 la absorbancia a 540 nm en celdas de vidrio o cuarzo. La
unidad de lipasa se defini6 como la cantidad de enzima requerida para
incrementar 0.01 unidades de absorbancia a 540nm por minuto, en donde la
actividad especifica se representd como las unidades de enzima por miligramo

de proteina.

7.5.3.5 Actividad amilasa (Vega-Villasante et al., 1993)

La actividad «-amilasa (a0 1-4 glucan 4-glucanhidrolasa) de los extractos se
valord incubando a 37° C de la siguiente manera: 10 pL de extracto con 500 uL
de almidon soluble 1% (p/v) en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.5. Después
de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se le agregaron 200 puL
de carbonato de sodio (2 N) para parar la reaccién y 1.5ml de DNS (acido
dinitrosalicilico) para la cuantificacion de los azucares libres reductores.
Posteriormente la mezcla de reaccion se incub6 durante 15 minutos en bafio
Maria, en ebullicién, después se diluyo la mezcla con 7.3 mL de agua destilada.
Finalmente se midié la absorbancia a 550 nm. Se defini6 una unidad de
actividad amilasa como Unidades (absorbancia 550nm/min)/mg de proteina.
Los cambios de absorbancia, son producto de la cantidad de azudcares

reductores liberados por la hidrdlisis del almidén por la a-amilasa.

7.6 DIGESTIBILIDAD in vitro DE LAS MICRODIETAS

7.6.1 Digestibilidad in vitro de polisacaridos
La digestibilidad in vitro de los polisacaridos se realizo basandose en los
métodos de Vega Villasante et al. (1993) y Nolasco (2006), con las siguientes

modificaciones; el extracto enzimatico tanto de la cabrilla arenera (P.
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maculatofasciatus), como el de pargo amarillo (L. argentiventris) se incluyeron a
una concentracion de 0.0154 U de amilasa/mg de alimento para cada reaccion.
Como sustrato se utilizé cada uno de los alimentos al 1% en amortiguador Tris-
HCl 50 mM pH 7.5. Se manejaron 4 tiempos de incubaciéon a temperatura
ambiente de 10, 30, 60 y 180 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de
digestion se siguid el protocolo descrito previamente (punto 7.5.3.5) para medir
azucares reductores libres, a excepcion de la dilucién de la mezcla de reaccion,
con agua destilada. La actividad se refiri6 como actividad carbohidrolasa
total/mg de proteina, como reflejo de la hidrolisis de los alimentos por estas

enzimas.

Se adicionaron las Unidades de amilasa arriba mencionadas, debido a que en
estudios anteriores (Guzman-Villanueva, 2008) las larvas de cabrilla
presentaron una actividad especifica de 0.0154 U de amilasa/mg de proteina

soluble.

7.6.2 Digestibilidad in vitro de proteinas
La digestibilidad in vitro de las proteinas por la proteasa acida se realizé por
método de punto final (Anson ,1983) con las siguientes modificaciones: los
extractos enzimaticos tanto de cabrilla arenera y pargo amarillo se ajustaron a
una concentraciéon de 5 Unidades de proteasa acida/mL de mezcla reaccion.
simulando la actividad especifica de proteasa 4cida presente en larvas de
cabrilla arenera de 15 DDE (Alvarez-Gonzalez, 2003). Como sustrato se
utilizaron cada uno de los alimentos al 1% en amortiguador de glicina 0.1 M,
pH 2.0. Se manejaron 4 tiempos de incubacion a temperatura ambiente de 10,
30, 60 y 180 minutos. Después del tiempo de incubacion se siguid el protocolo

descrito previamente (punto 7.5.3.1).
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7.6.3 Digestibilidad in vitro de proteinas mediante pH-Stat (Ezquerra et al.,

1998)
Como los alimentos contaban con un tamaro de particula entre los 50 y 100 um
de didmetro no hubo necesidad de moler el alimento para la mezcla de
reaccion. Ademas se realizaron las siguientes modificaciones al método para la
mezcla; se utilizé 1 g (con contenido de proteina cercano al 50%) para cada
alimento problema. Se ajusto el pH de la mezcla a 8 y se le agregaron 100 pL de
extracto enzimatico equivalente a 1.054 U de proteasa/10mL de mezcla de
reaccion. Se mantuvo la incubacién durante 1800 segundos en agitacion a
temperatura ambiente. Durante el tiempo de incubacion se fue registrando el
consumo de NaOH, cada 300 segundos, para construir una curva del consumo
de NaOH por unidad de tiempo. Para cada muestra se utiliz6 un testigo con el
extracto enzimatico inactivado (20 minutos en bafio Maria en ebullicion). La

digestibilidad se expreso de acuerdo a la siguiente ecuacion;

D = Consumo de NaOH/minuto por hidrdlisis de la muestra problema -

Consumo de NaOH/ minutos por hidrdlisis del testigo

La digestibilidad relativa se puede expresar con la siguiente formula:

Consumo de NaOH/minuto por hidrolisis de la muestra problema

DR = X 100

Consumo de NaOH/ minutos por hidrdlisis de la proteina de referencia

El grado de hidrdlisis de los alimentos, se tomd como el porcentaje del nimero
de enlaces peptidicos hidrolizados, mediante espectrofotometria a 280 nm, en

donde las microdietas sin inclusion de levadura (microparticulados
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experimental y BERNAQUA) se compararon con los microagregados con la

formulacion experimental y microagregados BERNAQUA respectivamente.

7.6.4 Digestibilidad in vitro de lipidos (Nolasco, 2006)

Unicamente se midi6 la digestibilidad del aceite de higado de bacalao,
ingrediente utilizado como ligante en la elaboracion de los microagregados, por
los extractos de cabrilla arenera y pargo amarillo. Para la reaccion se prepard
una emulsion con 95 mL de agua destilada, 5 g de goma arabiga, 4 g de aceite
de higado de bacalao, los cuales fueron homogenizados en una licuadora por 10
minutos. Para la determinacion de la digestibilidad, se prepard la siguiente
mezcla de reaccion: 7 mL taurocolato de sodio (20 mM), 5 mL de la emulsion de
aceite, 2 mL de NaCl (1 mM), 1 mL de CaCl: (20 mM) y se homogeneizaron por
sonicacion (20 W, 20 segundos). Posteriormente la mezcla fue ajustadaa pH 8y
se le agregaron 100 puL de extracto cabrilla arenera 6 350 uL de extracto de
pargo amarillo con una equivalencia de 10 U de lipasa. Finalmente la mezcla se
dejo incubando 1800 segundos a 25 °C en agitacion. Cada 300 segundos se
registrd el consumo de NaOH, con la que se construyd una curva de consumo
por unidad de tiempo. Se calculd la ecuacion de la curva y la pendiente de la
misma (consumo de NaOH/segundo), también se calculd6 el NaOH/min. La
velocidad de hidrolisis o digestibilidad (Moles de NaOH/min) se calculd con:
Velocidad de hidrolisis (Digestibilidad):

VH = (P-T) x_[NaOH] X 1000
Vol. Enzima x Cone. de proteina

P = Consumo de NaOH por ludrolisis del substrato (mL/min).

T = Consumo de NaOH del testigo (mL/min).

[NaOH] = concentracién de NaOH (Molaridad)

Vol. enzima = volumen de la enzima (mL)

Conc. Proteina = Conc. de proteina de la soluciéon enzimatica (mg/mlL)
1000: Factor de conversion a pmoles de NaOH
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7.7 Analisis Estadisticos

Se realizaron analisis estadisticos de la digestibilidad in vitro de la las dietas con
diferente tipos de inclusion de levadura D. hansenii con extractos digestivos de
cabrilla arenera (P. maculatofasciatus) y pargo amarillo (L. argentiventris) por
separado, con un minimo de 3 réplicas en cada ensayo. Se les realizaron
pruebas de normalidad y homoscedasticidad y al no cumplir con dichos
postulados se aplicaron las pruebas de Kruskal-Wallis para encontrar las
diferencias significativas (p < 0.05) entre las microdietas y U de Mann-Whitney
para las diferencias significativas (p < 0.05) en el tiempo de incubacion para
cada microdieta. Para el analisis de las pruebas estadisticas se utilizo el

programa estadistico STATISTICA v 6.0.
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8. RESULTADOS

8.1 Elaboracion de microcapsulas con alginato de sodio

La concentracion de 2% de alginato fue la mdas adecuada para conseguir
microcapsulas homogéneas de 100 um de didmetro. Dicha concentracion de
alginato de sodio permite una mayor facilidad de manejo al momento de

espolvorearlo.

8.2 Inclusion de levadura marina (D. hansenii) en las microcapsulas

La microencapsulacion de las levaduras se realizo de forma satisfactoria,
obteniendo microcapsulas de alginato de sodio al 2%, y una recuperacion de
1.16 x 10° UFC por gramo de microcapsulas (Fig. 1A). También se logré obtener

un tamano de particula menor a las 50 pm de didmetro (Fig. 1B).

SE 21-Feb-08 SE 21-Feb-08

Figura 1.

Micrografia electronica de barrido de microcdpsulas de alginato con inclusion
de levadura D. hansenii a un aumento de a una concentracion de 1.16 x 10° UFC
menores de 50um de didmetro a un aumento de 2.0K x.
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8.3 Inclusion de levadura marina (D. hansenii) en alimento comercial
BERNAQUA

La inclusion de levadura en el alimento comercial BERNAQUA se realizé de
forma satisfactoria tanto en los microagregados elaborados con alginato de
sodio (MBAL), asi como con aceite de higado de bacalao (MBAC). Se
obtuvieron particulas con tamanos entre 40 y 50 um de diametro (Fig. 2A y 2B).
Cabe mencionar que no se observo ninguna diferencia visual con respecto al
alimento comercial BERNAQUA sin la inclusién de levadura (Fig. 2C). La
inclusiéon de levaduras detectada con aceite de higado de bacalao fue de 5.5 x

10° UFC, mientras que con aspersion de alginato de sodio fue de 6 x 10° UFC.

SE 26-Mar-08

SE 27-Mar-08

Figura 2.

Micrografia electronica de barrido de microdietas con la levadura viva (D.
hansenii) incluida, elaboradas con el alimento comercial BERNAQUA con
ligantes distintos A) microagregado BERNAQUA con aceite de pescado
(MBAC) B) microagregado BERNAQUA con alginato de sodio (MBAL) C)
alimento comercial BERNAQUA sin la inclusion de levadura (MB). A un
aumento de 800x.
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8.4 Inclusion de levadura marina (D. hansenii) en alimento experimental

Los microagregados elaborados con alimento formulado reflejaron un tamano
de particula entre 50 y 100 um de didmetro tanto con alginato de sodio (MFAL),
asi como con aceite de higado de bacalao (MFAC). La viabilidad de levadura
fue mayor en los microagregados elaborados con alginato de sodio (0.92 x 10°
UFC/g de alimento; Fig. 3A) en comparacion con los elaborados con aceite de

higado de bacalao (0.12 x 10° UFC/g de alimento; Fig. 3B).

Figura 3.

Micrografia electronica de barrido las microdietas elaboradas con el alimento
formulado con ligantes distintos A) Microagregado con levadura y alginato de
sodio (MFAL), B)Microagregado con levadura y aceite de aceite de pescado
(MFAC), y C) Microparticulado formulado sin inclusiéon de levadura (MF)
aumento de 850x.
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8.5 Analisis quimicos proximales de las microdietas

En la Tabla IV se muestran los resultados de los analisis quimicos proximales
realizados a las microdietas y a la levadura marina (D. hansenii). El mayor
porcentaje de proteina se obtuvo en el alimento microparticulado BERNAQUA
(MB) con 54.14%, seguido del alimento microparticulado formulado (MF) con
52.73%. Mientras que el mayor porcentaje de extracto etéreo se encontro en el
microagregado MFAC con 34.19%, seguido por el microagregado MBAC con
30.14%.

Tabla IV. Composicion quimica proximal de las microdietas con inclusion de
levadura marina (D. hansenii).

MICRODIETA Proteina Extracto Energia
(%) Etéreo (%) (cal/g)
Microparticulado F 52.73 16.14 4970.73
(MF) +0.26 +0.07
Microparticulado B 54.14 19.38 5155.35
(MB) +0.16 +0.02
Microagregado FAL 44.60 0.00 5270.30
(MFAL) +0.13 +0.00
Microagregado BAL 46.10 15.85 5241.37
(MBAL) +0.14 +0.20
Microagregado FAC 41.45 34.19 5495.95
(MFACQC) +0.32 +0.10
Microagregado BAC 47.58 30.14 5606.43
(MBAC) +0.17 +0.17
Levadura D. hansenii 53.48 0.19 4734.27

8.6 Actividad enzimatica especifica de los extractos del tracto digestivo de P.
maculatofasciatus y L. argentiventris.

La cantidad de proteina soluble presente en los extractos crudos del tracto
digestivo de los juveniles de cabrilla arenera y pargo amarillo (en ayuno) fue de

8.15 y 6.21 mg/ml respectivamente.
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La actividad especifica de los extractos digestivos de los juveniles de cabrilla
arenera y pargo amarillo para las enzimas digestivas amilasa, tripsina, pepsina,
lipasa y proteasa se muestran en las Tablas V y VI. Para los juveniles de cabrilla
arenera se obtuvo la mayor actividad especifica de la lipasa de 118 U/mg,
seguida de la pepsina con 63.31 U/mg. En el caso del pargo amarillo la lipasa
también presenta la mayor actividad con 28.16 U/mg, seguida de la amilasa con

1.66 U/mg.

Tabla V. Actividad especifica de las enzimas digestivas en juveniles de cabrilla
arenera P. maculatofasciatus (peso = 9.5g).
ENZIMA DIGESTIVA U/mg de proteina

Amilasa 22.90 £ 2.03
Tripsina 0.08 £ 0.001
Pepsina 63.31 £1.18
Lipasa 118.62 +1.02
Proteasa 1.29 +0.10

Tabla VI. Actividad especifica de las enzimas digestivas en juveniles de pargo
amarillo L. argentiventris (peso = 2.0g).
ENZIMA DIGESTIVA U/mg de proteina

Amilasa 1.66 +0.79
Tripsina 0.02 £ 0.001
Pepsina 0.02+1.09
Lipasa 28.16 £ 2.02

Proteasa 1.48 +0.12
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8.7 DIGESTIBILIDAD in vitro DE LOS ALIMENTOS

8.7.1 Digestibilidad in vitro de polisacaridos de los ligantes

Cabrilla arenera (P. maculatofasciatus):

La mayor digestibilidad in vitro de polisacaridos se observd con el almidon,
reflejando diferencias significativas (p<0.05) con respecto al alginato y a las
microcapsulas (Fig. 4). También se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en el grado de hidrdlisis del almidon y el alginato con respecto al

tiempo de incubacion.

800 - H Almidoén

700 - a H Alginato 2%

H Microcépsulas

600

500

400

proteinas

300

200

100

Unidades de carbohidrolasas totales/mg de

10 min 30 min 60 min
Tiempo de incubacién

Figura 4.

Digestibilidad in vitro de polisacaridos de almiddn, alginato 2% y microcdpsulas
utilizando un extracto crudo del tracto digestivo de la cabrilla arenera (P.
maculatofasciatus). Diferentes literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05)
entre dietas y las barras de error la desviacion estandar.
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Pargo amarillo (L. argentiventris):

La mayor digestibilidad in vitro se obtuvo con el almidon, reflejando diferencias
significativas (p<0.05) con respecto al alginato al 2% y a las microcapsulas. Estas
diferencias fueron evidentes a los 10 y 30 minutos de incubacion (Fig. 5),
mientras que a los 60 minutos de incubacion no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) en la digestibilidad in vitro del almiddén, alginato y
microcapsulas. Cabe destacar que el grado de hidrdlisis del almidon disminuye

significativamente (p<0.05) conforme transcurre el tiempo de incubacién.
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Figura 5.

Digestibilidad in vitro de polisacaridos de almiddn, alginato 2% y microcdpsulas
utilizando un extracto digestivo del tracto digestivo de pargo amarillo (L.
argentiventris). Diferentes literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre
dietas y las barras de error la desviacion estandar.
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8.7.2 Digestibilidad in vitro de lipidos de aceite de higado de bacalao

como ligante.

El extracto digestivo de cabrilla arenera reflej6 una mayor velocidad de
hidrdlisis del aceite de higado de bacalao en comparacién con el extracto

digestivo de pargo amarillo (Fig. 6). Dicha diferencia fue significativas (p<0.05).

M Cabrilla arenera

2.5 A
4 Pargo amarillo

1.5 A

Velocidad de Hidrolisis (%)

o

0.5 -

Especies

Figura. 6

Digestibilidad in vitro de lipidos de aceite de higado de bacalao utilizado como
ligante de levadura en algunos microagregados utilizando extracto crudo del
tracto digestivo de la cabrilla arenera y del pargo amarillo. Diferentes literales
denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre dietas y las barras de error la

desviacién estandar.
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8.7.3 Digestibilidad in vitro de polisacaridos de las microdietas

Cabrilla arenera (P. maculatofasciatus):

En el caso de las microdietas elaboradas con alimento microparticulado
formulado, la mayor digestibilidad in vitro de polisacaridos se observo a los 10
minutos de incubacion en los microagregados con alginato (MFAL; Fig. 7),
siendo significativamente mayor que las demds dietas microagregadas y

microcapsulas (p < 0.05).
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Tiempo de incubacion
Figura 7.

Digestibilidad in vitro de polisacaridos de: microparticulado formulado (MF),
microagregado formulado con alginato (MFAL), microagregado formulado con
aceite de pescado (MFAC) y microcapsulas de levadura marina (D. hansenii)
(MC) utilizando un extracto digestivo de cabrilla arenera (P. maculatofasciatus).
Diferentes literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre dietas y las
barras de error la desviacion estandar y las barras de error la desviacion
estandar.
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Por otro lado, en el caso de los microagregados elaborados con el alimento
comercial BERNAQUA® (Fig. 8), la mayor digestibilidad significativa (p<0.05)
se observd en el microagregado BAL a los 10 minutos de incubaciéon. No se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre las demas dietas, ni entre

las dietas con respecto al tiempo de incubacion.
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Figura 8.

Digestibilidad in vitro de polisacaridos de: microparticulado BERNAQUA (MB),
microagregado BERNAQUA con alginato (MBAL), microagregado
BERNAQUA con aceite de pescado (MBAC) y microcapsulas de levadura
marina (D. hansenii) (MC) utilizando un extracto digestivo de cabrilla arenera
(P. maculatofasciatus). Diferentes literales denotan diferencias estadisticas
(p<0.05) entre dietas y las barras de error la desviacion estandar.

Pargo amarillo (L. argentiventris):

En el caso de las microdietas elaboradas con alimento microparticulado
formulado, las mayores digestibilidades in Vitro de polisacaridos se observaron
en los microagregados con aceite de pescado (MFAC) y el microparticulado

formulado (MF; Fig. 9), siendo significativamente mads altas que con
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microagregados con alginato y microcapsulas (P < 0.05). Por otra parte, a los 30
minutos de incubacion la tinica diferencia significativa (p<0.05) que se observo
al comparar la digestibilidad de las microdietas fueron los microagregados FAC

y las microcapsulas.
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Figura 9.

Digestibilidad in vitro de polisacaridos de: microparticulado formulado (MF),
microagregado formulado con alginato (MFAL), microagregado formulado con
aceite de pescado (MFAC) y microcapsulas de levadura marina (D. hansenii)
(MC) utilizando un extracto digestivo de pargo amarillo (L. argentiventris).
Diferentes literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre dietas y las
barras de error la desviacion estandar.

En el caso de los microagregados elaborados con el alimento comercial
BERNAQUA, la mayor digestibilidad in vitro de polisacdridos se observo en los
microagregados con aceite de pescado (MBAGC; Fig. 10) a los 10 y 30 minutos de
incubacion. Esta microdieta reflejo diferencias significativas (p<0.05) con
respecto a las demds aunque luego de 60 min de incubacion ya no se

observaron diferencias significativas (p>0.05) (Fig. 10).
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Figura 10.

Digestibilidad in vitro de polisacaridos de: microparticulado BERNAQUA (MB),
microagregado BERNAQUA con alginato (MBAL), microagregado
BERNAQUA con aceite de pescado (MBAC) y microcapsulas de levadura
marina (D. hansenii) (MC) utilizando un extracto digestivo de pargo amarillo (L.
argentiventris). Diferentes literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre

dietas y las barras de error la desviacion estandar.
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8.7.4 Digestibilidad in vitro de proteinas (pepsina)

Cabrilla arenera (P. maculatofasciatus):

En el caso de las microdietas elaboradas con alimento microparticulado
formulado, la mayor digestibilidad in vitro de proteinas por la pepsina se
observd en los microagregados con alginato (MFAL; Fig. 11), reflejando
diferencias significativas (p<0.05) con respecto a las demdas microdietas
unicamente a los 10 minutos de incubacion. Para los tiempos 30 y 60 min las
microcapsulas fueron las que tuvieron digestibilidades significativamente

menores que las demas microdietas.
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Figura 11.

Digestibilidad in vitro de proteinas de: microparticulado formulado (MF),
microagregado formulado con alginato (MFAL), microagregado formulado con
aceite de pescado (MFAC) y microcapsulas de levadura marina (D. hansenii)
(MC) utilizando un extracto digestivo de cabrilla arenera (P. maculatofasciatus).
Diferentes literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre dietas y las
barras de error la desviacion estandar.
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Por otro lado, en el caso de las microdietas elaboradas con el alimento comercial
BERNAQUA®, se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) en la
digestibilidad in vitro de proteinas de todas las microdietas. La mayor
digestibilidad en el tiempo de incubacion de 10 min se observd con el
microparticulado B (BERNAQUA sin modificar), seguido del microagregado
BAC, el microagregado BAL y las microcapsulas. Dicho patrén fue similar para
todos los tiempos evaluados, aunque con valores cada vez menores a medida

que transcurrio el tiempo de incubacion.
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Fig. 12

Digestibilidad in vitro de proteinas de: microparticulado BERNAQUA (MB),
microagregado BERNAQUA con alginato (MBAL), microagregado
BERNAQUA con aceite de pescado (MBAC) y microcapsulas de levadura
marina (D. hansenii) (MC) utilizando un extracto digestivo de cabrilla arenera
(P. maculatofasciatus).  Diferentes literales denotan diferencias estadisticas
(p<0.05) entre dietas y las barras de error la desviacion estandar.

Pargo amarillo (L. argentiventris):
En el caso de las microdietas elaboradas con alimento microparticulado

formulado, la mayor digestibilidad in vitro de proteinas con diferencias
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significativas (p<0.05) fue el microparticulado F (alimento formulado sin
modificar), seguido de los microagregados FAL y FAC y microcapsulas, (Fig.
13). Los valores obtenidos fueron bastante similares y no se encontraron
diferencias significativas (P > 0.05) entre el grado de hidrdlisis de los
microagregados FAL y FAC al tiempo 30 min. Al igual que en la mayoria de los
analisis anteriores también se observé una disminucion significativa en la

digestibilidad in vitro de las microdietas a lo largo del tiempo de incubacion.
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Figura 13.

Digestibilidad in vitro de proteinas de: microagregado formulado (MF),
microagregado formulado con alginato (MFAL), microagregado formulado con
aceite de pescado (MFAC) y microcdpsulas de levadura marina (D. hansenii)
(MC) utilizando un extracto digestivo de pargo amarillo (L. argentriventris).
Superindices indican diferencias significativas (p<0.05) y barras muestra la
desviacion estandar.
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En el caso de las microdietas elaboradas con el alimento comercial
BERNAQUA, la mayor digestibilidad in vitro de proteinas se observd con el
microparticulado B (BERNAQUA sin modificar) al compararlo con las demads
microdietas (Fig. 14). Al comparar los valores obtenidos con los microagregados
BAL y BAC no se encontraron diferencias significativas (p>0.05). También se
observd una clara disminucion significativa (p>0.05) de la digestibilidad in vitro
de cada una de las microdietas a medida que transcurrié el tiempo de

incubacion.
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Figura 14.

Digestibilidad in vitro de proteinas de: microparticulado BERNAQUA (MB),
microagregado BERNAQUA con alginato (MBAL), microagregado
BERNAQUA con aceite de pescado (MBAC) y microcdpsulas de levadura
marina (D. hansenii) (MC) utilizando un extracto digestivo de pargo amarillo (L.
argentiventris). Diferentes literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre

dietas y las barras de error muestran la desviacion estandar.
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8.7.5 Digestibilidad in vitro de proteinas para tripsina por pH Stat.

Cabrilla arenera (P. maculatofasciatus):
En el caso de las microdietas elaboradas con alimento microparticulado
formulado, el mayor grado de hidrdlisis se observo con las microcapsulas (Fig.

15), reflejando diferencias significativas con las demds microdietas (p<0.05).
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Figura 15.

Grado de hidrdlisis de proteinas para tripsina de P. maculatofasciatus:
microparticulado formulado (MF), microagregado formulado con alginato
(MFAL), microagregado formulado con aceite de pescado (MFAC) vy
microcapsulas (MC) utilizando extracto digestivo de cabrilla arenera. Diferentes
literales denotan diferencias estadisticas (p<0.05) entre dietas y las barras de
error muestran la desviacion estandar.

La mayor velocidad de hidrolisis se observo con las microcapsulas (Tabla VII),

seguido del microparticulado F (alimento formulado sin modificar), mientras
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que los microagregados con aceite (FAC) y con alginato (FAL) reflejaron

velocidades significativamente menores (p<0.05).

Tabla VII. Velocidad de hidrélisis (VH) de las microdietas elaboradas con el
alimento formulado, utilizando un extracto de tracto digestivo de P.
maculatofasciatus.

MICRODIETA VH (%)
Microparticulado F 0.512
Microagregado FAC 0.06°
Microagregado FAL ob

Microcapsulas 1.33¢

En el caso de las microdietas elaboradas con el alimento comercial
BERNAQUA, en la capacidad de hidrdlisis del extracto digestivo de cabrilla
arenera (Fig.16), no hubo diferencias significativas entre los valores. Al
comparar las velocidades de hidrdlisis de todas las microdietas, se observaron
valores similares que no se diferenciaron significativamente entre si (Tabla

VIII).
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Figura 16.

Grado de hidrdlisis de proteinas para tripsina de P. maculatofasciatus:
microparticulado BERNAQUA (MB), microagregado BERNAQUA con alginato
(MBAL), microagregado BERNAQUA con aceite de pescado (MBAC) y
microcapsulas (MC). Superindices diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) y las barras de error muestran la desviacion estandar.

Tabla VIII. Velocidad de hidrélisis (VH) de las microdietas elaboradas con el
alimento comercial BERNAQUA utilizando un extracto de tracto digestivo de
P. maculatofasciatus.

MICRODIETAS VH (%)
Microparticulado B 1.262
Microagregado BAC 1.332
Microagregado BAL 1.352
Microcdpsulas 1.33¢

Pargo amarillo (L. argentiventris):

Para las microdietas elaboradas con alimento microparticulado formulado, el
mayor grado de hidrolisis de proteinas se observd en las microcapsulas (Fig.
17), reflejando diferencias significativas (p<0.05) con el alimento
microparticulado F y el microagregado FAC. Asimismo, la mayor velocidad de
hidrolisis se obtuvo también con las microcapsulas, diferenciandose

significativamente (p<0.05) de las demas microdietas (Tabla IX).
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Figura 17.

Grado de hidrdlisis de proteinas para tripsina de L. argentiventris:
microparticulado formulado (MF), microagregado formulado con alginato
(MFAL), microagregado formulado con aceite de pescado (MFAC) vy
microcapsulas (MC). Superindices diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) y las barras de error muestran la diferencia significativa.

TABLA IX. Velocidad de hidrdlisis (VH) de las microdietas elaboradas con el
alimento formulado utilizando extracto digestivo de pargo amarillo.

MICRODIETA VH (%)
Microparticulado F 0.012
Microagregado FAC 0.237
Microagregado FAL 0.192

Microcdpsulas 1.19°

Por otro lado, en el caso de las microdietas elaboradas con el alimento comercial
BERNAQUA, la mayor digestibilidad in vitro de proteinas por la tripsina se
registro6 con las microcapsulas (Fig. 18). Esta dieta microencapsulada reflejo
diferencias significativas (p<0.05) respecto a las demds microdietas. Por otra
parte, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre las dietas
microagregadas BAC y BAL. Al analizar la velocidad de hidrdlisis de las

microdietas, el mayor valor se observo con las microcdpsulas aunque las
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diferencias con las demas dietas no fueron significativas, a excepcion de los
microagregados BAC que reflejaron una velocidad de hidrolisis nula o no

detectada (Tabla X).
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Figura 18.

Grado de hidrdlisis de proteinas para tripsina de L. argentiventris:
microparticulado BERNAQUA (MB), microagregado BERNAQUA con alginato
(MBAL), microagregado BERNAQUA con aceite de pescado (MBAC) y
microcapsulas (MC). Superindices diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05).

TABLA X. Velocidad de hidrélisis (VH) de las microdietas elaboradas con el
alimento comercial BERNAQUA utilizando un extracto de tracto digestivo de
pargo amarillo.

MICRODIETAS VH (%)
Microparticulado B 0.912
Microagregado BAC 0
Microagregado BAL 1.132

Microcapsulas 1.19°
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9. DISCUSION

9.1 Microencapsulacion de levadura viva D. hansenii

En este trabajo se logr6 aplicar la tecnologia de inmovilizacion celular,
mediante la microencapsulacion de la levadura marina D. hansenii, de forma
viable y como vehiculo como probidtico para las primeras etapas de desarrollo
de peces marinos. Ya que en los ultimos 20 afios, la administracion de
probioticos ha aumentado en la acuacultura, asi como la comprension en el
manejo y preparacion de productos disefiados para la alimentacion de especies
cultivables. Para lograr introducir los probidticos en el alimento, es crucial
conocer la estabilidad de éste para garantizar su eficiencia y habilidad para
proveer al hospedero de sus efectos benéficos. Segin Wang et al. (2008) el
cultivo del probiotico debe de ser capaz de mantener sus propiedades y
viabilidad después del procesamiento y almacenamiento. Por esta razén Wang
et al. (2008) propone incrementar la resistencia de los probidticos contra
condiciones adversas tales como contenedores de oxigeno, adaptaciones al
estrés, incorporacion de micronutrientes como péptidos y aminoacidos y su

presentacion en microencapsulados.

En trabajos anteriores se ha utilizado la levadura marina D. hansenii cepa 3889
como probidtico para larvas y juveniles de peces marinos (Tovar et al., 2004;
Guzman-Villanueva, 2008; Reyes et al., 2008; Linares Aranda, 2008). Sin
embargo, sola ha sido incluida en dieta microparticulada, incorporandose en la
mezcla de los ingredientes, por lo que, la importancia de este trabajo radica
principalmente que en acuacultura es el primer ensayo en la elaboraciéon de
microcdpsulas de levaduras vivas como probioticos para su administracion en
primeras etapas del desarrollo de peces marinos. La técnica de

microencapsulacion o inmovilizacion celular ha sido utilizada anteriormente,
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pero solo en la industria médica (Rosinski et al., 2005), farmacéutica, alimenticia

y agricola principalmente (Zhang et al., 2005).

En medicina, la técnica de bioencapsulacion con alginato de calcio ha sido
utilizada para la proteccion de sustancias bioldgicamente activas o probioticos
y su liberacion en sitios especificos como el coldn, siendo la microencapsulacion
una biotecnologia que permite la liberacion en el intestino de agentes
terapéuticos (Sultana et al., 2000; Qi et al., 2006 y Vos et al., 2009). Al igual que
en los trabajos de medicina, en acuicultura se busca la microencapsulacion
como vehiculo para que la levadura marina colonice el tracto gastrointestinal
del huésped, confiriéndole sus propiedades como probidtico. No obstante,
Rosinski et al. (2005) menciona que uno de los problemas principales con la
bioencapsulacidn, es la seleccion de células, asi como también la produccion de
microcapsulas uniformes y la seleccion de polimeros para la elaboracion del

recubrimiento.

Sin embargo, Yufera et al. (2005) menciona que una de las mayores ventajas en
utilizar alginato como material de elaboracidn en las microcdpsulas, es que los
materiales de elaboracién son muy baratos y amistosos con el medio ambiente y
que los compuestos utilizados en la elaboracién de las microcapsulas de
membrana lipidica (Langdon et al., 2007) o protéica (Yufera et al., 2000) son
compuestos potencialmente tdxicos para el ambiente y levaduras, ya que
utilizan ciclohexano y acido tricloroacético. Yufera et al. (2003) indica que estas
capsulas hechas por polimerizaciéon de proteina pueden incluir una gran
variedad de distintos componentes y asi liberarlos en el intestino de las larvas.
Sin embargo, la tecnologia utilizada para el encapsulamiento de levadura
precisa ser menos agresivo, para preservar la viabilidad de la misma. Por tal
motivo, la mejor técnica para la encapsulacion de microorganismos vivos como

las levaduras fue mediante la técnica de gelificacion interna con gel alginato de
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sodio como cubierta y cloruro de calcio como gelificante, ya que, el proceso de
elaboracion tinicamente se basa en la transformacion de la solucion del alginato
de sodio en alginato de calcio sin ser agresivo para las levaduras y mantener

asi, su viabilidad (Yufera et al., 2005).

Por otra parte, también se tratd de elaborar otro tipo de microcdpsulas de
gelatina de bacalao, sin embargo el proceso de elaboracion fue muy agresivo
para la viabilidad de la levadura, ya que se necesita emulsionar la mezcla
ademas de que en la ultima fase se requiere de acetona para la polimerizacion y

endurecimiento de la gelatina.

Las microcapsulas de levadura no pueden utilizarse para el reemplazo del
alimento vivo, sino como alimento funcional en combinacion con la dieta
adecuada segiin los requerimientos alimenticios, fisiologia digestiva y
comportamiento de la larvas de peces marinos a las cuales se quiera administrar
los probiédticos (Yuafera et al., 2000). Puesto que las microcapsulas elaboradas
por Chu y Ozkizilcik (1999), Yufera et al. (2003; 2005) y Langdon et al. (2007),
son utilizadas para el reemplazo de alimento vivo, en donde incluyen dieta
formulada, hormonas, vitamina, péptidos y aminodacidos. Asi mismo, en los
intentos que se han realizado para el reemplazo de alimento vivo por
microcapsulas (Chu y Ozkizilcik, 1999; Ytufera et al., 2002; Conceicao et al., 2007)
la sobrevivencia y el crecimiento larval no han sido mayores que los

organismos alimentados con alimento vivo.

Ytfera et al., (2005) menciona que la principal desventaja en utilizar el alginato
de calcio como material de encapsulamiento, se debe a que dicho material es
poroso, por lo que es incapaz de prevenir eficientemente la oxidacion y
degradacion del material encapsulado por microorganismos presentes durante

el almacenamiento a largo plazo. Sin embargo, Zhang et al. (2005) sugiere que la
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tecnologia de encapsulamiento de enzimas y células requiere de una membrana
semipermeable, como la que se forma por la porosidad del alginato de sodio,
que permite el intercambio libre de moléculas importantes para la
sobrevivencia de la célula, asi como también de nutrientes, oxigeno, metabolitos

esenciales y productos toxicos del metabolismo celular.

Seguin Zhi-jie et al. (2008) las microcapsulas alginato/quitosano proveen un
microambiente, que es construido durante el cultivo celular, incluyendo el
gradiente de los nutrientes, metabolitos y temperatura. Ademas Qi et al. (2006)
demostraron que la inmovilizacion celular de Eschericha coli y Saccharomyces
cerevisize en microcapsulas, mejora el crecimiento e incrementa la actividad
metabodlica, lo que indica que las microcdpsulas de alginato ofrecen un
microambiente favorable para los microoganismos. Esta condicion puede ser
favorable para que D. hansenii tenga el efecto probidtico deseado, al ser
administrado a larvas o juveniles de peces marinos, potencializando asi sus

efectos benéficos en los organismos hospederos.

9.2 Concentracion de alginato en microcapsulas de levadura D. hansenii

La concentracion de alginato de sodio utilizada en la elaboracion de las
microcdpsulas de levadura marina (D. hansenii) fue del 2% (Fig.1). Esta misma
concentracion también fue wutilizada por Vandenberg et al. (2001) en
microcdpsulas de albumina bovina, donde se obtuvo una buena retenciéon de
proteinas y al igual que en la elaboracion de las microcdpsulas de este trabajo
con levadura, fue la concentraciéon mas manejable, que permitia un flujo fluido
en el momento de la microencapsulacion. Al utilizar una concentracion mayor
del 2% de alginato de sodio, hace que el proceso de encapsulacion sea
extremadamente dificil, debido a la naturaleza viscosa del medio (Vandenberg

et al., 2001).
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9.3 Tamaio de las microcapsulas de levadura D. hansenii

Una de las caracteristicas fisicas mds destacables de las microcdpsulas de
levadura obtenidas en este trabajo, es el tamafio de particula, menor a 50 um de
diametro, el cual es ideal para utilizarse como alimento funcional para la
administracién de probioticos en las primeras etapas de desarrollo de peces
marinos (Conceingao et al., 2007). Para obtener el menor tamafo posible de las
microcapsulas de levaduras D. hansenii, se emplearon 2 bares de presion en el
aerografo, siendo ésta la presion maxima permitida por el equipo y determinate
para la obtencion del tamano final de las microcapsulas, y no asi que el de los
poros de salida de la pistola del mismo. Nuestros resultados concuerdan con los
de Vandenberg et al. (2001) quienes encontraron que el diametro de las

microcapsulas se relaciona con la presion del aire con el que se elaboran.

9.4 Elaboracion de microagregados con inclusion de levadura viva (D.
hansenii)

La administracion de alimento inerte en larvas de peces marinos, se lleva a cabo
unicamente como segundo paso, después de ser alimentados con alimento vivo
por varias semanas después de la eclosion y normalmente sustituido de forma
parcial mediante un proceso llamado co-alimentacion. Otra aplicacion de las
microdietas es la liberacion de nutrientes necesarios y agentes profilacticos en
acuacultura (Teshima et al., 2000). Hasta la fecha, no se ha desarrollado alguna
microdieta artificial que por si sola soporte el crecimiento y sobrevivencia que
se obtienen cuando las larvas son alimentadas con presas vivas ademds de que
garantice un consumo eficiente y/o evite la pérdida de nutrientes por
lixiviacion. Por tal motivo los microagregados han sido utilizados para tratar de
sustituir el alimento vivo con alimento inerte en larvas de peces marinos
(Patridge y Southgate 1999; Teshima et al., 2000; Nankervis y Southgate, 2009).

Segun Patridge y Southgate (1999) el tipo de ligante utilizado tiene un papel
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muy importante en la atractibilidad y digestibilidad de los microagregados, una
alta concentracion del ligante, puede ocasionar la reduccion en la digestibilidad

de la microdieta.

Los microagregados elaborados con la dieta formulada y la dieta BERNAQUA
con inclusién de levadura marina, fueron de dos tipos: uno elaborado con aceite
de higado de bacalao y el segundo con alginato de sodio al 2% como ligantes.
En ambas formulaciones se buscé que los ingredientes otorgaran una
viabilidad aceptable de la levadura marina en el alimento. Se obtuvo una
mayor sobrevivencia celular en los microagregados elaborados con la dieta
comercial BERNAQUA que en los microagregados elaborados con la dieta
experimental. Sin embargo, en ambos casos resultd que el mejor ingrediente
para la inclusion de levadura fue el alginato de sodio, obteniendo en los
microagregados MBAL 6 x 10¢ UFC y en los MFAL 0.92 x 10¢ UFC. Mientras que
en los microagregados elaborados con el aceite de higado de bacalao como
ligante se obtuvieron en los MBAC 5.5 x 10° UFC y en los MFAC 0.12 x 10° UFC.
Este resultado posiblemente se deba a las caracteristicas de cada uno de los

ingredientes y el aporte de nutrientes de estos a la levadura.

Ha sido necesario el estudio de nuevas alternativas para cubrir estos aspectos,
siendo una buena alternativa el uso de microagregados, que cumplan con las
necesidades nutritivas y ademads provean de suplementos alimenticios que
mejoren la sobrevivencia y crecimiento, asi como también atractantes (Teshima
et al., 2000). Segun Patridge y Southgate (1999) las dietas microagregadas son
ingredientes alimenticios unidos dentro una matriz de hidrocoloide gelificado o
ligante, ademads estos pueden ser producidos sin un tamano limitante, son
flexibles en la naturaleza en la composicion de su dieta y relativamente faciles
de preparar. A diferencia de las microcapsulas carecen de una pared lo cual

ayuda a la digestion de la particula.



65

9.5 Digestibilidad in vitro de polisacaridos de los ligantes

Los resultados muestran que ambos peces, P. maculatofasciatus y L argentiventris,
poseen una mayor capacidad de hidrolisis sobre el almidén, con respecto a los
otros dos sustratos probados, alginato y microcapsulas (Fig. 4 y 5). Sin
embargo, la actividad de las carbohidrolasas de la cabrilla arenera y pargo
amarillo, muestran una mayor afinidad por este sustrato, lo que nos indica una
mayor actividad de la a-amilasa en estos peces. Estudios previos han mostrado
que la cabrilla arenera posee una capacidad digestiva importante desde su
eclosion (Alvarez-Gonzalez et al., 2008), y se ha considerado un depredador
bentoénico con un amplio espectro alimenticio oportunista (hasta de 60 especies)
(Carranza y Rosales, 2000). Por otra parte el pargo amarillo presenté menor
capacidad de hidrolisis de carbohidratos que la cabrilla arenera, ya que los
habitos alimenticios de esta especie son carnivoros alimentdndose
principalmente de peces, crustdceos bentdnicos, decdpodos, cefaldopodos y
gasteropodos (Vazquez et al., 2008). De la misma forma en los resultados
obtenidos por Lifian et al. (2006) la actividad a-amilasa L. argentiventris fue baja,

atribuida a la misma causa.

En cuanto a la actividad obtenida con el alginato podemos observar que en
ambos extractos presentan una actividad alginolitica, siendo tres y cinco veces
menor que la actividad de tipo amilasa encontrada en la cabrilla arenera y el
pargo amarillo respectivamente. Esta actividad enzimatica normalmente es
atribuida a la flora bacteriana encontrada en el tracto digestivo de los peces
(Grisez et al., 1997), ya que éste sustrato no se encuentra en la dieta de estos
organismos. Sin embargo, la actividad de carbohidrolasas totales observada con
las microcapsulas es mucho menor (cabrilla arenera 15.7 U/mg y pargo amarillo
6.43 U/mg), ya que al reaccionar el alginato de sodio con el carbonato de calcio
este se convierte en alginato de calcio significativamente con respecto a la

actividad del almidon (cabrilla arenera 662.52 U/mg y pargo amarillo 52.25
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U/mg) y del alginato (cabrilla arenera 217.05 U/mg y pargo amarillo 9.91 U/mg),
a pesar que éstas son elaboradas con éste tltimo carbohidrato. Estos resultados
posiblemente se deben a que la estructura molecular del almidén es més simple
con respecto a la del alginato. Ya que la estructura del alginato esta compuesta
por copolimeros arreglados linealmente en bloques con alternancia de azucares
gulordnicos y manurdnicos (Vandenburg et al., 2001), mientras que el almidén
esta constituido por cadenas largas no ramificadas de D-glucosa (Lehininger,
1995). Ademas la enzima a-amilasa hidroliza al azar los enlaces «(1-4) a lo largo
de la cadena del almidén (Kusano et al., 2001), mientras que la enzima alginato
liasa degrada el alginato tinicamente por los enlaces (3(1-4) prefiriendo los
residuos de los dcidos D-manurénico y L-gulordnico, en donde se obtiene una

molécula de acido urénico (Preston ef al., 2000).

Los reportes del uso de microcapsulas elaboradas con alginato para la nutricion
de animales son amplios, sin embargo, se recomienda el conocimiento de la
calidad, pureza, y viscosidad de este polimero, asi como de una tecnologia que
brinde particulas uniformes, de poco tamafo para larvas con poca abertura
bucal y que finalmente brinden estabilidad en el nimero de probidticos durante
la elaboracion, almacenamiento y paso por el estdbmago del hospedero

(Heidebach et al., 2009).

9.6 Digestibilidad in vitro de lipidos de aceite de higado de bacalao como
ligante.

La cabrilla arenera presenta mayor capacidad para la hidrdlisis del aceite de
pescado que el pargo amarillo (Fig. 6). Esta capacidad se demuestra en previos
estudios donde se probaron distintos niveles de lipidos (5%, 10% y 15%) en
dietas para juveniles de cabrilla arenera (Gleaves-Lopez, 2005) donde se

observaron actividades especificas mas altas de lipasa en juveniles alimentados
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con 5% de lipidos que en niveles mayores (48 U/mg de proteina). Carrasco-
Chavez (2004), también encontré que en juveniles alimentados con la inclusion
de lipidos del 15% presentaron diferencias significativas en cuanto a peso y
longitud con respecto a los otros niveles de lipidos. En cuanto a pargo amarillo,
éste presenta ligeramente una actividad especifica mas baja que la de la cabrilla
arenera, como fue obtenido en previos estudios por Lifin et al., (2006) (20 U/mg
de proteina). En cuanto la informacion de los requerimientos nutricionales y
capacidad digestiva en larvas o juveniles de pargo amarillo, no existen datos
debido a que es una especie nueva en acuacultura. En especies relacionadas,
Garcia-Ortega (2008) indica que los requerimientos de lipidos en juveniles de
pargo lunajero, L. guttatus son de 6 al 12%, siendo también los niveles dptimos
en juveniles pargo de manglar, L. argentimaculatus (Catacutan et al., 2001), sin

embargo en pargo criollo, L. analis es de 6-9% de lipidos (Watanabe et al., 2001).

9.7 Digestibilidad in vitro de polisacaridos de las microdietas

Paralabrax maculatofasciatus

Segun Civera et al. (2002) en el momento del reemplazo alimenticio del alimento
vivo por el inerte (destete) en larvas de cabrilla arenera, solo algunos
organismos tienden a aceptar facilmente este cambio, sin embargo aquellos que
no logran adaptarse puedan morir. La aceptacion de una dieta inerte involucra
caracteristicas fisicas de la microparticula (tamafio, textura y digestibilidad), asi

como también influye el tipo de ingredientes de la formulacion de la dieta.

En los resultados obtenidos de la digestibilidad in vitro de polisacaridos
utilizando el extracto digestivo de cabrilla arenera, se observd que la mayor

hidrolisis de las microdietas elaboradas a partir de una dieta experimental,
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fueron los microagregados MFAL (Fig. 7). Estas microdietas podrian ser
utilizados en etapas larvarias, puesto que en los resultados obtenidos por Pefia
et al. (2003) mencionan que la cabrilla arenera posee la habilidad de digerir y
absorber carbohidratos complejos en etapas tempranas de desarrollo, asi como
también en los resultados de asimilacion de microagregados de alginato en

larvas de Lates calcarifer (Patridge y Southgate, 1999).

No se pudieron hacer pruebas de lixiviacion, pero en el trabajo de Patridge y
Southgate (1999) mencionan que los microagregados tienen una alto porcentaje
de lixiviacion de los ingredientes, debido a la falta de una pared verdadera
(Onal y Langdon, 2005) por lo que también, posiblemente este fenémeno este
sucediendo dentro de la reaccion y por consiguiente se de la hidrolisis del resto
de los ingredientes provenientes de origen carbohidratico de la dieta como la
harina y el gluten de trigo. Ademas las levaduras presentes en la microdieta
pueden estar contribuyendo con productos originados del metabolismo de la
misma célula. Ya que segin Talebnia y Taherzadeh (2007) encontraron que al
inmovilizar levadura S. cerevisize tiende a almacenar carbohidratos como el
glucogeno y trehalosa debido a la limitacion de nutrientes para la proteccion del
citosol, asi como también como almacenamiento de glucosa contra condiciones

adversas en el crecimiento.

La mayor digestibilidad, representada por la mayor actividad de
carbohidrolasas, de los las microdietas elaboradas con BERNAQUA fue
también en los microagregados elaborados con alginato (Fig. 8). Al observar los
ingredientes presentes en la etiqueta del alimento comercial BERNAQUA
utilizados para su elaboraciéon, no se encontraron ingredientes de origen
vegetal, como los que se encuentran en la dieta experimental. Posiblemente se
deba a que durante los 10 minutos de incubacion, la cobertura de alginato este

siendo hidrolizada por las bacterias presentes en el extracto digestivo, liberando
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a las levaduras y éstas consuman los azticares disponibles. En trabajos previos
sobre inmovilizacion celular (Qi et al., 2006) se ha demostrado que el consumo
de glucosa en levadura S. cerevisiae encapsuladas suele llevarse a cabo a mayor
velocidad que con las levaduras libres, donde la inmovilizacion mejora el
crecimiento e incrementa la actividad metabdlica. La metodologia de la
digestibilidad in vitro es especifica para la digestibilidad de polisacaridos como
el almidon, que consiste en la digestiéon de los azticares por la accion de la
enzima a-amilasa de la cabrilla arenera, en donde se mide la digestibilidad de
almidones o el glucogeno (Nolasco et al., 2006). Sin embargo, con la
modificacion de la metodologia, no fue posible distinguir de dénde provenia
los aztcares reductores productos de la reaccion, por lo que se asumié una
actividad de tipo carbohidrolasa general presente en el extracto del tracto

digestivo de los peces.

Lutjanus argentiventris

En el caso de la digestibilidad de polisacaridos con el extracto digestivo de
pargo amarillo sobre las microdietas se esperaban resultados semejantes a los
obtenidos en la digestibilidad de las microdietas con extracto digestivo de
cabrilla arenera. Sin embargo, la mayor digestibilidad se obtuvo en las dietas
microagregadas MFAC (Fig. 9) y MBAC (Fig. 10). Este resultado se puede deber
a la baja actividad especifica de la a-amilasa que presenta el pargo amarillo a
diferencia de la cabrilla arenera (Tabla V y VI). Krogdahl et al. (2000) menciona
que el nivel de lipidos en la dieta afecta la digestibilidad de polisacdridos como
el almidén que fue menos digerido en dietas con altos niveles de grasa, que en
las dietas con menos grasa en Salmo salar. En especies carnivoras como el pargo
amarillo, los polisacdridos no provenientes del almiddn, como el alginato puede
reducir la utilizacion de otros nutrientes y asi actuar como antinutriente
(Krogdahl et al., 2000). La presencia de antinutrientes en los alimentos para

peces afecta la digestibilidad de proteina, causando efectos fisioldgicos adversos
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y reduciendo el crecimiento (Alarcon et al., 2001). Por otra parte, Hemre et al.
(2002) menciona que los peces carnivoros alimentados con dietas ricas en
almiddén presentan poca habilidad de tomar la glucosa y se asume que estos
peces se encuentran en un estrés metabdlico constante, que a su vez puede dar

lugar a la supresion de funciones inmunes.

9.8 Digestibilidad in vitro de proteinas especifica para pepsina

Paralabrax maculatofasciatus

En la capacidad de hidrdlisis de las microdietas elaboradas con alimento
formulado con extracto digestivo de cabrilla arenera, la mayor digestibilidad
fue la dieta microagregada MFAL con diferencia significativa con respecto a las
demads microdietas (Fig. 11). Sin embargo, al contrastar este resultado con el
porcentaje de proteina de las microdietas obtenido de los andlisis quimico
proximales, ésta contiene un 44.6%, mientras que el microparticulado F un
52.73%. Patridge y Southgate (1999) menciona que la digestibilidad de los
microagregados se encuentra relacionada al tipo de ligante utilizado. Por
ejemplo, el alginato mejora el grado de digestibilidad como se vio en este
trabajo; mientras que no se encuentran diferencias significativas en el grado de
hidrolisis entre el microparticulado F (control) y la dieta microagregada MFAC
cuyo contenido de proteina es de 41.45%, menor al porcentaje proteico presente

en el microparticulado F.

La mayor digestibilidad in vitro de proteinas en las microdietas elaboradas con
el alimento comercial BERNAQUA fue el microparticulado B (Fig. 12). A
diferencia del resultado obtenido en las microdietas elaboradas con dieta
experimental, la digestibilidad de las microdietas si concuerda con el porcentaje
de proteina. Puesto que la dieta microparticula B contiene un 54.14% de

proteina siendo el mayor porcentaje entre las demas microdietas. Otro factor



71

importante, es considerar la calidad de la proteina utilizada en cada

formulacion, sin embargo, este andlisis no fue realizado en este trabajo.

En las otras microdietas también concuerda el grado de hidrdlisis con el
porcentaje de proteina, en donde el mayor grado de hidrolisis de los
microagregados con BERNAQUA fue el BAC con 47.58% de proteina, seguido
de BAL con 46. 10%. Durante los demas tiempos de hidrdlisis presentan el

mismo patrén.

También se encontré diferencia significativa (p<0.05) entre el grado de hidrolisis
entre las microdietas elaboradas con el alimento experimental y BERNAQUA.
A pesar de que en otros trabajos se ha utilizado la dieta experimental como
alimento control, ya que ha dado los mejores resultados en la sobrevivencia y
crecimiento en el destete de larvas y juveniles de cabrilla arenera y sardinera
respectivamente (Linares, 2007; Guzman, 2008; y Reyes, 2008). Sin embargo, se
obtuvo un mayor grado de hidrdlisis en las microdietas elaboradas con
BERNAQUA quizas debido al tipo y calidad de ingredientes utilizados para su

manufactura.

Lutjanus argentiventris

La mayor digestibilidad de las microdietas elaboradas con alimento
experimental usando el extracto de pargo amarillo, fue observado en la dieta
microparticulada F (Fig. 13). Este resultado concuerda con el mayor porcentaje
de proteina (52.73%) detectado entre dietas. Al comprar la digestibilidad de los
microagregados FAL y FAC no se encontraron diferencias significativas entre
ambas digestibilidades en contenido de proteina. Sin embargo, se observan una
ligera diferencia en el grado de digestibilidad, siendo mayor en los

microagregados FAL atribuido al porcentaje de proteina de 44.6% de dicha



72

microdieta. Mientras que el grado de digestibilidad de los microagregados FAC

es menor, en donde el porcentaje de proteina es de 41.45%.

De la misma manera sucede con las microdietas elaboradas con el alimento
comercial BERNAQUA, teniendo la mayor digestibilidad en la dieta
microparticulada B (Fig. 14). Mientras que los microagregados BAL y BAC no
muestran diferencia significativa entre ellos, pero si se observa una ligera
diferencia en el grado de digestibilidad entre ambas, siendo mayor en BAC que
en BAL, debido también a la concentracion de proteina en dichas microdietas.
Ya que BAL contiene un porcentaje de proteina de 46.10%, mientras que BAC

de 47.58%.

Al comparar el grado de hidrodlisis entre las microdietas elaboradas con el
alimento formulado y alimento comercial BERNAQUA con extracto digestivo
de pargo amarillo, existe una diferencia significativa siendo mayor en las
microdietas del alimento BERNAQUA, debido probablemente a la calidad de
los ingredientes, ya que el porcentaje de proteinas es mayor y que el pargo

amarillo es un pez con habitos carnivoros.

9.9 Digestibilidad in vitro de proteinas para tripsina por pH Stat.

Paralabrax maculatofasciatus

El principio en el que se basa la técnica del pH-Stat es que la hidrdlisis se da a
un pH neutro, y con la disociacién de los grupos carboxilo liberados, disminuye
el pH de la mezcla de reaccion, de esta forma, la cantidad de base (NaOH)
consumida para mantener el pH constante es directamente proporcional al
numero de enlaces peptidicos hidrolizados, es decir el grado de hidrdlisis (GH)

(Alvarez-Gonzalez, 2003).
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En la digestibilidad de las microdietas elaboradas con alimento experimental
con extracto digestivo de cabrilla arenera (Fig. 15). El mayor grado de hidrolisis
fue obtenido con las microcdpsulas de levadura debido a la presencia del 2% de
hidrolizado de calamar, que fue adicionado como atractante. Cahu vy
Zambonino Infante (1995) mencionan que la incorporacion de hidrolizado de
proteina en las dietas estimula la actividad de peptidasas citosdlicas, ademas de
facilitar la asimilacion de los aminoacidos en larvas jovenes. Sin embargo, un
nivel excesivo de hidrolizado de proteina en alimento larvario conduce efectos
negativos en el crecimiento y sobrevivencia larvaria, ya que posiblemente afecte
la regulacion en la sintesis y secrecion de tripsina (Zambonino Infante y Cahu,
2007). Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en el grado de
hidrolisis entre los microagregados FAC y el microparticulado F. Estos
resultados posiblemente se deban a que la fuente proteica de la dieta proviene
de harinas de sardina, calamar y concentrado proteico soluble de pescado, en
donde las proteinas estan intactas. Zambonino Infante y Cahu (2007) han
demostrado que la utilizacién de proteinas intactas disminuye de 2 a 3 veces la

velocidad de absorcion en larvas con respecto a las proteinas hidrolizadas.

En el caso de las microdietas elaboradas con el alimento comercial BERNAQUA
(Fig.16) la mayor digestibilidad fue en los microagregados BAC, tinicamente
con diferencia significativa con las microcapsulas de levadura. A pesar de no
encontrar diferencias significativas entre el microparticulado B 'y
microagregados BAC y BAL, se observa que el microagregado BAC muestra un
mayor grado de hidrolisis, lo que demuestra que la incorporacién de un ligante
externo es muy importante, ya que como lo dijeron Holme et al., (2009) el tipo y
fuerza del ligante tienen un papel importante en la determinacion de

atractividad y digestibilidad de los microagregados.
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Lutjanus argentiventris

En la digestibilidad in vitro de proteinas para tripsina en las microdietas con
extracto digestivo de pargo amarillo, se observo la mayor digestibilidad en las
microcapsulas tanto en las microdietas elaboradas con alimento experimental
(Fig. 17) y alimento comercial BERNAQUA (Fig. 18) con diferencia significativa.
Este resultado se puede deber a que el hidrolizado de calamar utilizado como
atractante no se encuentra en el interior de la microcapsula, ya que forma parte
de la cubierta. Por lo que el ingrediente queda expuesto a una hidrdlisis facil
por parte de las enzimas. Civera-Cerecedo et al. (2008) encontraron que en
larvas de cabrilla arenera alimentadas con harina hidrolizada de pescado
mostraron mejor crecimiento y sobrevivencia al 22 DDE, relacionado a la mayor
disposicion de aminodcidos en el hidrolizado de proteina, que son mas
digestibles, absorbibles y metabolizados con mayor facilidad. La
administracién de los hidrolizados larvas de peces marinos, contribuyen a la
maduracion del tracto digestivo (Cahu et al., 1999) y este a su vez incrementa el
crecimiento de los organismos debido a la poca energia utilizada en la hidrolisis

de proteinas (Zambonino-Infante et al., 1997).

La digestibilidad del microparticulado B fue significativamente menor con
respecto a las demas microdietas, en donde el ligante ademas de contribuir a la
inclusién de la levadura, pude atribuir propiedades al alimento como una
mayor digestibilidad (Teshima et al., 2000). Se ha observado que la hidrolisis de
tripsina es afectada por la calidad del alimento, presentando mayor actividad
en dietas con niveles altos de proteina. También se ha demostrado que la
actividad especifica de la tripsina es un marcador importante en el proceso de
digestidn, correlacionado con la eficiencia de conversion y grado de crecimiento

en Salmo salar (Rungruangsak-Torrissen et al., 2006).
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10. CONCLUSIONES

La mejor técnica para la encapsulacion y preservacion de la viabilidad de
las levaduras marinas D. hansenii es la gelificacion interna con alginato de

calcio al 2%.

Se logro obtener la inclusion de levadura viva en microcdpsulas menores de
50 um de didmetro, ideal para la co-alimentacion de las larvas de peces

marinos.

Se logré la inclusion de la levadura viva D. hansenii en alimento
experimental y comercial BERNAQUA utilizando como ligante alginato de
sodio y aceite de higado de bacalao, en un tamano de particula de 100 um

de diametro.

El mejor ligante para la inclusién de levadura D. hansenii en ambos

alimentos (experimental y BERNAQUA) fue el alginato de sodio.

En los microagregados elaborados con BERNAQUA se obtuvo una mayor

sobrevivencia de levaduras.

Ambas especies de peces marinos (P. maculatofasciatus y L. argentiventris)
poseen mayor capacidad de hidrodlisis sobre el almidéon que sobre el

alginato debido a la actividad de a-amilasa.

La actividad alginolitica es menor que la de a-amilasa, ya que esta actividad
depende de la composicion especifica de la flora bacteriana del tracto
digestivo en ambas especies de peces marinos (P. maculatofasciatus y L.

argentiventris).
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> El tipo de ligante utilizado para la elaboracioén de los microagregados afecta
la digestibilidad de los mismos dependiendo de los habitos alimenticios de

la especie a la cual se le desea administrar.

> El mejor ligante para la inclusion de levadura como probidtico para P.
maculatofasciatus es el alginato de sodio, ya que se obtuvo el mayor grado de
hidrolisis en los microagregados MFAL y MBAL en la digestibilidad in vitro
de polisacaridos y no se obtuvieron diferencias significativas en cuanto la

digestibilidad in vitro de proteinas (pepsina y tripsina).

> El mejor ligante para la inclusion de levadura para probidtico para L.
argentiventris es el aceite de higado de bacalao, puesto que se obtuvo el
mayor grado de hidrolisis en los microagregados MFAC y MBAC en la
digestibilidad in vitro de polisacdridos y no se observaron diferencias
significativas en cuanto la digestibilidad in vitro de proteinas (pepsina y

tripsina).

> El hidrolizado de calamar utilizado como atractante en las microcapsulas de

levaduras confiere una mayor digestibilidad in vitro de proteinas.
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11. PERSPECTIVAS

Evaluar in vivo el efecto de las microdietas con la inclusién de levadura
D. hansenii sobre el crecimiento, sobrevivencia y desarrollo de larvas de

P. maculatofasciatus y L. argentiventris.

Realizar pruebas de lixiviacion de los microagregados con la inclusiéon de
levadura D. hansenii con ambos ligantes (alginato y aceite de higado de

bacalao) y microcapsulas.

Medir la absorcion y/o liberacion de glucosa de la levadura marina D.
hansenii para evaluar la contribucion de los microorganismos en la

digestibilidad de las microdietas.

Realizar pruebas in vivo de liberacion de las levaduras encapsuladas en el

tracto digestivo en larvas de P. maculatofasciatus y L. argentiventris.
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