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RESUMEN

El conocimiento de las capacidades digestivas de determinada especie es un aspecto clave para el establecimiento de dietas y
estrategias de alimentacion en cautiverio. Los carbohidratos son un macronutriente importante en la dieta y ademas, desde el
punto de vista acuicola, son una fuente de energia barata. Sin embargo, existe un desconocimiento total de la digestion de
carbohidratos en la langosta espinosa Panulirus argus. En el presente trabajo se evalué la digestion in vitro de diferentes
fuentes de carbohidratos por las enzimas digestivas de P. argus. El almidon de arroz y los almidones gelatinizados de papa y
de maiz fueron los sustratos que presentaron mayores tasas de hidrdlisis entre todas las fuentes probadas, seguidos por la
harina de arroz, la harina de trigo, el almidén de papa, la harina de maiz, el glucdégeno y el almidén de maiz. Los sustratos
que mostraron las menores tasas de hidrélisis fueron el alginato, la agarosa, el agar y la carboximetil celulosa. El presente
trabajo proporciona las primeras informaciones sobre la digestibilidad de carbohidratos en P. argus.
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ABSTRACT

The knowledge of the digestive capabilities of a particular species is a key step in the establishment of diets and feeding
strategies in captivity. Carbohydrates are important macronutrients in the diet and also, from the aquaculture perspective,
they represent a cheap source of energy. However, there is a lack of information concerning the digestion of carbohydrates in
the spiny lobster Panulirus argus. In this study we evaluated the in vitro digestion of different carbohydrate sources by the
digestive enzymes of P. argus. Rice starch, and gelatinised potato and corn starches were the substrates with higher rates of
hydrolysis among all the tested sources, followed by rice flour, wheat flour, potato starch, corn flour, glycogen and corn
starch. Substrates showing the lowest rates of hydrolysis were alginate, agarose, agar and carboxymethyl cellulose. This
paper provides the first information on the digestibility of carbohydrates in P. argus.

Key words: amylases; carbohydrates digestion; in vitro digestion; spiny lobster; Panulirus argus.

1. INTRODUCCION

La familia Palinuridae incluye a las langostas espi-
nosas, las cuales son explotadas comercialmente en
todas las regiones tropicalesy subtropicales del mundo
por su alto valor comercial. La especie Panulirus argus
(Latreille, 1804) es la de mas amplia distribucion:
desde Carolina del Norte (E.U.) hasta Brasil, inclu-
yendo las Bahamas, México, las islas del Caribe y
Bermudas (Ingle et al., 1963, citado por Lellis, 1991).
En Cuba, P. argus se distribuye a todo lo largo de la
plataforma insular y constituye el principal recurso
pesquero del pais. Actualmente la mayoria de las pes-
querias de langostas espinosas estan plenamente
explotadas o sobreexplotadas, mostrando estabilidad
o disminucion de las capturas, respectivamente,
mientras que las mismas contintian teniendo un alto
valor en el mercado internacional. Esta situacion ha
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provocado un incremento en el interés en la acui-
cultura de estos crustaceos durante las tltimas déca-
das, como via para incrementar o mantener los
actuales niveles de produccion. Existe, ademas, un
mercado para las langostas de talla pequena el cual
no puede ser satisfecho por las pesquerias comer-
ciales, las cuales tienen establecida por lo general
una talla minima legal.

Aunque recientemente la larvicultura de lan-
gostas ha mostrado resultados alentadores (Barnard
et al,, 2011; Goldstein y Nelson, 2011), en la actua-
lidad el mayor interés esta en la engorda o cria de
postlarvas capturadas en el medio natural. Se ha
demostrado que la disponibilidad de postlarvas (semi-
llas) en el medio natural es elevada (Cruz et al.,
2006), que la mortalidad en la fase postlarva es muy
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alta (98 %) (Phillips et al., 2003; Cruz et al., 2006) y que
por tanto, la extraccion de postlarvas del medio con
fines acuicolas tendria un minimo impacto sobre las
pesquerias (Phillips et al., 2003). Aunque esta activi-
dad se ha desarrollado en varios paises (Filipinas,
Indonesia, India, Tailandia, China, Taiwan, Malasia,
Tahiti, Singapur, Australia y Nueva Zelanda) (Jeffs y
Hooker, 2000; Jeffs y Davis, 2002), es en Vietnam
donde se ha logrado el mayor éxito. La engorda en
jaulas de la langosta espinosa Panulirus ornatus en
Vietnam representé aproximadamente 40 millones de
USD en el 2004 (Thuy y Ngoc, 2004) y 100 millones
de USD en el 2006 (Jones y Williams, 2007).

Sin embargo, como es de esperar de una tecnolo-
gia en desarrollo, la engorda de langostas espinosas
en cautiverio no esta libre de dificultades. Las prac-
ticas actuales de alimentacién basadas en desechos
de la industria del pescado estan provocando serios
problemas de contaminaciéon en areas con gran
densidad de jaulas. Esto ha incentivado el desarrollo
de investigaciones sobre la alimentacion en cautiverio
en varios paises como Australia, Nueva Zelanda,
Japén, Vietnam, India, Sudafrica, EEUU, Puerto Rico
y Belice (Williams, 2007). Aunque se han obtenido
avances notables en la alimentacion artificial de
algunas especies, todavia no existen piensos utili-
zados a nivel comercial. La ausencia de dietas formu-
ladas (piensos) se considera el principal impedimento
para el desarrollo sostenible de esta actividad tanto
en las regiones donde ya se ha desarrollado significa-
tivamente (Asia-Pacifico), como en regiones con gran
potencial como el Caribe. Cuba presenta condiciones
apropiadas para la engorda de P. argus por la gran
disponibilidad de semilla en algunas zonas (Cruz et
al., 2000), temperaturas elevadas durante practica-
mente todo el afno, y por presentar P. argus una de
las mayores tasas de crecimiento respecto al resto de
las langostas espinosas (Jeffs y Davis, 2002).

Varios investigadores han evaluado los requeri-
mientos nutricionales de algunas especies de langos-
tas espinosas (Glencross et al, 2001; Crear et al,
2002; Smith et al., 2003; 2005; Ward et al., 2003b;
Johnston et al, 2003), aunque las tasas de creci-
miento con el uso de dietas formuladas todavia son
bajas para la mayoria de las especies, incluso cuando
las langostas son alimentadas con piensos muy simi-
lares, en composicion, a las presas naturales (Simon
y Jeffs, 2008). Se reconoce hoy que parte de estos
problemas se deben al desconocimiento de la fisiolo-
gia digestiva de estos crustaceos.

El conocimiento de los mecanismos mediante los
cuales se logra el eficiente aprovechamiento de un
alimento es un aspecto importante para el estableci-
miento de dietas fisiologicamente adecuadas. En
este sentido, en Cuba se han obtenido resultados en
la especie P. argus respecto a la digestiéon de pro-
teinas, y hoy se conocen las fuentes de proteinas mas

digestibles, los aspectos que se deben mejorar para
incrementar la digestibilidad de proteinas, la contri-
bucion de las tripsinas digestivas a la digestion de
proteinas, asi como los principales aspectos relacio-
nados con la regulacion de la actividad de estas pro-
teasas (Perera et al., 2008 ay b; 2010 ay b; 2012 ay
b). Estos estudios se enmarcan en el esfuerzo inter-
nacional por optimizar la digestion de proteinas en
diferentes especies de langostas espinosas (Glencross
et al., 2001; Crear et al., 2002; Smith et al., 2003;
2005; Ward et al., 2003b; Johnston et al., 2003). Sin
embargo, la digestion de carbohidratos ha sido muy
poco estudiada en langostas espinosas en general.
Solo se cuentan hoy con estudios en la langosta de
aguas templadas Jasus edwardsii (Radford et al,
2007; Simon, 2009 a, b, c¢), mientras que no existe
informacién para sus homologas las langostas tropi-
cales, incluyendo P. argus. El deficiente conoci-
miento de la digestion de carbohidratos en langostas
espinosas contrasta con la importancia de los
carbohidratos como macro-nutrientes de la dieta.
Ademas, desde el punto de vista econdémico es de
vital importancia optimizar el uso de los carbohi-
dratos de la dieta, debido a que constituyen una
fuente barata de energia.

Justamente, el desconocimiento de la digestion de
carbohidratos en la langosta P. argus motiva la rea-
lizacion del presente trabajo, enfocado en la digestion
enzimatica como paso esencial del proceso digestivo.
En este sentido, existe escaso conocimiento de la
relacién entre la alta actividad amilasa y el poco uso
de los carbohidratos de la dieta, sobre todo en crus-
taceos carnivoros. Por razones practicas, se inclu-
yeron en el estudio las fuentes de carbohidrato mas
utilizadas en alimentos acuicolas, o con potencial
para su uso en los mismos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Colecta de animales y muestras

Para los estudios de digestion in vitro de carbohidratos
se colectaron 126 ejemplares de la langosta Panulirus
argus en el golfo de Batabano, en la plataforma sur-
occidental de Cuba. Los animales fueron anestesia-
dos en hielo durante 10 min antes de la extraccién de la
glandula digestiva o hepatopancreas (HP). Las muestras
se congelaron inmediatamente en nitréogeno liquido
para su traslado al Centro de Investigaciones Mari-
nas de la Universidad de la Habana. Posteriormente,
las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.2 Preparacion de los extractos enzimaticos de
hepatopancreas (HP)

Los extractos enzimaticos se obtuvieron mediante la
homogenizacion de los hepatopancreas congelados
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en agua destilada (0,09g en 500mL) y se centrifu-
garon a 4 °C, 10 000 x g durante 15 min. Los sobre-
nadantes fueron utilizados inmediatamente en los
analisis.

2.3 Actividad amilasa en los extractos de HP

La actividad alfa-amilasa se determiné usando el Kit
HELFA®AmilaseAssay de Quimefa Inc. Habana, Cuba
(Cat No. A22189). Se incubaron 3 pL de extracto
enzimatico con 200 pL de sustrato CNP-Gs (2-cloro-
4-nitrofenil-a-maltotriosido), suministrado en el Kit,
a 37 °C por un minuto. La actividad fue medida
calculando la liberacion del cromoéforo a 405 nm
segun las instrucciones del fabricante. La actividad
enzimatica de la a-amilasa en la muestra (U/L) se
definié6 como ADO/min x 4640, donde ADO/min es
la variacién de la absorbancia de la muestra por
minuto y 4640 es el factor de actividad enzimatica
empleado en el kit.

2.4. Fuentes de carbohidratos estudiadas

Las 13 diferentes fuentes de carbohidratos utilizados
en los experimentos se muestran en la Tabla 1.

2.5. Digestion in vitro de carbohidratos en tubos
Eppendorf

Los carbohidratos estudiados (300 mg) fueron homo-
genizados en 5 mL de agua Milli-Q® (20°C) para
obtener soluciones/suspensiones al 6 % (p/v) que se
utilizaron como sustratos en las digestiones. Los
almidones nativos forman suspensiones que tienen
que ser bien mezcladas antes de usarse, dada su
pobre solubilidad en agua (Cousin et al., 1996). Los
almidones gelatinizados, el agar, el alginato y la car-
boximetil celulosa forman geles débiles a estas concen-
traciones pero no en la mezcla final de ensayo (Simon
2009a).

Los ensayos in vitro en tubos Eppendorf fueron
realizados utilizando el método descrito por Cousin
et al. (1996) y modificado por Simon (2009a). Los
sustratos (250 pL de la solucion al 6 % p/v) y los
extractos enzimaticos (0,2 U de actividad amilasa
total) fueron mezclados y diluidos hasta 1 mL con
tampén citrato-fosfato (100 mM, pH 5,0) en tubos
Eppendorf de 2 ml. El pH seleccionado para los
ensayos se corresponde con el encontrado en el jugo
gastrico de P. argus (Perera et al.,, 2008a) y otras
langostas espinosas (Jonnston, 2003), y con el pH
optimo de las amilasas de estos crustaceos (Perera
et al., 2008a). Los tubos se agitaron horizontalmente
a 26 °C durante 1h. Previamente, se determiné que la
linealidad de la reaccién con los diferentes sustratos
se mantiene por 2h, por lo que se fij6 la mitad de
este tiempo (1h) como tiempo final en este trabajo.

Transcurrida 1h de digestion, se tomaron 20 pL y se
guardaron a -20 °C hasta la determinacion de la
glucosa libre. Para cada fuente de carbohidrato, se
incluyé un control negativo que consistiéo en ensayos
sin extracto enzimatico. También se determiné la can-
tidad de glucosa presente en el extracto enzimatico.
La cantidad de glucosa liberada tanto del sustrato
como del extracto enzimatico se resto a la cantidad de
glucosa liberada después de la digestion. La glucosa
se determino utilizando el Kit RapiGluco-Test HELFA®
de Quimefa Inc. (ver 2.5.1).

La tasa de hidrolisis (TH) de cada sustrato se
calcul6 utilizando la siguiente féormula:

TH (nmol glucosa min) = ([glucosa]r — [glucosa]o) / t
Donde: [glucosa]r es la concentracion final de glucosa
después de la incubacién con el extracto enzimatico,
[glucosalo es la concentracién de glucosa inicial pre-
sente en el sustrato y en el extracto enzimatico, y t es
el tiempo de incubacion.

La expresion anterior resulté de una modificacion
introducida a la formula utilizada por Simon (2009a)
en un experimento similar en otra langosta espinosa.
El autor homogenizé sus determinaciones dividiendo
por la concentracion de proteina soluble en los ex-
tractos, independientemente de la actividad amilasa
de los mismos. Teniendo en cuenta los objetivos pro-
puestos en este trabajo, se consideré6 mas apropiado
homogenizar la actividad amilasa total de los extrac-
tos (mediante dilucién) antes de su uso en las diges-
tiones in vitro, independientemente de la concentra-
cién de proteinas. El objetivo de este proceder es que,
al enfrentar cada sustrato a las mismas unidades de
actividad amilasa total, las diferencias observadas en
la digestion in vitro se deben a la accion diferencial de
los extractos de HP sobre los carbohidratos estudia-
dos.

2.5.1. Determinacion de glucosa libre

En los ensayos in vitro se requirié cuantificar la glu-
cosa liberada luego de la digestion de diferentes
carbohidratos. En todos los casos, la glucosa libre se
determinoé por el Kit RapiGluco-Test HELFA® de pro-
ductos Biolégicos Quimefa Inc. (Habana, Cuba, Cat
No. D0O80033) siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Brevemente, se tomaron 20 uL de cada mues-
tra y se le agregaron 200 uL de reactivo (por dupli-
cado). Se leyo la absorbancia a 540 nm pasados 5
min, en un lector de microplacas ELx808 IU, BioTek
empleando agua como blanco. La concentracion de
glucosa (mmol/L) en la muestra se determiné como
DOm x C;/DO; donde DOy, es la absorbancia de la
muestra, C; es la concentracién de la glucosa de
referencia (mmol/L) suministrada en el kit y DO; la
absorbancia de la referencia.

2.5.2. Determinacion de aziicares reductores totales

Rev. Invest. Mar. (2013); Vol. 33, No. 2

64



Digestion in vitro de carbohidratos en Panulirus argus

Casuso, Rodriguez-Viera, Perera (2013)

Tabla 1.Carbohidratos utilizados como sustratos en las digestiones in vitro y procedencia.

Carbohidratos Fuente

Agar UNI-CHEM, Agar powder bacteriological, Cat. No.
A12580-2J

Agarosa SERVA, Agarose low gel strength, cat. No. 11403.
Feinbiochemica GmbH & Co.

Alginato Aldrich-Chemie, Alginsaeure Natriumsalz, cat. No. D-

Carboximetil celulosa (CMC)

Glucégeno

Almidon de maiz natural2

Almidon de papa naturala

Almidon de arroz natural

Harina de maiz

Harina de arroz

Harina de trigo

7924, West- Germany

Fluka AG, Cat. No. 21890

Sigma-Aldrich, Inc., Cat. No. G1767

Indias, G.R. Baldinelli, Argentina

Panreac, Cat. No. 171096

BDH, Starch rice, Cat. No. 30263, BDH Limited Poole
England

Yellow Corn Meal, Iberia Foods Corp. , Brooklyn, NY
Mercado nacional, Cuba.

Mercado nacional, Cuba.

a Carbohidratos que también se evaluaron después de ser gelatinizados a 80 °C por 20 min (100 g I-1 agua

desionizada) secados a 50°C por 48 h (Simon, 2009a).

Debido a que la glucosa libre no es el tinico producto
de la digestion de carbohidratos, se realizaron deter-
minaciones de azucares reductores totales luego de las
digestiones in vitro. Los azucares reductores totales se
midieron segiin el método de Somogyi-Nelson descrito
por Robyt y Whelan (1968). Brevemente, se tomaron
300 puL de muestra resultante de la digestion y se le
anadieron 300 pL del reactivo 4 (ver abajo) recién pre-
parado. La mezcla se mantuvo por 20 min en baio Maria
a 100 °C. Después de enfriar, se adicionaron 300 uL
del reactivo 3 (ver abajo), se agitd en vortex para elimi-
nar el CO,, se anadieron 3,35 mL de agua destilada y
se agitaron los tubos suavemente. Finalmente se leyo
absorbancia a 600 nm en un lector ELx808 IU,
BioTek. La concentracion final se determiné utilizando
una curva patrén de maltosa. Los mg de maltosa
liberada determinados mediante este método se
utilizaron para calcular las tasas de hidrélisis como
mg de equivalentes de maltosa producidos por minuto
para su comparaciéon con las tasas de hidrolisis
calculadas utilizando los mg de glucosa liberada.

Reactivos empleados en el método de Somogyi-Nelson:

Reactivo 1: 25g carbonato de sédico anhidro, 25g de
tartrato soédico potasico, 20g de bicarbonato de sédico,
200g de sulfato sédico anhidro, H,O para un volumen
final de 1L.

Reactivo 2: 30g de sulfato de cobre pentahidratado,
200mL de HyO destilada, 4 gotas de acido sulftirico
100 %.

Reactivo 3: 25g molibdato de amonio en 450mL H,O
destilada, 21mL de acido sulfarico 100 %. Preparar
separado 3g de arsenato sédico heptahidratado en 25
mL de H;O, se anade lentamente a la solucion
anterior. Se lleva a un volumen final de 500 mL y se
calienta a 37 °C.

Reactivo 4: 1 mL de reactivo 2 en 25 mL del reactivo 1.

2.5.3. Determinacion de la correlacion entre los
métodos Somogyi-Nelson y el RapiGlu-Test

Se realizaron digestiones con diferentes sustratos
(almidén de arroz, almidon hidrolizado de maiz, almi-
don de papa, harina de trigo, harina de maiz y CMC)
en tubos (ver 2.5) con el fin de comprobar la corre-
lacion entre el método Somogyi-Nelson y el RapiGlu-
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Test para la determinacion de la tasa de hidrolisis. La
determinacién de los azUcares reductores totales y
glucosa libre se cuantifico segiin los métodos antes
descritos (ver 2.5.1 y 2.5.2).

2.6 Analisis estadistico

A los valores de tasa in vitro de hidrolisis en tubos
Eppendorf se les comprobé la normalidad y homoge-
neidad de varianza usando las prueba Kolmogorof-
Smirnov y Levene, con p<0,05. Los datos se anali-
zaron mediante un ANOVA (p<0,05) de una via. Se
analizaron 30 individuos (réplicas) para cada fuente
de carbohidrato (13 tratamientos), para un total de
390 digestiones. Para determinar las diferencias entre
las medias se utilizo el test de comparacion de
medias Tukey (p<0,05). Para los analisis estadisticos
se utilizaron los paquetes Statistica 8.0 Soft, Inc. y
StatGraphics Plus 5.1. Las figuras se generaron
mediante GraphPad Prism 5.

3. RESULTADOS

3.1. Correlacion entre los métodos Somogyi-
Nelson y el RapiGluco-Test

Luego de realizar digestiones preliminares de varias
fuentes de carbohidratos, se cuantifico la glucosa libe-
rada y los azlUicares totales con la finalidad de com-
probar que la determinacion de glucosa libre (método
mas sencillo) es un indicador confiable de la velocidad
de digestién. Se obtuvo una correlacion positiva entre
el método de determinaciéon de azlcares reductores
(Somogyi-Nelson) y el método utilizado para la deter-
minacién de glucosa libre (RapiGluco-Test) con una R2
de 0,95 (Figura 1), excluyendo el almidon de arroz del
analisis. Para el almidon de arroz, se observaron valo-
res mayores de glucosa liberada que los esperados por
la correlaciéon descrita anteriormente entre ambos
meétodos (Figura 1).

1000+
@
a 800- y=1 5,64+9703 X {Almidon de arroz)
£ F=63.56
— 6004 P=0.004
g R2=0.95
E 400+
U]
2004
0 I

I T
0.00 0.01 0.02
Equivalentes de Maltosa (mg)

0.03

Figura 1. Correlacion entre los métodos Somogy-Nelson y el
RapiGluco-Test. Las fuentes usadas fueron CMC, harina de maiz,
harina de trigo, almidon de papa, almidon de maiz y almidon de arroz.

Teniendo en cuenta estos resultados, en lo adelante
se utilizo la cuantificacion de glucosa libre como pro-
ducto de la digestion de carbohidratos, para comparar
la digestion in vitro de las fuentes de carbohidratos
estudiadas.

3.2. Hidrolisis in vitro de carbohidratos en tubos
Eppendorf

Previamente se comprobé la linealidad de la libe-
raciéon de glucosa hasta 120 min de digestion
(Figura 2), por lo que se utilizaron los valores a los
60 min para la comparacion de las tasas de hidro-
lisis. En los ensayos in vitro realizados en tubos para
los diferentes sustratos se cuantificé la glucosa libe-
rada como indicador de la tasa de hidrélisis (Tabla 2).

Se obtuvieron diferencias altamente significativas
en la tasa de hidrélisis entre los sustratos emple-
ados (ANOVA, F= 67,25 P< 0,0001) (Tabla 2). El
almidéon de arroz (80,60 + 28,86 nmol glucosa min-),
el almidén de papa gelatinizado (70,5 + 16,63) y el
almidén de maiz gelatinizado (67,0 + 15,26) fueron
los sustratos que presentaron mayores tasas de hi-
drolisis de entre todas las fuentes probadas (Tabla 2).
Aunque menores, también se obtuvieron tasas de
hidroélisis altas con la harina de arroz (54,1 + 14,90), la
harina de trigo (42,6 + 11,45), el almidon de papa
(41,6 = 18,15), la harina de maiz (32,5 = 10,51), el
glucégeno (30,9 = 9,91) y el almidén de maiz (23,2 +
7,42) (Tabla 2). Los sustratos que mostraron las
menores tasas de hidrolisis fueron la CMC (12,3 +
6,22), el alginato (3,3 + 2,90), la agarosa (3,2 + 1,27) y
el agar (7,4 £ 4,09) (Tabla 2).

4. DISCUSION

Se han desarrollado varios meétodos in vitro como
alternativas a los costosos y demorados ensayos de
digestibilidad in vivo. Estos ensayos brindan una
valiosa aproximacion a los procesos de digestion in vivo
(Tester et al., 2000). Ademas, por ser mas sencillos y
rapidos, pueden ser utilizados para analizar un
numero grande de materias primas, lo cual es conve-
niente en estudios iniciales en especies sobre las
cuales no hay informacion previa. Este es el caso de
la langosta espinosa Panulirus argus y por esta razon,
en este trabajo se utilizaron métodos in vitro de diges-
tibilidad como primera aproximacion a digestion de
carbohidratos en la especie. A partir de los resul-
tados obtenidos se pueden disenar estudios futuros
de digestibilidad in vivo de carbohidratos, con las
fuentes de mas potencial para su uso en dietas
formuladas para P. argus.

El proceso de digestion del almidén por las a-
amilasas es complejo. Existen muchos factores que
contribuyen a la resistencia a la hidrélisis de los
granulos de almidén como la relacion amilosa/
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Figura 2. Glucosa liberada (mmol/L) en la digestién in vitro con extracto enzimatico de Panulirus argus. Panel A: Almidén de arroz., Panel

B: Harina de trigo.

Tabla 2. Tasa de hidrolisis in vitro (HR) de diferentes fuentes de carbohidratos por los extractos crudos del hepatopancreas de la langosta
espinosa Panulirus argus. Diferencias estadisticas entre las tasas de hidrolisis de las diferentes fuentes de carbohidratos se indican con

las letras exponenciales.(p<0.0001).

Fuente de Carbohidrato min- (n=30)

Media HR * D.S. nmol glucose

Media HR * D.S. (Simon, 2009)

*%

Almidon de Arroz

Almidon de Gelatinizado de Papa 70,5+ 16,63
Almidoén de Gelatinizado de Maiz 67,0 £ 15,26
Harina de Arroz 54,12 + 14,90
Harina de Trigo 42,56 + 11,45
Almidon de Papa 41,58 £ 18,15
Harina de Maiz 32,52 £ 10,51
Glucégeno 30,91 £9,91
Almidén de Maiz 23,23 £ 7,42

Carboximetil celulosa

Agar 7,36 £ 4,09
Alginato 3,27 £ 2,90
Agarosa 3,25+ 1,27

80,60 + 28,86 2

a

ab

be
cd
cd
de
de
ef

12,32 +6,22 =

eh
h

h

32,92+1,75

2,01+1,27

27,27+1,52
5,4142,21
29,20+0,88

2,92+1,00
4,08%+2,16

** Valores corregidos, expresados en nmol glucosa min-! mg de proteina soluble

amilopectina, el tamano y la forma del granulo, los
complejos amilosa-lipidos y las proteinas en la super-
ficie del granulo (Svihus et al, 2005). Por tanto, al
interpretar los resultados de digestibilidad de carbohi-
dratos, se deben considerar los factores que mas
inciden en la cinética de asociacion del almidon y
las amilasas.

El almidén en su forma nativa se encuentra
formado por dos constituyentes, la a-amilosa y la
amilopectina. La a-amilosa esta constituida por cade-
nas largas no ramificadas de D-glucosa que se hallan
unidas mediante enlaces al-4, las cadenas son

polidispersas y varian en peso molecular, no son
verdaderamente solubles en el agua pero forman
micelas hidratadas que le confieren un enrollamiento
helicoidal (Tester y Debon, 2000). Por su parte, la
amilopectina esta muy ramificada, la longitud media
de las ramificaciones es de 24 a 30 residuos de glu-
cosa. Los enlaces glicosidicos son al-4, pero en los
puntos de ramificacién son enlaces al-6 (Lehninger,
2000). La relacién de amilosa/amilopectina varia de
acuerdo al origen botanico (Buléon et al., 1998).
Estas macromoléculas se depositan en los granulos
de almidén en capas sucesivas, formando anillos de
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crecimiento que incluyen areas amorfas interca-
ladas, con areas mas densas compuestas por lamelas
alternas de material cristalino y amorfo. Por tanto el
almidon tiene una estructura semi-cristalina con
diferentes niveles de cristalinidad. El empaqueta-
miento de amilosa y amilopectina en los granulos
depende también del origen botanico (Campanha y
Franco, 2011).

En la mayoria de los tipos mas comunes de
endospermos de almidén, el porcentaje de peso
relativo de amilosa y amilopectinaesta es de 72-82 %
de amilopectina y 18-33 % de amilosa (Buléon et al,
1998). Generalmente la susceptibilidad de los gra-
nulos de almidén a la hidrélisis con a-amilasa parece
variar en relacion con su contenido de amilosa (Berry,
1986; Svihus et al, 2005). Altos niveles de amilosa
parece dificultar la digestibilidad del granulo, posi-
blemente dado el denso empaquetamiento de la
estructura helicoidal (Englyst y Cummings, 1985) y a
una formacion de complejos amilosa-lipidos (Crowe et
al., 2000; Tufvesson et al., 2001; Svihus et al., 2005).
La hidrélisis también puede verse afectada por el
tamano del granulo en términos de area de superficie
disponible para la accion enzimatica tanto in vivo
como in vitro (Franco et al.,, 1992; Kong et al., 2003;
Morita et al., 2007).

En los ensayos de digestion in vitro en tubos
Eppendorf se observaron diferencias entre las dife-
rentes fuentes de carbohidratos (Tabla 2). Los que
presentaron mayores tasas de hidrolisis son exclusi-
vamente almidones y harinas cuyo principal compo-
nente es el almidén. Este resultado era esperado, ya
que la constitucién quimica y estructural del almidon
es idonea para la digestion por las a-amilasas.

El almidén nativo de arroz fue el que present6é una
mayor tasa de hidrolisis entre todos los sustratos
evaluados. Con la harina de arroz, cuyo componente
mayoritario es el almidon de arroz, se obtuvieron tasas
mayores que para el resto de los almidones nativos
evaluados (Tabla 2). Esto concuerda con los resulta-
dos encontrados por Manelius y Bertoft (1996) y
Bednar et al. (2001) quienes observaron observan que
cereales con granulos pequefios como el arroz tienen
mayores tasas de digestibilidad que los almidones que
poseen granulos mas grandes como el maiz, el trigo y
la papa (Tabla 3).

Seguido del almidon de arroz, los almidones
gelatinizados de papa y maiz presentaron las mayores
tasas de hidrélisis (Tabla 2). La gelatinizaciéon es un
término utilizado para describir los eventos molecu-
lares asociados con el calentamiento de almidones en
presencia de agua (Tester et al., 2006). Este proceso
involucra un incremento de la movilidad molecular
de las regiones amorfas del granulo de almidén y la
desestabilizacion de las dobles hélices de amilosa
mediante el aumento de temperatura, causando una
transicion molecular irreversible y transformando el

material cristalino en amorfo (Campanha y Franco,
2011). Nuestros resultados son consistentes con los
obtenidos en la langosta espinosa J. edwardsii, donde
se encontré que la gelatinizacién incrementa la diges-
tibilidad tanto in vitro como in vivo (Simon, 2009 a y b).
Otros autores sugieren que cuando los granulos de
almidén son sometidos a tratamientos con calor
aumenta la susceptibilidad de los mismos a la hidré-
lisis (Davis y Arnold, 1993; Glass y Stark, 1995;
Cousin et al., 1996).

En estudios nutricionales en peces (Stone, 2003) y
en crustaceos como la langosta Homarus gammarus
(Glass y Stark, 1995), el camarén Litopenaeus
vannamei (Davis y Arnold, 1993; Cousin et al., 1996)
y la langosta espinosa Jasus edwardsii (Simon,
2009a), se observo que el almidoén nativo de trigo
presenta alta tasa de hidrélisis comparado con otras
fuentes de carbohidrato. También se reportd una alta
tasa de digestibilidad aparente de materia seca (82,3 %)
en langostas Panulirus ornatus alimentadas con
dietas con harina de trigo (Irvin y Williams, 2007) la
cual ha sido utilizada en varias dietas experimentales
para esta especie (Williams, 2007). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en este trabajo donde la
harina de trigo mostré una alta tasa de digestion in
vitro (Tabla 2). Se conoce que la alta digestibilidad del
trigo, se debe al alto contenido de amilopectina (* 80
%) presente en su forma nativa, en comparaciéon con
otras fuentes vegetales (Cruz-Suarez et al, 1994;
Cuzon et al., 2000).

El almidon de maiz resulté significativamente
menos digestible que el resto de los almidones estudia-
dos. Esta menor digestién del maiz en comparaciéon
con los demas almidones, puede estar dada por la
forma poliédrica alargada que adopta este granulo de
almidon, disminuyendo el area superficial de contacto
con las enzimas (Tabla 3).

Kong et al. (2003) mostraron en cerdos que los
granulos de almidén de maiz de pequeno tamano fue-
ron mas susceptibles a la digestion por a-amilasa que
los granulos de almidon de papa de mayor tamano.
Esto no concuerda con los resultados de este trabajo,
donde el almidon de papa fue mas susceptible a la
digestion por las enzimas digestivas de P. argus que
el almidén de maiz. En otros crustaceos, el almidén
nativo de maiz tampoco es de las fuentes de mayor
digestibilidad (Capuzzo y Lancaster, 1979; Bordner et
al., 1983; Koshio et al, 1992; Simon, 2009a). Una
posible explicacién puede estar en que sobre la efi-
ciencia de hidrélisis de los almidones influyen dife-
rentes factores y no sélo el tamano del granulo
(Crowe et al., 2000; Tufvesson et al., 2001; Morita et al.,
2007), entre ellos la asociacion entre el tamafo del
granulo, la forma del mismo y el contenido de ami-
losa (Tabla 3). Si bien el almidon de maiz posee granu-
los mas pequefos, a su vez presenta un mayor conte-
nido de amilosa y forma poliédrica (Buléon et al., 1998).
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Tabla 3. Caracteristicas del granulo de almidén de diferentes fuentes vegetales.

Amilosa (% total

Area superficial

Sustratos Tamano (pm) del granulo) Forma (nm?)

Almidoén nativo de arroz 3a8! - Poliédrica 3 28,3-2013

Almidon nativo de maiz 12,22a3018 25a283 Poliédrica y 12,6-28278
redondeada 3

Almidén nativo de papa 5al001? 18a213 Ovalada grande 3  78,5-314163

Almidoén de trigo 15a351 25a293 Disco 3 707-38493

1. Tester et al.,, 2006; 2. Mishra y Rai, 2006; 3. Buléon et al., 1998.

Sin embargo, los valores de tasa de hidrélisis in
vitro obtenidos tanto para la harina de maiz como
para el almidén de maiz en P. argus son similares a
los obtenidos para el glucégeno (principal fuente de
carbohidratos presente en las presas naturales).
Mientras que las tasas de hidrélisis in vitro del gluco-
geno son similares en J. edwardsii (Simon, 2009a) y P.
argus (este trabajo), la langosta P. argus parece
digerir mejor el almidén de maiz que su contraparte
de aguas templadas, por lo que el uso de esta fuente
de carbohidrato (o la harina de maiz) debiera eva-
luarse en dietas formuladas para P. argus. Un anali-
sis similar con la harina de trigo y almidén de papa
conllevaria a sugerir igualmente su evaluacién,
debido a no diferir significativamente del glucégeno en
cuanto a su digestibilidad in vitro. Las langostas espi-
nosas crecen significativamente mas con mejillon
fresco, con hasta un 30 % de glucégeno (Simon,
2009c), en comparacion con dietas formuladas (Crear
et al., 2000; Ward et al., 2003a; Simon y Jeffs, 2008).
Por esta razén, Simon (2009a) sugiere que las fuentes
de carbohidrato con digestibilidades in vitro y res-
puestas glicémicas posingestion similares al gluco-
geno, pudieran ser mas apropiadas para langostas
espinosas que carbohidratos de alta digestibilidad
que provocan respuestas glicémicas elevadas. Se ha
sugerido para otros crustaceos que el tiempo de
aparicion de la glucosa en la hemolinfa influye en la
utilizaciéon metabélica de la misma y el crecimiento
(Abdel-Rahman et al,, 1979; Cuzon et al., 2000), pro-
bablemente asociado a una reduccion en la absorcion
de aminoacidos (Alvaro y Robinson, 1979) o a la satu-
raciébn de la hexoquinasa por exceso de sustrato
(Cuzon et al., 2000).

Por otra parte, varios estudios proponen que las
macroalgas pueden brindar carbohidratos viables para
ser incluidos en las dietas en langostas espinosas
(Jernakoff et al., 1993; Edmunds, 1995; Mayfield et
al., 2000; Williams, 2007). Carbohidratos como el
agar, el alginato y la CMC son usados comunmente
como aglutinantes en dietas experimentales para
crustaceos (Volpe et al, 2008). En experimentos reali-
zados en J. edwardsii se obtuvieron mejores digestibi-
lidades con la CMC, que con alginato o agar (Simon,

2009a). Los resultados del presente estudio en P.
argus coinciden parcialmente con los obtenidos en J.
edwardsii, pues la CMC resulté mas digestible que el
alginato, aunque no fue estadisticamente diferente
del agar. Sin embargo, la CMC parece ser significati-
vamente mas digestible en J. edwardsii que en P.
argus. En J. edwardsii la CMC es una de las fuentes
de mas alta digestién in vitro, junto con almidones
gelatinizados, la dextrina y el glucoégeno, y por encima
de almidones como el de papa y el de maiz (Simon,
2009a), lo cual no concuerda con los resultados de
este trabajo en P. argus. En P. argus la CMC mostroé
bajas tasas de hidrélisis, por debajo de todos los
almidones y harinas usadas en el estudio (Tabla 2).
Aunque la hidrélisis de la CMC también se ha
observado en otros crustaceos (Homarus gammarus,
Glass y Stark, 1995; Scylla serrata, Pavasovic et al,
2004) los resultados del presente trabajo son compa-
rables con los realizados en Penaeus indicus (Osmondi
y Stark, 1996) y Penaeus monodon (Wigglesworth y
Griffith, 1994), donde practicamente no hubo diges-
tién de la CMC.

Las bajas tasas de hidrolisis obtenidas en este
trabajo con la agarosa, el alginato y el agar (Tabla 2),
concuerdan con los obtenidos en la langosta espinosa
J. edwardsii por Simon (2009a). Por otra parte, Rad-
ford et al. (2007) obtienen bajos crecimientos con
estos ingredientes en J. edwardsii y sugieren que
ninguno de estos carbohidratos son alternativas efi-
cientes para dietas de langostas. En general, los
resultados obtenidos en J. edwardsii y P. argus
indican que la agarosa, el alginato y el agar no son
muy digestibles. Los resultados pueden estar dados por
la composicion estructural de estos sustratos, obsta-
culizando una correcta interaccion enzima-sustrato.

En general, los resultados del presente trabajo en
cuanto a digestibilidad in vitro de carbohidratos en P.
argus concuerdan con los obtenidos en estudios ante-
riores en crustaceos, aunque se evidencian diferen-
cias incluso con especies cercanas como la langosta
espinosa J. edwardsii (Simon, 2009a). Por tanto, se
confirma que la habilidad de un organismo para
digerir y metabolizar diferentes fuentes de carbohi-
dratos varia con la bioquimica digestiva de la especie

Rev. Invest. Mar. (2013); Vol. 33, No. 2



Digestion in vitro de carbohidratos en Panulirus argus

Casuso, Rodriguez-Viera, Perera (2013)

en cuestion (Radford et al, 2007). Si bien la infor-
macion obtenida para algunas especies constituye un
punto importante de partida, los resultados del
presente trabajo demuestran la necesidad de realizar
estudios especie-especificos.
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